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OZET

Degisik Doku Tespit Soliisyonlariyla Perfiizyon ve immersiyon Doku Tespit
Yontemlerinin Karsilastirmah Olarak Degisik Dokulardaki Etkilerinin Isik

Mikroskobu Diizeyinde incelenmesi

Bu ¢ahsmanin amact; degisik tespit solusyonlanyla perflizyon ve immersiyon
tespit yontemlerini kullanarak farkli dokularda olusan histolojik farkhliklan
degerlendirmektir. Wistar cinsi digi siganlar, perflizyon ve immersiyon tespit
yontemleri kullamlarak tespit edildi. Siganlarin beyin, karaciger, bobrek ve ovaryum
gibi cegsitli organlarindan doku 6rnekleri alindi. Tespit sirasinda 0,1 M fosfat tamponlu
% 10 formalin, 0,1 M kakodilat tamponlu % 4 paraformaldehit ve 0,1 M kakodilat
tamponlu % 2,5 gluteraldehit (CaCl2 ve MgCl2'li) olmak iizere degisik tespit
solusyonlant kullanildi. Perfiizyon ve immersiyon tespit yontemlerinin .avantajlarl ve
dezavantajlant degerlendirildi. Doku kesitleri; tespit artefaktlan, tespit gradienti ve
doku komponentlerinde olusan degisiklikler bakimindan incelendi.

Mikroskobik incelemeler sonucunda, perflizyonun, doku morfolojisini daha iyi
korudugu gorildi. Tespit solusyonlanyla yaptifimz kargilagtirmada da 0,1 M
kakodilat tamponlu % 4 paraformaldehit perflizyoriuyla iyi sonuglar elde edildi.
Perflizyon yontemiyle, tespit solusyonu hiicrelere vaskiiler sistem aracihigiyla hizh bir

sekilde ulastifindan, dokuda istenmeyen tespit artefaktlan ortadan kaldinldi.

Anahtar kelimeler: Tespit, Perflizyon, Immersiyon.
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ABSTRACT

Comparative Examination of Perfusion and Immersion Tissue Fixation Methods

with Different Tissue Fixatives on The Light Microscope

The aim of this study is to evaluate the histological differences on different
tissues using perfusion and immersion fixation procedures with different fixatives.
Wistar rats were fixed using perfusion and immersion fixation procedures. Tissue
samples were removed from the brain, liver, kidney and ovaries of rats. 10 % formalin
in 0.1 M phosphate buffer, 4 % parafomaldehyde in 0.1 M cacodylate buffer and 2.5
% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate.buﬁ'er (with CaCl2 and MgCl2) were used as
fixatives. Advantages and disadvantages of perfusion and immersion fixation methods
were evaluated. The sections were evaluated according to the artefacts of fixation,
gradient of fixation and variations of tissue components. '

Results of microscopical studies revealed that tissue morphology was better
preserved by perfusion method. Better results was obtained with 4 %
parafomaldehyde in 0.1 M cacodylate buffer. Because, fixatives move rapidly to the
cells through vascular system with perfusion method, artefacts of fixation was

succesfully removed. -

Key Words: Fixation, perfusion and immersion.
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1. GIRIS

Histopatolojik c¢aligmalarda, g¢ogunlukla dokular mikroskobik incelemeden
once tespit edilirler. Preparatlann incelemeye hazirlanmasi ve teshis igin temel
basamaklardan biri tespittir (Hopwood, 1996). Tespit, dokunun bir kimyasalla veya
kimyasal kangimiyla (tespit solusyonu) muamele edilerek, hiicre metabolizmasinin
durdurulmas: ve sonradan yapilacak incelemeler igin doku yapisinin korunmasidir
(Ross et al. 1995). Kat1 dokulann tespitinde, immersiyon ve perflizyon olmak iizere
baslica iki yontem kullamimaktadir (Dalgik ve ark. 1995). Immersiyon tespit yontemi,
dokunun viicuttan alindiktan sonra, tespit solusyonu igerisinde belli bir siire
bekletilerek, tespit edilmesidir. Perflizyon tespit yontemi, tespit sivistyla, vaskiiler
sistem araciigiyla tiim organin veya tim viicudun, hizli bir bigimde tespit edilmesidir
(Maunsbach, 1966; Fox et al. 1985; Rostgaard et al. 1993). Tespit islemiyle, doku
yapilan ve kimyasal igeri§i canlidakine en yakin durumda tutulmaya cahgilir
(Hopwood, 1996; Dalgik ve ark. 1995). Halen ¢esitli aragtirmalarda, en uygun tespit
yontemi ve uygun tespit solusyonu tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir (Bioulac-Sage et
al. 1984; Masson-Pevet et al. 1993; Duelli and Kuschinsky, 1993; Persson and
Gatzinsky, 1993; Kanter ve ark. 1996a, Adickes et al. 1997).

Dalton ve ark. tarafindan 1950 yilinda ortaya gikanlan ve 1962'de Palay ve
ark. tarafindan gelistirilen vaskiiler perflizyon tespiti, Elektron Mikroskobu igin
hazirhk asamasi olarak biliniyordu (Thorbal and Tranum-Jensen, 1983; Rostgaard et
al. 1993; Dalgik ve ark. 1995). Ozellikle, primer fiksatif olarak bifonksiyonel
aldehitlerin tanmmasindan sonra, vaskiilaritenin yogun oldugu dokulann tespiti igin,
kullamlan bir yéntem oldu (Thorbal and Tranum-Jensen, 1983). Hayat, 1970 yihinda
akciger, karacifer ve bobrek gibi organlar i¢in perfiizyon yontemini uygulamis ve
tespitte vaskiiler perflizyonun 6nemini agiklamigtir (Dalgik ve ark. 1995).

Perflizyon yontemi, immersiyon yontemiyle kargilagtinldiginda farkh bulgularin
gozlendigi birgok ¢aliyma vardir. Bu g¢aligmalarda, perflizyon yénteminin, cerrahi

biyopsi, ultrastriiktiirel analiz ve postmortem agidan uygun olup olmadiginin



aragtinlmasinin yamsira, birgok yeni ultrastriiktiirel unsur tartigmaya agilmustir
(Roberts et al. 1990; Rostgaard et al. 1993).

Paratiroid (PT) hiicrelerinin degisik morfolojileri 19607arin sonuna dogru,
gegirdikleri siklus degisikliklerine baglanmigt1 (Wild et al. 1986; Dalgik ve ark. 1996).
Stdchel ve Porte, 1966 yilinda; Isono ve ark. (Moreira and Gongalves, 1985) ve
Setoguti, 1977 yiinda (Wild et al.1986; 1987); yine Setoguti ve ark. 1981 yilinda
(Moreira and Gongalves, 1985) yaptiklan g¢ahigmalarda gesitli deney hayvanlarinin PT
bezlerindeki morfolojik degisikliklerin, uygunsuz tespit sonucu olabilecegini
belirtmiglerdir.

Larsson ve ark. 1984'de, ¢ol farelerinin PT bezlerini perflizyon tespit
yontemiyle incelemislerdir (Larsson et al. 1984; Wild and Manser, 1985; Wild et al.
1986; 1987, Kanter et al. 1996). Wild ve Manser 1985 yilinda, siganlarin PT bezleri
tizerinde perflizyon tespit yontemini uygulamiglardir (Wild and Manser, 1985; Wild et
al. 1986; 1987, Kanter et al. 1996). Wild ve ark. 1986 yilinda, fare ve kedilerin PT
bezlerini perflizyon ve immersiyon yéntemiyle tespit ederek, karsilastirmislardir (Wild
et al. 1987). Kanter ve ark. 1996 yilinda, farkh aldehit kombinasyonlanyla yaptiklar
calismada, PT hiicre tiplerini, immersiyon ve perfizyon tespit yoOntemiyle,
incelemislerdir (Kanter et al. 1996). Bu ¢alismalarda; immersiyon tespit yéntemiyle,
PT hicre tipleri gorulurken; perflizyon tespit yontemiyle, PT hicreleri aym
morfolojide gozlenmistir (Wild and Manser, 1985; Wild et al. 1986; 1987, Kanter et
al. 1996).

Bohman, gelistirilen tespit yontemlerinin ardindan sigan bébrek medullasimn
ultrastritktiirinit aragtrmugtir. Osvaldo ve Latta, bobrek medullasinin  ince yapist
hakkinda yeterli bilgi olmamasimun ana nedenlerinden biri olarak, bu dokunun
tespitinde, biiytik zorluklarla kargilagiimasini géstermiglerdir. Calismalar bu dokunun
ultrastriiktiirh ve fonksiyonu arasindaki ilisgkinin 6neminden kaynaklanmaktadir
(Bohman, 1974). Tespitle veya fonksiyonel kosullar sebebiyle olusan, hiicresel
farkhiliklar degerlendirilerek, normal degisikliklerin yanhs yorumlanma olasiiginin
azaltilmasi igin en iyi tespit yontemi arastinilmaktadir (Moreira and Gongalves, 1985).

Roberts ve ark. fare, sican ve kopek olmak tizere gesitli deney hayvanlan

lzerinde ilag denemesi yapmuglardir. Toksisite ve yeni farmakolojik ajanlarin



degerlendirilmesi i¢in uygun doku oOmeklerinin elde edilmesini saglayan tespit
yontemlerini aragtirmuglardir. Bu nedenle perfiizyon ve immersiyon tespit yontemiyle
bu hayvanlardan alinan karaciger ve akciger dokulanim incelemislerdir. Perflizyon
tespit yontemiyle organlardaki patolojik degisiklikleri belirgin olarak goézlemiglerdir
(Roberts et al.1990).

Dalgik ve ark. perflizyon ve immersiyon tespit yontemiyle beyin, hipofiz,
karaciger ve bobrek dokularimi incelemislerdir. Perflizyon yéntemi ve immersiyonla
tespit yontemleri arasindaki histolojik farkliiklan aragtirmuglardir. Perflizyonla tespit
edilen dokularda, iyi korunmus hiicre morfolojisi ve temiz bir goriintii gézlemiglerdir
(Dalgik ve ark. 1995). '

Cesitli arastirmacilar perfuzyon ydntemini degisik tespit solusyonlanyla, ¢esitli
organlarda ¢ahsmuslardir. Rostgaard ve ark. fluorokarbon igeren gluteraldehit (GA)
kokenli tespit solusyonu kullanmuglardir. Testis, i¢ kulak, iskelet kasi, kapiller ve
bobrek gibi organlan incelemislerdir (Rostgaard et al. 1993). Epstein ve Rohent,
maymun goziinde normal ve artan intraokiiler basingta, katyonize ferritin perflizyonu
sonrast, Schlemm kanali ve komsu alanlanin endotel yiizeyinin morfolojik gériiniisiinii
incelemislerdir (Epstein and Rohent, 1991). Ciuera ve Gil, perfiizyon yéntemiyle fikse
edilen tavsan akcigerinin G¢ zonundaki, kapillerlerin morfometrisini incelemislerdir
(Ciuera and Gil, 1996). Bu aragtirmacilar elde ettikleri sonuglari, daha 6énce yapilan
¢ahgmalanin sonuglariyla kargilastrmuglardir. Perfiizyon tespit yontemiyle, kapiller
limeninin ve diger kanallanin kollabe olma durumunun ortadan kalkmasiyla, s
akiginin rotast izlenmigtir ( Epstein and Rohent, 1991; Ciuera and Gil, 1996)

Bu ¢alismanin amaci, degisik doku tespit solusyonlanyla, degisik dokularda
vaskiiler perflizyon ve immersiyonla tespit yontemi arasindaki, histolojik farkliliklari
agiga gikarmaktir. Bu amagla, tespit yontemleri ve tespit solusyonlan nedeniyle
olugan, hiicre farkliliklanm degerlendirmeyi planladik. Bu ¢aligmada, ilk olarak, aym
tespit solusyonu kullanarak immersiyonla tespit edilen dokularla, perfiizyonla tespit
edilen dokulann histolojisini kargilagtirdik. Ikinci olarak da dokularn histolojisinde

degisik tespit solusyonlannin etkisini arastirdik ve degerlendirdik.



2. GENEL BILGI VE iLGILi CALISMALAR

2.1. Tespit

Dokulann 151k mikroskobik incelenebilmesi igin gesitli islemlerden gegmesi
gerekir (Kahveci ve ark. 1996). Dokulann enzimlerce (otolizis) veya bakterilerce
yikimint dnlemek ve fizyolojik yapiyr korumak igin, organ pargalan usulune uygun
olarak deney hayvammn viicudundan alinmasim takiben mimkiin olan en kisa siire
i¢cinde, hemen kimyasal islem uygulanmalidir. Bu isleme tespit (fixation) denmektedir.
Genelde tespit, ¢apraz baglar olusturan ajanlarla dokularn korunmasi veya bu
maddeler kullamlarak perfiize edilmesinden olusur (Junqueira et al. 1992). Tespit, bir
kimyasalla veya kimyasallarm kangimiyla, hiicre metabolizmasinin durdurulmasi ve
sonradan yapilacak incelemeler igin doku yapismin korunmasidir (Ross et al. 1995).

Tespit solusyonlan, XIX. ylizyihn ikinci yarisindan itibaren sistematik olarak
arastirlmaya baglandi. Birbirinden fark: ¢ok az olan birgok tespit solusyonu tretildi ve
bu alanda kangikhk yasanmaya bagladi. Baker, 1960 yilinda bu kangikha diizen
+ getirdi. Kangimlan ilk bulan kiginin adiyla anmay1 geleneklestirdi. Baker; koagiilant
tespit solusyonlan ve nonkoagtlant tespit solusyonlarn olmak iizere iki gruptan olusan
bir siniflandirma yapti.

En son siniflandirma ise;
1-Aldehitler

Formaldehit (FA), glutaraldehit (GA), akrolein, glioksal
2-Oksitleyici ajanlar

Osmium tetroksit, potasyum permanganat, potasyum dikromat
3-Protein-denatiire eden ajanlar

Asetik asit, metil alkol, etil alkol
4-Diger g¢apraz-baglanan ajanlar

Karbodiimid'ler

5-Fiziksel



Sicaklik, Mikrodalga
6-Digerleri
Merkiirik klorid, pikrik asit, aldehit igermeyen fiksatiflerdir (Hopwood, 1996).

2.2, Tespitin Amaclan

Doku canliim yitirir yitirmez, hiicrelerde olumsuz degisiklikler baglar.
Bakteriler tarafindan, hiicre yikimu gergeklesir ve hiicreler igerdikleri enzimler
nedeniyle otolizs ile, yikilmaya baglarlar (Humason, 1979). Otolizis stireci, su kayb
nedeniyle olusan osmotik basing heterojenitesinden kaynaklanan, hiicre i¢i ve disi
arasinda enzimlerin ve suyun transportuyla olusan, anaerobik bozulmadan ibarettir
(Kimura and Abe, 1994). Tespitle bakteriyel saldin ve otolizis olay1 6nlenir (Ross et
al. 1995). Tespit solusyonlari, koruyucu, otolitik degisiklikleri ve bakteriyel gelismeyi
onleyici olarak hareket eder (Leeson et al. 1985).

Dokunun sekil ve hacminin korunmasidir (Humason, 1979; Ross et al. 1995).
Dokunun tespit isleminden sonra, gegirecegi islemlerde (alkol ve sicak parafin gibi
sivilardan gegirildiginde) bozulmadan ve daralmadan kalabilmesi igin gereklidir
(Humason, 1979).

Materyalin temiz bir boyamaya izin vermesini saglamaktir (Humason, 1979,

Ross et al. 1995).

2.3. Tespitteki Kimyasal Mekanizma

Proteinlerle tespit solusyonunun iligkisi: Proteinlerle tespit solusyonu
birbiriyle ¢apraz bag yaparak invivo iliskilerin korundugu bir jel yapt olustururlar.
Tespit solusyonlan ¢oziinebilir proteinleri g¢dziinemeyen proteinlere doniisturir ve

béylece cesitli islemlere izin veren mekanik bir gii¢ kazanirlar.



Niikleik asitlerle tespit solusyonunun iligkisi: Dokulann tespiti sirasinda
Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve Riboniikleik asit (RNA)'da fizikokimyasal
degisiklikler olusur. Nukleik asitlerin tespitinde hem dokularin histopatolojik
goriniimii hem de kantitatif sitofotometrik 6l¢iimi dnemlidir. Nukleik asit tespitinde
etanol ve metanol yaygin olarak kullanilir. Bu fiksatiflerle DNA'mn biiyiik bir kism
¢Oker.

Lipidlerle tespit solusyonunun iligkisi: Lipidler, Proteinlere gére
biyokimyasal olarak daha zor analiz edilir Klasik histopatolojik inceleme teknikleri ile
lipidlerin biiytik bir kismu dokudan aynlir. Lipidleri gésterirken cryostat veya frozen
section kullamlmalidir. Fosfolipidler amino grubu tasidiklan i¢in Fosfotidil etanol amin
olarak tespit edilir. FA doymamus ya§ asitleri ile reaksiyona girer, ¢ift bagla baglanir
ve 1:3 glikol ile 1:3 dioksan olusur. Civakloriir 6zellikle kompleks yapih doymanus
lipidlerle reaksiyona girer. Civakloriir, plazmalojen asetal fosfatidler olarak bilinen
lipidlerle de reaksiyona girer.

Karbonhidratlarla tespit solusyonunun iligkisi: Karbonhidratlar icin;
ultrastriiktiirel agidan tannik asid ve cetyl pyridinium kullamgh bulunmaktadir. Stvi
solusyonda (% 60-80), glikojen kayb yiiksek olabilir. Glikojen tespiti igin alkol igeren
tespit solusyonlar, tavsiye edilmektedir. Glikozaminoglikanlar gibi birgok su igeren

mukdézmadde islem sirasinda yikalir.

2.4. Tespiti Etkileyen Faktorler

Hidrojen iyon konsantrasyonu ve tamponlar: lyi bir tespit igin pH 6-8
arasinda olmahdir. Bunun disindaki pH degerleri zarar vericidir. Agonal faz sirasinda
anoksiye bagl olarak hicre i¢i pH diiser (Hopwood, 1996). Doku yapisinn
korunmasi, agin pH'larda (2 ve 11) bozulur, pH 6 ve 8 ¢ok az degisiklige sebep olur
(Schultz and Karlsson, 1965).

Tespit pH'1, amaca gore de degigebilir. Ornegin, gastrik mukoza igin optimum

korunma pH:5.5'de saglamr. Benzer olarak, katekolaminler igin kromaffin



reaksiyonunda, adrenalin ve noradrenalin depo graniillerinin en iyi korunmasi, pH' 6.5
olan formalinde saglamir. Tersiyer ve quaternar yapihi proteinlerin ¢ogu, oldukga dar bir
pH araliginda (6-8) sabit kalir. Asetik asit ilavesiyle protein yapist bozulur, sonugta
presipitasyon olur. Tespitte yaygn olarak kullamlan, fosfat, s-kolloidin, veronal asetat,
bikarbonat, tris ve kakodilat tamponlandur.

Tampon segerken, tamponla fiksatifin reaksiyona girmemesine ve tamponun
fiksatifin giiciinii azaltmamasina dikkat edilmelidir. Ornegin barbitiiratlar ve tris,
aldehitler ile reaksiyona girer. Eger histokimyasal bir ¢aligma yapilacaksa tamponlarin,
enzimleri inhibe etmemesine dikkat edilir. Ornegin, Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimini, fosfat inhibe eder. |

Sicakhik: Cerrahi pargalar oda 1sisinda, elektron mikroskobu ve histokimyasal
incelemeler i¢in kullamlacak materyal "0" ile +4 °C'de fikse edilmelidir. Tespitin diigiik
1silarda hiicre elemanlarina daha iyi niifuz edebileceSine dair kamtlar vardir. 60°C'ye
wsitilmug formalin, ¢ok acil biopsi materyalinin tespiti igin kullamlir. Fakat, doku hasan
riski artar (Hopwood, 1996). Tespit, oda sicakhginda veya biiyiik srneklerde +4 °C'de
uygulanabilir. Tespit sivisina yerlestirilen doku, buz kristalleri seklini bozacag: igin
dondurulmamahdir. Om. % 10 formalin solusyonunun donma noktast —3 °C'dir
(Rosai, 1996).

Penetrasyon: lyi bir tespit elde etmek igin doku pargalan kiigik ve ince
olmaldir. Fiksatifin penetrasyonu, reaksiyonun geri dénebilirligine ve doku
komponentleri ile reaksiyona girebilme oranina da baghdir. Omegin GA ve acrolein
hizh, glioksal ve a- hidroksiadipaldehid yavas reaksiyon verir.

Osmolarite: Cahsmalarda tampon ilave edilirken, solusyonun osmotik
basincina dikkat edilmelidir. Yiiksek hipertonik solusyonlar, hiicre daralmasina sebep
olur. Isotonik solusyonlar da, hipotonik solusyonlar gibi hafif bir sisme ve kotii bir
tespitle sonuglanir. Elektron mikroskobisinde diigiik hipertonik solusyon kullammyla
iyi sonuglar ahmr (400-450 mOsm; isotonik solusyon 340 mOsm). Tespit
solusyonlarma yapilan cesitli ilaveler, ekstraselliiler alan biiyiikligiinii etkileyebilir.
Bohman ve Maunsbach (1970) dekstran veya polyvinyl pyrrolidone olmadan
perfiizyonla tespit edilen ekzokrin pankreasm, genis ekstraselliler alanlara sahip

oldufunu gostermis. Bu maddeler tespit solusyonuna eklendiginde ise ekstraselliiler



alan azalmasi, gdzlenmigtir. Tespit solusyonuna sodyum klorid eklenerek tespit edilen
pankreas, bilyikk daralma artefaktlan gostermistir (Hopwood, 1996). Genelde siki
dokular, osmolaritedeki degisikliklerden az yogun dokulardan, daha az etkilenirler
(Robinson and Gray, 1996).

Fiksatif konsantrasyonu: Fiksatiflerin kullamldiklari konsantrasyonlarda,
etkinlik, ¢6ziiniirliik ve maliyetleri g6z oniinde tutulur. Tampon varlig: fiksatifin etkin
konsantrasyonunda diismeye yol agar. Cunki aldehitlerin polimerizasyon yapmasim
kolaylagtinir. Dokularin boyanmas: da kullamulan tespit solusyonunun kontrasyonuna
bagh olarak degisir (Hopwood, 1996).

Tespit siiresi: Kullamlan ¢ogu tespﬁ sivisinin  tespit hizi, yaklagtk 1
mm/saat'dir. Bu nedenle ¢ogu materyal i¢in saatler siiren tespit stiresi gerektirir
(Rosai, 1996). Fakat, FA'in uzayan tespit siiresinin dokuda, daralmaya ve hasara yol
agtigr bilinmektedir. Aldehitlerle uzun tespit stiresi, enzimlerin aktivitesini inhibe eder.
Oksidatif fiksatiflerle tespit siiresinin uzamasi, dokulan pargalar. Bu duruma, peptid
kaybi ve proteinlerin oksidatif par¢alanmasmn yol agtis diistinilmektedir.

Tespit solusyonuna eklenen maddeler: Tespit solusyonlan genelde tespit
ajani, tampon ve sudan olusur. Baz tespit solusyonlan, bazi fonksiyonlar: yerine
getirmek igin planlanan gesitli maddeler tasir. Baz1 tuzlann denatiire edici etkileri
olmakla beraber amonyum siilfat, potasyum dihidrojen fosfat gibi tuzlar, proteinleri
kuvvetlice stabilize eder (Hopwood, 1996). Lillie (1954) formalinin nétralitesini
koruyan, fosfat tamponu gibi etki yapan, kalsiyum asetat'i kullannmstir. Baker (1944),
kalsiyum (Ca+?) ve kadmiyum iyonlanmn eklenmesiyle, fosfolipidlerin proteinler veya
musinlerle ortaklasa bir kompleks olusturmasi sayesinde, korundugunu géstermistir.
Wolman ve Weiner (1965), Ca+2 iyonlanmn, lipidlerin ¢ozintrligint azalttiging
sodyum gibi monovalent katyonlarin yiiksek konsantrasyonlanimin ise arttirdigim
gostermislerdir ( High and Lake, 1996). Palay ve ark. (1962) ve Slauterback (1963)
tespit solusyonuna Ca+? ve magnezyum (Mg+2) gibi divalent katyonlarin eklenmesini
tavsiye etmigtir. Ca+? iyonlariin eklenmesinin, sismeyi Onledigi belirtilmigtir
(Robinson and Gray, 1996). Kalsiyum klorid ve FA'in her ikisi de ortama salinan ve
dokuda kalan fosfolipidleri etkiler (Roozemond, 1969).



Hacim Degigiklikleri: Tespitte hacim degigikliklern yaygindir ve gesitli
faktorlere baghdir. Bu faktérler solunumun durmasi, membran gegirgenlik
degisiklikleri, membranlar aras1 iyon transportudur. Bazi hiicreler arasi maddeler
(kollagen gibi) tespit edilince siser. Dehidratasyon ve gémme islemleri de hacimde
oldukea fazla degisiklikler yapar. FA ile tespit edilip, parafin bloga gdmiilen dokularda
% 33 oraminda g¢ekilme olur. Cekirdek, dondurulmus kesitlerde, klasik takibe gére
daha biiyiiktiir. Ideal ortam basanlamadig i¢in bu degisiklikler géz 6niine alinmaz.

Agonal Degisiklikler: 1deal olarak, incelenecek doku hemen canh ortamindan
alinip, tespit solusyonuna konulmalidir. Birinci durumda, organ viicuttan cerrahi
olarak alimir. Doku tespit solusyonuna birakilmadan énce anoksik dénem baslar. Tkinci
durumda, organ tespit solusyonuna atildiktan sonra, yeterli konsantrasyonlarinin
organa infiltre olmasma kadar sirer. Anoksi, elektron mikroskobik incelemede, 10 dk
icinde oOnemli degismeye neden olabilir (Hopwood, 1996). Baz dokulardaki
solunumun oram, kan akis1 engellendikten sonra 1 dk'dan daha az siirede, siddetli
hipoksi olusumu igin yeterlidir (Johnson, 1987). Blogun ortasindaki hiicrelerde ikinci
durum agonal degisiklikler, periferden daha ge¢ olur. Agonal degisiklikler, oda
1sisinda soguga gore daha hizli gergeklesir.

Cok diisiik konsantrasyonlarda, hiicreler baz1 fiksatifleri metabolize edebilir
(Orn. aldehit dehidrogenazla, FA). Bu nedenle diigsik konsantrasyonlu fiksatifler,
agonal aralifin uzamasina neden olabilir.

Tespit Artefaktlan: Tespit, artefaktlan 6nlemek igin yapilir. Fakat tespitin
kendisi de artefakt dogurur. Birinci durum, tespit edilemeyen materyalin difizyonu ile
ilgilidir. Organellerin yerlerinden farkl yerlerde lokalizasyonu, yanlig sonuglara neden
olur. Om. [ssFe] ile isaretlenmis hemoglobin, GA penetrasyonu sirasinda
sabitlenmeyen materyal olan [:<Fe]-hemoglobin, blogun periferinde gikmistir. Bu olay,
biyiik molekillerin tespit siirecinde yayilma kabiliyetini gésterir. Aym zamanda kiigiik
doku pargalanmin gerekliliginin alttm ¢izer. Ikinci durum, materyale tespit
solusyonunun etki etmesinden sonraki adimdir. Kiigitk molekiillerle, yani inorganik
maddeler ve enzim kofaktorleri ile ilgilidir. Orn. Biolojik aminler, adrenal medullada,
ndronlarda ve plateletlerde membrana bagh graniiller olarak depolamir. Tespit, bunlan

membrana baglayan proteini bozar. Bu protein, chromogranin'dir. biolojik aminler, bir



sekilde membrana tutulamazlarsa dokudan kaybolurlar.Ugiincii durum, dokuya
disardan gelen materyalin tespitidir. Bu artefakt, amino asit, seker, timidin ve tridin'in
[*H] ile isaretlendigi, otoradyografi tekniginde goriilebilir. Dordiincl durum, tespitle
dokuda kimyasal degisikliklerin ortaya ¢ikabilmesidir. Om. GA, dokuya orjinalde

olmayan karbonil gruplan ekler. Bu durum schiff reaksiyonunu pozitiflestirir.

2.5. Aldehitler

Reaksiyon Mekanizmasi: Aldehitlerle proteinler arasinda ¢apraz bag olusur.
Ozellikle bazik amino asitlerden lisin (lysine) ile reaksiyon olusur. GA ile %40-60 lisin
rezidiisii reaksiyona girer. FA metil gruplanmn, metilen baglaryla kondansasyon
yapar. Diger aldehitlerde schiff bazlarinda oldugu gibi bir baglant1 mevcuttur. Bu labil
olup sekonder bir kondansasyon ile stabil hale geger. Alifatik aldehitl;rle proteinler
arasindaki stabilizasyon etkisi amino-amid veya quanidil molekiilleri arasinda intra ve
inter baglantilarla olur. Aldehitler, niikleoprotein ve bazi karbonhidratlan da stabilize
ederler, fakat lipidleri ve fosfolipidleri fikse edemezler (Robinson and Gray, 1996).

Aldehitlerle Tespite Etkili Faktorler: Aldehitler ile proteinler arasindaki
reaksiyon pH'a baghdir. Yiiksek pH'da (bazik) reaksiyon daha hizhdir. FA ile
reaksiyon, ilk 24 saatin iistiinde, suyla geri dénislidir. GA ile, reaksiyon hizli ve geri
doniigsizdir.

Aldehitlerin Dokuya etkileri: Bazik amino asitler ile reaksiyona girdigi igin
isoelektrik noktada degisim olur. izoelektrik noktaya etki GA ile daha belirgindir.
Antijenik maddelere etkide, GA ¢abuk etki ettigi i¢in immiin aktivite ve enzimler
kaybolur. Immiin ¢ahsmalarda FA ve a hidroksiadipaldehit kullanilir. Bunlar daha az
antijen kayb: yaparlar. Enzim aktivitesini korumada, kloralhidrat ve sakkaroz ilavesi
etkili olur. Capraz baglar protein vizkositesini degistirir. Dolayisiyla, mekanik
dayamkliligi da degistirir. Aym ¢apraz baglar polimerizasyon yapar ve molekiler
agirhk artar (Hopwood, 1996).  Aldehitlerle, sitoplazmik matriksin daralmasi

minimumdur.

T.C. YUKSEKOGRETIM KURULU
DOKUMANTASYON MERKEZI
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2.5.1. Glutaraldehit

GA, tespit i¢in en yaygin kullamlan, molekil agirhig FA'in Gi¢ misli olan bir
dialdehittir (Fox et al. 1985). GA, capraz baglanma ile tespiti saglamaktadir
(Junqueira et al. 1993). Ince yapmn korunmasi bakimindan diger aldehitlere gore
iistiin olduguna inamlir. GA, Sabatini ve ark. tarafindan tamitildi. Genelde kakodilat
tamponlu % 4'lik solusyonu tavsiye edilir. Yillardir, gesitli konsantrasyonlarda ve
cesitli tamponlarla kullamlmaktadir. Tamponun segimi arastirmanin tipine ve kisinin
tercihine baglidir. Rutin olarak, % 2.5-4 oranindaki konsantrasyonlarda kullamlir.

Arsenik igeren kakodilat tamponu, bakteriyel gelisimi Onler. Kakodilat
tamponu fosfat tamponundan daha uygundur. Fakat birgok arastirmaci, fosfat
tamponunu giivenligi agisindan tercih eder. Bununla beraber, bazi dokularda fosfat
tamponlan artefaktlara neden olabilir. TRIS-HCI gibi veronal asetat tamponlan ve
amin iceren tamponlar aldehit fiksatiflerle kullanilmaz. Bu tamponlar, aldehitlerle
reaksiyona girerler ve tamponlama kapasitesi ortadan kalkar. '

GA stok solusyonlanimin temizligi Onemlidir % 25 ve yukan
konsantrasyonlarda oldugunda, oto-oksidasyona maruz kalr. Bu reaksiyon triini
glutarik asit tespitin kalitesini etkiler. Stok solusyonlar, glutarik asiti dagitmak igin
kullanmadan 6nce iyice ¢alkalanir. Stok solusyonlar baryum kloridle galkalanarak bir
dereceye kadar temizlenebilir. Olusan baryum glutamat ¢okeltisi, santrifiijle aldehit
solusyonundan ayrilabilir (Robinson and Gray, 1996).

Ayrnica; son yillarda oksijenin, organik materyal GA ile tespit edildiginde
titketildigine deginilmektedir (Rostgaard et al., 1993; Rostgaard and Qvortrup, 1997)
.Doku primer aminleri i¢in oksidatif kimya GA'in eklenmesiyle artar (Johnson, 1987).

2.5.2 Formaldehit

Ik olarak, Ferdinand Blum, FA'in antiseptik 6zelligini test etti. Bu aragtirmanin

tesadifi bir bulgusu, FA'in tespit edici 6zelliidir. FA'in, alkolle tespit olan dokulardan
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farkh olarak, dokulann yalmz marjinalinde daralma ve bozulma olusturdugu
gozlenmigtir. Blum, boylece histopatoloji teknolojisinin gelismesindeki biiyik bir
problemi ¢6zdii. Sulu FA, eldesi kolay ve ucuz bir fiksatifdir, gesitli kogullar altinda
calsihr, kararlidir ve hemen hemen her dokuyla kullandabilir. FA'in en biyik
yararlanindan biri, genis bir konsantrasyon araliginda etkin olmasidir.
Konsantrasyondaki 2 ila 3 kat degisiklikler aym tespit 6zelliklerine sahiptir. % 10 veya
% 20 formalin ile tespit aym: sonucu verir (Adickes, 1997). FA koagulasyon yapmaz.
Béylece tespit olan dokular, koagule olmus materyal yiginlan igermez. Hiicresel yapi
hakkinda da yanhs yorum yapilmas: olasihf: ortadan kalkar (Fox et al. 1985). FA ve
GA'in doku proteinlerindeki amin gruplan (NHz) ile reaksiyona girdigi bilinmektedir
(Junqueira et al. 1993). FA tespitinin 6zel bir karekteristii, hiicre membranlarinin
veziktilasyonudur. Vezikiiller, hiicre protoplazmasimin bir kismim igerir. Vezikiilasyon
i¢in mekanizma, metilen glikol'in bulunmasi nedeniyle olabilir (Fox et al. 1985).
Aynntih yapmin korunma kalitesi, doku yapilan arasinda olugan gapraz baglarn
miktanyla simrhdir. Enzim aktivitesinin korunmas, olusan ¢apraz baglanin miktari ve

hiziyla ters orantilidir.

2.5.3. Paraformaldehit

Robertson ve ark. (1963), methanolsiiz FA yani paraformaldehit (PFA) ile
enzim aktivitesi kayb1 olmadan, korunmamn saglandigini bulmuslardir. Bu aldehit
kokenli tespit ajam, elektronsitokimyasinda ve elektronimmiinositokimyasinda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Robinson and Gray, 1996).

2.6. Tespit Yontemleri

Doku tespitinin 4 temel sekli vardir:

1)Immersiyon
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2)Damlatma

3)Enjeksiyon

4)Perfilizyon

5)Yeni gelistirilen tespit yontemleri (Rostgaard et al., 1993) -

2.6.1. immersiyonla tespit:

Ultrastriktiirel aragtirmalar igin doku omekleri genelde, aldehitli bir tespit
sivisinda, immersiyon tespitiyle incelenir (Roberts et al. 1990). Doku, ¢apraz baglar
yapan veya proteinleri ¢okelten ve yikilmay: 6nleyen koruyucu bir solusyon (fixative)
icine batinhir (Stevens and Lowe, 1993). Immersiyonun sozlitk anlami dalma, batma,
daldirmadir. S6zlik anlaminin da ifade ettigi gibi, doku tespit sivis1 iginde belli bir siire
bekletilerek, tespit edilir. Immersiyonla tespit isleminin baghca avantaji kolayhigidir.
Hiuicrelerin tespiti ve viicuttan dokunun alinmasi arasindaki siire, en Onemli
dezavantajdir. Dokular o6liimden sonra mimkiin olan en kisa siirede fiksatife
konmahdir (Humason, 1979). Ultrastrukturel post-mortem degisiklikler olusur.
Ornegin, mitokondriamin §igmesi, glikojen titketimi, diiz kas hiicrelerinin agmn
kontraksiyonu ve karanlk ve aydinlk artefakt hiicrelerin gelisimi. Ek olarak, fiksatifin
dokunun daha derin kissmlarina dogru, daha yavas penerasyonu sonucu, hiicrelerin

yeterli korunamamasindan dolayi, artefakt gradienti olusur (Rostgaad et al. 1993).

2.6.2. Damlatma

Damlatma yonteminin baghca avantaji, tespit sivis1 hiicrelere ulagincaya kadar,
normal kan akiginin, stirmesidir. Sonugta hiicreler, hipoksiden zarar gérmez ve normal
metabolizmalan devam eder. Tespit solusyonu, biyopsinin yiizeyini kaplar. Yiizeysel
verilen tespit solusyonu, dokunun di§ yiizeyinde ¢ok ince bir bélime kadar penetre

olabilir. Dezavantaji, dokunun ince bir yiizey tabakasi veya gok kigiik bir kismunin,
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tespit edilebilmesidir. Bu nedenle doku tespiti, daha sonra immesiyonla devam

ettirilmelidir (Rostgaad et al. 1993).

2.6.3. Enjeksiyon

Post mortem materyale, birgok olumsuz faktor etki eder. Dokuda hastalik
siirecinden farkh degisiklikler olur. Viicut, morg veya buzdolabina nakledilene kadar
oda 1sisinda kalir. Bu siirecin uzunlugu artefaktlan arttinir. Bu artefaktlan azaltmak
igin karacier ve bobrek gibi solid organlarda igne biyopsisi teknigi gelistirilmigtir
(Hopwood, 1996). Doku pargasi, tespit solusyonu igeren hipodermik bir sinnga
yardimuyla, biyopsinin tist bolgesine batinlarak tespit edilir. Enjeksiyon sonrasi hemen
enjeksiyon alamna yakin dokunun kiigik bir kisrm ahmir ve aym fiksatifie tespite
devam edilir (Humason, 1979).

2.6.4. Perfiizyon

Birgok organ, bu yontemle uygun sekilde tespit edilmektedir. Ciinkii,
perfiizyon sivis1 hiicrelere kadar taginabilmektedir. Perflizyon igin 6zel techizat,
aortaya uygun bir kaniil ve perflizyon sigesini kaniile baglayan lastik borulan igerir.
Kullamlan kaniil istenilen hizh akisa izin vermesi i¢in miimkiin oldugu kadar genis
olmabidir. Eger yalmz bag kismu tespit ediliyorsa, thorasik arter kapatilmahdir. Eger
beyin ve spinal kord tespit ediliyorsa, intestinal damarlar kapatiimaldir. Perflizyon
sisesi dolu oldugunda, hava kabarciklanindan kurtarmak igin, lastik boru ve kaniilden
svi akigina izin verilir. Cunkd; hava kabarcidi, perfiizyonu engelleyecektir.
Artefaktlara neden olacagindan kan basincim asan basinca izin verilmemelidir. Eger
karaciger perflize ediliyorsa, ozellikle penetrasyonu yavag olan GA ile perfiizyon,
portal ven ile yapilmahidir (Humason, 1979). Yumusakhig nedeniyle beynin, pargalara
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aynlmadan once tespit edilmesi gereklidir. Bu nedenle beynin, basiller ve cerebral
arterler sayesinde perflizyonu tercih edilir (Daws, 1996).

Son zamanlarda, otopsinin santral sinir sistemi kisminda, tespiti hizlandirmak
ve zamandan tasarruf igin perfiizyon yontemi kullamlmaktadir. Organ perfiizyonu,
kalp ve akciger igin pratiktir. Fakat, gegmis yillarda otopside beyin perfiizyonuyla ilgili
referans mevcut degildir. Buna ragmen, gegmiste FA ile beyin perflizyonu sik sk
uygulanmugtir. Lillie (1954) histolojik teknikler kitabinda perflizyonun &neminden
bahsetmektedir. Nekroskopide beyin perflizyonu 19601arda, Mayo Clinic ve
Washington University-Barnes Hospital gibi birgok kurulugda uygulantyordu. Ayrica
deney hayvanlarinin FA-kokenli beyin perfiizyonu, 1960 ve 1970'lerde rutin olarak
uygulamyordu (Adickes, 1997).

Son yillarda, perfiizyonun etkilerinin degerlendirildigi ve immersiyonla
kargilagtinldig degisik ¢ahgmalar mevcuttur. Orn. Garman, yetersiz tespit edildiginde
santral sinir sisteminde gorilen artefakt tiplerini incelemisdir (Garman, 1990).
Carrasco ve ark. dalak kordonlarimin ultrastruktiiriinii perfiizyon ve imrhersiyon tespit
yontemleriyle 151k ve elektron mikroskobik diizeyde incelemislerdir (Carrasco et al.
1995). Kakoi ve ark. formalin ve GA ile immersiyon ve perflizyon tespit yontemlerini
kultamlarak sican submandibular bezini tespit etmislerdir. Mukoz hiicrelerde meydana
gelen morfolojik degisiklikleri incelemiglerdir (Kakoi et al. 1996). Sigan beyinlerini %
10 notral formalin perfiizyon ve immersiyonunu kullanarak tespit etmistir. Vassy ve
ark. sigan karacigerinde albumin ve transferrin lokalizasyonuna tespit isleminin
etkisini; 15tk ve elektron mikroskobik seviyede indirekt imminperoksidaz teknigi
kullanarak arastirmglardir. Ayt konsantrasyondaki tespit solusyonuyla perflizyon ve
immersiyon tespit yontemiyle elde edilen isaretlenmeleri karsilagtirmiglardir (Vassy et
al. 1997). Yu ve ark.'min yaptig1 bir ¢alismada da, immersiyon ve perflizyon yontemleri
incelenmigtir. Glomertil kapiller duvarinda, farkli perfiizyon basinglarinin olusturdugu

ultrastriiktiirel degisiklikleri aragtirmiglardir (Yu et al., 1997).
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2.6.4.1. Perfiizyonun tarihi

Elektron mikroskobu i¢in bir hazirlik metodu olarak osmium tetroksit ile
kullamlan vaskiiler perfiizyon tespiti, Dalton ve ark. tarafindan 1950 yilinda ortaya
¢ikarild: ve Palay ve ark. tarafindan 1962 yilinda gelistirildi. Elektron mikroskobu igin
primer bir fiksatif olarak GA'in kullamimindan sonra (Sabatini et al. 1963); Schultz ve
Karlsson, tarafindan bulunan GA perflizyon tespiti, damarlt dokulann tespiti igin
secilen yontem oldu (Schultz and Karlsson, 1965). Hayat, 1981 yilinda vaskiiler
perflizyon tespiti igin cihaz ve teknikler konusunda ¢aligmalar yapmustir (Rostgaad et
al. 1993).

2.6.4.2. Perfiizyonun avantaji

Perflizyon tespit yontemi, teshis igin gecen streyi kisaltir. Otopsinin santral
sinir sistemi kisminda, tespiti hizlandirmak ve zamandan tasarruf igin perfiizyon
yontemi kullantlmaktadir (Adickes, 1997). Plasentamin perfiizyon ile tespiti,
numunenin hizh makroskobik ve histolojik incelenmesine izin verir (Jaunioux et al.,
1991)

Tespitin vaskiiler sistem yoluyla tiim organlara ve dokulara ulagmasi, bdylece
tiim hiicre ve dokulann esit sekilde incelenmesidir (Maunsbach, 1965; Rostgaard et al.
1993). Dokunun yalmzca ¢ok kiigiik hacimleri, elektron mikroskobuyla ¢aligilabilir, bu
nedenle incelenen kismin dokunun diger kisimlanyla esit sekilde tespit edilmis olmas:,
¢ok onemlidir. Rostgaard ve ark. perflizyon yoénteminin tespit gradienti ve agonal
(anoksik) degisiklikler gosteren hiicreleri (6rn. par¢alanmig mitokondria, endoplazmik
retikulum vezikilasyonu, sismis hiicreler ve pargalanmis hiicre membranlan)
icermedigini belirtmiglerdir. Ayrica, bu yeni teknigin birgok yeni ultrastritktiirel
unsurun (6rn. testis, i¢ kulak, iskelet kasi, bdbrek ve kapillerler) incelenmesine imkan

tamdig belirtilmektedir (Rostgaard et al. 1993).
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Perfiizyon teknigi, materyalin kollabe olmasim &nleyerek canli haline yakin
morfolojik durumunu almasi bakimindan énemlidir. Orn. kalpde bosalan kanin yerini
tespit stvist alr (Daws, 1996). Yine gozde, degisik perfiizyon basinglanyla organin
yapist incelenmigtir. Rosenquist ve ark., normal insan kadavra goziinde degisik
perflizyon basinglan kullanarak, damarlann gapini incelemislerdir (Rosenquist et al.
1989). Hulzen ve Johnson, maymun goziinde perflizyon ve immersiyonla tespit edilen
juxtakanalikular doku ve schlemm kanalim incélemislerdir. Boylece goziin, fizyolojik
stvi akig yollan hakkinda bilgi edinilmigtir (Hulzen and Johnson, 1996). Insan
plasentalarinda perflizyon yontemi, kullailan basinca bagh olarak dolasim sistemini
belirginlestirir. Béylece insan plasentast i¢in, dolagimin sisteminin yapisi incelenmigtir
(Kertshanska et al., 1997).

Perflizyon, otopside santral sinir sistemine uygulandiginda dokunun pargalara
ayrilmasi ve kesilmesi igin yeterli sertliktedir. Otopsi iglemi sirasinda, beyinin hizli
fiksasyonuyla postmortemi 6nlemesi sonucu detayli galigiimasina izin verir (Adickes,
1997).

Perfiizyon, mekanik bozukluklara duyarli, ince, yumusak dokularin (6rn.
akciger) korunmasinda oldukga kullamsh bulunmaktadir. Toksisite ve yeni farmasétik
ajanlarin degerlendirilmesi sirasinda, optimum olarak fikse olan hayvan dokulannin
hazirlanmasi igin uygun gorilmektedir (Roberts et al. 1990).

Perfiizyon yéntemiyle tespit edilen hayvan bir doku bankasi gibi hizmet eder,
tiim viicuttan iyi fikse olmus doku materyali saglanabilir. Viicudun tiim organlarindan

ve bir seferde dokulann ¢ahisilmasina izin verir (Rostgaard et al. 1993).

2.6.4.3. Perfiizyonun Dezavantaj

Perflizyon tespiti igin olabilecek gesitli sakincalar vardir. Ilk olarak ekstra is
veya daha agir bir islemin sorumlulugunu yiiklenmek vardir (Adickes, 1997). Dikkat,
deneyim ve nispeten 6zel donamim gerektiren bir teknikdir (Rostgaard et al. 1993).
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Diger bir sakinca, hemorrhage gibi, kitle lezyonlarinda (mass lesion) yararinn
olamayabilmesidir. Fakat, hemorrhage'in yikanmasi veya temizlenmesinden sonra,
perfiize edilebilir.

Perflizyonla tespit yontemi, hayvan ve insanlardan alinan cerrahi biyopsiler i¢in
avantajli olarak kullamlabilir. Fakat; tiimér gibi baz1 patolojik doku alanlarinin, sinirli
vaskiilarizasyon sonucu perfiize olmadan kalabilecedi unutulmamalidir (Roberts et al.

1990).

2.6.5. Yeni Gelistirilen Tespit Yontemleri

Artefaktlan 6nlemek ve dokulann en iyi sekilde korunmasi igin yeni gelistirilen
gesitli histolojik islemler denenmektedir. Orn. Bioulac-Sage ve ark. karaciger
biyopsilerini iki fikri modifiye ederek kullandiklan Pasteur pipeti adindaki teknik bir
alet kullanarak tespit etmiglerdir (Bioulac-Sage et al. 1984). Lobefg ve Torvik,
lezyonlu sigan beyinlerini mikrodalga iginlarla in situ fikse etmiglerdir. Bu yéntemi;
artefakt degisiklikleri ve gergekten gesitli patolojik kosullar nedeniyle olusan
dejeneratif noronlan ayirt etmek i¢in kullanmiglardir (Loberg and Torvic, 1993).

Incelenen konunun o6zel bir tespit teknigi gerektirip gerektirmedigi,
kullamildiginda beraberinde getirdigi etkilerin arastinldii ¢alismalar mevcuttur. Orn.
Castagnaro ve ark. domuz kalbinde 6limden sonra 24 saatin {izerinde atrial spesifik
granilllerdeki otolitik degisiklikleri incelemistir. Olusan otolitik degisikliklerin
derecesine bagh olarak perflizyon benzeri 6zel bir tespit metodu gerektirip

gerektirmedigini incelemislerdir (Castagnaro et al. 1992).

2.7. Organlarin Normal Histolojik Yapis:

2.7.1. Beyin
Yapisal olarak sinir dokusu 2 hiicre tipi igerir: Uzun sinir lifleri iceren sinir
hiicreleri (ndronlar) ve néronlan koruyan, destekleyen, noral aktiviteye katilan, néral

beslenme ve santral sinir sisteminin savunmasimi saglayan glial hiicreler ya da néroglia.

18



Beyin ve spinal kord gri madde ve beyaz maddelerden olusur. Gri madde, sinir
hiicre gévdeleri ve noroglia (protoplazmik astrositler, oligodendrositler ve mikroglia
hiicreleri) hiicrelerini kapsayan komplike bir ag halinde izlenir. Beyaz madde ise sinir
hiicre govdesi igermez; néronal uzantilar ve noroglialardan (oligodendrositler, fibréz
astrositler ve mikroglia hiicreleri) olusur. Beyaz madde, noronal uzantilarin gogunu bir
kalif gibi gevreleyen miyelinden dolayi, beyaz goriilir (Junqueira et al.1993).

Astrositler, birgok uzantilan olan en biyiik néroglialardir. Agik boyanan oval
veya yuvarlak bir nukleuslart vardir. Astrositlerin iki tipi vardir. Fibroz astrositler,
beyaz maddede bulunurlar ve bol miktarda asidik protein yapisindaki glial fibrilleri
iceren, uzun hiicre uzantilanina sahiptirler. Protoplazmik astrositler ise, beynin gri
maddesinde bulunurlar ve az miktarda glial fibriller igeren uzantilan vardir.
Oligodendrositler, gri ve beyaz maddede bulunurlar. Santral sinir sisteminde myelin
yapimindan sorumludurlar. Rutin histolojik tekniklerle yalmzca, oldukg¢a yogun
boyanan yuvarlak nukleuslan gérilebilir. Ependimal hiicreler, beyinde (ventrikiiller)
ve spinal kord'un sentral kanalindaki bogluklan doser. Serebrospinal sivinin hareketine
yardim eden hareketli silyalar tasirlar. Mikroglia hiicreleri, santral sinir sistemine ait
fagositik hiicrelerdir. Hematoksilen ve Eozin (H&E) preparatlarinda yalnizca, oldukga

yogun bir kromatin igeren .nukleusu goriilir (Stewens and Lowe, 1993).

2.7.2. Bobrek

Bobrek dista korteks, igte medulla olmak tizere iki boliime aynlabilir. Medulla
10-20 adet konik veya piramidal sekilli yapilardan olusur. Bunlar medullar piramitler
adim alir. Herbir medullar piramidin tabamnda kortekse uzanan birbirine paralel
tubulus demetleri, medullar i1smlar gikar. Her medullar 151n bobregin fonksiyon géren
birimleri olan birka¢ nefron grubu ile birlikte, bir ya da daha ¢ok sayida toplayict
kanaldan olusur. Kortikal doku aym zamanda bertini siitunlar: olarak bilinen yapilan
olusturacak sekilde medullar piramitlerin arasinda da bulunmaktadir.

Her bobrek 1-4 milyon nefron igerir. Her nefron bébrek cisimcigi, proksimal

kiviimh tubulus, henle kangalinin ince ve kalin uzantilan ve distal kiviimh tubulus'dan
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olugmaktadir. Embriyolojik kokeni nefrondan farkli olan toplayici tubuluslar ve
kanallar nefronlarda iiretilen idran toplayarak bobrek pelvisine iletirler. Nefron ve
i¢ine bogaldigr toplayic1 kanal bobregin islevsel birimi olarak kabul edilen drinifer
tubulusu olusturur.

Her bobrek cisimeiginin ¢api yaklasik 200 um'dur ve kapiller bir yumak olan
glomeriilden olusmustur. Bu yumak iki tabakah epitelyal bir kapstlle sanilidir. Bu yap1
bowman kapsiilii olarak adlandirilir. Kapsiiliin i¢ tabakas: (visseral tabaka) glomeriiliin
kapillerlerini orter. Dig tabaka bobrek cisimciginin en digtaki simunini olugturur ve
bowman kapsiiliinin parietal tabakasi olarak adlandirilir. Bowman kapsiiliiniin iki
tabakas: arasinda kapiller duvarindan ve visseral tabakadan siiziilen stvinin toplandig
idrar boslugu bulunmaktadir. Her bébrek cisimciginde, afferent arteriollerin girdigi ve
efferent arteriollerin ¢iktig bir damar kutbu, proksimal kivrintil tubuluslann basladig
noktada ise bir idrar kutbu bulunmaktadir. Afferent arteriol bébrek cisimcigine
girdikten sonra genellikle herbiri kapillerlere dontisen ve glomeriilii olusturan 2 ile 5
primer dala aynlir.

Proksimal kivnimh tubuluslar tek kath kiibik ya da tek kath silindirik epitelle
ortilidir. Epitel hiicreleri ¢ok sayida mitokondri igerii nedeniyle asidofilik
sitoplazmaya sahiptir. Hiicrenin apikalinde firgams: kenar olusturan ¢ok sayida
mikrovillus bulunur. Proksimal tubuluslann limeni genigti. Hiicrelerin apikal
sitoplazmalarinda mikrovilluslann tabanlart arasinda ¢ok sayida kanal bulunur. Bu
kanallar, makromolekiillerin epitel hiicresi tarafindan emilmesine yardimei olurlar.
Bazal hiicre yliziinde ¢ok yoZun membran katlantilan ve komsu hiicreler arasi
kenetlenmeler vardir. Lateral membran kenetlenmeleri gok siki oldugundan 1sik
mikroskobunda hiicreler aras: siir belli degildir.

Henle kangah proksimal tubulusa yapica ¢ok benzer. Bir kalin inen kol, ince
bir inen kisim, gikan bir ince kisim ve yapica distal kivrimli tubuluslara benzeyen kalin
bir ¢ikan koldan olusan -U- seklinde bir yapidir.

Henle kangalmn ¢ikan kolu kortekse girdiginde histolojik yapistm korur.
Ancak, bikilerek nefronun son kismu olan distal kiviimli tubuluslan olusturur. Bu
tubulus tek kath kiibik epitelle ortiliidiir. Distal tubuluslar kortekste izledikleri yol

boyunca kendi nefronlarma ait bobrek cisimciginin damar kutbuna degerler. Bu
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juxtaglomertiler bolgede distal tubulus hiicreleri silindirik hale gelirken, gekirdekleri
bir araya toplanir ve hiicreler daha koyu renkte boyamrlar. Bu distal tubulus
segmentine makula densa denir.

Distal kivimli tubuluslardan gegen idrar, birbirlerine. baglanarak daha biiyiik,
diz toplayict kanallan olusturan toplayici tubuluslara bosalir. Kiigiik toplayict
tubuluslar kiibik epitelle doselidir. Medullanin derinlerine dogru hiicrelerin boylan
uzar, toplayic1 kanal ¢apt da giderek artar.Toplayic1 kanallar ve tubuluslar soluk
boyanan hiicrelerden olusur. Sitoplazmalan az sayida organel igerir. Bazal yiizde
invaginasyon igermezler. Yan ylizlerde hiicrelerarasi simirlan bellidir.

Bobrek cisimeiginin hemen bitigiginde afferent arterioliin tunika mediasinda
modifiye diiz kas hicreleri bulunmaktadir. Bu hiicrelere Juxtaglomeriiler hiicreler
denir. Bu hiicrelerin gekirdekleri elips bigimindedir ve sitoplazmalart PAS(+) graniiller

igerir (Fawcett, 1997).

2.7.3. Karaciger

Karaciger, hilumda kahnlasan glisson kapsiilii olarak adlandinlan bag
dokusundan yapilmug bir kapsiil tabakasiyla sarilidir. Diger bezler gibi karaciger de, bu
kapsiiliin trabekiilalan ile tam olarak loblara ayrnilmamugtir. Vena sentralis'in etrafinda
radial gekilde diizenlenmis olan parankim hiicrelerinin dstiiste plaklar yapmasiyla
hekzogonal bir yap1 olusur. Bu yap: klasik karaciger lobiilii olarak adlandirilir. Bu
hekzogonal yapimin kogelerinde portal venin, hepatik arterin bir dalnin ve kiigiik bir
safra kanalimin fibroblastlar ve kollagen liflerle kusatilmasiyla iiggen alanlar olusur.
Koselerdeki bu iiggen alanlara portal aralik denir. Portal araligin igerdigi hepatik
arterin dali, portal venin dali ve safra kanalikiiliine ise portal triad denir. Portal
lobiiller, safray1 portal triad'a akitan karacier pargasimi olusturur. Portal lobiillerin
merkezi, portal triad'dadir ve vena sentralislere baglanan alanla siurhdir. Safra,
karaciger hiicre plaklan igindeki safra kanalikiillerine salgilamir. Safranin akim yénii

portal triad'daki safra kanahna dogrudur. Herbir lobiliin periferinde triadin kiigiik
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arterinin ve veniiliiniin yan dallan hepatik siniizoidlerle birlesir. Hepatik siniizoidler
radiyal dizilimli karaciger hiicre plaklan arasindaki alam iggal ederler. Kan akim portal
triadlardan sintizoidler yoluyla klasik lobiiliin merkezindeki, vena sentralis'e dogrudur.
Karacigerin fonksiyonel lobiillerinden biri de karaciger parankimasinin bir Gniti olarak
kabul edilen hepatik asinus'dur. Parankimin merkezinde portal venin terminal dallarina
ek olarak, bir arteriol dal ve safra kanali vardir. Hepatik asinus'da dagitici venlere
yakinhigina gore hiicreler zonlara aynlir (Fawcett, 1997).

Karaciger hiicreleri, i¢ yizeyli polihedral hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda
mitokondri boldur ve gelisigiizel heryere dagilmistir. Bu mitokondrial komponentin
genis dagilim hepatosit sitoplazmasina H&E ile boyanan parafin kesitlerde eozinofilik
graniiler bir gériiniim verir (Stewens and Lowe, 1993).

Sintizoidler fenestrali endotel hiicrelerinin devamli olmayan, kesintili bazal
membram ile kaphdir. Bu endotel tabakasi hepatik hiicre plaklarindan dar bir
perisiniizoidal aralikla aynilmustir. Bu bosluk disse araligi olarak adlandinlir. Bu
bosluktaki retikiiler lif ag: karaciger hiicre plaklanim destekler. Kan plazmasi rahatlikla
disse aralifna gecer ve direkt olarak karaciger hiicrelerinin yiizeyi ile temas eder.
Fagositik hiicre toplulugu olan kupffer hiicreleri de endotel hiicrelerinin liimenine
yapismu§ olarak sintizoidal arahikta bulunmaktadir. Bunlar tipik makrofajlardir. Diger
monontikleer fagositik sistemin hiicreleri gibi kemik iligi kék hiicresinden gelisirler.
Disse arahiginda az miktarda ya§ depolayan hiicreler (Ito hiicresi, yildizst hiicre)

bulunur ki bu hiicreler lipid damlalan igerir (Fawcett, 1997).

2.7.4. Ovaryum

Ovaryum, yaklagik 3 cm uzunluk, 1.5 cm genislik ve 1 cm kalinh@inda, biraz
yassilagmig ovoid bir organdir. Mesovarium denen periton katlantistyla, uterusun genis
bir ligamentinden destek alir. Organ tek kath kiibik germinal epitelle ortiiliidiir.
Epitelin altinda soluk boyanan bag dokusu tunica albuginea bulunur. Ovaryumda,
dista korteks ve icte medulla olmak iizere iki bolge ayirt edilir. Ovaryum korteksi,
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cesitli gelisim evrelerindeki , ovaryum follikiillerini igerir. Medulla; kollagen fibriller,
fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve korteks'e dallar veren arter ve venlerden olusan bag
dokusudur.

Cesitli gelisim evrelerinde bulunan ¢ok sayida follikiil, korteks stromasi iginde
gomiiliidiir. Sayilan en fazla olanlar, tunica albuginea'mn hemen altinda bulunan primordial
Jfollikiilerdir. Primordial follikil, tek katlt yasst follikiil hiicreleriyle ortiilii olan bir primer
oosit'ten olusur. Primordial follikiildeki oosit 25pm ¢apinda biiyiik kiiresel bir hiicredir.
Daha biiyiik olan unilaminar primer follikiil'deki oosit, tek kath kiibik follikiil hiicreleriyle
ortukidur. Multilaminar primer follikiildeki oosit ise, ¢ok kath follikiil epiteli (grarmulosa
tabakasi) ile ortiiliidir. Follikil etrafinda damardan zengin theca interna yer alirken, theca
externa henuz farkllagsmamstir. Sekonder follikiiller (vezkiiler follikiil) granulosa
hiicreleri arasinda ¢esitli buytiklitkte bosluklar olan daha iri follikiillerdir. Korteksin daha
derin kisimlaninda bulunurlar. Follikiil ¢apr yaklagik 200 um'ye ulagtifinda follikil sivistyla
(liquor folliculi) dolu bosluklar birleserek yarimay bigiminde tek bir bosluk olusturur.
Oositi kugatan granulosa hiicrelerinin antruma dogru yaptiklan kahinlastnaya, cumulus
oophorus denir. Tersiyer follikiil (graaf follikiil), ovaryum yiizeyine dogru kabart1 yapan
saydam bir vezikiil bigciminde géruliir. Follikiil sivisimn arti;t sonucu, granulosa hiicre
tabakasi incelmigtir. Granulosa hiicrelerinin en igteki prizmatik hiicreleri, corona radiata
adim alir. Corona radiata ile oosit arasinda glikoprotein yapisindaki zona pellucida yer alr.
Oosit, granulosa hiicrelerinin olusturdugu bir uzantiyla follikiil duvarna baglanmustir.

Ovulasyon oncesi, olgunlasan follikiil ovaryum yiizeyinde ¢ikinti (stigma) yapar.
Germinal epitel bu alanda devam edemez, stroma ince bir hal alir. Bu bolgeden follikiil
yirtilarak, ovum periton bosluguna atiir. Geriye kalan granulosa hiicreleri ile theca
internanm hiicreleri corpus lutewm denen gegici bir endokrin bezi yaparlar. Ovulasyondan
sonra granulosa hiicreleri boliinmemelerine ragmen olgiilerinde biiyiik bir artig olur.
Corpus luteum parankimasinn biyiik bir kismum olusturarak gramulosa lutein hiicreleri
adm alrlar. Theca internamin hiicreleri de theca lutein hiicrelerini vererek corpus
luteum'un olusumunu saglarlar. Menstruasyon veya gebelik corpus luteum'unun hiicreleri
otolizle dejenerasyona ugrar ve onlarn hiicresel kalintilan da makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler. Bu alan fibroz-sikatris bir doku olan corpus albicanst olusturur
(Fawcett, 1997).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Cahismada deney hayvam olarak 30 adet disi Wistar cinsi sigan (250-300 g)
kullamldi. Sicanlar vaskiler perflizyon ve immersiyo;l tespit y6ntemlerinin
uygulanacag: iki gruba aynldi. Her iki gruba da sirastyla :

0,1 M fosfat tamponlu (pH : 7,4)

a) % 10 formalin

0,1 M kakodilat tamponlu (pH : 7,4)

a) % 2.5 gluteraldehit (0.5 mM CaClz ve 0.25 mM MgClz ile)
b) % 4 paraformaldehit, tespit solusyonlariyla tespit yapild1.

Vaskiiler perflizyon yo6nteminde, siganlar 6nce Ketalar (65 mg/kg)n
intraperitonal enjeksiyonuyla derin anestezi altina alindi. Hayvamn derisi, processus
xiphoideus hizasindan kesildi. Thorax duvan, processus xiphoideus'dan baglanp,
costalarin iki yamindan, parasternal ¢izgi hizasindan kesilerek agildi Kalbe giris
saglamak i¢in , thorax duvarn, processus xiphoideus'dan pensle tutularak cranial
yonde kaldinlip, sabitlendi. Diyafram ve Pericardium kesildi. Begbin iinite sodyum
heparin, 1 ml % 0.9'luk serum fizyolojik iginde eritilerek sol ventrikiilden dolagima
verildi. Sonra sag atriyuma, makas ile bir kesi yapilarak, kamn digar1 akisi sagland.
Kalp kontraksiyona devam ederken, kaniil ile (enjeksiyon valfli 1.V kaniill & PTFE
katheter) apeks tarafindan sol ventriktil igine girildi. Perflizyon, kaniil yerlestirildikten
1-3 sn sonra baslatildi. Cerrahi islemler hizla birbirini takip ederek uyguland.

Kanill vasitasiyla, kan wiicuttan tamamen uzaklagincaya kadar, yani sag
atriumdan akan stv1 renksiz oluncaya kadar, sol ventrikiile % 0.9'luk serum fizyolojik
solusyonu (yaklagik 100 ml) verildi. Perflizyonun baglamasindan yaklasik 5-10 dk
sonra, sicamn tiim kam disan1 akitild: ve organlar soluklagti. Ardindan aym sekilde,
tespit solusyonu, ventrikiilden dolagima verildi. Tespit solusyonlan, kullammdan énce
siizilerek kismi trombozis olusumu engellendi. Perflizyonda kullanilan serum
fizyolojik ve tespit solusyonlarmin bulundugu sise pozisyonlart sekil 3.1'de
gorilmektedir. Sigeler deney hayvamndan yaklasik 1-1,5 m arasinda bir yiikseklikte
tutuldu. Kalp kontraksiyonu durdugunda, sivilann viicuda verilmesinde bu
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yiikseklikten yararlamildi, Sigana, 15 dk iginde yaklagik 200 ml tespit solusyonu
(olusturulan basingla, dakikada 6 ml 'lik bir akim elde edildi) verildi. Perfiizyon
solusyonu, seffaf polietilen tiipler (dis ¢ap1 : 5,0 mm, i¢ ¢ap1 : 4,2 mm, 30 bar) ve
baglantilardan gegirilerek, kaniile verildi. Sistem, hava kabarcigi olugmamasi igin
denetlendi ve kalbe kaniiliin sokulmasindan once, tespit solusyonunun sistemin ucuna
kadar doldugu, denetlendi. Perfiizyonun baginda birkag seyirme meydana geldi, fakat
convulsion, gdzlenmedi. Hayvan, tespit sivisimn biitiin viicuda yayilmasiyla, tamamen
katillagti (Sekil. 3.2). Perflizyona, butiin viicut sertlesinceye ve ozellikle organlar
(karaciger, akciger v.s.) beyazlagincaya kadar devam edildi (Sekil 3.3). Bir siganin
perfiizyonu yaklasik 25 dk stirdii.

Vaskiiler perfiizyonla tespit islemini takiben, gesitli organlardan (beyin,
karaciger, bobrek, ovaryum) biyopsiler alindi. Biyopsiler fiksasyon i¢in 1-2 mm'lik
parcalara (3-4 dk iginde) aynldi. Deney hayvamndan alman dokular aym tespit
solusyonunda 24-48 saat bekletildi. Dokular, 0.1 M fosfat tamponlu (pH : 7.4), % 10
formalin'de oda isisinda (25 °C), 0.1 M fosfat tamponlu (pH : 7.4) veya 0,1 M
kakodilat tamponlu (pH : 7.4) % 2.5 gluteraldehit'de (CaCl2 ve MgCl2 ile) +4 °C'de
buzdolabinda ; 0.1 M kakodilat tamponlu (pH : 7.4) paraformaldehit'de +4 °C'de
buzdolabinda saklandi.

Daha sonra, rutin 151k mikroskobu takibi uygulandi. Pargalar, % 50, % 70, %
80, % 90 ve absolu alkolde dehidrate edildi. Ksilolde seffaflandirilip, parafin
banyosundan gegirildikten sonra parafin bloklara dokiildi. Leica marka mikrotomda 5
mikron kalinh@inda, kesitler alindi. Alnan kesitler H&E ile boyandi. Daha sonra,
Olympus marka fotograf atagmanli mikroskop ile incelenerek, fotograflan ¢ekildi.

Immersiyonla tespit yonteminde, ilk once siganlar Ketalar (65 mg/kg)in
intraperitonal enjeksiyonuyla, anestezi altinda sakrifiye edildi. Deney hayvamndan
alinan doku o6rneklerine saydigimiz tampon ve tespit solusyonlanyla, vaskiler
perflizyon yonteminde oldugu gibi 24-48 saat postfiksasyon uygulandi. Ardindan yine
vaskiiler perflizyon yonteminde oldugu gibi rutin 15tk mikroskobu takip yéntemi
uygulandi. Immersiyon yénteminde, deney hayvanindan dokularin ahnmasi agamas:,

vaskiiler perflizyon yontemiyle tamamen aym sekildeydi. Parafin bloklardan 5 mikron
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kalinliginda seri kesitler alindiktan sonra H&E ile boyamp, mikroskobik incelemeye
alindi.

* Bu ¢alismada Kocaeli Universitesi Arastirma Fonu'ndan (proje no: 1997/39) destek
alinmugtir. Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.B.D
Laboratuvar'indan yararlamlmistir. Calisma, altyapisimin hazirlanmasi ve kaynaklarmn
teminiyle birlikte 1997 yilindan baslayip, Haziran 1998'de sonuglandinimgtir.
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Sekil 3.1. Perfiizyonda kullamlan serum fizyolojik Sekil 3.2. Perfiizyonla tespit edilmig bir sicanda
ve lespit solusyonlarimim bulundugu sise viicudun ve kuyrugun katilagnus hali
pozisvonlart goriilmektedir gortilmektedir

Sekil 3.3. Perfusyonla tespit edilnug siganin (a) tespit oncesi (b) organlarimn durumunu gosteren bir
fotogral. Organlarda gorulen renk degisikhgr dikkati gekmekiedir
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4. BULGULAR

4.1. Immersiyon ve Perfiizyon Tespit Yontemlerinin Karyilagtirilmasi

4.1.1. Makroskobik Bulgular

Ciplak gozle, organlann dis yiizeyi veya kesik yiizeyi incelendi. Immersiyon
yontemiyle tespit edilen organlanin damarlan kan ile dolu oldugu igin koyu kirmuz1 renkte
goriilmekteydi. Yer yer daha koyu veya agik olmak tizere homojen olmayan bir renk
dagiimi mevcuttu. Perflizyon yontemiyle tespit edilen organlarda damarlar kandan
anndmlmg oldugundan, koyu san renkte goriilmekteydi. Orgamin tiimii homojen bir renk
dagihmina sahipti.

Immersiyon yontemiyle tespit igin deney hayvammn viicudundan organlarin
ahnmasi, oldukca zordu. Ozellikle beynin diseksiyonu sirasinda, mekanik hasar olasilig
vardi. Tespit i¢in organlarn kiigiik pargalara aynimasi, yumusakligi nedeniyle zordu.
Perflizyon yéntemiyle tespit edilen deney hayvammnin biitiin viicudu tamamiyle katilagti.
Organlar tespitle sertlestigi igin, diseksiyonu sirasinda mekanik hasara karsi dayamkhydi.
Aynca, postfiksasyon igin kiiglik pargalara aynimas: da kolaydi.

4.1.2. Istkk Mikroskobik Bulgular

immersiyon ve perflizyon yontemiyle degisik doku tespit solusyonlan ile tespit
edilen hayvanlann doku kesitleri H&E boyandiktan sonra, 15tk mikroskobunda incelendi.

4.1.2.1. Formalin Tespit Solusyonuyla Elde Edilen Bulgular

Immersiyon yéntemi kullamlarak 0.1 M fosfat tamponlu % 10 Formalin ile

tespit edilen beyin dokusunda normal yap:i Ozelliklerinin yeterince korunamadig
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belirlendi. Doku genelinde bir bliziigme artefakti gozlendi. Beyin korteksinde
piramidal hiicrelerin ve néroglialann gevresinde bir vakuolizasyon (bosluk) vard:.
Hiicrelerin sitoplazmalarimin tam korunamadig1 gézlendi. Piramidal hiicrelerin dentritik
uzantilan belirgin degildi. Noroglialann nukleuslart daralmig ve piknotik hale gelmisti.
Immersiyon tespit yontemiyle tespit edilen beyin dokusu, sekil 4.1.a'da goriilmektedir.

Perflizyon yontemiyle tespit edilen beyin dokusu homojen bir goriinim
gosteriyordu. Noronlar ve noroglia hiicreleri iyi korunmustu. Piramidal hiicrelerin
tipik bityitk nukleusu ve belirgin nukleolusu gériilmekteydi. Perflizyonda hiicrelerin
dentritik uzantilan kolaylikla segilebilmekteydi. Noroglialarin nukleusu ve nukleolusu
da kolaylikla ayirt edilebilmekteydi. Perflizyon yontemiyle tespit edilen beyin dokusu
sekil 4.1.b'de goriilmektedir.

Immersiyonla tespit edilen karaciSer dokusunda, genellikle limenleri
eritrositler ile dolu olan sinusoidlerin simrlan belirgin degildi. Bu nedenle; hepatosit
plaklarinmn periferden merkeze dogru yonelen 1sinsal dizilimi net olarak segilemiyordu.
Baz yerlerde (kesitin periferinde) parankima iyi korunurken, bazi yerlerde iyi
korunamadigindan (kesitin merkezinde) heterojen bir yap: gorildid. Immersiyonla
tespit edilen karaciger dokusu sekil 4.1.c'de goriilmektedir.

Perfiizyon yontemiyle tespit edilen karaciSer dokusunda, sinusoid limeni
eritrositlerden yoksundu. Bu sayede; karaciSer hepatosit kordonlarimn yaptig:
dallanma ve agizlasmalar kolaylikla izlenebilmekteydi. Eritrositlerden yoksun vena
sentralis'in limeni ilk bakista parankim dokusundan rahatlikla ayirt edilebiliyordu.
Vena sentralis'e agilan sinusoidler kolayca gorilebiliyordu. Perflizyon yontemiyle
tespit edilen karaciger dokusu sekil4.1.d'de goriilmektedir.

Immersiyon yontemiyle tespit edilen bébrek dokusunda, glomerul kapillerler,
kan hiicreleriyle doluydu. Bu nedenle kapiller endotelinin ayirt edilmesi zordu.
Bowman kapsiil arahif dardi. Bu nedenle; yer yer glomerul smnirt ve bowman
kapsiiliiniin parietal tabakasi zor ayut edilmekteydi. Proksimal ve distal kivrintili
tubuluslar ise kolayca ayirt edilemedi. Immersiyon yéntemiyle tespit edilen bébrek
dokusu sekil 4.1.e'de gorilmektedir.

Perflizyon yontemiyle tespit edilen bobrek dokusunda, glomerul ve bowman

kapsiiliiniin yapisal komponentleri kolaylikla ayirt ediliyordu. Glomerul kapillerleri,

29



kan hiicrelerinden antildig i¢in, strlan aynilabilen daha diizgiin bir gériintim gosterdi.
Glomerul ile pariyetal tabaka arasindaki kapsiil boslugu genisti. Boylece; parietal
tabakamn tek kath yassi epitel hiicreleri kolayca aymrt edildi. Proksimal ve distal
kivrintih tubuluslar kolaylikla ayirt edilebilecek sekildeydi. Perfiizyon yontemiyle tespit
edilen bobrek dokusu sekil 4.1.f'de goriilmektedir.

Immersiyon yéntemiyle tespit edilen ovaryum dokusunda germinal epitelde yer
yer dokiilmeler ve folikil epitellerinde pargalanmalar gorildi. Medulladaki kan
damarlarmin limenleri eritrositlerle doluydu. Bu nedenle medulla stromas: karmagik
bir goriinimdeydi. Immersiyon yontemiyle tespit edilen ovaryum dokusu sekil
4.1.g'de gorilmektedir. '

Perflizyon yontemiyle tespit edilen ovaryum dokusunda germinal epitel ve
folikuil epitellerinin butiinliigi korunmustu. Medulladaki kan damarlan, eritrositlerden
yoksundu. Bu nedenle; korteks ve medulla stromas:1 birbirinden kolayhkla
aynlabiliyordu. Perflizyon yontemiyle tespit edilen ovaryum dokusu sekil 4.1.h'de

gorilmektedir.

4.1.2.2. Paraformaldehit Tespit Solusyonuyla Elde Edilen Bulgular

Immersiyon yontemi kullanilarak 0,1 M kakodilat tamponlu % 4 PFA ile tespit
edilen dokuda, biiziisgme artefakt1 vardi. Beyinde, noronlarda biiziigme ve belirgin bir
ekstraselliler vakuolizasyon vardi. Beyin damarlarinda biiziisme ve perikapiller
vakuolizasyon goézlendi (Sek.4.2.a). Aym tespit solusyonuyla perfiizyon tespit
yontemi, genel olarak goriilen artefaktlan ortadan kaldirdi. Doku morfolojisi oldukca
iyi korunmustu. Beyinde hiicre sitoplazmalannin da oldukg¢a iyi korundugu gézlendi
(Sek.4.2.b).

Immersiyon yéntemiyle karaciger dokusunda, karaciger hiicre kordonlarn
kolayca ayit edilemedi. Vena centralis'in limeni eritrositlerle doluydu. Sinuzoidler
belirgin degildi (Sek.4.2.c). Perfiizyon yonteminde, karacigerde, sinuzoidler belirgindi
(Sek.4.2.d).
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Immersiyon yonteminde bébrekde, bowman kapsiil arah@ dardi. Glomerul
kapillerleri, eritrositlerle doluydu. Proksimal ve distal kivrintili tubuluslar iyi
korunamamigti ve belirgin olarak ayirt edilemiyordu (Sek.4.2.e). Perflizyon
yénteminde bobrekde bowman kapstil araligi, proksimal ve distal kivnintilt tubuluslar
kolayca ayirt edilebiliyordu (Sek.4.2.f).

Immersiyon yonteminde ovaryumda da doku genelinde artefaktlar vardi
(Sek.4.2.g). Perfuzyon ydnteminde ovaryumda korteks ve medulla ayirt
edilebiliyordu. Medulladaki damarlar eritrositlerden yoksundu ve temiz bir gériniim

hakimdi (Sek.4.2.h).

4.1.2.3. Gluteraldehit Tespit Solusyonuyla Elde Edilen Bulgular

0,1 M kakodilat tamponlu % 2,5 GA (CaCl2 ve MgCl2 ile) ile immersiyon
tespitinde; beyinde hiicre diizeyinde bir biizigme artefakt: vardi. Doku genelindeki
bliziigme formalin fiksatifine gére daha azdi. Hiicrelerde ekstraselliiler vakuolizasyon
gozlendi (Sek.4.3.a). Perflizyon yontemiyle beyinde hiicrelerin sitoplazmasi iyi
korunmustu (Sek.4.3.b).

Immersiyon yénteminde, karacigerde vena sentralis ve sinusoidlerin liimeni
eritrositlerle doluydu. Bu nedenle bu yapilar belirgin degildi (Sek.4.3.c). Perfiizyon
yontemiyle karacigerde sinusoidler ve vena sentralis belirgindi (Sek.4.3.d).

Immersiyon yéntemiyle bobrekte tubuluslarda ve bowman kapsiiliinde
parcalanmalar vardi (Sek.4.3.e). Perflizyon yontemiyle bobrek dokusunda proksimal
. ve distal kiviintil tubuluslar birbirinden kolayca ayirt edilebilecek sekildeydi. Glomerul
ve bowman kapsiilii yapis: 151k mikroskobu smurlan iginde, aynntilariyla belirgin bir
sekilde gozlendi (Sek.4.3.1).

Immersiyon yéntemiyle ovaryumda yine medulladaki kan damarlan
eritrositlerle dolu oldugu igin temiz bir goriintii elde edilemedi (Sek.4.3.g). Perfiizyon
yontemiyle ovaryumda korteks ve medulla kolayca ayirt edildi (Sek.4.3.h).
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Sekil 4. 1.Formalin tespit solussonu kullanifarak immersiyon ve perfiizyon ile tespit edilen dokular
gorulmekiedie: Sirasiy la. bevin dokusu ave b'de: karaciger dokusu ¢ ve d'de gorulmektedir
(H&E: 2. by 400- ¢ d x 100)



Sekil 4.1. (devam) Formahin tespit solusyonu kullamilarak immersiyon ve perfuzyon tle tespit edilen
dokular gorulmekiedir Sirasivla, bobrek dokusu e ve fde. ovarvum dokusu ¢ ve h'de
gorulmektedir (H&E: ¢ £x 4000 g, h x 100)
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Sekil 4.2.(devam) Paraformaldehit tespit solusyonu kullamilarak immersiyon ve perfizyon ile tespit
cdilen dokular gorulmektedir Sirasnla. bobrek dokusu e ve fide: ovanum dokusu eve h'de
gorulmektedir (H&E. ¢. £y 400, g h x 100)



Sekil 4.3. Gluteraldehit tespit solusyonu kullanilarak immersiyon ve perfiizyon ile tespit cdilen
dokular gorulmektedir Sirasiyla. bevin dokusu a ve b'de: karaciger dokusu ¢ ve d'de
gorulmektedir (H&E: a. b x 400: ¢. d x 100)



Sekil 4.3.(devam) Gluteraldehit tespit solusyonu kullamilarak immersiyvon ve perfizyon ile tespit
edilen dokular gorilmektedir. Sirasiyla. bobrek dokusu e ve fide: ovaryum dokusu g ve h'de
gorillmektedir (H&E: ¢. £x 4002 g h x 100) ;



5. TARTISMA

Giintimiizde histoteknik asamalarda, birgok yenilik ve gelismeler olmaktadir.
Dokular mikroskobik incelemeye alimincaya kadar gesitli ‘agamalardan gecer. Bu
asamalardan ilki tespittir. Tespitin kalitesi, dokunun canh durumdakine (in vivo) en
yakin sekilde tutulmasi agisindan onemlidir. Bu nedenle giiniimiizde tespitle ilgili
histoteknik alanda yapilan ¢aligmalar devam etmektedir.

Arastirmalarda kullanllan yontemin pratikligi, kritik bir unsur olarak
gorulmektedir. Herhangi bir ek is veya zorluk islemin kullamlmasim vazgegirebilir.
Fakat tibbi etik, profesyonel sorumluluk ve iglemin yaran da géz éniinde tutulmahdir
(Adickes et al. 1997). Perfuzyon yonteminde kullandifimuz techizat (serum sisesi,
inflizyon seti, kantl) ucuz, basit ve portatiftir. Operasyon veya postmortem odasinda
¢ok gabuk kurulabilir.

Artefakt olugmamasi i¢in, bir tespitte zaman faktériiniin ¢ok ¢nemli oldugu
belirtilmistir. Immersiyonla tespitte goriilen artefaktlarin, perfiizyon ile yapilan tespitte
gozlenmedigi ortaya konmustur (Dalgik ve ark. 1995). Adickes ve ark.'min yaptisi
caligmada, otopsinin santral sinir sisteminin tespitinde, immersiyonla tespit 5 giinii
asarken, perflizyon yontemi tim noropatolojik incelemelere 3-4 iginde imkan
tanimugtir. Otopsi islemi sirasinda beynin hizh fiksasyonu, postmortem degisiklikleri
onleyerek beynin detayh incelenmesine imkan tamr (Adickes et al. 1997).

Dokunun sertligi, dokunun pargalara ayrilmas: ve minimum artefakt olusumu
igin bir avantajdir. Roberts ve ark. perfiizyon yontemini, fareden kopede gesitli
biiyiiklitkteki hayvanlara uygulamuglardir. Ozellikle mekanik hasara karst hassas,
yumusak dokularda olduk¢a kullamigh bulmuslardir (Roberts et al. 1990).
Caligmamzda perflize edilen siganlarn tiim organ ve dokulan kesilebilir sertlikteydi.
Ozellikle; beyin diseksiyonunda kullamlan aletle ve kafatasindan tespit solusyonuna
konulmasinda palpation islemi sirasinda hasar gérﬁlfnedi.

Maunsbach makalesinde, perfiizyon tespit yontemiyle, tespit solusyonunun tiim
hiicrelerle luzh bir sekilde temas edebildigini ve tim dokuda homojen bir tespit
saglandigim belirtmektedir (Maunsbach, 1965).

T.C. YUKSEKOC 1T b KURD L
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Thorball ve Tranum-Jensen perflizyon tespit yonteminin tstiinliiklerinden biri
olarak, fiksatifin kimyasal aktivitesiyle dokunun hizl bir gekilde kars1 karsiya kalmasim
gOstermigtir. Boylece; aragtirmacilar immersiyon tespit yonteminde karsilagilan
diffiizyon gradientine bagli geciken metabolik problemlerin minimuma indirildigini ileri
sirmiglerdir (Thorball and Tranum-Jensen, 1983). Bizim gozlemlerimiz de bu
dogrultudadir.

Larsson ve ark. yaptiklani ¢alismada, yalmz immersiyonla tespit edilen ¢ol
farelerinin PT bezlerinde boyanma affinitesi veya sitoplazmik elektron yogunlugu
farkl: esas hiicre altsimflan ve ayrica atrofik hiicreler saptamuglardir. Yavag fiksasyonla
olusan, farkh boyanma affiniteleri ve esas hiicre tipleri perfiizyon tespit yonteminde
saptanmamgtir. Perfiizyonla tespit edilen bezlerden alman kesitlerde uniform bir
goriiniim gozlenmistir (Larsson et al. 1984). Biz de perfiizyonla tespit edilen beyin,
karaciger, bobrek ve ovaryum kesitlerinde uniform bir fiksasyon belirledik.

Roberts ve ark.'mn yaptidi ¢alismada perfizyonla doku tespiti, bastanbasa
aymydi. Perfizyon immersiyonla karsilastinldigt zaman, dokuda perflizyon
yonteminde farkll sitoplazmik boyanma gozlenmemistir. Karacigerde periportal
zondan lobuliin sentraline dogru boyanma siddetinde fark ve sinusoidal daralma
gozlenmistir (Roberts et al. 1990). Bizim karacigerdeki bulgularnmiz Roberts ve
ark.'nin bulgulariyla benzerlik géstermektedir.

Caliymamzda perfuzyon yodntemini uyguladiimiz siganlann dokularinda
homojenlik vardi. Tim dokulann periferinde ve merkezinde esit mikroskobik gériintii
elde edildi. Immersiyon yéntemiyle tespit edilen siganlarn dokulan heterojen bir
gbrinim igeriyordu.

Immersiyon yéntemiyle tespit edilen beyinde, korteksin ist kisminda yer alan
hiicrelerde ekstraselliiler vakuolizasyon daha derindeki hiicrelerde daha genisti.
Yiizeydeki hiicreler oldukg¢a daralmug, nukleuslan piknotik hale gelmisti.

Periferde yer alan karaciger lobiillerinde sinuzoidal aralik santralde yer
alanlardan daha genisti. Ayrica her lobuliin periferinden sentraline dogru boyanma

siddetinde fark ve sinusoidal daralma gzlendi.
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Immersiyon yontemiyle tespit edilen ovaryumda korteksde yer yer iyi
korunmus alanlar varken, kotli korunmug alanlar da mevcuttu. Dokuda pargalanmalar
ve dokulmelerin oldugu bu kota alanlar, fiksasyon artefakti olarak degerlendirildi.

Perfuzyon yonteminde; salin veya diger isotonik solusyonlarla pre-perflizyon,
damarlan temizler ve fiksasyonu kolaylastiir (Adickeset al. 1997). Immersiyon
tespitinde karsilagilan bir problem, vaskiiler kollaps tarafindan neden olunan sekil
bozuklugudur (Thorball and Tranum-Jensen, 1983).

Perflizyon yonteminde kan, tespit solusyonuyla hi¢bir énemli karigimi olmadan,
vaskiiler sistemin digina atildi. Perflizyon tespiti sonrasi, damarlar a¢ik, kansizdi ve
kapiller embolism asla saptanmadi. Bu nedenle; mikroskobik gériintii net ve temizdi.
Immersiyonla tespit edilen dokuda damar sekli degismis, limenleri yer yer kollabe
olmustu. Limenleri kan hiicreleriyle doluydu.

Perfliizyon metodu, tespit solusyonunun tiim hiicrelerle hizh bir sekilde temas
etmesini saglar ve tiim dokuda homojen bir tespit saglanir (Maunsbach, 1966). Baz1
dokularda solunumun orani, kan akis1 engellendikten sonra 1 dk'dan daha az zamanda,
hipoksi olusumu igin yeterlidir. Tespit islemlerinde, minimum hipoksi avantaj saglar.
GA tespiti kan akist kesildikten sonra minimal gecikmeyle basanimis olmahdir.
Karaciger ve kas gibi metabolizmas: hizli dokular igin oksijen alimi GA ile aniden
azalr.

Immersiyon tespitiyle hazirlanan dokuda hipoksi ve asidite, solusyonun tespit
edilecek bolgeden uzakligi nedeniyle artar. Ayni sekilde; asit tireten gevredeki fazla
asitin nodtralizasyonu bu uzaklik artigtyla ¢ok zor olmaktadir (Johnson, 1987). Bu
nedenle ; tespit islemi kan akisi kesildikten sonra minimal gecikmeyle basanlmus
olmalidir. Perflizyonla tespit solusyonu vaskiiler sistem aracih@iyla hiicrelere kadar
ulagsmaktadir. Boylece; tespit solusyonu 20-25 dk i¢inde hemen hemen tiim hiicrelere
kadar ulagtinlabilmektedir. Halbuki; immersiyonla tespit solusyonunun tiim hiicrelere
ulagmas saatler ve hatta giinleri bulmaktadir. Yetersiz tespit edilen dokuda, daralma
ve yariima artefaktlan artmaktadir.

Cat? ve Mg+?un eritrositlerin sismesini (Morel et al. 1971) ve hemoglobinin
extraksiyonunu &nledigi (Tooze, 1964) hiicre membranina bagl fosfolipidleri (Hayat,
1981; Roozemand, 1969) ve proteinleri korudugu (Tooze, 1964; Trump and Ericsson,
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1965) bilinmektedir ( Maunsbach, 1966; Wild et al. 1987). Bu nedenle GA tespit
solusyonuna CaCl2 ve MgCl2 ilavesi yapildi. Daha onceki galigmalarda CaCl2 ve
MgCl2 ilavesi olmadan yaptigimz tespit iglemlerinden daha iyi sonuglar alindi.

GA, proteinlerle gapraz baglar kuran mitkkemmel bir, fiksatifdir. Lipidlerle de
reaksiyona girebilir. Hizla reaksiyona girer fakat, penetrasyonu yavastir (Wild et al.,
1987, Hopwood, 1996). Doku primer aminleri igin, oksidatif kimya, GA'in
eklenmesiyle artar. Oksijen tiiketimi ve asidifikasyonu, ¢apraz baglanma olayindan
daha hizh stirede meydana gelir. Hipoksi ve asidifikasyonun morfolojik etkileri genel
hipoksi 6zellikleridir (Johnson, 1987).

Diger yandan FA, tespit igin 24 saate ihtiya¢ duyar. Fakat hizla penetre olmasi
avantaj saglar (Fox et al., 1985; Wild et al., 1987). FA ile kargilagilan 6énemli bir sorun
da, tespitte olusan daralma ve biyopsinin u¢ kisminda yer alan hiicrelerle birkag
milimetre uzakhktaki hiicrelerden, farkh goriniiy ve morfolojik ozelliklere sahip
olmasidir (Fox et al., 1985).

Immersiyon tespit yonteminde, tespit solusyonlanmin bu- avantaj ve
dezavantajlart 6nemli bir rol oynamaktadir. Perfiizyonla tespit yonteminde ise; tespit
solusyonunun yavag penetrasyon dezavantaj, ortadan kaldinlmaktadir. Ciinki; fiksatif
kolayca hiicrelere ulagmaktadir. Bdylece; gecen zaman ve ahman mesafe
azaltilmaktadir. GA'in diisiik penetrasyon oram ve FA'in diisiik tespit oram, telafi
edilmektedir.

Cahsmamizda farkh tampon kombinasyonlan, konsantrasyon ve sicakliklarda
degisik aldehitler kullandik. Immersiyon tespit yonteminde 0,1 M fosfat tamponlu %
10 formalin, 0,1 M kakodilat tamponlu % 4 paraformaldehit ve 0,1 A kakodilat
tamponlu % 2,5 gluteraldehit (CaCl2z ve MgCl2'Ti) olmak iizere degisik tespit
solusyonlaniyla dokularda degisik oranlarda biiziisme artefakti goriildii. Formalinle
doku genelinde bir biiziisme artefakti gorildi. Hiicresel diizeydeki biiziisme diger
tespit solusyonlanina gore daha azdi. PFA ve GA ile hiicresel diizeyde bir biiziisme
goriildi. Perflizyonla tespit edilen dokularda bu artefaktlarin bilyiikk oranda ortadan
kalktigz gozlendi. En iyi perflizyon 0,1 M kakodilat tamponlu % 4 paraformaldehit ile
gozlendi. Bunun yaninda perflizyon yontemiyle tespit edilen dokuda hiicre morfolojisi
daha iyi korundu. Mikroskobik goriintii daha temiz ve belirgindi.
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Boylece sonuglar gosterdi ki; tespit artefaktlan, immersiyon tespitiyle ortaya
cikar ve aldehitler, tampon kombinasyonlan, konsantrasyon ve sicaklik; artefakt

olusumunu tesvik eden énemli faktérlerdir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Dokularin 1tk mikroskobik incelenmesi igin ¢esitli iglemlerden gegmesi
gerekir. Bu sirecin ilk basamag tespittir. Artefakt olugmamasi igin, tespitte zaman
faktoru onemlidir. Kaliteli bir tespit igin izlenen yontem énemlidir. Dokulann yapisim
ve igerigini, canlida oldugu gibi muhafaza edebilmek igin, perfiizyon ve immersiyonla
tespit yontemlerini degisik tespit solusyonlariyla kargilagtiip, en uygun tespit
yontemini ve tespit solusyonunu aragtirdik. Cahigmamzda, perfiizyon yoéntemi
kullamlan tim tespit solusyonlariyla ve tiim dokularda iyi sonuglar verdi. Perfiizyon
yonteminde tespit artefaktlan ortadan kaldinildi ve hiicre morfolojilerinin daha iyi
korundugu dikkat ¢ekti. PFA tespit solusyonuyla yapilan perfiizyon, oldukga iyi
sonuglar verdi.

Bilimsel ¢aligmalarda, sonucun mikroskobik degerlendirilmesi sirasinda, yanlig
sonuglara vanlmamasi i¢in, dokuda tespit yonteminden kaynaklanabilecek artefaktlar
ortadan kaldirilmahdir. Tespit yonteminin, morfolojik ve histolojik incelemede en
dogru sonuca ulagiimasinda katkist 6nemlidir. Tespit yontemi ve tespit solusyonlarinin,
deneyin sonucuna olan etkisi en aza indirilmeli ve boéylece, yamltict
degerlendirmelerden kaginiimalidir.

Calismada, degisik tespit solusyonlan ve tespit yontemlerinin karsilastiriimasi
yapilarak 151tk mikroskobuyla ¢aligmak isteyen aragtirmacilar i¢in 6neriler getirildi.
Ozellikle;, beyin ve karaciger gibi yumusak ve hassas organlar, mekanik hasara ve
anoksiye kars1 oldukg¢a duyarlt olduklarndan bu gibi dokular igin perfiizyon tespit
yontemi tercih edilmelidir.

Aynica; Tirkiye'de yaymlanan histolojik ¢aligmalara ait yaptigimiz bir tarama,
immersiyon yonteminin daha gok tercih edildigini gostermektedir. Fakat;, yurtdig:
dergilere gonderilen bir makalenin yaymlanmamasinda, perfiizyon  yonteminin
kullamlmamasi neden olarak gosterilebilmektedir. Sonug olarak; perfiizyon yonteminin
kullanilmasiyla, daha kaliteli bir tespit elde edilebilir. Bu nedenle; perfiizyon tespit
yonteminin yaygmlastinlmas: i¢in; bu konuya gerekli duyarliligin gosterilmesini

Oneriyoruz.
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