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ÖZET 

Histokimyasal Boyamalar İçin Bal, Etil Alkol ve Sitrik Asitten Oluşan 

Solüsyonun Fiksatif Etkisinin Araştırılması 

Çevre, insan ve hayvan sağlığı için zararlı etkileri tespit edilen formaldehite 

alternatif bir kimyasalın keşfedilmesi için birçok bilimsel araştırma yürütülmüştür. Bu 

çalışmanın amacı değişen oranlarda bal, etil alkol ve sitrik asitten oluşan solüsyonların 

histolojik araştırmalarda sıklıkla kullanılan histokimyasal boyamalar için etkili bir 

alternatif fiksatif olup olamayacağını araştırmaktır. Çalışmada farklı oranlarda bal, etil 

alkol ve sitrik asitten oluşan solüsyonlar deneme grubu, formol ve Bouin solüsyonları 

ise kontrol grubu olarak kullanıldı. Dokular cinsiyet farkı gözetmeden 10 adet Wistar 

Albino sıçanın beyin, dil, parotis bezi, karaciğer, pankreas ve böbreklerinden alındı. 

Örnekler deneme ve formol gruplarında 24, 48 ve 72 saat tespit edildi. Bouin 

solüsyonunda ise tespit süresi 24 saat olarak belirlendi. Histolojik kalitenin 

değerlendirilmesi için dokulardan alınan kesitlere hematoksilen-eozin, PAS (Periodic 

Acid Schiff) ve Masson’un Trichrome boyaması yapıldı. Hazırlanan kesitler ışık 

mikroskobu altında değerlendirildi ve mikroskoba entegre digital kamerayla 

fotoğraflar çekildi. Çalışmada elde edilen skorlar istatistiksel olarak analiz edildi. 

Sonuç olarak çalışmamızda bal, etanol ve sitrik asitten oluşan solüsyonun yaygın 

kullanılan fiksatiflere alternatif olabileceği ile ilgili bulgular elde edildi. Özellikle %40 

bal içeren solüsyonun standardize edildiği takdirde bu yönde bir adım önde olduğu 

düşünülmektedir.  

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



1 

 

1. GİRİŞ 

Dokuların mikroskobik düzeyde incelenmesi için temel adımlardan bir tanesi 

tespittir. Tespit için en çok kimyasal fiksatifler tercih edilir. Histolojik ya da 

histopatolojik doku takibi süreçlerinde, dokuların tespit edilmesinde en sık kullanılan 

fiksatifler ise %10 formol ve formaldehit içeriğine de sahip Bouin solüsyonlarıdır. 

Formaldehit renksiz, keskin kokulu ve sağlığa zararlı olduğu kanıtlanmış bir aldehittir 

(Brenner, 2014; Hayashi ve ark., 2014). Bu kimyasalın rutin olarak kullanılması 

sonucunda, formaldehite doğrudan maruz kalan kişilerde sinir ve solunum sistemi 

rahatsızlıklarının ortaya çıktığı bilinmektedir (Wantke ve ark., 2000; Brenner, 2014).  

ABD Çevre Koruma Ajansı formaldehiti alışılmadık derecede yüksek veya 

uzun süreli maruziyet koşulları altında olası bir insan kanserojeni olarak 

sınıflandırmıştır (EPA, 1989). Bundan birkaç yıl sonra izin verilen maruziyet seviyesi 

1 ppm'den 0.75 ppm'ye (ortalama günlük maruziyet) düşürülmüştür (OSHA, 1992). 

Bu gelişmeyi takiben de teknisyenlere ve patologlara formaldehit maruziyetinin 

potansiyel toksisitesi vurgulanırken, alternatif fiksatiflerin araştırılması teşvik 

edilmiştir (Zanini ve ark., 2012). 

Formolün düşük maliyeti, marka ikame ürünlere göre daha ucuz olması ve 

ayrıca piyasada birçok tedarikçi tarafından ve farklı uygun formatlarda hazır 

bulunması, alternatiflerin yayılmasını ve araştırılmasını engellemiştir. Formol 

fiksasyonunun dolaylı maliyetleri (örneğin: kullanılmış fiksatif ve fikse numunelerin 

uygun şekilde imha edilmesi; artık numunelerin yakılmasından kaynaklanan ürünlerin 

potansiyel toksisitesi ve davlumbazlar ile aspire edilmiş kabinler gibi aspirasyon 

cihazlarının kusursuz bakımının zorunlu gerekliliği) de dikkate alınmalıdır. Ayrıca, bir 

insan kanserojenine maruz kalan işçilerin yeterli sağlık gözetiminin gerekliliği de ek 

ve önemsiz olmayan bir ekonomik maliyet olarak düşünülmemelidir (Zanini ve ark., 

2012). 

Çevre, insan ve hayvan sağlığı için zararlı etkileri tespit edilen formaldehite alternatif 

bir kimyasalın keşfedilmesi için birçok bilimsel araştırma yürütülmüştür. Bu 

araştırmalar içerisinde doğal, sağlığa zararı olmayan ve kolay bulunabilen balın 

kullanılması dikkat çekicidir. Bal asidik pH derecesine sahip, yoğun şeker içerikli bir 

arı ürünüdür. Tezin amacı ise değişen oranlarda bal, etil alkol ve sitrik asitten oluşan 
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solüsyonların histolojik araştırmalarda sıklıkla kullanılan histokimyasal boyamalar 

için etkili bir alternatif fiksatif olup olamayacağını araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Fiksasyon 

Fiksasyon “otolizi önlemek, bakteriostatik etki oluşturmak, bu sayede dokunun 

korunmasını sağlamak” olarak tanımlanabilir (Bibbo, 1997; Woods ve Ellis, 1994). 

Dolayısıyla fiksasyon doku üzerinde kimyasal stabilite sağlayarak dokuyu bölümlere 

ayırmak için sertleştirir ve en önemlisi de otoliz ile bozulmayı (degradasyon) durdurur 

(Hewitson ve Darby, 2010). Fiksasyon, histopatolojik uygulamalarda doku 

örneklerinin incelenmesi ve saklanması için zorunlu bir adımdır. Bu işlem, hücre, 

ekstraselüler matriks unsurları ve diğer biyoaktif kısımların meydana getirdiği dokusal 

mimariyi korumalıdır (Bancroft ve Stevens, 2008). Fiksasyon, hücresel morfolojiyi 

mükemmel şekilde koruyabilen ancak, örnek bileşimini değiştirmeyen, kademeli ve 

karmaşık bir fizikokimyasal süreçtir. Bu açıdan farklı histopatolojik süreçler için 

belirli bir fiksatifin seçimi genellikle çoklu odaklanmayı gerektirir (Culling ve ark., 

1985). 

Dokuların mikroskobik olarak incelenmesi için fiksasyon temel adım 

olduğundan sonraki doku takibi süreçlerini doğrudan etkiler (Kiernan, 2008). Doku 

örnekleri fiziksel veya kimyasal yöntemlerle tespit edilebilir (Grizzle ve ark., 2008). 

Kimyasal fiksasyon metodunda dokuların “fiksatif” adı verilen kimyasal maddeler 

kullanılarak tespiti esastır. Bu metoda histopatoloji uygulamalarında sıkça başvurulur 

(Huang ve Yeung, 2015). Fiksatiflerin dokuya uygulanışı immersiyon (daldırma) ve 

perfüzyon (dolaşım yoluyla) olmak üzere iki farklı şekilde gerçekleştirilebilir 

(Hewitson ve Darby, 2010). 

2.2. Fiksatifler 

Histopatolojik süreçlerde optimum faydayı sağlamak amacıyla geçmişten 

günümüze birçok fiksatif geliştirilmiştir. Bu fiksatifler bazen tek başına bir kimyasal 

bileşik olabildiği gibi, bazen de farklı kimyasalların karışımıyla oluşan birer çözelti 

olarak uygulanmıştır. Günümüzde sıklıkla kullanılan fiksatif formaldehittir. Bunun 

yanında etanol, Carnoy çözeltisi, Bouin ve B5 çözeltileri de histolojik araştırmalarda 

sıklıkla tercih edilen fiksatiflerdir. Ancak yeni histolojik teknikler, mevcut fiksatifleri 
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geliştirme ya da daha etkili fiksatif keşfetme arayışlarını beraberinde getirmektedir 

(Pabuççuoğlu, 2021). 

Fiksasyon için kullanılan kimyasallar genel olarak aldehitler, oksitleyici 

ajanlar, alkol bazlı fiksatifler ve metalik fiksatifler olmak üzere 4 grupta 

sınıflandırılabilir. Aldehitler (formaldehit, gluteraldehit vs.) ve oksitleyici ajanlar 

(osmiyum tetraoksit, potasyum permanganat) proteinleri çapraz bağlayarak dokuyu 

tespit eder. Alkol bazlı fiksatifler (metil alkol, etil alkol, asetik asit vs.) proteinleri 

denatüre edici ajanlardır. Metalik fiksatifler ise (cıva klorür, pikrik asit vs.) 

çözünmeyen metalik çökeltiler oluşturarak dokunun fiksasyonuna katkı sağlayan 

maddelerdir (Grizzle ve ark., 2008). Aşağıda çalışmada kullanılan fiksatiflerle ilgili 

bilgiler verilmiştir. 

2.2.1. Formaldehit 

Formaldehitin keşfi 1859'da Butlerov tarafından gerçekleştirilmiştir. 1889'da 

Ttrillat, ticari anlamda reaktif olarak formaldehit üreten ilk kişidir.  Bu kimyasalın 

fiksatif olarak kullanılabileceğini ise 1892'de Ferdinand Blum öne sürmüştür (Fox ve 

ark., 1985; Al- Saraj 2010). Formaldehit renksiz, keskin kokulu, suda çok iyi çözünen 

bir aldehittir. Bu sıvı reaktif bir maddedir ve oda sıcaklığı koşullarında gaz haline 

geçer. Formaldehit yaygın bir fiksatif olarak kabul edilse de dokuları sertleştirip 

kurutması, gri bir renk tonu vermesi ve irrite edici kokusu nedeniyle “mükemmel 

solüsyon” olmaktan uzaktır (Brenner, 2014; Hayashi ve ark., 2014).  

 Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC), 2006 yılında formaldehiti 

insanlar için kanserojen olan maddeler grubunda sınıflandırmıştır. Formaldehite 

sürekli maruz kalan anatomist, patolog, histolog veya diğer meslek gruplarındaki 

kişilerde nazofarinks, kan, kolon ve beyin kanserleri sayısı, diğer meslek gruplarına 

göre belirgin şekilde fazladır (IARC, 2006). Formaldehit, 98/8/EC sayılı Biyosidal 

Ürünler Direktifine göre kadavra tespitinde kullanılmaması öğütlenen bir kimyasaldır 

(Avrupa Parlamentosu ve Konseyi, 1998). Almanya’da formaldehitin zararlı etkileri 

nedeniyle havalandırması “Zararlı maddeler yönetmeliğine uygun olmayan” birçok 
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anatomi laboratuvarı, koşullar uygun hale getirilene kadar geçici olarak kapatılmıştır 

(Hammer ve ark., 2012). 

Fiksasyonda sıkça kullanılan formolün doku örneğine penetrasyonu afizik bir 

süreçtir (Grizzle ve ark., 2008). Formaldehit proteinlerin çapraz bağlanmasını 

sağlayarak metilen köprüleri oluşturur (Hewitson ve ark., 2010). Formaldehit, 

proteinlerle olduğu kadar nükleik asitlerle de reaksiyona girer ve nükleik asitler ile 

proteinler arasına nüfuz ederek “stabilize nükleik asit-protein kompleksi kabuğu” 

oluşturur (McGhee ve von Hippel, 1975; Chang ve Loew, 1994). Bu fiksatif pıhtılaşma 

etkisiyle değil, bazik amino asitlerin, özellikle lizin yan zincirlerine ve peptit 

bağlantılarının amid nitrojen atomlarına eklenerek tespit eder (Nowacek, 2010). 

Formaldehit bu reaksiyonları reaktif hipoksi metil gruplarını oluşturmak için yapar 

(Prophet, 1992). Doymamış yağlar ve kalsiyum iyonlarının varlığı formaldehit 

reaksiyonun indükleyicisidir. Buna rağmen formaldehit karbonhidratlarla reaksiyona 

girmeme eğilimi gösterir (Eltoum ve ark., 2001b). Formaldehit su, alkol ve eterde iyi 

çözünür. Bu kimyasal bileşik birçok madde ile birleşerek polimerleşme kabiliyetine 

de sahiptir (Demir, 2001). 

Histolojik araştırmalarda en sık tercih edilen fiksatif olan formolün suyla on 

kat seyreltilmesi sonucunda elde edilen %10’luk çözeltidir. Bu çözelti aslında %4 sulu 

formaldehit çözeltisidir (Nowacek, 2010). Formaldehit kompleks lipitler için iyi bir 

fiksatifken, nötral lipitler üzerine etkisizdir (Demir 2001). Ayrıca bu bileşik 

karbonhidratların fiksasyonunda da tercih edilmez (Demir, 2001; Albert ve Johnson, 

1998). 

Formol uygun ortamlarda saklanmadığında asiditesi artar. Bu nedenle formol 

çözeltisinin kullanım öncesi pH’sı magnezyum karbonat, kalsiyum karbonat, fosfat 

veya tris gibi nötralize edici tamponlarla yaklaşık 7 değerine ayarlanabilir 

(Pabuççuoğlu, 2021). Bu şekilde hazırlanan çözeltilere de “nötr tamponlu formol” adı 

verilir (Nowacek, 2010). 
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Formol fiksasyon için her ne kadar sıklıkla kullanılsa da insan sağlığına yönelik 

dikkat çekici nitelikte zararları vardır. Bu zararlar literatür eşliğinde aşağıda maddeler 

halinde verilmiştir. 

✓ Formole maruz kalan kişileri de cilt tahrişi, göz yanması, baş ağrısı, solunum 

sistemi tahrişi ve uzun süreli soluma sonrasında baş dönmesi ve burun 

kanaması gibi rahatsızlıklar görülür (Wantke ve ark., 2000; Brenner, 2014).  

✓ Formol genotoksik etkiden dolayı kromozomal hatalara, kardeş kromatit 

transferine ve gen mutasyonlarına yol açar (Casanova ve ark. 1988; Shaham ve 

ark. 1996). 

✓ Formole uzun süre maruz kalındığı durumlarda karsinojenik, mutajenik, 

teratojenik ve embriyotoksik etkilerle karşılaşılabilineceği bildirilmiştir 

(McLaughlin 1994). 

✓ Formolün karsinojenik etkisinin özellikle solunum, sinir ve sindirim sistemini 

hedeflediği ifade edilmiştir (Usanmaz ve ark. 2002; Zararsız ve ark. 2006). 

✓ Formole uzun süre maruz kalan kişilerde beyin, kolon ve kan dokusu ile ilgili 

kanserlerin daha sık görüldüğü rapor edilmiştir (Schlink ve ark. 1999). 

✓ Formolün tubuli seminiferi contorti’deki germ hücreleri üzerinde dejeneratif 

etki yaparak kısırlığa ve/veya spematozoa kalitesinde düşüklüğe sebep olduğu 

bildirilmiştir (Özen ve ark. 2005). 

✓ Formolün 0.5 ppm gibi küçük konsantrasyonlarda bile solunum sistemi 

toksisitesi oluşturduğu ifade edilmiştir (Kriebel ve ark. 2001).  

✓ Formole uzun süre maruz kalındığında duygu-durum bozuklukları, davranış 

bozuklukları ve epilepsi gibi kalıcı nörotoksisite belirtilerinin gelişebileceği 

rapor edilmiştir (Gürel ve ark.2005, Zararsız ve ark. 2006). 

2.2.2. Etanol ve Metanol 

Etanol ve metanol için fiksasyon sırasıyla %50 ila 60 konsantrasyonda ve 

%80'den fazla konsantrasyonda başlar. Bu fiksatifler protein denatürasyonuna ve 

dehidrasyona neden olur. Alkol türevi fiksatifler hidrojen ve hidrofobik bağlanmada 

kesinti yapar. Tek başına primer fiksasyon olarak kullanılan etanol, sitoplazmik ve 

çekirdek ayrıntılarının hatalı gösterilmesine neden olsa da (Leong, 1994; Lillie ve 
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Fullmer, 1976) bazen glikojenin etkili bir şekilde korunması için kullanılabilir (Leong, 

1994; Lillie ve Fullmer, 1976; Demir, 2001). Metanol ise daha çok kan veya sitolojik 

yayma preparatların fiksasyonu için kullanılır (Leong, 1994; Lillie ve Fullmer, 1976). 

Etanolün %70’lik konsantrasyonu formol ve benzeri fiksatiflerle tespit edilen 

ve akarsuda yıkanan dokuların dehidrasyonu için kullanılır (Demir, 2001; 

Pabuççuoğlu, 2021). Bunun yanında içerisinde suda eriyebilecek yapıların bulunduğu 

doku örnekleri absol alkolde tespit edilir (Ünsaldı ve Çı̇ftçı̇, 2010). 

2.2.3. Bouin’in Fiksatifi 

Bouin'in fiksatifi ilk olarak 19. yüzyılın sonlarında Pol Andre Bouin tarafından 

tanımlanmıştır (Baker, 1958). Bu fiksatif pikrik asit (doymuş %2,1’lik çözeltiden 75 

mL), asetik asit (5 mL) ve formaldehitten (%40’lık 25 mL) oluşur (Hewitson ve Darby, 

2010) ve proteinler üzerinde hem koagülatif hem de çapraz bağlama etkisine sahiptir 

(Baker, 1958). İçeriğindeki pikrik asit dokuya yavaşça penetre olarak proteinleri 

koagüle eder (Tu ve ark., 2011). Pikrik asit doku örneklerini sarıya boyar. Cıva klorür 

gibi pikrik asit de özellikle asidik boyamalardan sonra preparatlarda lekelenme 

oluşturur (Nowacek, 2010). Bu lekelenmeler ve sarı renk doku örneklerinin %50’lik 

ve %70’lik alkol serilerinden geçirilmesiyle giderilebilir (Eltoum ve ark 2001a). 

Asetik asit ise nispeten hızlı penetre olur ve pikrik asidin neden olduğu doku 

büzülmesine karşı koyar. Fiksatifin diğer bir bileşeni olan formaldehit ise proteinler 

arasında çapraz bağlar oluşturarak etki eder (Baker, 1958). 

Bouin fiksatifi özellikle yumuşak ve hassas dokular (beyin ve embriyolar gibi) 

ile küçük doku parçaları için sıkça tercih edilir (Ananthanarayanan ve ark., 2005; 

Hewitson ve Darby, 2010). Glikojen ve çekirdek için iyi bir koruyucudur, ancak 

yavaşça penetre olmasından dolayı böbrek dokusu ve mitokondri için elverişsizdir 

(Latendresse ve ark., 2002; Ananthanarayanan ve ark., 2005; Hewitson ve Darby, 

2010). Bu fiksatif eritrositleri parçalar. Bouin'in fiksatifi patlayıcı olduğundan dolayı 

dikkatli çalışılması gereken bir kimyasaldır (Kiernan, 2015). 
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2.3. Fiksatiflerin Etki Şekilleri 

Fiksasyon amacıyla kullanılan kimyasal bileşikler farklı etkiler oluşturarak 

dokuları korur. Bu amaçla kullanılan fiksatifler koagule edici, çapraz bağlayıcı ve 

bileşik fiksatifler olmak üzere üç grupta sınıflandırılabilir (Baker, 1958; Bancroft ve 

Stevens, 2008). Bunun yanında bazı fiksatifler hem koagüle edicidir hem de değildir. 

Buna örnek olarak asetik asitin çekirdek kromatinini koagüle edip, diğer proteinleri 

koagüle etmemesi örnek verilebilir (Nowacek, 2010). 

2.3.1. Koagüle Edici Fiksatifler 

Koagüle edici organik ya da inorganik fiksatifler dokudaki proteinleri 

pıhtılaştırarak suda çözünmesini engeller. Bu fiksatifler kollajen veya lipoproteinlerin 

yapılarını muhafaza eder. Buna rağmen koagüle edici fiksatiflerin sitoplazmik 

presipitasyona ve dolayısıyla mitokondrium ve salgı granüllerinin istenmeyen şekilde 

tespitine yol açması dezavantajdır (Lillie ve Fullmer, 1976; Grizzle ve ark., 2008). 

Koagulasyon özelliği nedeniyle en çok tercih edilen fiksatifler metanol, etanol, aseton, 

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

2.3.2. Çapraz Bağlayıcı Fiksatifler 

Çapraz bağlayıcı fiksatifler protein veya nükleik asit düzeyinde çapraz bağlar 

kurarak fiksatif etki oluşturan kimyasallardır (Grizzle ve ark., 2008). En iyi çapraz 

bağlanma ile fiksasyon oluşturan kimyasallara örnek olarak formaldehit ile 

gluteraldehit verilebilir (Eltoum ve ark., 2001a). Çapraz bağlayıcı fiksasyon etkisi 

dolayısıyla en çok tercih edilen fiksatifler ise formaldehit, gluteraldehit, osmiyum 

tetraoksit, merkürik klorür ve civa klorürdür (Bancroft, 1990). 

2.3.3. Bileşik Fiksatifler 

Bileşik fiksatifler koagule edici veya çapraz bağlayıcı özellikleri bilinen 

kimyasalların farklı oranlarda karıştırılarak oluşturulan ve çözelti şeklinde kullanılan 

fiksatiflerdir (Baker, 1958). Bu fiksatifler farklı kimyasalların en iyi özelliklerini 
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birleştirmek ve bunu fiksasyon işlemine yansıtmak amacıyla geliştirilmiştir (Nowacek, 

2010). 

2.4. Etkili Bir Fiksatifte Aranan Genel Özellikler 

Fiksatiflerin çalışma prensibi, hücresel ve hücre dışı bileşenleri in vivo olarak 

doku yapısına mümkün olduğunca yakın tutmak (Bancroft ve Gamble, 2019) ve 

moleküler kaybı önleyip dokunun yapısal özelliklerini korumak üzerinedir 

(Gbadamosi, 2014). Bu nedenle fiksatif özellikteki kimyasallar, doku ve hücrelerin 

protein, lipid, mRNA ile DNA gibi temel yapı taşlarının korunmasını sağlarken, 

plazmalemma, endoplazma retikulumu, çekirdek zarı, mitokondrium gibi 

makroünitelerin parçalanmasını engellemelidir. Ayrıca etkili fiksatifler doku 

örneklerindeki enzim ve mikroorganizma aktivitesini durdurarak otolizin önüne 

geçmeli ve hem proteinlerin kendi aralarında hem de protein-nükleik asit arasında 

çapraz bağlar oluşturarak bu yapıları çözünmez hale getirmelidir (Eltoum ve ark., 

2001a). Bunun yanında etkili bir fiksatif doku örneğinde herhangi bir bulaşıcı antijen 

varlığını yok etmek ve araştırmacıyı korumak üzere güçlü bir dezenfektan özelliğinde 

de olmalıdır (Titford, 2001; Eltoum ve ark., 2001b). Etkili bir fiksatifte aranan bir 

başka özellik ise dokuyu belli derecede sertleştirmesidir. Böylece dokulardan istenilen 

incelikte kesitler alınabilir (Ünsaldı ve Çı̇ftçı̇, 2010).  

Bugüne kadar tüm özellikleri bakımından ideal bir fiksatif bulunamamıştır. 

Çünkü mevcut fiksasyon yöntemleri ve fiksatifler sağlık risklerinin yanında dokuda 

büzülme, şişme, sertleşme ve renk değişimi gibi artefaktlar üreterek farklı derecede 

dezavantajlara sahiptir (Bancroft ve Gamble, 2019). Bu sorunlar nedeniyle, belirli bir 

fiksatifin seçimi genellikle iyi bir hedef belirlemeyi ve dikkatli olmayı gerektirir (Fox 

ve ark., 1985; Hewitt ve ark., 2008). 

2.5. Fiksatif Araştırmalarına Örnekler 

Formolün dezavantajları nedeniyle, daha güvenli bir alternatif fiksatif bulma 

arayışı araştırmacıların ilgi duyduğu bir konu olmuştur (Clark, 1983). Fiksasyonu 
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etkili bir şekilde gerçekleştirmek için uzun yıllar boyunca birçok fiksatif denenmiş ve 

etkileri bildirilmiştir (Gbadamosi 2014; Howat ve Wilson, 2014). 

Formol fiksatifi 150 yıldır kullanılmakta ve fiksasyon ortak bir fikir birliğini 

temsil etmektedir (Plenat ve ark., 2001). Bu fiksatif çoğu dokunun morfolojisini, 

antijenitesini ve moleküler özelliklerini korumak için yaygın olarak kullanılır. 

Bununla birlikte, bazı antijen, karbonhidrat, lipit ve nükleik asitlerin fiksasyonu için 

bir takım negatif yönlere sahiptir (Gatta ve ark., 2012). Formolün yaygın kullanım 

nedenleri ise düşük maliyet, basit laboratuvar hazırlık prosedürü, uzun süredir devam 

eden gelenek ve uluslararası kullanım şeklinde sıralanabilir (Zanini ve ark., 2012). 

Zanini ve ark (2012) çalışmasında bazı doku örnekleri üzerinde farklı 

fiksatiflerin etkisini karşılaştırmıştır. Çalışmaya göre çinko tuzları ve etil alkol, 

hemoglobin ve miyoglobin gibi solunum enzimlerini ve oksijen taşıyıcı proteinleri 

değiştirmemektedir. Bu da renk solmasının (dokular üzerindeki formolün neden 

olduğu gibi) bu kimyasal bileşikler tarafından indüklenmediğini ve özellikle Z7 ile 

mükemmel şekilde korunduğunu göstermektedir (Zanini ve ark., 2012). Zanini ve ark. 

(2012) çalışmasında mikrobiyel varlığı da araştırmış ve sadece ZBF fiksasyonunda 

birkaç kez yüzeysel küfe rastlamıştır. Sonuç olarak bu çalışmada çinko bazlı 

fiksatifler, alkol-tansioaktif bazlı ve önemli bileşenler olarak asetik asit ve alkol içeren 

formüller veya glioksal kullanımının genel fiksasyon için uygun göründüğünü ve 

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

Nitratlar gıdanın şeklini ve yapısını koruma kapasitesine sahip olduğundan 

histoloji alanındaki kullanılma olasılıkları araştırılmıştır. Samuel ve Gheena (2017) 

sodyum nitratı bir fiksatif olarak denemiştir. Bu çalışmada sodyum nitrit tozu 30, 35, 

40, 45 ve 50g şeklinde değişen konsantrasyonlarda 100 ml distile su içinde 

karıştırılmıştır. Çalışma sonucunda 45g sodyum nitrit konsantrasyonun fiksasyon için 

en uygunu olduğu kanısına varılmıştır. Bu bileşik ile maksimum başarı oranına 

ulaşmak için kullanılan dokunun boyutunun biraz daha büyük olmasına dikkat 

edilmesi gerektiği bildirilmiştir (Samuel ve Gheena, 2017).  

Gatta ve ark. (2012) çalışmasında farklı fiksatifleri alternatif oluşturma adına 

karşılaştırıştır. Bu amaçla çalışmada formol, Greenfix, CyMol, UPM, Bouin ve 
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Hollande fiksatifleri kullanılmıştır. Gatta ve ark. (2012) çalışmasında histokimyasal 

olarak Hematoksilen-Eozin (H&E), Alcian-mavi (pH 2.5), Periyodik Asit Schiff 

(PAS), Masson'un Trichrome ve Demir Diamine boyama protokollerini uygulamıştır. 

Sonuç olarak Gatta ve ark. (2012) histokimyasal analizlerle ilgili olarak Greenfix’in 

formol için uygulanabilir bir alternatif olduğunu, UPM, Bouin, Hollande ve CyMol’un 

kabul edilebilir sonuçlar verdiğini belirtmiştir. 

Türkmen ve ark. (2017) çalışmasında borik asitin formolle tespit edilmiş kas 

dokuları üzerindeki koruyucu etkilerini belirlemeye yoğunlaşmıştır. Bu çalışmada 

%10 formol ile bir hafta fikse edilmiş kas dokuları %0.1, %0.2, %0.4, %5, %20 borik 

asit, %0.9 tuzlu su ve %10 formolde oda sıcaklığında 7 ay boyunca saklanmıştır. Sonuç 

olarak, bu çalışmada (Türkmen ve ark., 2017) borik asidin yüksek konsantrasyonunun 

çizgili kas dokusu üzerinde korozif etkilerinin olduğu, düşük konsantrasyonunun ise 

mikroorganizmaların çoğalmasına ve proteolizine karşı herhangi bir koruyucu 

etkisinin olmadığı gözlenmiştir. 

2.6. Bal 

Codex Alimentarius'a göre “Bal, bitkilerin canlı kısımlarının salgılarından 

veya bitkilerin canlı kısımlarındaki emici böceklerin salgılarından üretilen nektarın bal 

arıları tarafından toplanması ve dönüştürülmesiyle ortaya çıkan doğal tatlı maddedir. 

Arıları bu nektarı kendilerine ait belirli maddelerle birleştirerek, biriktirir, kurutur, 

saklar ve peteklerde olgunlaşması için bırakır (Johnson ve Jadon, 2010). Bu bakımdan 

bal, şekerler ve diğer bileşiklerin bir karışımıdır. Bal krisin, pinobanksin, C vitamini, 

katalaz ve pinocembrin dahil olmak üzere birçok bileşik içerir (Johnson ve Jadon, 

2010; Patil ve ark., 2013). 

Balın antimikrobiyel özellikleri insanlar tarafından yüzyıllardır bilinir 

(Halawani ve Shohayeb, 2011; Al-Somai ve ark., 1994). Araştırmalarda (Al-Waili ve 

ark., 2011; Jenkins ve ark., 2011) balın yaklaşık 60 tür bakteriyi etkileyebildiği rapor 

edilmiştir. Ayrıca balın bazı mayalarda, Aspergillus ile Penicillium türlerinde, yaygın 

dermatofitlerde antifungal etkisi literatüre yansımıştır (Brady ve ark., 1997). Yakın 

tarihte de araştırmacılar balın antibakteriyel etkiye sahip olduğu ve ayrıca ısıtılmamış 
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balın geniş spektrumlu bir antibakteriyel etki oluşturduğu vurgulamıştır (Lusby ve 

ark., 2005). Balın antibakteriyel etkisi yüksek ozmolarite, düşük pH, hidrojen peroksit 

içeriği ve metilgliyoksal gibi peroksit olmayan fitokimyasal bileşenlerin varlığından 

kaynaklanır (Weston, 2000; Mavric ve ark., 2008). Bu etki aynı zamanda glikonik asit 

varlığından da artar (Khan ve ark., 2007). Bir çalışma hidrojen peroksit, metilgliyoksal 

ve arı defensin-I'in balın bakterisidal aktivitesinde rol oynayan faktörler olduğunu 

rapor etmiştir (Kwakman ve ark., 2010). Ayrıca balın antimikrobiyel etkisine katalaz, 

antioksidanlar (Gheldof ve ark., 2002; Schramm ve ark., 2003), lizozim, polifenoller, 

fenolik asitler, flavonoidler, arı peptitleri (abaesin, defensin-1, apidaesin, ve 

hymenoptaesin) de katkı sağlar (Xu ve ark., 2009; Kwakman ve ark., 2010). 

Balın hayvansal ve bitkisel besin maddelerinin yanı sıra diğer organik nesneler 

üzerindeki koruyucu etkisi uzun yıllardır bilinmektedir. Sovyet bilim insanları Levina 

ve Tsarlin (1947; aktaran Mladenov, 1967) doku örneklerinin 4-6 ay kadar bal çözeltisi 

içerisinde muhafaza edebildiklerini belirtmişlerdir (Mladenov, 1967). Bilim insanları 

bal içine konulan dokuların 30 güne kadar korunduğu ve dokularda herhangi bir 

çürüme ile otoliz belirtisi gözlenmediğini bildirmişlerdir. Balın doku sertleştirme 

özelliği, “dokuları sertleştirerek etki gösteren” fiksatiflere benzerdir (Culling ve ark., 

1985). Balın ayrıca asidik, koruyucu, dehidre edici ve doku sertleştirici özelliklere 

sahip olduğu da başka çalışmalarda gösterilmiştir. Bunun yanında bal en derin dokuya 

kadar nüfuz edebilir (Srii ve Marla, 2016). Balın doku koruyucu etkisi ile ilgili 

Subrahmanyam (1993) ile Sharquie ve Najim (2001) yaptıkları araştırmalar sonucunda 

balın iyi bir doku koruyucu olduğu sonucuna ulaşmıştır. 

Literatür, bal fiksasyonu için iki olası mekanizmayı vurgulamaktadır. Birincisi, 

karbonhidratın glikonik asite dönüşmesidir. Bu kimyasal gıda ve ilaç endüstrisinde 

gıdanın bozulmasını önleyerek geniş bir uygulama alanına sahiptir (Sabarinath ve ark., 

2016; Mandy ve Philip, 2009). Diğeri ise düşük pH'da formaldehit gruplarına 

parçalanan fruktozun baldaki varlığıdır. Aldehit grupları, doku fiksasyonuna yol açan 

lizin amino asitleri ile metilen köprüleri oluşturur. Bu bakımdan balın fiksasyon 

mekanizması formaldehite benzer (Patil ve ark., 2013; Sabarinath ve ark., 2016; 

Mandy ve Philip, 2009). Sulu çözelti içindeki formaldehit, metilen glikol adı verilen 

bir glikol (hidratlanmış formaldehit) oluşturmak için hidratlanır (Kiernan, 2000; 
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Grizzle ve ark., 2008). Çözeltide formaldehitin hidratlı formu ve metilen glikol lehine 

bir kimyasal denge vardır (Fox ve ark. 1985). Formaldehitin hem hidratlı hem de 

hidratlanmamış formları dokuyu tespit eder (Kiernan, 2000; Grizzle ve ark., 2008). 

Ayrıca balın askorbik asit yanında çeşitli vitaminler, karbonhidratlar, mineraller ve 

eser elementler içerdiği bilinmektedir. Bu durum balın düşük pH'lı olmasını sağlayarak 

nükleer boyama için iyi bir fiksatif olma özelliği meydana getirir (Avwioro ve ark., 

2010).  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Solüsyon 

Çalışmada kullanılan deneme ve kontrol gruplarına ait bileşen ve solüsyon bilgileri 

aşağıda verilmiştir. Bu çalışmada kullanılan balın kuru madde, asidite, pH, glikoz ve 

fruktoz oranları sırasıyla %89, 40 (mEq/kg bal), 5.2, %31, %39’dur. 

− Deneme I (H50): 500 ml Bal, 500 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre için 100 gr 

sitrik asit 

− Deneme II (H40): 400 ml Bal, 600 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre için 100 gr 

sitrik asit 

− Deneme III (H30): 300 ml Bal, 700 ml Etil Alkol (%96), her 1 litre için 100 gr 

sitrik asit 

− Kontrol I (Formol/F): 100 ml formaldehit (%37), 900 ml distile su 

− Kontrol II (Bouin/B): 250 ml formaldehit (%37), 750 ml pikrik asit (%2,1), 50 

ml Glasiyal asetik asit 

3.2. Uygulama 

Çalışmada doku örnekleri için cinsiyet farkı olmaksızın 10 adet Wistar Albino 

sıçan kullanıldı. Çalışma için Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan izin alındı (2022/945). Genel anestezi altında 

dekapitasyonla ötenazi edilen hayvanların beyin, dil, parotis bezi, karaciğer, pankreas 

ve böbreklerinden 1cm3 boyutunda doku numuneleri elde edildi. Dokular deneme ve 

kontrol gruplarında 24, 48 ve 72 saat tespit edildi. Bouin solüsyonunda tespit süresi 

pikrik asitin dokuyu aşırı sertleştirmesinden dolayı 24 saat olarak belirlendi. Tespit 

sonrası dokular 24 saat çeşme suyunda yıkandı. Örnekler dereceli alkollerde (%70, 

%80, %96) 1’er saat, absol alkolde 2 saat bekletildikten sonra metil benzoat ve benzol 

serilerinden geçirilip paraplastta bloklandı. Her bir parafin bloktan mikrotom 

(Rotatory Mikrotom Leica RM 2155 R) yardımıyla 50 μm aralıklarla 5 μm kalınlığında 

18 adet kesit alındı. Histolojik kalitenin değerlendirilmesi için kesitlere hematoksilen-

eozin, PAS (Periodic Acid Schiff) (Cook, 1990) ve Masson’un Trichrome boyaması 

yapıldı. Hazırlanan kesitler ışık mikroskobu altında değerlendirilip farklı bölgelerden 
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mikroskoba entegre digital kamerayla fotoğraflar çekildi (Olympus DP72, Japan). 

Histolojik değerlendirme semi-kantitatif olarak gerçekleştirildi. Her bir seri kesitin en 

az 10 farklı bölgesi 10x, 20x ve 40x’lik büyütmelerle değerlendirildi. Bu 

değerlendirmede boyanma kalitesi, çekirdek morfolojisi, sitoplazmik tespit ve 

ekstrasellüler matriks bileşenlerinin görünümü kriterleri dikkate alındı ve 1-3 arası 

skorlandı (1: Kötü, 2: Orta: 3: İyi). Her bir boyama yöntemindeki boyaların verdiği 

reaksiyonlar ayrı ayrı değerlendirilip ortalama bir skor tayin edildi.  

3.3. İstatistiksel analiz 

Çalışmada elde edilen skorlar istatistiksel olarak analiz edildi. Solüsyon ve 

tespit süresi farkı dikkate alındığında toplam 13 bağımsız grup oluştu. Gruplar 

arasındaki karşılaştırma için Kruskal-Wallis, post hoc Dunn, Ki-kare ve küçük 

örneklem büyüklüğü için Fisher testi uygulandı. Bu analizler için Minitab (version 

19.0) programından yararlanıldı. İstatistiksel olarak önemlilik düzeyi p<0.05 olarak 

alındı. 
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4. BULGULAR 

Çalışmada farklı doku örneklerinden elde edilen histolojik kesitlerin farklı 

boyama prosedürlerine göre işlendikten sonra ışık mikroskobu altında analiz 

edilmesiyle elde edilen bulgular aşağıda organlara göre sunuldu. Dokuların mikrotom 

yardımıyla kesitlerinin alınması sırasında gruplar arasında dikkate değer bir farklılık 

gözlenmedi. 

4.1. Beyin 

Beyin doku örneklerindeki fiksasyon substansiya grizeya, substansiya alba, 

nöronlar, nörogliya hücreleri ve hücreler arası maddeler dikkate alınarak 

değerlendirildi (Şekil 4.5-7.). Elde edilen bulgular Tablo 4.1’de gösterildi. Buna göre 

özellikle H50 ve H30 grupların bütün kriterleri bakımından Bouin fiksasyonu ile 

benzer skorlara sahip olduğu gözlendi. Bu sonuca ait görseller Şekil 1-4 de sunuldu. 

Tablo 4.1. Beyin doku örneklerine ait median ve p değerleri 

Gruplar NM CP EM SQ 

B 3a 3a 3a 3a 

F24 2a 1 2a 1,5 

F48 2a 2 1 1 

F72 2a 2 1 1 

H30t24 3a 2a 2 3a 

H30t48 3a 3a 3a 3a 

H30t72 3a 3a 3a 3a 

H40t24 2 2 2 2 

H40t48 3a 2 2a 2 

H40t72 2 2 2a 2 

H50t24 3a 3a 3a 3a 

H50t48 3a 3a 2a 3a 

H50t72 3a 3a 3a 3a 

p 0.010 0.000 0.000 0.000 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CP: Sitoplazma, EM: Ekstraselüler Matriks, SQ: 

Boyama kalitesi 
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Şekil 4.1. Beyin doku örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 

 

Şekil 4.2. Beyin doku örneklerinde sitoplazma için kutu grafiği 



18 

 

 

Şekil 4.3. Beyin doku örneklerinde ekstrasellüler matriks için kutu grafiği 

 

Şekil 4.4. Beyin doku örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 
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Şekil 4.5. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen beyin doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc: 

Hippokampus, Cb: Serebellum Siyah ok başı: Nöron, Sarı ok başı: Purkinje hücresi. 

Bar: 50µm 
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Şekil 4.6. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen beyin doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc: 

Hippokampus, Cb: Serebellum Siyah ok başı: Nöron, Sarı ok başı: Purkinje hücresi, 

Çizgiler: Oligodentrosit. Bar: 50µm 
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Şekil 4.7. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen beyin doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Gd: Giyrus dentatus, Hc: 

Hippokampus, Cb: Serebellum Siyah ok başı: Nöron, Sarı ok başı: Purkinje hücresi. 

Bar: 50µm 

4.2. Dil 

Dil doku örneklerindeki fiksasyon epitel, bağ ve kas doku özellikleri dikkate 

alınarak değerlendirildi (Şekil 13.-21.). Elde edilen bulgular Tablo 4.2’de gösterildi. 

Buna göre özellikle H40 ve H50 gruplarındaki kriterlerin birçoğu Bouin ve Formol 

fiksasyonu ile benzer skorlar gösterdi. Bu sonuca ait görseller Şekil 4.8-12’de sunuldu. 
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Tablo 4.2. Dil doku örneklerine ait median ve p değerleri 

Grup CM NM CP EM SQ 

B 3a 3a 3a 3a 3a 

F24 2 3a 2 2 2a 

F48 3a 3a 3a 3a 3a 

F72 3a 3a 2a 3a 3a 

H30t24 2 2 2 2a 2 

H30t48 1 2 2 2 2 

H30t72 1 2 2 2 2 

H40t24 3a 3a 2a 3a 2a 

H40t48 2 3a 2a 2 3a 

H40t72 2a 2 3a 2 3a 

H50t24 2a 2a 3a 2a 3a 

H50t48 2 2 2a 2 3a 

H50t72 2a 3a 3a 2a 3a 

P 0.000 0.001 0.015 0.000 0.006 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CM: Hücre Sınırı, CP: Sitoplazma, EM: 

Ekstraselüler Matriks, SQ: Boyama kalitesi 

 

Şekil 4.8. Dil doku örneklerinde hücre sınırı için kutu grafiği 
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Şekil 4.9. Dil doku örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 

 

Şekil 4.10. Dil doku örneklerinde sitoplazma için kutu grafiği 
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Şekil 4.11. Dil doku örneklerinde ekstrasellüler matriks için kutu grafiği 

 

Şekil 4.12. Dil doku örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 
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Şekil 4.13. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Hematoksilen-

Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: İskelet kasındaki sitriasyon. Bar: 

50µm 

 

Şekil 4.14. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3. 

İskelet kası. Bar: 50µm 
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Şekil 4.15. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin PAS (Periyodik 

Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif alanlar. Bar: 

50µm 

 

Şekil 4.16. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Hematoksilen-

Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: İskelet kasındaki sitriasyon. Bar: 

50µm 
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Şekil 4.17. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3. 

İskelet kası. Bar: 50µm 

 

Şekil 4.18. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin PAS (Periyodik 

Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. m: müköz tükrük bezi Ok başı: PAS 

pozitif alanlar.  Bar: 50µm 



28 

 

 

Şekil 4.19. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Hematoksilen-

Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: İskelet kasındaki sitriasyon. Bar: 

50µm 

 

Şekil 4.20. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. 1. Epitel doku, 2. Konnektif doku, 3. 

İskelet kası. Bar: 50µm 
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Şekil 4.21. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen dil doku örneğinin PAS (Periyodik 

Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif alanlar. Bar: 

50µm 

4.3. Parotis 

Parotis bezi doku örneklerindeki fiksasyon bez epiteli ve akıtıcı kanallar 

dikkate alınarak değerlendirildi (Şekil 4.26-28.). Elde edilen bulgular Tablo 4.3’te 

gösterildi. Buna göre Bouin solüsyonu tüm özellikleri bakımından diğer gruplaradan 

pozitif yönde ayrıldı. Bunun yanında H30 ve H40 gruplarındaki kriterlere ait skorların 

istatistiksel olarak anlamlı olmamakla birlikte Formol fiksasyonundan daha yüksek 

olduğu gözlendi. Bu sonuçlara ait görseller Şekil 4.22-26’te sunuldu. 
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Tablo 4.3. Parotis bezi doku örneklerine ait median ve p değerleri, B: Bouin, F: 

Formol, H: Bal (Honey), CM: Hücre Sınırı (Cell Margin), NM: Nükleer Morfoloji 

(Nükleer Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraselüler Matriks 

(Extracellular Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality) 

Grup CM NM CP EM SQ 

B 3a 3a 3a 3a 3a 

F24 1 3a 2 1 2 

F48 1 3a 1 1 1 

F72 1 2 2 1 1 

H30t24 2 2 2 2 2a 

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 

H50t24 1 2 1 1 1 

H50t48 1 2 2 2 1 

H50t72 1 1 1 1 1 

P 0.000 0.000 0.002 0.001 0.003 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CM: Hücre Sınırı, CP: Sitoplazma, EM: 

Ekstraselüler Matriks, SQ: Boyama kalitesi 

 

Şekil 4.22. Parotis bezi doku örneklerinde nükleer sınırlar için kutu grafiği 
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Şekil 4.23. Parotis bezi örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 

 

Şekil 4.24. Parotis bezi örneklerinde sitoplazma için kutu grafiği 
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Şekil 4.25. Parotis bezi örneklerinde ekstrasellüler matriks için kutu grafiği 

 

Şekil 4.26. Parotis bezi örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 
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Şekil 4.27. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen parotis bezi doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok 

başı: asinus, Bar: 50µm 

 

Şekil 4.28. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen parotis bezi doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok 

başı: asinus, Bar: 50µm 
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Şekil 4.29. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen parotis bezi doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok: duktus sitriatus, Ok 

başı: asinus, Bar: 50µm 

4.4. Karaciğer 

Karaciğer doku örneklerindeki fiksasyon hepatositler, sinozoidler, damarlar ve 

duktus biliferusun yapısı dikkate alınarak değerlendirildi (Şekil 4.35-43.). Elde edilen 

bulgular Tablo 4.4’te gösterildi. Buna göre Bouin ve Formol fiksasyonlarına ait skorlar 

pozitif yönde birbirine benzerdi. Bu skorlara en yakın grup ise H40’ın 48 ve 72 saatlik 

fiksasyon gruplarıydı. Bu sonuçlara ait görseller Şekil 4.29-34’de sunuldu. 
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Tablo 4.4. Karaciğer doku örneklerine ait median ve p değerleri, B: Bouin, F: Formol, 

H: Bal (Honey), CM: Hücre Sınırı (Cell Margin), NM: Nükleer Morfoloji (Nükleer 

Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraselüler Matriks (Extracellular 

Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality) 

Grup CM NM CP EM SQ 

B 3a 3a 3a 3a 3a 

F24 3a 3a 3a 2a 3a 

F48 3a 3a 3a 3a 3a 

F72 2a 3a 3a 3a 3a 

H30t24 1 2 2 1 1 

H30t48 2 2 1 2a 2 

H30t72 1 2 2 2 1 

H40t24 1 2 2 3a 2 

H40t48 2 3a 2 2a 2a 

H40t72 2 2a 2 2a 2 

H50t24 2 2 2 2a 2 

H50t48 1 2 2 2 2 

H50t72 1 3a 2 2a 2 

P 0.000 0.000 0.000 0.002 0.000 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CM: Hücre Sınırı, CP: Sitoplazma, EM: 

Ekstraselüler Matriks, SQ: Boyama kalitesi 

 

Şekil 4.30. Karaciğer doku örneklerinde hücre sınırları için kutu grafiği 
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Şekil 4.31. Karaciğer doku örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 

 

Şekil 4.32. Karaciğer doku örneklerinde sitoplazma için kutu grafiği 
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Şekil 4.33. Karaciğer doku örneklerinde ekstrasellüler matriks için kutu grafiği 

 

Şekil 4.34. Karaciğer doku örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 
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Şekil 4.35. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena porta, 

sarı ok başı: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit,  Bar: 50µm 

 

Şekil 4.36. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Masson’un Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena, siyah 

ok: hepatosit,  Bar: 50µm 
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Şekil 4.37. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar. Bar: 50µm 

 

Şekil 4.38. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena porta, 

sarı ok başı: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit,  Bar: 50µm 

 



40 

 

 

Şekil 4.39. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Masson’un Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena, siyah 

ok: hepatosit,  Bar: 50µm 

 

Şekil 4.40. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar.  Bar: 50µm 
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Şekil 4.41. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena porta, 

sarı ok başı: vena sentralis, siyah ok: duktus biliferus, mavi ok: hepatosit,  Bar: 50µm 

 

Şekil 4.42. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin 

Masson’un Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Siyah ok başı: vena, siyah 

ok: hepatosit,  Bar: 50µm 
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Şekil 4.43. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen karaciğer doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar. Bar: 50µm 

4.5. Pankreas 

Pankreas doku örneklerindeki fiksasyon bez epiteli, akıtıcı kanallar ve 

Langerhans Adacığı dikkate alınarak değerlendirildi (Şekil 4.46-48.). Elde edilen 

bulgular Tablo 4.5’te gösterildi. Bouin solüsyonu tüm gruplardan sadece nükleer 

sınırlar bakımından istatistiksel olarak anlamlı derecede ayrıldı. Bunun dışında kalan 

özelliklere ait skorlar gruplara göre benzerdi. Bu sonuçlara ait görseller Şekil 4.44-

45’de sunuldu. 
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Tablo 4.5. Pankreas doku örneklerine ait median ve p değerleri, B: Bouin, F: Formol, 

H: Bal (Honey), CM: Hücre Sınırı (Cell Margin), NM: Nükleer Morfoloji (Nükleer 

Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraselüler Matriks (Extracellular 

Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality) 

Grup CM NM CP EM SQ 

B 2 3a 2 2 2a 

F24 1 2 1 2 1 

F48 2 2 2 2 1a 

F72 2 2 2 1 1 

H30t24 2 2 2 2 2a 

H30t48 2 2 2 2 2a 

H30t72 1 1 1 2 1 

H40t24 1 2 2 1 1a 

H40t48 2 2 2 2 2a 

H40t72 2 2 2 2 2a 

H50t24 1 2 2 2 2a 

H50t48 1 2 2 2 1a 

H50t72 1 1 1 1 2a 

P 0.052 0.012 0.757 0.135 0.012 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CM: Hücre Sınırı, CP: Sitoplazma, EM: 

Ekstraselüler Matriks, SQ: Boyama kalitesi 

 

Şekil 4.44. Pankreas doku örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 
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Şekil 4.45. Pankreas doku örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 

 

Şekil 4.46. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen pankreas doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacığı, 

Ok başı: Asiner hücre, Bar: 50µm 
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Şekil 4.47. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen pankreas doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacığı, 

Ok başı: Asiner hücre, Bar: 50µm 

 

Şekil 4.48. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen pankreas doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. L: Langerhans adacığı, 

Ok başı: Asiner hücre, Bar: 50µm 

 4.6. Böbrek 

Böbrek doku örneklerindeki fiksasyon Malpighi cisimciği, proksimal tubul, 

distal tubul, Henle kulpu ve toplayıcı borucukların yapısı dikkate alınarak 

değerlendirildi (Şekil 4.54-62.). Elde edilen bulgular Tablo 4.6’da gösterildi. Buna 

göre Bouin ve Formol fiksasyonlarına ait skorlar pozitif yönde birbirine benzerdi. 
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Deneme grupları ise negatif yönde ayrıştı. Bu sonuçlara ait görseller Şekil 4.49-53’de 

sunuldu. 

Tablo 4.6. Böbrek doku örneklerine ait median ve p değerleri, B: Bouin, F: Formol, 

H: Bal (Honey), CM: Hücre Sınırı (Cell Margin), NM: Nükleer Morfoloji (Nükleer 

Morphology), CP: Sitoplazma (Cytoplasm), EM: Ekstraselüler Matriks (Extracellular 

Matrix), SQ: Boyama kalitesi (Staining Quality) 

Grup CM NM CP EM SQ 

B 3a 3a 3a 2a 2 

F24 3a 3a 3a 3a 3 

F48 3a 3a 3a 3a 2 

F72 2 3a 2 3a 2 

H30t24 1 2 2 1 2 

H30t48 1 2 2 1 1 

H30t72 1 1 1 1 1 

H40t24 1 2 2 2a 2 

H40t48 1 2 2 1 2 

H40t72 1 1 1 2a 1 

H50t24 1 2 2 2a 2 

H50t48 1 2 1 1 1 

H50t72 1 2 2 1 2 

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 

B: Bouin, F: Formol, H: Bal, NM: Nükleer Morfoloji, CM: Hücre Sınırı, CP: Sitoplazma, EM: 

Ekstraselüler Matriks, SQ: Boyama kalitesi 
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Şekil 4.49. Karaciğer doku doku örneklerinde nükleer sınırlar için kutu grafiği 

 

Şekil 4.50. Böbrek doku örneklerinde nükleer morfoloji için kutu grafiği 
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Şekil 4.51. Böbrek doku örneklerinde sitoplazma için kutu grafiği 

 

Şekil 4.52. Böbrek doku örneklerinde ekstrasellüler matriks için kutu grafiği 
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Şekil 4.53. Böbrek doku örneklerinde boyanma kalitesi için kutu grafiği 

 

Şekil 4.54. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hücre 

çekirdeği kaybı, Bar: 50µm 
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Şekil 4.55. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50µm 

 

Şekil 4.56. 24 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar. Bar: 50µm 
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Şekil 4.57. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hücre 

çekirdeği kaybı, Bar: 50µm 

 

 

Şekil 4.58. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50µm 
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Şekil 4.59. 48 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar.  Bar: 50µm 

 

Şekil 4.60. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin 

Hematoksilen-Eozin boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Ok: hücre 

çekirdek kaybı, Bar: 50µm 
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Şekil 4.61. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin Masson’un 

Trichrome boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: %40’lık bal 

deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. G: glomerulus, Bar: 50µm 

 

Şekil 4.62. 72 saat tespit solüsyonlarında bekletilen böbrek doku örneğinin PAS 

(Periyodik Asit-Schiff) boyanma özellikleri. H30: %30’luk bal deneme grubu, H40: 

%40’lık bal deneme grubu, H50: %50’lik bal deneme grubu. Ok başı: PAS pozitif 

alanlar. Bar: 50µm 

Çalışmada farklı dokulardan alınan örnekler üzerinde yapılan Masson’un 

Trichrome ve PAS boyaması sonucunda elde edilen skorlar birlikte değerlendirildi. Bu 

incelemeye ait veriler Tablo 4.7-8’de sunuldu. Buna göre üçlü boyamada özgüllük ve 

affinite, PAS boyamada reaksiyon olup olmaması kriterlerine göre gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi. 
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Tablo 4.7. Doku örneklerinin Masson’un Trichrome boyaması sonucunu gösteren 

istatistiksel veriler 

Grup  Özgüllük 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 

F48 
n 10 8 8 10 

% 55,56 44,44 44,44 55,56 

F72 
n 5 13 9 9 

% 27,78 72,22 50 50 

H30t24 
n 6 12 8 10 

% 33,33 66,67 44,44 55,56 

H30t48 
n 7 11 7 11 

% 38,89 61,11 38,89 61,11 

H30t72 
n 4 14 7 11 

% 22,22 77,78 38,89 61,11 

H40t24 
n 8 10 8 10 

% 44,44 55,56 44,44 55,56 

H40t48 
n 5 13 7 11 

% 27,78 72,22 38,89 61,11 

H40t72 
n 8 10 9 9 

% 44,44 55,56 50 50 

H50t24 
n 7 11 3 15 

% 38,89 61,11 16,67 83,33 

H50t48 
n 6 12 4 14 

% 33,33 66,67 22,22 77,78 

H50t72 
n 9 9 4 14 

% 50 50 22,22 77,78 
Özgüllük ve affinite için χ2 (p) değerleri sırasıyla 8,861 (0.715) ve 12,685 (0,392). 
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Tablo 4.8. Doku örneklerinin PAS boyaması sonucunu gösteren istatistiksel veriler.  

Grup  Ina a 

B 
n 5 13 

% 27,78 72,22 

F24 
n 9 9 

% 50 50 

F48 
n 8 10 

% 44,44 55,56 

F72 
n 10 8 

% 55,56 44,44 

H30t24 
n 8 10 

% 44,44 55,56 

H30t48 
n 2 16 

% 11,11 88,89 

H30t72 
n 12 6 

% 66,67 33,33 

H40t24 
n 11 7 

% 61,11 38,89 

H40t48 
n 8 10 

% 44,44 55,56 

H40t72 
n 7 11 

% 38,89 61,11 

H50t24 
n 6 12 

% 33,33 66,67 

H50t48 
n 7 11 

% 38,89 61,11 

H50t72 
n 7 11 

% 38,89 61,11 
χ2 (p): 18,336 (0,106) 
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5. TARTIŞMA 

Fiksasyon, histolojik veya histopatolojik prosedürlerin uygulanması için 

anahtar rol oynayan bir işlemdir. Bu işlem laboratuvarlarda genellikle “altın standart” 

olarak bilinen %10 formolle yapılmaktadır (Moelans ve ark., 2011). Formolün en iyi 

fiksatif olduğu ve bu nedenle herhangi bir nedenle alternatifine gerek olmadığı 

konusundaki genel bir fikir birliği literatür (Zanini ve ark., 2012) tarafından “dogma” 

olarak tanımlanmıştır. Formaldehite maruz kalmanın insan nazofaringeal karsinomu 

ve lösemiyle ilişkili olduğu bildirilmiştir (IARC, 2012). Formaldehitin kanserojen 

olduğuna ilişkin veriler, “formol dogmasını” yeniden düşünmek ve alternatif 

fiksatiflerin kullanımını değerlendirmek için önemli görünmektedir (Zanini ve ark., 

2012). Bu görüşlerden hareketle çalışmamızda formaldehite alterantif bir fiksatif 

arayışı amacıyla farklı doku karekterlerine sahip organlarda bal, etil alkol ve sitrik 

asitten oluşan solüsyonların etkinliği araştırıldı. Literatür taramasında balın tek başına 

veya distile sulu çözeltilerinin fiksatif amaçlı kullanıldığı çalışmalar bulunmasına 

rağmen, araştırmamızda deneme grubu olarak yer alan alkol ve sitrik asit ilaveli bir bal 

solüsyonunun kullanıldığı veriye ulaşılamamıştır. Bu bakımdan araştırmamız ilk olma 

özelliği taşımaktadır. Bunun yanında literatürde formol ve Bouin fiksatiflerinin 

etkinliğinin farklı organlarda istatistiksel olarak karşılaştırıldığı bir araştırmaya da 

rastlanılmaması araştırmamızın baş bir pozitif yönü olarak değerlendirilmektedir. 

Ancak bu iki yenilikçi yaklaşım verilerin literatür eşliğinde kıyaslanması için 

sınırlama (limitation) oluşturmaktadır. 

Gatta ve ark. (2012) çalışmasında farklı fiksatiflerin etkinliğini araştırmıştır. 

Bu çalışmanın ışık mikroskobik değerlendirmelerinde Bouin fiksatifi ile tespit edilmiş 

dokularda çekirdekçik içinde daha yüksek kromatin çözünürlüğü görülürken, nükleer 

matris arka planının daha hafif boyandığı belirtilmiştir. Hematoksilen yoğunluğunun 

Bouin, UPM ve Cymol fiksasyonunda diğer gruplardan istatistiksel olarak önemli 

ölçüde düşük olduğu bildirilmiştir. Eozin yoğunluğu ise tüm alternatif fiksatiflerde 

formole göre daha fazla bulunmuştur (Gatta ve ark., 2012). Çalışmamızda ise büyük 

oranda Bouin fiksatifinin diğer gruplardan fiksasyon etkinliği bakımından daha pozitif 

bir etki oluşturduğu gözlendi. Ancak pankreas doku örneklerinde diğer fiksatiflere 

göre Bouin fiksatifinin de tam anlamıyla etkin bir fikzasyon oluşturamadığı saptandı. 
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Patil ve ark. (2013) pozitif kontrol olarak %20 bal, %20 şeker şurubu, %30 

jaggery şurubu ile %10 formol ve negatif kontrol olarak distile su gibi farklı 

fiksatiflerin etkinliğini incelemek için keçi bukkal mukozasını kullanarak bir çalışma 

yürütmüştür. Bu çalışma sonucunda ise üç doğal fiksatif arasında en etkili fiksatifin 

jaggery şurubu olduğu vurgulanmıştır. Lalwani ve ark. (2015) farklı doku örnekleri 

üzerinde %10 işlenmemiş bal, %10 işlenmiş bal ve %10 nötral formolün fiksatif 

özelliklerini araştırmışlardır. Bu araştırmada doku örnekleri fiksasyondan sonra rutin 

prosedüre göre takip edilmiş ve boyanmıştır (HxE). Çalışma sonucunda doku örnekleri 

nükleer boyama bakımından değerlendirildiğinde işlenmiş bal, işlenmemiş bal ve NBF 

için optimum fiksasyon ve boyama etkinliğinin ortaya çıktığı belirtilmiştir. Sonuç 

olarak bu çalışmada (Lalwani ve ark. 2015) işlenmiş balın, işlenmemiş baldan daha iyi 

fiksasyon özelliğinde olduğu ve her iki bal türünün de formaldehite etkili bir alternatif 

olabileceği kanaatine varılmıştır. Chittemsetti ve ark. (2018) bir tür şeker olan jaggery 

ve khandsari'nin fiksatif olarak formol’e alternatif olup olamayacağını araştırmıştır. 

Bu amaçla araştırmacılar %30 jaggery, %30 khandsari ve %10 formol’de 30’ar doku 

örneğini tespit etmişlerdir. Doku örnekleri hücresel sınırlar, sitoplazmik ve nükleer 

detaylar, boyama kalitesi ve genel morfoloji açısından değerlendirilmiştir. Üç gruptaki 

tüm histomorfolojik kriterlere göre yapılan istatistiksel analizde ise %30 jaggery ile 

%30 khandsari, %30 jaggery ile %10 formol arasında anlamlı bir fark bulunurken, 

%30 khandsari ile %10 formol arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (Chittemsetti 

ve ark. 2018). Ekiz ve Demiraslan (2021) koyun kalbi üzerinde farklı oranlarda 

hazırlanmış bal, etil alkol, gliserin, sitrik asit ve lavanta esansı solüsyonunun kadavra 

koruyucu etkinliğini incelemiştir. Bu araştırma kapsamında deneme gruplarından 

solüsyona maruz bırakıldıkları 3. gün, 75. gün, 150. gün ve 225. günde histolojik, 

mikrobiyolojik, tekstür, renk ve koku yönünden değerlendirmeler yapılmıştır. Çalışma 

bulguları arasında histolojik yapının formaldehit tespitine yakın oluğu, patojen 

mikroorganizma üremesinin olmadığı, hoş olmayan bir kokunun ortaya çıkmadığı 

vurgulanmıştır (Ekiz ve Demiraslan, 2021). Alwahaibi ve ark. (2021) çalışmasında 

nötr tamponlu ve tamponsuz Sümer balı (%10) ve Hurma balını (%10) ayrı ayrı fiksatif 

özellikler bakımından araştırmışlardır. Ayrıca nükleer ve boyanma kalitesine göre 

gruplar arasında anlamlı bir farkın olmadığı vurgulanmıştır. Buna karşılık %10 nötr 

tamponlu Sümer balı, %10 nötr tamponlu Hurma balı, %10 Sümer balı ve %10 Hurma 
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balının sitoplazmik boyanma açısından anlamlı farklılıklar oluşturduğu rapor 

edilmiştir. Navaz ve ark. (2023) bal, Carnoy, Bouin ve Zenker solüsyonunun fikzasyon 

etkilerini hematoksilen, eozin, Masson Trichrome ve PAS boyaması kullanarak 

formolle karşılaştırmışlardır. Doku kesitleri nükleer ve sitoplazmik ayrıntılar ile 

boyama kalitesi açısından incelenmiştir. Sonuçta bal, Carnoy ve Bouin 

solüsyonlarında fikse edilen dokuların formole alternatif olabileceği bildirilmiştir. 

Bright ve ark. (2023a) farklı oranlardaki bal ve distile sudan oluşan solüsyonlarla 

formolü karaciğer ve böbrek doku örneklerinde hematoksilen, eozin boyama 

yöntemiyle kıyaslamışlardır. Bal solüsyonları ile formol fikzasyonu 

karşılaştırıldığında boyama özelliklerinde istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar tespit 

edilememiştir. Bunun yanında %25 ve %50 bal gruplarında böbrek doku örneklerinde 

sitoplazma perforasyonları görülmüştür. Sonuç olarak çalışmada %50, %75 ve %100 

balın dokuların uzun süreli korunması için uygun olduğu ve ayrıca dokularda 

mükemmel nükleer boyanma sağladığı bildirilmiştir. Bright ve ark. (2023b) %65 ve 

%85 hurma ve bal fiksatifleri için formolle sabitlenmiş muadilleriyle 

karşılaştırıldığında boyama özelliklerindeki farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığını vurgulamıştır (p=0,210). Ancak %45'lik hurma şurubu ile %10'luk formol 

karşılaştırıldığında berraklık ve morfoloji açısından istatistiksel olarak anlamlı farklar 

tespit etmiştir (p=0,0026). Araştırmacılar bal ve hurma şurubunun %65 ila %85 

arasındaki daha yüksek bal konsantrasyonlarının, doku ve organların uzun vadede 

genel olarak korunması için uygun olduğu sonucuna varmışlardır. Demiraslan ve ark. 

(2024) bal, etil alkol, sıvı parafin, distile su ve sitrik asit içeren bir çözeltinin tavşan 

kadavraları için fiksatif-prezervatif etkiye sahip olup olmadığını araştırmışlardır. 

Çalışmanın histomorfolojik sonuçlarına göre böbrek ve bağırsak dışındaki dokuların 

formolle karşılaştırılabilir nitelikte olduğu belirtilmiştir. Yukarıda verilen literatür 

bilgisinden de anlaşılacağı üzere doğal ürünlerin formole alternatif bir fiksatif 

oluşturup oluşturamayacağı araştırılmıştır. Bu çalışmaların ortak yönü yüksek basit 

karbonhidrat içeriği olan ürünlerin kullanılmasıdır. Ancak daha etkili bir çıkarım ise 

bu ürünlerin optimize edildiği takdirde formole alternatif olarak kullanılabileceği 

yönündedir. Çalışmamızda ise farklı bir bakış açısıyla balın distile su ile dilüe edilmesi 

yerine fiksatif özelliği bilinen etanol ile çözelti haline getirip kullanılması hedeflendi. 

Bunun yanında deneme solüsyonlarına balın kristalizasyonunu önlemek ve hidrojen 
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peroksiti deokside etmek amacıyla antioksidan özelliği bilinen sitrik asit ilave edildi. 

Sonuçta çalışmamızda böbrek hariç diğer doku örneklerinde Bouin fiksatifi ve formole 

alternatif olabilecek bulgular elde edildi. Dolayısıyla etanol ve sitrik asit ilaveli bal 

solüsyonları da yukarıda verilen literatüre uyumlu olarak formole alternatif bir fiksatif 

olarak kullanılabileceği kanaati oluştu. 

Farklı fiksatiflerin kullanıldığı bir çalışmada (Gatta ve ark. 2012) formol ile 

tespit edilmiş ve PAS ile boyanmış bronş duvarının mikroskobik incelemesinde iyi 

boyanma ve net kıkırdak tanımlaması saptandığı ifade edilmiştir. Aynı çalışmada 

Bouin ile fikse edilen dokuda PAS boyamanın çok yoğun olduğu belirtilmiştir. 

Formolle tespitli dokularda Masson’un Trichrome boyamanın renk, kontrast ve 

pozitiflik açısından iyi sonuçlar verdiği ifade edilmiştir (Gatta ve ark., 2012). İnsan 

ağız dokularında bal ve formolün karşılaştırıldığı bir araştırmada nükleer ve 

sitoplazmik detaylar ile boyamada anlamlı bir farklılığın gözlenmediği, ancak bağ 

dokusundaki homojenizasyonla ilgili bir sınırlamanın varlığı belirtilmiştir (Sabarinath 

ve ark., 2014). Jaggery ve balın 6 aylık süre boyunca uzun vadeli etkinliğini 

değerlendirmek için yapılan bir çalışmada PAS ve Masson Trichrome gibi özel boyalar 

kullanarak sonuçlar karşılaştırılmıştır. Bu çalışma sonucunda üç fiksatifin de formole 

eşdeğer sonuçlar gösterdiği vurgulanmıştır (Patil ve ark., 2015). Çalışmamızda da 

karaciğer, böbrek ve dil doku örneklerinin farklı solüsyonlarla tespit edilmesiyle elde 

edilen kesitlerde PAS ve Masson Trichrome boyamanın etkinliği karşılaştırıldı. Elde 

edilen sonuçlara göre bu iki boyama prosedüründe gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir sonuca rastlanmadı. Dolayısıyla bu haliyle iki histokimyasal boyama için 

de bal, etanol ve sitrik asitten oluşan solüsyonun formol ve Bouin için bir alternatif 

olabileceği söylenebilir. Bunun yanında Bright ve ark. (2023a) %10 nötr tamponlu 

formole kıyasla balın koyu renginden dolayı boyanma yoğunluğunun daha belirgin 

olduğunu saptamıştır. Bu durum ise %25’lik bal grubunda optimum olarak 

gözlenmiştir. Çalışmamızda da deneme gruplarında istatistiksel olarak önemli 

olmamakla birlikte gözle görülür derecede boyanma affinesi artışı saptandı.  

Fiksasyon süresi fiksatifin etkinliğinde rol oynayan önemli bir faktördür. 

Formolle biyopsi boyutundaki doku örnekleri 5-6 saat, bundan daha büyük doku 

örnekleri ise 12-24 saatlik sürede tespit edilebilir (Pabuççuoğlu, 2021; Nowacek, 

2010). Bouin fiksatifiyle örnekler genellikle 24 saatte tespit edilir. Bu asidik karışımda 
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uzun süreli depolama, hidrolize ve boyanabilir DNA ile RNA’nın kaybına neden olur 

(Nowacek, 2010). Çalışmamızda fiksasyon süresiyle ilgili farkları da anlamak 

amacıyla 24 saat ve katları olacak şekilde 3 periyotta doku örnekleri incelendi. Bouin 

fiksatifinde hidrolizden dolayı sadece 24 saatlik fikzasyon uygulandı. İlk 24 saatlik 

solüsyon grupları karşılaştırıldığında sırasıyla beyin, dil ve karaciğerin histomorfolojik 

özellikleri bakımından Bouin ve deneme gruplarında benzerlikler saptandı. Beyin 

doku örneklerinin formolle fiksasyonu ise tüm periyotlarda bu gruplara göre daha zayıf 

nitelikteydi. Diğer açıdan 48 ve 72 saatlik periyotlar için beyinde bal grupları, 

karaciğer ve böbrekte ise formol daha kabul edilebilir sonuçlar ortaya koydu. Diğer 

organlarda formol ve deneme gruplarının histomorfolojisi benzerdi.  

Bright ve ark. (2023b) çalışmasında doğal bileşiklerin (bal, hurma şurubu) 

%45'likten daha düşük konsantrasyonlarının mükemmel doku boyama özellikleri 

sağladığını ifade etmiştir. Düşük konsantrasyonlarda (%45 ve %65) bal ve hurma 

şurubu, yakın gelecekte formol kullanımının azaltılmasına ve ortadan kaldırılmasına 

yardımcı olabilecek alternatifler olarak kullanılabileceği kanaatine varılmıştır. Maaini 

ve Bryant (2006), balı fiksatif olarak kullanarak balın oda sıcaklığında düşük 

konsantrasyonlarla fikse edilen dokuların formol ile karşılaştırılabilir sonuçlar 

verdiğini belirtmişlerdir. Çalışmamızda da farklı konsantrasyonlarda bal içeren etanol 

ve sitrik asit içerikli deneme solüsyonlarının fiksatif etkisi araştırıldı. Buna göre beyin, 

böbrek ve dil dokuları için bal konsantrasyonu artışının fikzasyon üzerine etkili olduğu 

ile ilgili net bir sonuca ulaşılamadı. Buna karşın karaciğer dokusu için bal 

konsatrasyonu artışının kısmen negatif, pankreas için pozitif etkisinin olduğu ifade 

edilebilir. 

Balın farklı formlarda fiksatif etkisini araştırmak amacıyla yapılan bazı 

çalışmalardan elde edilen bilgiler Tablo 5.1’de sunulmuştur. Bu çalışmalarda da ortak 

noktanın, balın formaldehite alternatif olabileceği ancak, dezavantaj nitelikteki 

sınırların ortadan kaldırılması gerekliliği olduğu göze çarpmaktadır. 



61 

 

Tablo 9Tablo 5.1. Balın fiksatif olarak araştırıldığı bazı çalışmalar (Thamilselvan ve ark., 2021) 

Araştırmacı  Fiksatif  Bulgular Sonuç  Sınırlar 

Bhattacharyya 

ve ark. 2018 

% 100 Bal, 10 % NBF  Nükleer detaylar ve sitoplazmik boyama için bal ve formol arasında 

istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar var. 

Formol yerine benzer sonuçlar veren çevre 

dostu doğal fiksatif bal kullanılabilir. 

•Zamanla küflenme 

•Yoğun eozin boyama 

• Kesitlerin katlanması 

Patil ve ark. 

2013 

% 20 Bal, % 10 NBF, 

Distile su  

Sitoplazmik ayrıntılar ve nükleer ayrıntılar tatmin ediciydi ancak 

düzensiz boyama alanları gösterdi. Bal, dokuyu 24 saat boyunca 

koruyabildi. 

Çevre dostu doğal fiksatifler formolün 

yerini alacak tüm yeni niteliklere sahiptir. 

•Zaman içinde küflenmeye meyilli, 

dolayısıyla timol kullanılabilir 

Patil ve ark. 

2015 

% 20 Bal, % 10 NBF, 6 

ay süreli saklama 

Hücresel ve nükleer berraklık, formole kıyasla belirgin hücresel ve 

nükleer büzülme ile kademeli olarak azaldı. Bununla birlikte, 6 ayın 

sonunda bal H&E boyaması için iyi kalitede sonuç vermiştir. 

48 saat formol fiksasyonu, bal ile 

karşılaştırıldığında önemli ölçüde daha iyi 

sonuçlar verdi. Bal ile sabitlenen dokular 

bir süre içinde yavaş yavaş bozulduğu için 

fiksasyon kalitesi garanti edilememiştir. 

• Belirli bir süre içinde kalıpların 

büyümesi 

•Kırılganlık nedeniyle kırılma 

eğiliminde olduklarından balın kesilmesi 

sırasında özel dikkat gösterilmesi 

gerekir. 

Srii ve ark. 2017  % 10 Bal, % 10 NBF Formol veya balla fikse edilmiş dokularda önemli bir fiksasyon farkı 

belirlenmemiştir. 

Balın yeni nitelikleri göz önüne 

alındığında, düşük konsantrasyonlarda 

formol kullanımını azaltmaya ve ortadan 

kaldırmaya yardımcı olabileceği sonucuna 

varılmıştır. 

Bal ile sabitlenmiş dokular, H&E 

boyama ve özel boyamalarda kolajen 

liflerinin daha hyalinize görünümünü 

sergiledi. 

Udonkang ve 

ark. 2018  

% 20, % 50, % 70, % 

90, % 100 Bal, % 10 

NBF 

%100, %90, %70 konsantrasyonlar, doku morfolojisinin orta derecede 

korunmasıyla iyi, yoğun ve berrak nükleer ve sitoplazmik boyama 

bulguları ortaya koymuştur. 

%70 – 100 bal, uzun süreli brüt muhafaza 

için uygun bulunmuştur. %20-50 

konsantrasyonlar ise mükemmel boyama 

özellikleri vermiştir. 

Belirtilmemiştir.  

Srii ve Marla. 

2016 

% 10 Bal, % 4 NBF  Formol veya balla fikse edilmiş dokularda önemli bir fiksasyon farkı 

belirlenmemiştir. 

Balda sabitlenen dokular, formole kıyasla 

tatmin edici sonuçlar göstermiştir. 

Belirtilmemiştir. 

Sabarinath ve 

ark. 2014 

Belirtilmemiş bal, % 10 

formol  

Bulgular, hem nükleer ayrıntılar hem de sitoplazmik boyama için bal ve 

formol arasında istatistiksel olarak önemli farklılıklar göstermiştir. 

Balın, nükleer bir fiksatif amacıyla 

formole alternatif olarak kullanılabileceği 

sonucuna ulaşılmıştır. 

Bağ dokusunun homojenizasyonu 

Ozkan ve ark. 

2011  

% 10 Bal, % 10 NBF 

(alkolik) 

Sonuçlar, alkollü formol bal veNBF arasında önemli farklılıklar 

göstermiştir. Bal ile fikse edilmiş dokular, zayıf nükleer ve sitoplazmik 

detaylar ancak daha iyi hücresel morfoloji ortaya koymuştur 

Bal fiksasyonu, neredeyse NBF ve alkollü 

formol ile benzer olduğu sonucu elde 

edilmiştir. 

Belirtilmemiştir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Laboratuvar çalışanları seyreltik bir formaldehit çözeltisine maruz 

kaldıklarından dolayı fiksasyon için formol kullanılmasından kaynaklı olası tehlikeleri 

genellikle hafife almaktadır (Gatta ve ark., 2012). Ancak maruziyet periyodik ve 

büyük miktarlarda olduğundan kimyasal kanserojen olarak formaldehit riski hafife 

alınmamalıdır (Binetti ve ark., 2006; Lassalle ve ark., 2009; Stanta ve ark., 2006). 

Ayrıca, literatür DNA protein çapraz bağlarının formole maruz kalmasıyla kalıcı bir 

“imza” taşıyabileceğini öne sürmüştür (Shaham ve ark., 2003). Bununla ilgili olarak 

sağlık çalışanlarında kromozomal değişiklikler tespit edilmiş ve bu durum patoloji 

servislerindeki formol kullanımıyla ilişkilendirilmiştir (Santovito ve ark., 2011). Bu 

nedenle laboratuvar çalışanları için daha iyi teknik performans ve daha fazla koruma 

sağlayan formol fiksasyonuna alternatif arayışı kaçınılmazdır (Buesa, 2008). Son 

zamanlarda bilim insanları formaldehitin zararlı etkilerini fark etmişler ve yeni 

fiksasyon-prezervasyon çözeltileri geliştirmeye odaklanmışlardır (Nielsen ve ark. 

2013). 

Fiksasyon, histolojik veya histopatolojik prosedürlerin hayata geçirilmesinde 

kilit rol üstlenir. Fiksasyon metotlarının birbirlerine göre farklı derecede üstün yönleri 

olduğu gibi farklı fiksatiflerin de birbirlerine göre avantajı veya dezavantajı bulunur. 

Fiksasyonu veya fiksatifin doku üzerindeki etkisini ise sıcaklık, pH, konsantrasyon 

gibi değişik faktörler etkiler. Eğer kimyasal fiksatifler sayesinde doku tespiti 

yapılacaksa dokunun büzüşmesine neden olmayan, kesit almayı kolaylaştıran, 

dokunun histomorfolojik yapısını değiştirmeden koruyan, kesitlerin boyanmasını 

kolaylaştıran ve dokuyu sonrasında yapılacak çalışmalara uyumlu hale getiren bir 

fiksatif tercih edilmelidir (Tu ve ark., 2011). Ancak tüm bu istenilen özellikleri 

araştırmacılara sunabilen bir fiksatif henüz geliştirilememiştir.  

Sonuç olarak çalışmamızda Bouin ve formole ait referans histomorfolojik 

bilgiler sunulmasının yanında, bal, etanol ve sitrik asitten oluşan solüsyonun yaygın 

kullanılan fiksatiflere alternatif olabileceği ile ilgili bulgular elde edildi. Özellikle %40 

bal içeren solüsyonun standardize edildiği takdirde bu yönde bir adım önde olduğu 
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düşünülmektedir. Yeni fiksatif araştırmaları için çalışamızdan elde edilen tecrübelere 

göre önerilerimiz aşağıda maddeler halinde sunulmuştur. 

Öneriler: 

− Bal veya doğal ürünlerin kullanılacağı fiksatiflerden oluşacak solüsyonun 

pH’sı tamponlanabilir. 

− Araştırmanın detaylandırılabilmesi amacıyla imkanlar ölçüsünde renk ve 

kontrast analizi için bilgisayar programlarından faydalanılabilir. 

− Böbrek ve pankreas gibi fikzasyonu zor olan dokular için fiksatifin 

penetrasyonunu kolaylaştırabilecek uygulamalar yapılabilir. 
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