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                                                     ÖZET 
 

Epididimisin Stereolojik Yöntemler ile İncelenmesinde Bouin Fiksatifi ve    

Modifiye Davidson Fiksatifinin Etkilerinin Karşılaştırılması 

 

          Hastalıkların teşhis edilmesi ve tanı koyulması sürecinde en önemli 

aşamalardan biri, doku örneklerinin iyi bir şekilde değerlendirilmesinden 

geçmektedir. Dokuların morfolojik olarak incelenmesi tek başına yeterli değildir. Bu 

nedenle, dokuların sadece morfolojik olarak değil hem histolojik hem de stereolojik 

incelenmesi gerekmektedir. Bu tez çalışmasının amacı, kullanılan iki farklı tespit 

solüsyonunun epididimis dokusu üzerinde histolojik anlamda hem boyanmasına hem 

de stereolojik anlamda dokuda meydan gelen hacim değişimindeki farklılıkları açığa 

çıkartmaktır. 

           Bu amaçla, çalışmamızda 10 adet, yetişkin, erkek, Spraque-Dawley sıçan 

kullanıldı. Eter anestezisi altındaki deneklere servikal dislokasyon uygulandıktan 

sonra skrotal insizyondan sağ ve sol epididimisleri çıkartıldı. Elde edilen 

epididimisler 2 eşit gruba ayrıldı (n=10). Dokular mDF ve Bouin fiksatifleri ile tespit 

edildi. Rutin takip işlemlerinden sonra parafine gömülen dokulardan alınan 5 µm 

kalınlığındaki kesitler Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson Trikrom ile boyandı. 

 Kesitler Olympus marka mikroskop ile incelendi ve DP73 kamera ile fotoğraflandı.  

            Her iki fiksatif ile tespit edilmiş doku örneklerinden alınan preparatlarda 

stereolojik metodlardan biri olan cavalieri prensibi kullanılarak dokuların hacim 

ölçümleri yapıldı. Tespit öncesi ve tespit sonrasında hacimsel olarak fiksatifler 

arasında önemli ve anlamlı bir fark olmadığı bulunmuştur (p>0.05).  Elde edilen 

diğer bulgularda, kullanılan iki fiksatiften biri diğerlerine oranla epididimis 

dokusunun daha fazla çekmesine neden olmadığı ve dokunun morfolojik yapısını 

koruduğu ortaya çıkmıştır. Fakat mDF, BF’ye oranla dokudaki nükleer detayı daha 

net ortaya koymuştur. 

            Sonuç olarak, epididimis dokusu üzerinde fiksatiflerin etkilerinin daha net ve 

güvenilir sonuçlar ortaya koyabilmesi için kullanılan boya ve fiksatiflerin sayılarının 

artırılması sağlanmalıdır. 

 

            Anahtar Kelimeler: Bouin fiksatifi, Cavalieri prensibi, Fiksatif, mDF 
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ABSTRACT 

 

Comparison of the Effects of Bouin fixative and Modified Davidson Fixative on 

the İnvestigation of Epididymis by Stereological Methods 

 

One of the most important steps in the diagnosis and diagnosis of disease is 

through a good evaluation of tissue sample. Morphological examination of tissues 

alone is not sufficient. Therefore, tissues should be examined not only 

morphologically but also histologically and stereologically. The aim of this thesis is 

to reveal both the histological staining of the two different fixing solutions on the 

epididymis tissue and the differences in the volume changes in the tissue in the 

stereological sense. 

In this study, 10 adult, male, Spraque-Dawley rats were utilized. Cervical 

dislocation was applied to ether anesthetized subjects, and both right and left 

epididymis were taken out from a scrotal incision. Twenty epididymis obtained were 

divided into two equal groups (n=10) and fixed with BF and mDF. After routine 

tissue processing, 5 thick sections were taken from paraffin blocks and stained with 

Haematoxylin-Eozin, PAS and Masson Trikrom. Sections were analysed with 

Olympus BX53 microscope and photographed with DP73 camera.  

Volume measurements of the tissues were made by using cavalieri principle 

which is one of the stereological methods in the preparations taken from both fixed 

and fixed tissue samples. It was found that there was no important and significant 

difference between the fixatives before and after fixation (p> 0.05). In the other 

findings, it was found that one of the two fixatives used did not cause the epididymis 

tissue to attract more and the morphological structure of the tissue was preserved. 

But, mDF fixative revealed more nuclear detail in the tissue than BF. 

As a result, the number of dyes and fixatives used should be increased so that 

the effects of fixatives on epididymis tissue can produce clearer and more reliable 

results. 

 

            Key Words: Bouin fixative, Cavalieri principle, Fixative, mDF
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                                        SİMGE VE KISALTMALAR DİZİNİ 

  

             ICMART  : Yardımla Üreme Teknikleri Uluslararası İzleme Komitesi 

             WHO   : Dünya Sağlık Örgütü 

              BF   : Bouin Fiksatifi  

              mDF   : Modifiye Davidson Fiksatifi  

              H&E   : Hematoksilen-Eozin  

              PAS   : Periyodik Asit Shift  

              MTC   : Masson Trichrom  

              OECD   : Ekonomik İşbirliği ve Kalkınma Örgütü 
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     1. GİRİŞ 

 

     Günümüzde yaşadığımız çevreyi kirleten pek çok fiziksel ve kimyasal etkenin 

erkek üreme sistemi üzerinde toksik etkiler oluşturduğu bilinmektedir (Mills ve ark., 

1977). Özellikle ağır metaller ve endokrin sisteme zarar verici kimyasallar erkek 

üreme sistemini olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir (Diamanti-Kandarakis ve 

ark., 2009).  

 

Dünya üzerinde 485 milyon çift infertilite problemi yaşamaktadır 

(Mascarenhas ve ark., 2012). Bu vakaların yaklaşık % 40’ı erkeğe bağlı sebeplerden 

dolayı oluşmaktadır.  

 

Yardımla Üreme Teknikleri Uluslararası İzleme Komitesi (ICMART) ve 

Dünya Sağlık Örgütü ( WHO), düzenli ve korunmasız bir cinsel ilişki olmasına 

rağmen 12 aylık süreç sonrasında hamileliğin gerçekleşmemesini infertilite olarak 

tanımlamıştır (Zegers-Hochschild ve ark., 2009). Aynı zamanda infertilite, küresel 

bir halk sağlığı sorunu olarak kabul edilmektedir (Boivin ve ark., 2007; Macaluso ve 

ark., 2010). 

   

Bu sebeple üreme sisteminde meydana gelebilecek her türlü hastalığın erken 

teşhis edilebilmesi ve tanı koyulabilmesi için doku histolojisi hakkında geniş ve 

kapsamlı bilgi sahibi olmak gerekir. Aynı zamanda epididimis dokusunun 

incelenmesi hem laboratuvar deneylerinde hemde yapılacak olan stereolojik 

çalışmalar sonucunda bizi doku fonksiyonu hakkında bilgi sahibi edeceği için 

önemlilik arz etmektedir. 

 

Epididimis dokusu hakkında histopatolojik olarak araştırma yapmadan önce 

yapılacak olan ilk adım dokuların düzgün bir şekilde tespit edilmesidir. Küçük 

hacime sahip olması nedeniyle epididimis dokusunu tespit etmek oldukça zordur. Bu 

yüzden uygulanacak olan fiksatif solüsyonu; dokunun büzüşmesine neden olmamalı, 
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kesit alınırken kolaylık sağlamalı, dokunun morfolojik özelliklerini değiştirmeden 

korumalı, dokunun boyanmasını kolaylaştırmalı ve sonrasında yapılacak olan 

stereolojik çalışmalar için elverişli hale getirmelidir (Lihui ve ark., 2011). 

 

Bu tez çalışmasının amacı; histoloji laboratuvarlarında yapılacak çalışmalar 

için kullanılan doku materyallerinin tanımlanması sırasında en önemli aşamayı 

oluşturan tespit sürecinde kullanılan fiksatif solüsyonlarının dokunun morfolojisine 

ve boyanmasına olan etkileri araştırılmıştır. Diğer taraftan en çok kullanılan 

stereolojik yöntemlerden biri olan cavalieri prensibi kullanılarak dokunun hacim 

ölçümleri yapıldı. Tespit öncesinde ve tespit sonrasında elde hacim değerlerinin 

karşılaştırılması yapıldı.  

 

Sonraki aşamada ise fazla sayıda alınmış olan kesitler H&E, PAS, Mason 

Trikrom boyaları ile boyandı. Daha sonra boyanmış doku preparatlarının resimleri 

çekildi. Kullanılan tespit solüsyonlarının dokunun boyanmasına olan etkisine bakıldı.  

 

Bu kapsam çerçevesinde doku üzerinde oluşabilecek etkilerin ortaya 

çıkarılması yapılacak olan çalışmaların daha kısa sürede gerçekleşmesine olanak 

tanıyacaktır. 
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      2.  GENEL BİLGİLER 

 

Erkek üreme sistemi; intratestiküler ve ekstratesküler genital kanallardan, dış 

genital organ olan penisten, aksesuar cinsel bezlerden ve sperm üretim merkezi olan 

testisten oluşmaktadır (Tablo 2.1.) (Kierszenbaum, 2006). Erkek üreme sisteminin üç 

ana fonksiyonu vardır. Bunlar, 

 

1. Sperm oluşturmak 

2. Erkek üreme hormonlarını salgılamak (androjen, testosteron) 

3. Dişi genital kanalı içerisinde spermatozoa birikimi sayesinde döllenmeyi 

kolaylaştırmaktır (Kierszenbaum, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Erkek üreme sistemi organları (Gartner ve Hiatt, 2007). 
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      Tablo 2.1. Erkek üreme sistemi organları (Gartner ve Hiatt, 2007). 

 

 

Dış genital organ 

 

Penis 

 

Gonad 
Bir çift testis 

 

Ekstratestiküler kanallar 

Epididimis, vas deferens, ejekülatuar 

kanal, erkek üretrasının bir parçası  

 

Aksesuar cinsel bezler 

Seminal vezikül, prostat ve 

bulboüratral bez 

 

İntratestiküler kanallar 

Tubuli rekti, rete testis, duktuli 

efferentes 

 

 

           2.1.   Testis Yapısı 

 

Testisler, spermatozoa ve erkek üreme hormonlarının üretiminden 

sorumludur. Testis parankiması içerisinde, sperm üretiminin gerçekleştiği çok sayıda 

seminifer tübüller bulunmaktadır. Bu tübüller arasında leydig hücrelerinin küçük 

grupları yer alır. Leydig hücreleri sperm üretimi ve erkek sekonder cinsiyet 

özelliklerinin kazanılmasını sağlayan testosteronu üretirler (Martini ve ark., 2012). 

   

Testisler, vücut sıcaklığının altında (35ºC) ve karın boşluğunun dışında 

tutulan skrotumda bulunur. Bu sıcaklık sperm gelişimi için çok önemlidir (Reuter, 

2011). 

 

Testisler üç katmandan oluşan bir kapsül ile sarılıdır. En dışta olan katman 

tunika vajinalis, orta tabaka yumuşak kas lifleri içeren yoğun bir kollajenöz tabaka 

olan tunika albuginea, en içte kan damarları bakımından zengin bir gevşek bağ 

dokusu olan tunika vasküloza tabakası yer alır (Reuter, 2011). 



5 
 

 Testis, lobüller olarak adlandırılan kısımlara ayrılır. Her lobülde küçük ve U 

şeklinde olan seminifer tübüller vardır. Sayıları yaklaşık olarak 800 adet seminifer tübül 

sıkıca birbirine sarılmıştır. Seminifer tübüller, rete testis adı verilen bir dizi düz ve 

birbirine bağlı olan kanallara ayrılır. Rete testisin epididimisle olan bağlantısını duktus 

efferentes denilen intratestiküler kanal sağlar (Martini ve ark., 2012). 

 

Seminifer tübüller düz bir kanal olan rete testis ile birleşirler. Daha sonra rete 

testis epididimisle arasındaki bağlantı görevini sağlayacak olan ve sayıları türlere 

göre bağlı olarak değişen yaklaşık olarak 4 ile 20 arasında değişen bir tübül serisi 

olan duktuli efferentesle birleşir (Hemeida ve ark., 1978; Nistal ve Paniagua, 1984). 

 

Bu tübüller son derece uzundur ve farelerde 1 m’den sıçanlarda 3 m’ye kadar 

uzunluğu değişen epididimisin tek bir sarmal kanal oluşturacak şekilde birleşirler 

(Takano ve ark., 1981; Turner ve ark., 1990). 

 

 

 

Şekil 2.2. İnsan testis ve epididimis yapısı (Sharma ve Agarwal, 2011). 
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  2.2.   Epididimis 

   

Epididimis yaklaşık olarak boyu 4 ile 5 cm arasında değişim gösteren kıvrımlı 

bir tüptür. Duktus efferentes ile duktus deffentes arasında önemli bir bağlantı 

noktasıdır (Robaire ve ark., 2000). 

 

Epididimisin üç ana fonksiyonu vardır. Bunlar spermin olgunlaşması, hareket 

kazanması ve döllenme kabiliyetinin sağlanmasıdır (Robaire ve ark., 2000).  

 

Testisten çıkan ve epididimis olarak bilinen uzun ve kıvrımlı bir tübüle giren 

sperm fonksiyonel olmayan bir gamettir (Cooper, 2007). Sperm çoğunlukla inaktif 

bir yapıda olduğu için olgunlaşma sürecinde epididimis epiteline bağlı bir bölgede 

sentezlenen ve salgılanan proteinlerle etkileşim halindedir. Sperm epididimisin 

proksimal bölgesinden distal bölgesine doğru ilerlerken hem hareketlilik hemde bir 

yumurtayı dölleyebilme yeteneğini kazanır. Bu süreç içerisinde sperm morfolojik, 

biyokimyasal ve fiziksel değişikliklere uğrar (Cooper, 1990). Yapılan mikroskobik 

çalışmalar bazı türlerde epididimal taşınma sırasında spermin akrozom ve 

çekirdeğinin hem boyutunda hem de görünümünde bazı değişimlerin olduğunu 

göstermiştir (Turner, 2008). 

 

Epididimisin fonksiyonunun ve spermin olgunlaşma sürecinin tam olarak 

bilinmesi infertil erkeklerin % 40’ ında spermin olgunlaşmamasından meydana gelen 

kısırlığın tedavisi için de önemlidir (Cooper, 1990). 

 

Bu süreçler erkek fertilitesi açısından oldukça önemlidir ve bu süreçlerde 

ortaya çıkan herhangi bir olumsuz durum erkek infertilitesinde önemli bir faktör 

olabilir (Turner, 2008). 

 

Bu kadar çok fonksiyonun yerine getirilebilmesi için epididimis testisten 

protein, glikoprotein ve diğer moleküllerden aşırı şekilde bölgeselleşmiş salınımı ile 

kendine has bir ortamın oluşturulmasına bağlıdır (Robaire ve ark., 2006). 

 

            Yetişkin bir epididimisin temel fonksiyonu döllenmenin gelişimini ve 

sürdürülmesini destekleyen süreki değişim halinde olan çevresel bir ortama maruz 
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kaldıkları için spermlerin kanal boyunca ilerlemesini sağlayan ideal koşulları 

sağlamaktır (Robaire ve ark., 2000). 

 

 Yunancada epididimis ‘testisin üzerinde veya bitişiğinde’ anlamına 

gelmektedir (Takano ve ark., 1981). 

 

 Epididimis ilk kez Benoit tarafından 4 anatomik bölgeye ayrılmıştır: 

 

1- İlk segment 

2- Baş (kaput) 

3- Gövde (korpus) 

4- Kuyruk (kauda) (Benoit, 1926). 

 

            Fare gibi bazı türlerde proksimal epididimis bölgesi, ilk segment olarak da 

bilinmektedir. Bu nedenle, ilk segment ve duktuli efferentes, lümen spermlerinin 

belirgin bir konsantrasyonuna yol açan ve kanala giren testis sıvısının çoğunluğunun 

emiliminden, iyon ve küçük organik moleküllerin absorbe edilmesinde sorumludur 

(Abe ve ark.,1986).  

 

          Bugüne kadar incelenmiş olan tüm memeli türlerinde, epididimisin her bölgesi 

bağ doku septaları ile ayrılan lobüller halinde daha da organize olmuştur. Bu septalar 

sadece organlar için iç destek sağlamaz aynı zamanda lobüller içerisinde protein ve 

genlerin seçici olarak ekspres edilmesine izin veren löbüller arasında işlevsel bir 

ayrım sağlar (Turner ve ark., 2003). 

 

Epididimisin uzantısı çok kalın bir kas katmanı ile çevrelenen ve düz bir tüp 

şeklinde olan vas deferenstir (Turner ve ark.,1990). 

 

Epididimis epitelinin fonksiyonlarının düzenlenmesinin arkasındaki 

mekanizmanın tam olarak anlaşılabilmesi ve spermlere olan etkisi hakkındaki bilgiler 

hala oldukça sınırlıdır (Robaire ve ark., 2006). 
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Şekil 2.3. Epididimisin anatomik yapısı (Cooper ve ark., 2004). 

   

     

    2.2.1.   Epididimis Histolojisi 

 

           Duktus epididimis bağ dokusu ile ince düz kas katmanı tarafından çevrelenmiş 

olan uzun ve kıvrımlı bir tübüldür. Bazı kısımları olgun sperm içerir. Yalancı çok 

katlı prizmatik yapıda bir epitele sahiptir (Robaire ve Hermo, 1988). 

 

Epididimis farklı özelliklerde epitelyal hücrelere sahiptir. Bunlardan bazıları 

kanal boyunca yer alır bazıları ise özellikle özel bölgelerde bulunurlar (Benoit, 

1926). Bu hücre tipleri kendilerine özgü bölgelerde bulunurlar, bölgesel farklılıklar 

da dahil olmak üzere benzer yapısal özellikler ve fonksiyonları paylaşırlar (Yeung ve 

ark., 1991; Kirchhoff, 1999). 

 

Epididimis 5 farklı hücre yapısına sahiptir. Bunlar, 

1- Esas hücre 

2- Bazal hücre 
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3- Şeffaf hücre 

4- Apikal hücre 

5- Halo hücre’dir (Benoit, 1926). 

 

Epididimisin sahip olduğu hücre tiplerinden esas hücreler protein salınımı ve 

emilimini, şeffaf ve apikal hücreler endositozu, halo hücreleri bağışıklıktan ve bazal 

hücreler ise antioksidanların üretiminden sorumludurlar (Robaire ve ark., 2000; 

França ve ark., 2005) 

 

Esas hücreler; tüm memelilerin epididimisindeki başlıca hücre tipi esas 

hücre olarak adlandırılır. Bu hücreler tüm kanal boyunca yer alırlar, fakat her 

bölgede yapısal farklılıklar gösterirler (Hamilton, 1975; Robaire ve Hermo,1988). 

 

 Bu hücrelerin en çarpıcı özellikleri; gelişmiş salgı, endositik mekanizma ve 

bazal kısmında hizalanmış olan çekirdekleridir. İncelenen bölgeye bağlı olarak esas 

hücreler epididmisin toplam epitel hücre populasyonunun yaklaşık olarak % 65 ile % 

80’lik bir kısmını oluştururlar (Trasler ve ark., 1988). 

 

Yapı ve fonksiyonları farklı bölgeler arasında çarpıcı bir şekilde değişiklik 

gösterir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark.,1988; Hermo ve ark., 1994). Bu farklılıklar 

salgı aygıtları (Endoplazmik retikulum, Golgi aygıtı, Salgı granülleri) ile endositik 

aparatların (endozomlar, lizozomlar) organizasyon ve görünümlerine yansır (Hermo 

ve Robaire, 2002). 

 

           Bir diğer önemli fark ise; hala önemi tam olarak anlaşılmayan sadece korpus 

epididimisinde bulunan lipid damlacıklarının bol miktarda bulunmasıdır (Robaire ve 

ark., 2000). Esas hücreler luminal bölgede aktif olarak salınan ya da hücrelerde daha 

sonra tutulmuş olan çok sayıda proteinin sentezini yapar (Vierula ve ark., 1992; 

Kirchhoff, 2002; Dacheux ve Dacheux, 2002). Ayrıca esas hücreler epididimisin 

luminal bölgesinde bulunan proteinlerin endositozunda da aktif rol alır (Hermo ve 

Robaire, 2002). 

 

Bazal hücreler, insanda dahil olmak üzere bugüne kadar incelenmiş olan tüm 

türlerde görülmektedir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark., 1988). Hemosferik 
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görünümünde, bazal memnrana yapışıktır ve kanalın lümenine doğrudan erişemezler 

(Veri ve ark., 1993).  

 

Bazal hücreler, epididimis tübüllerin çevresini büyük oranda kaplayacak ana 

yarı küresel hücre gövdesinden temel zar boyunca uzanmış olan ince hücrelerdir 

(Veri ve ark., 1993). 

 

Apikal hücreler; öncelikle başlangıç segmentinin ve ara bölgenin 

epitelyumunda bulunur (Serre ve Robaire, 1998). Bu hücreler apikal kısımda 

konumlandırılmış olan karakteristik bir küresel çekirdeği vardır. Bu hücreler bazal 

membran ile temas etmezler (Adamali ve Hermo, 1996). Bu hücrelerin spesifik 

fonksiyonları hakkında lümende bulunan maddeleri endositoz etme yeteneklerinden 

başka çok az bilgi bilinmektedir (Adamali ve ark., 1999). 

 

Şeffaf hücreler, büyük ve aktif endositik hücrelerdir. İnsanda dahil olmak 

üzere birçok türde epididimisin kaput, korpus ve kauda bölgelerinde bulunur 

(Hamilton, 1975; Cooper 1986; Robaire ve Hermo, 1988). Bu hücreler apikal 

bölgede çok sayıda kesecik, endozom, multivasküler cisim ve lizozoma sahiptir. 

Bazal bölgelerinde ise çekirdek ve değişken miktarlarda lipit damlacıkları yer alır 

(Abou-Haila ve ark., 1984; Hermo ve ark., 1988; Robaire ve Hermo, 1988).  

 

Şeffaf hücrelerde endositik aktivite esas hücrelere kıyasla özellikle 

epididimisin kauda kısmında çok daha fazladır (Moore ve Bedford, 1979; Hermo ve 

ark., 1988). 

 

Şeffaf hücreler çoğunlukla spermler tarafından salınımı gerçekleşen 

sitoplazmik damlacıkların içeriğini kanaldan geçerken alırlar (Robaire ve Hermo, 

1988; Hermo ve ark., 1988). Buradaki sitoplazmik damlacıklar, sperm salınımı 

sırasında oluşur ve spermin plasma zarında modifikasyona neden olabilecek olan 

golgi saküler elementleri içerir (Oko ve ark., 1993). 

 

Aynı zamanda şeffaf hücreler birçok farklı proteini endositoza uğratır fakat 

bu çoğunlukla bölgeye özgü bir durumdur (Flickinger ve ark., 1988; Hermo ve ark., 

1992; Vierula ve ark., 1995). 
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Halo hücreler; epididimis epitelinde bulunan şeffaf sitoplazmanın dar 

kısmında yer alan küçük hücrelerdir. Bu hücreler genellikle epitel tabanında 

bulunurlar fakat bazal zara temas etmezler. Aynı zamanda farklı sayılarda yoğun 

çekirdek granüllerine sahiptirler (Robaire ve Hermo, 1988).  

 

Halo hücreleri lenfositler veya monositler olarak tanımlanmışlardır. Bu iki 

hücre tipiin hem boyutları hemde çekirdek morfolojilerindeki benzerlikten dolayı ışık 

mikroskobunda ayırt etmek oldukça zordur (Reid ve Cleland, 1957; Hamilton, 1972; 

Robaire ve Hermo,1988; Flickinger ve ark., 1997;). 

 

Açık bir şekilde ifade etmek gerekirse, genç yetişkin hayvanlarda halo 

hücreleri yardımcı T lenfositleri, sitotoksit T lenfositleri ve monositleri içerirler fakat 

B lenfositlerini içermez (Serre ve Robaire, 1998). 

 

 

 

Şekil 2.4. Epididimis histolojisi (Michigan Histology and Virtual Microscopy        

                 Learning Resources, 2019). 
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    2.2.2.   Spermin Olgunlaşması 

 

         Sperm olgunlaşması; döllenme sürecinde gerekli olan glikoprotein, protein ve 

enzimlerin epididimal salgılanmalarına cevap olacak şekilde ve sperm yüzeyinde 

morfolojik ve biyokimyasal olarak değişimlerini içerir (Orgebin-Crist, 1967). 

             

            Sperm olgunlaşması süresince moleküller epididimisin farklı bölgeleri ile 

luminal sıvının içerisine salgılanırlar. Bu moleküller diğer moleküllerin 

fonksiyonlarını değiştirirler, akrozom ve spermin yüzeyiyle sırasıyla etkileşime 

girerler (Robaire ve ark., 2000; Gatti, 2004; Sullivan, 2004). 

 

Bu süreçte proteinler spermlere bağlanır ve sperm fonksiyonlarını direkt 

olarak etkiler (Ellerman ve ark., 1998; Von Horsten ve ark., 2007). Bazı proteinler 

daha sonra ya zona pellucidaya ya da oositin plasma membranına bağlanır (Flesch ve 

Gadella, 2000; Cohen ve ark., 2011). Diğer proteinler ise tübul uzunluğu boyunca 

kısa bir süre kalırlar. Eğer uzun süre kalma durumu olursa epididimal hücre 

fonksiyonları ve spermin olgunlaşması için zararlı olabilir. Bu proteinleri ortadan 

kaldırmak için birçok mekanizma vardır (Fouche ve ark., 2000; Dacheux ve ark., 

2005; Von Horsten, 2007). 

 

Gevşek bir şekilde bağlı olan kısa etkili proteinler döllenme sırasında aktive 

edilecek alanları maskeleyerek sperm yüzeyi ile olan doğrudan etkileşimleri engeller. 

Epididimis tarafından salgılanan bazı moleküller sperm yüzeyi ile doğrudan 

etkileşime girmez. Bu moleküller onun yerine spermlerin akrozomuyla etkileşime 

girer. Sperm akrozomu, sperm çekirdeğinin ön kısmının üzerinde bulunan oldukça 

özelleşmiş olan bir organdır. Akrozom döllenme için gerekli olduğuna inanılan 

birçok hidrolitik enzimleri içerir (Yoshinaga ve Toshimari, 2003). 

 

Epididimal sıvı içerisinde olduğu düşünülen bir dizi protein vardır. Bunlar 

laktoferrin, prostaglandin D2, hekzosaminidaz, glutatyon peroksidaz ve albüminoidal 

proteinlerdir (Fouchecourt ve ark., 2000; Suzuki ve ark., 2004). Bu proteinlerin 

taşıma, enzimatik aktivite ve bağlanma fonksiyonlarını sergilediği bilinmektedir. Bu 

proteinler aynı zamanda epididimal olgunlaşma sırasında, spermler ve onu 
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çevreleyen sıvı arasında lipid ve protein değişimini kolaylaştırarak spermlerin 

döllenme kapasitesine katkı sağlarlar (Dacheux ve ark., 2005). 

 

Daha önceden mevcut olan proteinlerin proteolizi ve hatta spermin metabolik 

aktivitesi epididimal sıvının protein içeriğine katkıda bulunurlar (Dacheux ve ark., 

2005). Spermin olgunlaşmasını azaltan moleküllerin birçoğu kesin olarak 

belirlenmemiş olsada, bölgeselleştirilmiş epididimal sıvının mikro ortamlarının 

epididimal tübül boyunca spermde sayısız değişikliğe neden olduğu ortaya çıkmıştır 

(Von Horsten, 2007). 

 

  Sperm taşınımı, testisten epididimisin kauda kısmına doğru artan hidrostatik 

basınç gradientine karşı gerçekleşir (Johnson ve Howards, 1975). 

 

 

    2.2.3.   Spermin Depolanması 

 

           Memelilerin dışarıya akan kanal sistemleri içerisinde spermin depolanması 

için en uygun yer epididimisin kauda bölgesidir. Memelilerde spermin normal taşıma 

süresi epididimis kauda bölgesinin vasıtası yoluyla 3 ile 10 gün aralığında olmasına 

rağmen, spermler 30 günü aşan periyotlarda bu dokularda depolanabilir. Yarasalarda 

ise sperm birkaç ay boyunca epididimiste depo edilebilir ve fonksiyonları korunur 

(Gopalakrishna ve Bhatia, 1980). 

 

Spermlerin epididimisin kauda bölgesinde depo edilmesi ile, hareket etme 

kaybı yaşamasından önce döllenme yeteneğinin zarar gördüğü ortaya çıkmıştır 

(Depeiges ve ark., 1985). 

 

Birçok memeli türünde yapılan çalışmalara dayanılarak mevcut kanallarda 

bulunan spermlerin % 50 ile % 80’lik bir kısmı epididimisin kauda bölgesinde 

bulunduğu ve bu spermlerin yaklaşık olarak % 50’si ejakülasyon için uygundur 

(Amann, 1981). 
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Buna karşılık olarak, sperm üretim oranı diğer memeli türlerinden daha az 

olan insan, boşalmada bulunan sperm sayısına yaklaşık olarak eşit olan bir sperm 

rezervesine sahiptir (Amann, 1981). 

 

 

      2.3.   Tespit 

 

Tespit, genellikle dokuların mikroskobik olarak hazırlanması için yapılan ilk 

adımdır (Fox ve ark., 1985). Cerrahi işlemlerde dokuların çıkarılmasından sonra 

mümkün olan en kısa sürede veya otolizi önlemek için ölümden hemen sonra 

gerçekleştirilmelidir (Eltoum ve ark., 2001). Fiksasyondaki amaç; dokuyu korumak, 

hücrelerin morfolojisini en az seviyede değiştirmek ve daha sonraki rutin doku takip 

aşamalarına dayanabilecek şekilde dokuları korumaya yardımcı olmaktır (Fox ve 

ark., 1985). 

 

Histolojik incelemelerde dokuların uygun tespit edilmesi son derece 

önemlidir. Bu işlem göz ardı edildiğinde, modern bir histopatoloji laboratuvarında 

yapılan testlerin çeşitliliği etkisini yitirmektedir. Bazı özel fiksatifler dokuları 

sertleştirmek, korumak ve spesifik moleküllerin kaybını önlemek gibi özellikleri 

dikkate alınarak çeşitli kategorilere ayrılırlar. Bunlara reaktif grupların ve çapraz 

bağların kovalent ilavesi, dehidrasyon, asit ve sıcaklığın etkileri ve bu eylemlerin 

birleşimi de dahildir (Eltoum ve ark., 2001). 

 

            Fiksatifler avantaj sağlamanın yanında birçok dezavantaja da sahiptir. 

Fiksasyon sırasında dokuların şişmesi veya büzüşmesi, histokimyasal ve 

immünohistokimyasal boyama kalitesinin istenilen düzeyde olmaması, biyokimyasal 

analizin doğru bir şekilde gerçekleştirilebilmesi ve hücresel organellerin yapılarını 

muhafaza etmeleri gibi birçok olumlu ve olumsuz özelliklere sahiptir (Eltoum ve 

ark., 2001). Katabolik enzimlerin aktivitelerini durdurarak dokuların mikroyapısının 

kısa ve uzun vadede zarar görmesine engel olur (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve 

ark., 2001). 

 

Dokuların tespit edilmesi biyolojik fonksiyonların ve yapıların daha iyi 

anlaşılması adına son yüzyılda çeşitli fiksatiflerin ortaya çıkmasına neden olmuştur 
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(Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). Bu nedenle, bugüne kadar evrensel 

veya ideal olarak nitelendirilen bir fiksatif yoktur (Grizzle ve ark., 2001). Fiksatif  

yapılacak olan analizlere bağlı olacak şekilde seçilmelidir. Bir doku içerisindeki 

farklı yapı elemanları için farklı fiksasyon protokollerini uygulamak gerekebilir. 

İdeal bir fiksatif, dokunun parçalanmasına ve otoliz olmasına engel olur (Fox ve ark., 

1985; Hewitt ve ark., 2008). 

 

İdeal bir fiksatifin diğer önemli özellikleri: 

 

   - Dokulara hızlı bir şekilde nufüz etmeli,  

   - Raf ömrü en az bir yıl olmalı, 

   - Modern otomatik doku prosedürleri ile uyumlu olmalı, 

   - Parafin bloklarından kesit alınmasını kolaylaştırmalı,  

   - Uzun vadede dokuların depolanmasını sağlamalı,  

        - Yağlı, lenfoid ve sinir dokuları dahil olmak üzere çeşitli dokular için 

kullanılabilir olmalı, 

   - Küçük ve büyük doku örneklerini korumalı, 

   - Histokimyasal, immünohistokimyasal ve diğer özel prosedürleri desteklemeli, 

   - Uygun maliyetli olmalıdır (Dapson, 1993). 

 

Dokuların fiksasyonu fiziksel veya kimyasal yöntemler kullanılarak iki farklı   

şekilde gerçekleştirilir (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). 

 

 

2.3.1.   Fiziksel Tespit 

 

Gram boyamadan önce mikroorganizmaların kuru ısıyla fikse edilmesinin 

haricinde; tıbbi, veteriner patolojisi, anatomi ve histolojinin rutin uygulamalarında 

yaygın olarak kullanılmazlar.  

 

 Hematosilen-Eozin boyamadan sonra dokuların mikroskobik görünüşlerinin 

zaman içinde tekrarlanabilir olması; tanı patolojisi için kullanılan fiksatiflerin birincil 

şartını oluşturmaktadır (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). Fiziksel tespit; 
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        - Isıtma  

        - Mikrodalga 

        - Dondurarak kurutma gibi birbirinden bağımsız süreçleri içerir.  

 

         Hematoksilen-Eozin boyamadan sonra dokuların mikroskobik görünümlerinin 

zaman içinde tekrarlanabilir olması, tanı patolojisi için kullanılan fiksatifler için 

birincil koşuldur (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). 

 

          Isı ile tespit; fiziksel fiksasyonda kullanılan en basit tespit etme yöntemidir. 

Histopatolojide ısı, öncelikle doku takip aşamalarının yanısıra fiksasyonun diğer 

şekillerini hızlandırmak için kullanılır (Russin ve Trivett, 2001). 

 

           Mikrodalga ile tespit; biyolojik materyallerin işlenmesi ve tespit edilmesini 

hızlandırır. Hücre yapısı ve antijeniklik mükemmel derecede korunur (Login ve 

Dvorak, 1994). Mikrodalgada ısı üretimi gerçekleştiği için, eğer ısı konrol edilmezse 

hücre ve dokular zarar görebilir (Russin ve Trivett, 2001).  

 

           Kimyasal fiksatif prosedürlerine göre daha az zahmetlidir. Bundan dolayı, 

mikrodalga ile tespit etme yöntemi birçok histoloji laboratuvarında rutin olarak 

kullanılan prosedür haline gelmektedir. Mikrodalga ile tespit etme kullanımı 

hakkında yapılan araştırmalar hayvan çalışmalarının bitkisel çalışmalara oranla daha 

fazla olduğunu ortaya koymaktadır (Schichnes ve ark., 2001). 

 

            Dondurarak kurutma ile tespit, küçük moleküller ve çözünür materyaller 

ile ilgili çalışmalar yapabilmek için oldukça yararlı bir tekniktir. Dokular ince 

kesitlere bölünür, sonrasında sıvı haldeki nitrojene batırılır ve -40 ºC’de bir vakum 

yardımıyla dokunun suyu giderilir. Doku formaldehit buharı ile fikse edilir (Pearse, 

1980).  

 

            Öncelikli kullanma alanı çevresel araştırmalardır fakat nadiren de olsa klinik 

laboratuvar ortamında da kullanılmaktadır (Pearse, 1980). 
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    2.3.2.   Kimyasal Tespit 

 

          Kimyasal tespit yeterli morfolojik korunmayı sağlamak amacıyla organik ve  

organik olmayan çözeltiler içerirler. Kimyasal tespit üç ana kategoriye ayrılırlar: 

 

1- Koagüle edici fiksatifler 

2- Koagüle olmayan fiksatifler (Cross-linking) 

3- Bileşik fiksatifler (Baker, 1958). 

 

           Koagüle edici tespit; hem organik hemde organik olmayan çözeltiler 

proteinlerin koagüle olmasını sağlayarak suda çözünmez hale getirirler. Kollajen gibi 

lifli proteinlerin ve lipoproteinlerin hücresel yapılarını korurlar. Bu tür proteinlerin 

koagüle olması doku histomorfolojisini ışık mikroskobik seviyede muhafaza eder. 

Ne yazık ki, koagüle edici fiksatifler, sitoplazmik çökelme ile birlikte mitokondriyal 

ve salgı granüllerinin kötü korunmasına neden olurlar (Lillie ve Fullmer, 1976). 

 

          En çok tercih edilen koagüle edici tespit solüsyonları; 

• Metanol 

• Etanol 

• Aseton 

• Pikrik Asit 

• Trikloroasetik Asit (Lillie ve Fullmer, 1976). 

 

        Metanol suyun yapısına etanolden daha yakındır. Etanol bu yüzden 

moleküllerin hidrofobik alanları ile olan etkileşiminde metanolden daha fazla rekabet 

halindedir. Pıhtılaşma fiksasyonu etanol için % 50-60 konsantrasyonunda başlar 

fakat metanol için % 80 veya daha fazla bir konsantrasyona ihtiyaç duyar (Lillie ve 

Fullmer, 1976).  

 

          Proteinlerin üçüncül yapısının bozulması proteinlerin fiziksel özelliklerini 

değiştirir, fonksiyon kaybına ve çözünmez hale gelmelerine neden olur. Çoğu 

protein, organik ortamlarda daha az çözünmesine rağmen, aseton fiksasyonu 
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içerisinde % 13 oranında protein kaybı yaşayabilir. Alkol, proteinleri organik ve 

organik olmayan maddelerin varlığına, alkol konsantrasyonuna, pH ve fiksasyonun 

sıcaklığına bağlı olarak farklı şekillerde denatüre eder (Horobin, 1982). 

 

   Koagüle olmayan tespit; sitoplazmik ve nükleer membranlar, mitokondri, 

membrana bağlı salgı granülleri, granüllü ve granülsüz endoplazmik retikulum gibi 

hücre organelleri, elektron mikroskobunda net bir şekilde görüntülenebilmesi için 

dikkatlice korunmalıdır (Bancroft, 1990). 

 

En çok tercih edilen koagüle olmayan tespit solüsyonları; 

 

• Formaldehit 

• Gluteraldehit 

• Osmiyum Tetraoksit 

• Merkürik Klorür 

• Cıva Klorür (Bancroft, 1990). 

 

 

      2.3.3.   Bouin Fiksatifi 

 

            Fiksatifin içeriğinde pikrik asit, formaldehit ve asetik asit yer almaktadır. 

Eritrositleri parçalar ve sahip olduğu hızlı nufüs etme özelliği sayesinde asetik asit 

nükleik asitleri koagüle eder (Latendresse, 2002).  Küçük dokular en az 6 saat büyük 

dokular ise 2 güne kadar fikse edilebilir. Dokular fikse edildikten sonra % 70’lik 

alkole aktarılır. Üçlü boyamalarda birincil sabitleyici olarak görev yapar (Crookham, 

1991).  

 

Yapısında bulunan asetik asit ve pikrik asit nedeniyle oluşmuş olan 

büzüşmeyi azaltmak için kullandığında dokularda şişmeye neden olur. Formaldehit 

ise koagülatif özelliği olmayan bir çözeltidir. Proteinlerle çapraz bağ oluşturur ve 

dokulara nufüs etme hızı yavaştır (Latendresse, 2002). Bouin fiksatifi genellikle 

testis fiksasyonu için kullanılır. Çekirdeğin yapısını korur, özellikle kromozomlar 

mayoz bölünme sırasında gözlenir (Crookham, 1991). Keskin hematoksilen-eozin 
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boyamalarda sonuç verir ve bu sebepten dolayı bazı patologlarca tercih nedenidir 

(Latendresse, 2002).  

 

Kemiksi dokular birkaç gün veya haftalarca solüsyon içinde kaldığında bile 

doku detayları iyi bir şekilde korunur ve doku morfolojisi zarar görmez. Fiksatif 

içerisine % 25 oranında etanol konulduğunda yağ bakımından zengin dokular için 

kullanılabilir (Crookham, 1991).   

 

Dokunun tümünü sarı renge boyaması ve ayrıntılı bir şekilde incelenmesini 

zorlaştırdığı için büyük dokularda kullanılması uygun değildir (Latendresse, 2002). 

Dokulardaki sarı rengin giderilmesi dokunun PBS ya da tamponlanmiş etanol ile çok 

sayıda yıkanması ile gerçekleşmektedir. Ayrıca şu anda geçerliliğini koruyan birçok 

protokolde dokudaki sarı rengin giderilmesi için % 70‘lik alkol ile birçok kez 

yıkanması gerektiğini önermektedir (Crookham, 1991).  

 

Kırmızı kan hücrelerinin lizizine sebep olur. Pikrik asit DNA ve RNA 

degredasyonuna yol açabileceğinden PCR gibi hasarsız DNA gerektiren özel 

çalışmalar için dokuların kullanımına müdahale edebilir (Latendresse, 2002). 

 

 

2.3.4.   Modifiye Davidson Fiksatifi 

 

Bouin fiksatifine benzer bir fiksatiftir ancak bu fiksatifte pikrik asit yerine 

alkol kullanılır. İçeriğinde formalin, asetik asit ve alkol bulunur. Dokulara hızlı nüfuz 

etme özelliğine sahiptir. Diğer bilinen formalin protokolleri ile karşılaştırıldığında 

dokuların zarar görme olasılığı daha düşüktür (Kelder ve ark., 2008).  

 

Bu yöntemde alkol; hidrojen bağlarını ve üçüncül yapıları kırarak proteinlerin 

denatüre olmasını sağlar. Pikrik asit yokluğunda alkol aynı işlevi görür, ancak daha 

hızlı nüfuz etme oranına ulaşır (Latendresse ve ark., 2002). Minimal formalin içeriği 

ile iyi nükleer detay veren hızlı bir fiksatiftir. Özellikle tıbbı biyopsi, jinekolojik 

materyal ve kemik iliği örneklerinde fazlaca kullanılanılır (Moore ve ark., 1953).  
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           Testis biyopsileri ve yağ içeren lenf nodlarının gece boyunca fikse 

edilmesinde kullanılır. Küçük numunelerin fikse edilmesi hızlıdır. Dokuların 

fiksasyon içerisinde bulunma süresi 24 saat ile sınırlandırılmalıdır (Moore ve Barr, 

1954). Göz ve testis dokuları için hem mükemmel derecede hücresel detaylar sağlar 

hemde hücrelerin daha az büzüşmesine neden olur. Fotoreseptör hücrelerin duyusal 

uçlarının daha kötü korunmasını sağlasa bile, retina ve kornea gibi sabit hücreler için 

hala kabul edilebilir bir fiksatiftir (Latendresse ve ark., 2002). 

 

 

          2.3.5. İdeal bir Tespit Solüsyonunun Özellikleri 

 

           İdeal olarak tanımlanan bir fiksatif, doku ve organların doğal yapısının 

korunmasını amaç edinir. Hücresel bileşenleri mümkün olduğunca canlı tutabilmek 

için tüm biyokimyasal ve proteolitik işlemler inaktivite edilir (Huang ve Yeung, 

2005).  

      

            İyi kalitede bir fiksasyon elde etmek için kimyasal fiksasyon süresince aşağıda 

belirtilen değişkenler göz önüne alınmalıdır: 

 

1. Penetrasyon oranı: Dokunun boyutuna ve seçilen fiksatife bağlıdır. Eğer 

alınan örnek TEM çalışmaları için kullanılacaksa doku bloklarının boyutu 

yaklaşık olarak 1 mm3 veya daha az olmalıdır. Belli bir protokol çerçevesinde 

fikse edilecek dokunun boyutu belirlenirken dokunun yoğunluğu ve 

gözenekli olup olmadığı gibi faktörler dikkate alınmalıdır (Huang ve Yeung, 

2005). 

 

2. Konsantrasyon: Hücresel bileşenler içerik olarak farklı olan fiksatif 

bileşenlerine farklı tepki verir. Deneyin amacına bağlı olarak, fiksatifin 

içerisindeki bileşenlerin uygun konsantrasyonları seçilmelidir. Enzimatik 

aktivitenin korunabilmesi için doku düşük konsantrasyonlu tespit solüsyonu 

içerisinde uzun süre tutulmalıdır. Bununla birlikte, fiksatif içerisinde dokunun 

fazla tutulması hücre ve organların şişmesine, hücresel ince yapıların zarar 

görmesine neden olur (Huang ve Yeung, 2005). 
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3. Süre: Fiksasyon süresinin çok kısa olması fiksatifin doku içerisine nufüz 

etmesini ve makromoleküllerin çapraz bağlanmasının yeterli düzeyde 

gerçekleşmesini engeller. Dokunun uzun süre fiksasyon içerisinde kalması 

durumunda, aşırı çapraz bağlanmaya neden olacağı için dokuyu kırılgan hale 

getirir. TEM çalışmalarında 1 mm3 boyutundaki dokular oda sıcaklığında 4 

saat boyunca ya da +4 ºC’ de bir gece boyunca fikse edilirler. Işık 

mikroskobu çalışmalarında kullanılan dokuların boyutları genellikle elektron 

mikroskobu çalışmalarında kullanılan dokuların boyutlarından daha büyük 

olduğu için buzdolabında bir gece bekletilerek fiksasyon yapılması önerilir 

(Huang ve Yeung, 2005). 

 

4. Sıcaklık: Dokular muhafaza edildikleri sıcaklıklarda fikse edilmelidir. Bunun 

nedeni, dokuların sıcaklık şoku yaşamasını önlemektir. Işık mikroskobik 

çalışmalarda dokulara ilk oda sıcaklığında tespit işlemi uygulandıktan sonra, 

dokular +4 ºC’de buzdolabında bir gece bekletilmelidir. Uygulanacak olan 

immunolojik ve enzimatik çalışmalar için proteinlerin stabilize olması 

isteniyorsa daha düşük sıcaklıklar tercih edilmelidir (Huang ve Yeung, 2005). 

 

5. Ozmolarite: Tespit solüsyonlarının sahip olduğu ortam yoğunluğu dokuların 

üzerinde oldukça etkilidir. Hipertonik ortama sahip solüsyonlarda bulunan 

dokular büzüşürken, hipotonik ortamdaki dokularda ise şişmeler meydan 

gelir. İzotonik ortamların ise dokular üzerinde herhangi bir olumsuz etkisi 

yoktur (Huang ve Yeung, 2005). Çoğu fiksatif hipertonik ortama sahiptir 

(Hayat, 2000). SEM çalışmaları için kullanılacak olan dokular, izotonik ya da 

daha az yoğunlukta olan fiksatiflerde tespit edilmesi gerekirken; TEM 

çalışmaları için ise dokular hipertonik ortamlarda tespit edilirler (Huang ve 

Yeung, 2005). 

 

6. Dokunun boyutu: Fiksatifin dokunun her tarafına eşit bir şekilde nufüz 

edebilmesi için doku hacmi 4 mm’den daha kalın olmamalıdır. İdeal doku 

hacmi 3 mm’dir. Standart doku kasetlerinin içerisinde doku boşluğunun 5 

mm derinliğinde olması gerektiği unutulmamalıdır (Carson,1997). 
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7. Fiksatifin hacmi: Laboratuvarlarda yapılan en sık hatalardan birisi de bu 

oranın yeterli düzeyde ayarlanamamasıdır. İdeal bir fiksatif hacmi, dokunun 

hacminden en az 15-20 kat daha fazla olmalıdır. Fiksatif doku içerisine nufüz 

ettikçe belli bir süre sonra miktarında azalma olur. Bu durumun olumsuz 

tarafı, istenilen düzeyde dokuların fikse edilememesi ve boyanamamasıdır 

(Carson,1997). Fiksatif hazırlanma ve kullanma aşamasında dikkat edilecek 

birçok faktör vardır ve bu faktörler fiksatifin kalitesini önemli ölçüde 

etkilemektedir. 

 

     2.4.   Stereoloji  

 

           Stereoloji, üç boyutlu yapıların özellikle de iki boyutlu görüntülerine 

dayanarak temel parametrelerin ölçülmesidir (Mathieu ve ark., 1983; Altunkaynak ve 

ark., 2008). Diğer bir ifadeyle; hemen hemen her türlü yapının iki boyutlu 

kesitlerinden üç boyutlu veriler elde etmemize yarayan bir morfometri dalıdır (Russ 

ve Dehoff, 2000).  

 

Bu yöntemde, manyetik rezonans görüntülerine ve bilgisayarlı tomografi 

taramasına dayanılarak güvenilir, sağlam ve zaman bakımından etkili olan hacim ve 

yüzey tahminleri yapılır (Mathieu ve ark., 1983; Altunkaynak ve ark., 2008). 

Mikroskoplar ve diğer görüntüleme araçları bize genellikle 2 boyutlu görüntüler 

sunar (Russ ve Dehoff, 2000). Stereolojik prosedürler ise; alanların, basamakların ve 

oldukça geniş kesit alanlarındaki nesnelerin örneklenmesi gibi tekrar eden görevleri 

gerektirir.  

 

Stereolojik metotların en önemli avantajı; araştırma laboratuvarları için 

hazırlanmış bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemlerinde uygulanabildiği gibi 

basit araç ve gereçlerin kullanımı ile düşük maliyetlerle de uygulayabilme imkanı 

sunmasıdır. Stereoloji çoğu zaman mikro yapılar hakkında bilgiler vermesine rağmen 

kullanım alanı sadece mikro yapılarla sınırlı değildir (Russ ve Dehoff, 2000). 
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2.4.1.   Cavalieri Prensibi 

  

           17.yy’da İtalyan matematikçi Bonaventura Cavalieri, hacim değerlerinin 

hesaplanması amacıyla organ ve dokulardan elde edilen seri kesitlere dayalı bir metot 

tanımlamıştır ve bu metoda cavalieri prensibi adını koymuştur. Günümüzde bu 

yöntem çeşitli boyut ve şekillerdeki objelerin hacimleri hakkında bilgi sahibi 

olabilmek için yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (Şahin ve ark., 2008). 

 

Her stereolojik yaklaşım iki ana aşamadan oluşur: 

 

• Uygun bir doku örnekleme aracılığıyla organın problanması, 

• Bölümler üzerinde uygun sayım stratejileri ile yapıların miktarlarının tahmin 

edilmesi (Uyanık ve ark., 2009). 

 

     Bu yöntem, büyütme derecesi doğru bir biçimde belirlendikten sonra, 

mikroskopta gözlenen, monitöre veya bir başka görüntü ortamına yansıtılan veya 

fotoğraflanmış her türlü görüntü üzerinde rahatça uygulanabilmektedir. Tek 

bilinmesi gereken, cetveldeki noktalar arasındaki uzaklığın, büyütme derecesine 

göre, doku düzeyindeki gerçek uzunluğudur (Altunkaynak ve ark., 2008). 

 

Stepanizer, mikroskobik ve makroskobik (radyoloji, tomografi) görüntüleme 

yöntemlerinden dijital olarak yakalanan görüntülerin stereolojik olarak 

değerlendirilmesi için kullanımı kolay, bilgisayara dayalı bir yazılım programıdır. Bu 

program; test sistemlerinin oluşturulmasını, üst üste yerleştirilmiş test sistemleri ile 

dijital görüntülerin uygun şekilde görüntülenmesini, ölçeklendirme olanağının, sayım 

modülünün ve sonuçların elektronik tablo programlarına aktarılmasına yönelik bir 

dışa aktarma fonksiyonunun oluşturulmasını içermektedir (Tschanz ve ark., 2011). 

 

Stereolojide, Noktalı Alan Ölçüm Cetvelleri (NAÖC) dokuların izdüşümsel 

alanlarını hesaplamada kullanılan en yaygın metodlardan biridir (Şekil 2.5). 
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             Şekil 2.5.   Noktalı alan ölçüm cetveli (Canan ve ark., 2002). 

 
 

2.5. Sitolojik Preparatların Boyanması 

 

Epididimis dokularından elde edilen preparatlara, çeşitli çalışmalar yapmak 

amacıyla farklı boyamalar yapıldı. 

 

 

2.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama 

 

Hematoksilen-Eozin boyası günümüzde histoloji uygulamalarında kullanılan 

en yaygın boyama protokolüdür (Groen ve ark., 1985; Yeo ve Jayasoo, 1993; Sun ve 

ark., 2004). İlk olarak Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyalarının birleşimi 1876 

yılında kimyager olan Wisswzky tarafından yapılmıştır (Wisswzky, 1876). 

 

Hematoksilen boya bileşeni hücrenin çekirdeğini mavi veya mor renge boyar 

ve iyi bir intranükleer detay verir.  

 

Eozin ise hücre sitoplazmasını ve bağ dokusu liflerinin çoğunu pembe, 

turuncu ve kırmızı gibi değişik tonlarda ve yoğunluklarda boyar. Otomatik boyama 
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cihazları ve ticari amaçla hazırlanmış olan H&E boya solüsyonları günümüz 

laboratuvarlarında rutin boyamalarda en çok tercih edilen boyalardır (Bancroft, 

1990). 

 

EOZİN 

 

               Eozin boyası, alüminyum hematoksilen ile birleştirilerek bir dokunun genel 

histolojik yapısını incelemek için kullanılan bir boyadır. Ticari olarak kolaylıkla elde 

edilebilen üç farklı çeşiti vardır. Bunlar; 

 

• Eosin B 

• Eosin Y 

• Eosin S 

 

               En yaygın olarak kullanılan boya Eozin Y’dir. Eozin boyasının aşırı 

derecede farklılaşması sadece kırmızı kan hücreleri ve eozinofil granülleri kırmızıya 

boyandığında devam edebilir. Bu bazen, eozinofillerin konumunu ve tanımlanmasını 

kolaylaştırmak için kullanılır. Kaslar kollajen dokudan kolayca ayırt edilir ve kırmızı 

kan hücreleri parlak kırmızı renkli boyanır (Bancroft, 1990). 

 

HEMATOKSİLEN 

 

              Hematoksilen Hematoxylon campechianum adı verilen bir ağaçtan elde 

edilir. Bu ağaç, çoğunlukla Batı Hindistanda yetiştirilmektedir ancak ana vatanı 

Meksikadır (Bancroft, 1990). 

 

            Hematoksilenin kendisi bir boya değildir. Ana oksitlenme ürünü olan 

hematein, aynı zamanda renk verme özelliğine de sahiptir. Hematein 

Hematoksilenden iki farklı yolla elde edilir. Bunlardan birisi doğal oksidasyon diğeri 

ise kimyasal oksidasyondur (Bancroft, 1990). 
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Doğal Oksidasyon 

 

         Bu işlem yavaş gerçekleşen bir süreci kapsamaktadır ve bu süreç 3-4 ay kadar 

sürebilir. Bu süreç sonrasında oluşan boyanın kalitesi daha iyi ve boyanan dokular 

daha uzun süre saklanabilmektedir. Ehrlich ve Delafield hamatoksilen boya 

solüsyonları bu grup içerisinde yer alır (Bancroft, 1990). 

 

Kimyasal Oksidasyon 

                 

              Kimyasal oksitleyici ajanların kullanımı hematoksilenin anında hemateine 

dönüşmesine neden olur. Bu nedenle, hematoksilen çözeltileri hazırlandıktan hemen 

sonra direkt olarak kullanıma hazırdır. Ömürleri genellikle doğal oksidasyon sonucu 

oluşan hematoksilenlerden daha kısadır, devam eden oksidasyon süresince hava ve 

ışığın etkisiyle hemateinin çoğunu yok eder, renksiz bir bileşiğe dönüştürür 

(Bancroft, 1990). 

 

             Kullanılan mordanların türü, boyanan doku bileşenlerinin türünü ve bunların 

rengini kuvvetli bir şekilde etkiler. Hematoksilen boya için en kullanışlı mordantlar 

alüminyum, demir ve tungsten tuzlarıdır. Hematoksilen çözeltileri içeriklerinde 

bulunan mordantlara göre sınıflandırılırlar. 

 

•  Demir Hematoksilenler  

•  Alüminyum Hematoksilenler 

•  Tungsten Hematoksilenler 

•  Molibden Hematoksilenler 

•  Kurşun Heamatoksilenler 

•  Mordantsız Hematoksilenler (Bancroft, 1990). 

 

        Dokuların rutin hematoksilen ve eozin boyaması için en sık kullanılan 

hematoksilenler Ehrlich, Mayer, Harris, Gill, Cole ve Delafield’dir. Dokularda iyi bir 

nükleer boyanma sağlarlar. Carazzi'nin hematoksileni ise özellikle acil dondurulmuş 

bölümlerde kullanılır. Bu boyalar alüminyum hematoksilen boya grubu içerisinde yer 
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alırlar. Renk sabitleyici (mordant) olarak alüminyum kullanılır. Genellikle 

alüminyum potasyum sülfat veya alüminyum amonyum sülfat formunda bulunur 

(Bancroft, 1990). 

 

           Alüminyum içerikli hematoksilen boyalarının çoğunda çekirdek boyama 

kalitesi birkaç ay sonra bozulmaya başlar. Bu bozulma, boyanın içerisinde oluşan bir 

çökelti sayesinde anlaşılabilir. Bu aşamada, boya kullanılmadan önce filtrelenmeli ve 

boya yaparken süre artırılmalıdır.  

 

               En iyi sonuçlar elde etmek için, her ay taze içerikli boya hazırlanmalı ve 

ekonomik olması adına hazırlanan boya her seferinde küçük miktarlarda olmalıdır 

(Bancroft, 1990). 

 

 

    2.5.2. Pas Boyama 

 

    Pas boyama tekniği, karbonhidratların ve glikokonjugatların gösterimi için 

kullanılan çok yönlü ve en yaygın tekniktir. Bu tekniğin ilk histokimyasal kullanımı 

McManus tarafından 1946 yılında musinlerin gösterilmesi amacıyla olmuştur 

(McManus, 1946).  

 

Daha sonra yapılan diğer çalışmalarda Pas boyama tekniği, belirli 

glikoprotein içeren moleküllerin gösterilmesi için yararlı olduğunu göstermiştir 

(Lillie, 1947; McManus, 1948; Lillie,1951). 

 

   Pas boyama, musin ve glikoproteinlerin tespiti sayesinde farklı tümörlerin 

tanısını koymaya yardımcı olabilir (Hennigar, 1987). Özellikle böbreğin glomerüler 

kılcal damarlarında artan bazal membran kalınlığı birçok patolojik durumun 

göstergesidir.  

 

Histoloji laboratuvarlarında tipik olarak kullanılan Pas boyama, 

karbonhidratların içeriğindeki serbest aldehit gruplarının Schiff ayıracı ile tepkime 

vermesi sonucunda parlak kırmızı-morumsuz kırmızı renk oluştururlar (Bauer, 1933; 

Thompson, 1966; Harley, 1987). 
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  2.5.3.   Masson Trikrom Boyama 

 

  Bağ dokuların farklı şekilde gösterimi için uygulanabilecek birçok teknik 

trikrom boyalar kategorisine girmektedir. ‘Trikrom boyası’ terimi; kas, kollajen 

lifleri, fibrin ve eritrositleri birbirinden ayırt edebilmek adına kullanılan, içeriğinde 

üç farklı boya kullanarak yapılan birçok tekniğin genel adıdır (Horobin, 1980).  

 

  Kullanılan metodlar genel olarak kas fibrilleri ve kollajen arasındaki 

farklılığı ortaya çıkarmak için kullanılır (Horobin,1980). 

 

  Trikrom boyamada genel kural, küçük boya molekülü bir doku elemanına 

nüfuz eder ve boyanmasına neden olur; ancak daha büyük yapılı bir boyama 

molekülü aynı elemente nüfuz ederse küçük molekül ile yer değiştirir (Horobin, 

1980).  
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  3.       GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1.       Hayvan Materyali 

 

          Bu tez çalışmasında Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları 

Araştırma Merkezinden alınan Spraque-Dawley cinsi 200-350 gram ağırlığında, 

yetişkin, 10 adet erkek rat kullanıldı. Hayvanlar deneysel çalışma süresince 25 °C 

oda ısısında, 12 saat aydınlık ve karanlık dönemlerde tutuldu. Yem ve su günlük 

olarak değiştirildi. Çalışma süresince hayvanlar, kenarları sert plastik ve üstünde 

metal ızgara bulunan kafeslerde tutuldu.  

 

           Deneysel çalışma, Balıkesir Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’nun 25.04.2019 tarihli toplantısından alınan 2019/4-4 sayılı onayı ile 

gerçekleştirilmiştir (bkz. EK-2). 

 

3.1.1. Doku Örneklerinin Elde Edilmesi 

 

Hayvanlara eter anestezi altında servikal dislokasyon uygulandı. Sonrasında 

skrotal insizyon ile sağ ve sol epididimisleri hızla çıkartıldı. Epididimisler yağ 

dokularından ayrılıp kasetlere yerleştirildi ve numaralandırılması yapıldı. Deney 

hayvanları, rastgele olarak her grupta 10 adet blok olacak şekilde 2 gruba ayrıldı.  

 

Histolojik ve morfolojik analizler için dokuların 10 tanesi mDF fiksatifine 

diğer 10 tanesi ise Bouin fiksatifine konuldu. Bouin fiksatifinde 24 saat, mDF 

fiksatifinde ise 24 saat tespit edildi. Daha sonra hücre bloklarına rutin doku takibi 

yöntemi uygulandı. 
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3.2       Tespit Solüsyonlarının Hazırlanması 

 

3.2.1.    Bouin Tespit Solüsyonu 

 

İlk önce suda doymuş pikrik asit hazırlandı. Bunun için 1 gr pikrik asit 86 ml 

distile su içerisinde eritildi.  

 

Solüsyonun Hazırlanması 

 

• Suda Doyurulmuş Pikrik Asit: 75 ml 

• Formalin: 25 ml 

• Gliseal Asetik Asit: 5 ml 

 

      Bouinde tespitten sonra doku parçaları, pikrik asidin sarı renginin giderilmesi 

için 2 kez % 70’lik alkol banyosundan geçirildi. Her seferinde sararan alkol dökülüp 

yenisi kullanıldı. 

 

 3.2.2.    Modifiye Davidson Tespit Solüsyonu 

 

 Formaldehit, distile su, etanol ve gliseal asetik asitten meydana gelen tespit 

solüsyonudur. 

 

Solüsyonun Hazırlanması 

 

• Formaldehit: 30 ml 

• Etanol: 15 ml 

• Distile Su: 50 ml 

• Gliseal Asetik Asit: 5 ml 
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3.3.       Işık Mikroskobik Yöntem 

 

3.3.1.   Doku Takibi ve Gömme  

 

Dokuların tespit işlemleri tamamlandıktan sonra rutin doku takibi prosedürü 

uygulandı. Bu prosedür aşağıda basamakları tarif edilen biçimde gerçekleştirildi 

(Tablo 3.1). 

 

 

    Tablo 3.1. Doku takip işlemi 

 

Kullanılan Solüsyonlar 

 

Uygulama 

Süresi 

 

% 70’lik Alkol 
  1 saat 

 

% 96’lık Alkol I 
  1 saat 

 

% 96’lık Alkol II 
  1 saat 

 

% 100’lük Alkol I 
  1 saat 

 

% 100’lük Alkol II 
  1 saat 

 

Ksilen I 
  15 dk 

 

Ksilen II 
  15 dk 

 

 Ksilen III 

 

   15 dk 

 

% 50 Ksilen + % 50 Parafin I 
  15 dk 

 

Parafin II 
  45 dk 

 

Parafin III  
  30 dk 

 

Dokular vakumlu etüvde 58-60 ºC’deki sıvı parafin içerisinde 1 gün 

bekletildi. Ertesi gün takip kasetleri etüvden çıkartılıp tek tek açıldı. İçerisindeki 

dokular sıcak pens yardımıyla base mould kasetlerine konuldu. Dokuların gömme 

yüzeyine karar verildikten sonra dokuların pozisyonunu bozmayacak şekilde   
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üzerlerine 65-70 santigrat derecede eritilmiş sıvı parafin döküldü. Kasetlerin 

üzerlerine kurşun kalemlerle dokuların hangi fiksatife ait olduğu yazıldı. Bloklar 

soğuması için buzdolabına kaldırıldı. Daha sonra yeterince soğuyan bloklar base 

mouldlardan çıkartılarak kesim için buz dolu kabın içerisinde bekletildi. 

 

3.3.2.   Kesit Alma 

           

            Işık mikroskobik incelemeler için mikrotomda (Termo 365) 5 µm kalınlığında 

ve 1/50 µm aralıklarla seri kesitler alındı. 37 ºC’lik su banyosunda kesitlerin açılması 

sağlanarak rodajlı ve polilizinli lamlar üzerine alındı. Tüm kesitler 1 gece 37 ºC’lik 

etüvde tutularak lam üzerine yapışmaları sağlandı. Ksilolle parafinden uzaklaştırma 

işlemi gerçekleştirildi. Uygun histokimyasal boyama için preparatlar uygun hale 

getirildi. 

   

           3.4.      Histokimyasal Boyama 

 

           3.4.1.   Hematoksilen-Eozin Boyama Prosedürü 

 

           Epididimis dokusunun genel görünümü hakkında bilgi edinmek, çekirdek ve 

sitoplazma ayrımını kolaylaştırması bakımından stereolojik hacim hesaplayabilmek 

amacıyla yapılmıştır. 

 

        

Solüsyonların Hazırlanması 

 

Eozin solüsyonu için; 

 

•  Eozin Y: 100 ml 

•  % 95’lik Alkol: 125 ml 

•  Distile su: 375 ml 
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 Asit-Alkol solüsyonu için; 

 

•  % 70’lik Alkol: 1000 ml 

•  HCl: 10 ml 

 

 Amonyaklı su solüsyonu için; 

•  Distile su: 1000 ml 

•  Amonyak: 1-2 ml 

 

 

Hematoksilen Eozin Boyama Prosedürü 

 

1- Arka arkaya 3 tane ksilen serisinde 5’er dakika tutuldu. 

2- Kuruduktan sonra alkol serilerine geçildi. Ksilenin alkol içerisine 

geçmemesinde dikkat edildi. 

3- % 100, % 96, % 70 alkol serilerinde 3’er dakika tutuldu. 

4- Distile suda 2-3 dakika yıkandı. 

5- Hematoksilende 8 dk tutuldu. 

6- Çeşme suyunda 5 dk yıkandı. 

7- Asit alkolde doku pembe renk alana kadar batırılıp çıkarıldı. 

8- Çeşme suyunda 2 dk yıkandı. 

9- Doku mor renk alana kadar amonyaklı suya batılırıp çıkarıldı. 

10- Distile suda 2 dk yıkandı. 

11- Eozinde 3 dk tutuldu. 

12- % 70 Alkol, % 96 Alkol ve % 100 Alkolde 3’er dakika bekletildi. Preparatlar 

dışarıda kurutuldu. 

13- Ardından 3 ksilen serisinde 5’er dakika tutuldu. 

14- Boyalı preparatlar entellan damlatılarak kapatıldı. 

 

         Yapısında iki farklı boyar maddeye sahip olması nedeniyle dokunun hem 

çekirdek hemde sitoplazmasını farklı renklere boyadı. Hematoksilen dokunun 

çekirdek kısmını mavi renge boyarken, Eozin ise hücre sitoplazmasını ve bağ 

dokusunu pembe-kırmızı renge boyadı. 
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     3.4.2.    Masson Trikrom Boyama Prosedürü 

 

İçeriğinde 3 farklı boya bileşenini barındırır. Bağ doku elemanlarını farklı 

renklere boyayarak kolayca birbirinden ayırt edilmesini sağlar. 

 

Solüsyonların Hazırlanması 

 

A solüsyonu için; 

 

• Asit fuksin : 0.5 gr 

• Gliseal asetik asit : 0.5 ml 

• Distile su : 100 ml. 

 

B solüsyonu için; 

 

• Fosfomolibtik asit : 1 gr 

• Distile su : 100 ml 

 

     C solüsyonu için; 

 

• Metilen mavisi :2 gr 

• Gliseal asetik asit :2.5 ml 

• Distile su :100 ml 

 

     Epididimis dokularından 5 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Kesitlerin 

lamlara yapışması ve içeriğindeki parafinin erimesi için etüvde 1 saat boyunca 

tutuldu. Daha sonra ksilen serilerinden geçirilip deparafinizasyon işlemi tamamlandı.  

 

           2×3 dk absol alkollerde tutuldu. Sonrasında ise her birinde 3 dk kalmak 

koşuluyla azalan dereceli alkol serilerinden geçirildi. Kesitler ilk önce Harris 

hematoksilende 15 dk bekletildi. Dokudaki fazla boyanın temizlenmesi için 

preparatlar musluk suyunda 5 dk boyunca yıkandı.  
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Daha sonra boyama işlemi aşağıdaki prosedüre göre devam etmiştir: 

 

Masson Trikrom Boyama Prosedürü 

    

1-          % 1’lik Asit Alkol (2-3 sn) 

2-           Musluk suyu (5 dk) 

3-          Amonyaklı su (5 dk) 

4-          Musluk suyu (5 dk) 

5-          Solüsyon A (5 dk) 

6-          Distile su (2 dk) 

7-          Solüsyon B (5 dk) 

8-          Solüsyon C (2 dk) 

9-          Distile su (2 dk) 

10-        % 1’lik Asetik asit (2 dk) 

 

            Preparat en son aşamada, her birinde 3 dk durmak şartıyla artan alkol 

serilerinden geçirildi. Ksilende 5 dk tutulduktan sonra entallan ile kapatıldı. 

 

 3.4.3.   PAS (Periyodik Asit Schiff ) Boyama Prosedürü 

 

  Dokunun sahip olduğu ve glikokonjugat olarak adlandırılan glikoprotein, 

glikolipid ve proteoglikandan oluşan üçlü yapıların gösterimi için kullanılmıştır.  

 

Solüsyonların hazırlanması 

 

Periyodik asit çözeltisi için; 

 

• Periyodik asit :1 gr 
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• Distile su: 200 cc 

 

Schiff ayıracı için; 

 

• Kaynamış distile su :200 ml 

• Bazik fuksin :1 gr 

• Potasyum metabisülfit :2 gr 

• %10’luk HCL: 10 cc 

• Karbon tozu :0.5 gr 

 

  

           Dokunun kendisinden elde edilen kesitler aşağıda belirtilen boyama 

prosedürüne uyularak boyanmıştır. 

 

1- Dokulardan elde edilen seri kesitler ilk olarak deparafinize edildi. 

2- Ardından 3’er dk % 100, % 96 ve % 70’lik etil alkol serilerinden geçirildi. 

3- 2-3 dk distile su içerisinde bekletildi. 

4- Periyodik asit solüsyonunda 5 dk tutuldu. 

5- Ardından 5 dk distile su ile preparatlar yıkandı. 

6-  Dokular Schiff ayıracına alınıp 15 dk bekletildi. 

7- Musluk suyunda 5 dk yıkandı. 

8- Mayer hematoksilende 3 dk tutarak zıt boyama yapıldı. 

9- Musluk suyunda 8 dk dokular yıkandı. 

10- % 70, % 96 ve % 100’lük alkol serilerinde 3 dk tutuldu. 

11- Her iki ksilende 5’er dk tutuldu. 

12- En son incelenmek üzere entallan ile kapatıldı. 

 

 

           3.5.      Cavalieri Metodu ile Stereolojik Analiz 

 

           Bu tez çalışmasında 5 µm kalınlığındaki epididimis dokularından elde edilen 

ışık mikroskobik preparatlar H&E boyama yapıldı. Bouin ve mDF solüsyonları ile 

fikse edilmiş epididimis preparatlarındaki tüm doku alanının fotoğrafları Olympus 
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marka mikroskopla ve DP73 kamera ile çekildi. Çekilen resimler daha sonra 

StepAnalyzer programına aktarılarak nokta sayımı yapıldı.  

 

            Stereolojik Analiz için kullanılan cavalieri prensibi epididimis dokusunun 

hacminin hesaplanması amacıyla kullanıldı. Epididimisin hacminin ölçümü özellikle 

toksikolojik çalışmalarda yapılan deneysel araştırmalar için önemli bir kriterdir.  

 

           3.6.      İstatistiksel Analiz 

 

           Epididimisin bağ dokusundaki sayısal dağılımın belirlenebilmesi için 

kullanılan StepAnalyzer analiz programından nokta sayımı yapılarak elde edilen 

değerler, SPSS 23 istatistik programına aktarıldı. Birbirinden bağımsız iki grubun 

karşılaştırılması amacıyla non-parametrik olmayan Mann-Whitney U testi uygulandı. 

Elde edilen sonuçların p˃0.05 olması kullanılan her iki fiksatif arasında anlamlı bir 

fark saptanmadığını ortaya çıkarmıştır.            
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         4.      BULGULAR    

 

          

          Çalışmamızda Balıkesir Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Araştırma 

Merkezinden alınan toplamda 10 hayvandan elde edilen 20 adet epididimis dokuları 

her grupta 10 tane doku olacak şekilde Bouin ve Modifiye Davidson olmak üzere iki 

farklı fiksatife konuldu. Tespit işlemi tamamlanmış olan epididimis dokularından 

rastgele seri kesitler alındı. Alınan kesitler MTC, PAS ve H&E olmak üzere 3 farklı 

boya ile boyandı. Stereolojik analizler için H&E boyalı preparatlar kullanıldı.  

 

          Bu çalışmada kullanılan iki farklı fiksatifin; dokular üzerindeki morfolojik 

etkisi, histokimyasal çalışmalarda kulllanılan boyalara etkisi ve stereolojik bir 

yöntem olan cavalieri prensibi ile dokunıın hacimsel olarak hesaplanmasına olan 

etkisinin ortaya çıkarılması amaçlanmıştır. 

 

 

           4.1.   Hematoksilen-Eozin Boyama Bulguları  

 

          Bouin ve Modifiye Davidson fiksatifine ait epididimis doku örneklerinin H&E 

boyanma görüntülerinde esas ve bazal hücreler, epididimis tübüllerini çevreleyen düz 

kas tabakası, prizmatik stereosilyalar ve epitelin boyanma netliği incelenmiştir. Her 

iki fiksatif epididimis dokusunun sahip olduğu tüm yapıları belirgin bir şekilde 

boyamıştır. Fakat hücresel bazda daha net görünüm mDF fiksatifinde gözlenmiştir 

(Şekil 4.4.- 4.6.). 

 

         Spermler her iki fiksatifte boyanmış fakat bouin fiksatifinde daha koyu renkli 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.1.- 4.3.). Esas ve bazal hücreler, bouin fiksatifinde daha 

soluk renklidir. Bu anlamda, hücresel detay Modifiye Davidson fiksatifinde daha 

iyidir (Şekil 4.4.). İki fiksatifte hücrenin büzüşmesine neden olmamıştır. İki farklı 

fiksatife ait preparatlarda epididimisin enine kesitlerinin yanında boyuna kesitlere de 

rastlanmıştır (Şekil 4.6.). Epididimis tübüllerini çevreleyen düz kas tabakası ve epitel 

yapısı mDF fiksatifinde daha belirgindir (Şekil 4.4.). 
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Şekil 4.1. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x40  

 

 

 
 

Şekil 4.2. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x20 
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Şekil 4.3. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x10 

 

 

 
 

Şekil 4.4. mDF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x40 
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Şekil 4.5. mDF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x10 
 
 
 

         
 

Şekil 4.6. mDF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama görüntüsü x10 
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4.2.   Masson Trikrom Boyama Bulguları  

 

           Yapılan bu tez çalışmasında rastgele seçilen epididimis doku preparatlarından 

her iki fiksatife ait iki lam alınarak Masson Trikrom boyaması yapıldı.  

 

           Masson Trikrom Boyaması yapılan epididimis doku preparatlarında her iki 

fiksatif için bağ dokusu ve tübüllerin etrafını saran düz kas tabakası değerlendirildi. 

Bu yapıların mDF’ye ait olan kesitlerinde daha net şekilde gözlenmiştir. BF’ ye ait 

olan kesitlerde bağ dokunun boyanmasının gerçekleştiği fakat renginin mDF’ye ait 

olan kesitlere göre daha soluk renkte olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.12.). Ayrıca BF’ye 

ait olan kesitlerde epididimis tübülleri arasında bozulmalar olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 4.10.). Bağ dokusu yeşil renk, diğer hücreler ise mavi-mor renk boyanmıştır. 

Her iki fiksatif kesitlerinde boyuna kesitlerde gözlenmektedir (Şekil 4.9.- 4.12.). 

 

 

 

Şekil 4.7. mDF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x40 
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Şekil 4.8. mDF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x20 

 

 

 

 

Şekil 4.9. mDF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x10 
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Şekil 4.10. BF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x40 
 

        
 

 

Şekil 4.11. BF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x20 
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Şekil 4.12. BF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama görüntüsü x10 

 

 
 

         4.3.   PAS Boyama Bulguları 

 

          Yapılan bu tez çalışmasında rastgele seçilen epididimis doku preparatlarından 

her iki fiksatife ait iki lam alınarak PAS boyama yapıldı.  

  

           PAS boyası yapılan epididimis doku preparatlarında her iki fiksatif için ayrı 

ayrı değerlendirildiğinde; epitetel hücrelerinin bazal membran yapılarının boyanma 

netliği incelenmiştir.  

 

           mDF’ye ait preparatlar incelendiğinde bazal membran yapısının BF’ye ait 

preparatlara oranla daha keskin hatlarda olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.13.- 4.16.).  
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Şekil 4.13. mDF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x40 

 

 

 

 

Şekil 4.14. mDF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x20 
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Şekil 4.15. mDF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x10 

  

 

       

 

Şekil 4.16. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x40 
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Şekil 4.17. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x20 

 
 

   

 

Şekil 4.18. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama görüntüsü x20 
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            4.4.   Stereolojik Bulgular 

 

           BF’den elde edilen verilerde; Vönce ortalaması =0.580, Vsonra ortalaması 

=0.134, Çekme ortalaması =0.758 ve CE ortalaması =0.017 bulunmuştur 

(Tablo 4.1.). 

 

           Modifiye Davidson Fiksatifinden elde edilen verilerde; Vönce ortalaması   

=0.512, Vsonra ortalaması =0.142, Çekme ortalaması =0.714 ve CE ortalaması 

=0.018 bulunmuştur (Tablo 4.1.). 

 

           Epididimis dokusunda ölçeğin genel analiz sonuçlarına göre; Vönce 

ortalamasının =0.546 olduğu, Vsonra ortalamasının =0.138 olduğu, Çekme 

ortalamasının =0.736 olduğu ve CE ortalamasının =0.0175 olduğu bulunmuştur 

(Tablo 4.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

x

x x x

x

x x

x

x x

x x
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 Tablo 4.1. Bouin ve Modifiye Davidson Fiksatifi ile Tespit Edilen Epididimis    

Dokusunun Cavalieri Prensibi Kullanılarak Elde Edilen Hacim Analizi 

 

 

 

           Epididimis dokusu için kullanılan bouin ve modifiye davidson fiksatiflerinde 

stereolojik analizler için kullanılan cavalieri prensibi ile elde edilen hacimlerin 

Mann-Whitney U sonuçlarına göre; Vönce değişkeni (p=0.924), Vsonra değişkeni 

(p=0.449), Çekme değeri (p=0.225) ve CE değeri ise (p=0.615) bulunmuştur. Genel 

 Fiksatif                n   SS Median Min. Max. 

Vönce 

(cm³) 

       

BF  10 0.580 ±0.125 0.551 0.465 0.880 

MDF 10  0.512   ±0.0834 0.498 0.389 0.646 

Toplam 20 0.546 ±0.109 0.528 0.389 0.880 

Vsonra 

(cm³) 

       

BF 10 0.134 ±0.0394 0.118 0.079 0.217 

MDF 10 0.142 ±0.0262 0.144 0.100 0.180 

Toplam 20 0.138 ±0.0328 0.139 0.079 0.217 

Çekme 

(%) 

       

BF 10 0.758 ±0.0772 0.76 0.65 0.91 

MDF 10 0.714 ±0.0729 0.71 0.59 0.83 

Toplam 20 0.736 ±0.0765 0.73 0.59 0.91 

CE  

(%) 

       

BF 10 0.017 ±0.0048 0.02 0.01 0.02 

MDF 10 0.018 ±0.0042 0.02 0.01 0.02 

Toplam 20 0.017 ±0.0044 0.02 0.01 0.02 

sirax
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anlamda tüm değişkenler için bulunan değerler göz önünde alındığında istatistiksel 

olarak anlamlı fark bulunmamıştır (p˃0.005) (Tablo 4.2.). 

 

Tablo 4.2. Bouin ve Modifiye Davidson Fiksatif ile Tespit Edilen Epididimis   

Dokusunun Cavalieri Prensibi Kullanılarak Ölçülen Hacimlerinin Mann-

Whitney U Testi Analiz Sonuçları 

 

 Fiksatif          n S.T. U
 

Z P 

V önce  

(cm³) 

BF 10 12.05 
34.50 -1.17 0.241 

MDF  10 8.95 

Toplam 20     

V sonra 

(cm³) 

 

BF 10 9.50 
40.00 -0.76 0.449 

MDF 10 11.50 

Toplam 20     

Çekme 

 (%) 

BF 10 12.10 
34.00 -1.21 0.225 

MDF 10 8.90 

Toplam 20     

CE  

(%) 

BF 10 10.00 
45.00 -0.50 0.615 

MDF 10 11.00 

Toplam 20     
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         5.     TARTIŞMA 

 

           Bu çalışmadaki amaç, bir dokunun morfolojik olarak incelenme aşamasında 

en önemli etmenlerden biri olan tespit sürecinde epididimis dokusunun hücresel 

bütünlüğünü koruyan, dokuların boyanma kalitesini artıran ve stereolojik olarak 

incelenmesini kolaylaştıran fiksatifleri ortaya çıkarmaktır.  

           Günümüzde yaşadığımız çevreyi kirleten pek çok fiziksel ve kimyasal etkenin 

erkek üreme sistemi üzerinde toksik etkiler oluşturduğu bilinmektedir (Mills ve ark., 

1977). Özellikle ağır metaller ve endokrin sisteme zarar verici kimyasallar erkek 

üreme sistemini olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir (Diamanti-Kandarakis ve 

ark., 2009). 

            Bu sebeple üreme sisteminde meydana gelebilecek her türlü hastalığın erken 

teşhis edilebilmesi ve tanı koyulabilmesi için doku histolojisi hakkında geniş ve 

kapsamlı bilgi sahibi olmak gerekir. Aynı zamanda epididimis dokusunun 

incelenmesi hem klinik çalışmalarda hemde laboratuvar deneylerinde sperm oluşumu 

ve epididimis fonksiyonunun değerlendirilmesi açısından önem arz etmektedir (Mills 

ve ark., 1977).  

            Epididimis dokusu hakkında histopatolojik olarak araştırma yapmadan önceki 

ve en önemli aşama dokuların yapısını koruyan solüsyonlarda tespit edilmesidir. 

Birçok organla karşılaştırıldığında epididimis dokusunun tespit edilmesi histolojik ve 

immünohistokimyasal olarak analiz edilmesi sahip olduğu minimal düzeydeki bağ 

dokusu nedeniyle zordur (Doran, 2005; Howran ve ark., 2005). 

            Fiksasyon süreci histololojik ve morfolojik çalışmaların önemli bir parçasını 

oluşturmaktadır. Fiksatifler dokuların morfolojisini, protein yapısını ve histokimyasal 

boyanmasını olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, yapılacak çalışmaya ve dokuya 

uygun fiksatif seçimi dikkatlice yapılmalıdır (Doran, 2005; Howran ve ark., 2005). 

Bu yüzden uygulanacak olan fiksatif solüsyonu; dokunun büzüşmesine neden 

olmamalı, kesit alınırken kolaylık sağlamalı, dokunun morfolojik özelliklerini 

değiştirmeden korumalı, dokunun boyanmasını kolaylaştırmalı ve sonrasında 
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yapılacak olan stereolojik çalışmalar için elverişli hale getirmelidir (Lihui ve ark., 

2011).  

           Çalışmamızda 10 adet Sprague Dawley cinsi sıçan kullanıldı. Bu 

hayvanlardan alınan epididimis dokuları bouin ve modifiye davidson fiksatifleri 

içerisinde tespit edildi. Toplamda tespit edilen 20 adet epididimis dokusu doku takip 

aşamalarından geçirilip, sonrasında parafine gömme işlemi yapıldı. Elde edilen doku 

bloklarından seri kesitler alındı. Bu kesitlere H&E, MTC ve PAS boyaması yapıldı. 

MTC ve PAS boyamalarında dokunun epitel hücrelerinin bazal membran yapıları, 

bağ dokusu ve tübülleri etrafını saran düz kas tabakası değerlendirildi. H&E ile 

boyanan kesitler üzerinden stereolojik analizler yapabilmek için cavalieri prensibi ile 

hacim ölçümü gerçekleştirildi. 

             Çalışmamızda epididimis dokusu üzerinde yapılan deneysel süreçler ve 

değerlendirmeler sonucunda kullanılan fiksatifler karşılaştırıldığında mDF fiksatifi 

ile tespit edilen doku örneklerinde nükleer ve tübüler çözünürlük daha net bir şekilde 

gözlenmiştir. Ayrıca morfolojik olarak dokularda herhangi bir şekilde büzüşme 

gözlenmemiştir. Bouin fiksatifi mDF fiksatifine alternatif olarak kullanılabilir.  

           Yapılan bazı çalışmalarda, mDF içerisinde BF’nin de olduğu birçok fiksatifle 

karşılaştırıldığında hayvan testis ve epididimis gibi organlar için en uygun fiksatif 

olduğu kabul edilmiştir. Bunun nedeni ise; dokunun histolojik yapısını mükemmel 

seviyede koruması, bouin fiksatifine göre daha güvenilir ve kullanımının kolay 

olması gösterilmiştir (OECD, 2001). 

            Bouin fiksatifi içerdiği pikrik asit nedeniyle, birçok dezavantaja sahiptir. 

Patlayıcı, mutajenik, kanserojen, tahriş edici ve alerjendir. Yapısındaki pikrik asit 

tespit solüsyonunun dokulara yavaş nüfuz etmesine neden olur. Dokunun sahip 

olduğu glikojenin korunması için olumlu bir etki sağlarken, dokunun büzüşmesine 

neden olarak olumsuz bir durum oluşturur (Tu ve ark., 2011). Buna ek olarak 

dokunun içerisinden pikrik asit yapısını çıkarabilmek için çok fazla sayıda alkol 

serilerinden geçirilmesi gerekmektedir. Bu durum daha sonra dokuların boyanma 

kalitesine olumsuz yönde etkide bulunacaktır (Lanning ve ark., 2002).  
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           Birçok araştırmacı tıbbi ürünlerin ve kimyasalların üreme üzerindeki etkisini 

tespit etmek amacıyla Bouin solüsyonunu testis dokusu için tavsiye etmesine 

rağmen, daha iyi bir fiksatif olabileceğini düşünmüşlerdir.  

          Dikkat edilecek diğer bir husus dokuların Bouin ve Modifiye Davidson 

fiksatiflerinde 48 saatten daha uzun bir süre bırakılmamasıdır. Bu durum dokunun 

sertleşmesine neden olur ve ayrıca dokunun kesilmesini zorlaştırır (Tu ve ark., 2011). 

            Latendresse ve ark. (2002), mDF ile tespit edilmiş testis doku örneklerinin 

Bouin fiksatifine oranla daha az büzülmeye ve daha iyi morfolojiye sahip olduğunu 

bulmuşlardır. H&E ile boyanmış doku kesitleri incelendiğinde de nükleer detayın 

mDF fiksatifinin daha iyi koruduğu gözlenmiştir. Sitoplazmanın hücresel korunumu 

mDF fiksatifi kullanılarak gerçekleşmiştir. Aynı zamanda stereolojik çalışmalarda 

hücresel sayımların yapılabilmesine olanak tanıyan çekirdeklerin daha iyi ayırt 

edildiği bilgisine ulaşmışlardır. 

              Bu tez çalışmasının deneysel süreçlerinin sonunda elde ettiğimiz verilerle 

literatür taramasında elde ettiğimiz bilgi ve sonuçların aynı doğrultuda olduğunu 

saptadık. Bu durum yaptığımız çalışmanın güvenilirliğini ortaya koymuştur.  

               Testis ve göz dokusu ile ilgili çalışmalarda mDF fiksatifinin bouin 

fiksatifinin yerine kullanılabileceği vurgulanmıştır. Bu iki fiksatifin yetişkin hayvan 

testis morfolojisini en iyi şekilde koruduğu da belirtilmiştir. Aynı zamanda dokular 

boyanma kalitesi bakımından değerlendirildiğinde mDF ile fikse edilmiş doku 

örneklerinde görüntünün daha belirgin ve net olduğu savunulmuştur (Lanning ve 

ark., 2002). 

           Chapin (1984), mDF ile tespit edilmiş testis doku örneklerindeki nükleer 

detay BF ile karşılaştırıldığında daha net ve belirgin olduğu bulunmuştur.  

            Dokulara hızlı nüfuz etme özelliklerinden dolayı en çok tercih edilen 

solüsyonlar, mDF ve Bouin fiksatifleridir. Bu durum yapılarında bulunan asetik 

asitten kaynaklanmış olabilir. Çünkü asetik asitin önemli bir özelliği de hızlı 

penetrasyon yeteneğine sahip olmasıdır. Bu durum daha sonraki kesit alma 

aşamasında kolaylık sağlamıştır (Latendresse ve ark., 2002). 
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           Epididimis dokusu üzerine fiksatifler ile alakalı olarak yapılan çalışmaların 

yetersiz oluşu, bizi literatür taramalarında yapısal benzerlik nedeniyle testis dokusu 

ile ilgili çalışmaları baz almamızı zorunlu kılmıştır. Yapılan çalışmaların sonucu ile 

kendi bulduğumuz sonuçların arasında benzerlik olması çalışmamızın güvenirliğini 

artırmıştır. 

           Bu bağlamda epididimis üzerine yapılan çalışmamızın erkek üreme sisteminde 

meydana gelebilecek çeşitli hastalıkların teşhis edilmesini, tanı koyulmasını ve 

laboratuvarlardaki deneysel süreçleri de kısaltacağı düşüncesindeyiz. 
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         6.      SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

    Dokuların mikroskobik inceleme sürecindeki en önemli basamağı tespit 

aşamasıdır. Dokularda büzüşme ve artefaktların oluşumunun engellenmesi için 

dikkat edilecek basamaklardan biri de dokulara uygun tespit solüsyonunun seçimidir. 

     Çalışmamızda kullanılan mDF ve BF gibi iki farklı tespit solüsyonunun 

dokunun morfolojik yapısını bozmaması, boyanmasına engel oluşturmaması ve 

stereolojik çalışmalarda kolaylık sağlaması gibi özelliklerine bakılarak 

karşılaştırılması yapılmıştır. Fakat kullanılan bu iki tespit solüsyonunun birbiri 

üzerine herhangi bir üstünlük kuramadığı gözlenmiştir (p˃0.005). Hücrelerin 

morfolojik olarak iyi korunması ve büzüşmelerin gerçekleşmemesi dikkat çekmiştir. 

     Özellikle BF’nin içeriğinde pikrik asit bulunması nedeniyle dokulardan 

arındırılması noktasında sıkıntılar yaşanmıştır. Dokudan arındırılması deneysel 

süreci uzatmış ve dokunun çok fazla alkol serilerinden geçirilmesine neden olmuştur. 

Bu durum daha sonra da dokunun genel anlamda boyanma kalitesini düşürmüştür.  

    Epididimis gibi hassas dokular tespit edilirken solüsyonların içeriği daha az 

toksik ve dokulara hızlı nüfuz etme özelliğinde olmasına dikkat edilmelidir. 

Kullanılan tespit solüsyonları hücrelerin hem morfolojik hemde histolojik düzeyde 

incelenmesi sürecinde sonucun doğruluğunu etkileyecek en önemli etkenlerden 

biridir.  

Ülkemizde yapılmış olan birçok histolojik ve morfolojik çalışmalar dikkate 

alındığında, diğer solüsyonlara oranla önerilen tespit solüsyonlarının içerisinde mDF 

ve BF’nin daha çok kullanıldığı gözlenmektedir. 

Deneysel çalışmalarda tespit aşaması, dokular üzerinde yapılan histolojik ve 

morfolojik çalışmalarda doğru analizlerde bulunabilmede önemli bir unsurdur.  

Çalışmamızda özellikle epididimis gibi hassas ve mekanik hasardan 

etkilenebilecek dokular için en ideal tespit solüsyonunun mDF ve BF olduğu ortaya 

çıkmıştır. 
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