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TESEKKUR

Bu tezin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylagmaktan
cekinmeyen ve ne zaman danigsam kiymetli zamanin1 ayirip sabirla ve biiyiik bir
ilgiyle bana faydali olabilmek i¢in elinden gelenden daha fazlasini1 sunan, her sorun
yasadigimda yanina ¢ekinmeden gidebildigim, giiler yliziinii ve samimiyetini benden
esirgemeyen ve gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden
faydalanacagimi diisiindiigiim kiymetli ve danisman hoca statiisiinii hakkiyla yerine
getiren Dr. Ogr. Uyesi Fatma Bahar SUNAY’ a tesekkiirii bir borg biliyor ve
stikranlarim1 sunuyorum. Yine ¢aligmamda konu, kaynak ve yontem agisindan bana
stirekli yardimda bulunarak yol gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok daha basaril
olacagina inandigim kiymetli arkadaslarim Ars. Gor. Nursel HASANOGLU ve
Giilden TURHAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Tesekkiirlerin az kalacag: diger
tiniversite hocalarimin da bana 4 yillik {iniversite hayatim boyunca kazandirdiklar
her sey icin ve beni gelecekte s6z sahibi yapacak bilgilerle donattiklari i¢in hepsine

teker teker tesekkiirlerimi sunuyorum.

Gelisen ve gelismeye devam eden bilim ve teknoloji nedeniyle bilgi yiiki
stirekli artmaya devam eden tip diinyasina, bundan ti¢ yil dnce bilgisizce adim atmis
biri olarak bugiin, bu diinyanin giizel bir dalinda bilerek ve isteyerek uzmanlastyor
olmanin mutlulugunu yastyorum. Son olarak, bu giizel giine erismemde ¢ok biiyiik
emekleri olan, desteklerini bir an olsun bile esirgemeyen ve bundan 6nce oldugu gibi
bundan sonra da her daim en biiyilk manevi destegim olmaya devam edecek olan
annem Avniye BAYRAKTAR’a, babam Cevat BAYRAKTAR’a ve diinyaya
gelisiyle benim en biiyiik hediyem olan kardesim Nurgiil BAYRAKTAR’a sonsuz

tesekkiir ediyorum.
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OZET

Epididimisin Stereolojik Yéntemler ile incelenmesinde Bouin Fiksatifi ve

Modifiye Davidson Fiksatifinin Etkilerinin Karsilastirilmasi

Hastaliklarin  teshis edilmesi ve tani koyulmasi siirecinde en Onemli
asamalardan biri, doku Orneklerinin iyi bir sekilde degerlendirilmesinden
gecmektedir. Dokularin morfolojik olarak incelenmesi tek basina yeterli degildir. Bu
nedenle, dokularin sadece morfolojik olarak degil hem histolojik hem de stereolojik
incelenmesi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasimin amaci, kullanilan iki farkli tespit
soliisyonunun epididimis dokusu {izerinde histolojik anlamda hem boyanmasina hem
de stereolojik anlamda dokuda meydan gelen hacim degisimindeki farkliliklar1 agiga
cikartmaktir.

Bu amagla, ¢alismamizda 10 adet, yetiskin, erkek, Spraque-Dawley si¢an
kullanildi. Eter anestezisi altindaki deneklere servikal dislokasyon uygulandiktan
sonra skrotal insizyondan sag ve sol epididimisleri c¢ikartildi. FElde edilen
epididimisler 2 esit gruba ayrild1 (n=10). Dokular mDF ve Bouin fiksatifleri ile tespit
edildi. Rutin takip islemlerinden sonra parafine gomiilen dokulardan alinan 5 um
kalinligindaki kesitler Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson Trikrom ile boyandi.
Kesitler Olympus marka mikroskop ile incelendi ve DP73 kamera ile fotograflandi.

Her iki fiksatif ile tespit edilmis doku Orneklerinden alinan preparatlarda
stereolojik metodlardan biri olan cavalieri prensibi kullanilarak dokularin hacim
Olclimleri yapildi. Tespit Oncesi ve tespit sonrasinda hacimsel olarak fiksatifler
arasinda 6nemli ve anlaml bir fark olmadigr bulunmustur (p>0.05). Elde edilen
diger bulgularda, kullanilan iki fiksatiften biri digerlerine oranla epididimis
dokusunun daha fazla ¢ekmesine neden olmadigi ve dokunun morfolojik yapisini
korudugu ortaya ¢ikmistir. Fakat mDF, BF’ye oranla dokudaki niikleer detayr daha
net ortaya koymustur.

Sonug olarak, epididimis dokusu tizerinde fiksatiflerin etkilerinin daha net ve
giivenilir sonuglar ortaya koyabilmesi i¢in kullanilan boya ve fiksatiflerin sayilarinin

artirtlmasi saglanmalidir.

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



ABSTRACT

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

the Investigation 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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ICMART : Yardimla Ureme Teknikleri Uluslararasi izleme Komitesi
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mDF : Modifiye Davidson Fiksatifi

H&E : Hematoksilen-Eozin

PAS : Periyodik Asit Shift

MTC : Masson Trichrom

OECD : Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii
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1. GIRIS

Giliniimiizde yasadigimiz ¢evreyi kirleten pek cok fiziksel ve kimyasal etkenin
erkek iireme sistemi iizerinde toksik etkiler olusturdugu bilinmektedir (Mills ve ark.,
1977). Ozellikle agir metaller ve endokrin sisteme zarar verici kimyasallar erkek
tireme sistemini olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir (Diamanti-Kandarakis ve
ark., 2009).

Diinya iizerinde 485 milyon ¢ift infertilite problemi yasamaktadir
(Mascarenhas ve ark., 2012). Bu vakalarin yaklasik % 40’1 erkege bagli sebeplerden
dolay1 olusmaktadir.

Yardimla Ureme Teknikleri Uluslararas: izleme Komitesi (ICMART) ve
Diinya Saglik Orgiitii ( WHO), diizenli ve korunmasiz bir cinsel iliski olmasina
ragmen 12 aylik siire¢ sonrasinda hamileligin gerceklesmemesini infertilite olarak
tanimlamistir (Zegers-Hochschild ve ark., 2009). Ayni zamanda infertilite, kiiresel

bir halk saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir (Boivin ve ark., 2007; Macaluso ve

ark., 2010).

Bu sebeple iireme sisteminde meydana gelebilecek her tiirlii hastaligin erken
teshis edilebilmesi ve tani koyulabilmesi i¢in doku histolojisi hakkinda genis ve
kapsamli bilgi sahibi olmak gerekir. Ayni zamanda epididimis dokusunun
incelenmesi hem laboratuvar deneylerinde hemde yapilacak olan stereolojik
caligmalar sonucunda bizi doku fonksiyonu hakkinda bilgi sahibi edecegi i¢in

onemlilik arz etmektedir.

Epididimis dokusu hakkinda histopatolojik olarak arastirma yapmadan 6nce
yapilacak olan ilk adim dokularin diizgiin bir sekilde tespit edilmesidir. Kiigiik
hacime sahip olmasi nedeniyle epididimis dokusunu tespit etmek olduk¢a zordur. Bu

yiizden uygulanacak olan fiksatif soliisyonu; dokunun biiziigmesine neden olmamali,



kesit alinirken kolaylik saglamali, dokunun morfolojik 6zelliklerini degistirmeden
korumali, dokunun boyanmasini kolaylastirmali ve sonrasinda yapilacak olan

stereolojik ¢alismalar icin elverisli hale getirmelidir (Lihui ve ark., 2011).

Bu tez calismasinin amact; histoloji laboratuvarlarinda yapilacak caligmalar
icin kullanilan doku materyallerinin tanimlanmasi sirasinda en Onemli asamayi
olusturan tespit siirecinde kullanilan fiksatif soliisyonlarinin dokunun morfolojisine
ve boyanmasina olan etkileri arastinlmistir. Diger taraftan en c¢ok kullanilan
stereolojik yontemlerden biri olan cavalieri prensibi kullanilarak dokunun hacim
Olgtimleri yapildi. Tespit Oncesinde ve tespit sonrasinda elde hacim degerlerinin

karsilastirilmasi yapildi.

Sonraki asamada ise fazla sayida alinmis olan kesitler H&E, PAS, Mason
Trikrom boyalar1 ile boyandi. Daha sonra boyanmis doku preparatlarinin resimleri

cekildi. Kullanilan tespit soliisyonlarinin dokunun boyanmasina olan etkisine bakildi.

Bu kapsam c¢ercevesinde doku iizerinde olusabilecek etkilerin ortaya
cikarilmast yapilacak olan g¢alismalarin daha kisa siirede gerceklesmesine olanak

tantyacaktir.



2. GENEL BILGILER

Erkek iireme sistemi; intratestikiiler ve ekstrateskiiler genital kanallardan, dis
genital organ olan penisten, aksesuar cinsel bezlerden ve sperm iiretim merkezi olan
testisten olusmaktadir (Tablo 2.1.) (Kierszenbaum, 2006). Erkek tireme sisteminin ii¢

ana fonksiyonu vardir. Bunlar,

1. Sperm olusturmak
2. Erkek tireme hormonlarini salgilamak (androjen, testosteron)
3. Disi genital kanali igerisinde spermatozoa birikimi sayesinde ddllenmeyi

kolaylastirmaktir (Kierszenbaum, 2006).

Duktus (vas) deferens

Idrar kesesi

Korpus kovernozum

Korpus spongiosum

Penis

Y )
Seminal vezikiil ’ / . Uretra

Prostat bezi

Ejakiilator kanal
Aniis Glans penis
Skrotum
Bulboiiretral bez Testis
Epididimis

Sekil 2.1. Erkek iireme sistemi organlar1 (Gartner ve Hiatt, 2007).



Tablo 2.1. Erkek lireme sistemi organlar1 (Gartner ve Hiatt, 2007).

Dis genital organ

Penis

Gonad

Bir gift testis

Ekstratestikiiler kanallar

Epididimis, vas deferens, ejekiilatuar
kanal, erkek iiretrasinin bir pargasi

Aksesuar cinsel bezler

Seminal vezikiil, prostat ve
bulboiiratral bez

Intratestikiiler kanallar

Tubuli rekti, rete testis, duktuli
efferentes

2.1. Testis Yapisi

Testisler, spermatozoa ve
sorumludur. Testis parankimasi i¢erisinde, sperm iiretiminin gerceklestigi cok sayida
seminifer tiibiiller bulunmaktadir. Bu tiibiiller arasinda leydig hiicrelerinin kiiciik
gruplar1 yer alir. Leydig hiicreleri sperm iiretimi ve erkek sekonder cinsiyet

Ozelliklerinin kazanilmasini saglayan testosteronu iiretirler (Martini ve ark., 2012).

Testisler, viicut sicakliginin altinda (35°C) ve karin boslugunun disinda

tutulan skrotumda bulunur. Bu sicaklik sperm gelisimi i¢in ¢ok onemlidir (Reuter,

2011).

Testisler iic katmandan olusan bir kapsiil ile sarilidir. En dista olan katman
tunika vajinalis, orta tabaka yumusak kas lifleri igeren yogun bir kollajenoz tabaka

olan tunika albuginea, en icte kan damarlari bakimindan zengin bir gevsek bag

erkek tlreme

dokusu olan tunika vaskiiloza tabakasi yer alir (Reuter, 2011).

hormonlarinin  tiretiminden



Testis, lobiiller olarak adlandirilan kisimlara ayrilir. Her lobiilde kiicik ve U
seklinde olan seminifer tiibiiller vardir. Sayilar1 yaklasik olarak 800 adet seminifer tiibiil
sikica birbirine sarilmistir. Seminifer tiibiiller, rete testis adi verilen bir dizi diiz ve
birbirine bagl olan kanallara ayrilir. Rete testisin epididimisle olan baglantisin1 duktus

efferentes denilen intratestikiiler kanal saglar (Martini ve ark., 2012).

Seminifer tiibiiller diiz bir kanal olan rete testis ile birlesirler. Daha sonra rete
testis epididimisle arasindaki baglant1 gdrevini saglayacak olan ve sayilan tiirlere
gore bagl olarak degisen yaklasik olarak 4 ile 20 arasinda degisen bir tiibiil serisi
olan duktuli efferentesle birlesir (Hemeida ve ark., 1978; Nistal ve Paniagua, 1984).

Bu tiibiiller son derece uzundur ve farelerde 1 m’den siganlarda 3 m’ye kadar
uzunlugu degisen epididimisin tek bir sarmal kanal olusturacak sekilde birlesirler

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

Sperm kordonu

Kan damarlan ve sinirler
Vas deferens

Epididimis (bas)
Ductuli efferentes

Seminifer tubul

Lobdl

> ’/% Rete testis

Epididimis (kuyruk)
Tunika albuginea

Sekil 2.2. Insan testis ve epididimis yapis1 (Sharma ve Agarwal, 2011).



2.2. Epididimis

Epididimis yaklasik olarak boyu 4 ile 5 cm arasinda degisim gosteren kivrimli
bir tiiptiir. Duktus efferentes ile duktus deffentes arasinda onemli bir baglanti

noktasidir (Robaire ve ark., 2000).

Epididimisin {i¢ ana fonksiyonu vardir. Bunlar spermin olgunlagmasi, hareket

kazanmasi ve dollenme kabiliyetinin saglanmasidir (Robaire ve ark., 2000).

Testisten ¢ikan ve epididimis olarak bilinen uzun ve kivrimli bir tiibiile giren
sperm fonksiyonel olmayan bir gamettir (Cooper, 2007). Sperm g¢ogunlukla inaktif
bir yapida oldugu icin olgunlagsma siirecinde epididimis epiteline bagl bir bolgede
sentezlenen ve salgilanan proteinlerle etkilesim halindedir. Sperm epididimisin
proksimal bolgesinden distal bolgesine dogru ilerlerken hem hareketlilik hemde bir
yumurtay1 délleyebilme yetenegini kazanir. Bu siire¢ igerisinde sperm morfolojik,
biyokimyasal ve fiziksel degisikliklere ugrar (Cooper, 1990). Yapilan mikroskobik
calismalar bazi tiirlerde epididimal tasinma sirasinda spermin akrozom ve
cekirdeginin hem boyutunda hem de goriiniimiinde bazi degisimlerin oldugunu

gostermistir (Turner, 2008).

Epididimisin fonksiyonunun ve spermin olgunlagsma siirecinin tam olarak
bilinmesi infertil erkeklerin % 40’ inda spermin olgunlasmamasindan meydana gelen

kisirligin tedavisi i¢in de 6nemlidir (Cooper, 1990).

Bu siiregler erkek fertilitesi agisindan olduk¢a onemlidir ve bu siireclerde
ortaya ¢ikan herhangi bir olumsuz durum erkek infertilitesinde 6nemli bir faktor

olabilir (Turner, 2008).

Bu kadar ¢ok fonksiyonun yerine getirilebilmesi icin epididimis testisten
protein, glikoprotein ve diger molekiillerden asir1 sekilde bolgesellesmis salinimi ile

kendine has bir ortamin olusturulmasina baglidir (Robaire ve ark., 2006).

Yetiskin bir epididimisin temel fonksiyonu dollenmenin gelisimini ve

siirdiiriilmesini destekleyen siireki degisim halinde olan ¢evresel bir ortama maruz

6



kaldiklar1 i¢in spermlerin kanal boyunca ilerlemesini saglayan ideal kosullari

saglamaktir (Robaire ve ark., 2000).

Yunancada epididimis ‘testisin tiizerinde veya Dbitisiginde’ anlamina

gelmektedir (Takano ve ark., 1981).

Epididimis ilk kez Benoit tarafindan 4 anatomik bolgeye ayrilmistir:

1- Ik segment

2- Bas (kaput)

3- Govde (korpus)

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

Fare gibi bazi tiirlerde proksimal epididimis bolgesi, ilk segment olarak da
bilinmektedir. Bu nedenle, ilk segment ve duktuli efferentes, limen spermlerinin
belirgin bir konsantrasyonuna yol agan ve kanala giren testis sivisinin ¢ogunlugunun
emiliminden, iyon ve kii¢iik organik molekiillerin absorbe edilmesinde sorumludur
(Abe ve ark.,1986).

Bugiine kadar incelenmis olan tiim memeli tiirlerinde, epididimisin her bdlgesi
bag doku septalari ile ayrilan lobiiller halinde daha da organize olmustur. Bu septalar
sadece organlar i¢in i¢ destek saglamaz ayni zamanda lobiiller igerisinde protein ve
genlerin secici olarak ekspres edilmesine izin veren lobiiller arasinda islevsel bir

ayrim saglar (Turner ve ark., 2003).

Epididimisin uzantis1 ¢ok kalin bir kas katmani ile ¢evrelenen ve diiz bir tiip

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

Epididimis  epitelinin  fonksiyonlarmin  diizenlenmesinin  arkasindaki
mekanizmanin tam olarak anlasilabilmesi ve spermlere olan etkisi hakkindaki bilgiler

hala oldukga sinirlidir (Robaire ve ark., 2006).



BAS

GOVDE

g\ vas

deferens

Sekil 2.3. Epididimisin anatomik yapist (Cooper ve ark., 2004).

2.2.1. Epididimis Histolojisi

Duktus epididimis bag dokusu ile ince diiz kas katmani tarafindan gevrelenmis
olan uzun ve kivriml bir tiibiildiir. Baz1 kisimlar1 olgun sperm igerir. Yalanct ¢ok

katli prizmatik yapida bir epitele sahiptir (Robaire ve Hermo, 1988).

Epididimis farkl 6zelliklerde epitelyal hiicrelere sahiptir. Bunlardan bazilar
kanal boyunca yer alir bazilar1 ise Ozellikle 6zel bolgelerde bulunurlar (Benoit,
1926). Bu hiicre tipleri kendilerine 6zgii bolgelerde bulunurlar, bolgesel farkliliklar

da dahil olmak {izere benzer yapisal 6zellikler ve fonksiyonlar1 paylasirlar (Yeung ve

ark., 1991; Kirchhoff, 1999).

Epididimis 5 farkli hiicre yapisina sahiptir. Bunlar,

1- Esas hiicre

2- Bazal hiicre




3- Seffaf hiicre
4- Apikal hiicre
5- Halo hiicre’dir (Benoit, 1926).

Epididimisin sahip oldugu hiicre tiplerinden esas hiicreler protein salinimi ve
emilimini, seffaf ve apikal hiicreler endositozu, halo hiicreleri bagisikliktan ve bazal
hiicreler ise antioksidanlarin iiretiminden sorumludurlar (Robaire ve ark., 2000;

Franca ve ark., 2005)

Esas hiicreler; tim memelilerin epididimisindeki baslica hiicre tipi esas
hiicre olarak adlandirilir. Bu hiicreler tiim kanal boyunca yer alirlar, fakat her

bolgede yapisal farkliliklar gosterirler (Hamilton, 1975; Robaire ve Hermo,1988).

Bu hiicrelerin en ¢arpici 6zellikleri; gelismis salgi, endositik mekanizma ve
bazal kisminda hizalanmis olan ¢ekirdekleridir. Incelenen bolgeye bagli olarak esas
hiicreler epididmisin toplam epitel hiicre populasyonunun yaklasik olarak % 65 ile %

80’lik bir kismini olustururlar (Trasler ve ark., 1988).

Yap: ve fonksiyonlar1 farkli bolgeler arasinda g¢arpict bir sekilde degisiklik
gosterir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark.,1988; Hermo ve ark., 1994). Bu farkliliklar
salgt aygitlar1 (Endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, Salgi graniilleri) ile endositik
aparatlarin (endozomlar, lizozomlar) organizasyon ve goriiniimlerine yansir (Hermo

ve Robaire, 2002).

Bir diger onemli fark ise; hala 6nemi tam olarak anlagilmayan sadece korpus
epididimisinde bulunan lipid damlaciklarinin bol miktarda bulunmasidir (Robaire ve
ark., 2000). Esas hiicreler luminal bolgede aktif olarak salinan ya da hiicrelerde daha
sonra tutulmus olan ¢ok sayida proteinin sentezini yapar (Vierula ve ark., 1992;
Kirchhoff, 2002; Dacheux ve Dacheux, 2002). Ayrica esas hiicreler epididimisin
luminal boélgesinde bulunan proteinlerin endositozunda da aktif rol alir (Hermo ve

Robaire, 2002).

Bazal hiicreler, insanda dahil olmak iizere bugiine kadar incelenmis olan tiim

tirlerde goriilmektedir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark., 1988). Hemosferik
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goriiniimiinde, bazal memnrana yapisiktir ve kanalin liimenine dogrudan erisemezler

(Veri ve ark., 1993).

Bazal hiicreler, epididimis tiibiillerin ¢evresini biiylik oranda kaplayacak ana
yar1 kiiresel hiicre govdesinden temel zar boyunca uzanmis olan ince hiicrelerdir

(Veri ve ark., 1993).

Apikal hiicreler; oOncelikle baslangic segmentinin ve ara bdolgenin
epitelyumunda bulunur (Serre ve Robaire, 1998). Bu hiicreler apikal kisimda
konumlandirilmis olan karakteristik bir kiiresel ¢ekirdegi vardir. Bu hiicreler bazal
membran ile temas etmezler (Adamali ve Hermo, 1996). Bu hiicrelerin spesifik
fonksiyonlar1 hakkinda liimende bulunan maddeleri endositoz etme yeteneklerinden

baska ¢ok az bilgi bilinmektedir (Adamali ve ark., 1999).

Seffaf hiicreler, biiyiik ve aktif endositik hiicrelerdir. Insanda dahil olmak
tizere bircok tiirde epididimisin kaput, korpus ve kauda bolgelerinde bulunur
(Hamilton, 1975; Cooper 1986; Robaire ve Hermo, 1988). Bu hiicreler apikal
bolgede cok sayida kesecik, endozom, multivaskiiler cisim ve lizozoma sahiptir.
Bazal bolgelerinde ise ¢ekirdek ve degisken miktarlarda lipit damlaciklart yer alir

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

Seffaf hiicrelerde endositik aktivite esas hiicrelere kiyasla ozellikle
epididimisin kauda kisminda ¢ok daha fazladir (Moore ve Bedford, 1979; Hermo ve
ark., 1988).

Seffaf hiicreler cogunlukla spermler tarafindan salimimi gercgeklesen
sitoplazmik damlaciklarin icerigini kanaldan gecerken alirlar (Robaire ve Hermo,
1988; Hermo ve ark., 1988). Buradaki sitoplazmik damlaciklar, sperm salinimi
sirasinda olusur ve spermin plasma zarinda modifikasyona neden olabilecek olan

golgi sakiiler elementleri igerir (Oko ve ark., 1993).

Ayn1 zamanda seffaf hiicreler bircok farkli proteini endositoza ugratir fakat
bu ¢ogunlukla bolgeye 6zgii bir durumdur (Flickinger ve ark., 1988; Hermo ve ark.,
1992; Vierula ve ark., 1995).
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Halo hiicreler; epididimis epitelinde bulunan seffaf sitoplazmanin dar
kisminda yer alan kii¢iikk hiicrelerdir. Bu hiicreler genellikle epitel tabaninda
bulunurlar fakat bazal zara temas etmezler. Ayni1 zamanda farkli sayilarda yogun

¢ekirdek graniillerine sahiptirler (Robaire ve Hermo, 1988).

Halo hiicreleri lenfositler veya monositler olarak tanimlanmiglardir. Bu iki
hiicre tipiin hem boyutlar1 hemde ¢ekirdek morfolojilerindeki benzerlikten dolayi 151k
mikroskobunda ayirt etmek oldukga zordur (Reid ve Cleland, 1957; Hamilton, 1972;
Robaire ve Hermo,1988; Flickinger ve ark., 1997;).

Acik bir sekilde ifade etmek gerekirse, gen¢ yetigkin hayvanlarda halo
hiicreleri yardime1 T lenfositleri, sitotoksit T lenfositleri ve monositleri igerirler fakat

B lenfositlerini icermez (Serre ve Robaire, 1998).

Sekil 2.4. Epididimis histolojisi (Michigan Histology and Virtual Microscopy
Learning Resources, 2019).
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2.2.2. Spermin Olgunlasmasi

Sperm olgunlasmasi; dollenme siirecinde gerekli olan glikoprotein, protein ve
enzimlerin epididimal salgilanmalarina cevap olacak sekilde ve sperm yiizeyinde

morfolojik ve biyokimyasal olarak degisimlerini igerir (Orgebin-Crist, 1967).

Sperm olgunlagsmasi siiresince molekiiller epididimisin farkli bolgeleri ile
luminal sivinin igerisine salgilanirlar. Bu molekiiller diger molekiillerin
fonksiyonlarini degistirirler, akrozom ve spermin yiizeyiyle sirasiyla etkilesime

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

Bu siiregte proteinler spermlere baglanir ve sperm fonksiyonlarini direkt
olarak etkiler (Ellerman ve ark., 1998; Von Horsten ve ark., 2007). Baz1 proteinler
daha sonra ya zona pellucidaya ya da oositin plasma membranina baglanir (Flesch ve
Gadella, 2000; Cohen ve ark., 2011). Diger proteinler ise tiibul uzunlugu boyunca
kisa bir siire kalirlar. Eger uzun siire kalma durumu olursa epididimal hiicre
fonksiyonlar1 ve spermin olgunlagmasi i¢in zararli olabilir. Bu proteinleri ortadan
kaldirmak igin birgok mekanizma vardir (Fouche ve ark., 2000; Dacheux ve ark.,
2005; Von Horsten, 2007).

Gevsek bir sekilde bagh olan kisa etkili proteinler dollenme sirasinda aktive
edilecek alanlar1 maskeleyerek sperm ylizeyi ile olan dogrudan etkilesimleri engeller.
Epididimis tarafindan salgilanan bazi1 molekiiller sperm yiizeyi ile dogrudan
etkilesime girmez. Bu molekiiller onun yerine spermlerin akrozomuyla etkilesime
girer. Sperm akrozomu, sperm ¢ekirdeginin 6n kisminin {izerinde bulunan oldukca
Ozellesmis olan bir organdir. Akrozom dollenme ic¢in gerekli olduguna inanilan

bir¢ok hidrolitik enzimleri igerir (Yoshinaga ve Toshimari, 2003).

Epididimal siv1 igerisinde oldugu diisliniilen bir dizi protein vardir. Bunlar
laktoferrin, prostaglandin D2, hekzosaminidaz, glutatyon peroksidaz ve albiiminoidal
proteinlerdir (Fouchecourt ve ark., 2000; Suzuki ve ark., 2004). Bu proteinlerin
tasima, enzimatik aktivite ve baglanma fonksiyonlarini sergiledigi bilinmektedir. Bu

proteinler aynt zamanda epididimal olgunlasma sirasinda, spermler ve onu
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cevreleyen sivi arasinda lipid ve protein degisimini kolaylastirarak spermlerin

dollenme kapasitesine katki saglarlar (Dacheux ve ark., 2005).

Daha 6nceden mevcut olan proteinlerin proteolizi ve hatta spermin metabolik
aktivitesi epididimal sivinin protein igerigine katkida bulunurlar (Dacheux ve ark.,
2005). Spermin olgunlagmasimni azaltan molekiillerin bir¢ogu kesin olarak
belirlenmemis olsada, bolgesellestirilmis epididimal sivinin mikro ortamlarinin
epididimal tiibiil boyunca spermde sayisiz degisiklige neden oldugu ortaya ¢ikmistir
(Von Horsten, 2007).

Sperm tasinimi, testisten epididimisin kauda kismina dogru artan hidrostatik

basing gradientine kars1 gerceklesir (Johnson ve Howards, 1975).

2.2.3. Spermin Depolanmasi

Memelilerin disariya akan kanal sistemleri igerisinde spermin depolanmasi
icin en uygun yer epididimisin kauda bolgesidir. Memelilerde spermin normal tasima
stiresi epididimis kauda bodlgesinin vasitas: yoluyla 3 ile 10 giin araliginda olmasina
ragmen, spermler 30 giinii asan periyotlarda bu dokularda depolanabilir. Yarasalarda
ise sperm birka¢ ay boyunca epididimiste depo edilebilir ve fonksiyonlar1 korunur

(Gopalakrishna ve Bhatia, 1980).

Spermlerin epididimisin kauda bolgesinde depo edilmesi ile, hareket etme
kayb1 yasamasindan Once dollenme yeteneginin zarar gordiigii ortaya c¢ikmistir

(Depeiges ve ark., 1985).

Bircok memeli tiirlinde yapilan c¢alismalara dayanilarak mevcut kanallarda
bulunan spermlerin % 50 ile % 80’lik bir kismi epididimisin kauda bolgesinde
bulundugu ve bu spermlerin yaklasik olarak % 50°si ejakiilasyon i¢in uygundur
(Amann, 1981).
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Buna karsilik olarak, sperm iiretim orani diger memeli tiirlerinden daha az
olan insan, bosalmada bulunan sperm sayisina yaklasik olarak esit olan bir sperm

rezervesine sahiptir (Amann, 1981).

2.3. Tespit

Tespit, genellikle dokularin mikroskobik olarak hazirlanmasi i¢in yapilan ilk
adimdir (Fox ve ark., 1985). Cerrahi islemlerde dokularin ¢ikarilmasindan sonra
mimkiin olan en kisa siirede veya otolizi onlemek i¢in Sliimden hemen sonra
gerceklestirilmelidir (Eltoum ve ark., 2001). Fiksasyondaki amag; dokuyu korumak,
hiicrelerin morfolojisini en az seviyede degistirmek ve daha sonraki rutin doku takip
asamalarina dayanabilecek sekilde dokulari korumaya yardimci olmaktir (Fox ve

ark., 1985).

Histolojik incelemelerde dokularin uygun tespit edilmesi son derece
onemlidir. Bu islem goz ardi edildiginde, modern bir histopatoloji laboratuvarinda
yapilan testlerin cesitliligi etkisini yitirmektedir. Baz1 6zel fiksatifler dokulari
sertlestirmek, korumak ve spesifik molekiillerin kaybini 6nlemek gibi ozellikleri
dikkate alinarak ¢esitli kategorilere ayrilirlar. Bunlara reaktif gruplarin ve capraz
baglarin kovalent ilavesi, dehidrasyon, asit ve sicaklifin etkileri ve bu eylemlerin

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

Fiksatifler avantaj saglamanin yaninda bir¢ok dezavantaja da sahiptir.
Fiksasyon sirasinda dokularin sismesi veya biiziigmesi, histokimyasal ve
immiinohistokimyasal boyama kalitesinin istenilen diizeyde olmamasi, biyokimyasal
analizin dogru bir sekilde gerceklestirilebilmesi ve hiicresel organellerin yapilarim
muhafaza etmeleri gibi bircok olumlu ve olumsuz 6zelliklere sahiptir (Eltoum ve
ark., 2001). Katabolik enzimlerin aktivitelerini durdurarak dokularin mikroyapisinin
kisa ve uzun vadede zarar gérmesine engel olur (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve
ark., 2001).

Dokularin tespit edilmesi biyolojik fonksiyonlarin ve yapilarin daha iyi

anlasilmas1 adina son ylizyilda gesitli fiksatiflerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
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(Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). Bu nedenle, bugiine kadar evrensel
veya ideal olarak nitelendirilen bir fiksatif yoktur (Grizzle ve ark., 2001). Fiksatif
yapilacak olan analizlere bagli olacak sekilde segilmelidir. Bir doku igerisindeki
farkli yap1 elemanlar1 igin farkli fiksasyon protokollerini uygulamak gerekebilir.
Ideal bir fiksatif, dokunun par¢alanmasina ve otoliz olmasina engel olur (Fox ve ark.,

1985; Hewitt ve ark., 2008).

Ideal bir fiksatifin diger 6nemli 6zellikleri:

- Dokulara hizli bir sekilde nufiiz etmeli,

- Raf 6mrti en az bir y1l olmali,

- Modern otomatik doku prosediirleri ile uyumlu olmali,

- Parafin bloklarindan kesit alinmasin1 kolaylastirmal,

- Uzun vadede dokularin depolanmasini saglamali,

- Yagli, lenfoid ve sinir dokulari dahil olmak {iizere cesitli dokular i¢in
kullanilabilir olmali,

- Kiigiik ve biiyiik doku 6rneklerini korumal,

- Histokimyasal, immiinohistokimyasal ve diger 6zel prosediirleri desteklemeli,

- Uygun maliyetli olmalidir (Dapson, 1993).

Dokularin fiksasyonu fiziksel veya kimyasal yontemler kullanilarak iki farkl
sekilde gerceklestirilir (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001).

2.3.1. Fiziksel Tespit

Gram boyamadan Once mikroorganizmalarin kuru 1isiyla fikse edilmesinin
haricinde; tibbi, veteriner patolojisi, anatomi ve histolojinin rutin uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmazlar.

Hematosilen-Eozin boyamadan sonra dokularin mikroskobik goriiniislerinin

zaman iginde tekrarlanabilir olmasi; tan1 patolojisi i¢in kullanilan fiksatiflerin birincil

sartin1 olusturmaktadir (Eltoum ve ark., 2001; Eltoum ve ark., 2001). Fiziksel tespit;
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- Isitma
- Mikrodalga

- Dondurarak kurutma gibi birbirinden bagimsiz siirecleri igerir.

Hematoksilen-Eozin boyamadan sonra dokularin mikroskobik goriiniimlerinin
zaman icinde tekrarlanabilir olmasi, tani patolojisi i¢in kullanilan fiksatifler igin

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

Is1 ile tespit; fiziksel fiksasyonda kullanilan en basit tespit etme yontemidir.
Histopatolojide 1s1, oncelikle doku takip asamalarinin yanisira fiksasyonun diger

sekillerini hizlandirmak i¢in kullanilir (Russin ve Trivett, 2001).

Mikrodalga ile tespit; biyolojik materyallerin islenmesi ve tespit edilmesini
hizlandirir. Hiicre yapisi ve antijeniklik miikemmel derecede korunur (Login ve
Dvorak, 1994). Mikrodalgada 1s1 tiretimi gerceklestigi i¢in, eger 1s1 konrol edilmezse

hiicre ve dokular zarar gérebilir (Russin ve Trivett, 2001).

Kimyasal fiksatif prosediirlerine gore daha az zahmetlidir. Bundan dolayz,
mikrodalga ile tespit etme yontemi bir¢ok histoloji laboratuvarinda rutin olarak
kullanilan prosediir haline gelmektedir. Mikrodalga ile tespit etme kullanimi
hakkinda yapilan arastirmalar hayvan ¢aligmalarinin bitkisel ¢aligmalara oranla daha

fazla oldugunu ortaya koymaktadir (Schichnes ve ark., 2001).

Dondurarak kurutma ile tespit, kiigiik molekiiller ve ¢oziiniir materyaller
ile ilgili ¢aligmalar yapabilmek i¢in oldukca yararli bir tekniktir. Dokular ince
kesitlere boliiniir, sonrasinda sivi haldeki nitrojene batirilir ve -40 °C’de bir vakum

yardimiyla dokunun suyu giderilir. Doku formaldehit buhar ile fikse edilir (Pearse,

1980).

Oncelikli kullanma alan1 ¢evresel arastirmalardir fakat nadiren de olsa klinik

laboratuvar ortaminda da kullanilmaktadir (Pearse, 1980).
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2.3.2. Kimyasal Tespit

Kimyasal tespit yeterli morfolojik korunmay1 saglamak amaciyla organik ve

organik olmayan ¢ozeltiler igerirler. Kimyasal tespit ii¢ ana kategoriye ayrilirlar:

1- Koagiile edici fiksatifler
2- Koagiile olmayan fiksatifler (Cross-linking)
3- Bilesik fiksatifler (Baker, 1958).

Koagiile edici tespit; hem organik hemde organik olmayan c¢ozeltiler
proteinlerin koagiile olmasini saglayarak suda ¢6ziinmez hale getirirler. Kollajen gibi
lifli proteinlerin ve lipoproteinlerin hiicresel yapilarini korurlar. Bu tiir proteinlerin
koagiile olmas1 doku histomorfolojisini 151k mikroskobik seviyede muhafaza eder.
Ne yazik ki, koagiile edici fiksatifler, sitoplazmik ¢okelme ile birlikte mitokondriyal

ve salgi graniillerinin kotii korunmasina neden olurlar (Lillie ve Fullmer, 1976).

En ¢ok tercih edilen koagiile edici tespit soliisyonlari;

. Metanol
° Etanol
. Aseton

. Pikrik Asit
. Trikloroasetik Asit (Lillie ve Fullmer, 1976).

Metanol suyun yapisina etanolden daha yakindir. Etanol bu ylizden
molekiillerin hidrofobik alanlar1 ile olan etkilesiminde metanolden daha fazla rekabet
halindedir. Pihtilasma fiksasyonu etanol i¢in % 50-60 konsantrasyonunda baslar
fakat metanol i¢in % 80 veya daha fazla bir konsantrasyona ihtiya¢ duyar (Lillie ve
Fullmer, 1976).

Proteinlerin ii¢linciil yapisinin bozulmasi proteinlerin fiziksel ozelliklerini
degistirir, fonksiyon kaybina ve ¢oziinmez hale gelmelerine neden olur. Cogu

protein, organik ortamlarda daha az c¢oziinmesine ragmen, aseton fiksasyonu
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icerisinde % 13 oraninda protein kaybi yasayabilir. Alkol, proteinleri organik ve
organik olmayan maddelerin varligina, alkol konsantrasyonuna, pH ve fiksasyonun

sicakligina bagli olarak farkli sekillerde denatiire eder (Horobin, 1982).

Koagiile olmayan tespit; Sitoplazmik ve niikleer membranlar, mitokondri,
membrana bagl salgi graniilleri, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum gibi
hiicre organelleri, elektron mikroskobunda net bir sekilde goriintiilenebilmesi i¢in

dikkatlice korunmalidir (Bancroft, 1990).

En ¢ok tercih edilen koagiile olmayan tespit soliisyonlari;

o Formaldehit

. Gluteraldehit

o Osmiyum Tetraoksit

. Merkiirik Klortir

o Crva Klortir (Bancroft, 1990).

2.3.3. Bouin Fiksatifi

Fiksatifin iceriginde pikrik asit, formaldehit ve asetik asit yer almaktadir.
Eritrositleri pargalar ve sahip oldugu hizli nufiis etme 6zelligi sayesinde asetik asit
niikleik asitleri koagiile eder (Latendresse, 2002). Kiiclik dokular en az 6 saat biiyiik
dokular ise 2 giine kadar fikse edilebilir. Dokular fikse edildikten sonra % 70’lik
alkole aktarilir. Uglii boyamalarda birincil sabitleyici olarak gorev yapar (Crookham,

1991).

Yapisinda bulunan asetik asit ve pikrik asit nedeniyle olugsmus olan
biiziismeyi azaltmak icin kullandiginda dokularda sismeye neden olur. Formaldehit
ise koagiilatif 6zelligi olmayan bir ¢ozeltidir. Proteinlerle ¢apraz bag olusturur ve
dokulara nufiis etme hiz1 yavastir (Latendresse, 2002). Bouin fiksatifi genellikle
testis fiksasyonu i¢in kullanilir. Cekirdegin yapisim1 korur, 6zellikle kromozomlar

mayoz boliinme sirasinda gozlenir (Crookham, 1991). Keskin hematoksilen-eozin
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boyamalarda sonug¢ verir ve bu sebepten dolayr bazi patologlarca tercih nedenidir

(Latendresse, 2002).

Kemiksi dokular birka¢ giin veya haftalarca soliisyon i¢inde kaldiginda bile
doku detaylar1 iyi bir sekilde korunur ve doku morfolojisi zarar gormez. Fiksatif
icerisine % 25 oraninda etanol konuldugunda yag bakimindan zengin dokular i¢in

kullanilabilir (Crookham, 1991).

Dokunun timiinii sar1 renge boyamasi ve ayrintili bir sekilde incelenmesini
zorlastirdig1 icin biiylik dokularda kullanilmasi uygun degildir (Latendresse, 2002).
Dokulardaki sar1 rengin giderilmesi dokunun PBS ya da tamponlanmis etanol ile ¢ok
sayida yikanmasi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica su anda gegerliligini koruyan birgok
protokolde dokudaki sar1 rengin giderilmesi i¢in % 70°lik alkol ile bircok kez

yikanmasi gerektigini 6nermektedir (Crookham, 1991).

Kirmizi kan hiicrelerinin lizizine sebep olur. Pikrik asit DNA ve RNA
degredasyonuna yol agabileceginden PCR gibi hasarsiz DNA gerektiren 6zel

caligmalar i¢in dokularin kullanimina miidahale edebilir (Latendresse, 2002).

2.3.4. Modifiye Davidson Fiksatifi

Bouin fiksatifine benzer bir fiksatiftir ancak bu fiksatifte pikrik asit yerine
alkol kullanilir. Igeriginde formalin, asetik asit ve alkol bulunur. Dokulara hizl1 niifuz
etme Ozelligine sahiptir. Diger bilinen formalin protokolleri ile karsilastirildiginda

dokularin zarar gorme olasilig1 daha diisiiktiir (Kelder ve ark., 2008).

Bu yontemde alkol; hidrojen baglarini ve {iciinciil yapilar1 kirarak proteinlerin
denatiire olmasini saglar. Pikrik asit yoklugunda alkol ayni islevi goriir, ancak daha
hizli niifuz etme oranina ulasir (Latendresse ve ark., 2002). Minimal formalin igerigi
ile iyi niikleer detay veren hizli bir fiksatiftir. Ozellikle tibb1 biyopsi, jinekolojik

materyal ve kemik iligi 6rneklerinde fazlaca kullanilanilir (Moore ve ark., 1953).
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Testis biyopsileri ve yag igeren lenf nodlarinin gece boyunca fikse
edilmesinde kullanilir. Kiigilk numunelerin fikse edilmesi hizlidir. Dokularin
fiksasyon igerisinde bulunma siiresi 24 saat ile sinirlandirilmalidir (Moore ve Barr,
1954). Goz ve testis dokular1 igin hem miikemmel derecede hiicresel detaylar saglar
hemde hiicrelerin daha az biiziismesine neden olur. Fotoreseptor hiicrelerin duyusal
uclarinin daha kotii korunmasini saglasa bile, retina ve kornea gibi sabit hiicreler i¢in

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

2.3.5. Ideal bir Tespit Soliisyonunun Ozellikleri

Ideal olarak tanimlanan bir fiksatif, doku ve organlarin dogal yapisinin
korunmasini amag edinir. Hiicresel bilesenleri miimkiin oldugunca canli tutabilmek
icin tiim biyokimyasal ve proteolitik islemler inaktivite edilir (Huang ve Yeung,
2005).

Iyi kalitede bir fiksasyon elde etmek i¢in kimyasal fiksasyon siiresince asagida

belirtilen degiskenler g6z oniine alinmalidir:

1. Penetrasyon orani: Dokunun boyutuna ve segilen fiksatife baglidir. Eger
alman 6rnek TEM calismalar i¢in kullanilacaksa doku bloklarinin boyutu
yaklagik olarak 1 mm?®veya daha az olmalidir. Belli bir protokol gergevesinde
fikse edilecek dokunun boyutu belirlenirken dokunun yogunlugu ve
gbzenekli olup olmadigr gibi faktorler dikkate alinmalidir (Huang ve Yeung,

2005).

2. Konsantrasyon: Hiicresel bilesenler igerik olarak farkli olan fiksatif
bilesenlerine farkli tepki verir. Deneyin amacina bagli olarak, fiksatifin
icerisindeki bilesenlerin uygun konsantrasyonlar1 seg¢ilmelidir. Enzimatik
aktivitenin korunabilmesi i¢in doku diisiik konsantrasyonlu tespit soliisyonu
icerisinde uzun siire tutulmalidir. Bununla birlikte, fiksatif icerisinde dokunun
fazla tutulmasi hiicre ve organlarin sismesine, hiicresel ince yapilarin zarar

gormesine neden olur (Huang ve Yeung, 2005).
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3. Siire: Fiksasyon siiresinin ¢ok kisa olmasi fiksatifin doku igerisine nufiiz
etmesini ve makromolekiillerin ¢apraz baglanmasimnin yeterli diizeyde
gergeklesmesini engeller. Dokunun uzun siire fiksasyon igerisinde kalmasi
durumunda, asir1 ¢apraz baglanmaya neden olacagi icin dokuyu kirilgan hale
getirir. TEM ¢alismalarinda 1 mm? boyutundaki dokular oda sicakliginda 4
saat boyunca ya da +4 °C’ de bir gece boyunca fikse edilirler. Isik
mikroskobu c¢alismalarinda kullanilan dokularin boyutlar1 genellikle elektron
mikroskobu ¢aligmalarinda kullanilan dokularin boyutlarindan daha biiyiik
oldugu icin buzdolabinda bir gece bekletilerek fiksasyon yapilmasi onerilir

(Huang ve Yeung, 2005).

4. Sicaklik: Dokular muhafaza edildikleri sicakliklarda fikse edilmelidir. Bunun
nedeni, dokularin sicaklik soku yasamasini Onlemektir. Isik mikroskobik
calismalarda dokulara ilk oda sicakliginda tespit islemi uygulandiktan sonra,
dokular +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletilmelidir. Uygulanacak olan
immunolojik ve enzimatik calismalar i¢in proteinlerin stabilize olmasi

isteniyorsa daha diisiik sicakliklar tercih edilmelidir (Huang ve Yeung, 2005).

5. Ozmolarite: Tespit soliisyonlarmin sahip oldugu ortam yogunlugu dokularin
tizerinde oldukca etkilidir. Hipertonik ortama sahip soliisyonlarda bulunan
dokular biiziisiirken, hipotonik ortamdaki dokularda ise sismeler meydan
gelir. izotonik ortamlarm ise dokular iizerinde herhangi bir olumsuz etkisi
yoktur (Huang ve Yeung, 2005). Cogu fiksatif hipertonik ortama sahiptir
(Hayat, 2000). SEM c¢alismalar1 i¢in kullanilacak olan dokular, izotonik ya da
daha az yogunlukta olan fiksatiflerde tespit edilmesi gerekirken; TEM
caligmalar1 i¢in ise dokular hipertonik ortamlarda tespit edilirler (Huang ve

Yeung, 2005).

6. Dokunun boyutu: Fiksatifin dokunun her tarafina esit bir sekilde nufiiz
edebilmesi icin doku hacmi 4 mm’den daha kalin olmamalidir. Ideal doku
hacmi 3 mm’dir. Standart doku kasetlerinin icerisinde doku boslugunun 5

mm derinliginde olmasi gerektigi unutulmamalidir (Carson,1997).

21



7. Fiksatifin hacmi: Laboratuvarlarda yapilan en sik hatalardan birisi de bu
oranin yeterli diizeyde ayarlanamamasidir. Ideal bir fiksatif hacmi, dokunun
hacminden en az 15-20 kat daha fazla olmalidir. Fiksatif doku igerisine nufiiz
ettikce belli bir siire sonra miktarinda azalma olur. Bu durumun olumsuz
tarafi, istenilen diizeyde dokularin fikse edilememesi ve boyanamamasidir
(Carson,1997). Fiksatif hazirlanma ve kullanma asamasinda dikkat edilecek
birgok faktor vardir ve bu faktorler fiksatifin kalitesini Oonemli Olgiide

etkilemektedir.

2.4. Stereoloji

Stereoloji, ti¢ boyutlu yapilarin &zellikle de iki boyutlu goriintilerine
dayanarak temel parametrelerin 6l¢iilmesidir (Mathieu ve ark., 1983; Altunkaynak ve
ark., 2008). Diger bir ifadeyle; hemen hemen her tiirlii yapinin iki boyutlu
kesitlerinden {i¢ boyutlu veriler elde etmemize yarayan bir morfometri dalidir (Russ

ve Dehoff, 2000).

Bu yontemde, manyetik rezonans goriintiilerine ve bilgisayarli tomografi
taramasina dayanilarak giivenilir, saglam ve zaman bakimindan etkili olan hacim ve
yiizey tahminleri yapilir (Mathieu ve ark., 1983; Altunkaynak ve ark., 2008).
Mikroskoplar ve diger goriintiileme araglar1 bize genellikle 2 boyutlu goriintiiler
sunar (Russ ve Dehoff, 2000). Stereolojik prosediirler ise; alanlarin, basamaklarin ve
oldukca genis kesit alanlarindaki nesnelerin 6rneklenmesi gibi tekrar eden gorevleri

gerektirir.

Stereolojik metotlarin en 6nemli avantaji; arastirma laboratuvarlar1 ig¢in
hazirlanmig bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemlerinde uygulanabildigi gibi
basit arag¢ ve gereglerin kullanimi ile diisiik maliyetlerle de uygulayabilme imkan1
sunmasidir. Stereoloji ¢ogu zaman mikro yapilar hakkinda bilgiler vermesine ragmen

kullanim alan1 sadece mikro yapilarla sinirli degildir (Russ ve Dehoff, 2000).
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2.4.1. Cavalieri Prensibi

17.yy’da Italyan matematik¢i Bonaventura Cavalieri, hacim degerlerinin
hesaplanmasi1 amaciyla organ ve dokulardan elde edilen seri kesitlere dayali bir metot
tanimlamistir ve bu metoda cavalieri prensibi adin1i koymustur. Giiniimiizde bu
yontem ¢esitli boyut ve sekillerdeki objelerin hacimleri hakkinda bilgi sahibi
olabilmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Sahin ve ark., 2008).

Her stereolojik yaklasim iki ana asamadan olusur:

o Uygun bir doku 6rnekleme araciligiyla organin problanmasi,

o Boliimler tizerinde uygun sayim stratejileri ile yapilarin miktarlarinin tahmin

edilmesi (Uyanik ve ark., 2009).

Bu yontem, biiyiitme derecesi dogru bir bi¢cimde belirlendikten sonra,
mikroskopta gdzlenen, monitdre veya bir baska goriintii ortamina yansitilan veya
fotograflanmis her tiirli gorlintii {izerinde rahatga uygulanabilmektedir. Tek
bilinmesi gereken, cetveldeki noktalar arasindaki uzakligin, biliylitme derecesine

gore, doku diizeyindeki gergek uzunlugudur (Altunkaynak ve ark., 2008).

Stepanizer, mikroskobik ve makroskobik (radyoloji, tomografi) goriintiileme
yontemlerinden  dijital olarak yakalanan gdriintiilerin  stereolojik  olarak
degerlendirilmesi i¢in kullanim1 kolay, bilgisayara dayal1 bir yazilim programidir. Bu
program,; test sistemlerinin olusturulmasini, {ist liste yerlestirilmis test sistemleri ile
dijital goriintiilerin uygun sekilde gériintiilenmesini, dlgeklendirme olanaginin, sayim
modiiliiniin ve sonuglarin elektronik tablo programlarina aktarilmasma yonelik bir

disa aktarma fonksiyonunun olusturulmasini icermektedir (Tschanz ve ark., 2011).

Stereolojide, Noktali Alan Olgiim Cetvelleri (NAOC) dokularin izdiisiimsel

alanlarini hesaplamada kullanilan en yaygin metodlardan biridir (Sekil 2.5).
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+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + +.4F + + + + +
P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 2.5. Noktali alan 6l¢iim cetveli (Canan ve ark., 2002).

2.5. Sitolojik Preparatlarin Boyanmasi

Epididimis dokularindan elde edilen preparatlara, ¢esitli caligmalar yapmak

amactyla farkli boyamalar yapildi.

2.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-Eozin boyasi giiniimiizde histoloji uygulamalarinda kullanilan
en yaygin boyama protokoliidiir (Groen ve ark., 1985; Yeo ve Jayasoo, 1993; Sun ve
ark., 2004). Ilk olarak Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyalarinin birlesimi 1876
yilinda kimyager olan Wisswzky tarafindan yapilmigtir (Wisswzky, 1876).

Hematoksilen boya bileseni hiicrenin ¢ekirdegini mavi veya mor renge boyar

ve 1yi bir intraniikleer detay verir.

Eozin ise hiicre sitoplazmasini ve bag dokusu liflerinin ¢ogunu pembe,

turuncu ve kirmizi gibi degisik tonlarda ve yogunluklarda boyar. Otomatik boyama
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cihazlar1 ve ticari amacla hazirlanmis olan H&E boya soliisyonlar: giiniimiiz
laboratuvarlarinda rutin boyamalarda en ¢ok tercih edilen boyalardir (Bancroft,
1990).

EOZIN

Eozin boyasi, aliiminyum hematoksilen ile birlestirilerek bir dokunun genel

histolojik yapisini incelemek i¢in kullanilan bir boyadir. Ticari olarak kolaylikla elde

edilebilen ii¢ farkli ¢esiti vardir. Bunlar;

e FEosinB
e EosinY
e FEosinS

En yaygin olarak kullanilan boya Eozin Y’dir. Eozin boyasmin agiri
derecede farklilasmasi sadece kirmizi kan hiicreleri ve eozinofil graniilleri kirmiziya
boyandiginda devam edebilir. Bu bazen, eozinofillerin konumunu ve tanimlanmasini
kolaylastirmak i¢in kullanilir. Kaslar kollajen dokudan kolayca ayirt edilir ve kirmizi

kan hiicreleri parlak kirmizi renkli boyanir (Bancroft, 1990).

HEMATOKSILEN

Hematoksilen Hematoxylon campechianum adi verilen bir agagtan elde

edilir. Bu agag, ¢ogunlukla Bati Hindistanda yetistirilmektedir ancak ana vatani
Meksikadir (Bancroft, 1990).

Hematoksilenin kendisi bir boya degildir. Ana oksitlenme iiriinii olan
hematein, ayn1 zamanda renk verme Ozelligine de sahiptir. Hematein
Hematoksilenden iki farkli yolla elde edilir. Bunlardan birisi dogal oksidasyon digeri
ise kimyasal oksidasyondur (Bancroft, 1990).
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Dogal Oksidasyon

Bu islem yavas gerceklesen bir siireci kapsamaktadir ve bu siire¢ 3-4 ay kadar
stirebilir. Bu siire¢ sonrasinda olusan boyanin kalitesi daha iyi ve boyanan dokular
daha uzun siire saklanabilmektedir. Ehrlich ve Delafield hamatoksilen boya

soliisyonlar1 bu grup igerisinde yer alir (Bancroft, 1990).

Kimyasal Oksidasyon

Kimyasal oksitleyici ajanlarin kullanimi hematoksilenin aninda hemateine
doniismesine neden olur. Bu nedenle, hematoksilen ¢ozeltileri hazirlandiktan hemen
sonra direkt olarak kullanima hazirdir. Omiirleri genellikle dogal oksidasyon sonucu
olusan hematoksilenlerden daha kisadir, devam eden oksidasyon siiresince hava ve
15181n  etkisiyle hemateinin ¢ogunu yok eder, renksiz bir bilesige doniistiiriir

(Bancroft, 1990).

Kullanilan mordanlarin tiirii, boyanan doku bilesenlerinin tiiriinii ve bunlarin
rengini kuvvetli bir sekilde etkiler. Hematoksilen boya i¢in en kullanigl mordantlar
aliminyum, demir ve tungsten tuzlaridir. Hematoksilen ¢ozeltileri igeriklerinde

bulunan mordantlara gore siniflandirilirlar.

. Demir Hematoksilenler

. Aliiminyum Hematoksilenler

o Tungsten Hematoksilenler

. Molibden Hematoksilenler

° Kursun Heamatoksilenler

. Mordantsiz Hematoksilenler (Bancroft, 1990).

Dokularin rutin hematoksilen ve eozin boyamast i¢in en sik kullanilan
hematoksilenler Ehrlich, Mayer, Harris, Gill, Cole ve Delafield’dir. Dokularda iyi bir
niikleer boyanma saglarlar. Carazzi'nin hematoksileni ise 6zellikle acil dondurulmus

boliimlerde kullanilir. Bu boyalar aliiminyum hematoksilen boya grubu igerisinde yer
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alirlar. Renk sabitleyici (mordant) olarak aliiminyum kullanilir. Genellikle

aliminyum potasyum siilfat veya aliiminyum amonyum siilfat formunda bulunur

(Bancroft, 1990).

Aliiminyum igerikli hematoksilen boyalarinin ¢ogunda ¢ekirdek boyama
kalitesi birkag¢ ay sonra bozulmaya baslar. Bu bozulma, boyanin igerisinde olusan bir
cokelti sayesinde anlasilabilir. Bu asamada, boya kullanilmadan 6nce filtrelenmeli ve

boya yaparken siire artirilmalidir.

En iyi sonuglar elde etmek i¢in, her ay taze igerikli boya hazirlanmali ve
ekonomik olmasi adina hazirlanan boya her seferinde kii¢iik miktarlarda olmalidir

(Bancroft, 1990).

2.5.2. Pas Boyama

Pas boyama teknigi, karbonhidratlarin ve glikokonjugatlarin gosterimi i¢in
kullanilan ¢ok yonlii ve en yaygin tekniktir. Bu teknigin ilk histokimyasal kullanimi

McManus tarafindan 1946 yilinda musinlerin gosterilmesi amaciyla olmustur

(McManus, 1946).

Daha sonra yapilan diger c¢alismalarda Pas boyama teknigi, Dbelirli
glikoprotein iceren molekiillerin gosterilmesi i¢in yararli oldugunu gostermistir

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

Pas boyama, musin ve glikoproteinlerin tespiti sayesinde farkli tiimorlerin
tanisin1 koymaya yardimei olabilir (Hennigar, 1987). Ozellikle bdbregin glomeriiler
kilcal damarlarinda artan bazal membran kalinli§i bir¢ok patolojik durumun

gostergesidir.

Histoloji  laboratuvarlarinda tipik olarak kullanilan Pas boyama,
karbonhidratlarin igerigindeki serbest aldehit gruplarmin Schiff ayiraci ile tepkime
vermesi sonucunda parlak kirmizi-morumsuz kirmizi renk olustururlar (Bauer, 1933;

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

Bag dokularin farkli sekilde gosterimi i¢in uygulanabilecek birgok teknik
trikrom boyalar kategorisine girmektedir. ‘Trikrom boyasi’ terimi; kas, kollajen
lifleri, fibrin ve eritrositleri birbirinden ayirt edebilmek adina kullanilan, igeriginde

ti¢ farkli boya kullanarak yapilan bir¢ok teknigin genel adidir (Horobin, 1980).

Kullanilan metodlar genel olarak kas fibrilleri ve kollajen arasindaki

farklilig1 ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir (Horobin,1980).

Trikrom boyamada genel kural, kii¢iik boya molekiilii bir doku elemanina
niifuz eder ve boyanmasina neden olur; ancak daha biiylik yapili bir boyama

molekiili ayn1 elemente niifuz ederse kiiciik molekiil ile yer degistirir (Horobin,
1980).
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3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Bu tez calismasinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Arastirma Merkezinden alinan Spraque-Dawley cinsi 200-350 gram agirliginda,
yetiskin, 10 adet erkek rat kullanildi. Hayvanlar deneysel ¢alisma siiresince 25 °C
oda 1sisinda, 12 saat aydinlik ve karanlik donemlerde tutuldu. Yem ve su giinliik
olarak degistirildi. Calisma siiresince hayvanlar, kenarlar1 sert plastik ve {istliinde

metal 1zgara bulunan kafeslerde tutuldu.

Deneysel calisma, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 25.04.2019 tarihli toplantisindan alman 2019/4-4 sayili onayi ile
gergeklestirilmistir (bkz. EK-2).

3.1.1. Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Hayvanlara eter anestezi altinda servikal dislokasyon uygulandi. Sonrasinda
skrotal insizyon ile sag ve sol epididimisleri hizla ¢ikartildi. Epididimisler yag
dokularindan ayrilip kasetlere yerlestirildi ve numaralandirilmas: yapildi. Deney

hayvanlari, rastgele olarak her grupta 10 adet blok olacak sekilde 2 gruba ayrildi.

Histolojik ve morfolojik analizler i¢in dokularin 10 tanesi mDF fiksatifine
diger 10 tanesi ise Bouin fiksatifine konuldu. Bouin fiksatifinde 24 saat, mDF
fiksatifinde ise 24 saat tespit edildi. Daha sonra hiicre bloklarina rutin doku takibi

yontemi uygulandi.
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3.2 Tespit Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

3.2.1. Bouin Tespit Soliisyonu

Ik énce suda doymus pikrik asit hazirlandi. Bunun igin 1 gr pikrik asit 86 ml

distile su icerisinde eritildi.

Soliisyonun Hazirlanmasi

o Suda Doyurulmus Pikrik Asit: 75 ml
J Formalin: 25 ml

. Gliseal Asetik Asit: 5 ml
Bouinde tespitten sonra doku pargalari, pikrik asidin sar1 renginin giderilmesi

icin 2 kez % 70’lik alkol banyosundan gecirildi. Her seferinde sararan alkol dokiiliip

yenisi kullanildi.

3.2.2. Modifiye Davidson Tespit Soliisyonu

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

soliisyonudur.

Soliisyonun Hazirlanmasi
o Formaldehit: 30 ml
o Etanol: 15 ml

. Distile Su: 50 ml
. Gliseal Asetik Asit: 5 ml
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3.3. Isik Mikroskobik Yontem

3.3.1. Doku Takibi ve Gomme

Dokularin tespit islemleri tamamlandiktan sonra rutin doku takibi prosediirii
uygulandi. Bu prosediir asagida basamaklari tarif edilen bigimde gergeklestirildi
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Doku takip islemi

Kullanilan Soliisyonlar Uygulama
Siiresi
% 70’lik Alkol 1 saat
% 96’11k Alkol I 1 saat
% 96’11k Alkol IT 1 saat
% 100°liik Alkol I 1 saat
% 100’liik Alkol II 1 saat
Ksilen | 15 dk
Ksilen 11 15 dk
Ksilen 11 15 dk
% 50 Ksilen + % 50 Parafin | 15 dk
Parafin I1 45 dk
Parafin 111 30 dk

Dokular vakumlu etiivde 58-60 °C’deki sivi parafin igerisinde 1 giin
bekletildi. Ertesi giin takip kasetleri etiivden ¢ikartilip tek tek acildi. Igerisindeki
dokular sicak pens yardimiyla base mould kasetlerine konuldu. Dokularin gémme

ylizeyine karar verildikten sonra dokularin pozisyonunu bozmayacak sekilde
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tizerlerine 65-70 santigrat derecede eritilmis sivi parafin dokiildi. Kasetlerin
tizerlerine kursun kalemlerle dokularin hangi fiksatife ait oldugu yazildi. Bloklar
sogumasi i¢in buzdolabina kaldirildi. Daha sonra yeterince soguyan bloklar base

mouldlardan ¢ikartilarak kesim i¢in buz dolu kabin igerisinde bekletildi.

3.3.2. Kesit Alma

Isik mikroskobik incelemeler i¢in mikrotomda (Termo 365) 5 um kalinliginda
ve 1/50 um araliklarla seri kesitler alindi. 37 °C’lik su banyosunda kesitlerin agilmasi
saglanarak rodajli ve polilizinli lamlar iizerine alind1. Tiim kesitler 1 gece 37 °C’lik
etlivde tutularak lam iizerine yapismalar saglandi. Ksilolle parafinden uzaklastirma
islemi gergeklestirildi. Uygun histokimyasal boyama i¢in preparatlar uygun hale
getirildi.

3.4. Histokimyasal Boyama

3.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediirii

Epididimis dokusunun genel gériinimii hakkinda bilgi edinmek, ¢ekirdek ve
sitoplazma ayriminmi1 kolaylastirmasi bakimindan stereolojik hacim hesaplayabilmek

amactyla yapilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmast

Eozin soliisyonu i¢in;

° Eozin Y: 100 ml
° %0 95°1ik Alkol: 125 ml
° Distile su: 375 ml
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13-
14-

Asit-Alkol soliisyonu i¢in;

%0 70’lik Alkol: 1000 ml
HCI: 10 ml

Amonyakli su soliisyonu igin;
Distile su: 1000 ml
Amonyak: 1-2 ml

Hematoksilen Eozin Boyama Prosediirii

Arka arkaya 3 tane ksilen serisinde 5’er dakika tutuldu.
Kuruduktan sonra alkol serilerine geg¢ildi. Ksilenin
gegmemesinde dikkat edildi.

% 100, % 96, % 70 alkol serilerinde 3’er dakika tutuldu.
Distile suda 2-3 dakika yikandi.

Hematoksilende 8 dk tutuldu.

Cesme suyunda 5 dk yikandu.

Asit alkolde doku pembe renk alana kadar batirilip ¢ikarildi.

Cesme suyunda 2 dk yikanda.

Doku mor renk alana kadar amonyakl1 suya batilirip ¢ikarildi.

Distile suda 2 dk yikandi.
Eozinde 3 dk tutuldu.

alkol

igerisine

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

disarida kurutuldu.
Ardindan 3 ksilen serisinde 5’er dakika tutuldu.

Boyali preparatlar entellan damlatilarak kapatildi.

Yapisinda iki farkli boyar maddeye sahip olmasi nedeniyle dokunun hem

cekirdek hemde sitoplazmasimi farkli renklere boyadi. Hematoksilen dokunun

cekirdek kismin1 mavi renge boyarken, Eozin ise hiicre sitoplazmasin1i ve bag

dokusunu pembe-kirmizi renge boyadi.
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3.4.2. Masson Trikrom Boyama Prosediirii

Iceriginde 3 farkli boya bilesenini barindirir. Bag doku elemanlarini farkli

renklere boyayarak kolayca birbirinden ayirt edilmesini saglar.

Soliisyonlarin Hazirlanmast

A soliisyonu igin;

o Asit fuksin : 0.5 gr
. Gliseal asetik asit : 0.5 ml
. Distile su : 100 ml.

B soliisyonu i¢in;

o Fosfomolibtik asit : 1 gr
o Distile su : 100 ml

C soliisyonu igin;

Metilen mavisi :2 gr
Gliseal asetik asit :2.5 ml

Distile su :100 ml

Epididimis dokularindan 5 pm kalinhiginda seri kesitler alindi. Kesitlerin
lamlara yapigsmasi ve igerigindeki parafinin erimesi icin etiivde 1 saat boyunca

tutuldu. Daha sonra ksilen serilerinden gegirilip deparafinizasyon islemi tamamlanda.

2x3 dk absol alkollerde tutuldu. Sonrasinda ise her birinde 3 dk kalmak
kosuluyla azalan dereceli alkol serilerinden gecirildi. Kesitler ilk once Harris
hematoksilende 15 dk bekletildi. Dokudaki fazla boyanin temizlenmesi i¢in

preparatlar musluk suyunda 5 dk boyunca yikandu.
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Daha sonra boyama iglemi asagidaki prosediire gére devam etmistir:

Masson Trikrom Boyama Prosediirii

1- % 1’lik Asit Alkol (2-3 sn)
2- Musluk suyu (5 dk)

3- Amonyakli su (5 dk)

4- Musluk suyu (5 dk)

5- Soliisyon A (5 dk)

6- Distile su (2 dk)

7- Soliisyon B (5 dk)

8- Soliisyon C (2 dk)

9- Distile su (2 dk)

10- % I’lik Asetik asit (2 dk)

Preparat en son asamada, her birinde 3 dk durmak sartiyla artan alkol

serilerinden gecirildi. Ksilende 5 dk tutulduktan sonra entallan ile kapatildi.

3.4.3. PAS (Periyodik Asit Schiff ) Boyama Prosediirii

Dokunun sahip oldugu ve glikokonjugat olarak adlandirilan glikoprotein,

glikolipid ve proteoglikandan olusan {iglii yapilarin gosterimi i¢in kullanilmigtir.

Soliisyonlarin hazirlanmast

Periyodik asit ¢dzeltisi i¢in;

o Periyodik asit :1 gr
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Distile su: 200 cc

Schiff ayiraci igin;

Kaynamus distile su :200 ml
Bazik fuksin :1 gr
Potasyum metabisiilfit :2 gr
%10’luk HCL: 10 cc
Karbon tozu :0.5 gr

Dokunun kendisinden elde edilen kesitler asagida belirtilen boyama

prosediiriine uyularak boyanmustir.

Dokulardan elde edilen seri kesitler ilk olarak deparafinize edildi.
Ardindan 3’er dk % 100, % 96 ve % 70’lik etil alkol serilerinden gegirildi.
2-3 dk distile su igerisinde bekletildi.

Periyodik asit sollisyonunda 5 dk tutuldu.

Ardindan 5 dk distile su ile preparatlar yikandi.

Dokular Schiff ayiracina alimip 15 dk bekletildi.

Musluk suyunda 5 dk yikandi.

Mayer hematoksilende 3 dk tutarak zit boyama yapildi.

Musluk suyunda 8 dk dokular yikandi.

% 70, % 96 ve % 100’lik alkol serilerinde 3 dk tutuldu.

Her iki ksilende 5’er dk tutuldu.

En son incelenmek iizere entallan ile kapatildi.

3.5.  Cavalieri Metodu ile Stereolojik Analiz

Bu tez caligmasinda 5 pm kalinligindaki epididimis dokularindan elde edilen

151k mikroskobik preparatlar H&E boyama yapildi. Bouin ve mDF soliisyonlari ile

fikse edilmis epididimis preparatlarindaki tim doku alaninin fotograflar1 Olympus
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marka mikroskopla ve DP73 kamera ile ¢ekildi. Cekilen resimler daha sonra

StepAnalyzer programina aktarilarak nokta sayimi yapildi.

Stereolojik Analiz i¢in kullanilan cavalieri prensibi epididimis dokusunun
hacminin hesaplanmasi1 amactyla kullanildi. Epididimisin hacminin 6l¢iimii 6zellikle

toksikolojik ¢caligmalarda yapilan deneysel arastirmalar i¢in 6nemli bir kriterdir.

3.6. Iistatistiksel Analiz

Epididimisin bag dokusundaki sayisal dagilimin belirlenebilmesi igin
kullanilan StepAnalyzer analiz programindan nokta sayimi yapilarak elde edilen
degerler, SPSS 23 istatistik programina aktarildi. Birbirinden bagimsiz iki grubun
karsilagtirilmas1 amaciyla non-parametrik olmayan Mann-Whitney U testi uygulanda.
Elde edilen sonuglarin p>0.05 olmasi kullanilan her iki fiksatif arasinda anlamli bir

fark saptanmadigini ortaya ¢ikarmaistir.

37



4. BULGULAR

Calismamizda Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinden alinan toplamda 10 hayvandan elde edilen 20 adet epididimis dokulari
her grupta 10 tane doku olacak sekilde Bouin ve Modifiye Davidson olmak iizere iki
farkli fiksatife konuldu. Tespit islemi tamamlanmis olan epididimis dokularindan
rastgele seri kesitler alindi. Alinan kesitler MTC, PAS ve H&E olmak iizere 3 farkl
boya ile boyandi. Stereolojik analizler i¢cin H&E boyali preparatlar kullanildi.

Bu c¢alismada kullanilan iki farkli fiksatifin; dokular {izerindeki morfolojik
etkisi, histokimyasal caligmalarda kulllanilan boyalara etkisi ve stereolojik bir
yontem olan cavalieri prensibi ile dokuniin hacimsel olarak hesaplanmasina olan

etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.

4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular:

Bouin ve Modifiye Davidson fiksatifine ait epididimis doku 6rneklerinin H&E
boyanma goriintiilerinde esas ve bazal hiicreler, epididimis tiibiillerini ¢evreleyen diiz
kas tabakasi, prizmatik stereosilyalar ve epitelin boyanma netligi incelenmistir. Her
iki fiksatif epididimis dokusunun sahip oldugu tiim yapilar1 belirgin bir sekilde
boyamistir. Fakat hiicresel bazda daha net goriiniim mDF fiksatifinde gozlenmistir

(Sekil 4.4.- 4.6.).

Spermler her iki fiksatifte boyanmig fakat bouin fiksatifinde daha koyu renkli
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1.- 4.3.). Esas ve bazal hiicreler, bouin fiksatifinde daha
soluk renklidir. Bu anlamda, hiicresel detay Modifiye Davidson fiksatifinde daha
iyidir (Sekil 4.4.). Iki fiksatifte hiicrenin biiziismesine neden olmamustir. Iki farkli
fiksatife ait preparatlarda epididimisin enine kesitlerinin yaninda boyuna kesitlere de
rastlanmistir (Sekil 4.6.). Epididimis tiibiillerini ¢evreleyen diiz kas tabakasi ve epitel
yapist mMDF fiksatifinde daha belirgindir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.1. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama goriintiisti x40

39

Sekil 4.2. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama goriintiisii x20



Sekil 4.3. BF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama goriintiisii X10

Sekil 4.4. mDF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama goriintiisii x40
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Sekil 4.6. mDF’ye ait epididimis dokusunun H&E boyama goriintiisii X10

41



4.2. Masson Trikrom Boyama Bulgular:

Yapilan bu tez caligmasinda rastgele secilen epididimis doku preparatlarindan

her iki fiksatife ait iki lam alinarak Masson Trikrom boyamasi yapildi.

Masson Trikrom Boyamasi yapilan epididimis doku preparatlarinda her iki
fiksatif icin bag dokusu ve tiibiillerin etrafin1 saran diiz kas tabakas1 degerlendirildi.
Bu yapilarin mDF’ye ait olan kesitlerinde daha net sekilde gozlenmistir. BF’ ye ait
olan kesitlerde bag dokunun boyanmasinin gergeklestigi fakat renginin mDF’ye ait
olan kesitlere gore daha soluk renkte oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12.). Ayrica BF’ye
ait olan kesitlerde epididimis tiibiilleri arasinda bozulmalar oldugu gdzlenmistir
(Sekil 4.10.). Bag dokusu yesil renk, diger hiicreler ise mavi-mor renk boyanmustir.
Her iki fiksatif kesitlerinde boyuna kesitlerde gozlenmektedir (Sekil 4.9.- 4.12.).

Sekil 4.7. mDF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama goriintiisii x40
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Sekil 4.9. mDF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama goriintiisii x10
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Sekil 4.11. BF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama goriintiisii x20
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Sekil 4.12. BF’ye ait epididimis dokusunun MTC boyama goriintiisii X10

4.3. PAS Boyama Bulgular:

Yapilan bu tez calismasinda rastgele segilen epididimis doku preparatlarindan

her iki fiksatife ait iki lam alinarak PAS boyama yapildi.
PAS boyasi yapilan epididimis doku preparatlarinda her iki fiksatif i¢in ayr1
ayr1 degerlendirildiginde; epitetel hiicrelerinin bazal membran yapilarinin boyanma

netligi incelenmistir.

mDF’ye ait preparatlar incelendiginde bazal membran yapisinin BF’ye ait

preparatlara oranla daha keskin hatlarda oldugu goézlenmistir (Sekil 4.13.- 4.16.).

45



Sekil 4.14. mDF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama goriintiisti X20
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Sekil 4.15. mDF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama goriintiisii X10

Sekil 4.16. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama goriintiisii x40
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Sekil 4.17. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama goriintiisii X20

Sekil 4.18. BF’ye ait epididimis dokusunun PAS boyama goriintiisii x20
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4.4. Stereolojik Bulgular

BF’den elde edilen verilerde; Vonce ortalamast X=0.580, Vsonra ortalamasi
X=0.134, Cekme ortalamas1 X=0.758 ve CE ortalamas1 X=0.017 bulunmustur

(Tablo 4.1.).

Modifiye Davidson Fiksatifinden elde edilen verilerde; Vonce ortalamasi X
=0.512, Vsonra ortalamas: X=0.142, Cekme ortalamas1 X=0.714 ve CE ortalamasi

X=0.018 bulunmustur (Tablo 4.1.).

Epididimis dokusunda o6l¢egin genel analiz sonuglarina gore; Vonce
ortalamasinin  X=0.546 oldugu, Vsonra ortalamasmm X=0.138 oldugu, Cekme

ortalamasinin X=0.736 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.0175 oldugu bulunmustur

(Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Bouin ve Modifiye Davidson Fiksatifi ile Tespit Edilen Epididimis
Dokusunun Cavalieri Prensibi Kullanilarak Elde Edilen Hacim Analizi

Fiksatif N Xgq SS Median Min. Max.
Vonce BF 10 0580 +0.125 0.551 0.465 0.880
(em®) MDF 10 0512 +0.0834  0.498 0.389 0.646

Toplam 20 0546  +0.109 0.528 0.389 0.880

Vsonra BF 10 0.134 =+0.0394  0.118 0079  0.217
(em?) MDF 10 0142 =+0.0262  0.144 0.100  0.180
Toplam 20 0138 +0.0328  0.139 0079  0.217
Cekme BF 10 0758 =+0.0772  0.76 0.65 0.91
(%) MDF 10 0714 =+0.0729 071 0.59 0.83
Toplam 20 0736 +0.0765  0.73 0.59 0.01
CE BF 10 0017 =+0.0048  0.02 0.01 0.02
(%) MDF 10 0018 =+0.0042  0.02 0.01 0.02
Toplam 20 0017 +0.0044  0.02 0.01 0.02

Epididimis dokusu i¢in kullanilan bouin ve modifiye davidson fiksatiflerinde
stereolojik analizler i¢in kullanilan cavalieri prensibi ile elde edilen hacimlerin
Mann-Whitney U sonuglarina gore; Vonce degiskeni (p=0.924), Vsonra degiskeni
(p=0.449), Cekme degeri (p=0.225) ve CE degeri ise (p=0.615) bulunmustur. Genel
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anlamda tiim degiskenler i¢in bulunan degerler goz onlinde alindiginda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.005) (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Bouin ve Modifiye Davidson Fiksatif ile Tespit Edilen Epididimis
Dokusunun Cavalieri Prensibi Kullanilarak Olciilen Hacimlerinin Mann-
Whitney U Testi Analiz Sonuglari

Fiksatif n ST. U 7 P
BF 10 12.05
V once 3450 -1.17 0.241
MDF 10 8.95
(em’)
Toplam 20
BF 10 9.50
Vv
sonra 4000 076 0.449
(em?) MDF 10 11.50
Toplam 20
BF 10 12.10
Cekme 34.00 -1.21 0.225
MDF 10 8.90
(%)
Toplam 20
BF 10 10.00
CE 45.00 -0.50 0.615
MDF 10 11.00
(%)
Toplam 20
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5. TARTISMA

Bu calismadaki amag, bir dokunun morfolojik olarak incelenme asamasinda
en onemli etmenlerden biri olan tespit siirecinde epididimis dokusunun hiicresel
biitiinliglinii koruyan, dokularin boyanma kalitesini artiran ve stereolojik olarak

incelenmesini kolaylastiran fiksatifleri ortaya ¢ikarmaktir.

Glinlimiizde yasadigimiz c¢evreyi kirleten pek ¢ok fiziksel ve kimyasal etkenin
erkek lireme sistemi iizerinde toksik etkiler olusturdugu bilinmektedir (Mills ve ark.,
1977). Ozellikle agir metaller ve endokrin sisteme zarar verici kimyasallar erkek

tireme sistemini olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir (Diamanti-Kandarakis ve

ark., 2009).

Bu sebeple iireme sisteminde meydana gelebilecek her tiirlii hastaligin erken
teshis edilebilmesi ve tani1 koyulabilmesi i¢in doku histolojisi hakkinda genis ve
kapsamli bilgi sahibi olmak gerekir. Ayni zamanda epididimis dokusunun
incelenmesi hem klinik ¢aligsmalarda hemde laboratuvar deneylerinde sperm olusumu
ve epididimis fonksiyonunun degerlendirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir (Mills

ve ark., 1977).

Epididimis dokusu hakkinda histopatolojik olarak arastirma yapmadan onceKi
ve en Onemli agama dokularin yapisini koruyan soliisyonlarda tespit edilmesidir.
Birgok organla karsilastirildiginda epididimis dokusunun tespit edilmesi histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak analiz edilmesi sahip oldugu minimal diizeydeki bag

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

Fiksasyon siireci histololojik ve morfolojik ¢alismalarin 6nemli bir pargasini
olusturmaktadir. Fiksatifler dokularin morfolojisini, protein yapisini ve histokimyasal
boyanmasin1 olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, yapilacak g¢aligmaya ve dokuya
uygun fiksatif se¢imi dikkatlice yapilmalidir (Doran, 2005; Howran ve ark., 2005).
Bu yiizden uygulanacak olan fiksatif sollisyonu; dokunun biiziigmesine neden
olmamali, kesit alinirken kolaylik saglamali, dokunun morfolojik o6zelliklerini

degistirmeden korumali, dokunun boyanmasin1 kolaylagtirmali ve sonrasinda
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yapilacak olan stereolojik caligsmalar igin elverisli hale getirmelidir (Lihui ve ark.,

2011).

Calismamizda 10 adet Sprague Dawley cinsi sican kullanildi. Bu
hayvanlardan alinan epididimis dokular1 bouin ve modifiye davidson fiksatifleri
igerisinde tespit edildi. Toplamda tespit edilen 20 adet epididimis dokusu doku takip
asamalarindan gegcirilip, sonrasinda parafine gdomme iglemi yapildi. Elde edilen doku
bloklarindan seri kesitler alindi. Bu kesitlere H&E, MTC ve PAS boyamasi yapildi.
MTC ve PAS boyamalarinda dokunun epitel hiicrelerinin bazal membran yapilari,
bag dokusu ve tiibiilleri etrafin1 saran diiz kas tabakasi degerlendirildi. H&E ile
boyanan kesitler tizerinden stereolojik analizler yapabilmek icin cavalieri prensibi ile

hacim 6l¢iimii gergeklestirildi.

Calismamizda epididimis dokusu iizerinde yapilan deneysel siirecler ve
degerlendirmeler sonucunda kullanilan fiksatifler karsilastirildiginda mDF fiksatifi
ile tespit edilen doku 6rneklerinde niikleer ve tiibiiler ¢6ziintirliik daha net bir sekilde
gbzlenmistir. Ayrica morfolojik olarak dokularda herhangi bir sekilde biiziisme

gozlenmemistir. Bouin fiksatifi mDF fiksatifine alternatif olarak kullanilabilir.

Yapilan bazi calismalarda, mDF igerisinde BF nin de oldugu bircok fiksatifle
karsilastirildiginda hayvan testis ve epididimis gibi organlar i¢in en uygun fiksatif
oldugu kabul edilmistir. Bunun nedeni ise; dokunun histolojik yapisini mitkemmel
seviyede korumasi, bouin fiksatifine gore daha giivenilir ve kullanimmnin kolay

olmasi gosterilmistir (OECD, 2001).

Bouin fiksatifi igerdigi pikrik asit nedeniyle, bir¢ok dezavantaja sahiptir.
Patlayici, mutajenik, kanserojen, tahris edici ve alerjendir. Yapisindaki pikrik asit
tespit soliisyonunun dokulara yavas niifuz etmesine neden olur. Dokunun sahip
oldugu glikojenin korunmasi i¢in olumlu bir etki saglarken, dokunun biiziismesine
neden olarak olumsuz bir durum olusturur (Tu ve ark., 2011). Buna ek olarak
dokunun igerisinden pikrik asit yapisini ¢ikarabilmek i¢in ¢ok fazla sayida alkol
serilerinden gecirilmesi gerekmektedir. Bu durum daha sonra dokularin boyanma

kalitesine olumsuz yonde etkide bulunacaktir (Lanning ve ark., 2002).
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Birgok arastirmaci tibbi {irlinlerin ve kimyasallarin {ireme tizerindeki etkisini
tespit etmek amaciyla Bouin soliisyonunu testis dokusu icin tavsiye etmesine

ragmen, daha 1yi bir fiksatif olabilecegini diistinmiislerdir.

Dikkat edilecek diger bir husus dokularin Bouin ve Modifiye Davidson
fiksatiflerinde 48 saatten daha uzun bir siire birakilmamasidir. Bu durum dokunun

sertlesmesine neden olur ve ayrica dokunun kesilmesini zorlastirir (Tu ve ark., 2011).

Latendresse ve ark. (2002), mDF ile tespit edilmis testis doku Orneklerinin
Bouin fiksatifine oranla daha az biiziilmeye ve daha iyi morfolojiye sahip oldugunu
bulmuslardir. H&E ile boyanmis doku kesitleri incelendiginde de niikleer detaymn
mDF fiksatifinin daha iyi korudugu gozlenmistir. Sitoplazmanin hiicresel korunumu
mDF fiksatifi kullanilarak gerceklesmistir. Ayn1 zamanda stereolojik calismalarda
hiicresel sayimlarin yapilabilmesine olanak tanityan g¢ekirdeklerin daha iyi ayirt

edildigi bilgisine ulagmiglardir.

Bu tez galismasinin deneysel siireglerinin sonunda elde ettigimiz verilerle
literatiir taramasinda elde ettigimiz bilgi ve sonuglarin aym1 dogrultuda oldugunu

saptadik. Bu durum yaptigimiz ¢aligmanin giivenilirligini ortaya koymustur.

Testis ve goz dokusu ile ilgili ¢alismalarda mDF fiksatifinin bouin
fiksatifinin yerine kullanilabilecegi vurgulanmistir. Bu iki fiksatifin yetigkin hayvan
testis morfolojisini en iy1 sekilde korudugu da belirtilmistir. Ayn1 zamanda dokular
boyanma kalitesi bakimindan degerlendirildiginde mDF ile fikse edilmis doku

orneklerinde goriintiiniin daha belirgin ve net oldugu savunulmustur (Lanning ve
ark., 2002).

Chapin (1984), mDF ile tespit edilmis testis doku Orneklerindeki niikleer
detay BF ile karsilastirildiginda daha net ve belirgin oldugu bulunmustur.

Dokulara hizli niifuz etme 06zelliklerinden dolayr en c¢ok tercih edilen
sollisyonlar, mDF ve Bouin fiksatifleridir. Bu durum yapilarinda bulunan asetik
asitten kaynaklanmis olabilir. Ciinkii asetik asitin 6nemli bir 6zelligi de hizh
penetrasyon yetenegine sahip olmasidir. Bu durum daha sonraki kesit alma

asamasinda kolaylik saglamistir (Latendresse ve ark., 2002).
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Epididimis dokusu {iizerine fiksatifler ile alakali olarak yapilan ¢aligmalarin
yetersiz olusu, bizi literatiir taramalarinda yapisal benzerlik nedeniyle testis dokusu
ile ilgili ¢aligmalar1 baz almamizi zorunlu kilmistir. Yapilan ¢alismalarin sonucu ile
kendi buldugumuz sonuglarin arasinda benzerlik olmasi ¢alismamizin giivenirligini

artirmistir.

Bu baglamda epididimis iizerine yapilan ¢alismamizin erkek lireme sisteminde
meydana gelebilecek c¢esitli hastaliklarin teshis edilmesini, tani koyulmasini ve

laboratuvarlardaki deneysel siirecleri de kisaltacagi diisiincesindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Dokularin mikroskobik inceleme siirecindeki en 6nemli basamagi tespit
asamasidir. Dokularda bliziisme ve artefaktlarin olusumunun engellenmesi igin

dikkat edilecek basamaklardan biri de dokulara uygun tespit soliisyonunun se¢imidir.

Calismamizda kullanilan mDF ve BF gibi iki farkli tespit soliisyonunun
dokunun morfolojik yapisini bozmamasi, boyanmasina engel olusturmamasi ve
stereolojik  caligmalarda  kolaylik saglamasi gibi  Ozelliklerine  bakilarak
karsilastirilmasi yapilmistir. Fakat kullanilan bu iki tespit soliisyonunun birbiri
lizerine herhangi bir dstlinliik kuramadigi gozlenmistir (p>0.005). Hiicrelerin

morfolojik olarak iyi korunmasi ve bliziismelerin gergeklesmemesi dikkat ¢ekmistir.

Ozellikle BF’nin igeriginde pikrik asit bulunmasi nedeniyle dokulardan
arindirilmas1 noktasinda sikintilar yasanmistir. Dokudan arindirilmasi deneysel
slireci uzatmis ve dokunun ¢ok fazla alkol serilerinden gegirilmesine neden olmustur.

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

Epididimis gibi hassas dokular tespit edilirken soliisyonlarin igerigi daha az
toksik ve dokulara hizli niifuz etme Ozelliginde olmasina dikkat edilmelidir.
Kullanilan tespit soliisyonlar1 hiicrelerin hem morfolojik hemde histolojik diizeyde

incelenmesi siirecinde sonucun dogrulugunu etkileyecek en Onemli etkenlerden

biridir.

Ulkemizde yapilmis olan bircok histolojik ve morfolojik calismalar dikkate
alindiginda, diger soliisyonlara oranla Onerilen tespit soliisyonlarinin igerisinde mDF

ve BF’nin daha ¢ok kullanildig1 gozlenmektedir.

Deneysel c¢alismalarda tespit asamasi, dokular iizerinde yapilan histolojik ve

morfolojik ¢alismalarda dogru analizlerde bulunabilmede 6nemli bir unsurdur.

Calismamizda ozellikle epididimis gibi hassas ve mekanik hasardan
etkilenebilecek dokular i¢in en ideal tespit soliisyonunun mDF ve BF oldugu ortaya
cikmustir.
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Faks : 0266 244 00 11

E-mail : biolog_gs1905@hotmail.com

EGITIM

Lise : Sirinyer Ertugrul Gazi Anadolu Lisesi (2007)

Lisans : Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii (2008-2013)

YABANCI DIL BILGISI

Ingilizce : Orta derecede

UYE OLUNAN MESLEKI

KURULUSLAR

Tiirk Histoloji ve Embriyoloji
Dernegi
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EK-2. ETIK KURUL RAPORU

T.C.

BALIKESIR UNIVERSITESI

HAYVAN D

ENEYLERI YEREL ETiK KURULU

Cagis Yerleskesi, (Bigadic yolu iizeri 17. km) 10145, BALIKESIR-TURKIYE

ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI

“Epididimisin Stereolojik Yo ler ile Incel inde Bouin Fiksatifi ve
ARASTIRMANINAD Modifive Davidson Fiksatifinin Etkilerinin Karsilagtirilmast ™
PROJE YURUTUCUSU Dr. Ogr. Uyesi Fatma Bahar SUNAY
KURUMU BAUN Tip Fakultesi
BASVURU YARDIMCI ARASTIRICILAR | Biyolog llknur BAYRAKTAR Yuksek Lisans Ogr.
BILGILERI
ARASTIRMANIN NITELIGI Yuksek Lisans
ARASTIRMANIN SURESI 06/05/2019 — 06/11/2019
KULLANILACAK HAYVAN
TURU VE SAYISI Sigan—~10:Adet
— BelgeAdt | Tarihi = .
DEGERLENDIRILEN
iLGILI HADYEK BASVURU FORMU 18.04.2019
BELGELER
| KararNo : 2019/4-4 = Tarih : 25.04.2019 =
| Yukarida bagvuru bilgileri verilen aragtirma projesi gerekge, amag ve yontemler dikkate alinarak gorisuldi ve ilgili belgeler
| incelendi. Projenin efik agidan uygun olduguna, galismanin asagidaki hususlar dikkate alinarak yuritiimesine ve sorumlu
KARAR arastiniciya iletiimesine oy birligi ile karar verildi.
BiLGILERI 1) Projede herhangi bir degisiklik gerektiginde kurulumuzdan onay alinmasi,
2) Projede galigacag bildirilen aragtincilarda degisiklik oldugunda kurulumuzdan onay alinmasi,
3) Galigma suresinde ise ek sire i bulunulmast,
4) Caligma tamamlandiginda sonug raporunun génderilmesi.
UYELER
Unvani / Adi / Soyad: Uzmanlik iligki
EK Uyeligi Dali Kurumy ) Imza
2 ) ‘ OE
Dr. Ogr. Uyesi Elif AKSOZ Tibbi-Farmakoloji Tip Fakiltesi
Bagkan mH
i OE ~
Dog. Dr. Gulten ERKEN Tibbi- Fizyoloji Tip Fakiltesi / /
Bagkan Yardimcist mH (
) R ) CO'E P
Prof. Dr. Ziya ILHAN Veteriner - Mikrobiyoloji Veteriner Fakultesi
Uye mH
Dog. Dr. Hatice YILDIRIM Molekuler Biyoloji ve Fen Edebiyat | OE
Uye Genetik Fakiltesi | mH
. - g on OE .
Dr. Ogr. Uyesi Fatih UGUN Tip-Anesteziyoloji ve Tip Fakltesi
“Uye Reamnimasyon mH A
OE
Dr. Ogr. Uyesi Muharrem EROL Veteriner Cerrahi Veteriner Fakiltesi
Uye . o i mH
OE
Hacer ERDEN Sivil Toplum Kurulug Uyesi Ev Hanimi
Uye mH
CAR Sivil Ut Emekl =0
Mehmet U ivil Uye mekli
e Uye . mH
EHE
Vet. Hek. Mustafa H. YARANOGLU Veteriner Hekim BAUNDEHAM &
Uye mH

(*) Bagvurulan Projelerde Proje Sahibi veya Yardima Aragbrmacliardan birinin Yerel Etik Kurul Uyesi veya 1. Derece Akrabasi olmas: halinde ligili Uye proje kurul gallsmsme katilamaz.
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