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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Goz dokusunun farkh fiksatifler ve farkli doku takip yontemleri
kullanilarak histolojik olarak incelenmesi

Ebru ALIMOGULLARI' , Hazal DEMIR’ , Bahar KARTAL'

OZET

Amag: Tum dokularin 151k mikroskop altinda
incelemesinde fiksasyon ana basamaktir ve sonraki
Farkli

yontemleri vardir ve bu amag icin farkli fiksatifler

basamaklar etkilemektedir. fiksasyon

kullanilmaktadir. Bu calismada, goz dokusunun

incelenecegi calismalarda  hangi fiksatifin secimi
sonu¢ elde edilebileceginin arastirilmasi
doku

goz dokusunda alt1 farkli doku takibi

ile iyi

planlanmistir; biitinlugiinin ~ korunmasi
acisindan,

yonteminin karsilastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: 12 adet disi Wistar Albino cinsi ratlardan
alinan 24 adet goz dokularina alti farkli doku takip
yontemi farkli dehidrasyon ajanlar1 (aseton ve alkol)
ve farkli fiksatifler (%10’luk formalin, Bouin ve %4’liuk
paraformaldehit) uygulanmistir. Elde edilen bloklardan
alinan kesitler hematoksilen ve eozin boyasi ile
boyanarak histomorfolojik olarak 151k mikroskop
altinda incelenmistir. Uygulanan farkli fiksatiflerin ve
dehidrasyon ajanlarinin g6z dokulari icin uygunlugu ve

dokularda olusan farkliliklar belirtilmistir.

ABSTRACT

Objective: Fixation is the basic step in the
investigation of the tissues by light microscopy and
affects the following steps. There are different fixation
methods and different fixatives are used for this
purpose. In this study, it was planned to examine which
fixative gives the best result in the examination of the
eye tissue. In terms of preserving tissue integrity, the
study aimed to examine the effects of six different

tissue preparation methods on eye structure.

Methods: Six different tissue processings methods,
different dehydrating agent (alcohol and acetone)
and different fixatives (10% formaline, Bouin and 4%
paraformaldehyde) were applied to 24 eye tissues taken
from 12 female Wistar Albino rats. Sections taken from
the obtained blocks were stained with hematoxylin and
eosin dye and evaluated histomorphologically under
the light microscope. The suitability of the different
fixatives and dehydration agents applied to eye tissues
and the differences that occur in the tissues are

indicated.

Ankara Yildirm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD., Ankara, Ttirkiye

letisim / Corresponding Author : Ebru ALIMOGULLARI
Yildirim Beyazit Uni. Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD., Cankaya / Ankara - Tiirkiye
E-posta / E-mail : ebrualimogullari@gmail.com

Gelis Tarihi / Received : 13.01.2025
Kabul Tarihi / Accepted : 02.02.2025

Alimogullan E, Demir H, Kartal B. Goz dokusunun farkl fiksatifler ve farkli doku takip yontemleri kullanilarak histolojik olarak incelenmesi. Turk Hij Den Biyol Derg,
2025; 82(1): 119 - 130

119


https://orcid.org/0000-0002-9557-3631
https://orcid.org/0000-0002-2278-2651
https://orcid.org/0000-0001-9558-4122
https://dx.doi.org/10.5505/TurkHijyen.2025.59144

120

Bulgular: GOz preparatlarinda kornea, sklera,

koroid, retina, iris ve siliyer cisimdeki histolojik
yapilar ele ainmistir. Bu dogrultuda, degerlendirilen
tum parametreler grup I, grup Il, grup Ill, grup IV,
grup V ve grup VI’da doku butiinligii ve tim yapilar
goz oOniline alindiginda genel olarak morfolojik
acidan benzer sonu¢ verdigi gozlenmistir. Ancak
g6z dokularimin butiinligli degerlendirildiginde g6z
kiiresindeki histolojik katmanlarin bitinligiiniin en
iyi sekilde grup IV bouin fiksatifiyle asetonlu grupta
korundugu izlenmistir. Gruplar arasinda katmanlar tek
tek incelendiginde ise kornea, sklera, koroid ve retina
yapilarinin anlamli derecede farklilik gostermedigi
tespit edilmistir.

Sonug: En iyi seviyede histomorfolojik incelemeler
icin, doku takibi dikkat edilmesi gereken onemli bir
surectir. Bu surec ne kadar basarili ise mikroskoptaki
goruntl diizeyi de o kadar iyi olacak ve histomorfolojik
incelemelere uygun bir zemin olusturacaktir.
Calismamizdan elde ettigimiz verilere dayanarak goz
doku takibi slirecinde fiksatif olarak bouin, dehidratif
ajan olarak ise aseton kullanimin1 Onermekteyiz.

Bu calisman sonuclarinin  genellenebilmesi ve
gelistirilebilmesi icin daha fazla yapilacak calismalara
ihtiyac duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aseton, dehidrasyon, doku

takibi, fiksasyon, g0z, histoloji

Results: The histological structure of rat eye
samples was investigated in terms of the cornea, sclera,
choroid, retina, iris and ciliary body. There was not any
important difference among the groups. Accordingly, it
was observed that all evaluated parameters generally
gave similar results in terms of morphology when tissue
integrity and all structures were considered in group
I, group Il, group lll, group IV, group V, and goup VI.
However, when the integrity of the eye tissues was
evaluated, it was observed that the integrity of the
histological layers in the eyeball was best preserved in
the group IV Bouin fixative and acetone group. When the
layers were examined individually between the groups,
it was determined that the cornea, sclera, choroid and

retina structures did not differ significantly.

Conclusion:  For optimal histomorphological
examinations, the tissue preparation process is important
to follow. The more successful this process is, the better
the level of detail in the microscope will be and it will
provide a suitable basis for basic histomorphological
examinations. According to the findings of our study, we
can recommend using Bouin as a fixative and acetone
as a dehydrating agent in the eye tissue preparation
process. Further studies are needed to generalize and

improve the results of this study.

Words:

preparation, fixation, eye, histology

Key Acetone, dehydration, tissue

GIRIS

Dokularin 151k mikroskobu altinda incelenebilmesi
icin hazir hale getirilmesi amaciyla yapilan islem
basamaklarina doku takibi adi verilmektedir. Doku
takibi
seffaflandirma, sertlestirme ve gomme asamalan

surecinde fiksasyon (tespit), dehidrasyon,

bulunmaktadir (1).
Doku takinde ilk asama fiksasyon basamagidir
dokunun ozelliklerini

(2). Fiksasyonun amaci,
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canli durumundakine en yakin sekliyle sabitlemek,
muhafaza etmek ve dis etkenlerden korumaktir
(3). Fiksasyon isleminde dokular otolize yol acan
bakteriyel faktorlerden,
ajanlardan korunmaktadrr,

ve enzimsel enfeksiyoz
hiicreler ve hiicreler
aras1 komponentler stabilize olmaktadir (4-6). Ayrica
fiksasyon isleminin dokularda sertlesme,

biizisme ve molekiler kayiplar gibi histokimyasal

sisme,

calismalan etkileyebilecek dezavantajlarn da vardir

(4).



Tespiti etkileyen faktorler osmolarite, pH,
dokunun boyutu, konsantrasyon, sicaklik ve tespitin
suresidir (7). Kullanilan fiksatif konsantrasyonuna
bagli olarak dokularin boyanmasinin da farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Dokunun tespit soliisyonuna
maruz kalma sureside fiksasyonu etkileyen faktorler
arasinda c¢cok onemli yer tutmaktadir. Dokunun
birlikte genellikle

24-48 saat civarinda dokularin yeterince tespit

buyikligine bagli olmakla
olduklar bilinmektedir. Bu surenin gerekenden kisa
olmas1 yetersiz fiksasyona, uzun olmasi ise dokuda
kirilmalara yol acmaktadir (8).

Tespit icin  kullanilan solusyonlara fiksatif
ad1 verilmektedir. Farkli fiksasyon yontemleri
ve bu yontemlerde kullanilan farkli fiksatifler

bulunmaktadir. Tum dokular icin uygun tek bir
fiksatifin olmamasi nedeniyle bazen fiksatiflerin
kombine kullanilmasi, birinin eksikliginde karisimda
bulunan diger fiksatif ile kompanse edilmesiyle
sorunlara ¢ozim bulunmaya calisiltmistir  (9).
Genellikle yaygin kullanilan fiksatif, formalindir ve
aldehit grubu fiksatiflerden biridir. 24 saat slirede
%10’luk formalin soliisyonu 2-3 mm’lik doku tespiti
ve penetrasyonu saglar (10). Fiksatifler; aldehidler
(formaldehit, glutaraldehit vb.), oksitleyici ajanlar
(potasyum dikromat, osmium tetroksit, potasyum
permanganat) protein denatiirasyonu yapanlar
etil alkol), fiziksel

(mikrodalga, 1s1) ve digerleri (pikrik asit, civa klorur,

(asetik asit, alkol, metil
v.b.) olarak belli basliklar altinda toplanirlar (11).

Fiksasyon sireci tamamlanan dokular ikinci
basamak olan dehidrasyon asamasina gecerler.
Dokudan

dehidrasyon asamasinda kullanilan ajanlarin ¢ogu

suyun uzaklastirilmas1 olarak bilinen

alkolden olusur. Dokunun dehidrate olmasi icin
dokular dereceli yiikselen alkol serilerinden gecirilir
ve dokunun icindeki su alkol ile yer degistirir (10).
Dehidrasyon asamasi dokunun parafin vb. sert
maddelere gomilebilmesiicin gereklidir. Dehidrasyon
ajanlan icerisinde alkoller (butanol, denature alkol,
etil alkol,

(dioksan, etoksi etonol, polietilen glikol) ve diger

isopropanol, metanol), glikol-eterler

dehidrasyon ajanlarn (aseton,

2,2 dimetoksipropan) yer alir. En yaygin kullanilan

tetrahidrofuran,

dehidrasyon ajani etil alkoldiir. Berrak, renksiz,
orta derece organik, kolay alev alabilen ve toksik
cozeltiler ile karsabilen bir maddedir. Hizl etkili ve
hidrofilik bir dehidrasyon ajani olarak bilinmektedir.
Dehidrasyon basamagi icin artan konsantrasyonlarda
kullanmilmaktadir. Diger bir dehidrasyon ajani ise
asetondur. Aseton renksiz, berrak, alev alabilen ve
karekteristik kokulu bir dehidrasyon ajanidir. Aseton
hizla dehidrasyon yapmaktadir. Aseton hizlica
buharlasip dokularin sertlesmesini saglamaktadir.
Asetonun etanol ve metanol ile karsilastidiginda,
¢ozilicl etkisinin daha ¢ok oldugu goriilmustiir, bu
ozelliginden dolayr da yaghi dokularin takibinde
kullanilmas1 onerilmektedir (2).
Goz histolojik olarak distan ice dogru g
katmandan olusmaktadir. En dista kornea ve
skleredan olusan korneaskleral katman bulunur.
Ortada vaskiilar katman (diger adi uvea) koroid,
siliyer cisim ve irisi icermektedir. En icteki Ucunci
katman retina kendi icinde dista retinal pigment
epiteli (tek kath prizmatik epitel) ve icte noral
retinadan meydana gelir. Kornea goziin 6n 1/6 sim
kaplayan konveks bicimli, avaskuler transparan
yapidir. Limbus bolgesiyle skleraya gecis gosterir.
Histolojik olarak bes tabakadan olusur. Distan
ice dogru swrasiyla bu tabakalar; kornea epiteli
(keratinizasyon gostermeyen cok katli yass1 epitel),
Bowman membrani, kornea stromasi, Descemet
membranive kornea endoteli seklinde dizenlenmistir.
Sklera goziin arka 5/6 s kaplayan beyaz, mat
yapidir. Siki fibréz bag dokusu yapisindadir. Koroid,
sklera ile retina arasinda bulunan orta tabakadir.
Kan damarlar1 ve melanin pigmentinden zengindir
ve koyu kahverengi renktedir. Bu vaskiiler tabaka
retina icin besin maddelerini saglar. Skleranin on
bolumiinde yer alan siliyer cisim koroidin lens
hizasinda 6ne dogru genislemesiyle olusan, epitel
ve stromadan meydana gelir. Iris, lens yiizeyinin 6n
kisminda bulunan kontraktil bir diyaframdir. Gozin

en ic tabakasi olan retina ise ince bir tabakadrr. icte
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vitroz humore bakan noral retina ve dista koroide
bakan retinal pigment epitelinden olusur. Dis
tabakada yer alan retinal pigment epiteli tek katli
kiibik epitelden olusur. ic tabakada yer alan néral
retina 1518a duyarli reseptor hiicreleri ve néranal ag
iceren kendi icinde dokuz histolojik tabakaya ayrilan
katmandir (12).

Bu calismanin amaci g6z dokusunun incelenecegi
calismalarda fiksatiflerin tespit oOzelliklerine gore
en ideal kullammlarint ortaya ¢ikarmak ve doku
tespit islemindeki etkilerini belirlemektir. %10 luk
formalin, Bouin ve %4’luk paraformaldehit cozeltileri
olmak uzere uc farkli fiksatif ile hazirlanmistir.
Ayrica alkol ve aseton dehidrasyon ajanlarn da
karsilastinlmistir.
acisindan, goz dokusunda alt1 farkli doku takibi

yonteminin karsilastirilmas1 amaclanmistir.

Doku bitinliginin  korunmasi

GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Nesa Deney Hayvanlar Uretim ve
Uygulama Laboratuvarindan temin edilen 12 adet
disi Wistar albino tipi sicanlarin 24 adet g6z dokulan
materyal GOz dokusunun
calisilacag

gruplara ait gozlerin lateral kisimlarindan kiicuk

olarak kullamlmistir.
kissm g0z onunde bulundurularak,

kesiler atilarak vitroz sivisi cikarilmistir. Boylece
organin en ic kisimlarina fiksatiflerin nifuz etmesi
ve goziin i¢ tabakalarinin fikse olmasi saglanmistir.
Sicanlardan alinan dokular farkli fiksatifler ile
(formalin, bouin, paraformaldehit) 24 saat slreyle
tespit edilmistir. Tespit basamaginin ardindan akan
su altinda yikanan doku ornekleri, alt1 farkli doku
takip yontemi ile dereceli alkol serilerinden gecirilip
dehidratasyonlar1 saglanmis ve parafinde gomiiliip
parafin  bloklardan
mikrotom (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile 4-5 ym
kaliniginda kesitler alinmistir. Alinan bu kesitlere

bloklanmistir.  Hazirlanan

genel histolojik goriinimi degerlendirmek (zere
Hematoksilen & Eosin (H&E) boyas1 uygulanmistir.
Oncelikle, kesitler H&E boyama icin 58 °C etiivde
2 saat inkibe edilmistir. Sonra, kesitler 30 dakika
boyunca ksilen ile muamele edilmis ve ardindan ucer
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dakika boyunca dereceli azalan alkol serilerinden
gecirilmistir. Slaytlar musluk suyu altinda yikadiktan

sonra, bunlann Gill’'s hematoksilende (Merck,
Darmstadt, Almanya) 5 dk bekletilmistir. Akarsuda
yikamanin ardindan eozin (Bio-Optica, Milano,

italya) ile 1 dk boyanmistir. Slaytlar dereceli artan
alkol serilerinden gecirilmis ve kapatma oncesi
ksilende bekletilmistir. Daha sonra, slaytlar entellan

(107960, Sigma Aldrich, Darmstadt, Almanya)
kapatma solusyonu ile kapatilmistir.
Alt1 farkli doku takip yontemleri uygulanan

gozlere ait tabakalarindaki
histolojik yapilar ele alinmistir. Goz dokusundaki

yapilarin incelenmesi saglanarak gruplar arasindaki

slaytlarda gozin

farklan ortaya cikarmak amaclanmistir. Hazirlanan
preparatlar morfolojik ozellikleri analiz etmek
icin 151k mikroskobunda (Olympus BX43, Japonya)
incelenmis ve ilgili kisimlardan fotograflar
cekilmistir.

Altn farkli doku takibi islemi manuel olarak
yapilmistir.

Bu calisma, Nesa Deney Hayvanlari Uretim ve
Uygulama Laboratuvari Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun onayr ile gerceklestirilmistir

(Tarih:03.08.2024, Karar No: 052).

BULGULAR

Calismamizda, alt1 farkli doku takip yontemi
uygulanan gozlere ait preparatlarda kornea, sklera,
koroid, retina, iris ve siliyer cisimdeki histolojik yapilar
ele alinmistir. Belirtilen bitin bolgeler icin Grup |
(formalin fiksatifiyle asetonsuz doku takibi) (Sekil
1); Grup Il (formalin fiksatifiyle asetonlu doku takibi)
(Sekil 2); Grup Il (bouin fiksatifiyle asetonsuz doku
takibi) (Sekil 3) ; Gup IV (bouin fiksatifiyle asetonlu
doku takibi) (Sekil 4); Grup V (paraformaldehit
fiksatifiyle asetonsuz doku takibi) (Sekil 5); Grup VI
(paraformaldehit fiksatifiyle asetonlu doku takibi)
(Sekil 6) ile hazirlanan goz preperatlari incelenmistir.
Aynica histolojik doku takibi protokolleri Tablo 1’de
sunulmustur.



Tablo 1. Histolojik doku takibi protokolleri

Grup I: Formalin
fiksatifiyle
asetonsuz doku
takip protokolii

Grup I
Formalin
fiksatifiyle
asetonlu doku
takip protokolii

Grup lll: Bouin
fiksatifiyle

asetonsuz doku
takip protokolii

Grup IV: Bouin
fiksatifiyle
asetonlu doku
takip protokolii

Grup V:
Paraformaldehit
fiksatifiyle
asetonsuz doku
takip protokolii

Grup VI:
Paraformaldehit
fiksatifiyle
asetonlu doku
takip protokolii

Formalin, %10 24
saat

Formalin, %10 24
saat

Bouin 24 saat

Bouin 24 saat

Paraformaldehit,
%10 24 saat

Paraformaldehit,
%10 24 saat

Akan su altinda
2 saat

Akan su altinda
2 saat

Akan su altinda 2
saat

Akan su altinda
2 saat

Akan su altinda
2 saat

Akan su altinda
2 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 saat

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %75 1 gece

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %96 1 saat

Alkol, %100 1 saat

Aseton 1, 20 dk

Alkol, %100 1 saat

Aseton 1, 20 dk

Alkol, %100 1 saat

Aseton 1, 20 dk

Alkol, %100 1 saat

Aseton 2, 20 dk

Alkol, %100 1 saat

Aseton 2, 20 dk

Alkol, %100 1 saat

Aseton 2, 20 dk

Ksilen 1-5 dk

Aseton 3, 20 dk

Ksilen 1-5 dk

Aseton 3, 20 dk

Ksilen 1-5 dk

Aseton 3, 20 dk

Parafin I’de 1 saat

Ksilen 1-5 dk

Parafin I’de 1 saat

Ksilen 1-5 dk

Parafin I’de 1 saat

Ksilen 1-5 dk

Parafin II’de 1 saat

Parafin I’de 1 saat

Parafin II’de 1 saat

Parafin I’de 1 saat

Parafin II’de 1 saat

Parafin I’de 1 saat

Parafin llI’de 1 saat

Parafin II’de 1 saat

Parafin llI’de 1 saat

Parafin II’de 1 saat

Parafin llI’de 1 saat

Parafin II’de 1 saat

Bloklara gomme

Parafin llI’de 1 saat

Bloklara gomme

Parafin llI’de 1 saat

Bloklara gomme

Parafin llI’de 1 saat

Bloklara gomme

Bloklara gomme

Bloklara gomme

Uygulanan farkl

fiksatiflerin ve dehidrasyon

ve yapilann histolojik ozelliklerinin normal oldugu

ajanlarinin goz dokulart igin uygunlugu ve dokularda
olusan farkliiklar Tablo 2’de belirtilmistir. ilk
olarak gruplar arasindaki goz dokularinin biitlinligi
degerlendirildiginde g6z kiresindeki histolojik
katmanlarin biitiinligli en iyi sekilde Grup IV bouin
fiksatifiyle asetonlu grupta gozlenmistir.

Grup | formalin fiksatifiyle asetonsuz grupta,
koroid ile retina arasinda az miktarda ayrilmalar
oldugu ve g6z kiiresinin biitunligiiniin bozuldugu H&E
boyanma sonuclarinda tespit edilmistir (Sekil 1).

Grup Il formalin fiksatifiyle asetonlu grup

incelendiginde g6z dokusunun biitiinliiglini korudugu

tespit edilmistir (Sekil 2).

GOz dokusunun katmanlarinda yer alan yapilar
kornea, sklera, koroid ve retina tek tek incelendiginde
formalin asetonlu ve formalin asetonsuz gruplarda
yapilarin  normal histolojik &zellikleri  tasidig
gozlenmistir (Sekil 1,2).

Grup lll, bouin fiksatifiyle asetonsuz grupta ise goz
dokusunun histolojik katmanlar arasinda ozellikle
sklera ve retina arasinda ayrilmalar oldugu H&E
boyanma sonuclarinda gozlenmistir (Sekil 3). Ancak
katmanlar tek tek incelendiginde kornea, sklera ve

retinada herhangi bir hasar tespit edilmemistir.
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Cilt 82 W Say1

GOZ DOKUSUNUN FARKLI DOKU TAKIPLERI

Tablo 2. Farkl fiksatiflerin ve dehidrasyon ajanlarinin g6z dokulari icin uygunlugu ve dokularda olusan farkliliklar

Kornea +++++ +++++ +++++ +++++ ++++ ++++
Sklera PR bt e . +H+ e
Koroid ++++ ++++ ++++ +++++ +++ +
Retina s bt 44 et e +
iris ++ +++ +++ +Ht++ ++ ++
Siliyer

P ++ ++++ +++ +++++ +++ +++
Cisim

“r++++: Cok iyi; ++++: Iyi; +++: Orta; ++: Kotil; +: Cok kotii.

1 24— Turk Hij Den Biyol Derg

Sekil 1. Grup I: Formalin fiksatifiyle asetonsuz doku takip protokolii 6rnegi ile elde edilen bir

ratin goz kesiti (HE, 2X, 10X, 20X, 40X).
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Sekil 2. Grup Il: Formalin fiksatifiyle asetonlu doku takip protokolii 6rnegi ile elde
edilen bir ratin goz kesiti (HE, 2X, 20X, 40X).

Sekil 3. Grup llI: Bouin fiksatifiyle asetonsuz doku takip protokolii 6rnegi ile elde edilen
bir ratin goz kesiti (HE, 2X, 10X, 20X).

Grup IV bouin fiksatifiyle asetonlu grupta H&E oldugu, kornea ve skleranmin, koroid ve retinanin
boyanma sonuclarinda  korneaskleral katman, normal histolojik yapida oldugu gozlenmistir (Sekil

vaskiiler katman ve retina arasinda bir bitinlik 4).
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Cilt 82 W Sayl 1 B 2025 =———————

Grup V paraformaldehit fiksatifiyle asetonsuz
(Sekil 5) ve Grup VI paraformaldehit fiksatifiyle
asetonlu (Sekil 6) gruplarin her ikisinde de doku
bitiinliginiin  bozuldugu, g6z kiiresinin her ¢

histolojik katmanlar arasinda aynlmalar, yer yer

Sekil 4. Grup IV: Bouin fiksatifiyle asetonlu doku takip protokolii 6rnegi ile elde edi-

len bir ratin goz kesiti (HE, 2X, 40X).

126 Turk Hij Den Biyol Derg

GOZ DOKUSUNUN FARKLI DOKU TAKIiPLERI

yirtilmalar ve bozulmalar oldugu tespit edilmistir.
Ancak katmanlar tek tek incelendiginde kornea,
sklera, koroid ve retina yapilarinin anlamli derecede
hasarli olmadig1 gézlenmistir.

4

e T — " s —l00um
Sekil 5. Grup V: Paraformaldehit fiksatifiyle asetonsuz doku takip protokoli 6rnegi ile
elde edilen bir ratin goz kesiti (HE, 2X, 20X, 40X).
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Sekil 6. Grup VI: Paraformaldehit fiksatifiyle asetonlu doku takip protokolii 6rnegi ile
elde edilen bir ratin goz kesiti (HE, 2X, 10X, 20X).

TARTISMA

Cesitli fiksasyon methodlan ve bu methodlarda
kullamlan farkl fiksatifler bulunmaktadir. Tum farkl
dokular icin uygun olan tek bir fiksasyon ajaninin
bulunmamasi arastirmacilarin farkli fiksasyon ajanlan
Uzerine yogunlasmasina yol acmistir. Literatiirde
yapilan calismalara bakildiginda, formalin fiksatifinin
bir ya da birkac farkli fiksatifle karsilastinldig
gozlenmistir. Literatiirde yer alan farkli calismalarda,
cesitli fiksasyon tipleri karaciger dokusunda (13), ince
igne aspirasyonlarinda (14), akciger (15) ve kolon
kanserlerinde (16), normal kolon mukoza orneklerinde
(17) ve tiroid dokusunda (18) incelenmistir. Bu ideal
fiksatif arayislarindan dolayi, dehidratif alternatifleri
geri planda kalmistir.

Dehidrasyon ajanlan seciminde dikkat edilmesi
gereken hususlar arasinda doku takibinde kullanilan
diger solusyonlar ile uyumlu olmasi, ekonomik
olmas1 ve dokuyu ne kadar kiiciilttiigii sayilabilir.
Dehidrasyonun yeterli olmadigi durumda infiltrasyon
ve seffaflandirma basamaklar da giizel olmayacagi

icin ortast yumusak, camur gibi dokular elde
edilebilmektedir. Tam tersine fazla dehidrasyon
durumu ise zor kesit alinabilen, kirilgan ve cok sert
dokular elde edilmesine yol acar (19).

Diagnostik patolojide, yiiz yili askin siredir
rutin fiksatif olarak %3.7°lik formaldehit cozeltisi
(%10 luk formalin) kullanmlmaktadir (20).

en onemli nedeni, formaldehit soliisyonunun kolay

Bunun
uygulanabilmesi, iyi mikroskobik goruntli elde
edilebilmesi ve pahali olmamasi gibi avantajlarn
olmasidir (21).

farkli  fiksatifler
kullanilarak hayvanlardan alinan goz ve testis

Yapilan bir calisamada,

dokular Geleneksel Davidson
fiksatifinden farkli oranlarda alkol, asetik asit ve

formalin kullamlarak hazirlanan modifiye edilmis

karsilastinlmstir.

bir Davidson fiksatifinin, hem immiinohistokimyasal
boyama hem de detayli histopatolojik inceleme icin
Bouin sivisina benzer ve bircok acidan daha ustiin bir
koruma sagladigini gosterilmistir. Ayrica, hiicresel
koruma kalitesi Davidson fiksatifininkinden daha

diisiik olmasina ragmen, gozler icin kabul edilebilir
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bir fiksatif sagladig1 bildirilmistir (22). Baska bir
calismada ise proliferatif vitreoretinopati tavsan
modeli kullanilarak, fiksatif seciminin sonucu onemli
olclide etkiledigi bulunmustur. %4 formaldehit ile
fiksasyonun, fiksasyonla iliskili retina dekolmanina
yol actigr gosterilmistir. Bu nedenle, proliferatif
vitreoretinopati veya ila¢ testi calismalarinda goz
dokularint degerlendirmek icin 36-48 saat boyunca %1
tamponlu formaldehitle birlikte %1,25 glutaraldehit
kombinasyonu onerilmistir (23).

Sican  pankreas dokularinda yapilan  bir
calismada iki farkli fiksasyon yontemi (immersiyon
ve perfuzyon), uc¢ farkli fiksatif solusyonu (%4
paraformaldehit+%7.5 pikrik asit, Bouin sivisi, notral
formalin) ve degisik fiksasyon siireleri denenmistir.
Oda sicakliginda 24 saat Bouin fiksatifinde tutmayi
ya da oda sicakliginda 48 saat nétral formalinde
tutmay1 onermislerdir. Fiksasyonu hizli bir sekilde
tamamlamak istenilen durumlarda ise; Bouin’in
fiksatifi ile 15 dk 1slatma asamasindan sonra 45 sn
mikrodalga 1s1n1m1 uygulamasi onerilmistir (24). Kedi
ovaryumlarinda yapilan bir calismada ovaryumun
cerrahi operasyonlarn sirasinda uygulanan ligasyon
sonrasinda dokunun uzaklastirilmasi arasindaki gecen
surede Bouin ve %10 tamponlu formalin fiksatiflerinin
doku korunmasi ve folikuller uzerine etkilerinin
ortaya konulmasi dogrultusunda uygun fiksatifin
belirlenmesi amaclanmistir.  Sonuc olarak Bouin
fiksatifinin formalin fiksatifine gore belirgin oranda
daha iyi bir folikil ve hiicresel bitiinlik gostermekle
beraber genel tiim yapinin korunumunu sagladigi
bildirilmistir (25).

Farkli  fiksatifler
calismada Zenker, Bouin, Orth, %10’luk formalin,
B5, Regaud, ve alkol-

formalin fiksatiflerinin duodenum, karaciger, mide,

kullanilarak  yapilan  bir

Schaudin, Clark, Carnoy,

dalak, ve bobrek dokularimn bazi bolgelerindeki
uygunluklarinin belirlenmesi amaclanmistir.  Sonuc
olarak, mide ve bobrekte incelenen tum bolgeler,
duodenumda tunika muskularis, lamina propria,

lamina epitelyalis icin en uygun olan fiksatifin Clark
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oldugu bildirilmistir. Ayrica Bouin soliisyonunun
dalak dokusu icin ve alkol-formalin solusyonunun
ise karaciger dokusu icin uygun fiksatifler oldugu
belirlenmistir (26).

Bu calismada g6z dokusunun incelenecegi
fiksatifin  ve

ajaninin secilmesi ile iyi sonuc elde edilebilecegi

calismalarda hangi dehidrasyon
arastinlmistir. Diger calismalardan farkli olarak goz
dokusuna dehidrasyon ajanlarn ve fiksatifleri farkl
olan alt1 adet doku takip yontemi uygulanmistir. Uc
doku takip protokoliinde dehidrasyon ajani olarak
alkol diger lciinde alkol ve aseton kullamlmistir.
farkli  fiksatifler

paraformaldehit) uygulanmistir.

Ayrica (formalin, bouin,

farkli
ajanlan ve farkli doku takipleri ile elde ettigimiz

Calismamizda  kullanilan dehidrasyon
kesitler, mikroskobik olarak alisilagelmis morfolojiye
benzer ya da daha iyi ozellikte sonuclar vermistir.
Degerlendirilen tim parametreler Grup |, Grup
I, Grup Ill, Grup IV, Grup V ve Grup VI’da doku
biitlinligli ve tim yapilar goz oniine alindiginda
genel olarak, morfolojik acidan benzer sonuclar
verdigi dokularinin

gozlenmistir.  Ancak goz

biitinligli  degerlendirildiginde gdz kiiresindeki
histolojik katmanlarin bitiinligiiniin en iyi sekilde
Grup IV bouin fiksatifiyle asetonlu grupta korundugu
gorulmistur. Gruplar arasinda katmanlar tek tek
incelendiginde ise kornea, sklera, koroid ve retina
yapilarinin anlamli derecede farkliik gostermedigi
tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak, rutin histolojik incelemelerde,

doku morfolojisinin  korunmasindaki en onemli
basamak doku takibidir. Bu siirec ne kadar basarili
ise mikroskoptaki ayrint1 diizeyi de o kadar iyi olacak
ve temel histomorfolojik incelemeler icin en uygun
zemin olusacaktir. Bizde bu calismada elde ettigimiz
verilere dayanarak goz doku takibi siirecinde fiksatif
olarak bouin, dehidratif ajan olarak ise aseton
kullanimin1 onermekteyiz. Bu calisman ciktilarinin
genellenebilmesi ve gelistirilebilmesi icin daha fazla

yapilacak calismalara ihtiyac duyulmaktadir.
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