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Bu çalışmada kara ciğer glikoje n tesbitinde değişik {iksatiflerin etkileri , fik · 
sasyon süresi ue ortam şartları (sıcaklık fark ı , hava ue su) içinde incelenip , birbir­
leriy le kıyaslanması ve en iyi yöntemin saptanması amaç /andı . 

Karaciğerden alınan ö rneklerde deney so nucunda ; 24 ue 48 saat oda sıcaklığın­

da (20° C) Orth solüsyonunda ueya 24 saat 44° C'de Orth solüsyonu ue tuzlu-forma­
linde ueya 4 ue B gün oda sı('aklığında Orth solüsyonu ue tuzlu -formalind e {ikse edi­
len parç alarda gli kojenin en iyi şekilde korunduğu gösterildi. 

S UM MARY 

A Histological Investigation of the Effects of Fixatives on the Fixation 
ofGlycogen 

In this study, the e ffects o f uarious fixatives on the fix ation of liuer glycogen 
in different environmen tal conditio ns and of d ifferent fix ation time was inuestiga­
ted and the results were comparedin ord er to determine the best method. 

Experimenta l resu lts showed that the glycogen was stored successfully in 
Ort h 's fluid at room temperature (20° C) for 24-48 hours or in Ort h 's fluid and 
formal-saline a t 44°C fo r 24 ho urs or in Ort h's fluid and formal-saline for 4-8 days 
in room temperature. 
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Günümüzde elektron mikroskobuna kadar ulaşan morfolojik yöntemlerin te­
meli, oluşumların ince yapılannı fazla bozmadan aslına çok yakın olarak, fikse et­
tikten sonra incelenmesini sağlamaktır. Fiksasyondan amaç, dokuların morfolojik 
görünümlerinde ortaya çıkacak dejenerasyonların önüne geçilmesidir ı • 2 • 

Fiksasyon dokularda önemli etkiler yapar. En önemli etkilerinden biri, doku­
ların proteinlerini ve diğer yapılarını pıhtılaştırıp, doku takibinde onların kaybını ve 
dağılmasını önlemektir. Aynca, hücre ve doku kısımlarının ışığı farklı kurma indeks­
leri ile aynlmasına yardım eder. Dikkati çeken bir etkisi de, boyaların tesirini kolay­
laştırmaktır ı • 3 - 6 • 

Burada kontrol edilmesi gereken önemli hususlar şunlardır: 
-ölümle, dokunun fiksasyonu arasında geçen zaman, 
- Fiksatiflerde dokunun tutulma süresi, 
-Dokunun oda sıcaklığında havada bırakılması, 
-Dokunun fiksasyondan önce suda kalma olasılığı. 
Yukarıda maddeler halinde belirtilen nedenler, genel olarak moı::foloji enstitü­

lerinde (Histoloji, Anatomi, Patoloji) teknik yetersizlikler nedeniyle karşılaşılan ve 
dokularda istenilen özelliklerin kaybolmasına yol açabilen durumlardır ı • 3 . 

Bu çalışma, hayvan karaciğerinde glikojen tesbitinde, değişik fiksatiflerin et­
kilerinin yanında yukarıda sayılan ortam şartları (zaman, sıcaklık farkı, hava ve su) 
içinde incelenip, birbirleriyle kıyaslanınası ve en iyi yöntemin saptanması amacıyla 
yapılmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Çalışmada, "Uludağ üniversitesi Hayvan Araştırma Merkezi" nden sağlanan, 
Swiss Albino cinsi ı adet ı ,5 yaşında erkek tavşan kullanıldı. 

Deney öncesi tavşan tartıldı (3.050 kg.). Çevresel etkilerden uzak, özel kafe­
sinde bir hafta süre ile beslenmeye alındı . Beslenme iç in Palet tavşan yemi sürekli 
verildi. Su kabına şekerli su (% 5'1ik) dolduruldu. Deney hayvanının, kontrolde tu­
tulduğu süre içinde, yem ve suyunu normal sınırlar içinde tükettiği görüldü. Desereb­
re etmeden 6 saat önce, ıoo cc. % ıO'luk dektran kulak veni (V.auricula externa) 'n­
den perfüze edildi (20 damla/dakika). Tavşan tartılarak (3 . ı 70 kg.) deserebre edildi. 
Kann boşluğu hemen açılarak karaciğeri çıkarıldı. Karaciğerin sağ Iabundan alınan 
60 adet 5 mm.'lik kübik parçalar zaman kaybetmeden çalışmada kullanılan ı o deği­
şik fiksatife konarken, daha büyük iki parçadan biri su içine kondu, diğeri de hava­
da bırakıldı. Hava ve suda 30 dakika tutulan parçalardan hazırlanan ıo'ar tane 
5 mm. 'Jik parçalarda fiksatiflere kondu. Bu çalışmada; 

ı. % ıo'Juk formalin solüsyonu, 
2- Tuzlu formalin solüsyonu, 
3- Nötral formalin solüsyonu, 
4- Kalsiyum Asetatlı formalin solüsyonu, 
5- Formalin-Alkol solüsyonu, 
6- Absolü alkol solüsyonu, 
7- Zenkersolüsyonu , 
8- Zenkedormal solüsyonu, 
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9- Bouin solüsyonu, 
10- Orth solüsyonu, fiksatif olarak kullanıldılar. 
Yukarıdaki fiksatiflere konan karaci~er parçalanndan zaman farkı (fiksasyon 

süresi) ve ortam şartlarında (sıcaklık farkı, hava ve suda kalma), fiksatiflerin birbirle­
riyle kıyaslanınası amacıyla 8 grup meydana getirildi. Gruplar; 

A-Grubu: 24 saat 
B-Grubu: 48 saat 
C-Grubu: 4 gün 
D-Grubu: 8 gün 

Hemen fiksatiflere konarak, laboratuvar sıcaklı~ı 
(ortalama 20°C)'nda tutuldular. 

E-Grubu: 24 saat- 3°C de 
F-Grubu: 24 saat- 44° C de 

Hemen fiksatiflere kondular. 

G-Grubu: 24 saat- 30 dakika suda 
H-Grubu: 24 saat- 30 dakika havada 

tutulduktan sonra (20°C'de) 
fiksatiflere kondular. 

- A, B, C ve D gruplarında , fiksasyon süresinin önemi, 
-E ve F gruplarında, sıcaklık farklannın fiksasyondaki etkileri, 
- G ve H gruplarında, suda tutma ve havada bırakmanın, karaci~er glikojen 

tesbitindeki etkileri incelendi. 
Fiksatiflerin de~erlendirilmesinde: 
- A, B, C ve D grupları, birbirleriyle kıyaslaoarak de~erlendirildiler (her grup, 

di~erlerinin kontrolünü yaptı). 
-E, F, G ve H gruplarının de~erlendirilmesi, A grubu ile kıyaslandı (A grubu, 

bunlann kontrolünü yaptı). 
Farklı sürede ve sıcaklıkta tutulan karaci~er parçalarından, fiksatiflerden çıka­

nldıktan sonra hemen dehidratasyon ve şeffaflandırma işlemleri uygulanarak para­
fin bloklar yapıldı ı • 7 • 

Laboratuvar çalışmasında homojeniteye dikkat edilerek hazırlanan 80 adet 
bloktan, kızaklı mikrotomla 6-7 mikron kalınlı~ında alınan kesitlerden, 720 prepa­
rat (her bloktan 9'ar kesit) karaci~er hücresinde glikojenin gösterilmesi amacıyla Pe­
riodic-Acid-Schiff (PAS) yöntemiyle boyanarak, kanada balsamı ile kapatıldı­

lar ı • 3 
• 

7 
• 

8
• pAS boyamasında , pozitif boyanmanın gerçekten glikojene ait olup ol­

madı~ı Malt diastazı ile kontrol edildi 1 
• 

Gösterilen glikojen miktarının de~erlendirilmesi; Kesitlerdeki glikojen boyan­
ma yo~unlu~nun görünümüne göre (O) dan(++++) olarak derecelendirildi. Gliko­
jenin hiç olmadı~ ı duruma (O) denilirken, en fazla yo~unlu~a ( ++++) verildi. Di­
~er durumlar için aradaki kademeler (+),(++)ve(+++) kullanıldı. 

BULGULAR 

Boyanmış 720 preparatın incelenmesi sonucunda ; karaci~er klasik lobulün 
merkezindeki V. centralis'ten çevreye do~ru ışınsal olarak yayılan, dalianan ve anas­
tomozlaşan karaci~er hücrelerinin (hepatosit lerin) oluşturdu~u kordonlar, sinuzoid­
ler ve lobulün köşelerinde yer alan porta! aralıklar genellikle uygun şekilde koruna­
bilmişti. Poligonal şekilli hepatositler de genellikle tek sentrik nukleus bulunuyordu. 
Hepatositlerin iki nukleuslu olanına da rastlandı. 
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Hepatositlerin sitoplazmalarında, fiksatifin tümüne göre farklılıklar gösteren, 
genellikle PAS ile koyu kırmızı boyanmış granüller göıül~ü. . . . . 

Zenker solüsyonu ile yapılan tesbitlerde hepatosıtlenn sıtoplazmaları ıçınde 
PAS'la koyu kırmızı boyanan granüller göıüldü. Granüller sinuzoidler ve V. centralis'· 
in lümeni içinde de tesbit edildi. Glikojen granülleri sitoplazmanın bir bölümünde ve 
düzensiz bir şekilde üst üste yı~tılan kümeler oluşturmuştu. V.centralis içindeki erit­
rositler de glikojen partikülleri ile aynı renkte boyanmıştı. 

Tüm gruplardan hazırlanan preparatlann incelenmesi sonucu Zenker solüsyo· 
nu, glikojen korunması için uygun bir fiksatif olmadıltından (O) olarak de~terlendi· 
rildi. 

Çalışmada kullanılan 10 de~tişik fiksatifin karacilter glikojen tesbitindeki etki· 
leri tabloda belirtildilti gibi gözlendi. 

Ta blo: 1 
Değişik Fiksati{lerle Tespitten Sonra Tauşan Karaciğerinde Glikojenin, PAS 

Boyama Yön temiyle Gösterilm esi 

GR UPLA R A B c D E F G H 

FİKSATit'LER Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu Gr ubu Gr ubu Grubu 

ı %10 luk forrmlin ++ ++ +++ +++ ++ +++ + + 

2 Tuz lu formalin +++ +++ ++++ ++ ++ +++ ++++ ++ ++ 

3 Nöl ra l fo rmalin + + ++ ++ + + + + 

4 Kalsiyum asetatlı formalin + ++ ++ ++ + ++ + + 

5 Forma l in-alkol ++ +++ +++ ++ + ++ ++ ++ ++ 

6 Absolü alkol +++ +++ +++ +++ + ++ +++ ++ ++ 
7 Ze nker solüsyonu o o o o o o o o 
8 Zenker·formal solüsyonu ++ ++ ++ +++ ++ ++ + + 
9 Bou in solüsyonu + ++ +++ ++ + +++ + ++ +++ ++ ++ 

10 Orth so lüsyonu ++++ ++++ +++ + ++++ + ++ + ++++ ++ + +++ 

Ma lt Diastaz kont rollü PAS o o o o o o o o 
TARTIŞMA 

Çalışmada kullanılan deltişik doku fiksatifleriyle, karacilterin üniform ve tam 
olarak tesbit edildi~i gözlenmişti. Ancak glikojenin üniform olarak da~tıldıltı bilinen 
tüm preparatlann kıyaslanınası sonucunda hangi fiksatifin daha iyi oldu~tu ve fiksas­
yon zamanı ile dilter faktörlerin (sıcaklık farkı, su ve hava) etkisi ortaya konmakta· 
dır. Buna göre ; 

Değişik fik satiflerin {iksasyon zamanının glikojen üzerine etkisi: 

Tablo 1 'den anlaşılacağı gibi basit ve genellikle kullanılan formalin fiksatifleri 
ve dilterleri ile 24 saate kadar olan fiksasyonda glikojen PAS ile reaksiyon vermekte 
ise de fiksasyon zamanı uzatıldı~ında kesitlerdeki glikojen miktarının 4 . güne kadar 
fazlalaştıltı fakat 8.güne kadar tesbit süresi uzatılan preparatlarda 4. güne kıyasla 
bir farklılık olmadı~ı izlendi. Böylece glikojen tesbitinde ideal olarak 4 günlük bir 
fiksasyon zamanının gerekli oldu~tunu söyleyebiliriz . 
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Formalin solüsyonları içerisinde formalin alkol ve özellikle tuzlu formalinde 
fikse edilen parçalardan hazırlanan kesitlerdeki glikojen di~erlerine kıyasla fazla 
miktarda bulundu. % lO'luk formalinde fikse edilen parçalarda fiksasyonun 4 . gü· 
nünde ( +++) glikojen gösterile bildi. Tuzlu formali n ve formalin-alkol iç inde gliko· 
jen miktarının 4. günde en fazla olması yukarıda belirttiğimiz hususu vurgulamak· 
tadır. Vallance-Owen % 4'lük formalin kullandı~ında Best-karmin metoduyla iyi so­
nuç aldı~ını yayınlamıştır 4

• Çalışmada hem PAS boyası hem de % 10'luk formalin 
kullandı~ımız için bir kıyaslama yapamadık. 

Absolü alkol fiksasyonunda fiksasyon süresi uzatıldı~ı zaman dahi ancak 
(+++ ) de~erinde glikojen saptandı. Vallance-Owen'de benzeri gözleml kaydetmiş ­

tir 4
. Yine Kugler ve Wilkinson absolü alkolün varolan glikojeni modifiye ederek 

bunlarda boyanma özelliğini kaybettirdiğini ve yaptığı kantitatif çalışmalarda abso­
tü alkol ile karaci~er glikojeninin ancak % 90'ının korunabildi~ini bildirmiştir ~. 

Zenker fiksatifi ile bulgularmuz (O) olarak belirt ildi. Zenker'in glikojen için 
uygun bir fiksatif olmadığı , doku glikojenini aktif olarak harapladığı Kugler ve Wil­
kinson (1964)'un ç alışmalarında da vurgulanmıştır 5

• 

Bouin fiksatifi ile fiksasyon zamarıları arasında saptanan glikojen miktarında 
farklılık olmadığı görüldü ve glikojen ( +++) olarak değerlendirildi. Kugler ve Wil­
kinson, Bouin solüsyonunun dokuya girme özelliğinin fazla olmaması nedeniyle 
glikojen tesbitini önermemektedirler 5

• Çalışmamızda iyi sonuç alınmasını çok 
küçük doku parçaları kullanmamıza bağlayabiliriz. 

Değişik fiksatiflerle fiksasyon zamanının glikojen miktarı üzerine etkisini in­
celeyen Trott (1961)'un bulgularıyla bizim bulgularımız arasında bazı noktalarda 
ayrıcalık bulunmaktadır 6

. Trott 3 mm.den kalın parçaların glikojen fiksasyonu için 
uygun olmadığını belirtmekteyse de çalışmamızda 5 mm. kahnlıktaki parçalar halin­
deki tesbit ettiğimiz dokularda Iyi sonuç almış bulunmaktayız . Araştırıcı en iyi fik­
satif olarakAsetik alkol-formalİn solüsyonunu önermektedir. 

Orth solüsyonu 24 saatlik fiksasyon süresinde bile en iyi glikojen koruyucusu 
olarak(+++ +) görüldü. Böylece hem fiksasyon süresinin kısa olması hem de gliko­
jenin en iyi korunması açısından Orth solüsyonunun incelediğimiz diğer fiksatiflere 
layasla bariz bir üstürılük gösterdiği çok açıktır. Tarayabildiğimiz kaynaklar arasın­
da Orth solüsyonu ile ilgili bir çalışmaya rastlamadığımızdan bu bulgumuzu kıyasla­
ma olanağı bulamadık. 

Fiksatifler için uygun fiksasyon zamanlarının değişkenli~! fiksatifin pH ile 
ilgili olabileceği düşüncesindeyiz .Bu noktanın açıklığa kavuşması için daha fazla ça­
lışma yapılması gerekmektedir. 

Fiksasyon Isısının G likojen Miktarı Uzerine Etkisi: 

Absolü alkol, Alkol-formalin, Zenker, Zenker-formal, Bouin ve Orth solüsyon­
larındaki ısı değişiklikleri, glikojen miktarında bir değişiklik göstermedi. Genellikle 1 

kullanılan formalin fiksatiflerinde ise fiksatiflerin ısısının düşülmesi (3°C) herhangi 
bir değişiklik göstermemesine karşın, ısının yükseltilmesi (44°C) fiksasyonu olurrılu 
yönde etkiledi (Tablo 1). 

Bu sonuçlar Vallance-Owen'in bulgularıyla uyuşmamaktadır 4
• Çünkü 

araştırıcı parçaları 18 ve 48 saat soğuk ortamda tuttuktan sonra normal sıcaklıktaki 

( Ul-20"C) fiksatiflere koyarak glikojeıı kac;ışını göstermişti. 
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Su ve Havada Tutmanın Glikojen Miktarı Vzerine Etkisi : 
Kugler ve Wilkinson (1964)'a göre glikojen ölümden sonra 90 dakika içinde 

kaybolmaya başlamaktadır 5
• Bu nedenle fiksasyonda en önemli husus parçanın he­

men alınarak tesbit solüsyonuna konulmasıdır. Nitekim çalışmamızda parçaların 
tesbit solüsyonlarına kanmadan önce suda ve havada tutulması , glikojen miktarında 
az da olsa bir miktar azalmaya neden oldu~u görüldü (Tablo 1). 

Sonuçlar Vallance-Owen'in bulgularıyla uyum içerisindedir 4 
_ 

Sonuçlara göre PAS boyama yöntemiyle, kullanılan fiksatifler arasında en iyi 
Orth solüsyonu oldu~u, bunu tuzlu-formalin ve Bouin solüsyonunun izledi~i görül­
müştür. 

Fiksasyon zamanının oda sıcaklı~ında (20° C) Orth solüsyonu ve Bo u in solüs­
yonununda 24 saat, tuzlu formalinde ise 4 gün olması, fiksatif sıcaklı~ının Orth so­
lüsyonu ve Bouin solüsyonunda farklılık göstermedi~i, ancak tuzlu-formalinde sıcak· 

h~ın yükseltilmesiyle (44°C), 24 saatlik fiksasyonun yeterli oldu~u görülmüştür. 
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