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KARSILASTIRILMASI II- AKCIGER VE MIDE BULGULARI
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Biyolojik omeklerin taramali elektron mikroskop (SEM) igin hazirlanmasinda, dehidratasyon son-
rast kurutma agamast i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem kritik nokta kurutma (KNK) yontemidir.
Boceklerle yapilan calismalarda ve bazi dokularda dehidratasyon sonrasinda Hekzametildisilazan
(HMDS)’in buharlagtirilmasi ile yapilan kurutma da, iyi bir alternatif olarak onerilmektedir. Bu cal-
1smada, akciger ve mide doku orneklerindeki bulgular karsilagtinldi. KNK ile hazirlanan 6meklerde,
hem akciger dokusundaki hiicresel yapilar, hem de midenin hiicre yapilart ¢ok iyi korunmus olarak
gozlendi. HMDS ile kurutulmus 6meklerin KNK ile aymi kalitede oldugu bazi kaynaklarda bildiril-
mekle beraber , bizim ¢alismamizda HMDS ile kurutulmus akcigerlerde, kiigiik butytitmelerde belirgin
olmayan, ancak biiytk biyutmelerde alveol yiizeyini doseyen tip 1 pnomositlerde kivrilmalar ve
buzilmeler ile, tip II pnomositlerde buzillmeden kaynaklanan ice ¢okmeler gozlendi. HMDS ile ku-
rutulmus, mide i¢ yiizeyini doseyen epitel hiicrelerinde de, biiytik bityiitmelerde yer yer buziilmeler ve
yarilmalar gozlendi.

Sonug olarak, fare akciger ve mide dokularinin hiicresel yapilarinin SEM i¢in hazirlanmasinda en
iyl yontemin KNK oldugu gozlenmistir. Fare ve benzer bazi hayvan ¢alismalarda ucuz, herhangi bir
aygit gerektirmeyen HMDS yonteminin, akciger gibi gozenekli ve ¢ok bogluklu objelerin SEM pre-
parasyonu sirasinda, ince bazi ayrnntilardaki bozulmalarin g6z 6niine alinmasi gerektigi, bu nedenle,
bu tiir objeler disinda KNK ’ya alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler : Fare, Akciger, Mide, KNK, HMDS, SEM.

THE COMPARISON OF CRITICAL POINT DRYING AND DRYING WITH
HEXAMETHYLDISILAZANE METHODS FOR THE PREPARATION OF MICE
TISSUES FOR SCANNING ELECTRON MICROSCOPY II. LUNG AND STOMACH
FINDINGS

ABSTRACT

In the preparation of biological samples for scanning electron microscopy (SEM), the method
most commonly used for the drying stage after dehydratation is Critical Point Drying (CPD) method.
This method is suggested as a suitable alternative for the studies made by insects and dehydration
process made by the evaporation of Hexamethyldisilizane (HMDS) subsequent to dehydratation in
some tissues. In this study, findings obtained from stomach and lung tissue samples were compared.
Cellular structures of the lung and stomach were very well conserved in samples prepared with CPD.
However, it is reported in some literatures that samples dried by HMDS are in the same quality with
the samples dried by CPD, in our study folds and shrinkages were observed in type I pneumocytes not
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explicit in low magnitudes but cover the alveolar surface in large magnitudes and also, in type II
pneumocytes, collapses through the cells were observed on account of shrinkages. Even in the epithe-
lium cells cover the inner surface of the stomach dehydrated by HMDS, shrinkages and fission were
observed in some regions.

Consequently, it is observed that in the preparation of cellular structures of mouse lung and stom-
ach tissues for SEM, the best method is CPD. In the studies made by mouse and analogous animals,
some spoilage in the details should be taken into consideration during the SEM preparation of the po-
rous objects such as lung in HMDS method which is cheap and does not require any equipment.
Therefore, it is concluded that HMDS can be used alternatively to CPD method, except this kind of

objects.

Keywords: Mouse, Lung, Stomach, CPD, HMDS, SEM.

1.GIRIS

Kritik nokta kurutma (KNK) SEM icin
omeklerin  kurutulmasinda rutin olarak kul-
lanilan bir yontemdir (Bray vd., 1993; Hayat,
1974; Kennedy vd, 1989; Nation, 1983). Hek-
zametildisilazan (HMDS)’in buharlastirilmast
ile 6reklerin havada kurutulmasini i¢eren alter-
natif bir yontem bildirilmig, HMDS ile kurut-
manin, bocek dokularinda ve cesitli hucrelerde
mikkemmel yiizey aynntisi sundugu rapor
edilmistir (Nation, 1983). HMDS kurutma, ge-
sitli hayvansal ve bitkisel hiicrelerin SEM pre-
parasyonunda yaygin olarak kullanilmaya ba-
slanmustir.

Solunum mukozasinin HMDS ve KNK
yontemi ile SEM’ta incelenmesi (Change,ve
Mawhinney, 2004); Gymnodinoid dinoflagellat
SEM ile incelenmesinde, HMDS basit ve cabuk
bir teknik olarak bildirilmektedir (Botes. vd.,
2002); HMDS ile kurutmanin KNK’ya gore za-
man kazandiran bir yontem oldugu bildiril-
mektedir ( Kuhnel vd., 1989); Polenlerin SEM
incelemesi icin kurutulmasinda HMDS kul-
lanilmasi (Chissoe vd., 1994); Jeolojik ornek-
lerin SEM’ta incelenmesi konusundaki calisma
(Fratesi ve Lynch, 2001); Retinal dokularin
SEM i¢in preparasyonunda HMDS kullanilmasi
(Heegaard vd., 1986); Allograft semilunar
kardiak valflerin hazirlanmasi ve dondurularak
saklanmasinda SEM morfolojisinin incelenmesi
(Krs, vd., 2006); SEM icin 6rnek kurutmada
HMDS kullanilmasi (Oshel, P. 1997);Biyolojik
objelerin SEM igin preparasyonunda hizli kimy-
asal dehidratasyon i¢in 2,2-Dimethoxypropane
kullanilmasi (Maser, ve Trimble, 1977); Fare
midesinde mukoid epitelyumde apoptosis ve
fagositozisin sitokimyasal ve SEM ile analizi
(Pipan ve Sterle, 1986); Farenin trakeobronsial
havayollarinda  siliogenezle ilgili arastirma
(Toksala vd., 2005) gibi ¢alismalar, bu konudaki
bircok arastirmadan omeklerdir.  HMDS’nin
yayinlanmig avantajlarina ragmen, hassas cal-

ismalar icin KNK, halen en sik kullanilan
yontemdir.

2. GEREC VE YONTEM

Balb C faresi, intraperitoncal Nembutal
aneztezisi ile uyutuldu, organlan alinip serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra, her organdan iki
parca alind1, parcalardan bir tanesi 1. Grup KNK
icin, digeri ise 2. Grup HMDS i¢in ayrldi. Pre-
parasyonda Topcuoglu’nun (2005a ve 2005b)
onerdigi yontemler uygulandi. 1. ve 2. Grup
icin ayrilanlar kakodilat tamponlu (kakodilik asit
sodyum tuzu) (pH 7.3) % 5°lik Glutaraldehit ile
2 saat fikse edildikten sonra, 0,1 M kakodilat
tamponuna alindi. Daha sonra kakodilat tam-
ponlu % 1°lik Osmium tetroksit ile 2 saat fikse
edildi ve 0,1 M kakodilat tamponuna alindi. 1.
Grup pargalar ve 2. Grup parcalar, ayn ayn
parca tasima kafeslerine alindi ve sirasiyla %
50,70, 90, 95, 98, 100°lik etil alkol serilerinden
gecirildi. % 100°lik absolu etil alkol basam-
agindan sonra 1. ve 2. gruplar ayrldi.

1.Grup pargalar; Absoli etil alkol + isoami-
lasetat (1:1) kansiminda 30 dakika, absoli etil
alkol + isoamilasetat (1:3) karisiminda 30 da-
kika, isoamilasetat’ta (2 kez) 30 dakika tutuldu
ve Hitachi HCP 1 KNK aygitinda CO, ile KNK
yapildi, P,Os5’li vakumlu desikatorlere alinip
saklandi.

2.Grup pargalar; Absoli etil alkol + HMDS
(1:2) 15 dakika, HMDS (2 kez) 30 dakika tutul-
duktan sonra HMDS’den ¢ikarildi ve ¢eker ocak
icinde, havada kurutuldu. HMDS’nin zararli ve
toksik o6zelligi (Baker, 2005) nedeniyle, tim
islemler ¢eker ocak iginde yapildi. Sonra 6rnek-
ler P,Os’li vakumlu desikatorlere alinip sak-
land1.

1. ve 2. Grup parcalar, obje tablalarina Leit
C ile yapistirildi ve P,Os5’li desikatorlere alinip,
SEM’ de incelemek tizere saklandi.
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Pargalar, Dokuz Eyliil Universitesi Mithen-
dislik  Fakiiltesi  Metalurji  ve  Malzeme
Miihendisligi Bolumii’'nde “Polaron SC 7620
Sputter Coater” aygitinda altin ile kaplandi, Jeol
6060 SEM’ta incelendi ve resimler dijital olarak
kaydedildi.

3.BULGULAR
3.1.Akcigerde KNK Bulgular::

Kuciik buyiitmelerde (Sekil 1 A), akciger
dokusunda terminal brongioller (TB), ve al-
veoller (Al), ¢ok iyi gozlendi. Alveol icini
doseyen tip I Epitel hiicrelerinin yassi ve diizgiin
yapilar1 yaninda, yiizeyde serbest dolasan bir
alveoler makrofaj (AIM), yiizeye tutunan sito-
plazmik uzantilan ile dikkati c¢ekti. Ayrica al-
veol septumu igindeki bir damar kesitinde eri-
trosit (Er) gorildu (Sekil 1 B). Terminal bron-
siol i¢indeki Clara huicreleri (Cl) ile, silli epitel
hiicreleri (SE) ve yiizeylerinde sillerinin (S—)
karakteristik  yapilarmi  ¢ok iyl korudugu
gozlendi (Sekil 1 C).

3.1.2.Akcigerde HMDS Bulgular::

Akcigerde HMDS bulgulari: HMDS ile ku-
rutulmug akcigerlerde, kiigiikk biyiitmelerde
(Sekil 2 A) ¢ok belirgin olmayan, ancak biiyitk
buyutmelerde, alveol yizeyini doseyen tip 1
pnomositlerde (Sekil 2 B) kivrilmalar ve buziil-
meler ile, tip 11 pnomositlerde biizilmeden kay-
naklanan ice ¢okmeler (Sekil 2 C —) gozlendi.

3.2.1.Midede KNK Bulgular::

Midenin enine kesilmis genel goriintiisii
(Sekil 3 A) ve yan kesitte (Sekil 3 B) epitel
hticreleri ve epitel alti doku normal yapilarinda
gozlendi. 7500 kez buyitilen epitel hiicrelerinin
dizilimi duizgiin olup, yiizeyde degisik buyiikliik
gosteren salgi damlaciklart ve yer yer bakteri
benzeri yapilar izlendi (Sekil 3 C).

3.2.2. Midede HMDS Bulgular:

HMDS ile kurutulmus, mide i¢ yiizeyini
doseyen epitel hiicrelerinde, kugik  biyiit-
melerde (Sekil 4 A, Sekil 4 B) belirgin bir
degisiklik gorulmedi. Biyiik buyiitmelerde ise,
yer yer buzilme ve yarilmalar yaninda, ¢ubuk
ve ipliksi sekilli bakteriler gozlendi (Sckil4 C—).

4- TARTISMA VE SONUC
SEM icin Biyolojik objelerin  pre-

parasyonunda uzun yulardir kullanilan KNK
yontemi, objelerde yiizeyel bozulma olmadan

kuruma sagladigindan, preparasyon yontemi
olarak klasik kitaplara girmis ve bir¢ok calig-
mada kullanilmistir (Bray vd., 1993; Chance. ve
Mawhinney,2004; Hayat, 1974; Topguoglu vd.,
2005). Ancak KNK yontemi uygulayabilmek
icin 6zel KNK aygiti gerekmesi ve yontemin
uzunlugu nedeniyle KNK’ya alternatif olabile-
cek bagka yontemler aragtinlmis ve karsilagtir-
mal1 calismalar yapilmistir. Sicanlarda KNK ve
HMDS ile kargilastirmali yapilan calismada
(Bray vd., 1993), HMDS yonteminin KNK
yontemine alternatif bir yontem olabilecegini
rapor edilmistir. Bizim bundan onceki calig-
mamizda da HMDS ile kurutulmus bébreklerin
glomeriillerinde, podosit hiicre govdelerinde
buzilmeler ve yuzeyel yapt degisiklikleri
bildirilmistir (Topguoglu vd., 2005b).

Fare organlarinin SEM ile incelenmesinde,
akcigerler ve mide ile ilgili az sayida calismaya
rastlanmistir. KNK uygulanmis fare akcigerler-
inde, Amatya, B.M. (2002)’nin Clara hiicrel-
erinin yapist ile ilgili bir calismasindaki normal
huicreler ile Junquera, vd., (1993) ve Kesel. ve
Kardon, (1979)’un calismalarindaki Clara
huicrelerinin  SEM  goruntilerine, bizim KNK
grubumuzda gozledigimiz Clara hiicre morfolo-
jisi uyar niteliktedir.

Change ve Mawhinney (2004)’ in KNK ve
HMDS yontemlerinin uygulandigi respiratuvar
mukosa tizerinde yapilmis bir ¢alismasinda |,
ciplak fare ksenograf modelde infekte insan sol-
unum epitelinde KNK ile hazirlanmis yuzey
epiteli ve siller ile bakteriler SEM’ta goster-
ilmigtir. Normal epiteldeki sil morfolojisi ile
bizim KNK o6meklerimizdeki sil morfolojisi
benzer yapr gostermektedir. Ayrica ayni bu cal-
ismada HMDS ile kurutulmus solunum epite-
linde buzilmeler ve sillerde bozulmalar yaninda
bakteriler de gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
da HMDS ile kurutulmus akcigerlerde buyiik
buyiitmelerde epitel hiicrelerinde buzillmeler ve
bazi hiicrelerde ige ¢okmeler seklinde yapi
bozulmalan gozlenmistir.

Farenin gastrointestinal bolgesinin epitelyal
yizeyinde mikrobiyal kominitelerdeki —ele-
manlarin aragtinlmasinda (Savage, D.C. ve
Blumershine, R.V.H. 1974), preparasyonda
KNK uygulanmis ve SEM kullanilmigtir. Mid-
ede salgi yapilmayan alanin epitel hiicreleri
yiizeyinde bakteri yogun bir tabaka go6zlen-
mistir. Bizim ¢alismamizda da KNK uygulanmis
epitel hiicreleni yiizeyinde de cok kiigiik bakteri
benzeri yapilar gozlenmistir. Ayrica HMDS uy-
gulanmis mide epitel hiicreleri yuzeylerinde de
bakteriler izlenmistir.Campylobacter pylori’nin
ve gastrodouedonal lezyonlarin taramali elek-
tron mikroskobu ile degerlendirilmesi c¢alis-
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masinda da KNK ve HMDS preparasyonda kul-
lanilmis olup, SEM’in bakteri morfolojisinin
aynmi ve lokalizasyonun belirlenmesi igin spe-
sifik ve cabuk teknik oldugu bildirilmistir (Fo-
liguet vd., 1989).

Sonug olarak, fare akciger ve mide doku-
larinin hiicresel yapilarinin SEM i¢in hazirlan
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masinda en iyl yontemin KNK oldugu
gozlenmistir. HMDS yonteminin, akciger gibi
gozenekli ve ¢ok bosluklu objelerin SEM pre-
parasyonu sirasinda, bozulmalara neden oldugu
ve bu tir objeler diginda KNK’ya altematif bir
yontem olarak kullanilabilecegi  sonucuna

varilmistir.

8 KNK.ACB7 15kU XS, BE68 S B524 KNK.ACB4

Sekil 1. KNK yapilmig Akciger A:Genel goriintis , B; Alveol epiteli ve alveoler makrofaj, C; Silli epi-

tel ve Clara hiicreleri

Sekil 2. HMDS ile kurutulmus Akciger A: Genel goriniis, B: Alveoller, C: Tip I ve Tip II Epitel

hiicreleri (i¢ ¢okintii beyaz ok)

KNK. M3 1

NK. MB4 X =1=] Zm KNK. Ma7

Sekil 3. KNK yapilmis Mide kesiti A: Genel goriniim, B: Yan kesit ve i¢ yizey C: I¢ yiizey epiteli
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78 HMDS-Miz

Sekil 4. HMDS ile kurutulmus Mide kesiti A: Genel goriiniim, B: Yan kesit ve i¢ yizey, C: I¢ yizey

epiteli (Bakteriler beyaz ok)
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