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ORIJINAL YAZI

Pankreas Dokusunun Degisik Yontemlerle Fiksasyonu

Nur Pmar OZTURK, Zeynep KAHVECI, Ozhan EYIGOR,
Sahin Abdullah SIRMALI

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD. Bursa.

OZET

Tiim dokularim 151k mikroskopik incelemesinde fiksasyon temel basamaktir ve sonraki asamalari etkiler. Degisik fiksasyon yontemleri oldugu gibi,
bu amag i¢in kullanilan farkli fiksatifler de bulunmaktadir. Bu ¢aliymada pankreasin gerek endokrin gerekse ekzokrin boliimiiniin incelenecegi
calismalarda hangi fiksatifin secilmesi ile iyi sonug elde edilebileceginin arastirilmasi planlanmistir.

Bu amagla iki farkli fiksasyon yontemi (perfiizyon ve immersiyon), li¢ farkli fiksatif (nétral formalin, Bouin sivisi, %4 paraformaldehit+%7.5
pikrik asit) ve degisik fiksasyon siireleri sican pankreas dokularinda denenmistir. Her iki yontemle de fikse edilen dokularin bir kismina mikrodalga
1smimi1 uygulanmstir. Elde edilen kesitler hematoksilen ve eozin ile boyanarak degerlendirilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin pankreasin ekzokrin ya da endokrin boliimiiniin incelenmesi amaci ile yapilacak ¢alismalara yon vere-
cegi diistincesine varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas. Fiksasyon. Mikrodalga fiksasyonu.

Pancreas Tissue Fixation Using Various Methods

SUMMARY

Fixation is the main step in the examination of the tissues by light microscopy and effects the following procedures. There are various fixation
methods as well as various fixatives that can be utilized by these methods. The aim of this study is to define which fixative gives the best result in
the examination of endocrin or exocrine parts of the pancreas.

For this aim, two different fixation methods (perfusion and immersion), three different fixatives (neutral formaline, Bouin’s fluid, 4%
paraformaldehyde+7.5% picric acid) and different fixation times are applied onto rat pancreas tissues. Microwave irradiation is applied to some of
the tissues which were fixed by either method. The sections examined were stained with heamatoxylin and eosin.

We conclude that the results of the present study will guide the future studies which would be performed to analyze the endocrine or exocrine part
of the pancreas.

Key Words: Pancreas. Fixation. Microwave fixation.

Tiim dokularin 151k  mikroskopik incelemesinde degismekle birlikte 24-48 saatte genellikle dokularin

fiksasyon primer basamaktir ve sonraki asamalar icin
temeldir. Degisik fiksasyon yontemleri ve bu amag i¢in
kullanilan c¢esitli fiksatifler vardir. Tiim dokular i¢in
ideal tek bir fiksatifin bulunmamasi nedeniyle zaman
zaman fiksatiflerin kombine kullanilmasi, birinin eksik-
liginin karisimda bulunan bir digeri ile kompanse edil-
mesiyle sorun ¢oziilmeye ¢alisilmistir. Fiksatif olarak,
aldehitler grubundan formaldehit igeren fiksatifler
histopatoloji laboratuarlarinda en ¢ok kullanilanlardir'.

Fiksasyon siiresi fiksasyonu etkileyen faktorler iginde
onemli bir yer tutar. Doku biiyiikliigiine bagli olarak
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yeterince fikse olduklart kabul edilir. Bu siirenin kisa
tutulmasi yetersiz fiksasyona neden olurken, gerekenden
uzun siire tutmak dokuda kirilmalara neden olmaktadir.

Geleneksel olarak 151k mikroskopik incelemelerde
immersiyon fiksasyon yontemi kullanilir ve oda 1sisinda
gerceklestirilir. Tim kimyasal reaksiyonlar fiksasyon
islemi de dahil ytiksek 1silarda daha hizli olur. Is1 kay-
nag1 olarak klasik yontemler yaninda mikrodalga firin-
larda kullanilmaktadir. Mikrodalga 1smimmin doku
fiksasyonunda ilk kez kullanimi 1970’li yillarda basla-
mustir”. Mikrodalganim insan dokularinda kullanimu ile
ilgili ¢alismalar ise 1980°li yillardadir**’. Dokulara
gore degismekle birlikte optimum sicakligin yaklasik
45-55°C oldugu bulunmustur'. Mikrodalga metodunun
6nemi kisa zamanda iyi fiksasyon saglamasi ve kimya-
sal olmayan bir teknik olmasidir. Mikrodalgalar elekt-
romanyetik dalgalardir ancak 151k veya radyo dalgalar
gibi non-iyonize radyasyondur. Isik dalgalar gibi diiz
cizgi lizerinde hareket eder. Seyri boyunca kirilir, yansir
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ve polarize olur. Mikrodalganin 151k dalgalarindan farki
dalga boyudur. Dalga boyu dalganin frekansi olarak da
adlandirilabilir ve birimi Hertz’dir (Hz)°. Mikrodalga bir
1s1 gesididir, 6zel bir mikrodalga etkisi yoktur. Diger
konvansiyonel firinlara istiinliigii 1s1 etkisinin kontrol
edilebilir olmasidir. Mikrodalga 1smimm ile elektrik
alanin salinimi, su ve proteinlerin polar zincirleri gibi
dipolar molekiilleri ve iyonlar1 saniyede 2450 milyon
kez hizla 180 derece rotasyona zorlar . Kazanilan
rotasyonel enerjinin bir kismi hareket etmeyen molekiil-
ler ile garpisarak rasgele hareketlere doniistiiriiliir. Boy-
lece indiiklenmis kinetik enerji ani i1sinma olusturur.
Olusan sicaklik artigi, fiksasyonu etkileyen diger bir
faktor olan penetrasyon hizimi arttirir. Bu 1sitma tiiri
ozellikle doku pargasi gibi karigtirmanin miimkiin ol-
madig1 durumlarda objenin isitilmasinda ¢ok etkili bir
yoldur. Normal firin veya etiiv kullanildiginda olusan
enerji, soliisyon veya objenin dig tabakasi tarafindan
almir. Diger boliimlere ise kondiiksiyon (temas) ve
konveksiyon (akigkan hareketi) ile iletilir, bu nedenle
geri kalan boliimde sicaklik yiikselmesi yavas olur.
Tersine mikrodalga firinlarinda ise sicaklik homojen
olarak yiikselir ve bu da fiksatifin diffiizyonunu uyar-
mak i¢in etkilidir™®.

Mikrodalganm 1s1 etkisi elektrik alan komponentine
baglidir, manyetik alan komponenti ile iligkili degildir.
Tam bir 1s1nma elde etmek igin elektrik alan dagiliminin
tiniform olmasi gerekir. Mikrodalga firinlari igerisinde
elektrik alan dagiliminin tniform olmamasi firin igeri-
sinde “hot spot”larin ve “cold spot’larin olusumuna
neden olur. Bu nedenle ¢aligmaya baslamadan o6nce
firmin elektrik alan haritas1 bilinmelidir’.

Diger bir fiksasyon yontemi de vaskiiler perfiizyondur.
Bu metodda fiksasyon sistemik dolasim durur durmaz
baslamakta ve bu da dokularda minimal degisikliklere
yol agmaktadir. Fiksatifin dokunun tiim kisimlarima hizli
ve tniform bir dagilimi s6z konusudur. Dokunun fikse
olduktan sonra ¢ikarilimi gergeklestirildiginden bu sira-
da dokunun travmatize olma riski de azalmaktadir. Bu
ideale yakin metodda basarili olabilmek i¢in pH, sicak-
lik, fiksasyon siiresi, perfiizatin igerigi ve konsantrasyo-
nu, perfiizatin osmotik basinci, perfiizatin akim hizi gibi
bazi parametrelerin saglanmasi ¢ok énemlidir®.

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin boliimler ige-
ren, otolitik aktivitesi olan bir doku oldugundan, bu
doku ile calisirkende fiksasyonunun ideale yakin olmasi
onemlidir. Pankreas dokusunun incelenmesinde yaygin
olarak kullanilan nétral formalinin yanisira pikrik asit
igeren Bouin sivist da arastirmacilar tarafindan oneril-
mektedir’.

Bu c¢aligmada pankreasin gerek endokrin gerekse
ekzokrin boliimiiniin incelenecegi mikroskopik ¢aligma-
larda hangi fiksatifin ve fiksasyon metodunun segilmesi
ile iyi sonuglar elde edilebileceginin arastirilmasi ve
ideal kosullarda fikse edilen dokular ile hizli bir sekilde
fikse edilmis mikrodalga 1sinimli dokularin fiksasyon
kalitesinin karsilagtirilmasi planlanmustir.
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Gereg ve Yontem

Calismamizda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar Yetistirme ve Arastirma Merkezi’nden ali-
nan Sprague Dawley cinsi dort adet sigan kullanilmistir
[Bu ¢alisma Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi tarafindan onaylanmistir
(17.07.2001/2)]. iki farkh fiksasyon yontemi (perfiizyon
ve immersiyon) her biri {i¢ ¢esit fiksatifle (ndtral
formalin, Bouin sivisi, %4 paraformaldehit+%7.5 pikrik
asit) ayr1 ayr1 denenecek sekilde gruplar olusturulmustur
(Olusturulan gruplar Tablo I’de gosterilmektedir). Eter
anestezisi ile sakrifiye edilen hayvanlar disseksiyon
teknigine uygun sekilde acilip pankreaslar ¢ikarilmistir.

Mikrodalga fiksasyonu yapilan gruplar i¢in; 900 watt
cikig giiclii, mikrodalga salinimi 2450 mHz olan Bosch
marka, laboratuar tipi monitdrize mikrodalga firin kul-
lanildi. Caligmaya baslamadan 6nce neon lambasi yon-
temiyle hot spotlar saptandi ve 6rnekler hep ayni nokta-
ya yerlestirildi. Tiim uygulamalarda ayn1 degerler sabit
tutulmak tiizere; Set 1:45°C, Set 2:30°C ve Alarm:40°C
olmak {izere degerler ayarlandi. Isima Oncesi, 1s1ma
sirasinda ve sonrasinda sicaklik degerleri kontrol edildi.

Fiksasyonu tamamlanan dokular %50’lik alkole alindi,
doku takibi agamalarmndan gegirilerek parafin blok hali-
ne getirildi. Her bir bloktan 5 mikron kalinliginda kesit-
ler alindi, Hematoksilen ve Eozin ile boyandi.
Preparatlar, hiicrelerde c¢ekirdek ayrintisi, asinusun
morfolojik yapisi, sentroasiner hiicrelerin goriilmesi ve
Langerhans adacik morfolojisi dikkate alinarak incelen-
di. Olympus BX50 fotomikroskop kullanilarak fotograf-
landu.

Tablo I- Fiksasyon yontemine gore olusturulan deneme
gruplart.

PERFUZYON iIMMERSIYON

Perfiizyon sonrasinda oda
1sisinda 1 gece ayni fiksatifte
bekledikten sonra doku takibine
alinan grup (P1A,B,C)

Doku gikarildiktan sonra oda Isisinda
24 saat sure ile fiksatifte bekletilen
grup (11A,B,C)

Perflizyon sonrasinda hemen
doku takibine alinan grup
(P2A,B,C)

Doku gikarildiktan sonra oda Isisinda
48 saat stire ile fiksatifte bekletilen
grup (12A,B,C)

Perfiizyon sonrasinda 15 dk
ayni fiksatifte 1slatma agamasi
sonrasinda 1 dk MW iginimi
uygulanan grup (P3A,B,C)

Doku gikarildiktan sonra oda Isisinda
1 hafta sire ile fiksatifte bekletilen
grup (13A,B,C)

Doku gikarildiktan sonra fiksatifte 15
dk islatma agamasi sonrasinda 1 dk
MW i1ginimi uygulanan grup (14A,B,C)

Perfiizyon sonrasinda 15 dk
ayni fiksatifte islatma asamasi
sonrasinda 2 dk MW iginimi
uygulanan grup (P4A,B,C)

Doku ¢ikarildiktan sonra fiksatifte 15
dk 1slatma asamasi sonrasinda 2 dk
MW isinimi uygulanan grup (15A,B,C)

Doku ¢ikarildiktan sonra fiksatifte 15
dk 1slatma asamasi sonrasinda 45 sn
MW isinimi uygulanan grup (16A,B,C)

A=Notral formalin, B=Bouin sivisi, C=%4 paraformaldehit+%7.5
pikrik asit’i gostermektedir.
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Bulgular

Pankreasin ekzokrin boliimiiniin  incelenmesi igin
immersiyon yontemi ile; Bouin sivisinda oda 1sisinda 24
saat tutulan grup (Grup I1B, Resim 1), 15 dk Bouin
stvist ile 1slatma agsamasi sonrasi 45 sn mikrodalga 151-
nimi uygulanan grup (Grup 16B, Resim 2) ve nétral
formalin ile oda 1s1sinda 48 saat tutulan grup (Grup 124,
Resim 3), noétral formalin ile 15 dk 1slatma asamasi
sonrasi 1 dk mikrodalga 1ginimi1 uygulanan grupta (Grup
14A, Resim 4) kaliteli 151k mikroskopik preparat elde
edildigi goriilmiistiir.

Grup 144 (Nétral formalinle 1 dk mikrodalga iginimi
uygulanan grup), HEX40.

Pankreasin endokrin boliimiiniin  incelenmesi igin
immersiyon yontemi ile; Notral formalinde oda 1sisinda
48 saat tutulan grup (Grup 12A, Resim 5), Bouin sivi-
sinda oda 1sisinda 24 saat tutulan grup (Grup I1B, Re-
sim 6) ve Bouin s1visi ile 15 dk 1slatma asamasi sonrasi
45 sn mikrodalga 1smimmi uygulanan grup (Grup I6B,
Resim 7) ile kaliteli 151tk mikroskopik preparat elde
edildigi goriilmistiir.

Sekil 1:
Grup 11B (Bouin siisinda oda isisinda 24 saat
tutulan grup), HEX40.

Sekil 2: Sekil 5:
Grup I6B (Bouin swvisi ile 45 sn mikrodalga isinimi Grup 124 (Nétral formalinde oda 1sisinda 48 saat
uygulanan grup), HEX40. tutulan grup), HEX40.

Sekil 3: Sekil 6:
Grup 124 (Nétral formalinle oda 1sisinda Grup 11B (Bouin sivisinda oda 1sisinda 24 saat tutulan
48 saat tutulan grup), HEx40. grup), HEX40).
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Sekil 7:
Grup I6B (Bouin swvist ile 45 sn mikrodalga iginimi
uygulanan grup), HEX40.

%4 paraformaldehit+%7.5 pikrik asit fiksatifi ile her iki
yontemle de iyi sonug elde edilememistir. Bununla
birlikte Langerhans adacik morfolojisi agisindan bu
fiksatif ile 15 dk 1slatma asamasi sonrasi 2 dk mikrodal-
ga 1simimi uygulanimi ile elde edilen sonuglar kalite
acisindan yeterli olmasa da, degerlendirilebilecek dii-
zeyde bulunmustur (Grup I5C, Resim 8).

Sekil 8:
Grup I5C (%4 paraformaldehit+%7.5 pikrik asit ile 2
dk mikrodalga isimimi uygulanan grup), HEX40.

A3 .|

Sekil 9:
Grup P4B (Bouin swvisi ile perfiizyon fiksasyonu sonra-
sinda 2 dk mikrodalga isimimi uygulanan grup), HEX40.

Perfiizyon yontemi ile elde edilen sonuglar genel olarak
immersiyon yontemi ile elde edilen sonuglardan daha
k&t bulunmustur. Bu yontem ile fikse edilmis gruplar-
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dan en basarili sonucun Bouin sivist kullanim ile elde
edildigi goriilmistiir. Bouin sivisi ile yapilan perfiizyon
sonrasinda 15 dk aym fiksatifte 1slatma agsamasi sonrasi
2 dk mikrodalga 1g1n1im1 uygulanan grup 6zellikle pank-
reasin ekzokrin kisminin incelenmesinde kullanilabile-
cek diizeyde bulunmustur (Grup P4B, Resim 9).

Tartisma

Pankreas dokusu otolize yatkinligt nedeni ile
postmortem ¢ikarilmast ve fiksatif icine konulmasi
olanaklar dlgiisiinde hizli yapilmasi gereken dokulardan
biridir. Canli haline en yakin bir sekilde 151k
mikroskopik inceleme yapilabilmesi i¢in fiksasyonunun
ideal olmas1 gerekir. Fiksasyonu etkileyen bazi faktorler
vardir. Bunlar fiksatifin pH’s1, osmolaritesi ve konsant-
rasyonu, ortamin 1sis1, fiksatifin dokuya penetrasyonu
ve fiksasyon siiresidir'. Bu calismada fiksatif pH’s1,
osmolaritesi ve konsantrasyonu degistirilmeksizin
fiksasyonu etkileyen diger faktorler degerlendirilmistir.
Calismada fiksasyon siirelerini belirlerken, immersiyon
grubunda genellikle Gnerilen siireler olan 24 saat, 48
saat ve bunlardan daha uzun bir siire olarak da 1 haftay:
kullandik. Mikrodalga 1sinimi uygulanan gruplarda ise
6n calismalardan elde edilen sonuglara gore yeterli
oldugu belirlenen 1dk ve 2dk siireyle 1smnim uygulandi.
Fiksasyon siiresinin mikrodalga gruplarinda belirgin bir
sekilde azaldig1 ve kaliteli preparasyon elde edildigi
gozlendi. Bouin sivist ile mikrodalga iginimi verilen
grupta ise On calismalar ile belirlenen 45 sn 1ginim ¢a-
lisma gruplarina dahil edildi.

Ist artiginin fiksasyonu olumlu etkiledigi bilgisi ile ¢a-
lismamizda mikrodalga gruplarinda iyi sonuglar alinma-
s1 birbirini desteklemektedir'®"’. Kalite acisindan bu
gruplarla karsilagtirilabilecek diizeyde oda 1sisinda
immersiyonla fiksasyonlar1 yapilmis gruplar da bulun-
maktadir. Ancak mikrodalga gruplarindaki zaman ka-
zanci Ustiinliik olarak degerlendirilmistir. Is1 artiginin
fiksasyona indirekt bir etkisi ise fiksatifin dokuya
penetrasyonunu  arttirmasidir. Mikrodalga 1smimi ile
saglanan hizl fiksasyonda bu etki de rol oynamaktadir.
Mikrodalga 1ginimu ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alisma-
larda doku biitiinliigii ve morfolojisi agisindan optimum
sicakligin 45-55°C bulunmus oldugu bildirilmektedir'.
Bu ¢aligmada pankreasin enzimatik aktivitesini de goz
oOniine alarak sicakligin 30-45°C arasinda tutulmasina ve
1siin daha fazla yilikselmesine izin verilmemesi diisii-
niilmiistiir.

Mikrodalga 1smmimmi  o6ncesi 15 dakika uygulanan
fiksatifte bekletme agsamasi, degisik arastirmacilar tara-
findan 6zellikle formaldehit i¢eren fiksatifler kullanildi-
ginda Onerilen “islatma agamasi”nin gerceklestirilmesi-
dir*'*'?, Bu asamanim 6nemi ise formaldehit ile doku
arasinda olusan reaksiyonlar ile agiklanmigtir. Formal-
dehit ile dokuda bulunan su arasindaki reaksiyon sonu-
cunda metilen glikol olusmaktadir. Oda 1sisinda
fiksatifin dokuya diffiizyonuna izin verildigi “islatma
asamas1” sonucunda doku metilen glikol ile tamamen
impregne olur. Mikrodalga 1sinim1 bu dénemden sonra
baglatilmalidir. Olusan 1s1 artiginin sonucu metilen gli-
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kol monomerize olur ve monomerlerden formaldehit
olusur. Olusan formaldehit doku proteinlerine baglanir
ve boylece fiksasyon birkag¢ dakikada tamamlanir. Eger
1slatma asamasi yapilmaz ise mikrodalga uygulamasi
sonucu sadece dokunun diginda bu reaksiyonlar olusur
ve digta bir kabuk olusarak reaktanin dokunun derinlik-
lerine diffiizyonu onlenmis olur.

Secilen fiksatifin cinsi, dokuya uygunlugu yine
fiksasyonda 6nemlidir'. Bu ¢alismada; en yaygin olarak
kullanilan fiksatif oldugu i¢in nétral formalin, pankreas
dokusunun fiksasyonu igin dnerilen ve daha sonra yapi-
labilecek 6zel boyamalar i¢in de uygun bir fiksatif oldu-
gu icin Bouin sivisi ve laboratuarimizda perfiizyon
fiksasyonunda kullandigimiz iki farkli grup fiksatifin bir
kombinasyonu olan %4 paraformaldehit+%7.5 pikrik
asit fiksatifi secilmistir.

Degisik dokularda perfiizyon fiksasyonunun birgok
yonii ile immersiyon fiksasyonuna dstiinliigii c¢esitli
arastirmacilar®  tarafindan  bildirilmesine  karsin
perflizyon fiksasyonu yapilan grupta iyi sonuglar elde
edilmemesi uyguladigimiz perfiizyon metodunun pank-
reas i¢in uygun olmadigini diigiindiirmiistiir. Perfiizat
basinci, cinsi, pH’s1 gibi parametrelerin degistirilip, bu
konuda daha fazla veri toplayarak pankreas dokusunun
fiksasyonunda perfiizyon fiksasyonunun degerlendiril-
mesinin daha dogru olacagini diisinmekteyiz.

Sonug olarak; pankreas ile yapilacak histopatolojik

caligmalarda yeterli bir fiksasyon saglayabilmek i¢in;

e (da sisinda 48 saat nétral formalinde,

e Oda 1sisinda 24 saat Bouin’in fiksatifinde tutmay1
onermekteyiz. Fiksasyonu hizli bir sekilde tamamla-
y1p, zaman kazanmak istedigimiz durumlarda ise;

e Bouin’in fiksatifi ile 15 dk islatma asamasi sonrasi
45 sn mikrodalga 1smmim1 uygulamasimi dnermekte-
yiz.

Tiim dokularda oldugu gibi pankreas dokusunun ince-

lenmesinde de yapilacak boyama ydntemlerinin belirle-

nerek uygun fiksatifin se¢imi 6nem kazanmaktadir. Bu
calisma sonucunda elde edilen verilerin pankreasin
ekzokrin ya da endokrin bdliimiiniin incelenmesi amact
ile yapilacak c¢aligmalara yon verecegi disiincesine
vartlmistir.
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