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Tespit Soliisyonuyla Korunmasinin Karsilastiriimasi

Comparison of the Brain and Medulla Spinalis Ultrastructural Evaluation Using Five Different
Fixatives
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Amag: Sinir dokularinin ince yapi diizeyinde incelenmesi nérobilimsel ¢calismalar icin gereklidir. Sinir dokusu hipoksi ve iskemiye hassastir. Bu nedenle,
bu dokunun tespit ve takip edilmesi sinir dokusunun ince yapi diizeyinde degerlendirilmesi acisindan kritiktir. Bulgularin deneysel arastirmada
kullanilan tespit sollisyonundan mi yoksa deneysel etkenden mi kaynaklandigini ayirt etmek zordur. Bu calismada, bes farkl tespit sollisyonunun
merkezi sinir sistemi organlari olan beyin ve medulla spinalis lizerine etkilerini, hiicre ve organellerin ince yapi dlizeyinde gosterilmesini ve
karsilastirilmasini amacladik.

Gerec ve Yontem: Calismamizda bes erkek Wistar albino sicana (200-250 gr) anestezi uygulandi. Perflizyon tespiti %4 paraformaldehit (PFA) ile
gergeklestirildi. Cikarilan beyin ve medulla spinalis parcalari; (I) Trump'in soliisyonu %4 PFA ve %1 glutaraldehit (GA), (I1) %2 PFA ve %2,5 GA (2,5
mM CaCl iginde), (I11) %2 PFA ve %2,5 GA, (IV) %2,5 G, (V) Trump'in ¢ozeltisi %4 PFA ve %1 GA (potasyum ferrosiyanat iceren %71 0s0,) olmak lizere
bes farkh tespit sollisyonuna daldinldi. Rutin takip islemlerinden sonra, tiim ince doku kesitleri gegirimli elektron mikroskobu altinda incelendi.
Bulgular: Grup 4'te beyin ve medulla spinaliste g6zlemlenen hiicre cekirdegi, perintikleer bosluk, mitokondri, graniillii endoplazma retikulumu,
miyelin tabakasi, endotel ve bazal laminasinin diger gruplara gére normal bir yapida oldugu elektron mikroskobu altinda izlendi.

Sonuc: Bu calismada, beyin ve medulla spinalisin elektron mikroskobu altinda incelenmesi igin tespit isleminde kakodilat tamponu ile hazirlanan
002,5 GA ¢ozeltisinin uygun ve etkili oldugunu gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), Tespit Soliisyonu, Trump Soliisyonu, Fosfat Tamponu, Kakodilat Tamponu

Abstract

Objectives: Ultrastructural examination of nervous tissues is essential for neuroscientific study. Nervous tissue is sensitive to ischemia and hypoxia.
Thus, the fixation and process of this tissue is critical for evaluating ultrastructure of nervous tissue. It is difficult to distinguish whether the findings
are due to the fixative used in the experimental research or the experimental agent. In this study, we aimed to investigate the effects of the different
five fixatives on the brain and medulla spinalis, which are the central nervous system organs, by evaluating the ultrastructural changes.

Materials and Methods: In this study, five male Wistar Albino rats (200-250 gr) were anesthetized. The perfusion fixation was performed by 4%
paraformaldehyde (PFA). The extracted brain and medulla spinalis pieces were immersed into five different fixation solutions as (I) Trump's solution
49 PFA and 1% glutaraldehyde (GA), (1) 2% PFA and 2.5% GA with 2.5 mM CaCl, (Il) 2% PFA and 2.5% GA, (IV) 2.5% GA, (V) Trump's solution 4%
PFA and 1% GA (1% 0s0, containing potassium ferrocyanate). After routine processes, all ultrathin tissue sections were investigated under the
transmission electron microscopy.

Results: In Group 4, the cell nucleus, perinuclear space, mitochondrion, rough endoplasmic reticulum and myelin sheet, endothelium and basal
lamina of nervous tissues of brain and medulla spinalis were evaluated as normal ultrastructure compared to the other groups.

Conclusion: In present study, we showed that 2.5% GA solution prepared with cacodylate buffer was convenient and effective for nerve tissues of
electron microscopic routine process.
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Dokularin ince yapi diizeyinde arastirmalarinda elektron
mikroskobu inceleme ve degerlendirilmeleri hala en ideal
yontem olma 6zelligini korumaktadir (1). Tespit islemi,
mikroskobik incelemenin ilk ve en kritik basamagidir (2,3).
Elektron mikroskobik inceleme esnasinda elde edilecek verilerin
dogru ve giivenilir olabilmesi icin dokularin dogru soliisyonlarin
icerisine alinip uygun siirelerde tespit edilmesi gerekmektedir
(4). Uygun olmayan bir sekilde tespit edilmis dokularin takibi
sonucu ortaya cikan artefaktlarla (hatali goriintiiler) normal
yapilart ayirmak mimkin olamamakta, doku incelemeleri
sirasinda yapilan dlciimler ve testler de yanlis degerlendirmelere
neden olabilmektedir (5).

Gilinlimizde elektron mikroskobunda ince yapi diizeyinde
yapilan incelemeler bircok klinikte ayirici tanida oldukca
onemli bir yere sahiptir (6). Bu amacla kullanilacak dokularin,
ozellikle santral sinir sistemi (SSS) organlarindan alinan doku
orneklerinin, en kisazamanda tespit sollisyonuna alinmasi gerekir
(7). Bekletilen dokularda otoliz, hasar ya da mikroorganizma
kontaminasyonu gergeklesir. Dokunun tespit edilmeden gecirdigi
slireyi en aza indiren perfiizyon yontemi hiicre/dokulari heniiz
kalp pompalama islevini sirdurirken tespit sollisyonuyla
bulusturan bir yontemdir ve literatiirde tespit sollisyonlarinin
etkinligini daha da artirdigi g6sterilmistir (8). Bu nedenle tespit
sollisyonunun perfilizyon yontemiyle uygulanmasi tercih edilir.
Biz de calismamizda perfiizyon yonteminin daldirma yontemine
Ustlinltigl nedeniyle perfiizyon yontemini uyguladik.

Kullanilan yetersiz tespit sollisyonlari dokunun analiz
sonuclarini degistirebilir. Dogru sekilde secilen tespit sollisyonlari
dokulari da yasamin durdugu andaki haliyle koruyarak dokunun
gecirdigi takip streclerini dogrudan etkiler. Glutaraldehit (GA)
ve paraformaldehit (PFA), Trump sollisyonu ve Karnovsky'nin
sollisyonu  farkli  laboratuvarlarda elektron  mikroskobu
incelemelerinde siklikla kullanilan tespit sollisyonlaridir (3,9-
11). Ozellikle SSS dokularinin hassasiyeti ve tespitinin zorlugu
gz Ontine alindiginda; bu farkli tespit sollsyonlarinin doku

Tablo 1: Deney gruplari

Gruplar Tespit soliisyonu icerigi
grr‘dfn:) solisyonu) %4 PFA ve 901 GA
Grup 2 002 PFA ve %2,5 GA
Grup 3 002 PFA ve %2,5 GA
Grup 4 02,5 GA

Grup 5

.. %4 PFA ve %1 GA
(Trump soltisyonu)

GA: Glutaraldehit, PFA: Paraformaldehit

butlnliigi ve hiicresel yapilarin korunmasi lizerine etkinliklerinin
arastiriimasi ve karsilastiriimasi zorunlu hale gelmektedir.

Farkli  tespit sollsyonlarinin  kullanilmasi  sonucunda
doku incelemeleri tizerinden verilecek tani, yapilacak gozlem
ve Olcim sonuclari degiskenlik gosterebilir, verilerimizi ve
ctkarimlarimizi etkileyebilir. Bu calisma; cesitli tespit sivilarinin
etkinligini ve birbirine olan Ustlinliglini arastirarak, dokunun
degisken laboratuvar ydntemlerinden etkilenmesini en aza
indirmek ve kullanilan tespit yontemlerini standardize etmek
tzere planlanmistir.

Gerec ve Yontem

Deney hayvanlari ve deney tasarimi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney
Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan onaylandi (no: 2020-
20-162). Hayvanlar Ankara Universitesi Tip  Fakdltesi,
Deney Hayvanlar Laboratuvari'ndan temin edildi. Deneyler
laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi kilavuzuna gore
gerceklestirildi. Calismamizda Wistar Albino tipi 5 erkek sican
(10-12 haftalik) kullanildi. intramiskiiler 100 mg/kg ketamin
ve 10 mg/kg ksilazin enjekte edilerek anesteziye alindi. Kalbin
pompalama giiclinden vyararlanilarak, sol ventrikiile takilan
kateterle enjektore basing uygulanarak gonderilen heparinli
serum fizyolojik, sag atriumdan atilan kesiyle sicanin dolasim
sistemini terk edene kadar beklendi. Kesiden gelen heparinli
serum fizyolojigin rengi seffaflastiginda, yine sol ventrikiile
enjektdr yardimiyla %4 PFA verildi. Tespit sollisyonunun
hayvanin tim vicuduna dagilmasi hayvanin burun ucu gibi
periferik noktalarinin pembeligini kaybedip beyazlasmasi ile
anlasildi. Verilen tespit sivisi heniliz hayvan yasarken kilcal
damarlar araciligiyla en periferik bolgelere kadar iletildiginden
dokularin ve hiicrelerin hic vakit kaybetmeden tespitleri
baslamis oldu. Dokularin sertlesmesiyle bunun basarildig
anlasildi. Tespitin ardindan beyin ve medulla spinalisten 1
mm?*'lik parcalar cikarildi. Her hayvandan alinan dokular, bes
farkli soliisyonla 1. tespit yapilarak takip edildi. Deney gruplarn
Tablo 1'de gosterilmistir. Sollisyonlar taze hazirlandiktan sonra
pH degerleri 7,2-7,4 olarak ayarlanip +4 °C de kullanilana kadar

Tampon soliisyonu Eklenen kimyasal madde

Fosfat tamponu (PBS) -

2,5 mM CaCl iceren PBS -
Fosfat tamponu (PBS)
Kakodilat tamponu -

%1 0s0, icerisine potasyum

Fosfat tamponu (PBS) ferrosiyanat eklendi

221



Topal Celikkan ve Erdemli. Bes Farkl Tespit Soliisyonunun Beyin ve Medulla Spinalis Uzerine Etkisi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2021;74(2):220-225

muhafaza edildi. Tekrar tespit sollisyonu pH'leri kontrol edilerek
islemler baslatildi.

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) doku takibi

ik Gic grup ve besinci grupta tespit soliisyonu fosfat
tampon (PBS) icerisinde hazirlanirken, dérdiincli  grupta
kakodilat tamponu kullanildi. Tespit islemi 4 °C de 4 saat
stireyle gerceklestirildi ve birinci tespit isleminden sonra
dokular %71 osmiyum tetraoksit icerisinde 4 saat kadar oda
isisinda bekletildi. Dereceli alkol sollisyonlarinda dokularin suyu
uzaklastirildiktan (dehidratasyon) sonra propilen oksite aktarilip
Araldit 6005'e gomildu. Yari ince kesitler 800 nm kalinhiginda
kesilip Toluidin mavisi-Azur |l ile boyandi ve uygun alanlar
belirlenerek ince kesitler 60-80 nm olarak ultramikrotomda
(Leica Ultracut R) kesildi ve bakir gridlerin tizerine alindi. ince
kesitler uranil asetat ve kursun sitratla boyandi ve ince doku
diizeyinde degerlendirilmek tizere TEM'de incelendi (LEO 906E,
Zeiss, Oberkochen, Germany).

Bulgular

Tim hayvanlarda %4 PFA soliisyonuyla perfiizyonlu tespit
islemi basarili bir sekilde gerceklestirilmis ve 5 hayvanin beyin
ve medulla spinalisinden esit buyiikliikte parcalar alinarak
5 farkli tespit sollisyonuna konulmustur. Ortak takip iglemi
sonrasl ince yapi incelemelerinin sonuclari TEM'de gozlenerek
karsilastirimistir.

Medulla spinalis ve beyinde hiicre yapilari (néron ve glia
hicreleri), cekirdek, kromatin dagilimi, cekirdek zari korunumu,
organellerin korunmasi, miyelin ve damar yapilar incelenirken,

ozellikle damar yapilarinda endotel hiicrelerinin 6zellikleri ve
bazal laminanin goriinimu degerlendirildi (Tablo 2,3).

Grup 1: %4 PFA ve %1 GA (fosfat tamponu icerisinde)
(Trump soliisyonu)

Medulla spinaliste hiicre cekirdeklerinde kromatin dagilimi
normal olarak izlendi, cekirdekgik belirgindi. Cekirdek ¢ift zar
devamhhgr izlenirken i¢c ve dis zarinin bazi alanlarda ayrildigi
gozlendi. Cekirdek zarinin tzerinde bulunan cekirdek porlarinin
normal yapisi ayrintili olarak izlenebilmekteydi. Sitoplazmada
mitokondriyon cift zar ve krista yapisi bozulmus goriinimdeydi.
Miyelin yapilar ve akson icerigi diizenliydi. Noropil alaninda
vakuol vapilarn dikkat cekti. Medulla spinaliste yer alan
damarlarin endotel hiicreleri ince sitoplazmalariyla hiicre
icerigi ve altlarinda bulunan bazal laminayla iliskileri normaldi,
herhangi bir ayriima izlenmedi (Sekil 1).

Beyinde hiicre cekirdeklerinin zar biitiinliigliniin ve cekirdek
kromatin yapisinin korundugu yapisi ve hiicre sitoplazmasinda
sisme (hidrops) dikkat cekti. Hiicrelerin i¢inde organellerde ve
noropilde sisme ve vakuoller izlendi; hiicre i¢i ve hiicrelerarasi
alanda sisme goriildii. Beyinde bulunan kilcal damar endotel
hiicrelerinin sitoplazmasinda sismis mitokondriyonlar gozlendi
(Sekil 2).

Grup 2: %2 PFA ve %2,5 GA, (2,5 mM CaCl iceren fosfat
tamponu icerisinde) (Karnovsky'nin fiksatifi)

Medulla  spinaliste  gozlenen  hiicrelerin  kromatin
dagilimi ve cekirdek zarlarinin normal yapida oldugu izlendi.
Mitokondriyonlarin igerisinde kristalarin ~ kayboldugu ve
endoplazmik retikulum (ER) sarniclarinin genisledigi dikkat

Tablo 2: Medulla spinalisteki hiicrelerin, miyelinin ve kilcal damarlarin ince yapi diizeyinde inceleme sonuclari

Kromatin Cekirdek ¢ift  Sitoplazmanin  Mitokondriyon ¢ift zar  GER ve Golgi Miyelin Kilcal damar
yapisi zari yapisi yapisi ve kristalar kompleksi endoteli ve BL
Grup 1 Normal Ayrilma Normal Bozulma Normal Normal Normal
Grup 2 Normal Normal Normal Bozulma Genislemis Ayrilma/parcalanma  Normal
Grup 3 Normal Normal Normal Normal Normal Ayrilma Normal
Grup 4 Normal Genisleme Normal Normal Normal Normal Normal
Grup 5 Normal Genisleme Normal Sisme Normal Ayrilma/sisme Normal
GER: Graniillt endoplazmik retikulum
Tablo 3: Beyindeki hiicrelerin, miyelinin ve kapiller damarlarin ince yapi diizeyinde inceleme sonuclari
lomatin  Gonde gtz Stplamann - Mitokondryon eiftzar - GER v Golgi - Kical damar,
Grup 1 Sisme Normal Sisme, vakuoller Sisme Sisme Sisme
Grup 2 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Grup 3 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Grup 4 Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Grup 5 Normal Normal Normal Normal Normal Normal

GER: Graniilli endoplazmik retikulum
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cekti. Aksonlarin miyelinden ayrildigr alanlar meveuttu. Miyelin
yapilar oldukca ayrik ve parcalanmis olarak godzlenirken kilcal
damar endotel hicreleri ve perisitlerin normal yapida oldugu
gozlendi (Sekil 1).

Beyindeki hiicrelerin cekirdek zari, ¢ekirdekcik ve cekirdek
icerigi bitinligini korudugu cekirdek cift zarinin dizenli
ve birlesik oldugu gobzlendi. Mitokondriyon zari, kristalari
ve granilli ER sarniclarinda genisleme yoktu ve zarlarda
biitiinligin bozulmadigr dikkat c¢ekti. Damar vyapilarinin
biitiinliguni korudugu, endotel hiicrelerinde ve perisitlerde
bitinligln korundugu izlendi (Sekil 2).

Grup 3: %2 PFA ve %2,5 GA (fosfat tamponu icerisinde)
(Karnovsky'nin fiksatifi)

Medulla spinaliste hicrelerin cekirdegindeki ©kromatin
yapisi duzenli olarak izlendi. Cift tabakali cekirdek zan
normal yapidaydi, genislemeler gozlenmedi. Miyelin yapilari
biitiinliguni korurken, yer yer ayrilmalar gorildi. Kilcal damar
endotel hicreleri ve bazal laminalari normal yapida izlendi.
Endotel hiicreleri icerisinde pinositik vezikillerin goriinir ve
saglam yapida olmasi dikkat cekmekteydi (Sekil 1).

Beyinde hiicrelerin gcekirdeklerinin biittinltigtniin korundugu,
cekirdek cift zarlarinin ayrilmadigi izlendi. Mitokondriyon zar

Grup 1 Grup 2 Grup 4 Grup 5
2 R DU NN STIN =

Medulla

Sekil 1: Medulla spinalisin TEM incelemesi. Hiicreler, miyelin ve kapiller
yapilarin ince yapi goriintiileri.

E: Endotel, M: Mitokondriyon, N: Nukleus, Cekirdek, P: Perisit, Ok basi: Cekirdek
zar1, Beyaz ok: Miyelin, Yildiz: Vakuol

Grup 1 Grup 2
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Sekil 2: Beyinin TEM incelemesi. Hiicre, organel ve kapiller damarlarin
ince yapi incelenmesinin goriintiileri

E: Endotel, M: Mitokondriyon, N: Ni]kleus/g:ekirdek, P: Perisit, Dalgah ok: Serbest
ribozomlar

ve kristalarinin, ER sarniclarinin korundugu dikkat cekti. Kilcal
damar endotel hicreleri, perisit ve bazal lamina yapilarinin
normal oldugu gozlendi (Sekil 2).

Grup 4: %2,5 GA (kakodilat tamponu icerisinde)

Medulla spinaliste hiicrelerde cekirdek zarinin bitiinltigiind
korurken hafif diizeyde genislemeler go6zlendi. Kromatin
yapisinin  biitiinliigli korunmustu. Sitoplazmasinda bulunan
mitokondriyonlarin - zar vyapilarinin ve kristalarinin yapisi
korunmus olarak izlendi. Miyelin yapilarinin korundugu ve
diizenli oldugu izlendi. Kilcal damar endotel hiicrelerinin saglam
oldugu, organel ayrintilarinin oldukca net gdzlendigi dikkat
cekti (Sekil 1).

Beyinde hiicrelerin ¢ekirdek vyapisinin ve bitlnlaginin
korundugu, cekirdek cift tabakasinin duzenli bir sekilde
gozlendigi, sitoplazma icerigi ve dagiliminin normal oldugu
dikkat cekti. Grandlli ER sarniclari ve mitokondriyon zar
yapilarinin saglam kaldigi gozlendi. Sitoplazmada organel
yapilarinin biitiinligu bozulmamisti, sitoplazma ya da noropilde
sisme izlenmedi. Kilcal damar endotel hiicresinin ¢ekirdek ve
sitoplazmasinin ve ayni zamanda bazal laminasinin normal
oldugu gozlendi (Sekil 2).

Grup 5: %4 PFA ve %1 GA (fosfat tamponu icerisinde)
%1 0s0, icerisine potasyum ferrosiyanat eklendi (Trump
soliisyonu)

Medulla spinaliste gozlenen hiicrelerin cekirdeklerinde
kromatin dagihmi normaldi ancak cekirdegin cift tabakali
zarinda yer yer genislemeler izlendi. Mitokondriyonlarda sisme
vardi. Miyelin yapilarinda yer yer sisme ve ayrilma bdlgeleri goze
carpmaktaydi. Akson igeriginin normal oldugu, hiicre icinde ve
noropilde bos vakuoller bulundugu gozlendi. Damar endotel
hiicrelerinin normal morfolojide oldugu ve bazal laminalarinin
buttnliklerini korudugu dikkat cekti (Sekil 1).

Beyinde hiicrelerin cekirdek biitiinliglnin korundugu,
cekirdek c¢ift kath tabakasi ve sitoplazmadaki zarli yapilarin
bozulmadigi izlendi. Mitokondriyon zar ve krista yapilarinin
korundugu dikkat cekti. Hucreler arasi baglantilarinin
ayrilmadigi, devamliliklarini korudugu gozlendi. Kilcal damar
endotel hicrelerinin ve bazal laminanin butlnligini korudugu
izlendi (Sekil 2).

Gecmise bakildiginda, son yillarda tespit sollisyonlarindaki
degisiklikler elektron mikroskobu hazirlama ydntemlerinde
meydana gelen gelismenin bir yansimasidir. Farkli tespit
sollisyonlari, farkh takip siireciyle birlestirildiginde, dokularin
ince yapilarinin korunmasinda farkli sonuglar ortaya cikarir
(12). Sinir sistemi, hiicrelerinin oksijensizlige dayaniksizhg,
bu hiicrelerin hizla dejenere olmasi hatta dlimiine neden
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olur. Uygun ve hizla yapilan tespit bu hicrelerin korunmasini
saglayacaktir. Ayni zamanda beyaz cevherinde bulunan miyelin
nedeniyle, yag icerigi diger organlardan farklidir ve bu sebeple
tespit islemleri uzun siirmekte ve hizla yapilmasi gerekmektedir
(13). Calismamizda SSS organlarindan beyin ve medulla
spinalisin perflizyon ydntemiyle tespit edilmesinin ardindan
bes farkl tespit sollisyonunda tespit gerceklestirildi ve elektron
mikroskobunda ince yapi diizeyinde incelendi.

Tespitin  hizla yapilmasinin  gerekliligini  gostermede;
perflizyon ve daldirma (immersiyon) ydnteminin farklihg
Garman (14) tarafindan vyapilan calismada gdsterilmistir.
Bu calismada sicanlar lizerinde %710 tamponlu formalin ile
perfiizyon ve daldirma ydntemleri uygulanip hematoksilen
eozinle boyanarak stk mikroskobunda degerlendirilmistir.
Perflizyon yontemiyle beyinde normal yapida néronlar izlenirken
daldirma yonteminde biizlismis, diizensiz goriiniimde bazofilik
néronlar (koyu néronlar) ve néron cevresinde cekilme sonucu
bosluklar izlenmistir (14). Lamberts ve ark. (15) perfiizyon ve
daldirma yontemiyle GA ve PFA soliisyonuyla, Palay ve ark. (16)
ise osmiyum tetraoksit ile beyni tespit ettikten sonra sonuglari
TEM'de karsilastirdiklarinda, perflizyon ydntemiyle hiicrelerin
cekirdek, zarli organel, sitoplazma ve hiicre zar diizeyinde daha
iyi korundugu sonucunu elde etmislerdir. Biz de bu arastirmada,
Garman (14), Lamberts ve ark (15) ve Palay ve ark!nin (16)
yaptigi cahismalar 1siginda, perfiizyon yontemini kullanarak
medulla spinalis ve beyinin farkl tespit sivilari ve tamponlarla
korunmasinin karsilastirilmasini calismacilara faydali olacag:
dusiincesiyle gozlemledik.

Tespit sollisyonlari degerlendirildiginde; GA, PFA'dan daha
bliyik bir molekiil oldugu i¢in dokuya girisinin yavas oldugu,
bu nedenle PFA'nin dokuya daha hizli niifuz ettigi bilinmektedir.
Bu calismada, GA ile karsilastirildiginda perfiizyon yonteminde
daha hizli tespit hizina sahip PFA secilerek perflizyonun etkisi
en etkin seviyede kullanilmistir (17). Calismamizda, perflizyon
yonteminin kullaniimasinin bir sonucu olarak; kilcal damar
yapilarinin incelemelerinde endotel hiicrelerinin tiim tespit
sollisyonlarinda ince yapi diizeyinde cok iyi korundugu dikkat
cekmistir. Perflizyon ydntemiyle tespit yapiimasi sirasinda kilcal
damar endotel hiicrelerinin tespit sollisyonuyla ilk temas eden
hiicreler olmasi ve dolayisiyla tiim tespit soltisyonlarinda normal
yapida gozlenmesi beklenen bir sonug¢ olarak degerlendirildi
(18).

Tamponlarin ~ farkhliklarina  bakacak  olursak;  PBS,
laboratuvar uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan, elektron
mikroskobu soliisyonlarini seyreltmede tercih edilen bir tampon
soltisyonudur (5). PBS tamponlama kapasitesi diger tamponlara
gore daha yiiksek oldugu ve toksik olmadigi icin dncelikli olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu calismada fizyolojik pH'de (pH=7,2-
7.4) hazirlanan kakodilat soliisyonuyla %2,5 GA'nin diger
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tespit soltisyonlarina gore sinir dokusunda hiicreleri (néron ve
glia hucreleri), organellerini, damar yapilari (endotel, perisit)
ve noropili korudugu ortaya konulmustur. Kakodilat tamponu
PBS'ye gore daha pahali ve daha toksik olmasina ragmen yiiksek
reaktif gruplara sahip olmamasi nedeniyle fosfat tampon
gibi hiicre elementleriyle reaksiyona girmez (19). Kakodilat
tamponu iceriginde toksik bir madde olan arsenigin olmasi
nedeniyle ¢eker ocak altinda dikkatli bir sekilde hazirlanmasina
dikkat edilmelidir. Fosfat tampon icerisinde kalsiyum klorir
(CaCl) kullaniimasi (Grup 2) hicrenin ¢ekirdegindeki DNA
icerigini sabitlestirir ve saglamlastirir (20). Tespit sollisyonunu
tamponuna CaCl ekledigimizde cekirdekteki kromatin iceriginin
korunmasi nedeniyle cekirdek yapisinin iyi korundugu bizim
gozlemlerimizde de ortaya ¢ikmistir.

Bu calismada Trump soliisyonuyla (Grup 1 ve 5) tespit
edilen medulla spinaliste hiicrelerin icinde ve hiicreler arasinda
vakuoller tespit edildi, beyinde ise hiicrelerde (néron ve endotel
hicrelerinde) sisme gozlendi. Trump sollisyonunda GA oraninin
%?1 oraninda olmasi hiicre ve hiicre disi yapilarin korunmasinin
yetersiz olabilecegini dustindlrdi. TEM ile sinir dokusunun
ince yapi diizeyinde incelenmesinde ve hiicre analizinde Trump
soliisyonunun tercih edilirken bu sonuglarin gdz oniinde
bulundurulmasi 6nerilmektedir. Grup 1 ve 5 arasinda ince yapi
diizeyinde incelemelerde bir fark olmamasi grup 5'te osmiyum
tetraoksiticine konulan potasyum ferrosiyanatin tespit isleminde
etkin roli olmadigini gostermektedir. Wood ve Luft (21) yaptig
calismada karaciger ve pankreasin tespitinde osmiyum tetraoksiti
farkli (kollidin, fosfat, arsenat, sodyum bikarbonat, Veronal
asetat ve potasyum kromat-dikromat) tampon soliisyonlar
icinde c¢ozerek doku takibinde kullanmislardir. Bu dokularin
TEM'de incelenerek karsilastirilmasinda, tampon sistemleri
arasinda belirgin bir fark olmadigi bildirilmistir (21).

Bu calisma sonucunda sinir dokularinin elektron mikroskopta
incelemesi icin doku takibinde cok cesitli tespit ve tampon
soltisyonlari kullanilirken tek iyi bir tespit sollisyonundan
bahsetmek zor gibi gdriinmektedir. Tespit sonuclari arasinda
farklar olabilecegi g6z éniinde bulunduruldugunda calismamizda
kakodilat tamponuyla hazirlanan %2,5 GA soltisyonunun (Grup
4) hem beyin hem de medulla spinaliste hiicrelerin (n6ron ve glia
hiicreleri), organellerin, néropilin ve kilcal damar ince yapisinin
korunmasinda diger gruplara gore sinir dokusu icin elverisli ve
etkin oldugunu gosterdik.
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