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OZET

YENi ZELANDA TAVSANINDA LEYDiIiG HUCRELERININ SAYISININ
STEREOLOJIK METODLARLA HESAPLANMASI

Testisler erkeklerde tremeyle ilgili bir ¢ift organdwr. Spermatozoa ve
testosteron hormonu iiretiminden sorumludurlar. Testosteron hormonu Leydig
hiicrelerinden salgilanir. Biz bu ¢alismamizda on iki adet Yeni Zelanda Tavsaninin
testislerindeki Leydig hiicrelerini  stereolojik metotlarla saydik. Sayimlar
tavsanlardan altisinin sag testisleri altisinin da sol testisleri iizerinde gerceklestirildi.
Testisler Diiz (Smooth) Pargalama metoduyla 6rneklendi ve Leydig hiicreleri Optik
Disektor sondalar1 kullanilarak sayildi. Ortalama Leydig hiicre sayis1 her bir testis
icin 28x10°, hata katsayis1t CE(N) 0,082 ve CV’de 0,14 olarak bulundu. Cikan bu
sonuglar stereolojik acidan uygun bulunmustur. Sonuclar stereolojik metotlar ve
varsayima dayali metotlardan elde edilen sonuglarla karsilastirildi. Veriler stereolojik
calismalardan elde edilen verilerle uyusurken, varsayima dayali ¢aligmalardan elde
edilen verilerden farkliydi. Arastirmalarimiz sonucunda varsayima dayali metotlarin

ayni tiire uygulansa bile farkli sonuglara ulastigi gozlemlenmistir.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF LEYDIG CELL NUMBERS IN THE NEW
ZEALAND RABBIT BY USING STEREOLOGICAL METHODS

Testicles are paired organs that related with the reproduction of the males.
They produce spermatozoa and testosterone hormone. That hormone secrets from the
Leydig cells. In this study our aim was to count the 12 New Zealand Rabbit’s Leydig
cells by stereological methods. The results were compared with model-based
methods. Testicles were sampled using smooth fractionator approach and Leydig cell
number was estimated via optical disectors. Counts were performed on six rabbit’s
right and six rabbit’s left testis. The mean leydig cell number was found 28x10° for
one testis. The mean CE(N) was 0.082 and the CV was 0.14. We concluded these
findings are well matched with other stereological studies which performed on
testicles. But results were different from model-based studies. Because model-based
methods generates erroneus values. They produce different results when they apply

even on the same species.



I. GIRIS

Yeni Zelanda Tavsani, Amerika’da gelistirilmis, iizerinde ¢ok durulan, et
tavsani denilince ilk akla gelebilecek yaygin bir wktir (1,2). Viicut yapisi saglam, sirt
ve butlarda kas gelisimi 1yi, viicut dolgun, arka kisim genis ve yuvarlaktir. Bacaklar
kisa ve kuvvetli kemiklidir. Bas genis ve kisa olup viicutla iyi bir uyum gosterir.
Kulaklar uzun degildir ve tiiylidiir. Gozler kirmizi renklidir (1). Ayni zamanda bir
laboratuar hayvani olarak da kullanilan Yeni Zelanda Tavsanmin testisi ile ilgili

stereolojik ¢alismalarm oldukga sinirli oldugu gézlenmistir.

Erkekte tireme fonksiyonunu sperma hiicresi olusturur. Spermatozoon testiste
seminifer tubullerinde olusur (Spermatogenezis). Seminifer tubullerinin arasinda
gevsek bag doku yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve

interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igerir (3-7).

Leydig hiicrelerinin sayis1 ¢esitli deneysel ¢alismalarda incelenmis ancak bu
calismalardan bazilarinda toplam hiicre sayisinin hesaplanmasinda varsayima dayali
metotlar kullanilmistir. Varsayima dayali metotlar deneysel caligmalarda hatali
sonuglar verebilmektedirler. Ornegin Mendis Handagama atrofiye olmus testislerdeki
toplam hiicre sayisimi arastirirken varsayima dayalt metotla parcalama metodunu
karsilagtrmis ve varsayima dayali metotlarin hatali sonuglar iirettigini ortaya

koymustur (8).

Sunulan bu ¢alismada ise modern stereoloji bashigi altinda incelenen ve “Diiz
(Smooth) Parcalama” dizayniyla kombine edilmis *“Optik Parcalama” metodu
kullanilmistir. Modern stereolojinin gelismesinde Hans Jorgen Gundersen ve Luis
Cruz-Orive’m etkisi biiyliktiir (9). Stereolojik metotlar varsayima dayali olmayan,
tarafsiz ve etkin metotlardir. Pratikte bu metotlar temel olarak kesitlerin
incelenmesine dayanan, mikroskobik yapilarin {i¢ boyutlar1 hakkinda nicel bilgi
edinimini saglayan araclardir. Bu metotlar gelistirilirken dikkat edilen nokta

tarafsizlik ve etkinligin korunmasina 6zen gosterilmesidir (10-12).



1. Organa Genitalia
Organa genitalia iireme ile gorevli olan organlardir. Erkek iireme organlari
(organa genitalia masculina) ve disi lireme organlar1 (organa genitalia feminina) diye

iki grup olustururlar (13).

1.1. Organa Genitalia Masculina
Organa genitalia masculina i¢ iireme organlar1 (partes genitales masculina
internae) ve dis lireme organlar1 (partes genitales masculina externae) diye iki gruba

ayrilr (13).

2. Testis

2.1.Makroanatomi

Testis scrotum’un i¢inde, spermatozoa ve testosteron yapimindan sorumlu bir
cift organdir. Partes genitales masculina internae’da yer alir. Epididymis, ductus
deferens ve eklenti bezleriyle birlikte spermatozoa ve ilgili salgilar igeren semeni
iiretirler. Her bir testis oval bi¢imdedir ve iki yandan basiktir (13-16). Iki yiizii
vardir. Birisi disariya doniiktiir facies lateralis ve digeri iceriye bakar facies
medialis’tir. iki kenar1 vardir. Kenarlardan biri serbesttir. Digbiikey olan bu kenara
margo liber denir. Digeri epididymis’in bulundugu kenardir, bu kenara da margo
epididymalis denir. Iki ucu vardir. Bu uglar extremitas capitata ve extremitas
caudata’dir. Extremitas capitata caput epididymis ile temas eder, extremitas caudata

ise cauda epididymis’e temas eder (13).

2.1.1.Tunica Testis
Testisler, birbirini tamamen Orten ve yine birbirinin i¢inde yer alan tabakalar
ile Ortiilmiistiir. Bu Ortiilere tunica testis denir. Bu ortiiler distan ice dogru soyle

siralanir (13).

1. Scrotum

2. Tunica dartos

3. Fascia spermatica externa

4. Fascia cremasterica ve m. cremaster



5. Fascia spermatica interna
6. Tunica vaginalis testis

7. Tunica albuginea

2.2. Histoloji

2.2.1. Tunica Albuginea

Tunica albuginea bag dokudan yapilmis, mavimsi beyaz renkli, kalin fibroz
bir tabakadir (13). Bu tabaka testisi saran siki1 bir kapsiilden olusmustur, bu kapsiil
testisi loblara da ayirir ve seminifer dokuya ritmik kontraksiyonlar saglayabilmek
icin yapisinda fibroblast ve myofibroblastlar bulundurur. Tunica albuginea’nin derin
kismi kan ve lenf damarlar1 barindiran gevsek bag doku tabakasindan ibarettir, buna

bazen tunica vasculosa da denir. (16,17).

2.2.2. Seminifer Tubuller

Tunica albuginea’nin olusturdugu ince bolmelerle testis, taban1 disariya tepesi
iceriye doniik cok sayida koni seklinde lopcuklara yani lobuli testis’lere boliiniir.
Septula testis’ler testis dokusu icinde, bir bag doku ekseni iizerinde birbirine
yaklasarak seyrederler. Septula testis’ler arasinda olusan lopcuklari yapisinda tireme
hiicreleri yani spermatozoon’u yapan tubuli seminiferi contorti denilen testis
kanalciklar1 bulunur. Bu kanalciklar 6zel bir epitel ile désenmis olup c¢evreden
merkeze dogru kivrimli seyrederler. Her bir tubuli seminiferi contorti, mediastinum
testis yakininda, kivrimlar1 azalmig yada diiz seyirli, lumenleri biraz daha genis bir
kanal ile yani tubuli seminiferi recti ile seyrine devam eder. Tubuli seminiferi
contorti’lerin devami niteligindeki tiim tubuli seminiferi recti’ler mediastinum
testis’e girer ve burada birbiri ile agizlasarak bir ag, rete testis’i olustururlar. Rete
testis’ten ductuli efferentes testis denilen kanallar baslangic alir. Bu kanallar tunica

albuginea’y1 delerek testis’ten digar1 ¢ikarlar (13).

Seminifer tubuller, gamet iiretiminden sorumlu hiicrelerle, destek gorevi
goren sertoli hiicrelerini ihtiva etmektedirler. Buradaki bag doku tabakasi kollajen

lifler, fibroblastlar ve myoid hiicreleri barindirir. Myoid hiicreler diiz kas hiicrelerinin



pek cok ozelligini gosterirler. Myoid hiicrelerinin yapmis oldugu peristaltik kasilma
dalgalar1 sayesinde spermatozoa’lar tubuller i¢cinden gecerek epididymis’e ulasirlar
(16,18,19). Destek hiicreleri (sertoli hiicreleri), epitelin bazal katmanida
spermatojenik hiicrelerin etrafin1 sarmis bir sekilde bulunur. Sertoli hiicreleri
birbirleriyle siki sikiya baglanarak kan-testis bariyerini olustururlar ve gelismekte

olan spermatojenik hiicreleri kan kaynakl etkenlere karsi korurlar (14,15).

2.2.3. interstisyel Doku

Seminifer tubuller arasindaki bosluk tunica albuginea’nmn bir devami olan
interstisyel dokuyla kaplanmustir. interstisyel doku gevsek bag dokudur. Interstisyel
bag doku, bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig

hiicreleri) igerir (3-7,18).

3. Bag Doku

Bag doku, viicut i¢cindeki diger doku ve organlara metabolik ve yapisal destek
saglayan mezodermal kokenli temel doku tipine verilmis geleneksel bir terimdir.
Mekanik yapisal roliine ek olarak bag doku, dokularla dolasim sistemi arasindaki
beslenme, metabolit ve atik iirlinlerin degisimine de aracilik etmektedir. Bag doku

genellikle kan ve lenf damarlarmi icermektedir (Tablo 1) (17).

Tablo 1: Bag Doku Cesitleri (16),

3.1.Bag Doku Cesitleri

A. Embriyonik Bag Dokular

1. Mezensimal Bag Doku

2. Miik6z Bag Doku

B. Asil Bag Doku

1. Gevsek Bag Doku

2. Sik1 Bag Doku

a. Siki1 Diizensiz Bag Doku

b. Sik1 Diizenli Bag Doku

(1) Kollajen

(2) Elastik




3. Retikiiler Doku

4. Yag Doku

C. Ozellesmis Bag Doku

1. Kikirdak

2. Kemik

3. Kan

Gevsek bag doku viicutta gerekli olan bolgelerde esneklik ve darbe emici

tampon olarak bulunur (15).

3.2. Bag Doku Hiicreleri

Bag doku hiicreleri birincil bag dokudaki (mezensim) Onciil hiicrelerden
tiremislerdir ve her biri degisik fonksiyonlariyla beraber bir¢ok tipe bdliinmiistiir.
Baskin ortak fonksiyonlar1 ise zemin maddesinin sentezi ve siirekliliginin

saglanmasidir. En ¢ok rastlanilan ortak destek hiicresi fibroblast’tir (16,17).

Savunma ve bagisiklik fonksiyonu olan hiicrelerle destek dokuda
karsilagilabilir. Bunlar mast hiicreleri, doku makrofaj’lari, beyaz kan hiicrelerinin
tiim tipleri ve antikor salgilayan plazma hiicreleridir. Bu hiicrelerden bazilar1 destek
doku icerisinde go¢ eder ve bolgesel fonksiyonlarini gerceklestirir, diger bagisiklik
hiicreleri de destek doku i¢inden gecerek fonksiyonlarini gerceklestirecekleri yere

giderler (17).

4. Leydig Hiicreleri

Franz Leydig, kendi adin1 tasiyan bu hiicreleri 1850 senesinde kesfetmistir
(20). Leydig hiicreleri testiste interstisyel dokuda tek tek yada kiimeler halinde
bulunurlar. Genelde kapiller damarlara yakindirlar. Erkekte testosteron hormonu

biyosentezi yapip salgilarlar (7,20).

Kemirgen testisinde iki farkli tip Leydig hiicresi toplulugu goriiliir. Bunlar
Fotal Leydig Hiicreleri ve Adult Leydig Hiicreleri’dir. Bu iki grup yerlesim yerleri,

yapilari, ultra-yapilar1 ve yasam dongiileri agisindan farkliliklar gosterirler (21).




4.1. Fotal Leydig Hiicreleri

Fotal Leydig Hiicreleri 151k mikroskobu altinda 14.5’uncu fotal giinden, 25.
postnatal gline kadar gozlemlenebilir. Fotal Leydig Hiicreleri seminifer tubuller
arasindaki bolgede siralanmis kiimeler halinde bulunurlar. Fotal Leydig Hiicresi
kiimesi su tipik histolojik ozellikleri gosterir; kiimeler biiyiikk yuvarlak yada oval
sekilli Leydig hiicrelerinden ibarettirler, bunlarin yuvarlak belirgin bir ¢ekirdekleri
ve ¢ok goze carpan g¢ekirdekgikleri vardir. Tiim kiimeler ince, fibrositlerden olusan
bir Ortliyle sarilmiglardir ve bunlar birbirlerine hiicresel ¢ikintilarla tutunmuslardir
(Sekil 1). Kiimelerin iginde Fotal Leydig Hiicreleri arasinda ¢esitli sikliklarda
kollajen lifleri bulunur. Pek ¢ok durumda kiimelerin kapillerlerin ¢ok yakiminda yer

aldiklar1 gozlemlenmektedir (21).

Sekil 1: Fotal Leydig Hiicresi, (21)

15. fotal giinle 25. postnatal giin arasinda kiimelerin yap1 ve boyutlarinda
degismeler yasanmaya baslar. Fotal Leydig Hiicrelerindeki biiylime 19. fotal giinde
en yiikksek noktasina ulasir. Bundan sonra, 1. postnatal giinde biiyiik kiimeler pek ¢ok
kiigiik kiimeler olusturacak sekilde boliiniirler. 5. postnatal giinden sonra Fotal
Leydig Hiicre kiimeleri sayis1 gitgide azalmaya baglar ve boylece 10. postnatal glinde
sadece 5 ila 7 arasinda kiime gbzlenirken, 15. postnatal giinde 3-4 kiime gozlenmeye

baslar. 25. postnatal giindeyse sadece bir belki iki tane kiime ancak gozlenebilir (21).

4.2. Adult Leydig Hiicreleri

Adult Leydig Hiicreleri 3 kisimda incelenirler;



4.2.1. Onciil Safha: Leydig hiicreleri mezensim benzeri fibroblastlardan 13-

28. postnatal giinlerde koken alirlar.

4.2.2. Olgunlasmams Safha: Leydig hiicreleri 35. postnatal giinden itibaren

kii¢iik miktarlarda testosteron salgilamaya baslarlar.

4.2.3. Olgunlasmis Safha: Leydig hiicreleri aktif olarak testosteron iiretmeye
baslarlar. 90. postnatal giinde sekstiel agidan olgunlagsmis hayvanda tam olarak

fonksiyon gostermeye baglarlar.

Onciil Hiicreler:
Onciil hiicreler kokenini peritubuler yada perivaskuler fibroblast’lardan

alirlar.

Olgunlasmamis Hiicreler:

Onciil hiicrelerden farkli olarak oval yada yuvarlaga yakm hiicrelerdir,
cekirdekleri yuvarlaktir ve 25 ila 35. postnatal giinler arasinda gozlenebilirler.
Peritubuler ve perivaskuler onciil hiicrelerin yapilart silindirikten oval yahut
yuvarlaga dogru doniismeye baglarlar. Peritubuler Onciil hiicreler seminifer
tubullerden interstisyuma dogru uzaklagmaya baslarlar ve kendilerine tercihen kilcal
damarlarin yakinlarmi segerler. Fotal Leydig Hiicrelerinden farkli olarak Adult
Leydig Hiicreleri bazal lamina ve fibroblastlardan olusan bir Ortiiyle

sarilmamislardir.

Olgun olmayan Leydig hiicreleri kadar olgun Leydig hiicrelerinin de

cekirdekleri biiyiik ve yuvarlaktir (21).

Olgunlasmis Safha:
Adult Leydig Hiicresi gelisimindeki son satha olgunlasmamis Leydig
hiicrelerinin olgun Leydig hiicrelerine doniisiimiidiir. Hiicrenin boyutu belirgin bir

oranda artar. Cekirdegi biiytk, eliptik yada yuvarlaktir (Sekil 2) (21).



Yeni Zelanda Tavsanlarinda da Adult Leydig Hiicreleri hayvan 5-6
haftalikken goriilmeye baglar. Dogumdan sonraki birinci haftada artik Fotal Leydig
Hiicreleri yavas yavas gozden kaybolmaya baglamustir. 1-5. haftalar arasinda
interstisyel doku neonatal periyoda gore ¢ok daha homojendir. Bu zaman zarfinda en
cok goriilen hiicreler mezensimal tip hiicreler ve heniiz tam olarak olgunlagsmamis
Leydig hiicreleridir. Bu haftalar arasinda interstisyel dokuda agik¢a bir degisiklik
olur ve Leydig hiicreleri goriilmeye baslar. Bu hiicreler genellikle damarlarin
etraflarmmda gruplar olustururken bazilari da seminifer tubullerin smirlarina
yerlesmislerdir. Interstisyel dokudaysa mezensimal hiicrelerle kismi olarak
farklilagsmamis hiicreler hala gdézlenmektedir. 6-7. haftalarda Leydig hiicrelerinin
sayisinda ani bir artis gozlenirken farklilasmamis yada az farklilasmis hiicrelerin
sayisinda belirgin bir azalma gdzlenir. Interstisyel dokunun biiyiik kism artik
olgunlagsmig Leydig hiicrelerinden olugmaktadir. Bir miiddet sayisi sabit kalan
Leydig hiicrelerinde 9-10. haftalarda artis goriilse de ikinci biiyiik patlamasini 10-11.
haftalarda yapar ve yetigkin bir hayvanin seviyesine gelir. 7 ile 14. haftalar
arasindaysa spermatogenesisinde baslamasi ile seminifer tubullerin ¢apinda artis
meydana gelir ve bunun sonucunda da interstisyel dokunun nispi miktar1 onceki

devrelere oranla azalir (22,23).

Sekil 2: Adult Leydig Hiicreleri, (21)



5. Stereoloji

Stereoloji bir nesnenin 6rnegin sayi, hacim, yilizey alan1 ve uzunlugu gibi li¢
boyutlu parametreleri hakkinda sorular sorar. Soru sormanin yolu ¢ergeve, cizgiler ve
noktalar gibi geometrik sondalar1 nesneye “firlatarak” sondayla nesnenin
etkilesimlerine bakmaktir. Esas anlasilmasi gereken metodun hem sonda ve hem de
ornekleme icin tarafsiz olmasi gerektigidir. Ornekleme rastgele olmali ve

populasyonun her bir pargasina esit oranda 6rneklenme sansi tanimalidir (24).

5.1. Optik Parcalama

Bir organdaki toplam hiicre sayisina ulagmak i¢in optik pargalama metodu
kullanilabilir. Optik parcalama stereolojideki iki gelisimin birlesmesiyle ortaya
ctkmistir; saymm i¢in {ic boyutlu bir sonda; optik disektdr ve sistematik birdrnek
ornekleme semasi; parcalama. Pargalama, yapisal bilesenin bilinen bir kisminda
ornekleme gerektirmektedir. Parcalama icin sistematik Ornekleme yapilmalidir ve

buda yiiksek oranda etkili degerlendirmeler yapmay1 saglamaktadir (25).

5.2. Parcalama

Parcalamanin prensibi parcaciklar1 bilinen ve oOnceden karar verilebilen
olasilikla rastgele bir 6rnek orneklemek ve sonra ornekleme olasilig1 ve drnekteki
sayidan referans uzaydaki toplam sayiy1r (N) elde etmektir. Parcaciklar iceren bir
organ bilinmeyen sayi, boyut ve sekilde pargalara ayrilir. Parcalarin bilinen ve
onceden karar verilen boliimleri rastgele Orneklenir (Mesela sistematik olarak
rastgele baglanir ve her on besinci alinir). Cilinkii her parcacik kisimlarm her birini
kapsamaktadir, her bir parg¢acigin esit olasilikla 6rneklenme ihtimali vardir, bagka bir
ifade ile 6rnekleme bir 6rnek olmalidir. N, Ornekteki (N’) pargacik sayisinin ve ters
ornekleme olasiligmin N=N’.15 bir sonucu olarak elde edilir. Bu N’nin tarafsiz
degerlendirilmesidir. Ornekleme iki yada daha fazla adimda gergeklestirilebilir.
Biiyiik bir organ uygun bir baslangigla kalin dilimler halinde kesilir, bir bolimii
orneklenir, cubuklar seklinde kesilir, ¢ubuklar tekrar orneklenir, ¢ubuklar kiigiik
bloklar seklinde kesilir ve drnekleme yapilir. Bu islem sadece birka¢ dakika alir.
Daha sonra bu bloklar gomiiliir ve ayrintili bir sekilde kesilir. Bununla birlikte

ihtiya¢ duyulan tek bir 6rnek, tiim kesitlerin sadece kiiciik bir 6rnegidir. Son agamada
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her onuncu kesit 6rneklenebilir ve bu orneklerde sayim yapilir. Sayilan pargaciklarin
toplam sayisi, tiim ornekleme boliimleri tersine ¢evrilerek carpilir ve N’nin tarafsiz
bir degerlendirilmesi yapilir. Buda bir balina bobreginde caligilsa bile ¢ok bir is

yapilmayacagi anlamina gelmektedir (26).

5.3. Diiz (Smooth) Parcalama

Genel parcalama tekniginde degisiklik yapilmasiyla ortaya ¢ikmistir.
Genellikle fiziksel olarak ayr1 parcalar yada parca, blok, dilim, kesit gibi kiimeler
iizerinde 6rneklemenin yapildigi hemen hemen her durumda kullanilabilir. Her parga
sezgiye dayali bir tahminle yada parcacigin igerigiyle iligkili olarak birbiriyle
iliskilendirilir (Sekil 3). Iste Diiz (Smooth) Par¢alama bu parcalarin sezgiye dayali
tahmine uygun olarak, bir tepe noktasi olusturacak ve aralarinda en az aralik
birakilacak bir sekilde art arda sistematik drneklemeyle siralanmasidir (27). Diiz
(Smooth) dizayn tabanli yapilan parcalama islemi basit rastgele 6rneklemeye gore
dort kata kadar daha etkilidir, kesin ve tarafsiz degerlendirmeler yapilmasini

saglamaktadir (28-31).

0 1 1 4 7 9 11 15 14 10 7 5 5 3 1 1
Sekil 3: Renk yogunlugu, boyut, igerik ve sayisal degerler tabanli bazi Diiz (Smooth) dizayn

protokolleri (28)

5.4. Optik Disektor
Disektor tarafsiz ve basit lic boyutlu bir sondadir. Pargaciklar sifir boyutludur

ve bu yilizden sayim yapabilmek icin ii¢ boyutlu sondalarin kullanilmasi
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gerekmektedir. Optik disektorler, sayimlarda tarafsiz degerlendirmeler sunar,
hiicrenin boyut ya da yapisiyla ilgili varsayimlar yapan degerlendirmelerden uzaktir,
kayip ug -lost caps- ve overprojection -fazla yansima- diye bilinen problemlerden de
etkilenmemektedir. Deneysel calismalarda yeterli kesinligi yakalayabilmek ic¢in
yaklagik 10 kesitte 100 ila 200 civarinda hiicre saymak yeterli olmaktadir. Optik
parcalama i¢in ilk olarak doku rastgele ve sistematik bir sekilde 6rneklenir. Kalin
kesitler alinir ve bu kesitler mikroskopta x,y ekseninde 6nceden kararlagtirilmig adim
araliklarinda, ytikseklikleri kesit kalinligindan kiiclik olan optik disektor sondalari
kullanilarak incelenir. Kesit kalinlig1 ve disektor sondasinin yiiksekligi mikrokator
yardimiyla oOlgiildiikten sonra dokunun altindan ve istiinden mesafe birakilarak
onceden kararlastirilan optik disektor sondasi (Sekil 4) yiiksekligi icerisine diisen
hiicreler, belirlenen bu yiikseklikte bu sondanin yasak kenarlarina temas etmiyorsa o
hiicrelerin sayimlar1 yapilir. Optik parcalama i¢in kullanilacak parafin ve
dondurulmus bloklar kesilirken olabildigince kalin kesilmeli ve 20 pm’den daha az
kalinlikta yapilacak kesitlerden ka¢milmalidir ve yine mikroskoplarda yiiksek
niimerik ac¢iklikli mikroskop objektifleri kullanilmalidir, boylece odak derinligi

miimkiin oldugunca kii¢iik olacaktir (24,25,32,33).

i“

Sekil 4: Tarafsiz sayim ¢ergevesi. Kirmizi gizgiler yasak kenarlar1 gostermektedir. Bu kenarlara diisen

hiicreler sayilmazlar (34).

5.5. Leydig Hiicre Sayisiyla ilgili Yapilmis Calismalar
Literatiirde Leydig hiicre sayisini arastiran stereolojik tekniklerin kullanildig:
calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda kullanilan bazi metotlar varsayima dayali

metotlardir. Bu metotlar bir organdaki hiicre sayisini birim hacme diisen sayisal
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yogunluk olarak hesaplamaktadirlar (9). Optik ve fiziksel par¢alama ise hacme gerek
duymadan organdaki hiicre sayismi hesaplayabilmektedir. Toplam saymin
Olciilmesinin sayisal yogunlugun hesaplanmasindan daha iyi olmasinin sebebini
West soyle agiklamistir: Yogunluklar arasinda farkliliklar oldugu zaman ve referans
hacim hakkinda da hig¢bir bilgi yoksa calisilan bolgenin hacmindeki farkliliklar yada
hiicrelerin toplam sayisindaki farkliliklarin iligkilerinin derecesinin saptanmasina
olanak yoktur. Yogunluk verisinin hiicre kaybmin delili olarak kullanilmasi
calismadaki tiim bireylerde referans hacmin ayni olarak alinmasi kesin bir
varsayimla iligkilidir (35). Braendgaard binlerce hiicre sayilmasini gerektiren eski
metotlardan ¢ok azmimn direkt olarak toplam sayiyla ilgilendigini geri kalan
cogunlugunsa sayisal yogunlugu arastirdigmi sdylemis, yogunluk Ol¢iimiine bagl
olarak elde edilen biyolojik sonuclarin yorumlanmasmin yogunluktaki herhangi bir
degisimin toplam sayidaki bir degisimden mi ve/veya referans hacimdeki bir
degisimden mi kaynaklandiginin saptanmasinin ¢ok gii¢ oldugunu belirtmistir. Bu
sebepten dolay1 dogrulanamayan model-tabanli varsayimlara dayanilarak {iretilen
degerlendirmelerin tarafli oldugunu bildirmistir (33). Iste bu sekilde hiicrelerin
sayisal yogunlugunu saptamak iizere gelistirilmis olan Abercrombie, Floderus ve
benzeri metotlar pek cok calismada kullanilmiglar, ancak bu metotlar varsayima
dayali olduklar1 i¢in, Ozellikle deneysel calismalarda yanlis sonuglar vermislerdir
(36,37). Coggeshal bu metotlarin kullanildig1 ¢alismalarin %25-40 daha yiiksek ve
olduk¢a degisken sonuglar iirettigini bildirmistir (38). Mendis, Floderus metoduyla
Fiziksel disektor metodunu testis lizerinde yapmis oldugu ¢alismasinda karsilastirmis
ve Floderus metodunun gergeklesebilmesi i¢in testiste su tip varsayimlarin
yapilmasma gerek oldugunu belirtmistir; testis dokusunun fikzasyon ve doku takibi
asamalarinda esit oranda biiziistiigliniin varsayilmasi, testis referans hacminin sabit
kaldigmin varsayilmasi ve Leydig hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin kiiresel olarak
varsayllmasi. Disektdr metodu icinse higbir varsayima gerek yoktur. Mendis bu tip
varsayimlara dayali metotlarin, memeli testislerinde Leydig hiicresi sayisinin
degerlendirilmesinde ve 6zellikle deneysel ¢alismalarda kullanilmasinda bariz hatalar
ortaya ¢ikardigini1 belirtmistir (Mendis, Floderus metodunun olgiilen pargaciklarin
benzer sekilde kiiresel olmasi durumunda gegerli olabilecegini ve yine formiilde yer

alan ortalama profil ¢apmi hesaplarken de tiim ¢ekirdeklerin ayni ¢apta oldugunun
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varsayilmasi gerektigini bildirmistir) (37). Abercrombie metodu da varsayima dayali
bir metot olmasiyla birlikte en biiylik iki zayiflig1 ortalama pargacik yiiksekliginin
degerlendirilmesinde ve kesit kalinlig1 “t” nin 6l¢iilmesinde yada kontroliinde ortaya
cikmaktadir (9). Abercrombie metodu bu sorunlarin yaninda birde lost caps -kayip
saha- problemi yasamaktadir. Kayip saha, hiicre saymmi yapilirken, kesit yiizeyinde
bulunan yada diismek iizere olan partikiillerin fark edilememesi ve sayilmamasidir.
Bu sorunun giderilmesi i¢in Onerilen diizeltme faktdrleri de ne yazik ki pratikte
yetersiz kalmistir (39). Baddeley’de biyolojik uygulamalarda varsayima dayali bu
metotlarin zayif kaldiklarin1 ve ¢ekirdeklerin kiiresel olarak varsayilmasmin
uygunsuz oldugunu bildirmistir. Baddeley bu metotlarin biyolojik olarak mantiksiz
sonuglar tirettigini belirtmistir (9).

Bu calisma testiste testosteron hormonu salgilanmasiyla gorevli olan Leydig
hiicreleri sayisini stereolojik metotlarla arastirarak giincellemek amaciyla yapildi.
Leydig hiicreleri sayisinin belirlenmesinde etkin ve tarafsiz bir sayim metodu oldugu
kanitlanmig olan “Diiz (Smooth) Parcalama” dizayn tabanli “Optik Parcalama”
metodu kullanildi. Ayn1 zamanda elde edilen buldular, varsayima dayali metotlarla

yapilan ¢aligsmalarm bulgulariyla da karsilastirildi.
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II. MATERYAL VE METOD

1. DENEKLER

Caligma Danimarka’nin Aarhus sehrinde bulunan Skejby hastanesinden temin
edilen on iki adet yetiskin erkek Yeni Zelanda Tavsan’min testisleri lizerinde
gerceklestirildi. Tavsanlarin rastgele olarak segilen altisinin sag testisi altisinin da sol
testist  kullanildi. Saymim Adult Leydig Hiicrelerinin ¢ekirdekleri iizerinde
gergeklestirildi. Ornekleme ve sayim i¢in “Diiz (Smooth) Pargalama” (Gundersen
2002) dizayniyla kombine edilmis “optik parcalama” (West 1991) metodu

kullanilmastir.

2. ORNEKLEME SEKLININ BELIRLENMESI

Stereolojik ¢alismalarda, ¢alismanin baslangicinda pilot bir ¢galigma yapilmali
ve bu c¢alismayla sayim esnasinda uygulamak istedigimiz adimlarm uygun olup
olmadig1 arastirilmalidir. Biz burada optik parcalama metodu gere§ince pilot
calismamiz sonucunda 200 civarinda hiicre c¢ekirdegi sayabilmek i¢in parafin
bloklardan 30 um kalinliginda kesitler almaya, testislerde Leydig hiicre ¢ekirdekleri
sayimi i¢in 3794.1 um?” alani olan bir sayim cergevesi kullanmaya, X ekseninde 800
pm ve Y ekseninde de 800 um adim araliklar1 birakmaya karar verdik. Sayimlarimizi
yiiksekligi 10 um olan optik disektor sondasi yiiksekligi icerisinde gerceklestirdik.
Uygulamis oldugumuz bu adimlar ve almis oldugumuz sonug¢ neticesinde

sayimimizda da bu adimlari takip ettik.

3. HISTOLOJIK CALISMALAR

Tespit

Tavsanlar 0.3 ml/kg hypnorm IP ve 2 mg/kg midazolam IV kullanilarak genel
anesteziye alindi. Testisler ampute edildi ve immersiyon fikzasyon islemi uygulandi.
Bu islem i¢in testis extremitas capitata, extremitas caudata, margo liber, margo
epididymalis, facies lateralis ve facies medialis’inden insiilin ignesiyle perfiize edildi.

Immersiyon tespiti i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda bir giin bekletildikten
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sonra soliisyon tazelendi. Ugiincii giinde zarlar1 temizlenerek bir hafta tespit
soliisyonunda kalmalar1 saglandi. Tartilma iglemi testislerin zarlar1 ve epididymis’leri

temizlendikten sonra yapildi.

4. DOKU TAKIBI

Zarlar1 temizlenmis testisler par¢alama metoduna uygun olarak 1.5 mm
araliklarla dilimlere ayrildi ve her ikinci dilim secildi (Se¢ime ilk yada ikinci
dilimden mi baslanacagi da gene rastgele bir sekilde belirlendi). Dokular doku takip
kasetlerine konarak bir gece akar suyun altinda bekletildi ve sayimin yapilabilmesi

icin gerekli olan histolojik doku takip asamasina gecildi.
5. DOKULARIN iSLENMESI
Dilimler doku takibi yapildiktan sonra, Diiz (smooth) Parcalama kuralina

uygun bir sekilde etkinligi artirmak igin, kiiglikten biiyiige ve tekrar kiiglige olacak
sekilde yan yana dizilerek tek bir kalip halinde parafine gomiildii (Sekil 5).

Sekil 5: Parafin blogu i¢ine gomiilii dilimler

Kaliptaki dokularm uzunlugu 6l¢iildi (Sekil 6) ve ¢ikan sonug 7-10 arasi bir
saytya boliindii (¢linkii stereolojide 200 civarinda hiicre sayabilmek i¢in sonugta
elimizde yaklagik olarak 10 civarinda doku Ornegi kalmasi gerekmektedir). Biz bu

say1y1 8 olarak aldik ve 8’e boldiik.
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Sekil 6: Dokularin uzunlugunun dijital kumpas yardimiyla dlgiilmesi

8’e boldiikten sonra, ¢ikan sonugtan daha biiyiik olmayacak herhangi bir tam
say1 rastgele olarak belirlendi (¢linkii sistemetik drneklemenin rastgele bir noktadan
baslamasi gerekmektedir ). Dokunun baslangicindan rastgele olarak belirledigimiz bu
say1 kadar bir mesafe Slgiilerek isaretlendi. Devaminda 8’e¢ boldiikten sonra elde
ettigimiz rakam kadar uzaklik birbirini takip eden siralarla isaretlenerek parafin

blogun i¢inde gézlenen dokunun sonuna kadar gidildi (Sekil 7).

Sekil 7: Dokunun miirekkepli bir kalem yardimiyla dl¢iilerek isaretlenmesi

Bu isaretli yerlerden birbirine yatay olacak gececek sekilde miirekkepli bir
kalemle egik ¢izgiler ¢ekildi (Sekil 8).
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Sekil 8: Egik ve paralel ¢izgilerin ¢ekilmesi

Sonra ince uglu bir testere yardimiyla bu egik ve birbirine paralel olacak
sekilde cizilen yerlerden kesildi. Kesim iglemi bittikten sonra elde edilen her bir blok
doksan derece yan dondiiriilerek (hepsi ayni yonde) metal blok kabi igine yerlestirildi

(Sekil 9). Uzerlerine yeniden parafin eklenerek sogumaya birakildi.

Sekil 9: Metal blok kabi igindeki dokular

6. KESIT ALMA

Parafin blogundan rotary mikrotomla 30 um kalmhginda kesitler alindi.
Kesitler bloklardaki dokularin merkezlerinden gececek sekilde alindi. (Bu asamada
karar vermek icin birden fazla kesit alinip incelendi ve lam fiizerinde dokularin
merkezinden gectigine inanildigi -en belirgin goriildiigii- doku kisimlarinda sayim
yapildi). Elde edilen kesitler jelatinli lama g¢ekilerek kurumasi beklendi. Kuruduktan
sonra lamlar 60 derece 1sida yarim saat etiivde bekletildi. Artik boyanmak i¢in hazir
hale gelmis olan lamlar giemsa boyasi kullanilarak boyandi (Sekil 10). Lamlar

Entellan (Merck) araciligiyla lamelle kapatildi.
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Sekil 10: Sayima hazir hale gelmis dokular

7. STEREOLOJIK UYGULAMA

Hiicre sayimi i¢in Diiz (Smooth) Par¢alama metoduyla kombine edilmis optik
disektor sondalar1 kullanildi.

Hiicre c¢ekirdegi sayimi mikroskop (Olympus BH2), motorlu tabla
(Marzhauser Multicontrol 2000), mikroskoba bagli CCD kamera (JVC) ve bunlara
bagli olan bir masaiistii bilgisayar1 kullanilarak, Cast programi (VisioPharm,
Horsholm, Denmark) araciligiyla yapildi. Kesit kalinliklarmin 6lgiimiinde
Heidenhain marka mikrokator ND 281 (Traunreut, Germany) kullanildi. Disektor
sondasmin yiiksekligi 10 pm olarak belirlendi. Sayimda 60x’lik (N.A. 1.4)
immersiyon objektifi kullanildi. Testislerde Leydig hiicreleri sayimi i¢in 3794.1 pm®
alani olan bir sayim ¢ergevesi kullanildi. Adim araligi olarak da X ekseninde 800 pm

ve Y ekseninde de 800 um adim araliklar1 birakildi.

Sayim i¢in Cast programi kullanilarak, mikroskoptaki 4x’lik biiylitmede
bilgisayarn monitoriine yansiyan goriintiideki testis dokusunun etrafi mouse
yardimiyla gizilerek sinirlandirildi (sayim gergevesinin sadece o sinirli alan igerisinde
hareket etmesi istenmektedir). Daha sonra objektifte ve bilgisayarda 60x’lik biiyiitme
secenegine gegildi. Sayim, smirlandirilmis bu alan i¢inde sayim gercevesinin Leydig
hiicre c¢ekirdeklerinin iizerine rastgele ve sistematik olarak diistigli bolgelerde
gergeklestirildi. Leydig hiicrelerinin  bulundugu bdlgelerde dokunun kalinlig:
mikrokator yardimiyla 6l¢iildii ve mesela doku kalinligi 20 um ise lstten 5 pm ve
alttanda 5 um’lik bir mesafe birakilarak orta kisimdaki 10 pum’lik yiikseklik

icerisinde sayim gergeklestirildi.
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Toplam hiicre sayisina orneklemelerin sonucunda su basamaklardaki hesaplamalar
yapilarak ulasild;

N= Fgs¢ X Fgjab X FasrX Frsex Q

formiiliiyle hesaplandi.

Fys; testisler 1.5 mm araliklarla dilimlendikten sonra aldigimiz her ikinci dilimi,

Fisf; kesitin ortalama yiiksekliginin disektor sondasi yiiksekligine bolimii,

Fasr; adim araliklar1 garpiminin gergevenin alanma boliimii,

Fgab; parafin bloktaki doku uzunlugunun tespit ettigimiz sayiya boldiigiimiizde ¢ikan
saymm mikrometreye ¢evrilerek, aldigimiz kesitin yliksekligine bdliinmesi
karsiliginda ¢ikan sonug,

Q’; sayilan tanecik sayis1

8. HATA KATSAYILARININ BULUNMASI

Calismamizda hata katsayisinin hesaplanmasinda (Tablo 4);

Tablo 2: Hata katsayisinin hesaplanmasi
Blok No (1) ZQ_ Qi_X Qi_ Qi_X Qi_+] Qi_X Qi_+2
1

oo | N W B W] N

9
Toplam 2Q A B C

Burada elde edilen verilere bagl olarak disektdr sondasinin hata katsayisi asagidaki

formiille hesaplandi;
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\/ Var(noise) + Var(SRO)

2.0

CE(Disektor)=

Burada noise degeri toplam hiicre sayisidir;

Var(noise)= Y. Q

Sistematik rastgele ornekleme degerinin varyansida asagidaki formiil kullanilarak
hesaplands;

3(4A—-Var(noise))—4B+ C

Var(SRO)= 520

Bu islem hem kesit kalinligi ve hem de sayilan nokta i¢in uygulandiktan sonra

toplam hiicre sayisina ait hata katsayis1 i¢in su formiil kullanilds;

CE(N)= +/CE*(Disektor)+ CE*(t)



1. GENEL GOZLEMLER

Tablo 3: Testis agirliklar
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III. BULGULAR

Denek No Taraf Agirhk
1 Sag 2,47 gr
2 Sag 2,87 gr
3 Sag 3,07 gr
4 Sag 3,03 gr
5 Sag 2,82 gr
6 Sag 3,02 gr
7 Sol 2,24 gr
8 Sol 3,21 gr
9 Sol 4,09 gr
10 Sol 2,62 gr
11 Sol 2,70 gr
12 Sol 2,84 gr
Genel Ortalama 2,915gr + 0,46
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Tablo 4: Yan yana siralayarak parafine gdmmiis oldugumuz testislerin dijital kumpasla 6l¢iilmesi ve

“8” e boliinmesi sonucunda elde edilen degerler.

Parafin I¢ine Yan yana Gomiilii Dilimlerin

No | Dijital Kumpasla 8’e Boliince Rastgele Béliince Cikan Sayy/
Olgiilen Parafin Cikan Say Belirlenen Kesit Kalinhg:
Blogun Uzunlugu Say1
1 54,34 mm 6,79 2 6790/30=226,33
2 59,67 mm 7,45 6 7450/30=248,33
3 61,31 mm 7,60 3 7600/30=253,33
4 65,75 mm 8,22 5 8220/30=274
5 43,75 mm 5,50 2 5500/30=183,33
6 77,28 mm 9,66 6 9660/30=322
7 38,84 mm 4,85 3 4850/30=161,66
8 70,40 mm 8,75 6 8750/30=291,66
9 71,00 mm 8,87 4 8870/30=295,66
10 51,96 mm 6,50 1 6500/30=216,66
11 56,38 mm 7,00 5 7000/30=233,33
12 56,08 mm 7,01 4 7010/30=233,66
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Tablo 5: Toplam hiicre sayisinin hesaplanabilmesi igin her satirdaki her bir testis i¢in calisma

boyunca yapmis oldugumuz drneklemeler birbirleriyle garpilarak toplam hiicre sayist bulunur.

Toplam Hiicre Sayisi

No Fist Fast Fap Fhst Q Hiicre
Sayisi
1 2 168,68 226,33 1,602 223 27,277,406
2 2 168,68 248,33 1,421 235 27,975,939
3 2 168,68 253,33 1,457 215 26,771,838
4 2 168,68 274 1,554 219 31,458,590
5 2 168,68 183,33 1,667 227 23,403,917
6 2 168,68 322 1,624 189 33,342,433
7 2 168,68 161,66 1,577 279 23,995,624
8 2 168,68 291,66 1,635 238 38,288,219
9 2 168,68 295,66 1,568 199 31,123,273
10 2 168,68 216,66 1,672 221 27,008,524
11 2 168,68 233,33 1,643 197 25,478,151
12 2 168,68 233,66 1,625 230 29,461,790
Genel 28,798,809
Toplam +4,233,183
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Tablo 6: Grup i¢i Varyasyon Katsayisi (CV) Hesaplamalari

X-Xort (X-Xort)’
1 - 1,521,403 2314667088409
2 - 822,870 677115036900
3 - 2,026,971 4108611434841
4 + 2,659,781 7074434967961
5 - 5,394,892 29104859691664
6 + 4,543,624 20644519053376
7 - 4,803,185 23070586144225
8 + 9,489,410 90048902148100
9 + 2,324,464 5403132887296
10 - 1,790,285 3205120381225
11 - 3,320,658 11026769552964
12 + 662,981 439543806361
Genel 197118262193322/12=
Ortalama 16426521849444
SD V16426521849444 4,052,965
Cv SD/mean= 0,14
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Takip eden tablolarda sayim yapilan lamlarda bulunan bolgelerdeki toplam Leydig

hiicresi sayilar1 ve toplam kesit kalinliklar1 hakkinda bilgi ve hata katsayilar

sonuglar1 bulunmaktadir:

1 numarah denek;

Tablo 7: 1 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

*

*k

*kk

*kdd

Blok No zQ Qix Qi Qix Qi+ Qix Qi+
1 37 1369 777 555
2 21 441 315 756
3 15 225 540 360
4 36 1296 864 1224
5 24 576 816 168
6 34 1156 238 612
7 7 49 126 217
8 18 324 558 0
9 31 961 0 0

Toplam 223 6397 4234 3892

CE (3.Q)=10,070
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
” o Sedese Sedese o

Blok No ot ti.ti ti.tiv1 ti.tiv2
1 119,5 14280,25 10516 4063
2 88 7744 2992 11748
3 34 1156 4539 3281
4 133,5 17822,25 12882,75 9612
5 96,5 9312,25 6948 3667
6 72 5184 2736 3240
7 38 1444 1710 7239
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8 45 2025 85725 0
9 190,5 36290,25 0 0
Toplam 817 95257 50895 42850
CE (t)= 0,045

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)=10,084
Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bolgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]. stitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

2 numarah denek;

Tablo 8: 2 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

¥ ok P R
Blok No zQ Qix Qi Qix Qi+ Qix Qi'+2
1 36 1296 1368 756

2 38 1444 798 1596
3 21 441 882 336
4 42 1764 672 1848
5 16 256 704 352
6 44 1936 968 44
7 22 484 22 330
8 1 1 15 0
9 15 225 0 0
Toplam 235 7847 5429 5262

CE (3>Q)= 0,069
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
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4 s Ko Sede St
Blok No ot ti.t; ti.tiv1 ti.tiva
1 64,5 4160,25 4773 5482,5
2 74 5476 6290 5513
3 85 7225 6332,5 1147,5
4 74,5 5550,25 1005,75 8046
5 13,5 182,25 1458 803,25
6 108 11664 6426 1458
7 59,5 3540,25 803,25 2856
8 13,5 182,25 2856 0
9 48 2304 0 0
Toplam 540,5 40284,25 29944,5 25306,25
CE (t)=0,047

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)=10,084
Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]1. stitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

*#%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

3 numarah denek;

Tablo 9: 3 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalar

¥ - Tk R
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2
1 27 729 297 1161
2 11 121 473 88
3 43 1849 344 1591
4 8 64 296 312
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5 37 1369 1443 481

6 39 1521 507 1053

7 13 169 351 130

8 17 729 170 0

9 10 100 0 0
Toplam 215 6651 3881 4816

CE (3>Q)=0,074
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
4 o s Sededeve

Blok No ot ti.ti ti.tir1 ti.tiva

1 76 5776 2470 9272

2 32,5 1056,25 3965 812,5

3 122 14884 3050 10065

4 25 625 2062,5 2350

5 82,5 6806,25 7755 3712,5

6 94 8836 4230 7849

7 45 2025 3757,5 2970

8 83,5 6972,25 5511 0

9 66 4356 0 0
Toplam 626,5 51336,75 32801 37031

CE (t)= 0,047

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,088
Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***1. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi




4 numarah denek;
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Tablo 10: 4 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* o Sedes Sedede v
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2
1 18 324 252 144
2 14 196 112 826
3 8 64 472 120
4 59 3481 885 1475
5 15 225 375 705
6 25 625 1175 475
7 47 2209 893 658
8 19 361 266 0
9 14 196 0 0
Toplam 219 7681 4430 4403
CE (3Q)=10,073
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
4 o Sedese Sededeve
Blok No ot ti.ti ti.tiv1 ti.tiva
1 115 13225 7820 4255
2 68 4624 2516 13124
3 37 1369 7141 4477
4 193 37249 23353 23353
5 121 14641 14641 11011
6 121 14641 11011 8591
7 91 8281 6461 4823
8 71 5041 3763 0
9 53 2809 0 0
Toplam 870 101880 76706 69634
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CE ()= 0,039
Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)=0,083
Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bolgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami

**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]. stitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

5 numarah denek;

Tablo 11: 5 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* o Sedes e
Blok No zQ Qix Qr Qix Qi+ Qix Qi+

1 39 1521 1677 663

2 43 1849 731 1032

3 17 289 408 323

4 24 576 456 48

5 19 361 38 418

6 2 4 44 86

7 22 484 946 396

8 43 1849 774 0

9 18 324 0 0
Toplam 227 7257 5074 2966

CE (3.Q)= 0,067
Toplam Pargacigin Hata Katsayisi
4 o Sedes e

Blok No 't ti.t; ti.tirg ti.tiv2

1 74 5476 8510 4514

2 115 13225 7015 8050

3 61 3721 4270 2074
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4 70 4900 2380 1190

5 34 1156 578 1547

6 17 289 773,5 3000,5

7 45,5 2070,25 8030,75 3367

8 176,5 31152,25 13061 0

9 74 5476 0 0
Toplam 667 67465.,5 44618.,25 23742.5

CE (t)= 0,044

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,080
Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bolgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***1. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimu

6 numarah denek;

Tablo 12: 6 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* o o ek
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2
1 24 576 120 744
2 5 25 155 150
3 31 961 930 434
4 30 900 420 930
5 14 196 434 322
6 31 961 713 62
7 23 529 46 667
8 2 4 58 0
9 29 841 0 0

Toplam 189 4993 2876 3309
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CE (3Q)=0,078

Toplam Parcacigin Hata Katsayisi

- o - v

Blok No St tit; tiotist titiz
1 58,5 342225 2925 5586,75
2 50 2500 4775 7500
3 95,5 9120,25 14325 7305,75
4 150 22500 11475 11475
5 76,5 5852,25 5852,25 7497
6 76,5 5852,25 7497 5355
7 98 9604 686 9065
8 17 289 1572,5 0
9 92,5 8556 0 0

Toplam 714,5 43449 42608 35537

CE (t)= 0,037

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,086

Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami

**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi
***]. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

7 numarah denek;

Tablo 13: 7 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

¥ - Tk R
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2
1 30 900 1020 1410
2 34 1156 1598 1224
3 47 2209 1692 658
4 36 1296 504 936
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5 14 196 364 546

6 26 676 1014 988

7 39 1521 1482 585

8 38 1444 570 0

9 15 225 0 0
Toplam 279 9623 8244 6347

CE (32Q)= 0,060
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi

4 " . Sedede v
Blok No ot ti.ti ti.tiv1 ti.tiva
1 104 10816 11336 11336
2 109 11881 11881 14878,5
3 109 11881 14878,5 3379
4 136,5 18632,25 4231,5 17403,75
5 31 961 3952,5 3611,5
6 127,5 16256,25 16256,25 14726,25
7 116,5 13572,25 13455,75 3961
8 115,5 13340,25 3927 0
9 34 1156 0 0
Toplam 883 98496 79918,5 69296
CE (t)=0,037
Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1
CE (N)=0,070

Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bolgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***1. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

8 numarah denek;

Tablo 14: 8 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari
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*k

k%

*kdd

Blok No XQ Qix Qi Qix Qi n QixQix
1 43 1849 1333 645
2 31 961 465 713
3 15 225 345 750
4 23 529 1150 368
5 50 2500 800 1500
6 16 256 480 208
7 30 900 390 510
8 13 169 221 0
9 17 289 0 0
Toplam 238 7678 5184 4694
CE (3.Q)= 0,068
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
4 " Sedes e
Blok No ot ti.ti ti.tir1 ti.tiva
1 135,5 18360,25 10907,75 4336
2 80,5 6480,25 2576 6681,5
3 32 1024 2656 3632
4 83 6889 9420,5 6723
5 113,5 12882,25 9193,5 8058,5
6 81 6561 5751 6885
7 71 5041 6035 2698
8 85 7225 3230 0
9 38 1444 0 0
Toplam 719,5 65906,75 49769,75 39014
CE (t)= 0,041

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,079

Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi
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*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

*#%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

9 numarah denek;

Tablo 15: 9 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* o o ek
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2

1 50 2500 1050 1400

2 21 441 588 588

3 28 784 784 840

4 28 784 840 28

5 30 900 30 30

6 1 1 1 15

7 1 1 15 25

8 15 225 375 0

9 25 625 0 0
Toplam 199 6261 3683 2926

CE (3>Q)=10,078
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi

4 s . Sede s
Blok No ot ti.t; ti.tiv1 ti.tiva
1 100,5 10100,25 11256 13718,25
2 112 12544 15288 19880
3 136,5 18632,25 24228,75 9486,75
4 177,5 31506,25 12366,25 2662,5
5 69,5 4830,25 1042,5 1390
6 15 225 300 727,5
7 20 400 970 1150
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8 48,5 2352,25 2788,75 0
9 57,5 3306,25 0 0
Toplam 737 83896,5 68240,25 49015
CE (t)= 0,039

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,087

Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami

**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***1. stitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

10 numarah denek;

Tablo 16: 10numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* o Sedese e
Blok No XQ Qix Qy Qix Qi+ Qix Qi+2
1 39 1521 1365 273
2 35 1225 245 490
3 7 49 98 203
4 14 196 406 350
5 29 841 725 812
6 25 625 700 1075
7 28 784 1204 28
8 43 1849 43 0
9 1 1 0 0
Toplam 221 7091 4786 3231
CE (3.Q)=10,070
Toplam Pargacigin Hata Katsayisi
4 o Sedes e
Blok No 't ti.t; ti.tirg ti.tiv2
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1 86,5 748225 8001,25 1816,5
2 92,5 8556,25 1942,5 4625
3 21 441 1050 1081,5
4 50 2500 2575 6225
5 51,5 2652,25 6411,75 7081,25
6 1245 15500,25 17118,75 2521125
7 137,5 18906,25 27843,75 2750
8 202,5 41006,25 4050 0
9 20 400 0 0
Toplam 786 974445 68993 48790,5
CE (t)= 0,041

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,081
Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bolgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami
**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***1. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

11 numarah denek;

Tablo 17: 11 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

" " o e
Blok No Q QxQr Qx Qi Qx Qi
1 7 49 112 210
2 16 256 480 368
3 30 900 690 330
4 23 529 253 690
5 11 121 330 374
6 30 900 1020 780
7 34 1156 884 680
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8 26 676 520 0
9 20 400 0 0
Toplam 197 4987 4289 3432
CE (3.Q)=10,072
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
4 " Sedes Sedede v
Blok No ot ti.ti ti.tir1 ti.tiva
1 57 3249 5557,5 5472
2 97,5 9506,25 9360 6337,5
3 96 9216 6240 4416
4 65 4225 2990 7247,5
5 46 2116 5129 8326
6 111,5 12432,25 20181,5 17840
7 181 32761 28960 7330,5
8 160 25600 6480 0
9 40,5 1640,25 0 0
Toplam 854,5 100745,75 84898 56969,5
CE (t)=0,036

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,080

Hiicre Sayisia Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami

**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]1. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi

**%%]. stitundaki degerlerin iki alt siradaki degerlerle carpimi

12 numarah denek;

Tablo 18: 12 numarali denegin hata katsayilar1 hesaplamalari

* s ekt fekkw
Blok No XQ Qix Qr Qix Qi+ Qix Qi'+2
1 37 1369 703 999
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2 19 361 513 494
3 27 729 702 270
4 26 676 260 182
5 10 100 70 270
6 7 49 189 224
7 27 729 864 1215
8 32 1024 1440 0
9 45 2025 0 0
Toplam 230 7062 4741 3654
CE (3>Q)= 0,069
Toplam Parcacigin Hata Katsayisi
4 " Sedese Sedede v
Blok No ot ti.ti ti.tir1 ti.tiva
1 106 11236 14522 12985
2 137 18769 16782,5 18221
3 122,5 15006,25 16292,5 8330
4 133 17689 9044 5054
5 68 4624 2584 6018
6 38 1444 3363 5263
7 88,5 7832,25 12257,25 11239,5
8 138,5 19182,25 17589,5 0
9 127 16129 0 0
Toplam 958,5 111911,75 92434,75 67110,5
CE (t)=0,034

Toplam Yiiksekligin Hata Katsayis1

CE (N)= 0,077

Hiicre Sayisima Ait Hata Katsayisi

*Lam {izerindeki her bir doku kisminda sayilan toplam pargaciklar

# Lam iizerindeki her bir doku kisminda sayim yapilan bdlgelerde hesaplanan yiiksekliklerin toplami

**]. stitundaki degerlerin kendisiyle carpimi

***]. siitundaki degerlerin bir alt siradaki degerlerle ¢arpimi
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Tablo 19: Ortalama hata katsayisi

Ortalama Hata Katsayis1 (CE (N))

1. Denek 0,084
2. Denek 0,084
3. Denek 0,088
4. Denek 0,083
5. Denek 0,080
6. Denek 0,086
7. Denek 0,070
8. Denek 0,079
9. Denek 0,087
10. Denek 0,081
11. Denek 0,080
12. Denek 0,077
Genel Ortalama 0,082

Yine sag ve sol testisteki hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark

bulunamamistir (Mann-Whitney U Testi p>0,05).

Sekil 11: Tavsan testisinde interstisyel araliktaki Leydig hiicreleri-tez (x100-30Lm)
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IV. TARTISMA

1. Varsayima Dayah Calismalar

Leydig hiicreleri sayimimi yetigkin Yeni Zelanda Tavsanlar1 iizerinde
gerceklestiren Castro ve arkadaglar1 (40) Leydig hiicresi sayimlarinda histometrik
metotlar kullanarak 6l¢iim yapmislardir. Castro ¢alismasini her iki testisi de saymak
yerine sunulan bu c¢alismada oldugu gibi sag yada sol testisleri {iizerinde
gerceklestirmis ve tek grupta incelemislerdir. Ancak Castro testisi hangi oranda
ornekledigini ve almis oldugu 6rneklerin miktarlari hususunda hi¢ bilgi vermemistir.
Sadece testisin mediastinum bdlgesi hari¢ cesitli bolgelerinden 2 mm”’liik doku
ornekleri aldigini belirtmistir. Buda ister istemez bir taraflilik dogurmaktadir ¢iinkii
organin her tarafina esit oranda 6rneklenme sans1 verilmemistir. Ayrica mediastinum
ve diger kisimlarin ¢iplak gozle tam olarak smirlarini ayirmak imkansizdir. Optik
parcalamada ise organ rastgele olarak esit araliklarla 6rneklenecegi icin organin her
bir noktasma ayni oranda orneklenme sansi taninmaktadir. Castro ve arkadaslari
Leydig hiicresinin sayisin1 hesaplarken Abercrombie metodunu kullanmiglardir.
Sonug olarak 12 tane tavsan testisi lizerinde gergeklestirmis olduklar1 ¢aligsmalarinda
71,30x10° ila 132x10° araliginda, ortalama olarak 103,70x10° + 5,77 Leydig hiicresi

bulmuslardir.

Kaler ve Neaves (41) insanlar iizerinde yapmis olduklar1 Leydig hiicreleri ile
ilgi caligmalarinda tizerinde c¢alistiklar1 testisten ekvatoryal kesitler almislardir.
Ornekleme testisin her tarafina esit oranda sans vermedigi i¢in yine bir taraflilik
dogurmustur. Kaler calismasinin sonucunda yetigkin gen¢ bir insanin her iki

testisinde 700 milyondan fazla Leydig hiicresi bulundugunu bildirmistir.

Johnson ve ark. (42) testis Tlzerinde c¢esitli hormonel ilaglara karsi
hassasiyetin etnik farkliliklar sonucunda artirip artwrmayacagi lizerinde yapmis
olduklar1 calismalarinda Chalkley metodunu kullanmislar ve Cinli erkek testislerinde
ortalama olarak yaklasik 250 x10°, Ispanyol erkek testislerinde ortalama olarak
yaklasik 410 x10° ve Kafkas bir erkekte ise ortalama olarak yaklasik 300x10° Leydig

hiicresi bulmuslardir.
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Mori ve Christensen’in (43) 4 adet adult rat testisi lizerinde yapmis olduklar1
morfometrik ¢aligmalarinda, -ki bu say1 biyolojik bir ¢calisma i¢in glinlimiizde yeterli
degildir- her ne kadar her iki testisi 6l¢lim icin hazirlamis olsalar da sunulan bu
calismada oldugu gibi sadece bir tanesi iizerinde ¢alismislardir. Mori bu ¢alismasinda
Floderus esitligini kullanmistir. Mori ve ark. bir testiste ortalama olarak 33,94x10° +

1,03 tane Leydig hiicresi bulmuslardir.

Yine Mori ve ark. (44) bir diger calismalarinda bes adet yetiskin farenin
Leydig hiicrelerinin sayisini arastirmislar ve bunun i¢in sadece sag testisleri lizerinde
calismiglardir. Buda bir taraflilik dogurmustur. Mori bu c¢alismasinda da bir iist
paragrafta bahsedilen arastrmasmin materyal ve metot kismimi aynen alip
kullanmistir. Mori bir farede her iki testiste yaklasik olarak 6x10° Leydig hiicresi

oldugunu saptamstir.

Golden hamsterlerde yapilan bir baska calismadaysa Hardy ve ark. (45)
Floderus metodunu kullanmuslar 18,2x10° Leydig hiicresi bulmuslardir. Yine
Floderus metodunun kullanildigi Golden hamsterlar {izerine yapilmis olan bir baska
calismada ise Sinha Hikim ve arkadaglar1 (46) sadece sag testis lizerinde ¢alismiglar
ve her bir testisin 25,4x10° Leydig hiicresi barmdirdigini bulmuslardir. Burada iki
farkli ¢alismada ayni hayvanlar iizerinde ayni metodun kullanilmasma ragmen

sonuglarin birbirinden farkli oldugu gézlenmektedir.

2. Disektor Sayim Metodu Kullanarak Yapilan Cahsmalar

O’Shaughnessy ve ark. (47) fareler lizerine yapmis olduklar1 ¢aligsmalarinda
optik disektor metodunu kullanmiglardir. O’Shaughnessy testisleri bastan sona kadar
20 pm kalinliginda keserek O6rneklemis ancak calismasinda hangi kesitler {izerinde
saymm yaptigini ve se¢im seklini tarif etmemistir. O’Shaughnessy yaklasik olarak 1,5
x10° Leydig hiicresi bulmuslardur.
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Fareler lizerine yapilmis olan deneysel calismada Rothschild ve arkadaslari
(48) fiziksel disektor sayim metodunu uygulamislardir. Rothschild burada parcalama
metodu uyarica sistematik bir 6rnekleme yaptigimi belirtmis ama Orneklemenin
ayrmtilarina tam olarak girmemistir (testis se¢imi, hangi bdlgelerden kesit alindigi,
kesit drnekleme orani vb.) Rothschild kontrol grubu fare testislerinde 1,32 x10°

Leydig hiicresi bulmustur.

Pedersen ve ark. (36) bismuth subnitrate uygulamasi yaptiklar: ratlarin
testislerinde optik parcalama metoduyla Leydig hiicrelerinin sayisina bakmiglardir.
Pedersen burada kontrol grubunda ortalama olarak 18,7x10° (CV=0,11) Leydig

hiicresi bulmustur.

Petersen ve Pakkenberg (49) bizimde uygulamis oldugumuz optik pargalama
metodunu kullanarak testislerde gen¢ ve yashi denekler iizerinde Leydig hiicresi
sayisin1 arastirmiglardir. Petersen pilot ¢alismasi neticesinde 150 civarinda hiicre
saymaya karar vermistir. Yine her iki testisi de saymak yerine her yas grubunda tek
grup olusturarak, i¢ine sag yada sol testisi alip hiicreleri saymistir. Yas araligr 16-30
(ortalama 23,1) olan geng¢ deneklerin testislerinde, testis basina 94 ila 323 tane arasi
(ortalama 205 tane) Leydig hiicresi saymistir. Sonucundaysa 43 ila 168 milyon
arasinda (ortalama 117x10° ve CV=0,53) Leydig hiicresi oldugunu saptamustir. Yine
yas aralig1 52-80 (ortalama 67) sujelerde ortalama agirlig1 16,7 olan testislerde, testis
basina 95 ila 606 tane arasi (ortalama 294 tane) Leydig hiicresi saymis ve sonugta 52
ila 151 milyon arasmda (83x10° ve CV=0,53) Leydig hiicresi oldugunu saptamustur.
Bizde c¢alismamizda Petersen’in bulgularma benzer olarak pilot c¢aligmamiz
neticesinde 200 civarinda hiicre saymaya karar verdik ve ortalama agirhigi 2,95 gr
olan tavsan testislerinde testis basmna 189 ila 279 tane arasi (ortalama olarak 234

tane) Leydig hiicresi saydik.

Yine Petersen ve arkadaslarinin (50) 9 adet erkek testisi iizerinde yapmis
olduklar1 calismalarinda testis biyopsileriyle tiim testisin Orneklenerek sayilmasi
arasinda bir farkliligin olup olmadigini arastirmislardir. Bu metot igin testiste optik

parcalama metodu kullanilarak hiicreler sayilmistir. Pilot ¢aligmasi sonucundaysa
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150 civarinda hiicre sayma karar1 almistir. Sonucta tiim testiste yapilan sayimlarda
Leydig hiicreleri sayismn1 89x10° Leydig hiicresi (CV=0,34 ve CE=0,09), biyopsiler
kullanilarak yapilan sayimlardaysa 103x10° Leydig hiicresi, (CV=0,59) saymustir.

3. Testiste Hesaplanan Toplam Leydig Hiicresi Sayisinin Diger

Calhiymalarda Bildirilenlerle Karsilastirilmasi

Insanlar iizerinde yapilmis olan ¢alismalarda Kaler ve Johnson varsayima
dayali metotlar1 kullanmislar ve 400 ila 700 milyon arasinda bir hiicre sayisi
bulmuslardir. Petersen ise tizerinde calistig1 insanlarda bizimde sunulan bu ¢alismada
kullanmig oldugumuz optik parcalama metodunu kullanmis ve yapmis oldugu
calismalarinda insan testisinde ortalama olarak yaklasik 100 milyon civarinda hiicre
bulundugunu saptamistir. Petersen yapmis oldugu stereolojik caligmalarinda
bulgularini, eskiden gergeklestirilmis 1ki boyutlu profil sayimmiyla yapilan
calismalarla kiyaslamis ve o ¢alismalarda yine insanda Leydig hiicresi sayisinin 400
ila 800x10° olarak bulundugunu belirtmistir. Boyle biiyiik araliklarm olmasmi da
daha onceleri tarif edilen varsayima dayali metotlardan elde edilen sonuglarin

yorumlanmasindaki giigliiklere baglamistir.

Fareler lizerinde yapilmis olan varsayima dayali ¢calismada Mori bir farede
her iki testiste yaklasik olarak 6x10° Leydig hiicresi oldugunu soylerken optik ve
fiziksel disektorler araciligiyla ¢alisan O’Shaughnessy ve Rothschild yaklasik olarak
1,4 x10° Leydig hiicresi bulmuslardir. Burada birbirinden farkli olarak ¢alisan ama
temelde ayni prensibe dayanan fiziksel ve optik disektor calismalarinda alinan
sonuglar birbirlerine ¢ok yakinken varsayima dayali bir metot uygulayan Mori ¢ok

daha farkli ve bu degerlerden uzak bir rakam elde etmistir.

Yine aym sekilde varsayima dayali metotlar kullanilarak yapilan birbirinden
bagimsiz Golden hamsterler iizerine gergeklestirilen iki ¢alismada Hardy 18,2x10°
Leydig hiicresi bulurken Sinha Hikim 25,4x10° Leydig hiicresi bulmustur. Burada iki
farkli ¢calismada ayni hayvanlar lizerinde varsayima dayali ayn1 metot (Floderus)

kullanilmasina ragmen bile sonuglarin birbirinden farkl oldugu gézlenmektedir.
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Ratlar lizerinde varsayima dayali metot kullanarak ¢alismasini yapan Mori ve
ark. bir testiste ortalama olarak 33,94x10° + 1,03 tane Leydig hiicresi bulmuslardur.
Optik pargalama metodunu kullanan Pedersen ise bu rakamdan neredeyse yar1 yariya

farkli olarak 18,7x10° (CV=0,11) Leydig hiicresi bulmustur.

Son olarak da yetigskin Yeni Zelanda Tavsanlar1 {izerine Castro ve ark. yapmis
olduklar1 ¢alismalarinda ortalama 103,70x10° + 5,77 Leydig hiicresi bulmuslardir ki
bu bizim optik disektor sondalar1 kullanarak yapmis oldugumuz calismamizda elde

ettigimiz 28,798,809 + 4,233,183 degerinden oldukca farkli bir rakamdir.
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Tablo 20: Onceki calismalarda elde edilen bulgularm karsilastiriimasi

Varsayima Dayah Cahsmalar

Arastirmaci Denek Metot Toplam CE/CV
Say1

Kaler ve Neaves, | Insan Chalkley 700x10°
1978
Johnson ve ark.,1998 | Insan Chalkley 250-410x10°
Mori ve Christensen, | Rat Floderus 33,94)(106
1980
Mori ve ark., 1982 | Fare Floderus 6x10°
Hardy ve ark., 1987 | Golden Floderus 18.,2x1 0°

hamster
Hikim ve ark., 1988 | Golden Floderus 25,4x10°

hamster
Castro ve ark., 2002 | Yeni Zelanda | Abercrombie 103,70x10°

Tavsani

Disektor Sayim Metodu Kullanilarak Yapilan Calismalar

Petersen ve | Insan Optik parcalama | 83-117x10° | 0,15/0,53
Pakkenberg, 2000
Petersen ve ark., | Insan Optik parcalama 89x10° 0,09/0,34
2000
Pedersen ve ark., | Rat Optik parcalama 18,7x10° 0,08/0,11
2003
O’Shaughnessy  ve | Fare Optik parcalama 1,5 x10°
ark., 2002
Rothschild ve ark., | Fare Fiziksel 1,32 x10°
2003 parcalama
Akosman ve | Yeni Zelanda | Diiz parcalama 28,79)(106 0,08/0,14

Tirkmenoglu, 2009

Tavsani
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4. Sunulan Cahsmaya Ait Metodolojik Degerlendirmeler

Stereolojik bir ¢alismada arastirmacinin en sik sordugu soru siiphesiz ki “kag
tane saymaliyim”dir. Buna verilecek cevap basittir: Asla 100 ila 200°den fazla
sayma. Degerlendirmenin kesinligi i¢cin bu yeterli bir sayidir. Bizde testis dokusunda
orneklememizi yaparken bu kurali dikkate aldik. Bu rakam aralig1 noise, yani sayilan
hiicre sayisi i¢in 0,1 ile 0,07 arasinda bir hata katsayisi iiretecektir (31). Sunulan bu
calismada da elde edilmis olan 0,08’lik hata katsayis1i bu kabul edilebilir degerler
arasindadir. Zaten hata katsayis1 Pedersen ve Petersen’in ¢alismalarma da uyum
gostermektedir. Yine Marcos ve ark. (29), yapmis olduklar1 optik parcalama
calismasinda organ basma 650-1000 civarinda hiicre saymislar ve sonugta bu kadar
bir hiicre saymanin gereksiz oldugunu ve 200 civarinda hiicre saymaninda yeterli

kesinligi verecegini bulmuslardir.

Grup i¢i bireyler aras1 farkliliklardaysa deger biraz yiiksek ¢cikmistir. Petersen
bunun sebebini testiste biiyilk biyolojik varyasyonlardan kaynaklanan Leydig
hiicrelerinin homojen olmayan bir sekilde dagilim gdstermesinden dolay1 testiste
toplam Leydig hiicre sayisinda biyolojik varyasyonun oldukc¢a yiiksek olmasina
baglamistir. Petersen g¢alismasinda biyopsi gruplarinda bulmus oldugu 0,59’luk
varyasyon katsayisinin bile yeterli kesinlikte oldugunu belirtmistir. Bu biyolojik
varyasyonlardan dolay1 hata katsayisinin da yiiksek ¢ikabilecegini belirtmistir. Yine
biiyiik biyolojik varyasyonlardan dolay1r oldukg¢a biiyiilk oranda kesin olmayan
degerlendirmeler yapilsa bile bu degerlendirmelerin kabul edilebilecegini

sOylemistir.

Yine stereolojideki son gelismeler 1s1gmda bulgularm 0,25 < CE*/CV? < 0,5
araliginda olmas: tercih edilmektedir (25, 51). Bizim bulgularimizda CE*/CV? = 0,34

bu aralikta kabul edilebilir degerler arasindadir.
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V. SONUC

Sunulan bu ¢alismada yetiskin erkek 12 adet Yeni Zelanda Tavsanin
testisindeki Leydig hiicreleri sayist incelenmis ve toplam hiicre sayisina modern bir
stereolojik metot olan “Optik Par¢alama” metoduyla “Diiz (Smooth) Parcalama”
metodu kombine edilerek ulasilmistir. Diiz (Smooth) Parcalama metodu, pargalama
metodunun etkinligini arttrmak i¢in genel pargalama tekniginde degisiklik
yapilmasiyla ortaya cikmis bir metottur. Bu yiizden ¢alismada kullanilan bu
ornekleme dizayni ¢ok daha az is gilicii ve zaman harcanarak sonuca ulasilmasini
saglayacak gilincel ve etkin bir Ornekleme metodudur. Calismadan elde edilen
bulgular hem stereolojik hem de varsayima dayali metotlar kullanilarak yapilan
benzer ¢aligmalarm sonuglartyla kiyaslanmistir. Leydig hiicresi sayisinda gdzlenen
farkliliklar iste bu varsayima dayali metotlarin kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
Organin yapis1 ve hiicrelerin sekilleriyle organin hacmi lizerinde yapilmasi gereken
cesitli varsayimlara dayanan bu tip metotlar hatali sonuglar vermektedir. Ayni
zamanda eski metotlarda bir organ i¢in binlerce hiicre sayilmasi gerekirken modern
stereolojik metotlardaysa bir organ i¢cin 200’den fazla parcacik saymakta gereksiz
yere is giicii harcanmasi ve zaman kayb1 manasina gelmektedir. Gozlemlerimize gore
varsayima dayali metotlar kullanilarak giiniimiizde hala ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
metotlarin ¢aligmalarda hatali sonuglar verdikleri bilim ¢evrelerince ortaya
konulmustur. Bu ylizden yapilacak olan ¢alismalarda modern stereolojik metotlarin

kullanilmas1 daha dogru verilere ulasilmasin saglayacaktir.



49

VI. Kaynaklar

http://www.tarimsal.com/tavsan.htm 02.09.2009

Earle-Bridges M., Gendron K. (2000) Rabbit Handbook (1th ed.)

Barron’s Educational Series, U.S.A.

Noyan A. (1998) Yasamda ve Hekimlikte Fizyoloji, (10. Baski),
Meteksan Anonim Sirketi, Ankara

Aytekin Y., Solakoglu S. (2003) Temel Histoloji, (1. Baski), Nobel
Matbaacilik, Ankara

Tanyolag A. (1999) Ozel Histoloji, (3. Baski), Yorum Basin Yaym,
Ankara

Kierszenbaum A. (Ceviri Demir R.), (2006), Histoloji ve Hiicre Biyolojisi
Patolojiye Giris, (1. Baski), Palme Yaymcilik, Ankara

Dellmann D.H., Eurell J.A. (1998) Textbook of Veterinary Histology,
(5th ed.), Lippincott Williams and Wilkins; U.S.A.

Mendis-Handagama M.L.C. (1992) Estimation Error of Leydig Cell
Numbers in Atrophied Rat Testes due to the Assumption of Spherical
Nuclei, J Microsc. Vol.:168(Pt 1):25-32

Baddeley A., Jensen E. (2005) Stereology for Statiscians, (1th ed.),
Chapman and Hall/CRC, U.S.A.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

50

Gundersen H.J.G., Jensen E.B. (1987), The efficiency of systematic
sampling in stereology and its prediction, Journal of Microscopy, Vol.

147, Pt: 3, September, pp: 229-263

Gundersen H.J.G., Bendtsen T.F., Korbo L., et al. (1988), Some new,
simple and efficient stereological methods and their use in pathological

research and diagnosis, Apmis 96: 379-394

Gundersen H.J.G. (1986), Stereology of arbitrary particles, Journal of
Microscopy, Vol.143, Pt.1, July, pp:3-45

Dursun N. (2007) Veteriner Anatomi Il (11. Baski), Medisan Yayin
Serisi:12, Ankara

Eurell J. (2003) Veterinary Histology (Paperback), Teton Newmedia
Jackson/ U.S.A.

Frandson R.D. (2003) Anatomy and Physiology of Farm Animals (6th
ed.), Blackwell Publishing lowa/U.S.A.

Gartner L., Hiatt J. (2006) Color Textbook of Histology (3th ed.)
Saunders, U.S.A.

Young B., Lowe J., Stevens A., et al. (2006) Wheater's Functional
Histology: A Text and Colour Atlas (5th ed.) Churchill Livingstone, U.K.

Johnson K. (1991) Histology and Cell Biology (2nd ed.) Lippincott
Williams and Wilkins, Baltymore/Maryland/U.S.A.

Cormack D. (2001) Essential Histology (2nd ed.) Lippincott Williams
and Wilkins Baltymore/Maryland/U.S.A.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

51

Kuehnell W. (2003) Color Atlas of Cytology, Histology and Microscopic
Anatomy (4th ed.) Georg Thieme Verlag, New York/U.S.A.

Payne A., Hardy M. (2007) The Leydig Cell in Health and Disease (1th
ed.) Humana Press, New Jersey/U.S.A.

Gondos B., Renston R.H., Goldstein D. (1975) Postnatal Differentiation
of Leydig Cells in the Rabbit Testis, Am. J. Anat., 145:167-182

Gondos B., Morrison K.P., Renston R. (1977) Leydig Cell Differentiation
in the Prepubertal Rabbit Testis, Biology of Reproduction, 17:745-748

Evans S., Janson A.M., Nyengaard J.R. (2004) Quantitative Methods in
Neuroscience: A Neuroanatomical Approach, (1th ed.), Oxford

University Press, U.S.A.

West M.J., Slomianka L, Gundersen H.J. (1991) Unbiased Stereological
Estimation of the Total Number of Neurons in the Subdivisions of the Rat
Hippocampus Using the Optical Fractionator, Anat Rec.;231(4):482-97

Gundersen H.J.G, Bagger P., Bendtsen T.F., et al. (1988) The New
Stereological Tools: Disector, Fractionator, Nucleator and Point

Sampled Intercepts and Their Use in Pathological Research and
Diagnosis, Apmis 96: 857-881

Gundersen H.J.G. (2002), The Smooth Fractionator, Journal of
Microscopy Vol.: 207, Pt. 3., pp: 191-210

Gadri J.E., Nyengaard J.R., Gundersen H.J.G. (2005), Using biased
image analysis for improving unbiased stereological number estimation-

a pilot simulation study of the smooth fractionator, Journal of

Microscopy, Vol. 222, pp: 242-250



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

52

Marcos R., Monteiro R.A.F., Rocha E. (2004), Estimation of the number
of stellate cells in a liver with the smooth fractionator, Journal of

Microscopy, Vol. 215, Pt 2 August 2004, pp. 174-182

Marcos R., Monteiro R.A.F., Rocha E. (2006), Design-based
stereological estimation of hepatocyte number, by combining the smooth
optical  fractionator — and  immunocytochemistry  with  anti-

carcinoembryonic antigen polyclonal antibodies, Liver International,

26:116-124

Santos M., Marcos R., Santos N, et al. (2009), An unbiased stereological
study on subpopulations of rat liver macrophages and on their numerical

relation with the hepatocytes and stellate cells, J. Anat., 214, pp: 744-751

Gundersen H.J.G., Jensen E.B.V., Kieu K., et al. (1999) The Efficiency of
Systematic Sampling in Stereology-Reconsidered, Journal of Microscopy

Vol.:193, Pt. 3., pp:199-211

Braendgaard H., Evans S.M., Howard C.V., et al. (1990), The total
number of neurons in the human neocortex unbiasedly estimated using
optical disectors, Journal of Microscopy, Vol. 157, pt.3, March, pp:285-
304

http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/scope/stereology/disector.htm
27.09.2009

West M.J. (1993) New Stereological Methods for Counting Neurons,
Neurobiology of Aging, Vol. 14, pp.275-285

Pedersen L.H., Stoltenberg M., Ernst E., et al. (2003) Leydig Cell Death
in Rats Exposed to Bismuth Subnitrate, J. Appl. Toxicol. 23, 235-238



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

53

Mendis-Handagama M.L.C., Ewing L.L. (1990) Sources of Error in the
Estimation of Leydig Cell Numbers in Control and Atrophied
Mammalian Testes, Journal of Microscopy, Vol. 159, Pt.1, pp. 73-82

Coggeshal R.E., Forte R., Klein C.M. (1990) Calibration of Methods for
Determining Numbers of Dorsal Root Ganglion Cells, Journal of

Neuroscience Methods, 35:187-194

Hedreen J.C. (1998) Lost Caps in Histological Counting Methods, The
Anatomical Record, 250:366-372

Castro A.C.S., Berndtson W.E., Cardoso F.M. (2002) Plasma and
testicular testosterone levels, volume density and number of Leydig cells

and spermatogenic efficiency of rabbits, Brazilian Journal of Medical and

Biological Reseach, 35: 493-498

Kaler L.W., Neaves W.B. (1978) Attrition of the human Leydig cell
population with advancing age, Anat Rec.192(4):513-8

Johnson L., Barnard J.J., Rodriguez L., et al. (1998) Ethnic differences in
testicular structure and spermatogenic potential may predispose testes of

Asian men to a heightened sensitivity to steroidal contraceptives, J

Androl. 19(3):348-57

Mori H., Christensen A.K. (1980) Morphometric analysis of Leydig cells
in the normal rat testis, J. Cell Biol. 84(2):340-54

Mori H., Shimizu D., Fukunishi R., et al. (1982) Morphometric analysis
of testicular Leydig cells in normal adult mice, Anat Rec. 204(4):333-9



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

54

Hardy M.P., Mendis-Handagama S.M., Zirkin B.R., et al. (1987)
Photoperiodic variation of Leydig cell numbers in the testis of the golden

hamster: a possible mechanism for their renewal during recrudescence, J

Exp Zool. 244(2):269-76

Hikim A.S., Bartke A., Russell L. (1988) Morphometric Studies on
Hamster Testes in Gonadally Active and Inactive States: Light
Microscope Findings, Biology of Reproduction 39, 1225-1237

O'Shaughnessy P.J., Johnston H., Willerton L., et al. (2002) Failure of
normal adult Leydig cell development in androgen-receptor-deficient

mice, J Cell Sci. 1;115(Pt 17):3491-6

Rothschild G., Sottas C.M., Kissel H., et al. (2003) 4 role for kit receptor
signaling in Leydig cell steroidogenesis, Biol Reprod., 69(3):925-32

Petersen P.M., Pakkenberg B. (2000) Stereological Quantitation of
Leydig and Sertoli Cells in the Testis From Young and Old Man, Image
Anal. Stereol., 19:215-218

Petersen P.M., Giwercman A., Gundersen H.J., et al. (2000) Efficient and
Unbiased Tools for Quantitating Leydig and Sertoli Cells in the Testis
From Testes Biopsies, Image Anal. Stereol., 19:113-117

Lodrup A.B., Karstoft K., Dissing T.H. et al. (2008) Kidney Biopsies Can
Be Used for Estimations of Glomerular Number and Volume: A Pig
Study, Virchows Arch 452:393-403



55

A ARHUS UNIVERSITET

PhD student Murat Akosman has worked in our laboratory from 11 August
to 28 November 2008.

He came to our laboratory to learn some stereological methods which had
to be incorporated into his investigations for his PhD thesis.

During his stay Murat Akosman has made a project involving collection
and fixation of testis from male rabbits. After the fixation he embedded the
tissue in Agar and cut the blocks into slabs. By the use of Systematic
Uniform Random Sampling (SURS) slab fractions were chosen.

One slab fraction was embedded in paraffin using the fractionator principle
with subsampling thick histological sections were cut and sampled at a
microtome. The number of Leydic cells was then estimated on a modified
light microscope with specialised stereological software, i.e. CAST and
NewCAST.

Another slab was cut into long bars, of which some bars were sampled and
rotated randomly around the vertical axis on a bar rotator. The slices were
embedded in paraffin and a thick central histological section was cut. After
staining with modified Gemsa the vertical nucleator was used to estimate
the individual volume of Leydig cells.

During his stay Murat Akosman has taken an internal course in Stereology
under the PhD Research programme at the Faculty of Health Sciences,
University of Aarhus.

We have been very satisfied with the work performed by Murat Akosman
and we wish him good luck in finishing his PhD and in his future research.
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Jens R. Nyengaard
Professor

STEREOLOGY AND
ELECTRON MICROSCOPY
RESEARCH LABORATORY



