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OZET

Bu c¢alismada karaciger glikojen tesbitinde degisik fiksatiflerin etkileri, fik-
sasyon siiresi ve ortam sartlar: (sicaklik farki, hava ve su) icinde incelenip, birbir-
leriyle kiyaslanmasi ve en iyi yontemin saptanmas: amagland.

Karacigerden alinan érneklerde deney sonucunda 24 ve 48 saat oda sicakhgn-
da (20 C) Orth soliisyonunda veya 24 saat 44°C'de Orth soliisyonu ve tuzlu-forma-
linde veya 4 ve 8 giin oda sicaklifinda Orth soliisyonu ve tuzlu-formalinde fikse edi-
len pargalarda glikojenin en iyi sekilde korundugu gésterildi.

SUMMARY

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

In this study, the effects of various fixatives on the fixation of liver glycogen
in different environmental conditions and of different fixation time was investiga-
ted and the results were compared in order to determine the best method.

Experimental results showed that the glycogen was stored successfully in
Orth's fluid at room temperature (20°C) for 24-48 hours or in Orth's fluid and
formal-saline at 44°C for 24 hours or in Orth's fluid and formal-saline for 4-8 days
in room temperature.
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Giiniimiizde elektron mikroskobuna kadar ulagan morfolojik yontemlerin te-
meli, olugumlarm ince yapilarini fazla bozmadan aslina ¢ok yakm olarak, fikse et-
tikten sonra incelenmesini saglamaktir. Fiksasyondan amag, dokularin morfolojik
goriiniimlerinde ortaya ¢1kacak dejenerasyonlarin Gniine gecilmesidir ' 2.

Fiksasyon dokularda énemli etkiler yapar. En 6nemli etkilerinden biri, doku-
larin proteinlerini ve diger yapilarini pihtilastirip, doku takibinde onlarin kaybini ve
dagilmasinmi onlemektir. Ayneca, hiicre ve doku kisimlarinin 15181 farkli kurma indeks-
leri ile aynlmasina yardim eder. Dikkati ceken bir etkisi de, boyalarmn tesirini kolay-
lagtirmaktir ' +* ¢,

Burada kontrol edilmesi gereken 6nemli hususlar sunlardir:

— Oliimle, dokunun fiksasyonu arasinda gegen zaman,

— Fiksatiflerde dokunun tutulma siiresi,

— Dokunun oda sicakliginda havada birakilmasi,

— Dokunun fiksasyondan dnce suda kalma olasilig1.

Yukarida maddeler halinde belirtilen nedenler, genel olarak morfoloji enstitii-
lerinde (Histoloji, Anatomi, Patoloji) teknik yetersizlikler nedeniyle karsilasilan ve
dokularda istenilen 6zelliklerin kaybolmasma yol agabilen durumlardir ' +3.

Bu ¢aligma, hayvan karacigerinde glikojen tesbitinde, degisik fiksatiflerin et-
kilerinin yaninda yukarida sayilan ortam sartlari (zaman, sicakhk farki, hava ve su)

iginde incelenip, birbirleriyle kiyaslanmasi ve en iyi yontemin saptanmasi amaciyla
yapilmistir.

GERE( ve YONTEM

Gahsmada, "Uludag Universitesi Hayvan Arastirma Merkezi''nden saglanan,
Swiss Albino cinsi 1 adet 1,5 yasinda erkek tavsan kullanildi.

Deney Gncesi tavsan tartildi (3.050 kg.). Cevresel etkilerden uzak, ozel kafe-
sinde bir hafta siire ile beslenmeye alindi. Beslenme i¢in Palet tavsan yemi siirekli
verildi. Su kabma sekerli su (% 5'lik) dolduruldu. Deney hayvanimin, kontrolde tu-
tuldugu siire i¢inde, yem ve suyunu normal sinirlar icinde tiikettigi gonildii. Desereb-
re etmeden 6 saat 6nce, 100 cc. % 10'luk dektron kulak veni (V.auricula externa)'n-
den perfiize edildi (20 damla/dakika). Tavsan tartilarak (3.170 kg.) deserebre edildi.
Kann boglugu hemen agilarak karacigeri ¢ikarild:. Karacigerin sag lobundan alinan
60 adet 5 mm. lik kiibik parcalar zaman kaybetmeden ¢alismada kullamlan 10 degi-
sik fiksatife konarken, daha biiyiik iki par¢adan biri su i¢ine kondu, digeri de hava-
da birakildi. Hava ve suda 30 dakika tutulan pargalardan hazrlanan 10'ar tane
5 mm. lik pargalarda fiksatiflere kondu. Bu caligmada;

1- % 10'luk formalin soliisyonu,

2- Tuzlu formalin soliisyonu,

3- Notral formalin soliisyonu,

4- Kalsiyum Asetath formalin soliisyonu,

5- Formalin-Alkol soliisyonu,

6- Absolii alkol soliisyonu,

7- Zenker soliisyonu,

8- Zenker-formal soliisyonu,
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9- Bouin soliisyonu,

10- Orth soliisyonu, fiksatif olarak kullanildilar.

Yukaridaki fiksatiflere konan karaciger pargalanindan zaman farki (fiksasyon
siiresi) ve ortam sartlarinda (sicaklik farki, hava ve suda kalma), fiksatiflerin birbirle-
riyle kiyaslanmasi amaciyla 8 grup meydana getirildi. Gruplar;

A-Grubu: 24 saat

B-Grubu: 48 saat Hemen fiksatiflere konarak, laboratuvar sicaklig
C-Grubu: 4 giin (ortalama 20°C)'nda tutuldular.
D-Grubu: 8 giin

L+
E-Grubu: 24 saat — 3" Cde Hemen fiksatiflere kondular.
F-Grubu: 24 saat — 44 Cde

G-Grubu: 24 saat — 30 dakika suda tutulduktan sonra (20°C'de)
H-Grubu: 24 saat — 30 dakika havada fiksatiflere kondular.

— A, B, Cve D gruplarinda, fiksasyon siiresinin 6nemi,

— E ve F gruplarinda, sicakhk farklarinin fiksasyondaki etkileri,

— G ve H gruplannda, suda tutma ve havada birakmanin, karaciger glikojen
tesbitindeki etkileri incelendi.

Fiksatiflerin degerlendirilmesinde:

— A, B, C ve D gruplan, birbirleriyle kiyaslanarak degerlendirildiler (her grup,
digerlerinin kontroliinii yapti).

— E, F, G ve H gruplarinin degerlendirilmesi, A grubu ile kiyaslandi (A grubu,
bunlarin kontroliinii yapti).

Farkh siirede ve sicaklikta tutulan karaciger parcalarindan, fiksatiflerden ¢ika-
rildiktan sonra hemen dehidratasyon ve seffaflandirma iglemleri uygulanarak para-
fin bloklar yapild: ' 7.

Laboratuvar calismasinda homojeniteye dikkat edilerek hazirlanan 80 adet
bloktan, kizaklh mikrotomla 6-7 mikron kalinhginda alinan kesitlerden, 720 prepa-
rat (her bloktan 9'ar kesit) karaciger hiicresinde glikojenin gosterilmesi amaciyla Pe-
riodic-Acid-Schiff (PAS) yontemiyle boyanarak, kanada balsamu ile kapatildi-
lar '+3.7.8 PAS boyamasinda, pozitif boyanmanin gergekten glikojene ait olup ol-
madig1 Malt diastazi ile kontrol edildi '.

Gosterilen glikojen miktarmin degerlendirilmesi; Kesitlerdeki glikojen boyan-
ma yogunlugunun goriniimiine gore (0) dan (++++) olarak derecelendirildi. Gliko-
jenin hi¢ olmadigi duruma (0) denilirken, en fazla yogunluga (++++) verildi. Di-
ger durumlar icin aradaki kademeler (+), (++) ve (+++) kullanildi.

BULGULAR

Boyanmis 720 preparatin incelenmesi sonucunda; karaciger klasik lobuliin
merkezindeki V. centralis'ten cevreye dogru 1sinsal olarak yayilan, dallanan ve anas-
tomozlasan karaciger hiicrelerinin (hepatositlerin) olugturdugu kordonlar, sinuzoid-
ler ve lobuliin koselerinde yer alan portal araliklar genellikle uygun sekilde koruna-
bilmisti. Poligonal sekilli hepatositler de genellikle tek sentrik nukleus bulunuyordu.
Hepatositlerin iki nukleuslu olanma da rastland.
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Hepatositlerin sitoplazmalarinda, fiksatifin timine gore farklihklar gosteren,
genellikle PAS ile koyu kirmizi1 boyanmig graniiller goriildii.

Zenker soliisyonu ile yapilan tesbitlerde hepatositlerin sitoplazmalar icinde
PAS'la koyu kirmizi boyanan graniiller goriildii. Graniiller sinuzoidler ve V. centralis'-
in liimeni icinde de tesbit edildi. Glikojen graniilleri sitoplazmanin bir bdliimiinde ve
diizensiz bir gekilde iist iiste yigilan kiimeler olugturmustu. V.centralis i¢indeki erit-
rositler de glikojen partikiilleri ile ayni renkte boyanmsti.

Tiim gruplardan hazirlanan preparatlarin incelenmesi sonucu Zenker soliisyo-
nu, glikojen korunmasi i¢in uygun bir fiksatif olmadifindan (0) olarak degerlendi-
rildi.

Cahgmada kullanilan 10 degisik fiksatifin karaciger glikojen tesbitindeki etki-
leri tabloda belirtildigi gibi gozlendi.

Tablo: 1
Depisik Fiksatiflerle Tespitten Sonra Tavsan Karacigerinde Glikojenin, PAS
Boyama Ydontemiyle Gosterilmesi

GRUPLAR A B C D E E G H
FIKSATIFLER Grubu |Grubu |Grubu |[Grubu |Grubu |Grubu (Grubu |Grubu
1 | %10 luk formalin ++ t+ | 4+ | | H+ +++| + +
2 | Tuzlu formalin +++ | +++ [+ | R R | ++
3 | Notral formalin + & ++ ++ + ¥
4 [Kalsiyum asetath formalin + 4+ ++ ++ + ¥
5 | Formalin-alkol ++ L Ft+ | A | A+ | ++ | ++ ++
6 | Absolii alkol B o [ T S I S o S S S S S ++
7 | Zenker solisyonu 0 0 0 0 0 0 0 0
8 | Zenker-formal soliisyonu ++ ++ ++ +++ | ++ ++ + +
9 | Bouin soliisyonu na a0 R I B I S ++
10 | Orth soliisyonu Rl o ol bl Bt o B o e ) o o ot |
Malt Diastaz kontrolli PAS 0 0 0 0 0 0 0 0

TARTISMA

Cahgmada kullamlan degisik doku fiksatifleriyle, karacigerin iiniform ve tam
olarak tesbit edildigi gozlenmisti. Ancak glikojenin iiniform olarak dagildig: bilinen
tim preparatlann kiyaslanmasi sonucunda hangi fiksatifin daha iyi oldugu ve fiksas-
yon zamani ile diger faktSrlerin (sicakhk farks, su ve hava) etkisi ortaya konmakta-
dir. Buna gore;

Degisik fiksatiflerin fiksasyon zamaninin glikojen iizerine etkisi:

Tablo 1'den anlasilacag gibi basit ve genellikle kullanilan formalin fiksatifleri
ve digerleri ile 24 saate kadar olan fiksasyonda glikojen PAS ile reaksiyon vermekte
ise de fiksasyon zamam uzatildiginda kesitlerdeki glikojen miktarmm 4. giine kadar
fazlalastig) fakat 8.giine kadar tesbit siiresi uzatilan preparatlarda 4. giine kiyasla

bir farklihk olmadig: izlendi. Boylece glikojen tesbitinde ideal olarak 4 giinliik bir
fiksasyon zamanmnn gerekli oldugunu sdyleyebiliriz.
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Formalin soliisyonlan icerisinde formalin alkol ve o6zellikle tuzlu formalinde
fikse edilen parcalardan hazirlanan kesitlerdeki glikojen digerlerine kiyasla fazla
miktarda bulundu. % 10'luk formalinde fikse edilen parcalarda fiksasyonun 4. gii-
niinde (+++) glikojen gosterilebildi. Tuzlu formalin ve formalin-alkol i¢inde gliko-
jen miktarinin 4. giinde en fazla olmasi yukarida belirttigimiz hususu vurgulamak-
tadir. Vallance-Owen % 4'lik formalin kullandiginda Best-karmin metoduyla iyi so- |
nuc¢ aldifini yaymnlamigtir 4 Cahsmada hem PAS boyasi hem de % 10'luk formalin |
kullandigimiz igin bir kiyaslama yapamadik.

Absolii alkol fiksasyonunda fiksasyon siiresi uzatildif1 zaman dahi ancak
(+++) degerinde glikojen saptandi. Vallance-Owen'de benzeri gozlemi kaydetmis-
tir *. Yine Kugler ve Wilkinson absolii alkolin varolan glikojeni modifiye ederek
bunlarda boyanma 6zelligini kaybettirdigini ve yaptig1 kantitatif ¢calismalarda abso-
lii alkol ile karaciger glikojeninin ancak % 90'inin korunabildigini bildirmistir *.

Zenker fiksatifi ile bulgularimiz (0) olarak belirtildi. Zenker'in glikojen icin
uygun bir fiksatif olmadigi, doku glikojenini aktif olarak harapladigi Kugler ve Wil-
kinson (1964)'un ¢alismalarinda da vurgulanmstir °.

Bouin fiksatifi ile fiksasyon zamanlar1 arasinda saptanan glikojen miktarinda
farklihk olmadifi gorildii ve glikojen (+++) olarak degerlendirildi. Kugler ve Wil-
kinson, Bouin solisyonunun dokuya girme ozelliginin fazla olmamasi nedeniyle
glikojen tesbitini &nermemektedirler °. Calismamizda iyi sonu¢ alinmasim ¢ok
kiiciik doku parcalan kullanmamiza baglayabiliriz.

Degisik fiksatiflerle fiksasyon zamammnn glikojen miktar iizerine etkisini in-
celeyen Trott (1961)'un bulgulanyla bizim bulgularimiz arasinda bazi noktalarda
ayricalik bulunmaktadir ®. Trott 3 mm.den kalin par¢alarm glikojen fiksasyonu icin
uygun olmadigini belirtmekteyse de ¢alismamizda 5 mm. kalinliktaki parcalar halin-
deki tesbit ettigimiz dokularda iyi sonu¢ almis bulunmaktayiz. Arastirici en iyi fik-
satif olarak Asetik alkol-formalin soliisyonunu 6nermektedir.

Orth soliisyonu 24 saatlik fiksasyon siiresinde bile en iyi glikojen koruyucusu
olarak (++++) goriildi. Boylece hem fiksasyon siiresinin kisa olmasi hem de gliko-
jenin en iyi korunmas: ac¢isindan Orth soliisyonunun inceledigimiz diger fiksatiflere
kiyasla bariz bir istiinliik gosterdigi ¢ok agiktir. Tarayabildigimiz kaynaklar arasin-
da Orth soliisyonu ile ilgili bir galismaya rastlamadigimizdan bu bulgumuzu kiyasla-
ma olanag: bulamadik.

Fiksatifler i¢in uygun fiksasyon zamanlarnnin degiskenligi fiksatifin pH ile
ilgili olabilecegi diisiincesindeyiz Bu noktanm agikhiga kavusmasi i¢in daha fazla ¢a-
hisma yapilmas: gerekmektedir.

Fiksasyon Isisinin Glikojen Miktar: Uzerine Etkisi:

Absolii alkol, Alkol-formalin, Zenker, Zenker-formal, Bouin ve Orth soliisyon-
larindaki 151 degisiklikleri, glikojen miktarinda bir degisiklik gostermedi. Genellikle
kullamlan formalin fiksatiflerinde ise fiksatiflerin 1s1smin diisiilmesi (3°C) herhangi |
bir degisiklik gostermemesine karsin, 1sinin yiikseltilmesi (44° C) fiksasyonu olumlu
yonde etkiledi (Tablo 1). ‘

Bu sonuglar Vallance-Owen'in bulgulariyla uyusmamaktadir *. Ciinkii |
arastinel pargalar: 18 ve 48 saat soguk ortamda tuttuktan sonra normal sicakliktaki '
(18-20°C) fiksatiflere koyarak glikojen ka¢isim gostermisti.
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Su ve Havada Tutmanin Glikojen Miktar: Uzerine Etkisi:

Kugler ve Wilkinson (1964)'a gore glikojen olimden sonra 90 dakika i¢inde
kaybolmaya baglamaktadir °. Bu nedenle fiksasyonda en 6nemli husus par¢anin he-
men alinarak tesbit soliisyonuna konulmasidir. Nitekim ¢aliymamizda pargalarin
tesbit soliisyonlarina konmadan once suda ve havada tutulmasi, glikojen miktarmda
az da olsa bir miktar azalmaya neden oldugu goriildii (Tablo 1).

Sonuglar Vallance-Owen'in bulgulariyla uyum icerisindedir *.

Sonuglara gore PAS boyama yontemiyle, kullanmilan fiksatifler arasinda en iyi
Orth soliisyonu oldugu, bunu tuzlu-formalin ve Bouin soliisyonunun izledigi gonil-
miigtiir.

Fiksasyon zamanmnm oda sicakhiginda (20°C) Orth soliisyonu ve Bouin soliis-
yonununda 24 saat, tuzlu formalinde ise 4 giin olmasi, fiksatif sicakliginin Orth so-
liisyonu ve Bouin soliisyonunda farklilik gostermedigi, ancak tuzlu-formalinde sicak-
hgin yiikseltilmesiyle (44°C), 24 saatlik fiksasyonun yeterli oldugu gorilmiigtiir.
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