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Amac: Ovaryohisterektomi (OHE) ya da ovaryumun cerrahi operasyonlarinda yapilan ligasyon doku bitiinliigii ve yapisini etkilemektedir. Ozellikle
cikarilan ovaryumlar kemoterapi/radyoterapi alan hastalarda dondurulup céziilerek tekrar nakil edilecek ise ligasyonun ovaryum iizerindeki etkisinin
histopatolojik analizi ve folikiil gériinlim ve yapilarinin degerlendirilmesi dnemli hale gelmektedir. Analizlerin dogru bir sekilde yapilabilmesi de
dokunun dogru soliisyonla fikse edilmis olmasini gerektirir. Biz de bu nedenle calismamizda kedi ovaryumlarinda OHE sirasinda uygulanan ligasyon
sonrasi dokunun uzaklastirilmasi arasinda gecen siire ile %10 tamponlu formalin ve Bouin fiksatiflerinin doku korunumu ve folikiiller iizerine
etkilerinin ortaya konulmasi ve elde edilen bulgular dogrultusunda uygun fiksatifin belirlenmesini amacladik.

Gerec ve Yontem: Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Klinigi'ne rutin OHE amaciyla gelen sahipli kedilerden ovaryumlarin
alinmasi sirasinda, tek tarafli ligasyon 3 dakika stireyle uygulandi. Her ovaryumun yarisi Bouin yarisi %10 tamponlu formalin soliisyonuna alinarak
bir giinliik fiksasyon siiresinden sonra rutin takibe alinip hematoksilen eozinle boyandi ve saglam ve dejenere primordiyal folikiiller sayilarak
karsilastirildi.

Bulgular: Fiksatif tipinden bagimsiz olarak operasyon sirasinda ligasyon yapilarak ve yapiimaksizin ¢ikarilan ve dogrudan fiksatife alinan kedi
ovaryumlarinin hem makroskobik acidan hem de histolojik degerlendirilmesinde doku korunumu ve bitiinliigii bakimindan incelendiginde bir fark
ortaya ¢ikmadigi tespit edildi. Ovaryumlarda nekroz, konjesyon, ekstravazasyon izlenmedi. Fiksatiflerin doku korunumuna etkisi incelendiginde;
Bouin ile fikse edilen kedi ovaryum korteksinde gozlenen folikiiller cogunlukla normal goriinimde iken formalin ile fikse edilenlerin cogunlugu
dejenere goriinlimde folikiillerden olusmaktayd.

Sonugc: Calismamizda kedi ovaryumlarinin fiksasyonunda kisa siireli ligasyonun etkisinin bulunmadigi ve Bouin soltisyonunun formaline goére belirgin
olarak daha iyi bir folikiil ve hiicresel biitlinliikle birlikte tlim yapinin korunumunu sagladigr ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kedi Ovaryumu, Ligasyon, Tamponlu Formalin, Bouin Sollisyonu

Abstract

Objectives: Ligation during ovariohysterectomy (OHE) or surgical operations of the ovary affect the integrity and structure of the tissue. Evaluation
of the ovarian follicle appearance and structures become important, especially if the removed ovaries are to be frozen and thawed and re-
transplanted in patients receiving chemotherapy/radiotherapy. Accurate analysis requires fixation of the tissue with the convenient solution. In our
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Abstract

study, we aimed to demonstrate the effect of 10% buffered formalin and Bouin solution on feline ovarian follicles and to determine the fixative
with the effect of the time elapsed between ligation and removal of tissue during OHE in feline ovaries.

Materials and Methods: Ovarian tissue samples from healthy, non-pregnant, owned domestic cats (aged 10-24 months) were obtained during
routine OHE. Half of each ovary was immersed into Bouin and 10% buffered formalin solution, followed by routine tissue processing after a one-
day fixation period, and stained with hematoxylin eosin. Healthy and degenerated primordial follicles were counted and compared between these
groups.

Results: Regardless of the fixative type, there was no difference in tissue preservation and integrity in the macroscopic and histological evaluation
of feline ovaries, which were removed during the operation with or without ligation and were directly fixed. Necrosis, congestion, or extravasation
were not observed in the ovaries. The follicles observed in the feline ovarian cortex fixed with Bouins' solution were mostly healthy in appearance,
the majority of those fixed with formalin consisted of degenerated follicles.

Conclusion: In our study, it was revealed that short-term ligation did not affect the fixation of feline ovaries and that Bouin solution provided a

significantly better follicle and cellular integrity and preservation of the entire structure compared to formalin.

Key Words: Feline Ovary, Ligation, Buffered Formalin, Bouins' Solution

Uterus, tuba uterinalar ve ovaryumlarin cikariimasi [total
abdominal histerektomi-bilateral salpingo-ooferektomi (TAH-
BSO)], kadinlarin bening veya malign jinekolojik sorunlari
nedeniyle tip uygulamalarinda oldukca sik gerceklestirilen
cerrahi  bir islemdir (1). Veteriner hekimlik alaninda da
ovaryohisterektomi (OHE) cok sik uygulanan bir operasyondur;
kedi ve kopeklerde olumsuz davranis degisikliklerinin
sonlandiriimasi, yavru alinmak istenmemesi, uterus ve ovaryum
patolojilerinin tedavisi, 6zellikle sokak kdpeklerinde popllasyon
artisinin kontrol altina alinmasi ve sokak hayvanlarinin refahinin
artirilabilmesi amaciyla rutin olarak uygulanmaktadir (2).
Rutin cerrahi islemler ya da acil miidahale gerektiren kanama
durumlarinda doku ve organlarin uygun sekilde ligasyonu kritik
o6neme sahip ve zorunlu bir prosediirdiir. Kedi ve kopeklerde
OHE'de her iki ovaryumun kraniyalinde, asici ligamentlerde
ve uterusun kaudalinde yer alan arter ve venler dikkatle
ligatlire edilmekte ve ardindan ovaryumlar ile kornu uteriler
uzaklastirimaktadir. Kanamanin dnlenmesi amaciyla uygulanan
bu ligatlrler dokunun kan akimini dnleyerek iskemiye vyol
acmakta ve dokuda anoksiye sebep olmaktadir (3). Ovaryum
patolojilerinde ya da bilimsel arastirmalarda histopatolojik
analizlere ihtiyac duyulmaktadir ve ligasyonun doku korunmasi
tzerin etkisi heniiz yeterince ortaya konulmamistir.

Histolojik ve histopatolojik incelemelerde fiksasyon,
incelenecek dokunun mevcut haliyle kalmasi, otoliz
ve kontaminasyon ve bozulmanin 6nlenmesi amaciyla

gerceklestirilen ilk ve en temel adimdir. Fiksasyon islemi sirasinda
dokunun bozulmanin 6nlemek icin kompleks bir seri kimyasal
olay gerceklesmekte, yari sivi haldeki hiicreler yari kati hale
gecerek hiicre ve hiicre disi yapilarin mikroskopta incelenmesine
olanak vermektedir. Tim mikroskobik hazirliklarda dokunun
en uygun sekilde fiksasyonu zorunludur, aksi halde ortaya
cikan hatalar ilerleyen asamalarda diizeltilemez ve dogru tani

yapilamaz (4). Dogru taninin konulabilmesinde dokuya uygun
fiksatif secimi de kritik neme sahiptir. Bu amacla formaldehit
(%10 formalin), pikrik asit (Bouin soliisyonu), alkol (Klark
sollisyonu) ve civa kloriir iceren (Zenker sollisyonu) fiksatif
tirleri gibi sollsyonlar gelistirilerek uygun dokuya uygun
fiksatif kullanimi saglanmistir (5). Glintimiizde en sik kullanilan
fiksatif tlirlerinden biri %10 tamponlu formalin sollisyonudur.
Formalinin kararli bir sollisyon olmasi, hazirlama kolaylig,
maliyetinin disiik olmasi, bircok boyama tiirline uygun olmasi,
cok az artefaktla hiicre/doku yapisini koruyabilmesi ve donmus
kesitler icin uygun olmasi gibi avantajlari vardir. Ancak tiim bu
avantajlarinin yani sira yavas fiksasyon o6zelligi, dokulara yavas
penetre olmasi, cekirdek fiksasyonunda yetersiz kalabilmesi ve
biiziilmeye sebep olmasi gibi dezavantajlari da bulunmaktadir
(4,6). Formaline benzer olarak Bouin sollisyonu da yaygin olarak
kullanilan fiksatiflerdendir. Hiicre cekirdeginin ve glikojenin
en iyi sekilde korunmasini saglamakta, immiinohistokimyasal
uygulamalar icin uygun bir fiksasyon olusturmakta, kiiclk
biyopsi orneklerinde dokuya verdigi sari renk nedeniyle
dokunun gémiilmesi islemi sirasinda goriinirliigiinii artirmakta
ve kollajen fibrillerinin dlciimiinde dokunun uygun sekilde
fiksasyonunu saglamaktadir. Bununla birlikte, dokuyu sari renge
boyamasi, bazik boyalara az affinite gostermesi ve blziilmeye
sebep olmasi gibi olumsuz yonleri de bulunmaktadir (4,7).

Sunulan calismada, kedi ovaryumlarinda OHE sirasinda
uygulanan ligasyon ile dokunun uzaklastirilmasi arasinda gecen
stirenin doku korunumuna etkisi ile kedi ovaryumunda %710
tamponlu formalin ve Bouin fiksatiflerinin etkisinin ortaya
konulmasi ve uygun fiksatifin belirlenmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Calismanin materyalini klinigimize rutin OHE amaciyla
getirilen disi kedilerin ovaryumlari olusturdu. Gebe olmayan 1-2
yas araliginda evcil 6 kedinin ovaryumlari, rutin OHE sirasinda
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biri 3 dk suireyle ovaryan ve uterin pedikil ligasyonu yapilarak
(L+) ve digeri ligasyon yapilmaksizin (L-) alinarak Tablo 1'de
icerikleri gosterilen %10 tamponlu formalin (pH: 7,2-7,4) ve
Bouin soliisyonunda daldirma yontemiyle tespit edildi.

Formalin (HistoPot, irlanda) ve Bouin soliisyonunda (Pikrik
asit; Merck, Almanya) 24 saat tespit edilen kedi ovaryumlar
rutin takip islemine alindi. Dokudan fiksatif ve tortularin
uzaklastiriimasi icin cesme suyu altinda yikanmasi sonrasinda
dereceli alkollerden gecirilerek doku suyundan arindinldi
(dehidratasyon). Bu islemden sonra ksilolde seffaflandirildi ve
etlivde sivi parafin icinde tutularak gomildii. Mikrotomda (Leica,
Germany) 4-6 pm kalinliginda alinan kesitler hematoksilen
eozin ile boyandiktan sonra mikroskop altinda incelenerek
ovaryum folikiilleri degerlendirildi. Saglikli ve dejenere olarak
degerlendirilen primordiyal folikiiller sayilarak karsilastirildi.
Saghkl folikiiller; cekirdek, sitoplazma ve hiicre biitiinligu
olan ovositler ve cevresinde ovositle baglantisi bozulmamis
folikiil hicreleri olarak degerlendirildi. Dejenere folikillerde
ise cekirdek ya da sitoplazma butiinliglini kaybetmis ovositler
ve cevresinde ovosit ile iliskisini kaybetmis ve hiicre biitiinligi
bozulmus folikll hiicreleri olarak izlendi. Tim folikdl tipleri
ovaryumda izlendi ancak primordiyal foliklil sayisi istatistiksel
degerlendirme icin uygun bulundu.

istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS Windows siirim 14.0
(SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Formalin ve Bouin
grubunda sayilan normal ve dejenere primordiyal folikiil sayilari
arasindaki farklilik ki-kare testi kullanilarak analiz edildi.
P-degeri <0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

Bulgular

Fiksatif tipinden bagimsiz olarak operasyon sirasinda ligasyon
yapilarak ve ligasyon vyapilmaksizin cikarilan ve dogrudan
fiksatife alinan (immersiyon) kedi ovaryumlari makroskobik
acidan degerlendirildiginde goriinlimlerinde bir fark izlenmedigi
dikkati cekti. Ligasyon yapilan ve yapilmayan gruplarin histolojik
degerlendirilmesinde doku korunumu ve biitiinligu bakimindan
incelendiginde bir fark ortaya ¢cikmadigi tespit edildi (Sekil 1).

Fiksatiflerin doku korunumuna etkisi incelendiginde; Bouin
ile fikse edilen kedi ovaryum korteksinde gozlenen folikiller

Table 1: Tamponlu formalin ve Bouin soliisyonunun icerigi
Fiksatifler
Tamponlu formalin
%037 Formalin

Fiksatiflerin icerigi .

Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz
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Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat

cogunlukla normal gériinlimde iken formalin ile fikse edilenlerin
cogunlugu dejenere goriinimde foliklllerden olusmaktayd:.
Saghkl foliklllerin ovosit hiicre zar, sitoplazmasi ve cekirdegi
yapisini korurken, folikul hiicreleri ile olan baglantilari ve
temas! bozulmamis sekilde gézlendi. interstisyumda hiicrelerin
bitlnliikleri ve hiicre digi matriks yapilariyla iliskileri
bozulmamisti. Saglikli olmayan dejenere folikillerin sitoplazmasi
eozinofilik go6riinimde, piknotik  cekirdekli ovositler ve
cevresinde diizensiz, ovositlerle baglantilar yer yer kopuk ve
bitiinliglnd kaybetmis folikil hiicreleri izlendi (Sekil 1).

Bouin fiksatifiyle tespit edilen ovaryumda degerlendirilen
foliklil sayisi 2.365, formalin ile fikse edilen ovaryumda
degerlendirilen folikiillerin sayisi 2.345 olarak gozlendi. Bouin
ile fikse edilen ovaryumdaki saglkh folikdllerin sayisinin,
formalin ile fikse edilen ovaryumdaki folikiillerin sayisina gore
istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi belirlendi (Tablo 2;
%2(3): 3.460,57; p<0,001).

Cerrahi midahalelerde ve arastirmalarda ligasyon oldukg¢a
sik yapilan bir islemdir. Ligasyon yapilan doku ya da organda
nekroz ve hemoraji ortaya ¢ikabilmektedir. Bu da tani ve doku
tanimlamasini degistirip yanlis yorumlara neden olabilmektedir.

Ligasyon (=)

%10 Formalin

Sekil 1: Ligasyon yapilan ve yapilmayan ovaryumlarin %10 tamponlu
formalin ve Bouin sollisyonuyla fiksasyon sonrasi goriintiileri

Pf: Primordiyal folikiil, ok ucu: Saglam primordiyal folikiller, *: Dejenere
primordiyal folikiiller. Hematoksilen Eozin boyama. Bar=50 pm

Bouin soliisyonu

?88 rn;:: Doygun pikrik asit 700 mL
4ar %37 Formalin 250 mL
9 Glasiyal asetik asit 50 mL

6,5 gr
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Table 2: Tamponlu formalin ve Bouin soliisyonuyla fikse edilen ovaryumda saglikli ve dejenere primordiyal folikiil sayilarinin

karsilagtirlimasi

Folikiiller Gruplar

Tamponlu formalin
Saghkli folikl 140 (%86,0)
Dejenere folikiil 2.205 (%94,0)
Toplam 2.345

Mogheiseh ve ark/nin (8) calismalarinda képeklerde reprodiktif
organlar uzaklastirlmadan ovaryan pedikil ligasyonunun
etkileri degerlendirildiginde, ligasyondan sekiz hafta sonra
histopatolojik muayene amaciyla alinan ovaryum 6rneklerinde
iskemiye bagli hemoraji, primordiyal ve primer folikillerde
nekroz, konjesyon, farkli derecelerde fibrozis varligi ortaya
konulmaktadir. Bu calismada ligasyondan sonra 3 dakika
beklettigimizde ligasyon yapilmayan gruba gore doku korunumu
acisindan bir fark olmadigini gosterdik. Mogheiseh ve ark!nin
(9) calismasi daha uzun streli yapildigi icin hemoraji, fibrozis,
konjesyon ve nekroz beklenen sonuclardir. Kisa stireli ligasyonda
uterin arterler ovaryumu destekleyerek hiicrede/dokuda
hasar olusmasini Gnlerler (10). Kanser tedavileri oncesinde
ovaryumlarin  korunmasi amaciyla cikarilip dondurularak
saklandigi ve tedavi sonrasi transplante edildigi bilinmektedir.
Bu nedenle, calismamizda kisa siireli ligasyonun doku butiinligu
ve folikiil korunumu agisindan fark olusturmadigr gosterilmistir.

Fiksatiflerin dokuyu canlidan cikarldigr haliyle korumasi
onemlidir. Fiksasyon, histolojik tekniklerin ilk ve en Gnemli
basamaklarindan birisidir. Deney yapilan gruplar arasinda saglikli
karsilastirma yapilabilmesi dokularin yapilarinin korunabilmesine
baghdir. Bu hem dokunun nasil c¢ikarildigi hem de hangi
sollisyonla tespit edildigiyle ilgilidir. Hicbir fiksatif ideal olmasa
da, her fiksatif bir sekilde hiicrenin/dokunun yapisini, protein
icerigini veya histokimyasal boyamasini etkiler ve bu nedenle
fiksatif ve takip slireci, amaca gore dikkatlice en basta secilmelidir
(11). Bununla birlikte, formalin, histoloji laboratuvarlarinin
cogunda tercih edilen fiksatif olmaya devam etmektedir.
Ancak ne yazik ki, formalinin biyolojik bir tehlike oldugu
dogrulanmistir, fiksatif olarak rutin kullanimi biyiik bir saglk
ve glivenlik sorunudur ve bu nedenle daha giivenli alternatifler
arayisi stirmektedir (12). Bouin fiksatifi reprodiiktif organlarda
hiicre/doku morfolojisini korumasi ve immin isaretleme igin
gerekli epitoplari muhafaza etmesi nedeniyle tercih edilen
bir fiksatiftir (13). icinde hem pikrik asit, hem formalin hem
de glasiyal asetik asit barindirmasi nedeniyle hiicrede asetik
asitle ortaya cikan sisme, pikrik asitle ortaya ¢ikan biiziismeyle
dengelenir. Formalinin sitoplazmada neden oldugu bazofili
pikrik asitle duizelir. Pikrik asit hem koagtilasyon gerceklestirerek
hem de capraz baglantilar yaparak fiksasyonu gerceklestirir ve
Bouin soliisyonunun esas fiksasyon mekanizmasi pikrik asitin

Bouin soliisyonu
2.168 (%91,7) 2.308 (%049,0)
197 (%8,3) 2.402 (%51,0)
2.365 4.710

Toplam

etkisidir (14). Bufalo ve ark. (15) at ovaryumunu Bouin, Karnoy
ve %10 formalin sollisyonunun her birinde farkli stirelerde (6, 12
ve 24 saat) tutarak fikse etmisler ve preantral folikiilleri normal
ve dejenere olarak degerlendirmislerdir. Ovaryumlarin Bouin ve
Karnoy sollisyonunda 12 ve 24 saatlerde fiksasyonu en uygun
slire ve fiksatif olarak belirlemislerdir. Sunulan calismamizda da
kedi ovaryumunun Bouin sollisyonunda 24 saat tutulmasinin
uygunlugu bu calismanin bulgularina paralel olarak ortaya
konulmustur. Sarma ve ark. (16) fare ovaryumunda Bouin ve
%10 formalin fiksatifi sonrasinda primordiyal folikiil sayimi
yapip karsilastirdiklarinda calismamizda oldugu gibi Bouin
sollisyonunun folikiil korunumunu saglayarak tanimlanmasini
kolaylastirdigini bulmuslardir.

Bir tek fiksatifin histopatolojik analizlerde tiim amaclar
dogrultusunda kullaniimasi mimkiin degildir. Bazi fiksatifler
cekirdek vyapisini korurken, bazilari protein epitoplarinin
kaybini onleyerek immin isaretlemeyi kolaylastirir, bir kismi
hiicre iskeletinin butlnltglni saglarken, digerleri de organel
diizeyinde korunum saglayarak ince vyapi incelemelerine
olanak saglar. Bu nedenle, her organ ve doku igin dogru
fiksatif denenerek ortaya konulmali ve amaca goére en iyi
sonuc veren fiksatif kullaniimalidir. Sunulan calismada da kedi
ovaryumlarinin fiksasyonunda kisa siireli ligasyonunun etkisinin
bulunmadigi ve Bouin soliisyonunun formaline gore daha iyi bir
doku korunumu sagladigi ortaya konulmustur.
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