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Summary

A new Silver Impregnation Method that detects the
Tissue Lipids in Paraffin Sections
A new silver impregnation method that demonstrates the tissue lipids in paraffin sec-
tions was developed. One percer.t of ammoniacal silver nitrate solution that also contained
100 mg of Nz,CO; per 100 ml of the solution was used.Before impregnating them the
séctions were .divided into three groups (i.e. untreated, pyridine extracted and diastase
pretreated). These were compared to the others stained by Best’s Carmine; P.A.S:, and
Baure-Feulgen for glycogen. :
Bouin’s and Gendre’s solutipns were the best fixatives for this new technic..
Ozet | :
Bu ¢absmada, doku lipidlerinin parafin kesitlerinde:demonstrasyonunu saglayan bir
glimiyy impregnasyon mctodu gelistirildi. Bu amagla, amonyakh gimiis nitrat solusyonundan
yararlamldi, Kesin bir sonuca varabilmek igin, normal yolla giimiislenen kestiler, Pyridine

ckstraksiyonuna ve Diastasc testine tabi tutulduktan sonra giimislenenlerle ve ayrica, gliko-
jen igin Best Caimin, P.AS. ve Bauer-Feulgen’le boyananlarla karsilastinildi. |

Bouin ve Gendre solusyonlarinin, gumuslcnccck materyal i lgm en iyi lLSpll solusyonlan

olduklarx sonucuna varildi.
Giris o ‘
Doku lipidlerinin incelenmesinde. genellikle Sudan grubu -boya-
larla boyanan dondurma kesitleri kullamilir. Bu boya metodlarinin
bazi sakincalari vardir. Bir defa, dondurma kesitleri alindiktan sonra,

arté kalan pargalarin uzun zaman saklanmasi olanaksizdir. Halbuki
¢ogu aragtirmalar, kati bir sonuca varabilmek i¢in, aymi materyali
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defalarca kullanmay: gerektirir. Bu da ancak, parafinle blok yapila-
rak bozulmayacak hale getirilmiy meteryal kullamlmakla miimkiin
olur. Sudan boyalarinin bir sakincas1 da, bunlarin lipidlerle blrhkte
notir yaglar1 ve yag asitlerini de boyamalardir.

Diger taraftan, Sudan grubu boyalarla boyanmug preparatlar-
dan tam net ve kontrasth fotograflar ¢cekmek her zaman kolay olma-
maktadir.

CIACCIO (3), Mc MANUS (10) ve ELFTMAN (5,6) lipid-
‘leri parafin kesitlerinde demonstre etmeyi bagarmiglardir. Ancak bu
aragtirmacilar, boya olarak Sudan grubu boyalar1 kullanmiglardir,

Cesitli zamanlarda, retikulin ipliklerini HUMASON - LUSH-
BAUGH (7) metoduna goére parafin kesitlerde giimiislerken, baz
durumlarda karaciger ve bobrek epitellerinde siyah renkli graniillerle
kargilagildi. Sekil ve lokalizasyon bakimindan lipid tabiatinda olmalarn
gerektigi kamsina varilan bu graniillerin etrafli bir gckilde incelenme-
sine karar verildi ve neticede, lipid demonstrasyonuna yarayan asa-
gidaki giimiisleme metodu gell§t1r11d1

Materyal ve Metod

- Aragtirmada kedi ve kobaydan alinan karaciger, bébrek, ince
barsak ve kas materyali kullaruldi. Pargalar 9,10 formol, formol-al-
kol, formol-kalsiyum (BAKER, 1), Elftman (5,6), Bouin ve Gendre
solusyonlarinda tespit edildi; alkol serilerinden sonra g defa (toplam
48 saat) methylbenzoate-celloidin’de parlatildi; benzoller ve benzol-
parafinden gecirilerek parafin emdirildi ve parafinde bloka alindi.
7- Mikronluk. kesitler agagidaki sekilde boyandi: |

‘1) Xylol'ler, “absolu alkoller ve g5’lik alkolden gegirilen kesitler,
. 95’lik alkol+-Pyridine (aa)’da 15 dakika tutuldu,
2) 8o ve 70’lik alkoller tzerinden distile suya indirildi,
- 3) 37°C’ye kadar 1sitilmug distile suda 5 dakika tutuldu,
4) yine 37°C’yc kadar 1sitilmug, amonyakli giimiig nitrat eriyiginde
(etiivde) 60 dakika birakildi,

. 5) ‘100 ml’sine 1 damla amonyak katilmig dlstllc suda (oda 15151nda)
kisaca calkaland,

6). tamponlu formolde 5 dakika siire ile rediikte edildi (bu kademede

- kesitler hafif sekilde siyahlagrlar. Mikroskopta - bakildiginda,

agik kahverengine boyanmis sitoplazmada siyah graniiller gérii-
niir.), -
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7) akarsuda 5 dakika yikandi,

8) 100 ml’'sine 5 ml sirke asidi katilmig %0,5’lik altin kloriirde, sito-
plazmamn rengi agilincaya kadar (tahminen 10-15 dakika)
dekolore edildi,

g) akarsuda 5 dakika yikandi,

10) %p5’lik Sodium thyosulphate’da 5 dakika tespit edildi,
11) akarsuda 5 dakika yikandi,

12) Kernechtrot’'la 10-15 dakika gekirdekler igin boyandl,
13) distile suda g¢alkalandi,

14) 95’lik alkollerden baglamak suretiyle alkollerden ve Xylol’lerdcn
geglrlldl

15) Kanada balzamu ya da sentetik medyumlarla kapatildi.
Sonug: Lipid graniilleri siyah, gekirdekler pcmbe.

Amonyakly giimiis nitrat eriyidinin hazirlanmas:: 100 ml'lik bir Er-
lenmeyer’e 10 ml distile su konur ve bunda 1 g giimis nitrat eritilir.
Erlenmeyer devaml galkalanirken eriyik iizerine damla damla amon-
yak akitilir. Karigim énce kahverengi bir renk alir; amonyak damla-
tilmaya devam edilirse, renk agilmaya baglar ve sonunda eriyik ta-
mamen berraklagir. 2-3 Damla amonyak daha katildiktan sonra eriyik
distile su ile 100 ml’ye tamamlamr ve buna 100 mg kuru sodyum
karbonat katihr.

Tamponlu formol hazirlanmasi: 95 ml distile suya 5 ml formol
katlir ve kanigimda 25 mg kuru sodyum karbonat eritilir.

Not: Amonyakli giimii nitrat ve tamponlu formol solusyonlar:
her defasinda tazc hazirlanmalidir.

Bazi giimiislemeler, tespit edilmiy materyalin BAKER (1)’in
lipidler igin gclistirdigi Pyridinc ekstraksiyon testine tabi tutulmasin-
dan sonra yapildi. Bir kisim kesitler ise, Diastase testi ile glikojen eri-
tildikten sonra giimiiglendi. Diger bir kisim kesitler de, glikojen de-
monstrasyonu icin, Best Carmine, P.A.S. ve Baucr-Feulgen metod-
lar1 ilc boyandi. Bu gibi durumlarda, alinan seri kesitlerden biri gii-
miigle, bunu izleyen kesit ise, ad1 gegen glikojen boyala‘ indan biri ile
boyandi.

Giimiigleme ile beliren graniillerin hangi grup yaglardan olduk-
larint anlamak i¢in, Nilblau sulphate ve Sudanschwarz B (Romelis,
paragraf 1069) ve Elftman (Romeis, paragraf 1084) boyamalarlndan
yararlamldi.
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Sonuglar -

’ Kullamlan tespit solusyon]arlndan bir kismu lipid démonstras-
yonuna uygun diigmémcktedir. Bunlardan o/ 10’luk formol, lipidleri
lyi tespit etmemektedir. Formol-alkol tespltlnden sonra, lipidlerle
birlikte glikojen de hafif bir gekilde boyanmaktadir. Lipid demrons-
trasyonlarinda gok kullamlan formol-kalsiyum tespiti ise, lipid ile
birlikte gekirdeklerin de giimiisii tutmalarina yol agmaktadir. Elftman
tespitinden sonra lipid graniilleri iyi boyanmakta fakat sitoplazma
koyu bir renk almaktadir. Bouin ve Gendre solusyonlarl ise mul\em-
mel sonuglar vermcktedir.

Boyamada kullanilan kaplarm temizliginc dikkat edxldlgl siirece
metod kaprissiz olarak ¢aligmaktadir,

Bu giimiigleme metodu ile lipid graniilleri yuvarlak sek’lli ve irili
ufakli olarak belirmektedir. En iri graniillerin ¢ap1 1,5 mikronu geg-
memektedir. Iri graniillerden bir kismi, ortalar: bog halkalar halinde
gbziikmektedir.

. Karaciger lopguklarinda graniiller homojen bir yayilma goster-
mektedir. Lopguklarin hem periferleri ve hem de V. centralis’e yakin
i¢ kismlar ayni miktarda graniil tagmaktadir (Sekil 1). Graniil-
lerin ¢ogunluguna, Remark kordonlarinin, safra yariklarina yakin ic
kisimlarinda rastlanmaktadir (Sckil g); ancak, epitel hiicrelerinin peri-
fer kisimlar1 da graniilden yoksun degildir.

. Lipid graniillerinin bobrekteki lokalizasyonu 6zelliklere sahiptir.
Bunlarin biiyiik bir gogunluguna bébregin korteksinde rastlanmakta-.
dir. Bunun da hemen hemen tamamint Pars convoluta proximalis’ler
tasimaktadir (Sekil 4a). Pars convoluta distalis’lerde (b) ise, lipide
¢ogu hallerde hig rastlanmamaktadir. Bulundugu hallerde ise miktari,
Pars convoluta proximalis’lerdekinden ¢ok daha az olmaktadir. Her
iki tiir kanalmkta da graniillerin gogunlugu, epitel hiicrelerinin apikal
yarumlarinda toplanmaktadlr Barsak epitel hiicrelerinde de durum
aynmdir. Bu hiicrelerin de apikal yarimlar, 6zellikle Microvillus’larin
altindaki dar bir Lolge graniilden zengin bulunmaktadir. Buna kar-
silik iskelet kastellerinde graniiller homojen bir yayillma gostermektedir.

Pyridine ekstraksiyonundan sonra giimiisleme negatif, Dlastase‘
testinden sonra ise pozitif sonuglar vermektedir,

" Tartisma

BAKFR (I) m blldlrdxgmc goére, sicak - Pyridine ekstrak31yonu :
dokulardakx lipidlerin tamamen erimelerine sebep olmaktadir. Ger-
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ekten de bu islemden sonra giimiiglencn preparatlar her defasinda
negatif sonuglar verdi. Bunakargilik Diastasc testi ile glikojeni eritilen
kesitler ise, normal yolla giimiiglenenlerde oldugu gibi, pozitif bir reak-.
siyon gésterdi. Bu sonuglar ve yukarida adi gegen yag boyalari ile ya-
pilan kargilagirmalar géz oniine alinarak, gelistirdigimiz gimusleme
metodu ile hoyanan graniillerin lipid tabiatinda olduklar: kanisina va-
nldi. MITCHELL-WISLOCKI (11) ve PRITCHARD' (12) giimiig-
leme yoluyla dokulardaki glikojeni demonstre ctmiglerdir. Aragtirma-
alar da bu amacla amonyakii giimily nitrattan yararlanmglardir.
Bu durum, demonstre cttigimiz graniillcrin glikojen partikiilleri ola-
bilecegini akla getirebilir. Fakat graniillerin diyastazda erimemeleri,
buna kargiik piridin ekstraksiyonuna dayanmiksiz olmalar1; ayrica
miktarca glikojenden daha az bulunmalari, bu ihtimali ortadan
kaldirmaktadir.

Caliyma sirasinda, adi gegen graniillerin glikojen tabiatinda ol-
madigm dogrulayan diger bir hususla daha karsilagildi: Aragtirmada
kullamilan kobaylardan bir tancsinin karacigerinde.glikojen 6zel bir
lokalizasyon . gésteriyordu. Digerlerinden farkh olarak bu hayvanin
karacigerinde glikojcne, lopguklarin sadece ig kisimlarinda, V. cen-
tralis dolaylarinda rastlamyordu (Sekil 2); perifer kisumlar ise hig
glikojen tagimiyordu. P.A.S., Best carmine ve Bauer-Feulgen metod-
lars daima bu durumu teyit cdiyordu. Bunun iizerine, ad1 gegen ma=
teryalden yapilan seri kesitlerden biri Bauer-Fculgen metoduyla gli-
kojen igin boyand: (Sekil 2), bunu izleyen digeri ise, lipid i¢in giimiis-
lendi (Sckil 1). Giimiiglenen kesitlerde boyanan graniiller, lopguk-
larin her tarafinda csit bir yayillma gasterdi; buna kargilik diger ke-
sitlerde glikojenc sadece lopguklarm i¢ kisimlarmda rastlandi. Bu
durum da, giimiisleme ile beliren graniillerin  glikojen olmadigim
gostermektedir, '

MITCHELL-WISLLOCKI (11) ve PRITCHARD (12), gi-
miigleme " ile glikojen demonstrasyonu sirasinda kesitleri Potassium
permanganate ya da’ chromic acid gibi oksidan maddeclerle oksitle-
miglerdir. Kendi metodumuzla yaptugimiz giimiislemelerde, periyo-
dik ve kromik asitle oksidasyondan sonra, lipid graniilleri ile birlik-
te, glikojen partikiillerinin de az ok belirdigini gordiik. Bu demecktir:
ki, oksidasyondan sonra giimiislemede glikojen ve lipid maddeleri
birlikte boyanmaktadir. Bu sakincadan otird metodumuz oksitlemé
kadcmesini kapsamamaktadit.. LUDWIG (9), MITCHELL-WIS-
LOCKI (11) ve PRITCHARD (12) mctodlarinin spesifitesi iizerinde
durmug ve bu metodlarn glikojen igin spesifik olmadiklarim, diger
hiicre unsurlarimn da giimiisii tuttuklarim bildirmis, fakat bu ‘unsur-
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larin neler olduklarini belirtmemigtir. Aragtirmaciya gore, diyastaz
testinden sonra, ad1 gegen. metodlara gore giimiiglenen preparatlarda
graniiller azalmay1p tersine.artmaktadirlar. Bu da, bu metodlarla bo-
yanan unsurlarin sadece glikojen partikiilleri olmadiklarim goéstermek-
tedir. Gergekten de MITCHELL-WISLOCKI'nin ¢aligmasindaki
I nolu resmin gosterdigi graniiller, bizim fotograflarimizdaki lipid
graniillerine ¢ok benzcmektedir.

Lipid giimislemesinde Pyridin(':’in oynadig1 rol soyle yorumla-
nabilir: LIPP (8)’e gbre, giimiiglemelerde renk husulii, sekilli
unsurlarin giimiily partikiillerini yiizeylerinde tutmalarima baghdir.
Yiizeylerinde Por’lar tagiyan unsurlar giimiigii daha kolaylikla tutar-
lar. Pyridine’in bir yag solventi oldugu bilinmektedir. Muhtemeldir
ki bu madde, tespit cdilmis dokularda kisa siircde (15 dakika) yag
graniillerinin yiizeylerini ¢ok hafif gekilde eriterck piiriizlendirmekte,
bu da graniillerin giimiigii tutmalarini kolaylagtirmaktadir.

Gelistirdigimiz mctodun en iyi sonuglar1 Bouin ve Gendre tes-
pit solusyonlarindan sonra vermesinin nedenine gelince: BRESLAU-
GABE (2, s. 5), SPANNHOT (16, s. 18) ve ROMEIS (15, s.
270) gibi aragtirmacilar kitaplarinda, pikrik asit tagiyan solusyonlarin
(Bouin, Gendre vs.), glikojen icin ideal tespit solusyonlar: olduklarini
bildirmektedirler. Bu bakimdan da, demonstre cttigimiz materyalin
glikojen olabilecegi akla gelebilir. Ancak CONTI et al. (4) ve
RICCI (13, 14)nin galiymalarindan da anlagilacag: gibi, pik-
rik asit tagiyan tespit solusyonlar: sadece glikojeni degil, yaglar ve
protcinleri deideal bir sekilde tespit ctmcktedirler. Nitekim ad1 gecen
aragtirmacilar, lipid eriten anzimlerden ¢ok zengin olan Pancreas’da
lipidleri en iyi bir sekilde Bouin solusyonu ile tespit edcbildiklerini
bildirmektedir. Aragtirmacilarm bulgularina gére, iyi bir lipid tespit
solusyonu olarak bilinen BAKER (1)’in formol-kalsiyum solus-
yonu bile, ad: gegen dokuda Bouin kadar iyi sonug vermemcktedir.
RICCI (14) bunun sebebini, Bouin’de bulunan asit pikrik’in anti-
lipaz etkisine baglamaktadir. Arastirmaciya gére asit pikrik, sitoplaz-
madaki proteinleri denatiirc ederek, bunlarin yag damlalar: ctrafin-
da, yag anzimlerinden ctkilenmcyen bir kabuk meydana getirmelerine
yol agmakta, bu da yaglarin prezcrvasyonunu saglamaktadir. Bizim
goriisimiiz de bu merkezdedir. Esasen asit pikrigin kuvvetli bir pro-
tein tespit maddesi oldugu bilinen bir husustur.

Periyodik asitle oksitlenmeyi de kapsayan HUMASON-LUSH-
BAUGH (7) metodu, lipid graniillerini ender durumlarda ve
seyrek bir sekilde meydana ¢ikarmaktadir. Bu metodla ayrica muko-
polisakkaridler ve agik bir tonda da olsa, glikojen de boyanmaktadir.
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Gelistirdigimiz metod ise, sadecc lipid graniillerini demonstre etmek-
tedir. Metodun tek sakmcasi, hemen biitiin giimiisleme metodlarinda
oldugu gibi, retikulin ipliklerini de boyamasindadir. Bu bakimdan
metod, bagdokularin ve diz kastellerinin lipid yéniinden incelenme-
lerine pek uygun diigmemektedir.
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Sekil: 1. Giimﬁslcme ile beliren lipid granﬁllcrinin'karacigcr lopguklan i¢inde homojen
A sekilde yayilisr, V.c.=Vena centralis. Kobay, 150X, '
Fig. 1. The lipid granules demonstrated by silver nitrate show an cvenly distribution in
the hepatic lobules, V.c.==centrz] vein. Gumcaplg, 150 X.

Sckil 2 Sckxl l’dcklr.l izleyen kesit; Baucr-Feulgen ile ghkolcn icin boyc.nmls G]le]CnC
sadece lopguklarmn i¢ kisimlarinda, V. centralisler (V.c.) etrafinda restlanmakta. 150 X,
Fig. 2. - The next section as in fig. 1, stained for glycogen by Baucr-Feulgen. Glycogen is

located. only at the innermost parts of the lobules, namely around the central veins (V.c.).
. 150 X.




Sekil 3. Fazla biyitilmiis karaciger lopgugundan bir kistm; giimislemeden sonra lipid
graniillerinin yerlesme durumunu gostermekte, V.c.=Vena centralis. Kobay, 450 X.

Fig. 3. Part of an hepatic lobule in high magnification, showing the distribution of lipid
’ granules after silver impregnation. V.c.=central vein. Guinea-pig,450 X.

Sekil 4. Bobrek korteksinde lipid graniillerinin yerlesme durumu.Pars convuluta proxi-
malis’ler (a) lipid graniillerinden zengin; Pars convoluta distalis’ler (b) ise graniil tagimiyor.
: Kedi, giimiisleme, 350 X.

Fig. 4. The localisation of lipid granules at the renal cortex. The proximal convoluted
tubules (a) contain much lipid granules. The distal convoluted tubules (b) are devoid of
such granules. Cat, silver impregnation, 350 X.
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