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Amag: Bilindigi gibi mikroskobik takip islemlerinin ilk asamast fiksasyondur. Isik mikroskobik takip islemlerinde
formaldehit elektron mikroskobik takip islemlerinde ise gluteraldehit-osmium tetraoksit ikilisi fiksasyon amactyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu calismada her iki fiksatif kullaniminin karaciger boyutu Uzerindeki etkisinin
stereolojik bir teknik olan Cavalieri Prensibi ile degerlendirilmesi amagland.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 5 adet eriskin, disi Sprague Dawley cinsi sican kullanidldi. Her denckten alinan
karacigerlerin hacimleri suya daldirma metodu (SDM grubu) ile 6l¢tldikten sonra alinan karaciger 6rnekleri 1s1k
mikroskobik inceleme i¢in %10’luk formaldehit ile fiksasyon islemine tabi tutuldu (grup 1; n= 10 parca karaciger).
Elektron mikroskobik incelemede 6n fiksasyon icin %3’liik gluteraldehit ve  post fiksasyon icin % 1’lik fosfat
tamponlu osmium tetraoksit kullanildt (grup 2; n=10 parca karaciger). Daha sonra tim bloklardan elde edilen kalin
(5 um) ve yar ince (1 pum) seri kesitler kameralt bir 151k mikroskobu yardimiyla fotografland: ve bu fotograflar
tzerinde Cavalieri metodu(CM) ile hacim Sl¢iimii yapildi. Takiben elde edilen sonuglar kiyaslandi ve istatistiksel
olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismamuzin sonuglarina gére SDM grubu, grup 1 ve grup 2’ ye ait karacigerlerin ortalama hacimleri
strastyla 9.178, 9.104 ve 8.522 mm? olarak hesaplandi. Hem grup 1 ve 2’nin hacim degetleri arasinda hem de SDM
grubu ile 2. grubun sonuglart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktayd: (p< 0,05; Independent
Samples T Test).

Sonu¢: Literatirde Ozellikle immiunohistokimyasal calismalarda gluteraldehit- osmium tetraoksit cifti ve
formaldehitle fiksasyonun etkinliginin kiyaslandigt calismalar mevcuttur. Fakat ginimiize kadar bu fiksatiflerin
karaciger boyutu lizerine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Bu calismada gluteraldehit-osmium
tetraoksit kombinasyonu ve formaldehitin karaciger boyutu tizerinde farklt etkileri oldugu tarafsiz bir yéntem olan
stereolojik yaklasimla gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fiksasyon, Mikroskopi, Stereoloji, Cavalieri Prensibi.
Effects of Different Fixation Processes On Liver Size: A Stereological Study

Objective: As it is well known, the first stage of microscopic processes is fixation. Formaldehyde and pair of
gluteraldehyde-osmium tetraoxide are commonly used in light and electron microscopical process respectively. Aim
of this study was to evaluate effects of both fixatives on liver size by Cavalieri principle, a stereological technique.
Material and Methods: In the present study, 5 adult, female Sprague Dawley rats were utilized. After volumes of
removed livers were determined by water immersion method, handled liver samples were fixed in 10%
formaldehyde solution for light microscopical examination (group 1; n= 10 liver pieces). In electron microscopical
process, it was carried out post-fixation by 1% osmium tetraoxide buffered 0.2 M phosphate after pre-fixation,
made by 3% gluteraldehyde buffered with 0.2 M phosphate (group 2; n= 10 liver pieces). Then thick (5 pm), semi-
thin (1 pm) sections handled from all blocks were photographed via light microscope with camera attachment and
liver volumes were measured with Cavalieri principle on this images. Consequently the results of two groups were
compared with each other and it was evaluated statistically.

Results: According to our results, mean liver volumes via water immersion method and liver volumes of two groups
were estimated as 9.178, 9.104-8.522 mm? respectively. Difference between both mean volume values of two groups
and between volumetric values by water immersion method and the second group was significant, statistically (p< 0,
05; Independent Samples T Test).

Conclusions: In the literature, some studies are available about comparison of fixation effectiveness between
formaldehyde and glutaraldehyde-osmium tetraoxide in specially immunohistochemical studies. But there is not any
study concerning effects of these fixatives on liver size till now.
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Finally, in this study, different effects of
formaldehyde and combination of glutaraldehyde-
osmium tetraoxide on liver volume were indicated

with  stereological approachment, an unbiased
method.
Key Words: Fixation, Microscopy, Stereology,

Cavalieri Principle.

Biyolojik yapilari konu alan bilimsel ¢alismalarda
niceliksel verilerin elde edilmesi ¢ogu zaman gerekli
bir durumdur. Hacim, hiicre sayisi yada ilgili herhangi
bir biyolojik objenin boyutu tarafsiz stereolojik
yontemletle kolaylikla elde edilebilmektedir.!

Morfometrik c¢alismalarda bir organin hacmi, bir
organin herhangi bir béliminin hacmi, iki organ
béliminin birbitine orant yada bu bélimlerin
hacminin tim yapiun hacmine orant gibi bir¢ok
hacim parametresi siklikla kullanilmaktadir.?

Boyle bir hacim parametresinin gerek duyuldugu
durumlarda Cavalieri prensibi olarak bilinen yéntem
en stk kullanilan hacim hesaplama yoludur.?

Morfometrik  bir  degerlendirmeyi  mikroskobik
diizeyde  yapabilmek icin ise incelenmek istenen
dokunun fiksasyonu ilk basamaktir. Ayrica sonraki
asamalarin daha verimli olmast ve giizel bir histolojik
preparat  hazitlanabilmesi icin  fiksasyon islemi
temeldir. Fiksasyon isleminde kullaniabilecek pek cok
tespit maddesi ve tespit yontemi vardir.* En ¢ok
bilinen ve 1stk mikroskobik takip islemlerinde en
yaygin kullandan fiksatif %10 luk  formaldehittir.
Elektron mikroskobu ile incelenecek preparatlarin
hazirlanmasinda ise ultrastruktiirel yapinin detayl
incelenebilmesi icin ¢ift fiksasyon islemine gereksinim
vardir. Bu islemde 6nce tamponlanmis glutaraldehit
ilk fiksatif olarak, sonrasinda da tamponlanmis
osmium tetraoksit ikinci fiksatif olarak kullanilir.>

Karaciger gerek vicuttaki en biyiik organlardan biri
olusu gerekse 500’0 agkin endokrin ve egzokrin
fonksiyonu ile ginimizde en c¢ok arastirilan
konulardan biridir. Karacigerin 15tk mikroskobik
degetlendirilmesinde %10 luk formaldehit, elektron
mikroskobik olarak incelenmesinde ise gluteraldehit-
osmium tetraoksit ikilisi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada her iki fiksatifin
kullaniminin  karaciger hacmi Uzerindeki etkisinin
stereolojik bir teknik olan Cavalieri Prensibi ile
degerlendirilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

I. Hayvanlar:
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Bu calismada 5 adet, 150-250 gr agirhiginda, 10
haftalik; eriskin Sprague Dawley cinsi sican kullanildi.
Tum hayvanlar steril,12 saat aydinlik/12 saat karanhk
ortamda, oda sicakhiginda (22-24° C) tutuldu. Tim
hayvanlara simursiz yem ve musluk suyu tiiketme
imkant saglandi.

I1. Deneysel Prosediir:

Iki farkli fiksasyon yonteminin — (formaldehitle ve
gluteraldehit-osmium tetraoksit ikilisiyle) ayri ayr
denenmesi amactyla sevorane® (Abbott, Ultane;
Canada) ile uyutulan hayvanlar sakrifiye edilerek
karacigerleri ¢ikarildi. Takiben her denekten alinan
karacigerlerin hacimleri suya daldirma metodu (SDM)
ile olgildikten sonra sistematik rasgele olarak
orneklenen doku parcalarindan bir kismi (n=10 parca
karaciger) %10’luk formaldehit bir kismi (n=10 parca
karaciger) ise gluteraldehit-osmium tetraoksit ikilisi ile
fiksasyon islemine tabi tutuldu.

III. Alnan Karacigerlerin Stereolojik Metotla
Degerlendirilmesi:

Oncelikle siganlardan cikarilan taze karacigerlerin
hacimleri SDM ile tasirdiklart suyun hacmi esas
alinarak olcildi (Sekil 1). Bu yontemle elde edilen
hacim sonuglarinin gercek hacme en yakin sonuglar
olacag digunildil.

Sekil 1. Karaciger hacimlerinin suya daldirma metodu (SDM) ile
nastl hesaplandigini  gériilmektedir. Bu metodun uygulanisinda,
“suya atilan her obje hacmi kadar su tasiir” ilkesinden yola
cikilmaktadir.

Mikroskobik diizeyde hacim Olgtimleri ise Cavalieri
hacim 6l¢im metoduyla (CM) yapildi. Bu metodun ilk
o6nemli kuralina gore, ilgilenilen objenin hacmini
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hatasiz olarak hesaplamak icin esit uzaklikta, paralel
ve seri kesitler kullanild1.6

Yapilan bir 6n ¢aligmayla, karacigerden alinacak kesit
kalinligr marjt belirlendi. Bu iglem yine stereolojinin
temel prensiplerinden “hata katsayis1” g6z 6niinde
bulundurularak gerceklestirildi.” Bu aralik
belirlendikten sonra yine kurallar dahilinde olan
sistematik rasgelelik dikkate alinarak ilgili organdan
gecen tim gorintiler elde edilerek degerlendirildi.

Daha sonra tim bloklardan elde edilen kalin (5 pum)
ve yart ince (1 pm) seri kesitler Olympus BH2
kameralt 1stk mikroskobu yardimiyla fotografland: ve
bu fotograflar tzerinde CM ile hacim 6lgimi yapildi
(Sekil 2, 3). Takiben CM ile elde edilen sonuglar
SDM ile elde edilen sonuglarla  kiyaslandi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi.

CM icin kullanilan noktali él¢im cetvelinin nokta
yogunlugu uygun HK (Hata katsayisi= coefficient of
error)’a gore belirlenmis seri 15tk mikroskobik gérinti
sayist goz ontne alinarak belirlendi.? HK Gundersen
and Jensen’in 1987’de gelistirdikleri formile gore
hesapland1.’® Kabul edilebilir HK (hata katsayist) elde
edebilmek icin yaklagtk 13-15 kesitin yeterli oldugu
tespit edilerek ¢alisma buna gore yapildi.
Kesitler tzerinde hesaplar yapilitken seri  kesit
goruntilerindeki ilgili alanlar Gzerine noktalt 6l¢im
cetveli rasgele olarak yerlestirildi ve ilgilenilen objeyi
kesen tim noktalar sabit kurala gére hesaplandi
(Sekil 2, 3). Her test noktasinin temsil ettigi alan (a
cm?) ve her test noktast k cm’dir (a cm®> = k cm x k
cm ). Bu islemi takiben monit6riin - biiyiitme degeri
hesaplanan alan ile ¢arpild: (cm? ).
Volume=t (em) x a/p (cmx cm) x (3P) on’
Volume: karaciger hacmi
t : kesit kalinlig
a/p: iki nokta arasindaki alan
XP: kesiti kesen toplam
nokta sayist
V kesit planindaki ilgilenilen objenin (karaciger)
hacmidir, t kesit kalinli1 , a/p noktalar arast alan ve
XP ise kesitteki karacigeri kesen toplam nokta sayisint
gostermektedir. Her kesitte ayrt ayri yukaridaki formil
kullanilarak hacim degerleri hesaplandiktan sonra
asagidaki formiille toplam karaciger hacmine ulagild1.
Total Volume = Vi+ Vo+...+V,
Total Volume: toplam hacim

Vi: 1. kesitin hacmi

Vy: 2. kesitin hacmi

Va: n. kesitin hacmi
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Sekil 2: Bu sekil Cavalieri Metodunun nasil uygulandigin
gostermektedir. Sekil 2b de gorilen “+” simgelerinin temsil ettigi
alanlardan yola ¢ikarak 6nce kesit alant daha sonra da bu alanin
kesit  kalnhgi  ile  carplmast  sonucu  kesit  hacmi
hesaplanilabilmektedir. a, by %10’luk formaldehit ile fikse edilmis
karaciger kesitleri. b; tizerine noktali 6lcim cetveli rasgele olarak

yetlestirilen karaciger kesiti. H.E; Barlar: 50 pm.

Sekil 3: Sckilde Cavalieri Metodunun yat1 ince kesitler tizerine nasil
uygulandigt gorilmektedir. a, b;  Gluteraldehit ve osmium
tetraoksit ile fikse edilmis karaciger kesitleri. b; tizerine noktalt
Slgtim cetveli rasgele olarak yetlestirilen karaciger kesiti. Toluidine
Blue; Barlar: 100 um.
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IV. Istatistiksel Analiz:

Bu calismanin istatistiksel analizleri ~ SPSS 13.0
programt ile yapildi.Gruplarin  karsilastirmalarinda
“Independent Samples T Testi” kullanild:.

V. Histolojik Takip Islemleri:

Isik mikroskobik ¢alisma icin kullandan karaciger
ornekleri  %107luk  formalinde (10 ml %40’lik
formaldehit, 90 ml su) 48-72 saat, fikse edildi. Daha
sonra dokular dereceli alkol serileri ile dehidrate edilip
ksilol serilerinde seffaflandirilarak parafinde bloklandi.
Parafin bloklardan mikrotom (Jung. AG. Heidelberg,
Germany) ile kesilen 5 mikron’luk seri kesitler cam
lamlar {zerine alindi. Bu kesitler genel histolojik
yaptyt degetlendirmek amaciyla Hematoksilen- eozin
(Harris’in hematoksileni) yontemi ile boyandi.

Elektron mikroskobik ¢alisma icin  kullanidan
karacigerlerin fiksasyonunda ise 6n fiksasyon icin
%3’lik gluteraldehit ve  post fiksasyon i¢in % 1’lik
fosfat tamponlu osmium tetraoksit kullanidi. Fikse
edilen doku 6rnekleri daha sonra dereceli aseton ve
propilen oksit serilerinden gegirilerek araldite CY 212
icerisinde bloklandi. Nova ultratom ile elde edilen 1
pm kalinliginda yart ince kesitler toluidine blue ile
boyandi. Boyanan tim kesitler kanada balsami ile
kapatildiktan sonra 151tk mikroskopta (Olympus BH 2;
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Japan) fotograflandi ve elde edilen aynt alanlarin seri
goruntileri Gizerinde hacim degerlendirmesi yapilds.

BULGULAR

Stereolojik  6lctimlerimiz  sonucunda elde edilen
bulgular asagida 6zetlenmistir (Tablo 1; Sekil 4). Grup
1 ve 2ye ait hacim degetleri birbirleriyle
kiyaslandiginda aradaki farkin anlamli oldugu gézlendi
(p< 0,05). SDM ile elde edilen sonuglar ve 1. gruba ait
hacim sonuglart birbirletiyle kiyaslandiginda aradaki
fark anlamh degildi (p> 0,05). Fakat bu kiyaslama
SDM ile hesaplanan hacim degetleri ve 2. grubun
hacim degerleri arasinda yapildiginda ortaya cikan
sonu¢ anlamliydi (p< 0,05).

Tablo 1: Suya daldirma metodunun (SDM) yani sira 15tk
mikroskobik (grup 1) ve elektron mikroskobik (grup 2) olarak fikse
edilen karacigerler tizerinde Cavalieri metodu (CM) ile elde edilen
hacim degerleri.

Denek no Karaciger Hacimleri
SDM (ml) CM
Grup 1 (ml) Grup 2 (ml)

1 9,13 9,07 8,38

2 8,47 8,39 7,69

3 9,24 9,16 9

4 9,88 9,79 9,21

5 9,17 9,11 8,33
ortalama 9,178 9,104 8,522

Sekil 4: Suya daldirma metodu (SDM) ve Cavalieri metodu (CM)
ile (grup 1 ve grup 2) elde edilen karaciger hacmi degerlerinin
kiyaslanmasint gésteren sekil.
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TARTISMA

Histolojik ¢alismalarda elde edilen bulgularin giivenilir
olabilmesi ve iyi bir sekilde gOsterilebilmesi igin
fiksasyonunun ideal olmast gerekir. Fiksasyonu
etkileyen  6nemli  faktorler;  fiksatifin =~ pH’sy,
osmolaritesi ve konsantrasyonu, ortamin  1sist,
parcanin boyutu ve fiksasyon siiresidir.t ' Bu
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calismada bu  etkenler  degistirilmeden  farkl
fiksatiflerin = doku  boyutunu nasil etkileyecegi
aragtirildr.

Bu calismada uyguladigimiz gibi eger doku karaciger,
dalak gibi etraftan kolayca izole edilebilecek
durumdaysa béyle dokularin hacmi SDM ile kolaylikla
hesaplanabilir. Fakat beyin korteksi vb. etrafindaki
dokulardan ayrilmast mimkiin olmayan kompleks
yapilarin = hacmi  Olgilmek  istendiginde ~CM
uygulanmast gerekmektedir.!> Bu yonteme gére alinan
seri kesitlerdeki izdiigim goruntilerinin hacminden
yola ¢ikilarak toplam hacme ulagilabilir.!3

Elde edilen bulgulara gére formaldehit ile fikse edilen
dokular %0,81 oraninda kigculirken ayni oran
elektron mikroskobik fiksasyon islemi sonucunda %
7,15 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu baglamda
elektron mikroskobik takip islemlerinde yaygin olarak
kullanilan ~ fiksasyon yontemi olan gluteraldehit-
osmium tetraoksit ¢ifti dokuyu formaldehite oranla %
6,34 daha fazla kigctltmektedir. Rakamsal olarak
bakildiginda bu fark kiigiik olarak gérinmesine karsin
sican, fare vb. deney hayvanlarinin organ boyutlarinin
ve bu boyutlarin varyasyonunun ok fazla olmadigt
dikkate alindiginda bu farkin dikkate deger oldugu
aciktir.  Bu bulgudan yola cikilarak farkli histolojik
uygulamalarin (fiksasyon gibi) dokular tzerine farklt
etkileri ~ olabilecegi ~ dustinilmeli ve  yapilan
morfometrik  calismalarda ~ dokunun  histolojik
takibinin de sonucu etkileyebilecegi g6z 6ntne
alinmalidir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin karaciger
yada bu organ Ornek almarak diger organlarin
hacimsel incelenmesi amaci ile yapilacak caligmalara
yon verecegi digintlmustir.
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