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ONSOZ

Doku tespitlerinde yaygin olarak %10’luk formaldehit tercih edilmektedir.
Yapilan c¢alismalar ile formaldehitin genotoksik, mutajenik, teratojenik ve
embriyotoksik etkilerinin de oldugu belirlenmistir (Casanova ve ark. 1988,
McLaughlin 1994, Shaham ve ark. 1996). Ayrica formaldehitin 6zellikle solunum
sistemi, sinir sistemi ve sindirim sistemi gibi bir¢ok sistem iizerinde karsinojenik etki
yaptig1 da kaydedilmektedir (McLaughlin 1994).

Formaldehitin saglik {izerine c¢ok ciddi olumsuz etkileri oldugu iyi
bilinmesine karsin halen rutin doku tespitlerinde yaygin olarak kullanilmasinin yani
sira, alternatif tespit sollisyonuna yonelik arayiglar da devam etmektedir. Doymus
tuzlu su cozeltisi alternatif tespit soliisyonu olabilir mi hususunda sinirli sayida da
olsa caligmalar yapilmis ve otolizi 6nledigi vurgulanmistir. Bu nedenle doymus tuzlu
(NaCl) su c¢ozeltisinin farkli kosullarda dokulari ne oranda tespit edebilecegi
incelenerek, rutin uygulamalarda formaldehit soliisyonuna alternatif bir tespit
soliisyonu olarak arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu arastirma Selcuk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigli tarafindan 16202019 proje numarasi

ile desteklenmistir.
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Rutin doku tespitlerinde genelde %10’luk formaldehit tercih edilmektedir. Formaldehit etkili
bir tespit soliisyonu olmasina karsin, genotoksik mutajenik, teratojenik, embriyotoksik ve karsinojenik
gibi insan saglig1 agisindan zararli yan etkileri de s6z konusudur. Bu nedenle formaldehit soliisyonuna
alternatif bir tespit soliisyonlari arayislari da devam etmektedir. Bu calismada doymus tuzlu su
¢ozeltisinin farkli kosullarda dokular1 ne oranda tespit edebilecegi incelenerek rutin uygulamalarda
kullanilabilirligi arastirilmistir.

Calismada doymus tuzlu su soliisyonunun dokularin tespitindeki 6zelliklerini arastirmak igin
6 bas ruminant kadavrasi materyal olarak kullanilmistir. Kesilmis veya yeni 6lmiis hayvanlardan
karaciger, akciger, bobrek, dalak, kalp, sindirim sistemi mukozasi, lenf diiglimii ve beyinden alinan
marazi maddeler ¢alismanin materyalini olusturmustur. Bu maksatla 7 grup olusturuldu ve dokularin
tespitleri; I.Grup: %10°luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisiyle oda 1sisinda, II. Grup: Doymus tuzlu su
¢ozeltisinde 24 saat oda sicakliginda, III. Grup: Doymus tuzlu su ¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat,
IV. Grup: Doymus tuzlu su ¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2 saat, V. Grup: Doymus tuzlu su
¢ozeltisinde 80 °C su banyosunda 1 saat, VI. Grup: Doymus tuzlu su ¢ozeltisinde 90 °C su
banyosunda 15 dakika, VII. Grup: Once doymus tuzlu su ¢dzeltisinde12 saat, daha sonra %10’luk
formaldehit soliisyonunda 24 saat bekletilerek yapildi. Daha sonra rutin doku takibi yapilarak 5-6
mikronluk kesitler alinip HE ile boyanip 151k mikroskobunda incelendi.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada doymus tuzlu su soliisyonunda 24 saat oda sicakliginda,
12 saat 60 °C etiivde, 1 saat 80 °C su banyosunda ve 90 °C su banyosunda 15 dakika tespit
uygulamalarinda genelde yeterli bir tespit elde edilememistir. Bunun yaninda tuzlu su soliisyonunda
70 °C su banyosunda 2 saat tespit uygulamalarinda kismi tespitler yapilabilmis, dnce doymus tuzlu su
soliisyonunda 12 saat, daha sonra %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat tespit uygulamalarinda
ise formaldehite yakin diizeyde tespitler gerceklesmistir. Buradan doymus tuzlu su soliisyonunda
tespit potansiyeli oldugu, bunun i¢in de bu konudaki ¢alismalarin devam etmesi gerektigi, olumlu
sonuglar almabilecegi kanisina varilmigtir. Ayrica formaldehit soliisyonunun bulunamadigi
durumlarda doku 6rneklerinde otolitik degisiklikleri durdurabilmek igin gegici olarak doymus tuzlu
suya almabilecegi ve daha sonra formaldehit soliisyonuna aktarilmasinin uygun olacagi anlagilmistir.

Anahtar Sozciikler: Doymus tuzlu su; doku tespiti; formaldehit.
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In routine tissue fixation, 10% formaldehyde solution is usually preferred. Although
formaldehyde is an effective fixative solution, there are side effects, harmful in terms of human health,
such as genotoxic, mutagenic, teratogenic, embryotoxic and carcinogenic. Therefore, searches for an
alternative fixative solution to formaldehyde solution have been progressed. In this study, the
usefulness and availability of saturated salt (NaCl) water solution for routine applications of tissue
fixation has been investigated in different conditions and tissues.

In the study, six ruminant cadavers were used as a material for detecting the effectiveness of
saturated saline solution on tissue fixation. The tissue samples taken from liver, lung, kidneys, spleen,
heart, gastrointestinal mucosa, lymph nodes and brain from slaughtered or newly dead animals were
formed the material of the study.

For this purpose, 7 different groups were designed and fixations of the tissues were
performed with relevant solutions; Group I: 10% buffered formalin solution at room temperature,
Group II: saturated salt (NaCl) water solution at room temperature for 24 hours, Group I1l: saturated
salt (NaCl) water solution in 60 °C oven for 12 hours, Group IV: saturated saline (NaCl) solution in
70 °C water bath for 2 hours, Group V: saturated brine (NaCl) solution in 80 °C water bath for 1 hour,
Group VI: saturated brine (NaCl) solution in 90 °C water bath for 15 minutes and Group VII: firstly
saturated salt (NaCl) water solution for 12 hours and then tissues were allowed to stand in 10%
formaldehyde solution for 24 hours. After fixation trials, the tissues were processed routinely and cut
at 5-6 micron sections, stained with Haematoxylin and Eosin, and then examined under light
microscope.

In conclusion, in the study, a sufficient fixation has not been obtained with saturated saline
solutions at room temperature for 24 hours, in 60 °C oven for 12 hours, in 80 °C water bath for 1 hour
and in 90 °C water bath for 15 minutes for tissue fixation. But, a partial fixation could be made with
saturated saline solution in 70 °C water bath for 2 hours, and an adequate fixation close to the classical
formaldehyde solution was achieved in Group VII, in which the tissues were firstly fixed in saturated
saline solution for 12 hours and then transposed to 10% formaldehyde solution for 24 hours. Thus, it
has been realized that the saturated brine solutions may have a potential for tissue fixation, and also
needs to continue to work on this subject because possible positive results could be taken in the future.
Besides, it has been concluded that, in case of absent of formaldehyde solution, a saturated saline
solution available at anywhere can be temporarily used to fix and to stop autolytic changes in tissue
samples, and then tissues should be transposed to the appropriate formaldehyde solution for fully and
sufficient fixation at laboratory or in available.

Key words: formaldehyde; saturated saline solution; tissue fixation.
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1.GIRIS
1.1.Fiksatifler

Gerek canlidan alinan biyopsi materyali, gerckse kadavradan alinan doku
parcalarinda fermentlerin ve mikroorganizmalarin etkisiyle otolitik degisiklikler
geliserek doku ve hiicreler canlidaki yapilarini kaybederler. Canlidaki hastalik halleri
ve canlmin olim nedenini belirlemek, doku ve hiicreleri taniyarak patolojik
degisiklikleri belirleyebilmek i¢in otolitik degisikliklerin olusmast durdurulmalidir.
Doku ve hiicrelerin otolizini durdurmak ig¢in bir tespit soliisyonuna konularak
dokular alindig1 hali ile tespit edilmesi gerekmektedir (Unsald1 ve Cift¢i 2010,
Pabugcuoglu 2016). Bu olaya fiksasyon, kullanilan maddeye de fiksatif veya tespit
sollisyonu ad1 verilir. Tespitin amaci postmortem degisikligin 6niine gecmek, hiicre

ve dokular1 alindig1 haliyle koruyabilmektir.

Hiicre ve dokularin yapilarini anlamak, hiicre ve dokulardaki degisiklikleri
belirlemek ve bdylece canlidaki hastaliklari, 6liim nedenlerini belirleyebilmek i¢in
yiizyillar boyunca birgok tespit soliisyonu, fiksatif denenmis ve kullanilmistir

(Gbadamosi 2014).

Fiksatiflerin temel ilkesi, spesifik molekiillerin kaybin1 6nleyerek, doku
yapisini korumak ve sertlestirmektir (Gbadamosi 2014). Bundan dolay: fiksatifler,
doku ve hiicrelerde proteinler, lipidler, mRNA ve DNA gibi hiicresel bilesiklerin
kayb1 asgari diizeyde olmali ve sitoplazmik membran, endoplazmik retikulum,
niiklear membranlar, mitokondri ve lizozom gibi makromolekiillerin yikimlanmasini
onlemelidir. Ayrica fiksatifler dokulardaki enzimlerin ve mikroorganizmalarin
aktivitesini durdurarak hiicrelerin yikimlanmasini engellemelidir (Eltoum ve ark.
2001a). lyi bir fiksatifin diger Snemli bir &zelligi ise giiclii dezenfektan olmalidir ki,
alinan doku ve organ pargasi i¢inde herhangi bir hastalik etkeni varsa onu dezenfekte
ederek arastirmaci igin zararsiz hale getirmelidir (Titford 2001, Eltoum ve ark.
2001b). Ayni zamanda bir fiksatif dokuyu sertlestirmeli ve boylece dokunun ince
dilimler halinde kesilmesini kolaylastirmalidir (Unsald1 ve Ciftci 2010). Fiksatifler
proteinlerin kendi arasinda, proteinlerin belirli kisimlar1 arasinda ve protein-niikleik
asit arasinda kovalent ¢apraz baglanma olusturarak ¢6ziilmez hale getirmelidir. En
1yl ¢apraz baglanma olusturan fiksatifler formaldehit ile gluteraldehittir. Ayrica

1


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22C%CC%A7i%CC%87ftc%CC%A7i%CC%87%2C+M.+K.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22C%CC%A7i%CC%87ftc%CC%A7i%CC%87%2C+M.+K.%22

dokuda bulunan serbest suyun diflizyonunu ve proteinleri pihtilastirmalidir (Eltoum
ve ark 2001a). Fiksatifler yagli dokulari, kolay dagilan lenfatik dokular1 ve biyopsi
gibi kiigiik materyaller ile farkli hayvan tiirlerinden alinan farkli ebatlardaki dokulari
tespit edebilmelidir. Bunlarin yani sira iyi bir fiksatif, DNA/RNA hibridizasyon,
immunohistokimyasal boyama tekniklerini gibi histopatoloji laboratuvarlarinda
kullanilan testler i¢in de kullanilabilecek tespitler yapabilmelidir. Rutin boyama olan

Hematoksilen- Eozin boyama ile de iyi sonug verebilmelidir (Dapson 1993).

1.1.1.Tespit isleminde Bashca Onemli Faktorler;

1. Hidrojen iyonu konsantrasyonu ve tamponlar; dokularin tespiti amaciyla
kullanilan maddeler farkli pH degerlerine sahiptir. Bu nedenle hidrojen iyonu
yogunlugu ilave kimyasallarla ile normal smirlar icinde tutulmalidir. Iyi bir tespit

icin soliisyonun pH degeri 6 ile 8 arasinda olmalidir (Pabugcuoglu 2016).

2.Sicaklik; fiksatiflerin, kimyasal reaksiyonlari, capraz baglanmasi ve
proteinlerin ¢oktiirmesi gibi etkileri sicakliga baglidir (Bullock 1984). Soliisyondaki
molekiillerin dokuya difiizyonu sicaklik artisi ile birlikte artar. Yiiksek sicaklikta
kullanilan formaldehitin penetrasyonunda da artis vardir (Eltoum ve ark 2001a).
Ancak sicakligin 60 °Cnin iizerinde olmas:1 halinde hem otolitik degisikliklere ve
hem de dokunun immunreaktifitesinin azalmasina neden olabilmektedir. Is1 ile tespit
i¢in, mikrodalga firmnlar tercih edilmelidir. Bu islem tespit soliisyonundaki dokularda

kimyasal reaksiyonlar hizlanir ve molekiilleri daha etkin uyarir (Pabugcuoglu 2016).

3. Fiksatiflerin penetrasyonu; dokularin fiksasyonunda, tespit soliisyonun
niifuz etmesi yavas bir islem oldugu i¢in, alinan doku 6rnekleri miimkiin oldugunca

kiiciik ebatlarda ya da ince olmalidir(Pabugcuoglu 2016).

Medavar (1941) fiksatiflerin dokuya niifuz etmesi iizerine yaptig1 caligmada
penetrasyon derinligini (d), fiksasyon zamanim (t), fiksatifin difuzyon yapabilme
katsayisi (K sabiti) olarak kullanarak fiksasyon olgusunu “d=K\ t” seklinde
formiile etmistir. Buna gore penetrasyon derinliginin tespit stiresinin kare kokiiyle
orantili oldugunu kaydetmistir. Ayrica K Katsayis1 her bir fiksatif i¢in farkli
oldugunu da bildirmistir. Buradaki 1 saat igerisindeki difiizyon katsayisi, fiksatifin

dokuya milimetrik difiizyonunu ifade eder.



4. Tespit Soliisyonunun osmolaritesi; yogun soliisyonlar hiicrede biiziigsmeye,
hipotonik fiksatifler ise hiicrede siskinlige neden olur. Tespit i¢in en uygun

soliisyonlar kismen hipertonik olanlardir (Eltoum ve ark 2001a, Pabugcuoglu 2016).

5. Fiksatifin Yogunlugu; formalin konsantrasyonu %10 {izerinde oldugunda
dokularin sertlesmesini ve biliziismesini arttirirken, etanol konsantrasyonu %70

altinda oldugunda dokulardan suyu dehidre edememektedir (Fox ve ark. 1985).

6. Tespit siiresi; tespit siiresinin belirlenmesinde, hidrojen iyon
konsantrasyonu, pH, sicaklik, fiksatifin penetrasyonu, konsantrasyonu gibi
faktorlerle yakindan iliskilidir. Tespit siiresi normalden fazla uzatilirsa dokuda

fazlaca bir sertlesme Ve biiziisme sekillenir (Pabugcuoglu 2016).
1.2. Fiksatif Tiirleri

Giiniimiizde tespit soliisyonlar1 yaygmn olarak histolojik, histopatolojik
incelemeler i¢in kullanilmakta ise de son zamanlarda immunolojik incelemeler i¢in
de yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Bunun igin tespit sirasinda antijenlerin
ozelliklerinin fazla bir degisime ugramamasi arzu edilir. Gilinimiizde en yaygin
kullanilan ve tercih edilen tespit soliisyonu tabi olarak formaldehittir. Ozellikle
histopatolojide formaldehitten sonra sik kullanilan tespit soliisyonlar: alkol ve
alkolden hazirlanan Carnoy bilesigi ile formaldehitten hazirlanan Bouin ve B5
soliisyonlaridir. Yine giliniimiizde immunohistokimyasal c¢alismalarin yani sira
polimeraz zincir reaksiyonu ve in situ hibridizasyon gibi dokulardan teshise yonelik
metotlarin yayginlasmasi da daha yeni tespit soliisyonu arayislarina neden olmaktadir
(Pabugcuoglu 2016).

1.2.1.Tespit Soliisyonlarinda Kullamilan Bazi1 Kimyasal Ajanlar
1.2.1.1.S1v1 Tespit Ajanlari

Absolut etil alkol: Tespitte kullanilan alkol yiizdelerine bagli olarak dokuyu
sertlestirir ve biiziistiiriir. Bu nedenle dokularm absolut etil alkol ile tespitinde yaygin
olarak sitoplazmalarda biiziismeler olusabilir. Yalmz glikojen gibi suda eriyecek
maddelerin incelendigi calismalarda absolut etil alkol tercih edilir (Demir 2001,
Koptagel 2016).



Formaldehit: Formaldehit suda, ayrica alkol ve eterde de iyi ¢Oziiniir.
Oldukga aktif bir madde olan formaldehit bircok madde ile birleserek polimerlesir.
Giliniimiizde de teknik ve ekonomik bakimdan en ¢ok kullanilan tespit soliisyonu
olan formol ticari olarak % 37°lik formaldehit olarak bulunur. Doku ve hiicrelerdeki
proteinleri ¢oktiirmez (Demir 2001). Formaldehitle RNA-protein, DNA-protein ve
protein-protein ¢apraz baglanma olusturur (Doenecke 1978). Dokudaki yaglari ne
korur ne de yikimlar. Ancak kompleks lipitlerin tespiti igin iyi bir soliisyon olup,
notral lipitler tizerine etkisizdir. Karbonhidratlar igin de tespit edici degildir (Demir

2001).

Gluteraldehit: Gluteraldehit ilk olarak Sabatini ve ark. (1963) tarafindan bir
fiksatif olarak tamtilmistir. Elektron mikroskopi ve enzim histokimyasi
calismalarinda dokularin fiksasyonu i¢in 6zellikle gluteraldehit tercih edilmektedir
(Sabatini ve ark. 1963, Hayat 1986). Gluteraldehit amino lipitler ile capraz baglanma
olusturarak membran yapisini korumaktadir. Gluteradehitin molekiiler yapisi ortamin
pH ve sicakligina baglh olarak degismektedir (Hayat 1986). Gluteraldehitin dokulara
difiizyonu formaldehitten daha yavastir. Gluteraldehit dokuyu ¢ok fazla sertlestirmesi
nedeniyle diisiik konsantrasyonlarda (% 0.5) kullanilir. Bu durum ayrica dokuda hem
antijenik yapmin, hem de ince yapmin korunmasint saglar (Demir 2001).

Gluteraldehitin kullaniminda pH 7.0-7.4 olarak tavsiye edilmektedir ( Hayat 1986).

Trikloroasetik asit: Siilfiir grubu amino asitleri iyi korur. Dokularin
dekalsifikasyonunda kullanilir (Koptagel 2016).

Asetik asit: Tek olarak kullanilmaz. Dokuya hizli ve iyi niifuz eder, ancak
alyuvarlarin lizisine yol agar, kollajen fibrilleri sisirir. Niikleoproteinleri ¢oktiiriir.

Bazi sitoplazmik graniiller lizerine ¢6ziicii bir etkiye sahiptir (Koptagel 2016).
1.2.1.2-Kat1 Tespit Ajanlar:

Civa Kloriir: Dokularin fiksasyonunda lipitleri yikimlamaz ve proteinlerle
birlesmeden tiim proteinleri ¢oktiirebilir. Dokuya hizla niifuz ederek hem ¢ekirdegi
hemde sitoplazmay1 iyi tespit eder. Ancak dokuyu sertlestirir ve biraz biizer. Civa
Kloriir genellikle diger tespit soliisyonlar1 ile beraber kullanilir (Demir 2001,
Koptagel 2016).



Potasyum dikromat: Hiicre sitoplazmasi ve mitokondriyi iyi tespit eder ve
ayrica fosfolipitlerin fiksasyonunu saglar (Baker 1965, Demir 2001). Genellikle
diger ajanlarla karistirilarak kullanilir. Potasyum dikromatla tespit edilen dokular da
alkole alinmadan 6nce akarsuda yikanmalidir (Koptagel 2016). Potasyum dikromat
yikici 6zellikleri azaltmak i¢in uygun oranlarda ozmiyum tetraoksit veya formaldehit

ile karigtirilir (Baker 1965).

Kromik Asit: Genellikle %2’lik ¢ozeltileri kullanilir. Proteinleri presipite
eder ve karbohidratlar tespit eder. Alkol ve formalin ile birlikte kullanilmamalidir

(Koptagel 2016).

Pikrik Asit: Dokularin fiksasyonunda hizli ve iyi bir sekilde dokuya niifuz
eder ve tiim proteinleri ¢oktiiriir (Demir 2001). Fiksasyonda suda doygun ¢ozeltisi

kullanilmakta olup, fiksasyon isleminden sonra alkole alinmalidir (Koptagel 2016).

Osmiyum tetraoksit (OsO,4): Hiicrenin temel bilesenleri olan mitokondri,
golgi, yag, miyelin vs. maddelerin tespitinde kullanilan en iyi soliisyonlardan biridir
(Porter ve Kallman 1952, Riemersma 1962, Hopwood 1969). Daha ziyade elektron
mikroskobik inceleme yapilacak dokularin tespitinde kullanilir. Dokuya yavas niifuz
eder fakat lipitler i¢in ideal fiksatiftir (Hopwood 1969). Osmiyum tetraosik periferik
sinirlerdeki myelinli liflerini boyamak i¢in kullanilmaktadir. Olfaktorik ve optik

sinirlerin fiksasyonunda en uygun olanidir (Demir 2001).
1.2.2.Tespit Soliisyonlar1
1.2.2.1. Etil Alkol Soliisyonu

Etil alkol 6zellikle biyopsi materyallerinde (%90-96) primer fiksatif olarak,
ayrica doku ve hiicrelerdeki glikojenin korunmasi ve bazi histokimyasal ¢aligmalar
icin kullanilmaktadir. Formol ve benzeri ajanlarda tespit edilen dokular akarsuda
yikandiktan sonra dehidrasyon i¢in %70’lik etil alkole alinir. Dokuya niifusu yavas
olup, proteinlerde denatiirasyona neden olur, dokudan su c¢ekerek biiziistiiriir ve
dokuyu sertlestirir (Demir 2001, Pabuccuoglu 2016). Bu nedenle 5 mm den daha
kalin olmayan dokular igin 6-8 saatlik bir tespit yeterlidir. Coziilebilir niikleik asitleri

ve suda ¢dziinmeyen albiimin ve globiilini ¢oktiiriir (Demir 2001). Igerisinde suda



eriyebilecek maddelerin bulundugu dokular absolut alkolde tespit edilmelidir

(Unsald1 ve Ciftci 2010).
1.2.2.2.Carnoy fiksatifi

Bu bilesik absolut alkol, glasiyal asetik asit ve kloroformdan hazirlanir
(Absolut alkol 60 ml, kloroform 30 ml, glacial asetik asit 10 ml). Her tiirlii dokunun
tespitinde kullanilabilir. Hizl1 ve en iyi penetrasyona sahip olan fiksatiflerden biridir
(Luna 1968). Dokularda RNA belirlemek amaciyla kullanilan Metil green pyronin
boyasi yapilacak dokularin fiksasyonunda kullanilmaktadir (Eltoum ve ark 2001a).
Glikojen ve plazma hiicreleri incelemelerinde tercih edilir (Luna 1968, Eltoum ve ark
2001a,). Ozellikle 3-5 °C’de tespit edilirse glikojen i¢in uygundur (Demir 2001).
Dokularda biiziisme ve sertlesmeye neden olmaktadir. Bu nedenle 4 saatten fazla
dokularin tespiti yapilmamahidir (Luna 1968, Pabugcuoglu 2016). Asit fast basiller
ile eritrositleri yikimlar (Luna 1968, Eltoum ve ark 2001a, Pabugcuoglu 2016 )

1.2.2.3. Bouin soliisyonu

Pikrik asit, formaldehit ve asetik asitten meydana gelir (75 ml doymus pikrik
asit eriyigi, 75 ml formol, 5 ml asetik asit) (Demir 2001). Testis biyopsilerinin ve
balik dokularinin tespitinde Bouin soliisyonu tercih edilmelidir (Pabugcuoglu 2016).
Bouin soliisyonu, Trichrome boyamalarda bag dokusunu tespit amaciyla
kullanilmaktadir (Eltoum ve ark 200la). Bouin soliisyonu temas ettigi Dbiitiin
materyalleri sartya boyar. Bu boyamalar %50°lik ve %70’lik alkol serileriyle biiyiik
oranda giderilebilir. Bunun i¢in dokularin makroskobik ayrintilarint daha iy1 gérmek

gerektiginde dokular bu alkol serilerinden gegirilebilir (Eltoum ve ark 2001a).
1.2.2.4. B5 Tespit Soliisyonu

Bu bilesik sodyum asetat, civa kloriir ve formalinden hazirlanir (Demir 2001).
Bu soliisyon dalak ve lenf diigiimleri gibi lenfoid dokularin tespitinde tercih edilir.
Ciinkii B5 soliisyonu ile sitoplazma ve ¢ekirdekteki ayrintilar daha iyi seg¢ilebilir.
Yalniz BS tespit soliisyonu taze olarak hazirlanmali. Uzun siireli tespitler dokuyu

fazla sertlestirip daha kirilgan yapacagindan bu soliisyonda dokular 2-4 saatten fazla


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22C%CC%A7i%CC%87ftc%CC%A7i%CC%87%2C+M.+K.%22

tutulmamal1 sonrasinda hemen formaline alinmas1 daha uygun bir doku tespiti saglar
(Pabugcuoglu 2016).

1.2.2.5. Zenker Tespit Soliisyonu

Zenker sollisyonu civa kloriir, potasyum dikromat ve glasiyal asetik asitten
hazirlanir (Potasyum dikromat 2,5 g, civa kloriir 5-8 g, distile su 100 ml ve glasiyal
asetik asitten %5) (Demir 2001). Zenker soliisyonu dokulari genelde 8-12 saat
igerisinde tespit eder ve daha g¢ok kemik iligi biyopsileri igin tercih edilir. Bu
soliisyonla tespitlerde histopatolojik detay oldukga iyidir, fakat molekiiler analizler

ve immunohistokimyasal ¢alismalarda tercih edilmemektedir (Pabugcuoglu 2016).
1.2.2.6. Formaldehit Soliisyonu (Formalin)

Glinlimiizde bircok alanda kullanilan formaldehit, histoloji, anatomi ve
patoloji laboratuvarlarinda dokularin tespitinde en ¢ok tercih edilen soliisyondur.
Formaldehit doku fiksasyonunda ilk olarak Ferdinard Blum tarafindan kullanmistir
(Fox ve ark 1985, Al- Saraj 2010). Dokular formalin igerisinde bozulmaksizin uzun
siire saklanabilir. Bu 6zelliginden her tiirli doku ve organ materyalinin rutin

fiksasyonu icin kullanilmaktadir.

Formalin, formaldehitin sudaki % 37°lik ¢ozeltisidir. Rutin tespitlerde
kullanilan % 10’luk formalin soliisyonu, 100 cc formaldehit (% 37°lik), 900 cc su ile
karigtirilmasiyla elde edilmektedir. Yani % 10’luk formalin soliisyonu, aslinda
formaldehitin % 4°liik ¢ozeltisidir. Formaldehit, oda sicakliginda 24 saatte, 37 OC ise
18 saatte dokuyu tespit ettigi belirlenmistir (Fox ve ark 1985). Formaldehit
tespitlerinde biyopsi 6rnekleri i¢in genelde 5-6 saat ve daha biiyiik doku ornekleri
icin ise 12-24 saatlik tespit uygun bulunmaktadir (Pabugcuoglu 2016). Formaldehitle
fiksasyon siiresince, RNA-protein, DNA-protein ve protein-protein ¢apraz baglanma
olugmaktadir (Doenecke 1978). Formaldehitin uzun siireli fiksasyonunda dokularda
olusan capraz baglanmaya bagli olarak immunohistokimyasal boyamalarda veya
histolojik boyamalarda zayif baglanma olusmaktadir (Prento ve Lyon 1997, Eltoum
ve ark 2001a). Formaldehit daha ziyade 1s1tk mikroskobik incelemeler yapilacak
dokularin tespitinde tercih edilen bir tespit soliisyonudur. Elektron mikroskobik

incelemeler i¢in hazirlanan dokularin tespiti igin uygun degildir (Pabugcuoglu 2016).
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Formalin ve formaldehit uygun ortamlarda saklanmazsa asidik bir karakter
kazanacagindan, kullanilmadan 6nce soliisyonun pH’s1 kontrol edilip pH ~7,0 olarak
ayarlanmalidir. Gerekirse magnezyum karbonat, kalsiyum karbonat, fosfat ve tris

gibi notralize edici tamponlar kullanilmalidir (Pabugcuoglu 2016).

Formaldehit soliisyonu dokulart tespitte etkili bir madde olmasia karsin
insan sagligina yonelik Onemli zararlar igerir. Yapilan ¢aligmalar formaldehitin;
genotoksik etkisine ilgili kromozomal hatalarina, tek zincir kiriklarina, kardes
kromatit degis tokusuna ve hiicrede degisimlere neden olarak gen mutasyonlarina yol
acar (Casanova ve ark. 1988, Shaham ve ark. 1996). Ayrica formaldehitin uzun siireli
kullanimlarinda karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve embriyotoksik (McLaughlin
1994) etkili bir tespit soliisyonu oldugu bildirilmistir. Formaldehitin kanserojenik
etkisinin 6zellikle solunum, sinir ve sindirim sistemlerinde daha yaygin oldugu
belirlenmistir (Kerns ve ark. 1983, Usanmaz ve ark. 2002, Zararsiz ve ark. 2006).
Uzun siire formaldehitle ¢alisan Kisilerde yapilan arastirmalarda beyin, kolon ve kan
dokusu ile ilgili kanserlerin daha sik goriildiigii de kaydedilmistir (Shaham ve ark.
1996, Schlink ve ark. 1999). Yine yapilan calismalarla formaldehitin, tubuli
seminiferus kontortusun germinal hiicrelerinin dejenerasyonuna neden olarak
infertiliteye ve/veya dol verim distkligiine yol agtigi da tespit edilmistir
(Chowdhury ve ark. 1992, Thrasher ve Kilburn 2001, Ozen ve ark. 2005). Thrasher
ve Kilburn (2001) gebe fareler iizerinde yaptiklari bir ¢alisma ile embriyo
Olimlerinin ve fotal dokularda kriptorsidizm ile aberrant ossification venters gibi
anamolilerin arttigi deneysel olarak da ortaya konulmustur. Kus ve ark. (2008) ise
omega-3 yag asitlerinin formaldehitin testislerde neden oldugu apoptozisi onledigini
bildirmislerdir. Formaldehitin solunum sistemi toksisitesi diisiik konsantrasyonlarda
(0.5 ppm) bile ortaya ¢iktig1, akut olaylarda burun ve bogazda yanma hissi, nefes
darligi,  oksiirik, hirltili  solunum  gibi  klintk  semptomlara, yiiksek
konsantrasyonlarda ise pulmoner 6dem, inflamasyon ve pnomoniye neden oldugu da
bilinmektedir (Kriebel ve ark. 2001). Mesleki olarak formaldehitle ¢alisan isgiler
arasinda akciger kanserinden Oliim oraninin %30 daha fazla oldugu belirtilmistir
(McLaughlin 1994). Formaldehitin santral sinir sistemi iizerinde de toksik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir. Formaldehitin ndrotoksik etkileri akut etkilenmelerde bas

agrisi, bas donmesi, keyifsizlik, uykusuzluk ve istahsizlik, uzun siireli etkilenmelerde



ise duygu-durum bozukluklari, davranis bozukluklar1 ve epilepsi gibi kalic
norotoksisite belirtilere neden oldugu kaydedilmektedir (Giirel ve ark.2005, Zararsiz
ve ark. 2006). Giirel ve ark.(2005) formaldehitin hipokampus ve frontal korteks
tizerinde toksik etki yaparak, her iki beyin bolgesinde néronlarda dejenerasyon ve
piknotik degisime neden oldugunu kaydetmislerdir. On {i¢ hafta boyunca 10 ve 20
ppm dozunda formaldehit inhalasyonuna maruz birakilan ratlarda nazal bolgede

timor gelistigi bildirilmistir (Feron ve ark. 1988).

Yapilan biitlin bu ¢alismalar sonucu giinlimiizde formaldehitin saglik {izerine
cok ciddi olumsuz etkileri oldugu ¢ok iyi bilinmesine karsin etkin doku tespit 6zelligi
nedeniyle de halen doku tespitlerinde rutin olarak kullanilmaktadir. Alternatif tespit

sollisyonuna yonelik arayislar da devam etmektedir.
1.3. Doymus Tuzlu Su Soliisyonu ve Doku Tespiti

Dogada yaygin olan tuz kaynaklar1 kat1 ve sivi olarak iki sekildedir. Kati tuz
kaynaklar1 kaya tuzlaridir. Sivi tuzlarin kaynaklari ise denizler, tuzlu géller ve tuzlu
sulardir (Ergin 1998).

Sodyum Kloriir, fiziksel ve kimyasal 6zelligi; molekiiler formiil NaCl, Molar
58,4277 g/mol, dzgiil agirhg 2,16 glem® ve beyaz yada renksiz goriiniimdedir. Erime
1s1s1 801 °C ve kaynama 1sis1 1738 K ve suda 35.9 g/mol ¢6ziiniir ( Gbadamosi
2014).

Doymus tuzlu su ¢ozeltisi 1000 ml kaynama derecesindeki (96 °C) suya 357 gr
NaCl eklenerek hazirlanmaktadir (Al- Saraj A. 2010).

Doymus tuzlu su ¢ozeltisi alternatif tespit soliisyonu olabilir mi hususunda
sinirhi sayida da olsa g¢aligmalar yapilmistir. Al- Saraj (2010) 3 adet tavsandan
karaciger, bobrek, dalagin1 doymus tuzlu su, formaldehit ve distile su ¢ozeltisinde
ayr1 ayr tespit ederek formaldehit ile tuzlu su ¢ozeltisini doku tespiti yoniinden
degerlendirmistir. Caligmanin sonucunda tuzlu su ¢dzeltisinin otolizi 6nledigi, tespit
ozelliginin  formaldehite benzer oldugu, doku kesitlerinin mikroskobik
incelemelerinde histolojik detaylarin formaldehite yakin diizeyde oldugunu

kaydetmistir. Sonug olarak bu konuda daha detayli calismalarin yapilmasi gerektigini



ve doku tespit etmek amaciyla zorunlu durumlarda kullanilabilecegine dikkat
¢ekmislerdir. Olszewski ve ark. (2004) deri ve lenf diigiimlerinin oda sicakliginda
anhidrid sodyum kloriir ¢ozeltisi i¢inde bir hafta ve bir ay siireyle bekletmeleri
sonucunda dokularin molekiiler yapilarin1 ve immunoreaktivitesini korudugunu
kaydetmislerdir. Gbadamosi (2014) yetiskin erkek ratlarin karaciger ve testis
dokusunu doymus tuzlu suda 12, 24, 48 ve 168 saat siireyle tespit ederek yaptigi
caligmada, karaciger dokusunu 48 saate kadar olan siirelerde tespit ettigini ve
karacigerin rutin histolojik prosediiriinde kullanilabilecegini, fakat testis dokusunu

tespit etmedigini bildirmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

Calisma Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
Laboratuvart ve Nekropsi salonunda yapilmistir. Nekropsi salonuna nekropsi igin
canli getirilen ve kesilen 6 bas ruminant kadavrasindan alinan karaciger, akciger,
bobrek, dalak, kalp, sindirim sistemi mukozasi, lenf diigiimii ve beyin dokular

materyal olarak kullanilmistir.

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 26.11.2015 tarih ve

2015/95 sayili karar1 ile onaylanmustir.
2.2. Metot

Bu kadavralarin nekropsilerini takiben (karaciger, akciger, bobrek, dalak, kalp,

sindirim sistemi mukozasi, lenf diiglimii ve beyinden) alinan dokular;

I.Grup (Kontrol Grubu): %10’luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde 24 saat (oda
sicakliginda),

II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinde 24 saat (oda sicakliginda),

III. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat,

IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2 saat,

V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su ¢6zeltisinde 80 °C su banyosunda 1 saat,

VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda 15 dakika,

VII. Grup: Once doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinde 12 saat, daha sonra

%10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat oda 1s1sinda,
tespit amaciyla bekletildi.

Almman bu doku oOrnekleri 4-5 mm kalinhiginda kiigiiltillerek doku takip
kasetlerine konuldu ve 12-24 (formol 24, tuzlu suda 12 saat) saat akan suda yikandi.
Daha sonra doku takip cihazinda (Leica TP 1020) sirasiyla %70, %80, %90, %96 ve
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absolut alkollerden sonra 2 kez ksilol, ksilollii parafin, yuamusak parafin (46-48 °C’de
eritilmig) ve sert (56-58 °C’de erimis) parafinde ikiser saat bekletildikten sonra blok
parafinle bloklandi. Her bloktan histopatolojik incelemeler i¢in mikrotomla (Leica
RM 2125RT) 5u kalinliginda kesitler lamlara alinarak etiivde 10 dakika kurutuldu ve
5’er dakika 3 kez ksilol ve ardindan da %100, %96, %90, %80, %70’lik alkollerden
gecirildikten sonra Hematoksilen - Eosin (HE) yontemi ile boyandi (Luna 1968). Bu
dokular binokiiler baslikli 1s1k mikroskobunda (Olympus BXS51) incelendi. Gerekli
goriilen olgulardan fotograflar ¢ekildi (Olympus DP12 Microscopic Digital Camera
Systems).

2.2.1 Histopatolojik inceleme

Calismada her grup igin ayr1 ayr1 alinan karaciger, bobrek, akciger, dalak, lenf
diigiimii, bagirsak kalp ve beyine ait dokularin kesitleri tespite ilgili bulgular
yoniinden mikroskobik olarak incelendi. Mikroskobik bulgular asagida belirtilen
skorlamaya gore degerlendirildi. Formol ve tuzlu su tespiti yapilan dokularin
mikroskobik incelemelerinde dokularda gozlenen tespit ile ilgili yetersizlikler esas
alinarak normal tespitten otolitik degisikliklere kadar olan mikroskobik bulgular 0, 1,

2, ve 3 olmak tizere skorlandi.
Bu skorlamada;

0 (Normal Tespit): Hiicre simirlar1 belirgin, sitoplazmada biiziisme yok,
cekirdek kromatinleri belirgin, piknoz yok, eritrositlerde hemoliz yok, c¢izgili

kaslarda striasyon goriilebilmekte.

1 (Az Hatali Tespit): Sitoplazmada kismi biiziisme, ¢izgili kaslarda striasyon

kaybu, eritrositlerde kismi hemoliz, bazi hiicrelerde ¢ekirdek kromatinleri net degil.

2 (Yetersiz Tespit): Hiicrelerde siskinlik, hiicre sinirlar1 belirsiz, eritrositlerde

hemoliz belirgin, bazi1 hiicrelerin ¢ekirdeklerinde piknoz,

3 (Otoliz): Hiicrelerin smirlar1 segilemiyor, ¢ekirdekler tamamen piknotik,

eritrositlerde siddetli hemoliz ve dokularda otolitik degisiklikler olugsmus.
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3. BULGULAR

Mikroskobik incelemelerde ¢alismanin biitiin gruplarina ait dokularda tespite
ilgili gbzlenen bulgular belirlenen kriterlere gore skorlanarak her bir hayvana ait
sonuglar tablolar halinde sunulmustur (Cizelge 3.1., 3.2., 3.3., 3.4., 3.5, 3.6., 3.7.,
3.8.).
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Cizelge 3.1. Birinci hayvandaki her bir gruba ait dokularda yapilan tespit ve
gozlenen mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

.. . = g
Birinci Hayvan £ 7]
5 | 2oz
Kayit No: 94/16 8D 5 » 2 E g
e |5 |5 |2 |2 |5 ¢ |8
= e c
S |2 | & | € |8 |8 2 |&=s
I. Grup: %10’luk tamponlu 0 0 0 0 0 0 0
formaldehit c¢ozeltisiyle oda
1s1sinda
II. Grup: Doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 24 saat 3 3 3 3 3 3 3 3
oda sicakliginda
III. Grup: Doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 60 °C < 8 3 p 2 2 3 2
etiivde 12 saat
IV. Grup: Doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 70 °C
su banyosunda 2 saat 2 2 2 2 2 2 3 2
V. Grup: Doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 80 °C
su banyosunda 1 saat 2 3 3 2 2 2 3 3
VI. Grup: Doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 90 °C
su banyosunda 15 dakika 3 3 3 3 3 2 3 3
VII. Grup: Once doymus
tuzlu (NaCl) su c¢ozeltisinde
12 saat, daha sonra %10’luk 1 2 2 1 2 1 2 2
formaldehit soliisyonunda 24
saat oda 1s1sinda
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Cizelge 3.2. ikinci hayvandaki her bir gruba ait dokularda yapilan tespit ve gdzlenen
mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

=
ikinci Hayvan :E
5 g 150 £._ 2
Kayit No: 95/16 =4 S | % o - A = E N
S |S 2 |8 |8 |5 | 8 |282
¥ | < | @ | X |0 | o N RN =
I.Grup: %10’luk tamponlu 0 0 0 0 0 0 0 0
formaldehit ¢6zeltisiyle oda 1sisinda
II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 24 saat oda sicakliginda 3 3 3 3 3 3 3 8
II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat 3 < 3 F $ 2 3 3
IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2
V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 80 °C su banyosunda 1
saat 3 3 3 2 3 3 3 3
VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda 15
dakika 3 3 3 3 3 3 3 3
VII. Grup: Once doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 12 saat, daha
sonra %I10°luk  formaldehit | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 2 2
soliisyonunda 24 saat oda 1sisinda
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Cizelge 3.3.

Ucgiincii hayvandaki her bir gruba ait
gozlenen mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

dokularda yapilan tespit ve

Uciincii Hayvan

Kayit No: 100/16

Karaciger

Akciger

Bobrek

Kalp

Lenf Diigiimii
Sindirim Sistemi
Mukozasi

Dalak
Beyin

. Grup:
formaldehit
1s1sinda

%10’luk  tamponlu
cozeltisiyle oda

o

o

o

o
o
o
o

II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢Ozeltisinde 24 saat oda
sicakliginda

1. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat

IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2
saat

V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 80 °C su banyosunda 1
saat

VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda
15 dakika

VII. Grup: Once doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 12 saat,
daha sonra %10’luk formaldehit
soliisyonunda 24 saat oda 1sisinda
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Cizelge 3.4. Dordiincti hayvandaki her bir gruba

gozlenen mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

ait dokularda yapilan tespit ve

3
Dordiincii Hayvan - ,§ ~
K . )g() = )%0 e - g
ayit No: 99/16 = 5 é o - E E€ §
E 2 |2 |5 |8 |3 |5 |283
v < M | ¥ |0 | o Q| Bn =
L. Grup: %10’luk tamponlu
formaldehit ¢ozeltisiyle oda 1sisinda 0 0 0 0 0 0 0 0
II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
cozeltisinde 24 saat oda sicakliginda 3 3 3 3 3 3 3 3
II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢oOzeltisinde 60 °C etiivde 12 saat 3 3 3 4 3 3 3 3
IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2
saat 2 2 2 2 2 3 3 2
V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
gézeltisinde 80 °C su banyosunda 1 3 3 3 2 3 3 3 3
saat
VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda 15
dakika 3 3 3 3 3 3 3 3
VII. Grup: Once doymus tuzlu (NaCl)
su c¢ozeltisinde 12 saat, daha sonra
%10’luk formaldehit soliisyonunda 24 2 2 2 2 2 2 2 2
saat oda 1sisinda
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Cizelge 3.5. Besinci hayvandaki her bir gruba ait
gozlenen mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

dokularda yapilan tespit ve

=
Besinci Hayvan ,§
Kayit No: 104/16 2 ko) x o - A SE S

S22 g |E 5| 5 |2as
g |< |28 | € |8 | a S |53

I.  Grup: %10’luk tamponlu

formaldehit cozeltisiyle oda 0 0 0 0 0 0 0 0

1s1sinda

II': Grgp: Doymus tuzlu (NaCl) su 3 3 3 2 3 3 3 3

¢oOzeltisinde 24 saat oda

sicakliginda

I1l. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su

¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat 3 2 3 2 3 3 3 3

IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su

¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2

saat 2 2 3 2 3 2 3 2

V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su

¢ozeltisinde 80 °C su banyosunda 1

saat 2 2 3 2 3 3 3 2

VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su

¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda

15 dakika 3 2 3 2 2 3 2 2

VII. Grup: Once doymus tuzlu

(NaCl) su ¢ozeltisinde 12 saat,

daha sonra %10’luk formaldehit | 1 | 2 | 2 | 1 | 2 | 1 2 1

soliisyonunda 24 saat oda 1sisinda
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Cizelge 3.6.

Altinc1 hayvandaki her bir gruba ait
gozlenen mikroskobik bulgular ve skor degerleri.

dokularda yapilan tespit ve

Altinc1 Hayvan
Kayit No: 145/16

Karaciger

Akciger

Bobrek

Kalp

Dalak

Beyin

Lenf Diigiimii
Sindirim
Sistemi
Mukozasi

. Grup:
formaldehit
1s1sinda

%10’luk  tamponlu
cozeltisiyle oda

o

o

o

o

o
o
o
o

II. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢oOzeltisinde 24 saat oda
sicakliginda

III. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 60 °C etiivde 12 saat

IV. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 70 °C su banyosunda 2
saat

V. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 80 °C su banyosunda 1
saat

VI. Grup: Doymus tuzlu (NaCl) su
¢ozeltisinde 90 °C su banyosunda
15 dakika

VII. Grup: Once doymus tuzlu
(NaCl) su ¢ozeltisinde 12 saat,
daha sonra %10’luk formaldehit
soliisyonunda 24 saat oda 1sisinda
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Cizelge 3.7. Alti hayvandaki her bir gruba ait dokularda tespite ilgili gozlenen
mikroskobik bulgular ve skor degerlerinin matematiksel ortalamalari.

4 4 =R
= [15 o @
G 5 & 0 553
=] -‘é’ = =5 N — = % — O
< =T = 7 n © S © n © Z X g
£ 280 = 3 =2 ~2 =2 T3
3] o= Q “ Q > =3 Q >3 2 g
N °k 3o 58 38 28 |3834d
hapann | 52 |25 | 2% |zE |SE |zE |zzt
y 8.3 23 S =<2 = Sk £S5
g & N o B2 s 23 3 3 23 > . g
ortalama 3 @ = © Q] 2o » 2o 5
Rz o & 20 2o 73] ENO) S8
o . v% = =) E 19 E o =) E o o £ 3
degerleri | =2 8 g < g o S o € o IS QN g
> & A o \© o~ > 0 25 N 22— 32
— o O o [agis] A o S o A o QO 0 o
S A2 =2 < 2 - =2 a2
=5 8.7 57 Sz 87 53 EZE0
8= 2= § = = g = S5E8 |CEET
E5 GRE) O O 5 GR) O g = .TJES
U . N = N S - = N ¥ SENEZ
—_ O = o = o = o > o > oo > 52 2
. 0 3 3 2 25 3 2
Karaciger
(0,0,0000) | (333333) | (333333) | (233222 | (232323) | (332333) | (122212)
Akcis 0 3 3 2 2,5 3 2
ciger
& (0,0,00,00) | (332333) | (333322 | (232222 | (332322 | (333322 | (222221)
Bébrek 0 3 3 25 3 3 2
Gbre
(0,0,0000) | (333333) | (333333) | (233232 | (332333) | (332333) | (221222)
Kal 0 25 2 2 2 2 1
g (00,0000) | (332322) | (222322) | (222222) | (222222) | (331322) | (121211)
Dalak 0 3 3 3 3 3 2
(0,0,0000) | (333333) | (333333) | (233232 | (233332 | (333323) | (222221)
Bevin 0 3 3 2 25 3 1
Y (0,0,0000) | (333333) | (223333) | (222322 | (232332 | (233333) | (1.21211)
Lenf 0 3 3 3 3 3 2
Diigiimii (0,00,000) | (333333) (3,3,3,33,3) (323332 (3,33,333) | (33,23,23) | (2,22,2,2,1)
Sindirim
Sistemi 0 3 3 25 3 3 2
(0,0,0000) | (333333) | (233333) | (233223) | (333322 | (332323) | (222212)
Mukozasi
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Mikroskobik incelemeler sonucu her hayvanin karaciger, bobrek, dalak,
akciger, kalp, beyin, sindirim sistemi mukozasi ve lenf diiglimlerinden her bir tespit
gurubu i¢in ayn1 mikroskobik biiylitmelerde ayr1 ayr1 fotograflar alindi. Fotograflara
ilgili agiklamalarda fotografin hangi tespit gurubuna ait oldugu ve mikroskobik
degerlendirmeler de belirlenen skoru da kaydedildi. Karacigerle ilgili sekiller sekil
3.1 olarak, Akcigerle ilgili sekiller sekil 3.2 olarak, Bobrekle ilgili sekiller sekil 3.3
olarak, Kalple ilgili sekiller sekil 3.4 olarak, Dalakla ilgili sekiller sekil 3.5 olarak,
Beyinle ilgili sekiller sekil 3.6 olarak, Lenf diigiimii ile ilgili sekiller sekil 3.7 olarak,

sindirim sistemi mukozasi(bagirsak) ile ilgili sekiller sekil 3.8 olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Karaciger, HE. x400.

A. l. grup 1. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VII. grup 1. hayvan. Az Hatali Tespit. Skor degeri 1,

C. VII. grup 3. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. Il. grup 1. hayvan. Otolitik. Skor degeri 3.
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Sekil 3.2. Akciger, HE. x400.

A. I. grup 1. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. V. grup 3. hayvan. Az Hatal1 Tespit. Skor degeri 1,

C. VII. grup 5. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. Il. grup 1. hayvan. Otolitik. Skor degeri 3.
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Sekil 3.3. Bobrek, HE. x400.

A. L. grup 3. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VIL grup 3. hayvan. Az Hatali Tespit. Skor degeri 1,

C. VL. grup 3. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. III. grup 3. hayvan. Otolitik . Skor degeri 3.
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Sekil 3.4. Kalp, HE. x400.

A. L. grup 1. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VL. grup 3. hayvan. Az Hatal1 Tespit. Skor degeri 1,

C. IV. grup 1. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. II. grup 1. hayvan. Otolitik . Skor degeri 3.
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Sekil 3.5. Dalak, HE. x400.

A. I. grup 3. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VII. grup 4. hayvan. Az Hatal1 Tespit. Skor degeri 1,

C. V. grup 1. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. III. grup 3. hayvan. Otolitik . Skor degeri 3.

26



Sekil 3.6. Beyin, HE. x400.

A. L. grup 3. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VIL grup 3. hayvan. Az Hatali Tespit. Skor degeri 1,

C. V. grup 3. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. II. grup 3. hayvan. Otolitik . Skor degeri 3.
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Sekil 3.7. Lenf diigtimii, HE. x400.

A. L. grup 1. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VIL grup 4. hayvan. Az Hatali Tespit. Skor degeri 1,

C. VL grup 3. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. I11. grup 1. hayvan. Otolitik. Skor degeri 3.
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Sekil 3.8. Sindirim Sistemi Mukozas1 (Bagirsak), HE. x400.

A. L. grup 1. hayvan. Normal diizeyde bir tespit. Skor degeri 0,
B. VIL grup 5. hayvan. Az Hatali Tespit. Skor degeri 1,

C. III. grup 1. hayvan. Yetersiz tespit. Skor degeri 2,

D. II. grup 1. hayvan. Otolitik . Skor degeri 3.
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4. TARTISMA

Nekropside kadavradan alinan doku 6rnekleri ya da canlidan alinan biyopsiler
bir tespit solisyonunda tespit edilmezler ise lizozomal enzimlerin ve/veya
mikroorganizmalarin etkisiyle otolitik degisikliklere ugrar. Boylece hiicre ve
dokularin yapilar1 bozulur ve istenmeyen degisiklikler meydana gelir. Hiicre ve
dokularin mikroskobik incelemelerinin yolu basta iyi bir tespitten gecer. Bu nedenle
alman dokularin hemen tespit soliisyonuna alinip o andaki halleri ile tespiti
yapilmalidir. Bu maksatla yiizyillar boyunca ¢ok ¢esitli tespit soliisyonlari denenmis
ve kullanilmigtir. Daha ¢ok, doku ve hiicrelerde proteinler, lipidler, mRNA ve DNA
gibi hiicresel bilesiklerin kaybini asgari diizeye indirecek ve sitoplazmik membran,
endoplazmik retikulum, niiklear membranlar, mitokondri ve lizozom gibi
makromolekiillerin  yitkimlanmasimni  Onleyerek dokuyu sertlestirecek tespit
soliisyonlar1 tercih edilmektedir (Eltoum ve ark. 2001a). Boylece tespit olan bu doku
ve hiicreler 151k mikroskobik, elekromikroskobik ve immunhistokimyasal metodlarla
incelenmektedir. Bu incelemeler sonucu hem tespit olmus bu doku ve hiicrelerin
yapisi belirlenmekte, hem de dokularda olusan degisikliklere ilgili hastaliklarin
teshisi yapilabilmekte ve/veya canlinin 6liim nedenini belirlenebilmektedir. Biitiin bu
nedenlerden daima daha iyi, daha kullanigh tespit soliisyonlar1 arayislarina yonelik

caligmalar da devam etmektedir.

Gilinlimiizde dokularin tespiti amaciyla bir¢ok kimyasal madde kullanilmakta
olup, bunlardan en yaygin kullanilan1 formaldehittir. Ciinkii formaldehit dokular1 iyi
tespit edebilen, kolay bulunan ve ucuz bir tespit soliisyonudur. Ancak formaldehit
insan saglig1 agisindan zararli olup, gen mutasyonlari, kromozomal hatalar, tek zincir
kiriklari, kardes kromatit degis tokusu ve hiicre degisimlerini kapsayan genotoksik
(Casanova ve ark. 1988; Shaham ve ark. 1996), mutajenik, teratojenik,
embriyotoksik ve karsinojenik (McLaughlin 1994) etki olusturmaktadir. Bu 6nemli
yan etkileri nedeniyle formaldehite alternatif olabilecek tespit soliisyonu arayislari da
devam etmektedir. Tespit maksadiyla kullanmak {izere {izerinde c¢alisilan

soliisyonlardan bir tanesi de doymus tuzlu su soliisyonudur (Al-Saraj 2010).

Doymus tuzlu su soliisyonunun doku tespitindeki roliiniin arastirildigir bu

calismada dokularin alinmasindan hemen sonra formolde tespit edilen kontrol grubu
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(Grub I) olgularda hiicre sinirlart ve g¢ekirdek kromatinlerinin belirgin oldugu,
sitoplazmada biiziismenin, c¢ekirdekte piknozun, eritrositlerde hemolizin olmadigi,
ayrica ¢izgili kaslarda striasyonun goriilebildigi iyi derecede bir tespitin oldugu
gozlendi. Bu durum formole es, yeterli diizeyde bir tespitin oldugunu, tespite yonelik
bir sorunun olmadigini ifade etmek i¢in “0” rakami ile degerlendirildi. Bu durum
ayn1 zamanda caligmada tespitten boyamaya, preparat haline getirilmeye kadar olan

asamalarin uygun bir sekilde yapildigini da ifade etmektedir.

Calismanin II. Grubunda (doymus tuzlu su soliisyonunda 24 saat oda
sicakliginda yapilan tespit uygulamalarinda) kalp hari¢ alinan biitiin organlarda
tespitin gergeklesmedigi, otolitik degisikliklerin gelistigi, kalpte ise kismi bir tespitin
gerceklestigi anlasilmaktadir. Bu durum 24 saat boyunca oda sicakliginda doymus
tuzlu su ¢ozeltisinin biitiin organlar i¢in histopatolojik inceleme amacli doku tespit
soliisyonu olarak kullanilamayacagina isaret etmektedir. Halbuki Al- Saraj (2010) 3
adet tavsanin karaciger, bobrek ve dalagindan alinan doku 6rnekleri doymus tuzlu su,
formaldehit ve distile su soliisyonunda ayr1 ayr1 tespit ederek formaldehit ile tuzlu su
¢ozeltisini doku tespiti yoniinden kiyasladigi calismada tuzlu su ¢ozeltisinin otolizi
Onledigi, tespit oOzelliginin formaldehite benzer oldugu, doku Kkesitlerinin
mikroskobik incelemelerinde histolojik detaylarin formaldehite yakin diizeyde
oldugunu ve zorunlu durumlarda kullanilabilecegini kaydetmistir. Bahsedilen
calismada doku tespit durumu sadece tespit oldu veya otolitik oldugu seklinde bir
degerlendirilme yapilmistir. Bir dokunun tespit durumunun sadece bu sekilde ele
alinmasi yeterli bulunmamalidir. Ciinkii doku tespitleri ¢ok farkli seviyelerde
olusabilmektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismada doku tespit diizeyleri 0, 1, 2 ve 3
olmak tizere 4 farkli seviyede degerlendirildi. Boylece dokularda gozlenen farkli
seviyelerdeki tespit durumlar1 ortaya konmaya caligildi. Al- Saraj (2010) tarafindan
yapilan calismada doymus tuzlu suda gerceklestirilen ve yeterli bir tespitin oldugu
kaydedilen dokularin mikroskobik resimleri incelendiginde goriilecektir ki tuzlu su
tespitlerinde hiicreler sadece kaba hatlar1 ile goriilebilmekte, cogu hiicrede
sitoplazmalar eozinofilik, ¢ekirdek kromatinleri ise secilememektedir. Halbuki
yapilan bu c¢alismada benzer seviyedeki tespitlerin skoru 2 olarak, yani tespit

histopatolojik degerlendirmeler igin yetersiz olarak belirlendi.
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Yine ayn1 konuda Gbadamosi (2014) tespit soliisyonu olarak doymus tuzlu su
(sofra tuzuyla hazirlanan) ve doymus sodyum klorid, doku olarak da karaciger ve
testisten alinan numuneler kullanarak yaptigi c¢alismada her iki soliisyonda da
karaciger O6rneklerinin yeterli diizeyde tespit oldugunu, testislerden alinan 6rneklerin
ise yeterince tespit edilemedigini kaydederek, doymus tuzlu su soliisyonunun
karaciger tespitleri i¢in maksimum 48 saat periotta kullanildig1 zaman dokuyu tespit
ettigi ve ayrica daha ucuz ve karsinojenik olmadigi i¢in rutin histolojik prosediiriinde
kullanilabilecegi bildirilmistir. Gbadamosi (2014) de ¢alismasinda tespit sonuglarini
sadece tespit yeterli veya otoliz sekillendi seklinde degerlendirmis, daha once de
bahsedildigi gibi tespit durumu daha detayli incelenmeliydi. Ayrica ilgili ¢alismanin
karaciger tespiti bulgulari incelendiginde o bulgularin saglikli bir histopatolojik
incelemeler i¢cin uygun olmadigi da anlagilmaktadir. Ciinkii histopatolojik
incelemeler dokulardaki patolojik tablonun teshisine yonelik bir calismadir. Bu
nedenle hiicre sitoplazma ve ¢ekirdeklerindeki, interstistisyel dokulardaki
degisiklikler acik ve net olarak gozlenebilmesi gerekir. Bu da oncelikle dokunun iyi
tespitini  gerektirir. Arastirict da bu degerlendirmesinin histoloji laboratuvari

calismalari i¢in oldugunu vurgulamistir.

Calismanin III. Grubunda (doymus tuzlu su soliisyonunda 60 °C etiivde 12
saat tespit uygulamalarinda) kalpten alinan dokularda kismi bir tespitin gerceklesmis
olmasma karsin diger organlarda tespitin yeterli diizeyde olmadigi, otolitik
degisikliklerin gelistigi anlasilmaktadir. Bu durum 12 saat boyunca 60 °C etiivde
doymus tuzlu su c¢ozeltisinin kalp hari¢ calismada kullanilan diger organlar igin

uygun bir doku tespit sollisyonu olarak kullanilamayacagina isaret etmektedir.

Calismanin IV. Grubunda (doymus tuzlu su solisyonunda 70 °C su
banyosunda 2 saat uygulamalarinda) otolitik degisiklikler sadece lenf diigiimleri ve
dalakta sekillendigi, diger organlarda ise grup I ve II’ye gore kismi bir tespitin
gerceklesmis oldugu anlagilmaktadir. Bu bulgulardan 1s1 uygulamasinin tuzlu su
sollisyonunun tespit potansiyelini artirdigi, bu konuda farkli siireleri ve farkli 1s1

seviyelerini igeren yeni ¢alismalara ihtiyag duyuldugu anlagilmaktadir.

Calismanin V. Grubunda (doymus tuzlu su soliisyonunda 80 °C su

banyosunda 1 saat uygulamalarinda) ve VI. Grubunda (doymus tuzlu su
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soliisyonunda 90 °C su banyosunda 15 dakika uygulamalarinda) genelde yeterli bir
tespit elde edilememistir. Bu durum 70 °C’nin istii 1s1 uygulamalarmin tuzlu su
sollisyonunun tespit potansiyelini artirmadigi, hatta olumsuz yonde etkilediginin bir

gostergesidir.

Calismanin VII. Grubunda (6nce doymus tuzlu su soliisyonunda 12 saat, daha
sonra %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat uygulamalarinda) kalp ve beyin
dokularinda formaldehit tespitlerine yakin diizeyde, diger organlarda ise kismi bir
tespitin  gerceklestigi  anlasilmaktadir. Elde edilen bu sonu¢ formaldehit
solisyonunun bulunamadigi durumlarda doku orneklerinin doymus tuzlu suya
almarak 12 saat igerisinde formaldehit soliisyonuna gecilerek organ ve dokularda
gelisebilecek otolitik degisikliklerin Oniine gecilebilecegini ifade etmektedir. Yalniz
tuzlu sudan formaldehite geciste dokular 6nce 15-20 dakika siire ile akansuda

yikanip tuzun uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Olszewski ve ark. (2004) deri ve inguinal lenf diigimlerinden alinan doku
orneklerinin anhidrid sodyum kloriir soliisyonu igerisinde bir hafta ve bir ay siireyle
beklettikleri dokular iizerinde yaptiklari c¢alisma sonucunda dokularin morfolojik
yapilarin1 ve immunoreaktivitesini korudugunu kaydetmislerdir. Derinin otolitik
degisikliklerin en ge¢ sekillendigi bir organ olmasi nedeniyle tuzlu su tespitleri
yeterli olabilir. Fakat yapilan bu ¢alismada oda sicakligindaki doymus tuzlu su
soliisyonlarinda lenf diigiimii tespitleri yeterli diizeyde degildi. Arastiricilar da
dokularin sadece morfolojik yapilarint koruduklarindan bahsetmekte, histopatolojik

degerlendirmeleri hakkinda bilgi vermemistir.

Gbadamosi (2014) rat karacigeri ve testisleri ile yaptigi ¢alismada doymus
tuzlu su sollisyonunun doku tespit potansiyeli oldugunu, fakat tespit potansiyelinin
organlar arasinda farkli diizeyde oldugunu belirterek doymus tuzlu su soliisyonunun
tespit amaciyla kullanilmasina yonelik daha fazla ¢alismalarin yapilmasinin gerekli

oldugunu vurgulamistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada doymus tuzlu su soliisyonunda 24 saat oda
sicakliginda, 12 saat 60 °C etiivde, 1 saat 80 °C su banyosunda ve 90 °C su
banyosunda 15 dakika tespit uygulamalarinda genelde yeterli bir tespit elde
edilememistir. Bunun yaninda tuzlu su soliisyonunda 70 °C su banyosunda 2 saat
tespit uygulamalarinda kismi tespitler yapilabilmis, once doymus tuzlu su
sollisyonunda 12 saat, daha sonra %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat tespit
uygulamalarinda ise Yeterli diizeyde, histopatolojik incelemelerin yapilabilecegi,
formaldehite yakin tespitler gerceklesmistir. Bu c¢alismada doymus tuzlu su
soliisyonunun bir tespit potansiyeli oldugu, bunun i¢in de doku tespit 6zellikleri olan
farkli kimyasallarla birlikte veya daha baska metotlarla bu konudaki ¢aligmalarin

devam etmesi gerektigi, olumlu sonuglar alinabilecegi kanisina varilmistir.

Ayrica  formaldehit  soliisyonunun  bulunamadigi  durumlarda doku
orneklerinde otolitik degisiklikleri durdurabilmek ic¢in gegici olarak doymus tuzlu
suya alinabilecegi ve daha sonra formaldehit soliisyonuna alinmasinin uygun olacagi

anlagilmistir.
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Karar Sayisi 2015/95

S.UJ. Veteriner Fakiltesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mustafa Kemal CIFTCI tarafindan
sunulan “Doymus tuzlu (NaCl) su cézeltisinin doku tespit isleminde kullanimimn
arastirilmasi” bashikli Tez Projesi bagvurusu degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmada, S.U. Veteriner Fakilltesi Patoloji Anabilim Dalina nekropsi igin getirilen fi¢
bas ruminant kadavrasimin materyal olarak kullamlaca@ bildirilmektedir. Arastirmada,
doymus tuzlu (NaCl) su ¢ozeltisinin farkh kosullarda dokular: ne oranda tespit edebilecegi
incelenerek rutin uygulamalarda formaldehit soliisyonuna alternatif bir tespit soliisyonu
olarak kullarulabilirliginin arastinlmasimn amaglandif belirtilmektedir.

Bagvuruda, Selguk I:'niv;_rsilcsi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Aragtirma
Merkezi Etik Kurulu (SUVDAMEK) Yonergesi ilkelerine uyulduguna, projenin aragtirma
etigi acisindan “Uygun olduguna® oy birligi ile karar verilmistir.
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