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OZET

Histokimyasal Boyamalar icin Bal, Etil Alkol ve Sitrik Asitten Olusan
Soliisyonun Fiksatif Etkisinin Arastirilmasi

Cevre, insan ve hayvan sagligi i¢in zararli etkileri tespit edilen formaldehite
alternatif bir kimyasalin kesfedilmesi i¢in bir¢ok bilimsel aragtirma yiiriitilmiistiir. Bu
calismanin amaci degisen oranlarda bal, etil alkol ve sitrik asitten olusan soliisyonlarin
histolojik arastirmalarda siklikla kullanilan histokimyasal boyamalar i¢in etkili bir
alternatif fiksatif olup olamayacagini aragtirmaktir. Calismada farkli oranlarda bal, etil
alkol ve sitrik asitten olusan soliisyonlar deneme grubu, formol ve Bouin soliisyonlari
ise kontrol grubu olarak kullanildi. Dokular cinsiyet farki gézetmeden 10 adet Wistar
Albino sicanin beyin, dil, parotis bezi, karaciger, pankreas ve bobreklerinden alindi.
Omekler deneme ve formol gruplarinda 24, 48 ve 72 saat tespit edildi. Bouin
soliisyonunda ise tespit siiresi 24 saat olarak belirlendi. Histolojik kalitenin
degerlendirilmesi i¢in dokulardan alinan kesitlere hematoksilen-eozin, PAS (Periodic
Acid Schiff) ve Masson’un Trichrome boyamas: yapildi. Hazirlanan kesitler 151k
mikroskobu altinda degerlendirildi ve mikroskoba entegre digital kamerayla
fotograflar ¢ekildi. Calismada elde edilen skorlar istatistiksel olarak analiz edildi.
Sonug olarak ¢alisgmamizda bal, etanol ve sitrik asitten olusan soliisyonun yaygin
kullanilan fiksatiflere alternatif olabilecegi ile ilgili bulgular elde edildi. Ozellikle %40
bal igeren soliisyonun standardize edildigi takdirde bu yonde bir adim 6nde oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alkol, Bal, Bouin, Fiksasyon, Formaldehit, Histokimya
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ABSTRACT

Investigation of the Fixative Effect of a Solution consisting of Honey, Ethyl
Alcohol and Citric Acid for Histochemical Staining

Many scientific researches have been carried out to discover an alternative
chemical to formaldehyde, which has been found to have harmful effects on the
environment, human and animal health. The aim of this study was to investigate
whether solutions of varying ratios of honey, ethyl alcohol and citric acid can be an
effective alternative fixative for histochemical staining, which is frequently used in
histological research. In the study, solutions of honey, ethyl alcohol and citric acid in
different ratios were used as experimental groups and formol and Bouin solutions were
used as control groups. Tissues were obtained from the brain, tongue, parotid gland,
liver, pancreas and kidneys of 10 Wistar Albino rats regardless of sex. The samples
were fixed in the test and formol groups for 24, 48 and 72 hours. In Bouin solution,
the fixation time was determined as 24 hours. For the evaluation of histological quality,
hematoxylin-eosin, PAS (Periodic Acid Schiff) and Masson’s Trichrome staining were
performed on the sections taken from the tissues. The sections were evaluated under a
light microscope and photographs were taken with a digital camera integrated into the
microscope. The scores obtained in the study were statistically analyzed. In
conclusion, our study showed that a solution consisting of honey, ethanol and citric
acid can be an alternative to commonly used fixatives. Especially if the solution
containing 40% honey is standardized, it is thought to be one step ahead in this
direction.

Keywords: Alcohol, Bouin, Fixation, Formaldehyde, Histochemistry, Honey
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1. GIRIS

Dokularin mikroskobik diizeyde incelenmesi i¢in temel adimlardan bir tanesi
tespittir. Tespit i¢in en ¢ok kimyasal fiksatifler tercih edilir. Histolojik ya da
histopatolojik doku takibi siireglerinde, dokularin tespit edilmesinde en sik kullanilan
fiksatifler ise %10 formol ve formaldehit icerigine de sahip Bouin soliisyonlaridir.
Formaldehit renksiz, keskin kokulu ve sagliga zararli oldugu kanitlanmis bir aldehittir
(Brenner, 2014; Hayashi ve ark., 2014). Bu kimyasalin rutin olarak kullanilmasi
sonucunda, formaldehite dogrudan maruz kalan kisilerde sinir ve solunum sistemi

rahatsizliklarinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Wantke ve ark., 2000; Brenner, 2014).

ABD Cevre Koruma Ajansi formaldehiti alisilmadik derecede yiiksek veya
uzun siireli maruziyet kosullar1 altinda olast bir insan kanserojeni olarak
smiflandirmistir (EPA, 1989). Bundan birkag yi1l sonra izin verilen maruziyet seviyesi
1 ppm'den 0.75 ppm'ye (ortalama giinlilk maruziyet) diistiriilmiistiir (OSHA, 1992).
Bu gelismeyi takiben de teknisyenlere ve patologlara formaldehit maruziyetinin
potansiyel toksisitesi vurgulanirken, alternatif fiksatiflerin arastirilmasi tegvik

edilmistir (Zanini ve ark., 2012).

Formoliin diisiik maliyeti, marka ikame {riinlere gore daha ucuz olmasi ve
ayrica piyasada bircok tedarik¢i tarafindan ve farkli uygun formatlarda hazir
bulunmasi, alternatiflerin yayilmasini1 ve arastirilmasini engellemistir. Formol
fiksasyonunun dolayli maliyetleri (6rnegin: kullanilmis fiksatif ve fikse numunelerin
uygun sekilde imha edilmesi; artik numunelerin yakilmasindan kaynaklanan tiriinlerin
potansiyel toksisitesi ve davlumbazlar ile aspire edilmis kabinler gibi aspirasyon
cihazlarinin kusursuz bakiminin zorunlu gerekliligi) de dikkate alinmalidir. Ayrica, bir
insan kanserojenine maruz kalan is¢ilerin yeterli saglik gozetiminin gerekliligi de ek
ve Onemsiz olmayan bir ekonomik maliyet olarak diisiiniilmemelidir (Zanini ve ark.,

2012).

Cevre, insan ve hayvan saglig1 i¢in zararl etkileri tespit edilen formaldehite alternatif
bir kimyasalin kesfedilmesi i¢in birgok bilimsel aragtirma yiriitiilmiistiir. Bu
arastirmalar icerisinde dogal, saglhia zarar1 olmayan ve kolay bulunabilen balin
kullanilmasi dikkat cekicidir. Bal asidik pH derecesine sahip, yogun seker i¢erikli bir

ar1 Urlintidiir. Tezin amac1 ise degisen oranlarda bal, etil alkol ve sitrik asitten olusan



sollisyonlarin histolojik arastirmalarda siklikla kullanilan histokimyasal boyamalar

icin etkili bir alternatif fiksatif olup olamayacagini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fiksasyon

Fiksasyon “otolizi 6nlemek, bakteriostatik etki olusturmak, bu sayede dokunun
korunmasini saglamak™ olarak tanimlanabilir (Bibbo, 1997; Woods ve Ellis, 1994).
Dolayisiyla fiksasyon doku iizerinde kimyasal stabilite saglayarak dokuyu boéliimlere
ayirmak i¢in sertlestirir ve en dnemlisi de otoliz ile bozulmay1 (degradasyon) durdurur
(Hewitson ve Darby, 2010). Fiksasyon, histopatolojik uygulamalarda doku
orneklerinin incelenmesi ve saklanmasi i¢in zorunlu bir adimdir. Bu islem, hiicre,
ekstraseliiler matriks unsurlar1 ve diger biyoaktif kisimlarin meydana getirdigi dokusal
mimariyi korumalidir (Bancroft ve Stevens, 2008). Fiksasyon, hiicresel morfolojiyi
miikemmel sekilde koruyabilen ancak, drnek bilesimini degistirmeyen, kademeli ve
karmagik bir fizikokimyasal siirectir. Bu agidan farkli histopatolojik siirecler igin
belirli bir fiksatifin se¢imi genellikle ¢coklu odaklanmay1 gerektirir (Culling ve ark.,
1985).

Dokularin mikroskobik olarak incelenmesi i¢in fiksasyon temel adim
oldugundan sonraki doku takibi siireclerini dogrudan etkiler (Kiernan, 2008). Doku
ornekleri fiziksel veya kimyasal yontemlerle tespit edilebilir (Grizzle ve ark., 2008).
Kimyasal fiksasyon metodunda dokularin “fiksatif” adi verilen kimyasal maddeler
kullanilarak tespiti esastir. Bu metoda histopatoloji uygulamalarinda sik¢a bagvurulur
(Huang ve Yeung, 2015). Fiksatiflerin dokuya uygulanis1 immersiyon (daldirma) ve
perfiizyon (dolasim yoluyla) olmak tizere iki farkli sekilde gerceklestirilebilir
(Hewitson ve Darby, 2010).

2.2. Fiksatifler

Histopatolojik stireclerde optimum faydayi saglamak amaciyla geg¢misten
glinlimiize bir¢ok fiksatif gelistirilmistir. Bu fiksatifler bazen tek basina bir kimyasal
bilesik olabildigi gibi, bazen de farkli kimyasallarin karigimiyla olusan birer ¢ozelti
olarak uygulanmistir. Giiniimiizde siklikla kullanilan fiksatif formaldehittir. Bunun
yaninda etanol, Carnoy ¢dzeltisi, Bouin ve B5 ¢ozeltileri de histolojik arastirmalarda

siklikla tercih edilen fiksatiflerdir. Ancak yeni histolojik teknikler, mevcut fiksatifleri



gelistirme ya da daha etkili fiksatif kesfetme arayislarini beraberinde getirmektedir

(Pabugguoglu, 2021).

Fiksasyon icin kullanilan kimyasallar genel olarak aldehitler, oksitleyici
ajanlar, alkol bazli fiksatifler ve metalik fiksatifler olmak iizere 4 grupta
simiflandirilabilir. Aldehitler (formaldehit, gluteraldehit vs.) ve oksitleyici ajanlar
(osmiyum tetraoksit, potasyum permanganat) proteinleri ¢apraz baglayarak dokuyu
tespit eder. Alkol bazli fiksatifler (metil alkol, etil alkol, asetik asit vs.) proteinleri
denatiire edici ajanlardir. Metalik fiksatifler ise (civa kloriir, pikrik asit vs.)
coziinmeyen metalik c¢okeltiler olusturarak dokunun fiksasyonuna katki saglayan
maddelerdir (Grizzle ve ark., 2008). Asagida ¢alismada kullanilan fiksatiflerle ilgili

bilgiler verilmistir.

2.2.1. Formaldehit

Formaldehitin kesfi 1859'da Butlerov tarafindan gergeklestirilmistir. 1889'da
Ttrillat, ticari anlamda reaktif olarak formaldehit iireten ilk kisidir. Bu kimyasalin
fiksatif olarak kullanilabilecegini ise 1892'de Ferdinand Blum 6ne siirmiistiir (Fox ve
ark., 1985; Al- Saraj 2010). Formaldehit renksiz, keskin kokulu, suda ¢ok iyi ¢dziinen
bir aldehittir. Bu s1v1 reaktif bir maddedir ve oda sicakligi kosullarinda gaz haline
gecer. Formaldehit yaygin bir fiksatif olarak kabul edilse de dokular1 sertlestirip
kurutmasi, gri bir renk tonu vermesi ve irrite edici kokusu nedeniyle “miikemmel

soliisyon” olmaktan uzaktir (Brenner, 2014; Hayashi ve ark., 2014).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC), 2006 yilinda formaldehiti
insanlar i¢in kanserojen olan maddeler grubunda siniflandirmistir. Formaldehite
siirekli maruz kalan anatomist, patolog, histolog veya diger meslek gruplarindaki
kisilerde nazofarinks, kan, kolon ve beyin kanserleri sayisi, diger meslek gruplarina
gore belirgin sekilde fazladir (IARC, 2006). Formaldehit, 98/8/EC sayil1 Biyosidal
Uriinler Direktifine gore kadavra tespitinde kullanilmamasi 6giitlenen bir kimyasaldir
(Avrupa Parlamentosu ve Konseyi, 1998). Almanya’da formaldehitin zararl etkileri

nedeniyle havalandirmas1 “Zararli maddeler yonetmeligine uygun olmayan” bir¢ok



anatomi laboratuvari, kosullar uygun hale getirilene kadar gecici olarak kapatilmigtir

(Hammer ve ark., 2012).

Fiksasyonda sik¢a kullanilan formoliin doku 6rnegine penetrasyonu afizik bir
siirectir (Grizzle ve ark., 2008). Formaldehit proteinlerin ¢apraz baglanmasini
saglayarak metilen koprileri olusturur (Hewitson ve ark., 2010). Formaldehit,
proteinlerle oldugu kadar niikleik asitlerle de reaksiyona girer ve niikleik asitler ile
proteinler arasina niifuz ederek “stabilize niikleik asit-protein kompleksi kabugu”
olusturur (McGhee ve von Hippel, 1975; Chang ve Loew, 1994). Bu fiksatif pihtilasma
etkisiyle degil, bazik amino asitlerin, 6zellikle lizin yan zincirlerine ve peptit
baglantilarinin amid nitrojen atomlarina eklenerek tespit eder (Nowacek, 2010).
Formaldehit bu reaksiyonlar1 reaktif hipoksi metil gruplarim1 olusturmak icin yapar
(Prophet, 1992). Doymamis yaglar ve kalsiyum iyonlarinin varligi formaldehit
reaksiyonun indiikleyicisidir. Buna ragmen formaldehit karbonhidratlarla reaksiyona
girmeme egilimi gosterir (Eltoum ve ark., 2001b). Formaldehit su, alkol ve eterde iyi
¢oOziiniir. Bu kimyasal bilesik bir¢ok madde ile birleserek polimerlesme kabiliyetine

de sahiptir (Demir, 2001).

Histolojik arastirmalarda en sik tercih edilen fiksatif olan formoliin suyla on
kat seyreltilmesi sonucunda elde edilen %10°luk ¢ozeltidir. Bu ¢ozelti aslinda %4 sulu
formaldehit ¢ozeltisidir (Nowacek, 2010). Formaldehit kompleks lipitler i¢in iyi bir
fiksatifken, notral lipitler itizerine etkisizdir (Demir 2001). Ayrica bu bilesik
karbonhidratlarin fiksasyonunda da tercih edilmez (Demir, 2001; Albert ve Johnson,
1998).

Formol uygun ortamlarda saklanmadiginda asiditesi artar. Bu nedenle formol
¢ozeltisinin kullanim 6ncesi pH’s1t magnezyum karbonat, kalsiyum karbonat, fosfat
veya tris gibi notralize edici tamponlarla yaklasik 7 degerine ayarlanabilir
(Pabugguoglu, 2021). Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltilere de “nétr tamponlu formol” adi
verilir (Nowacek, 2010).



Formol fiksasyon i¢in her ne kadar siklikla kullanilsa da insan sagligina yonelik

dikkat ¢ekici nitelikte zararlar1 vardir. Bu zararlar literatiir esliginde asagida maddeler

halinde verilmistir.

v

Formole maruz kalan kisileri de cilt tahrisi, gz yanmasi, bas agrisi, solunum
sistemi tahrigsi ve uzun siireli soluma sonrasinda bas donmesi ve burun
kanamasi gibi rahatsizliklar goriiliir (Wantke ve ark., 2000; Brenner, 2014).
Formol genotoksik etkiden dolay1r kromozomal hatalara, kardes kromatit
transferine ve gen mutasyonlarina yol agar (Casanova ve ark. 1988; Shaham ve
ark. 1996).

Formole uzun siire maruz kalindigi durumlarda karsinojenik, mutajenik,
teratojenik ve embriyotoksik etkilerle karsilagilabilinecegi bildirilmistir
(McLaughlin 1994).

Formoliin karsinojenik etkisinin 6zellikle solunum, sinir ve sindirim sistemini
hedefledigi ifade edilmistir (Usanmaz ve ark. 2002; Zararsiz ve ark. 2006).
Formole uzun siire maruz kalan kisilerde beyin, kolon ve kan dokusu ile ilgili
kanserlerin daha sik goriildiigii rapor edilmistir (Schlink ve ark. 1999).
Formoliin tubuli seminiferi contorti’deki germ hiicreleri lizerinde dejeneratif
etki yaparak kisirliga ve/veya spematozoa kalitesinde diistikliige sebep oldugu
bildirilmistir (Ozen ve ark. 2005).

Formoliin 0.5 ppm gibi kiiciik konsantrasyonlarda bile solunum sistemi
toksisitesi olusturdugu ifade edilmistir (Kriebel ve ark. 2001).

Formole uzun siire maruz kalindiginda duygu-durum bozukluklari, davranis
bozukluklar1 ve epilepsi gibi kalic1 norotoksisite belirtilerinin gelisebilecegi

rapor edilmistir (Giirel ve ark.2005, Zararsiz ve ark. 2006).

2.2.2. Etanol ve Metanol

Etanol ve metanol i¢in fiksasyon sirasiyla %50 ila 60 konsantrasyonda ve

%80'den fazla konsantrasyonda baglar. Bu fiksatifler protein denatiirasyonuna ve

dehidrasyona neden olur. Alkol tiirevi fiksatifler hidrojen ve hidrofobik baglanmada

kesinti yapar. Tek basina primer fiksasyon olarak kullanilan etanol, sitoplazmik ve

cekirdek ayrmtilariin hatali gosterilmesine neden olsa da (Leong, 1994; Lillie ve



Fullmer, 1976) bazen glikojenin etkili bir sekilde korunmasi igin kullanilabilir (Leong,
1994; Lillie ve Fullmer, 1976; Demir, 2001). Metanol ise daha ¢ok kan veya sitolojik
yayma preparatlarin fiksasyonu i¢in kullanilir (Leong, 1994; Lillie ve Fullmer, 1976).

Etanoliin %70’lik konsantrasyonu formol ve benzeri fiksatiflerle tespit edilen
ve akarsuda yikanan dokularin dehidrasyonu i¢in kullanilir (Demir, 2001;
Pabugguoglu, 2021). Bunun yaninda igerisinde suda eriyebilecek yapilarin bulundugu

doku 6rnekleri absol alkolde tespit edilir (Unsald1 ve Ciftgi, 2010).

2.2.3. Bouin’in Fiksatifi

Bouin'in fiksatifi ilk olarak 19. ylizyilin sonlarinda Pol Andre Bouin tarafindan
tanimlanmistir (Baker, 1958). Bu fiksatif pikrik asit (doymus %2,1°lik ¢6zeltiden 75
mL), asetik asit (5 mL) ve formaldehitten (%40°1ik 25 mL) olusur (Hewitson ve Darby,
2010) ve proteinler tizerinde hem koagiilatif hem de ¢apraz baglama etkisine sahiptir
(Baker, 1958). Icerigindeki pikrik asit dokuya yavasca penetre olarak proteinleri
koagiile eder (Tu ve ark., 2011). Pikrik asit doku 6rneklerini sariya boyar. Civa kloriir
gibi pikrik asit de ozellikle asidik boyamalardan sonra preparatlarda lekelenme
olusturur (Nowacek, 2010). Bu lekelenmeler ve sar1 renk doku 6rneklerinin %50°1lik
ve %70’lik alkol serilerinden geg¢irilmesiyle giderilebilir (Eltoum ve ark 2001a).
Asetik asit ise nispeten hizli penetre olur ve pikrik asidin neden oldugu doku
bliziilmesine kars1 koyar. Fiksatifin diger bir bileseni olan formaldehit ise proteinler

arasinda ¢apraz baglar olusturarak etki eder (Baker, 1958).

Bouin fiksatifi 6zellikle yumusak ve hassas dokular (beyin ve embriyolar gibi)
ile kiigiik doku parcalar i¢in sikca tercih edilir (Ananthanarayanan ve ark., 2005;
Hewitson ve Darby, 2010). Glikojen ve ¢ekirdek i¢in 1yi bir koruyucudur, ancak
yavagga penetre olmasindan dolay1r bobrek dokusu ve mitokondri i¢in elverissizdir
(Latendresse ve ark., 2002; Ananthanarayanan ve ark., 2005; Hewitson ve Darby,
2010). Bu fiksatif eritrositleri pargalar. Bouin'in fiksatifi patlayici oldugundan dolay1
dikkatli ¢alisilmasi gereken bir kimyasaldir (Kiernan, 2015).



2.3. Fiksatiflerin Etki Sekilleri

Fiksasyon amaciyla kullanilan kimyasal bilesikler farkli etkiler olusturarak
dokular1 korur. Bu amagcla kullanilan fiksatifler koagule edici, capraz baglayici ve
bilesik fiksatifler olmak {izere ii¢ grupta siniflandirilabilir (Baker, 1958; Bancroft ve
Stevens, 2008). Bunun yaninda baz fiksatifler hem koagiile edicidir hem de degildir.
Buna o6rnek olarak asetik asitin ¢ekirdek kromatinini koagiile edip, diger proteinleri

koagiile etmemesi 6rnek verilebilir (Nowacek, 2010).

2.3.1. Koagiile Edici Fiksatifler

Koagiile edici organik ya da inorganik fiksatifler dokudaki proteinleri
pihtilagtirarak suda ¢6ziinmesini engeller. Bu fiksatifler kollajen veya lipoproteinlerin
yapilarin1 muhafaza eder. Buna ragmen koagiile edici fiksatiflerin sitoplazmik
presipitasyona ve dolayisiyla mitokondrium ve salgi graniillerinin istenmeyen sekilde
tespitine yol agmasi dezavantajdir (Lillie ve Fullmer, 1976; Grizzle ve ark., 2008).
Koagulasyon 6zelligi nedeniyle en ¢ok tercih edilen fiksatifler metanol, etanol, aseton,

pikrik asit ve trikloroasetik asittir (Lillie ve Fullmer, 1976).

2.3.2. Capraz Baglayic Fiksatifler

Capraz baglayici fiksatifler protein veya niikleik asit diizeyinde capraz baglar
kurarak fiksatif etki olusturan kimyasallardir (Grizzle ve ark., 2008). En 1iyi ¢apraz
baglanma ile fiksasyon olusturan kimyasallara Ornek olarak formaldehit ile
gluteraldehit verilebilir (Eltoum ve ark., 2001a). Capraz baglayici fiksasyon etkisi
dolayistyla en ¢ok tercih edilen fiksatifler ise formaldehit, gluteraldehit, osmiyum

tetraoksit, merkiirik kloriir ve civa kloriirdiir (Bancroft, 1990).

2.3.3. Bilesik Fiksatifler

Bilesik fiksatifler koagule edici veya capraz baglayic1 6zellikleri bilinen
kimyasallarin farkli oranlarda karistirilarak olusturulan ve ¢ozelti seklinde kullanilan

fiksatiflerdir (Baker, 1958). Bu fiksatifler farkli kimyasallarin en iyi 6zelliklerini



birlestirmek ve bunu fiksasyon islemine yansitmak amaciyla gelistirilmistir (Nowacek,

2010).

2.4. Etkili Bir Fiksatifte Aranan Genel Ozellikler

Fiksatiflerin ¢aligsma prensibi, hiicresel ve hiicre dis1 bilesenleri in vivo olarak
doku yapisina miimkiin oldugunca yakin tutmak (Bancroft ve Gamble, 2019) ve
molekiiler kaybi Onleyip dokunun yapisal oOzelliklerini korumak iizerinedir
(Gbadamosi, 2014). Bu nedenle fiksatif dzellikteki kimyasallar, doku ve hiicrelerin
protein, lipid, mRNA ile DNA gibi temel yap1 taglarinin korunmasini saglarken,
plazmalemma, endoplazma retikulumu, c¢ekirdek zari, mitokondrium gibi
makroiinitelerin pargalanmasini engellemelidir. Ayrica etkili fiksatifler doku
orneklerindeki enzim ve mikroorganizma aktivitesini durdurarak otolizin Oniine
gecmeli ve hem proteinlerin kendi aralarinda hem de protein-niikleik asit arasinda
capraz baglar olusturarak bu yapilart ¢oziinmez hale getirmelidir (Eltoum ve ark.,
2001a). Bunun yaninda etkili bir fiksatif doku 6rneginde herhangi bir bulasici antijen
varligin1 yok etmek ve arastirmaciy1 korumak iizere giiglii bir dezenfektan 6zelliginde
de olmalidir (Titford, 2001; Eltoum ve ark., 2001b). Etkili bir fiksatifte aranan bir
baska 6zellik ise dokuyu belli derecede sertlestirmesidir. Boylece dokulardan istenilen
incelikte kesitler alinabilir (Unsald1 ve Cift¢i, 2010).

Bugiine kadar tiim 6zellikleri bakimindan ideal bir fiksatif bulunamamustir.
Ciinkii mevcut fiksasyon yontemleri ve fiksatifler saglik risklerinin yaninda dokuda
biiziilme, sisme, sertlesme ve renk degisimi gibi artefaktlar lireterek farkli derecede
dezavantajlara sahiptir (Bancroft ve Gamble, 2019). Bu sorunlar nedeniyle, belirli bir
fiksatifin se¢imi genellikle iyi bir hedef belirlemeyi ve dikkatli olmay1 gerektirir (FOX
ve ark., 1985; Hewitt ve ark., 2008).

2.5. Fiksatif Arastirmalarina Ornekler

Formoliin dezavantajlar1 nedeniyle, daha giivenli bir alternatif fiksatif bulma

arayig1 arastirmacilarin ilgi duydugu bir konu olmustur (Clark, 1983). Fiksasyonu



etkili bir sekilde ger¢eklestirmek i¢in uzun yillar boyunca bir¢ok fiksatif denenmis ve
etkileri bildirilmistir (Gbadamosi 2014; Howat ve Wilson, 2014).

Formol fiksatifi 150 yildir kullanilmakta ve fiksasyon ortak bir fikir birligini
temsil etmektedir (Plenat ve ark., 2001). Bu fiksatif ¢ogu dokunun morfolojisini,
antijenitesini ve molekiiler 6zelliklerini korumak icin yaygin olarak kullanilir.
Bununla birlikte, baz1 antijen, karbonhidrat, lipit ve niikleik asitlerin fiksasyonu igin
bir takim negatif yonlere sahiptir (Gatta ve ark., 2012). Formoliin yaygin kullanim
nedenleri ise diisiik maliyet, basit laboratuvar hazirlik prosediirii, uzun siiredir devam

eden gelenek ve uluslararasi kullanim seklinde siralanabilir (Zanini ve ark., 2012).

Zanini ve ark (2012) calismasinda bazi doku ornekleri iizerinde farkl
fiksatiflerin etkisini karsilastirmistir. Calismaya gore ¢inko tuzlari ve etil alkol,
hemoglobin ve miyoglobin gibi solunum enzimlerini ve oksijen tasiyict proteinleri
degistirmemektedir. Bu da renk solmasinin (dokular tizerindeki formoliin neden
oldugu gibi) bu kimyasal bilesikler tarafindan indiiklenmedigini ve 6zellikle Z7 ile
miikemmel sekilde korundugunu gostermektedir (Zanini ve ark., 2012). Zanini ve ark.
(2012) ¢alismasinda mikrobiyel varlig1 da arastirmis ve sadece ZBF fiksasyonunda
birka¢ kez yiizeysel kiife rastlamistir. Sonug¢ olarak bu calismada c¢inko bazl
fiksatifler, alkol-tansioaktif bazli ve dnemli bilesenler olarak asetik asit ve alkol igeren
formiiller veya glioksal kullaniminin genel fiksasyon i¢in uygun goriindiigiinii ve

formole etkili alternatifler olabileceklerini bildirmistir (Zanini ve ark., 2012).

Nitratlar gidanin seklini ve yapisini koruma kapasitesine sahip oldugundan
histoloji alanindaki kullanilma olasiliklar1 arastirilmistir. Samuel ve Gheena (2017)
sodyum nitrat1 bir fiksatif olarak denemistir. Bu ¢alismada sodyum nitrit tozu 30, 35,
40, 45 ve 50g seklinde degisen konsantrasyonlarda 100 ml distile su iginde
karistirilmistir. Calisma sonucunda 45g sodyum nitrit konsantrasyonun fiksasyon i¢in
en uygunu oldugu kanismna varilmistir. Bu bilesik ile maksimum bagar1 oranina
ulagsmak i¢in kullanilan dokunun boyutunun biraz daha biiyiilk olmasina dikkat

edilmesi gerektigi bildirilmistir (Samuel ve Gheena, 2017).

Gatta ve ark. (2012) ¢alismasinda farkl fiksatifleri alternatif olusturma adina
karsilagtiristir. Bu amagla ¢alismada formol, Greenfix, CyMol, UPM, Bouin ve

10



Hollande fiksatifleri kullanilmistir. Gatta ve ark. (2012) ¢aligmasinda histokimyasal
olarak Hematoksilen-Eozin (H&E), Alcian-mavi (pH 2.5), Periyodik Asit Schiff
(PAS), Masson'un Trichrome ve Demir Diamine boyama protokollerini uygulamustir.
Sonug olarak Gatta ve ark. (2012) histokimyasal analizlerle ilgili olarak Greenfix’in
formol i¢in uygulanabilir bir alternatif oldugunu, UPM, Bouin, Hollande ve CyMol’un

kabul edilebilir sonuglar verdigini belirtmistir.

Tiirkmen ve ark. (2017) ¢alismasinda borik asitin formolle tespit edilmis kas
dokular1 tizerindeki koruyucu etkilerini belirlemeye yogunlasmistir. Bu calismada
%10 formol ile bir hafta fikse edilmis kas dokular1 %0.1, %0.2, %0.4, %5, %20 borik
asit, %0.9 tuzlu su ve %10 formolde oda sicakliginda 7 ay boyunca saklanmistir. Sonug
olarak, bu ¢aligmada (Tiirkmen ve ark., 2017) borik asidin yiiksek konsantrasyonunun
cizgili kas dokusu lizerinde korozif etkilerinin oldugu, diisiik konsantrasyonunun ise
mikroorganizmalarin ¢ogalmasina ve proteolizine karsi herhangi bir koruyucu

etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

2.6. Bal

Codex Alimentarius'a gore “Bal, bitkilerin canli kisimlarinin salgilarindan
veya bitkilerin canli kisimlarindaki emici boceklerin salgilarindan tiretilen nektarin bal
arilan tarafindan toplanmasi ve doniistiiriilmesiyle ortaya ¢ikan dogal tatli maddedir.
Arilar1 bu nektar1 kendilerine ait belirli maddelerle birlestirerek, biriktirir, kurutur,
saklar ve peteklerde olgunlagmasi i¢in birakir (Johnson ve Jadon, 2010). Bu bakimdan
bal, sekerler ve diger bilesiklerin bir karisimidir. Bal krisin, pinobanksin, C vitamini,
katalaz ve pinocembrin dahil olmak {izere bir¢ok bilesik icerir (Johnson ve Jadon,

2010; Patil ve ark., 2013).

Balin antimikrobiyel 0Ozellikleri insanlar tarafindan ylizyillardir bilinir
(Halawani ve Shohayeb, 2011; Al-Somai ve ark., 1994). Arastirmalarda (Al-Waili ve
ark., 2011; Jenkins ve ark., 2011) balin yaklasik 60 tiir bakteriyi etkileyebildigi rapor
edilmistir. Ayrica balin baz1 mayalarda, Aspergillus ile Penicillium tiirlerinde, yaygin
dermatofitlerde antifungal etkisi literatiire yansimistir (Brady ve ark., 1997). Yakin

tarihte de aragtirmacilar balin antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve ayrica 1sitilmamis
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balin genis spektrumlu bir antibakteriyel etki olusturdugu vurgulamistir (Lusby ve
ark., 2005). Balin antibakteriyel etkisi yliksek ozmolarite, diisiik pH, hidrojen peroksit
icerigi ve metilgliyoksal gibi peroksit olmayan fitokimyasal bilesenlerin varligindan
kaynaklanir (Weston, 2000; Mavric ve ark., 2008). Bu etki ayn1 zamanda glikonik asit
varligindan da artar (Khan ve ark., 2007). Bir calisma hidrojen peroksit, metilgliyoksal
ve ar1 defensin-I'in balin bakterisidal aktivitesinde rol oynayan faktorler oldugunu
rapor etmistir (Kwakman ve ark., 2010). Ayrica balin antimikrobiyel etkisine katalaz,
antioksidanlar (Gheldof ve ark., 2002; Schramm ve ark., 2003), lizozim, polifenoller,
fenolik asitler, flavonoidler, ar1 peptitleri (abaesin, defensin-1, apidaesin, ve

hymenoptaesin) de katki saglar (Xu ve ark., 2009; Kwakman ve ark., 2010).

Balin hayvansal ve bitkisel besin maddelerinin yani sira diger organik nesneler
tizerindeki koruyucu etkisi uzun yillardir bilinmektedir. Sovyet bilim insanlar1 Levina
ve Tsarlin (1947; aktaran Mladenov, 1967) doku 6rneklerinin 4-6 ay kadar bal ¢ozeltisi
icerisinde muhafaza edebildiklerini belirtmislerdir (Mladenov, 1967). Bilim insanlari
bal icine konulan dokularin 30 giine kadar korundugu ve dokularda herhangi bir
clirime ile otoliz belirtisi gdzlenmedigini bildirmislerdir. Balin doku sertlestirme
ozelligi, “dokular sertlestirerek etki gosteren” fiksatiflere benzerdir (Culling ve ark.,
1985). Balin ayrica asidik, koruyucu, dehidre edici ve doku sertlestirici 6zelliklere
sahip oldugu da baska ¢aligmalarda gosterilmistir. Bunun yaninda bal en derin dokuya
kadar niifuz edebilir (Srii ve Marla, 2016). Balin doku koruyucu etkisi ile ilgili
Subrahmanyam (1993) ile Sharquie ve Najim (2001) yaptiklar1 aragtirmalar sonucunda

balin iyi bir doku koruyucu oldugu sonucuna ulagmaistir.

Literatiir, bal fiksasyonu i¢in iki olast mekanizmay1 vurgulamaktadir. Birincisi,
karbonhidratin glikonik asite doniismesidir. Bu kimyasal gida ve ilag endiistrisinde
gidanin bozulmasini 6nleyerek genis bir uygulama alanina sahiptir (Sabarinath ve ark.,
2016; Mandy ve Philip, 2009). Digeri ise diisiik pH'da formaldehit gruplarina
parcalanan fruktozun baldaki varligidir. Aldehit gruplari, doku fiksasyonuna yol agan
lizin amino asitleri ile metilen kopriileri olusturur. Bu bakimdan balin fiksasyon
mekanizmasi formaldehite benzer (Patil ve ark., 2013; Sabarinath ve ark., 2016;
Mandy ve Philip, 2009). Sulu ¢6zelti igindeki formaldehit, metilen glikol ad1 verilen
bir glikol (hidratlanmis formaldehit) olusturmak i¢in hidratlanir (Kiernan, 2000;
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Grizzle ve ark., 2008). Cozeltide formaldehitin hidrath formu ve metilen glikol lehine
bir kimyasal denge vardir (Fox ve ark. 1985). Formaldehitin hem hidratli hem de
hidratlanmamis formlar1 dokuyu tespit eder (Kiernan, 2000; Grizzle ve ark., 2008).
Ayrica balin askorbik asit yaninda ¢esitli vitaminler, karbonhidratlar, mineraller ve
eser elementler icerdigi bilinmektedir. Bu durum balin diisiik pH'l1 olmasin1 saglayarak
niikleer boyama ig¢in iyi bir fiksatif olma 6zelligi meydana getirir (Avwioro ve ark.,
2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Soliisyon

Calismada kullanilan deneme ve kontrol gruplarina ait bilesen ve soliisyon bilgileri
asagida verilmistir. Bu ¢alismada kullanilan balin kuru madde, asidite, pH, glikoz ve

fruktoz oranlari sirasiyla %89, 40 (mEq/kg bal), 5.2, %31, %39°dur.

Deneme | (H50): 500 ml Bal, 500 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre i¢in 100 gr

sitrik asit

— Deneme Il (H40): 400 ml Bal, 600 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre i¢in 100 gr
sitrik asit

— Deneme 111 (H30): 300 ml Bal, 700 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre i¢in 100 gr
sitrik asit

— Kontrol I (Formol/F): 100 ml formaldehit (%37), 900 ml distile su
— Kontrol Il (Bouin/B): 250 ml formaldehit (%37), 750 ml pikrik asit (%2,1), 50

ml Glasiyal asetik asit

3.2. Uygulama

Calismada doku ornekleri i¢in cinsiyet farki olmaksizin 10 adet Wistar Albino
sican kullamldi. Calisma igin Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan izin alindi (2022/945). Genel anestezi altinda
dekapitasyonla 6tenazi edilen hayvanlarin beyin, dil, parotis bezi, karaciger, pankreas
ve bobreklerinden 1cm?® boyutunda doku numuneleri elde edildi. Dokular deneme ve
kontrol gruplarinda 24, 48 ve 72 saat tespit edildi. Bouin soliisyonunda tespit siiresi
pikrik asitin dokuyu asir1 sertlestirmesinden dolay1 24 saat olarak belirlendi. Tespit
sonrast dokular 24 saat ¢esme suyunda yikandi. Ornekler dereceli alkollerde (%70,
%380, %96) 1’er saat, absol alkolde 2 saat bekletildikten sonra metil benzoat ve benzol
serilerinden gegirilip paraplastta bloklandi. Her bir parafin bloktan mikrotom
(Rotatory Mikrotom Leica RM 2155 R) yardimiyla 50 pm araliklarla 5 pm kalinliginda
18 adet kesit alindi. Histolojik kalitenin degerlendirilmesi i¢in kesitlere hematoksilen-
eozin, PAS (Periodic Acid Schiff) (Cook, 1990) ve Masson’un Trichrome boyamasi
yapildi. Hazirlanan kesitler 151k mikroskobu altinda degerlendirilip farkli bolgelerden
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mikroskoba entegre digital kamerayla fotograflar ¢ekildi (Olympus DP72, Japan).
Histolojik degerlendirme semi-kantitatif olarak gergeklestirildi. Her bir seri kesitin en
az 10 farkli bolgesi 10x, 20x ve 40x’lik biiylitmelerle degerlendirildi. Bu
degerlendirmede boyanma kalitesi, ¢ekirdek morfolojisi, sitoplazmik tespit ve
ekstraselliiler matriks bilesenlerinin goriiniimii kriterleri dikkate alind1 ve 1-3 arasi
skorlandr (1: Kétii, 2: Orta: 3: Iyi). Her bir boyama ydntemindeki boyalarm verdigi

reaksiyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilip ortalama bir skor tayin edildi.

3.3. istatistiksel analiz

Calismada elde edilen skorlar istatistiksel olarak analiz edildi. Soliisyon ve
tespit siiresi farki dikkate alindiginda toplam 13 bagimsiz grup olustu. Gruplar
arasindaki karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis, post hoc Dunn, Ki-kare ve kii¢iik
orneklem biiyiikliigli icin Fisher testi uygulandi. Bu analizler i¢in Minitab (version
19.0) programindan yararlanildi. Istatistiksel olarak 6nemlilik diizeyi p<0.05 olarak

alindi.
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4. BULGULAR

Calismada farkli doku Orneklerinden elde edilen histolojik kesitlerin farkli
boyama prosediirlerine gore islendikten sonra isik mikroskobu altinda analiz
edilmesiyle elde edilen bulgular asagida organlara gore sunuldu. Dokularin mikrotom
yardimiyla kesitlerinin alinmasi sirasinda gruplar arasinda dikkate deger bir farklilik

gozlenmedi.

4.1. Beyin

Beyin doku orneklerindeki fiksasyon substansiya grizeya, substansiya alba,
ndronlar, noérogliya hiicreleri ve hiicreler arast maddeler dikkate alinarak
degerlendirildi (Sekil 4.5-7.). Elde edilen bulgular Tablo 4.1°de gosterildi. Buna gore
ozellikle H50 ve H30 gruplarin biitiin kriterleri bakimindan Bouin fiksasyonu ile

benzer skorlara sahip oldugu gozlendi. Bu sonuca ait gorseller Sekil 1-4 de sunuldu.

Tablo 4.1. Beyin doku 6rneklerine ait median ve p degerleri

Gruplar NM CP EM SQ

B 32 3? 32 3?
F24 28 1 28 1,5
F48 28 2 1 1
F72 28 2 1 1
H30t24 3? 28 2 3?

H30t48 3° 3? 3? 3?
H30t72 3% 3? 32 3?
H40t24 2 2 2 2
H40t48 3° 2 28 2
H40t72 2 2 28 2
H50t24 3° 3? 3? 3?
H50t48 3° 3? 28 3?
H50t72 3° 3? 3? 3?

p 0.010 0.000 0.000 0.000

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CP: Sitoplazma, EM: Ekstraseliiler Matriks, SQ:
Boyama kalitesi
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Boxplot of BNM
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Sekil 4.1. Beyin doku 6rneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.2. Beyin doku 6rneklerinde sitoplazma i¢in kutu grafigi
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Boxplot of BEM
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Sekil 4.3. Beyin doku 6rneklerinde ekstraselliiler matriks i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.4. Beyin doku 6rneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.5. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen beyin doku oOrneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40°11k bal deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc:
Hippokampus, Ch: Serebellum Siyah ok basi: Noron, Sar1 ok basi: Purkinje hiicresi.
Bar: 50um
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Sekil 4.6. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen beyin doku Orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma o6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H4O0:
%40°11k bal deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc:
Hippokampus, Cbh: Serebellum Siyah ok basi: N6ron, Sar1 ok basi: Purkinje hiicresi,
Cizgiler: Oligodentrosit. Bar: 50um
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Sekil 4.7. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen beyin doku Grneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma o6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H4O0:
%40°11k bal deneme grubu, H50: %50°1ik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc:
Hippokampus, Ch: Serebellum Siyah ok basi: Noron, Sar1 ok basi: Purkinje hiicresi.
Bar: 50pm

4.2. Dil
Dil doku orneklerindeki fiksasyon epitel, bag ve kas doku ozellikleri dikkate
alinarak degerlendirildi (Sekil 13.-21.). Elde edilen bulgular Tablo 4.2’de gosterildi.

Buna gore 6zellikle H40 ve H50 gruplarindaki kriterlerin birgogu Bouin ve Formol

fiksasyonu ile benzer skorlar gosterdi. Bu sonuca ait gorseller Sekil 4.8-12’de sunuldu.
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Tablo 4.2. Dil doku &rneklerine ait median ve p degerleri

Grup CM NM CP EM SQ
B 3? 32 32 3? 3?
F24 2 32 2 2 2@
F48 3? 3? 32 3? 32
F72 3? 3? 22 3? 32
H30t24 2 2 2 28

H30t48 1 2 2 2

H30t72 1 2 2 2 2
H40t24 3° 3? 28 3? 28
H40t48 2 3? 28 2 3?
H40t72 2° 2 3? 2 3?
H50t24 2° 28 3? 28 3?
HS50t48 2 2 2¢ 2 35
HS50t72 2° 3? 3? 28 B
P 0.000 0.001 0.015 0.000 0.006

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CM: Hiicre Simiri, CP: Sitoplazma, EM:
Ekstraseliiler Matriks, SQ: Boyama kalitesi

Boxplot of GCM
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Sekil 4.8. Dil doku 6rneklerinde hiicre sinir1 i¢in kutu grafigi
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Boxplot of GNM
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Sekil 4.9. Dil doku 6rneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.10. Dil doku 6rneklerinde sitoplazma i¢in kutu grafigi
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Boxplot of GEM
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Sekil 4.11. Dil doku 6rneklerinde ekstraselliiler matriks i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.12. Dil doku 6rneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.13. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Hematoksilen-
Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: Iskelet kasindaki sitriasyon. Bar:
50um

Sekil 4.14. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3.
Iskelet kas1. Bar: 50um
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Sekil 4.15. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin PAS (Periyodik
Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %4011k bal
deneme grubu, H50: 9%50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif alanlar. Bar:
50pum

Sekil 4.16. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Hematoksilen-
Eozin boyanma Ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’hk bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: Iskelet kasindaki sitriasyon. Bar:
50um
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Sekil 4.17. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°’lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3.
Iskelet kas1. Bar: 50um

Sekil 4.18. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin PAS (Periyodik
Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. m: miikoz tiikriik bezi Ok basi: PAS
pozitif alanlar. Bar: 50um
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Sekil 4.19. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Hematoksilen-
Eozin boyanma Ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lik bal
deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Ok: Iskelet kasindaki sitriasyon. Bar:
50pum

Sekil 4.20. 72 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°lik bal
deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3.
Iskelet kas1. Bar: 50pm
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Sekil 4.21. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen dil doku 6rneginin PAS (Periyodik
Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30°luk bal deneme grubu, H40: %40°’lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif alanlar. Bar:
50um

4.3. Parotis

Parotis bezi doku oOrneklerindeki fiksasyon bez epiteli ve akitici kanallar
dikkate alinarak degerlendirildi (Sekil 4.26-28.). Elde edilen bulgular Tablo 4.3’te
gosterildi. Buna gore Bouin soliisyonu tiim 6zellikleri bakimindan diger gruplaradan
pozitif yonde ayrildi. Bunun yaninda H30 ve H40 gruplarindaki kriterlere ait skorlarin
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte Formol fiksasyonundan daha yiiksek

oldugu gozlendi. Bu sonuglara ait gérseller Sekil 4.22-26’te sunuldu.
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Tablo 4.3. Parotis bezi doku orneklerine ait median ve p degerleri, B: Bouin, F:
Formol, H: Bal (Honey), CM: Hiicre Sinir1 (Cell Margin), NM: Niikleer Morfoloji
(Niikleer Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraseliiller Matriks
(Extracellular Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality)

Grup CM NM CP EM SQ

B 3? 3? 3? 3? 32
F24 1 3? 2 1 2
F48 1 3? 1 1 1
F72 1 2 2 1 1
H30t24 2 2 2 2 28
H30t48 2 1 2 2 2
H30t72 2 1 2 2 2
H40t24 2 2 2 2 2
H40t48 2 2 2 2 2
H40t72 1 1 1 1 2
HS50t24 1 2 1 1 1
HS50t48 1 2 2 2 1
HS50t72 1 1 1 1 1
P 0.000 0.000 0.002 0.001 0.003

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CM: Hiicre Sinir1, CP: Sitoplazma, EM:
Ekstraseliiler Matriks, SQ: Boyama kalitesi
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Sekil 4.22. Parotis bezi doku 6rneklerinde niikleer sinirlar i¢in kutu grafigi
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Boxplot of SNM
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Sekil 4.23. Parotis bezi 6rneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.24. Parotis bezi 6rneklerinde sitoplazma i¢in kutu grafigi
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Boxplot of SEM
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Sekil 4.25. Parotis bezi 6rneklerinde ekstraselliiler matriks i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.26. Parotis bezi 6rneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.27. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen parotis bezi doku Grneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok
bast: asinus, Bar: 50um

Sekil 4.28. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen parotis bezi doku GSrneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok
bast: asinus, Bar: 50um

33



Sekil 4.29. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen parotis bezi doku GSrneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1ik bal deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok
bast: asinus, Bar: 50um

4.4. Karaciger

Karaciger doku 6rneklerindeki fiksasyon hepatositler, sinozoidler, damarlar ve
duktus biliferusun yapisi dikkate alinarak degerlendirildi (Sekil 4.35-43.). Elde edilen
bulgular Tablo 4.4’te gosterildi. Buna gore Bouin ve Formol fiksasyonlarina ait skorlar
pozitif yonde birbirine benzerdi. Bu skorlara en yakin grup ise H40’1n 48 ve 72 saatlik

fiksasyon gruplariydi. Bu sonuglara ait gorseller Sekil 4.29-34de sunuldu.
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Tablo 4.4. Karaciger doku 6rneklerine ait median ve p degerleri, B: Bouin, F: Formol,
H: Bal (Honey), CM: Hiicre Sinir1 (Cell Margin), NM: Niikleer Morfoloji (Niikleer
Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraseliiler Matriks (Extracellular
Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality)

Grup CM NM Cp EM SQ

B 3? 3? 3? 32 32
F24 3? 3? 3? 28 32
F48 3? 3? 3? 3? 3?
F72 28 3? 3? 3? 3?
H30t24 1 2 2 1 1
H30t48 2 1 2¢ 2
H30t72 1 2 2 2

H40t24 1 2 2 £l 2
H40t48 2 3? 2 28 28
H40t72 2 28 2 28 2
HS50t24 2 2 2 28 2
H50t48 1 2 2 2 2
HS50t72 1 F 2 28 2
P 0.000  0.000  0.000  0.002  0.000

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CM: Hiicre Siiri, CP: Sitoplazma, EM:
Ekstraseliiler Matriks, SQ: Boyama kalitesi
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Sekil 4.30. Karaciger doku 6rneklerinde hiicre sinirlari igin kutu grafigi
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Boxplot of LNM
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Sekil 4.31. Karaciger doku 6rneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.32. Karaciger doku o6rneklerinde sitoplazma i¢in kutu grafigi
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Boxplot of LEM
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Sekil 4.33. Karaciger doku orneklerinde ekstraselliiler matriks i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.34. Karaciger doku 6rneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.35. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma o6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H4O0:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok basi: vena porta,
sar1 ok basi: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit, Bar: 50pm

Sekil 4.36. 24 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Masson’un Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1ik bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok bas1: vena, siyah
ok: hepatosit, Bar: 50um
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Sekil 4.37. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen karaciger doku 6rneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30°’luk bal deneme grubu, H40:
%40°1ik bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50pum

Sekil 4.38. 48 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma o6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40°11k bal deneme grubu, H50: %50°1ik bal deneme grubu. Siyah ok basi: vena porta,
sar1 ok basi: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit, Bar: S0um
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Sekil 4.39. 48 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Masson’un Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’11k bal deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. Siyah ok basi: vena, siyah
ok: hepatosit, Bar: 50um

Sekil 4.40. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen karaciger doku drneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1ik bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50um
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Sekil 4.41. 72 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok basi: vena porta,
sar1 ok basi: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit, Bar: 50pm

Sekil 4.42. 72 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku Orneginin
Masson’un Trichrome boyanma &zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok basi: vena, siyah
ok: hepatosit, Bar: 50um
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Sekil 4.43. 72 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen karaciger doku 6rneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50pum

4.5. Pankreas

Pankreas doku orneklerindeki fiksasyon bez epiteli, akitict kanallar ve
Langerhans Adacigi dikkate alinarak degerlendirildi (Sekil 4.46-48.). Elde edilen
bulgular Tablo 4.5’te gosterildi. Bouin soliisyonu tiim gruplardan sadece niikleer
siirlar bakimindan istatistiksel olarak anlamli derecede ayrildi. Bunun disinda kalan
ozelliklere ait skorlar gruplara gore benzerdi. Bu sonuglara ait gorseller Sekil 4.44-

45°de sunuldu.
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Tablo 4.5. Pankreas doku orneklerine ait median ve p degerleri, B: Bouin, F: Formol,
H: Bal (Honey), CM: Hiicre Sinir1 (Cell Margin), NM: Niikleer Morfoloji (Niikleer
Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraseliiler Matriks (Extracellular
Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality)

Grup CM NM Cp EM SQ
B 2 3? 2 2 28
F24 1 2 1 2 1
F48 2 2 2 2 12
F72 2 2 2 1 1
H30t24 2 2 2 2 A
H30t48 2 2 2 2 28
H30t72 1 1 1 2 1
H40t24 1 2 2 1 12
H40t48 2 2 2 2 .
H40t72 2 2 2 2 28
H50t24 1 2 2 2 28
HS50t48 1 2 2 2 1?
HS50t72 1 1 1 1 28
P 0.052 0.012  0.757  0.135  0.012

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CM: Hiicre Siniri, CP: Sitoplazma, EM:
Ekstraseliiler Matriks, SQ: Boyama kalitesi
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Sekil 4.44. Pankreas doku orneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Boxplot of PSQ
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Sekil 4.45. Pankreas doku orneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi

Sekil 4.46. 24 saat tespit sollisyonlarinda bekletilen pankreas doku Orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma o6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H4O0:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacigi,
Ok basi: Asiner hiicre, Bar: 50um
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Sekil 4.47. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen pankreas doku orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacigi,
Ok bast: Asiner hiicre, Bar: 50um

Sekil 4.48. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen pankreas doku orneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma ozellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacig,
Ok bas1: Asiner hiicre, Bar: 50pm

4.6. Bobrek

Bobrek doku 6rneklerindeki fiksasyon Malpighi cisimcigi, proksimal tubul,
distal tubul, Henle kulpu ve toplayict borucuklarin yapisi dikkate alinarak
degerlendirildi (Sekil 4.54-62.). Elde edilen bulgular Tablo 4.6’da gdsterildi. Buna

gore Bouin ve Formol fiksasyonlarina ait skorlar pozitif yonde birbirine benzerdi.
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Deneme gruplari ise negatif yonde ayristi. Bu sonuglara ait gorseller Sekil 4.49-53°de

sunuldu.

Tablo 4.6. Bobrek doku drneklerine ait median ve p degerleri, B: Bouin, F: Formol,
H: Bal (Honey), CM: Hiicre Sinir1 (Cell Margin), NM: Niikleer Morfoloji (Niikleer
Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraseliiler Matriks (Extracellular
Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality)

Grup CM NM Cp EM SQ
B 3? 3? 3? 28 2
F24 3? 3? 3? 32 3
F48 3? 3? 3? 3? 2
F72 2 3? 2 32 2
H30t24 1 2 2 1 2
H30t48 1 2 2 1 1
H30t72 1 1 1 1 1
H40t24 1 2 2 i 2
H40t48 1 2 2 1 2
H40t72 1 1 1 22 1
HS50t24 1 2 2 28 2
HS50t48 1 2 1 1 1
HS50t72 1 2 2 1 2

P 0.000  0.000  0.000 0.000  0.020

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Niikleer Morfoloji, CM: Hiicre Sinir1, CP: Sitoplazma, EM:
Ekstraseliiler Matriks, SQ: Boyama kalitesi
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Boxplot of KCM
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Sekil 4.49. Karaciger doku doku 6rneklerinde niikleer sinirlar i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.50. Bobrek doku drneklerinde niikleer morfoloji i¢in kutu grafigi
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Boxplot of KCP
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Sekil 4.51. Bobrek doku drneklerinde sitoplazma i¢in kutu grafigi
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Sekil 4.52. Bobrek doku drneklerinde ekstraselliiler matriks i¢in kutu grafigi
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Boxplot of KSQ
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Sekil 4.53. Bobrek doku drneklerinde boyanma kalitesi i¢in kutu grafigi

Sekil 4.54. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku oOrneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1ik bal deneme grubu, H50: %50’1ik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hiicre
cekirdegi kaybi, Bar: 50pm
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Sekil 4.55. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lik bal
deneme grubu, H50: %50°lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50pm

AR

Sekil 4.56. 24 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40°1ik bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50pum
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Sekil 4.57. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku oOrneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40’l1ik bal deneme grubu, H50: %50°’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hiicre
cekirdegi kaybi, Bar: 50um

Sekil 4.58. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°’lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50um
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Sekil 4.59. 48 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50pum

Sekil 4.60. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin
Hematoksilen-Eozin boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%4011k bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hiicre
¢ekirdek kaybi, Bar: 50um
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Sekil 4.61. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin Masson’un
Trichrome boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40°’lik bal
deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50um

Sekil 4.62. 72 saat tespit soliisyonlarinda bekletilen bobrek doku 6rneginin PAS
(Periyodik Asit-Schiff) boyanma 6zellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40:
%40°1ik bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok basi: PAS pozitif
alanlar. Bar: 50pum

Calismada farkli dokulardan alinan Ornekler {izerinde yapilan Masson’un
Trichrome ve PAS boyamasi sonucunda elde edilen skorlar birlikte degerlendirildi. Bu
incelemeye ait veriler Tablo 4.7-8’de sunuldu. Buna gore tiglii boyamada 6zgiilliik ve
affinite, PAS boyamada reaksiyon olup olmamasi kriterlerine gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.
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Tablo 4.7. Doku 6rneklerinin Masson’un Trichrome boyamasi sonucunu gosteren
istatistiksel veriler

Grup Ozgiilliik Affinite

Ina a Ina a
B n 6 12 4 14
% 33,33 66,67 22,22 77,78
F24 n 5 13 8 10
% 27,78 72,22 44,44 55,56
a8 n 10 8 8 10
% 55,56 44,44 44,44 55,56
n 5 13 9 9

F72
% 27,78 72,22 50 50
n 6 12 8 10

H30t24
% 33,33 66,67 44,44 55,56
n 7 11 7 11

H30t4
.’ % 38,89 61,11 38,89 61,11
n 4 14 7 11
H30t72 % 22,22 77,78 38,89 61,11
n 8 10 8 10

H40t24
ot % 44,44 55,56 44,44 55,56
n 5 13 7 11
r % 27,78 72,22 38,89 61,11
n 8 10 9 9

H40t72
ot % 44,44 55,56 50 50
n 7 11 3 15

H50t24
% 38,89 61,11 16,67 83,33
n 6 12 4 14

H50t4
S0t48 % 33,33 66,67 22,22 77,78
n 9 9 4 14
H50t72 % 50 50 22,22 77,78

Ozgiilliik ve affinite i¢in y2 (p) degerleri sirastyla 8,861 (0.715) ve 12,685 (0,392).
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Tablo 4.8. Doku 6rneklerinin PAS boyamast sonucunu gosteren istatistiksel veriler.

Grup Ina a

o n 5 13
% 27,78 72,22

F4 % 590 590
F48 % 442,344 551,%6
Fr2 % 551,%6 446,;44
H30t24 % 44?44 551,(&)36
H30t48 % 11?11 881,?39
H'& % 661,%7 33(,333
LG % 611,111 38?89
HAOTE i 443,344 551,(5)36
HE” % 38?89 611,111
H50t24 B 336,333 661,267
H50t48 % 38?89 611,111
H50t72 % 38?89 611,111

22 (p): 18,336 (0,106)
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5. TARTISMA

Fiksasyon, histolojik veya histopatolojik prosediirlerin uygulanmasi igin
anahtar rol oynayan bir islemdir. Bu islem laboratuvarlarda genellikle “altin standart”
olarak bilinen %10 formolle yapilmaktadir (Moelans ve ark., 2011). Formoliin en iyi
fiksatif oldugu ve bu nedenle herhangi bir nedenle alternatifine gerek olmadig:
konusundaki genel bir fikir birligi literatiir (Zanini ve ark., 2012) tarafindan “dogma”
olarak tanimlanmistir. Formaldehite maruz kalmanin insan nazofaringeal karsinomu
ve losemiyle iligkili oldugu bildirilmistir (IARC, 2012). Formaldehitin kanserojen
olduguna iligkin veriler, “formol dogmasini” yeniden diisiinmek ve alternatif
fiksatiflerin kullanimin1 degerlendirmek i¢in 6nemli goriinmektedir (Zanini ve ark.,
2012). Bu goriislerden hareketle calismamizda formaldehite alterantif bir fiksatif
arayigi amactyla farkli doku karekterlerine sahip organlarda bal, etil alkol ve sitrik
asitten olusan soliisyonlarin etkinligi arastirildi. Literatiir taramasinda balin tek basina
veya distile sulu ¢ozeltilerinin fiksatif amaclh kullanildigi ¢alismalar bulunmasina
ragmen, arastirmamizda deneme grubu olarak yer alan alkol ve sitrik asit ilaveli bir bal
soliisyonunun kullanildig1 veriye ulasilamamaistir. Bu bakimdan arastirmamiz ilk olma
Ozelligi tasimaktadir. Bunun yaninda literatiirde formol ve Bouin fiksatiflerinin
etkinliginin farkli organlarda istatistiksel olarak karsilagtirildigi bir arastirmaya da
rastlanilmamasi arastirmamizin bas bir pozitif yonli olarak degerlendirilmektedir.
Ancak bu iki yenilik¢i yaklagim verilerin literatiir esliginde kiyaslanmasi ig¢in

sinirlama (limitation) olusturmaktadir.

Gatta ve ark. (2012) ¢alismasinda farkl fiksatiflerin etkinligini arastirmistir.
Bu ¢alismanin 151k mikroskobik degerlendirmelerinde Bouin fiksatifi ile tespit edilmis
dokularda ¢ekirdekgik i¢inde daha yiliksek kromatin ¢oziiniirliigii goriiliirken, niikleer
matris arka planinin daha hafif boyandigi belirtilmistir. Hematoksilen yogunlugunun
Bouin, UPM ve Cymol fiksasyonunda diger gruplardan istatistiksel olarak dnemli
Olclide diisiik oldugu bildirilmistir. Eozin yogunlugu ise tiim alternatif fiksatiflerde
formole gore daha fazla bulunmustur (Gatta ve ark., 2012). Calismamizda ise biiyiik
oranda Bouin fiksatifinin diger gruplardan fiksasyon etkinligi bakimindan daha pozitif
bir etki olusturdugu gozlendi. Ancak pankreas doku Orneklerinde diger fiksatiflere

gbre Bouin fiksatifinin de tam anlamiyla etkin bir fikzasyon olusturamadig: saptandi.
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Patil ve ark. (2013) pozitif kontrol olarak %20 bal, %20 seker surubu, %30
jaggery surubu ile %10 formol ve negatif kontrol olarak distile su gibi farkli
fiksatiflerin etkinligini incelemek i¢in kegi bukkal mukozasini kullanarak bir ¢alisma
yuriitmistiir. Bu ¢alisma sonucunda ise ii¢ dogal fiksatif arasinda en etkili fiksatifin
jaggery surubu oldugu vurgulanmistir. Lalwani ve ark. (2015) farkli doku 6rnekleri
tizerinde %10 islenmemis bal, %10 islenmis bal ve %10 notral formoliin fiksatif
Ozelliklerini arastirmiglardir. Bu arastirmada doku 6rnekleri fiksasyondan sonra rutin
prosediire gore takip edilmis ve boyanmistir (HXE). Calisma sonucunda doku 6rnekleri
niikleer boyama bakimindan degerlendirildiginde islenmis bal, islenmemis bal ve NBF
icin optimum fiksasyon ve boyama etkinliginin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir. Sonug
olarak bu ¢alismada (Lalwani ve ark. 2015) islenmis balin, islenmemis baldan daha iyi
fiksasyon 6zelliginde oldugu ve her iki bal tiiriiniin de formaldehite etkili bir alternatif
olabilecegi kanaatine varilmigtir. Chittemsetti ve ark. (2018) bir tiir seker olan jaggery
ve khandsari'nin fiksatif olarak formol’e alternatif olup olamayacagini arastirmistir.
Bu amagla aragtirmacilar %30 jaggery, %30 khandsari ve %10 formol’de 30’ar doku
Ornegini tespit etmislerdir. Doku 6rnekleri hiicresel sinirlar, sitoplazmik ve niikleer
detaylar, boyama kalitesi ve genel morfoloji agisindan degerlendirilmistir. Ug gruptaki
tim histomorfolojik kriterlere gore yapilan istatistiksel analizde ise %30 jaggery ile
%30 khandsari, %30 jaggery ile %10 formol arasinda anlamli bir fark bulunurken,
%30 khandsari ile %10 formol arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (Chittemsetti
ve ark. 2018). Ekiz ve Demiraslan (2021) koyun kalbi iizerinde farkli oranlarda
hazirlanmis bal, etil alkol, gliserin, sitrik asit ve lavanta esans1 soliisyonunun kadavra
koruyucu etkinligini incelemistir. Bu arastirma kapsaminda deneme gruplarindan
soliisyona maruz birakildiklar1 3. giin, 75. giin, 150. giin ve 225. gilinde histolojik,
mikrobiyolojik, tekstiir, renk ve koku yoniinden degerlendirmeler yapilmistir. Caligma
bulgular1 arasinda histolojik yapinin formaldehit tespitine yakin olugu, patojen
mikroorganizma iiremesinin olmadigi, hos olmayan bir kokunun ortaya ¢ikmadig:
vurgulanmistir (Ekiz ve Demiraslan, 2021). Alwahaibi ve ark. (2021) ¢alismasinda
notr tamponlu ve tamponsuz Siimer bali (%10) ve Hurma balini (%10) ayr1 ayr1 fiksatif
ozellikler bakimindan arastirmislardir. Ayrica niikleer ve boyanma kalitesine gore
gruplar arasinda anlamli bir farkin olmadigi vurgulanmistir. Buna karsilik %10 notr

tamponlu Stimer bal1, %10 nétr tamponlu Hurma bali, %10 Stimer bali ve %10 Hurma
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balinin sitoplazmik boyanma agisindan anlamli farkliliklar olusturdugu rapor
edilmistir. Navaz ve ark. (2023) bal, Carnoy, Bouin ve Zenker soliisyonunun fikzasyon
etkilerini hematoksilen, eozin, Masson Trichrome ve PAS boyamasi kullanarak
formolle karsilastirmislardir. Doku kesitleri niikleer ve sitoplazmik ayrintilar ile
boyama kalitesi agisindan incelenmistir. Sonugta bal, Carnoy ve Bouin
soliisyonlarinda fikse edilen dokularin formole alternatif olabilecegi bildirilmistir.
Bright ve ark. (2023a) farkli oranlardaki bal ve distile sudan olusan soliisyonlarla
formolii karaciger ve bobrek doku oOrneklerinde hematoksilen, cozin boyama
yontemiyle  kiyaslamiglardir.  Bal  soliisyonlar1 ile  formol  fikzasyonu
karsilastirildiginda boyama 6zelliklerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir. Bunun yaninda %25 ve %50 bal gruplarinda bobrek doku 6rneklerinde
sitoplazma perforasyonlar1 goriilmiistiir. Sonug olarak ¢alismada %350, %75 ve %100
balin dokularin uzun siireli korunmasi ig¢in uygun oldugu ve ayrica dokularda
miitkemmel niikleer boyanma sagladigi bildirilmistir. Bright ve ark. (2023b) %65 ve
%85 hurma ve bal fiksatifleri i¢in formolle sabitlenmis muadilleriyle
karsilastirildiginda boyama o6zelliklerindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
olmadigini vurgulamistir (p=0,210). Ancak %45'lik hurma surubu ile %10'luk formol
karsilastirildiginda berraklik ve morfoloji acisindan istatistiksel olarak anlamli farklar
tespit etmistir (p=0,0026). Arastirmacilar bal ve hurma surubunun %65 ila %85
arasindaki daha yiiksek bal konsantrasyonlarinin, doku ve organlarin uzun vadede
genel olarak korunmasi i¢in uygun oldugu sonucuna varmiglardir. Demiraslan ve ark.
(2024) bal, etil alkol, s1v1 parafin, distile su ve sitrik asit igeren bir ¢ozeltinin tavsan
kadavralart i¢in fiksatif-prezervatif etkiye sahip olup olmadigini arastirmislardir.
Calismanin histomorfolojik sonuglarina gore bobrek ve bagirsak disindaki dokularin
formolle karsilastirilabilir nitelikte oldugu belirtilmistir. Yukarida verilen literatiir
bilgisinden de anlasilacagi tizere dogal iriinlerin formole alternatif bir fiksatif
olusturup olusturamayacagi arastirilmistir. Bu ¢alismalarin ortak yonii yiiksek basit
karbonhidrat igerigi olan iirlinlerin kullanilmasidir. Ancak daha etkili bir ¢ikarim ise
bu trlinlerin optimize edildigi takdirde formole alternatif olarak kullanilabilecegi
yoniindedir. Calismamizda ise farkli bir bakis agisiyla balin distile su ile diliie edilmesi
yerine fiksatif 6zelligi bilinen etanol ile ¢6zelti haline getirip kullanilmas1 hedeflendi.

Bunun yaninda deneme soliisyonlara balin kristalizasyonunu 6nlemek ve hidrojen
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peroksiti deokside etmek amaciyla antioksidan 6zelligi bilinen sitrik asit ilave edildi.
Sonugta ¢alismamizda bobrek hari¢ diger doku drneklerinde Bouin fiksatifi ve formole
alternatif olabilecek bulgular elde edildi. Dolayisiyla etanol ve sitrik asit ilaveli bal
soliisyonlar1 da yukarida verilen literatiire uyumlu olarak formole alternatif bir fiksatif

olarak kullanilabilecegi kanaati olustu.

Farkli fiksatiflerin kullanildig1 bir ¢alismada (Gatta ve ark. 2012) formol ile
tespit edilmis ve PAS ile boyanmis brons duvarinin mikroskobik incelemesinde iyi
boyanma ve net kikirdak tanimlamasi saptandigi ifade edilmistir. Ayni ¢aligmada
Bouin ile fikse edilen dokuda PAS boyamanin ¢ok yogun oldugu belirtilmistir.
Formolle tespitli dokularda Masson’un Trichrome boyamanin renk, kontrast ve
pozitiflik agisindan iyi sonuglar verdigi ifade edilmistir (Gatta ve ark., 2012). insan
agiz dokularinda bal ve formoliin karsilastirildigi bir aragtirmada niikleer ve
sitoplazmik detaylar ile boyamada anlamli bir farkliligin gézlenmedigi, ancak bag
dokusundaki homojenizasyonla ilgili bir sinirlamanin varligi belirtilmistir (Sabarinath
ve ark., 2014). Jaggery ve balin 6 aylik siire boyunca uzun vadeli etkinligini
degerlendirmek i¢in yapilan bir calismada PAS ve Masson Trichrome gibi 6zel boyalar
kullanarak sonuglar karsilagtirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda ti¢ fiksatifin de formole
esdeger sonuglar gosterdigi vurgulanmistir (Patil ve ark., 2015). Calismamizda da
karaciger, bobrek ve dil doku 6rneklerinin farkli soliisyonlarla tespit edilmesiyle elde
edilen kesitlerde PAS ve Masson Trichrome boyamanin etkinligi karsilastirildi. Elde
edilen sonugclara gore bu iki boyama prosediiriinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sonuca rastlanmadi. Dolayistyla bu haliyle iki histokimyasal boyama i¢in
de bal, etanol ve sitrik asitten olusan soliisyonun formol ve Bouin igin bir alternatif
olabilecegi sOylenebilir. Bunun yaninda Bright ve ark. (2023a) %10 notr tamponlu
formole kiyasla balin koyu renginden dolay1 boyanma yogunlugunun daha belirgin
oldugunu saptamistir. Bu durum ise %25’lik bal grubunda optimum olarak
gbzlenmistir. Calismamizda da deneme gruplarinda istatistiksel olarak Onemli

olmamakla birlikte gozle goriiliir derecede boyanma affinesi artis1 saptanda.

Fiksasyon siiresi fiksatifin etkinliginde rol oynayan Onemli bir faktordiir.
Formolle biyopsi boyutundaki doku ornekleri 5-6 saat, bundan daha biiyiikk doku
ornekleri ise 12-24 saatlik siirede tespit edilebilir (Pabugguoglu, 2021; Nowacek,
2010). Bouin fiksatifiyle 6rnekler genellikle 24 saatte tespit edilir. Bu asidik karisimda
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uzun siireli depolama, hidrolize ve boyanabilir DNA ile RNA’nin kaybina neden olur
(Nowacek, 2010). Calismamizda fiksasyon siiresiyle ilgili farklar1 da anlamak
amaciyla 24 saat ve katlar1 olacak sekilde 3 periyotta doku ornekleri incelendi. Bouin
fiksatifinde hidrolizden dolay1 sadece 24 saatlik fikzasyon uygulandi. ilk 24 saatlik
soliisyon gruplar1 karsilagtirildiginda sirastyla beyin, dil ve karacigerin histomorfolojik
ozellikleri bakimindan Bouin ve deneme gruplarinda benzerlikler saptandi. Beyin
doku 6rneklerinin formolle fiksasyonu ise tiim periyotlarda bu gruplara gore daha zayif
nitelikteydi. Diger agidan 48 ve 72 saatlik periyotlar i¢in beyinde bal gruplari,
karaciger ve bobrekte ise formol daha kabul edilebilir sonuglar ortaya koydu. Diger

organlarda formol ve deneme gruplarinin histomorfolojisi benzerdi.

Bright ve ark. (2023b) calismasinda dogal bilesiklerin (bal, hurma surubu)
%45'likten daha diisiik konsantrasyonlarinin miikemmel doku boyama o6zellikleri
sagladigimi ifade etmistir. Diisiik konsantrasyonlarda (%45 ve %65) bal ve hurma
surubu, yakin gelecekte formol kullaniminin azaltilmasina ve ortadan kaldirilmasina
yardimci olabilecek alternatifler olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir. Maaini
ve Bryant (2006), bali fiksatif olarak kullanarak balin oda sicakliginda diisiik
konsantrasyonlarla fikse edilen dokularin formol ile karsilastirilabilir sonuglar
verdigini belirtmislerdir. Calismamizda da farkli konsantrasyonlarda bal i¢eren etanol
ve sitrik asit icerikli deneme soliisyonlarinin fiksatif etkisi arastirildi. Buna gore beyin,
bobrek ve dil dokular i¢in bal konsantrasyonu artisinin fikzasyon lizerine etkili oldugu
ile 1ilgili net bir sonuca ulasilamadi. Buna karsin karaciger dokusu ic¢in bal

konsatrasyonu artisinin kismen negatif, pankreas icin pozitif etkisinin oldugu ifade
edilebilir.

Balin farkli formlarda fiksatif etkisini arastirmak amaciyla yapilan bazi
calismalardan elde edilen bilgiler Tablo 5.1°de sunulmustur. Bu ¢aligsmalarda da ortak
noktanin, balin formaldehite alternatif olabilecegi ancak, dezavantaj nitelikteki

sinirlarin ortadan kaldirilmasi gerekliligi oldugu géze carpmaktadir.
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Tablo 9Tablo 5.1. Balin fiksatif olarak arastirildigi bazi ¢alismalar (Thamilselvan ve ark., 2021)

sonunda bal H&E boyamast igin iyi kalitede sonu¢ vermistir.

sonuglar verdi. Bal ile sabitlenen dokular
bir siire i¢inde yavag yavas bozuldugu i¢in
fiksasyon kalitesi garanti edilememistir.

Aragtirmaci Fiksatif Bulgular Sonug Sinirlar
Bhattacharyya % 100 Bal, 10 % NBF Niikleer detaylar ve sitoplazmik boyama igin bal ve formol arasinda Formol yerine benzer sonuglar veren ¢evre | *Zamanla kiiflenme
ve ark. 2018 istatistiksel olarak anlamli sonuglar var. dostu dogal fiksatif bal kullanilabilir. *Yogun eozin boyama
* Kesitlerin katlanmasi
Patil ve ark. % 20 Bal, % 10 NBF, Sitoplazmik ayrintilar ve niikleer ayrintilar tatmin ediciydi ancak Cevre dostu dogal fiksatifler formoliin «Zaman i¢inde kiiflenmeye meyilli,
2013 Distile su diizensiz boyama alanlar1 gosterdi. Bal, dokuyu 24 saat boyunca yerini alacak tiim yeni niteliklere sahiptir. | dolayisiyla timol kullanilabilir
koruyabildi.
Patil ve ark. % 20 Bal, % 10 NBF, 6 | Hiicresel ve niikleer berraklik, formole kiyasla belirgin hiicresel ve 48 saat formol fiksasyonu, bal ile « Belirli bir siire i¢inde kaliplarin
2015 ay siireli saklama niikleer biiziilme ile kademeli olarak azaldi. Bununla birlikte, 6 ayin karsilastirildiginda 6nemli 6lglide daha iyi | biiylimesi

+Kirilganlik nedeniyle kirilma
egiliminde olduklarindan balin kesilmesi
strasinda 6zel dikkat gosterilmesi
gerekir.

Srii ve ark. 2017

% 10 Bal, % 10 NBF

Formol veya balla fikse edilmis dokularda 6nemli bir fiksasyon farki
belirlenmemistir.

Balin yeni nitelikleri goz oniine
alindiginda, diisiik konsantrasyonlarda
formol kullanimini azaltmaya ve ortadan
kaldirmaya yardimci olabilecegi sonucuna
vartlmigtir.

Bal ile sabitlenmis dokular, H&E
boyama ve 6zel boyamalarda kolajen
liflerinin daha hyalinize gériiniimiinii
sergiledi.

Udonkang ve % 20, % 50, % 70, % %100, %90, %70 konsantrasyonlar, doku morfolojisinin orta derecede %70 — 100 bal, uzun siireli briit muhafaza Belirtilmemistir.
ark. 2018 90, % 100 Bal, % 10 korunmasiyla iyi, yogun ve berrak niikleer ve sitoplazmik boyama icin uygun bulunmustur. %20-50
NBF bulgular ortaya koymustur. konsantrasyonlar ise mitkemmel boyama
ozellikleri vermistir.
Srii ve Marla. % 10 Bal, % 4 NBF Formol veya balla fikse edilmis dokularda 6nemli bir fiksasyon farki Balda sabitlenen dokular, formole kiyasla | Belirtilmemistir.
2016 belirlenmemistir. tatmin edici sonuglar gostermistir.

Sabarinath ve
ark. 2014

Belirtilmemis bal, % 10
formol

Bulgular, hem niikleer ayrintilar hem de sitoplazmik boyama i¢in bal ve
formol arasinda istatistiksel olarak énemli farkliliklar gostermistir.

Balin, niikleer bir fiksatif amaciyla
formole alternatif olarak kullanilabilecegi
sonucuna ulagilmigtir.

Bag dokusunun homojenizasyonu

Ozkan ve ark.
2011

% 10 Bal, % 10 NBF
(alkolik)

Sonuglar, alkollii formol bal veNBF arasinda onemli farkliliklar
gOstermistir. Bal ile fikse edilmis dokular, zayif niikleer ve sitoplazmik
detaylar ancak daha iyi hiicresel morfoloji ortaya koymustur

Bal fiksasyonu, neredeyse NBF ve alkollii
formol ile benzer oldugu sonucu elde
edilmistir.

Belirtilmemistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Laboratuvar c¢alisanlar1 seyreltik bir formaldehit c¢ozeltisine maruz
kaldiklarindan dolayi fiksasyon igin formol kullanilmasindan kaynakli olasi tehlikeleri
genellikle hafife almaktadir (Gatta ve ark., 2012). Ancak maruziyet periyodik ve
biiylik miktarlarda oldugundan kimyasal kanserojen olarak formaldehit riski hafife
alimmamalidir (Binetti ve ark., 2006; Lassalle ve ark., 2009; Stanta ve ark., 2006).
Ayrica, literatiir DNA protein ¢apraz baglarinin formole maruz kalmasiyla kalic1 bir
“imza” tastyabilecegini One stirmiistiir (Shaham ve ark., 2003). Bununla ilgili olarak
saglik calisanlarinda kromozomal degisiklikler tespit edilmis ve bu durum patoloji
servislerindeki formol kullanimiyla iligkilendirilmistir (Santovito ve ark., 2011). Bu
nedenle laboratuvar calisanlari i¢in daha iyi teknik performans ve daha fazla koruma
saglayan formol fiksasyonuna alternatif arayisi kacinilmazdir (Buesa, 2008). Son
zamanlarda bilim insanlar1 formaldehitin zararli etkilerini fark etmisler ve yeni
fiksasyon-prezervasyon ¢ozeltileri gelistirmeye odaklanmislardir (Nielsen ve ark.

2013).

Fiksasyon, histolojik veya histopatolojik prosediirlerin hayata gecirilmesinde
kilit rol istlenir. Fiksasyon metotlarinin birbirlerine gore farkli derecede iistiin yonleri
oldugu gibi farkli fiksatiflerin de birbirlerine gére avantaji veya dezavantaji bulunur.
Fiksasyonu veya fiksatifin doku iizerindeki etkisini ise sicaklik, pH, konsantrasyon
gibi degisik faktorler etkiler. Eger kimyasal fiksatifler sayesinde doku tespiti
yapilacaksa dokunun biiziismesine neden olmayan, kesit almayr kolaylastiran,
dokunun histomorfolojik yapisin1 degistirmeden koruyan, kesitlerin boyanmasini
kolaylagtiran ve dokuyu sonrasinda yapilacak g¢alismalara uyumlu hale getiren bir
fiksatif tercih edilmelidir (Tu ve ark., 2011). Ancak tiim bu istenilen Gzellikleri

arastirmacilara sunabilen bir fiksatif heniiz gelistirilememistir.

Sonug olarak ¢alismamizda Bouin ve formole ait referans histomorfolojik
bilgiler sunulmasinin yaninda, bal, etanol ve sitrik asitten olusan soliisyonun yaygin
kullanilan fiksatiflere alternatif olabilecegi ile ilgili bulgular elde edildi. Ozellikle %40

bal igeren soliisyonun standardize edildigi takdirde bu yonde bir adim 6nde oldugu
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diisiiniilmektedir. Yeni fiksatif aragtirmalari i¢in ¢alisamizdan elde edilen tecriibelere

gore Onerilerimiz asagida maddeler halinde sunulmustur.

Oneriler:

— Bal veya dogal iiriinlerin kullanilacagi fiksatiflerden olusacak soliisyonun
pH’s1 tamponlanabilir.

— Arastirmanin detaylandirilabilmesi amaciyla imkanlar ol¢iisiinde renk ve
kontrast analizi i¢in bilgisayar programlarindan faydalanilabilir.

— Bobrek ve pankreas gibi fikzasyonu zor olan dokular igin fiksatifin

penetrasyonunu kolaylastirabilecek uygulamalar yapilabilir.
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