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OZET

Bu makalede doku tesbitinde c¢ok
onemli yeri olan oroteinlerin  yapisi,
genel tepkimeleri, islevsel guruplari,
amfoterik ozelligi hakkinda kisa bilgi
verilmis, Formalinin ve dider tesbit

gozeltilerinin fiziksel ve kimvasal ozel- '

likleri, genel tepkimeleri ve doku tes-
biti sirasinda adzdénunde bulundurul-
masi aereken zorunluklar da etraflica
tartistimistir.

Dr. Rifki FINCI®*

SUMMARY

In this paper, a summarizing
knowledge about structure, usual re-
actions, fonctional groups and ampho-
teric peculiarities of proteins which
are very important for tissue fixation,
has been given. Chemical and physi.
cal peculiarities, common reactions of
formalin and other fixatives has been
discussed. We also discussed what
has to be considered during tissue fi-
xation.

Canli organizmalarin temel yapilari olan hiicrenin seklini boz-
madan ve hiicre elementlerinde kayba meydan vermeden dokunun ka-
tilastiriimasi ve seklinin canli organizmalardakine yakin olarak ko-
runmasina doku tesbiti denir. Tesbitin tam olarak yapilabilmesi icin
tesbitte 6nemli islevi olan proteinlerin ve kullanilacak tesbit cozel-
tisinin ozelliklerinin iyi bilinmesi gereklidir. Bu nedenle konu iki bo-

liimde incelenmelidir.

— Dokularin tesbiti,
— Tesbit cozeltileri.
— Tesbit :

Tesbitin genel kavrami :

Biitiin canli organizmalar inorganik ve

organik maddelerden olusmustur. Inorganik maddelerin ve organik
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maddelerden karbonhidrat (CH) ve lipidlerin doku tesbitinde &nemli
bir yeri yoktur. Lipidler ve CH larin tesbiti icin 6zel tesbit cozeltileri
secilmelidir. Doku tesbitinde en énemli yeri hiicrelerin ve dokularin
esas catisini olusturan proteinler alir. Hiicre icindeki kimyasal tep-
kimeleri yoneten enzimler protein yapisinda maddelerdir. Bu prote-
inler tesbit edildigi vakit hiicre ve dokularin sekli canli organizma-
dakine yakin olarak korunmus ve hiicre ici enzimleri stabil hale ge-
tirilmis olur. Hiicre ici enzimleri stabil hale getirilmeyecek olursa,
alinan dokuda otoliz baslar’. Dokunun biyikligi, enzimatik zengin-
ligi, kandan zengin olusu ve yiiksek isi otoliz olayini hizlandiran et-
kenlerdir2*

Doku canli organizmadan alinir alinmaz teshit cozeltisine konur
ve T 4°C de tesbite birakilirsa otoliz 6nlenmis olur’. Alinan dokunun
biitiin derinliklerine tesbit cozeltisi hemen isleyemsz. Dokunun de-
rin tabakalarinda otoliz devam eder. Bu nedenle tesbit c¢ozeltisine
konacak doku miamkin oldugu kadar ince dilimler halinde olmali
ve yukaridaki sakincalar gozoniinde bulundurulmahidir. Dokular for-
malinle tesbit edildigi vakit dezenfektan etkisi nedeniyle dokularin
bakterilerle kokusmasi ve bozulmasi da 6nlenmis olur.'??

Tesbit islev varsayimi : Doku tesbiti sirasinda dokularin organik
maddeleri olan protein, karbonhidrat ve lipidlerinde birgok kimyasal
olay meydana gelir. Giincel histolojik ve patolojik inceleme igin kul-
lanilan tesbit cozeltileri CH ve lipidleri tesbit etmez, proteinleri ise
molekil yapisinda fiziko-kimyasal ve kolloidal 6zelliklerinde degis-
meler yaparak tesbit eder.?

Tesbit sirasinda meydana gelen bu degismeleri anlayabilmek igin
proteinleri ve tesbit cozeltilerini iyi tanimak gerekir.

PROTEINLER

Belirli oranda ve sekilde karbon (C), Hidrojen (H), Oksijen (O),
Azot (N) ve Kukirt (S) elementlerinin birlesmesiyle aminoasitler
2356

meydana gelir’,’" Her aminoasidde ortak yapi —NH, ve COOH guru-
budur. Degisen kisimlari ise (R) ile gosterilen kisimlardir (Sekil 1).

NH.
|

R— C — COOH ya da R. CH NH.COOH
. o H
H (] 1)

Sekil : 1 — Aminoasid formiili G —'N
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Bircok aminoasidin birbirine peptid bagiyla baglanmasi sonucu
proteinler meydana gelir (Sekil 2).

H O H H O H H O H H O
| 1] I I 1 ke o I | Il

HN—C—C—N—C—C—N—C—C—..N—C—C—0OH
| | | I
{ iny 2 - A
Amino grubu Carboksil grubu
Sekil : 2 — Fibriler proteinlerin formili

Bu formiilden de anlasildigi gibi fibriler proteinlerin birinci ve
ikinci yapisinda liflerin bir ucunda serbest amino (NH:) Obiir ucun-
da da karboksil gurubu (COOH) vardir. Bu yapisindan dolayi prote-
inler amfoterik ozellik gosterirler??’

Protein molekiiliiniin amfoterik yapisina bagh ozellikleri’,’} :

a) Asit baz baglama ozelligi :

Proteinler tasidiklari +NH: ve COO— guruplari dolayisiyla amino-
asitler gibi amfoterik maddelerdir. Yani hem asit hem de bazdirlar.
Asit ve alkalilerle tepkimeye girerler ve tuzlar olusturarak ¢okerler.

Asit ve alkali durumlar arasinda ayni degerde pozitif ve nega-
tif yike sahip olduklarindan bu noktada elektrik yiikleri sifirdir ve
pH si da izoelektrik noktadir. Bu noktada aminoasitlerin dissasyon-
larn ok fazla, stabilite ve cékme hizlar da ¢ok disiiktir. Bu pH dan
asit ve alkali taraflara hafif kaymalar, proteinlerin ¢okme hizint ve
tuz olusturma egilimini artirir,

b) iyonlarla erir-erimez tuzlar olusturma (Cokelme) :

+H ve OH— dan baska negatif ve pozitif yiikli her tirli iyonlari
da baglayabilirler.

Triklorasetik asit, pikrik asit, tungstik asit gibi protein ¢oktiricu-
lerin anyonlari katyonlasmis proteinle birlesir, erimez tuzlar olustura-
rak proteinleri tesbit ederler. Proteinler anyon halindeyken, agir me-
tallerin katyonlari da ayni sekilde protein ¢okturiici olarak etki eder-
ler. Civa (Hg++) vb. Bakir ise tuz olusturmaz, proteinin COOH, NH:
ve S—S gruplari ile tepkimeye girerek koordinasyon kompleksleri
(selat) olustururlar (Sekil 3).
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1
H.C —N 0O—C=0
>Cu< |
0=C—0 h|l—CHz
i

Sekil : 3 — Glikol bakir kompleksi.

¢) Su baglama ve Suyunu verme ozelligi :

Protein molekiilii izoelektrik noktada pozitif (+NH.) ve negatif
(COO—) guruplarna sahiptir’. Su molekili ise dipol karakterdedir?
+H

>0--. Bu yiiklerden dolay: proteinle su arasinda bir etkilesim
+H

meydana gelir ve protein etrafinda bir su kilifi olusur (Serbest su).
Bu elektriki etkilesim dolayisiyla molekiillerinin biiyiik ve agir olma-
sina ragmen proteinler su icinde cokmezler, asili veya yiizer gibi
dururlar (Hidrofil Kolloid = sol) (Sekil 4).

H
+H !_ H+
>0-- +H—N+ — H+ --0<
+H ] H+
Su R Su
Protein

Sekil : 4 — Hidrofil Kolloid

Bu su kilifindan baska bir de proteinin heliks yapisini koruyan
ic bag suyu vardir (Bagh su).

Alkol ve aseton gibi kuvvetli su cekicilerle proteinlerin suyu
cekilirse proteinler ¢okerler'2’’® (Hidrofob kolloid). Alkol tipi tes-
bitte tepkime bu sekilde olur.

d) Formaldehit protein liflerini birbirine metilen baglariyla bag-
lar ve proteinlerin aglasmasina (ag seklini almasi)) neden olur? Bu
baglanma proteinlerin aktif gruplariyla oldugundan proteinlerin tep-
kime ozellikleri azalir ve ¢éker (formalin tipi tesbit) (Sekil : 5).
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R_TH + HCH(‘)!A“*> R—CH;OH + R"—H R —CH. — R'—H.O
Protein / formaldehit

Sekil © Formalin tipi tesbit

Proteinlerin Niolekiil Yapisr :
Dogada proteinler 2 sekilde bulunurlar;?}*
I) Fibriler proteinler,

1) Globiiler proteinler.

Fibriler proteinlerin 1. ve 2. yapisi globiiler proteinlerinse 1. 2.
3. 4. yapilar vardir.

Birinci yapi (Primer yapi) : Aminoasitlerin birbirine peptid bag-
lariyla baglanmasi sonucu uzun bir aminoasit zinciri meydana gelir,
buna birinci yapi denir. Bu yapi fibriler ve globiiler proteinler igin
aynidir.

ikinci yapi (Sekonder yapi) : Peptid zinciri helezon (heliks) sek-
lini alir (fibriler proteinlerin 2. yapisi) ya da helezon seklini aldiktan
sonra kendi tizerine sarilir. Yani katlanir (Globiler proteinlerin 2.
yapisi). Fibriler proteinler peptid zincirlerinin bosluktaki konumuna
gore 3 kurulus tipi gOsterirler.

a) Alfa keratin tipi kurulus,
b) Beta keratin tipi kurulus,
c) Kollagen tipi kurulus.

a) Alfa keratin tipi kurulus : Keratin liflerinde peptid zincirleri bir
helezon (heliks) olustururlar (alfa heliks). Bu helezon seklinin korun-
masi helezonun eksenine paralel olan zincir i¢i hidrojen koprileri
sayesinde olur. Helezon i¢indeki hidrojen baglari elektron negatif
olan atomlarin elektronlarini hidrojenle paylasma egiliminden dogar.
Peptid baglarindaki -N- ile bir O- ya da iki (-O-), bir hidrojen atomuy-
la birbirine baglanir (Sekil 6).
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C = HN
T T (:
Hidrojen koéprisi Amino grubu

Karboksil grubu

Sekil : 6 — Iki ayri peptid baginin elemanlari arasinda Hidrojen koorisi.

Bu -hidrojén baglari gevsek baglardir. Fakat sayilarinin ¢ok fazla
olmasi, heliks yapisinin korunmasinda ¢ok nemli rol oynarlar.

Heliks kurulusundaki bircok peptid zinciri bir halattaki lifler gi-
bi beraberce burularak bir araya gelirler. Peptid zincirleri arasinda
yerce uygun olan bélgelerde -NH- ve -CO atom gruplar birbirine
(H) baglariyla baglanir.

Bu gruptaki proteinler sa¢ ve kilin keratini, (proteinleri) fibrin,
fibrinojen, myozindir ve hepsi de elastik fibriler proteinlerdir.®

b) Beta keratin tipi kurulus : Heliks yapisimi koruyan i¢ hidro-
jen kopriileri kopmustur. Helezon sekli acilir ve lifin boyu uzar. Kom-
su peptid zincirleri hidrojen kopriileri ve R gruplari da yan baglarla
birbirine baglanmistir.

c) Kollajen tipi kurulus : Ug amino asidden olusan dc ayri hele-
zonun birbiri {izerine kivrilmalari ve hidrojen baglariyla birbirine bag-
lanmalari sonucu bu yapi olusur. Kollajen bir fibriler proteindir.

Globiiler proteinlerde ikinci yapi : Heliks yapisindaki fibriler pro-
teinler kendi istiine kivrilir, katlanir, hatta ilmiklenirler. Bu yapinin
devamini yan baglar (H- bagi, S-S bagi, serbest -COO ve H:Nt yiikli
gruplar arasindaki tuz bagi) giicii saglar. Hemoglobin, myoglobin, se-
rum albuminleri, ribonukleaz, ovalbumin, insulin, laktoglobin vb. glo-
biiler proteinlerdir.

Globiiler proteinlerde 3. yapi : Globiiler proteinlerde yan baglar
tepkimeye girerek baglanir. Bu yapida protein molekiilii siki bir yapi
alir ve protein molekiiliiniin bagh suyu cok azalir. Yan baglarin (R)
birbirine baglanmasinda -COO ve NH: arasindaki tuz bagimin gok
onemli etkisi vardir.



68 PATOLOJI BULTENI

Dérdinct Yapr : Monomer birimlerin  polimerlesmesi sonucu
dérdiincii yapr meydana gelir. Cevre sartlarina gére bu polimerler
ayrilir veya monomerler birleserek agregatlar yaparlar.

Proteinler hakkindaki genel bilgilerin verileri sayesinde doku-
da tesbit islemi soyle ozetlenebilir : 23°

Fiziksel ve kimyasal etkenlerle, proteinlerin heliks yapisint ko-
ruyan 'baglar koparilir veya gevsetilirse proteinlerin fiziko-kimyasal
ozelligi degisir ve lifi hal alir?’® Bu olaya denatiirasyon denir. Dena-
tirasyonla proteinlerin fiziko-kimyasal o6zellikleri ve heliks yapisi
bozulur, fakat proteinin toplam molekiiliinde bir kayip olmaz. Heliks
yapisinin bozulmasiyla bagh suyunu kaybedip lifi hale gecen prote-
inler ikincil olarakta, su kilifini kaybederek hidrofil halden hidrofob
kolloid hale donerler. Bu durumdaki lifi proteinlerin amino asitleri-
nin bazi aktif gruplari serbest hal alir ve kimyasal tepkimelere daha
iyi cevap verirler.

Denatiirasyonla olusan lifi proteinler globiler proteinlerden ayri
ozelliklere sahip olurlar. Serbestlesen aktif gruplar birbiriyle tepki-
meye girerek protein lifleri uzar ve bircok lif arasinda kimyasal bag-
lanmalar olusarak lifler ag seklini alirlar. Denatiirasyon ve aglasma
ile proteinler sol (kolloid parcaciklar su icinde dagilirsa bu ¢ozeltiye
sol denir) halden jel hale donerler. Sol halden jel hale dénen prote-
inler karmasik kati bir durum alir. Boylece tesbit islemi de bitmis
olur$

Denatiirasyon ve aglasmaya neden olan kimyasal etkenler pro-
teinle baglanarak cozeltideki derisiklikleri azalir (formalin tipi tes-
bit), bu nedenle bu gibi c¢ozeltiler bir kere tesbit igin kullanildiginda,
ikinci sefer kullanilmamalidir?

Alkol-tuz ve asit tipi tesbitte ise, proteinler denatiire olurlar,
fakat aglasmaya karsi bir tepkime meydana gelir. Alkol, aseton gibi
kuvvetli su cekiciler dokunun serbest ve baglh suyunu gekerler ve
dokuyu denatiire ederler. Dokudan cektikleri su kabin dibinde toplan-
digindan tesbit sirasinda bu durumu da g6zoniinde bulundurmak ge-
rekir?
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Tesbit Cozeltileri® :

1.

2.

Saf tesbit ¢ozeltileri

A.

Su cekerek tesbit edici cozeltiler :

a) Alkol
b) Aseton

. Tuz olusturarak tesbit eden cozeltiler :

a) Siiblime
b) Potasyum bikromat

c) Uranil asetat

~d) Pikrik asit.

. Kolloidlerin su c¢ekme giiciinii degistirerek tesbit

Cozeltiler :

a) Asetik asid
b) Triklor asetik asid
c) Sulfosalisilik asid
d) Kromik asid.

. Ag yaparak tesbit ediciler :

a) Formalin
b) Glutaraldehit
c) 0.0«

Karisim halindeki tesbit cozeltileri

A.

Formalinli karisim gozeltileri :

a) ORTH karisimi

b) Bouin karisimi

c) HELLY karisimi

d) LILLI'nin BLEINITRAT - FORMALIN karisimi

69

eden
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e) CAJAL'n BROM-FORMOL karisimi
f) LISON VOKAER'in glikojen tesbit cozeltisi.

B. Formalinsiz karisim cozeltileri :
a) CARNOY karisimi
b) ZENKER cozeltisi
c) CAJAL Noérofibril cozeltileri.

TESBIT COZELTILERI
1. SAF TESBIT EDICILER :

A. a-b) Konsantre alkol-aseton (organik), Amonyiim siilfat (inor-
ganik) :

Bu cozeltilerle kolloidlerin suyu cekilirse proteinlerle su arasin-
daki elektriki etkilesim bozulacagindan proteinler flokiile olur ve ¢o-
kerler. Bu sekil tesbite alkol tipi tesbit denir.

B. Tuz Olusturarak Tesbit Ediciler :

a) Siiblime (HgCly) : Proteinle siiblime arasinda agir metal tuz-
lari olusarak dokular tesbit edilir. Bu tuzlar Ki cozeltisinde coziiniir-
ler. Ki ise preparattan sodyumtiyosiilfatla (Na:5:0:) temizlenir. Subli-
menin % 5-6 lik saf soliisyonlari dokuyu fazla katilastirdigindan ka-
rnsim halindeki soliisyonlari (HEIDENHEIN «Sasa», HELLY) 6zel amac-
Ii teshitlerde kullanilir.

b) Potasyum bikromat (K:Cr:07) : Kuvvetli oksidan maddedir. Go-
zeltideki kromat, proteinlerin hidroksil gruplari ile tepkimeye girer.
Proteinin bazik grubu (NH,—) ve asidofilisi artar. Tesbit isleminden
sonra doku iyice ytkanmaldir.

¢) Uranilasetat (CH:.CO0): UO,. 3H.0) : Proteinlerin negatif gru-
bu ile uranil iyonunun (UO.++) pozitif yiikii arasinda bir etkilesim
olur ve doku tesbit edilir. Tesbit c¢ozeltisi olarak tek basina hemen
hemen hi¢ kullaniimaz.
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o

NG,

d) Pikrik asit : w,  Sari renkli igne seklinde (Trinitrofenol)

zehirli maddedir. Pikrik asit cozeltilerinde protein proteinpikrat ha-
linde cokerek tesbit olur. Celloidine gomilecek pargalar icin oneril-
mez.

C. Kolloidlerin Su Cekme Giiciinii Degistirerek Tesbit Ediciler :

Koloid kisimlarin su tutma giicii, izo-elektrik noktada minimum-
dur. izoelektrik noktadan asid ve alkaliye hafif kaymalar bu giicii
arttirir. Yiksek ve diisiik pH da ise bu giic cok azalir. Asit ilavesi
ile kolloid cézeltinin pH si fazlaca asit tarafina kaydirilirsa kolloidin
su tutma yetenegi azalir «Gel» hale déner. Bu gruptaki biitiin mad-
deler dokuya cabuk islerler ve kalsiyum tuzlarini cézerler.

a) Asetik Asit (CH: COOH) : Niikleoproteinler icin iyi coktiirii-
cidir. Hiicre cekirdedi ve kromozomlari iyi tesbit eder. Sitoplazma
ve mitokondriler icin iyi tesbit edici degildir. Kuvvetli su cekici 6zel-
liginden dolayi dokuyu burusturdugundan saf cézeltileri degil, kari-
simlari tesbit edici olarak kullanilmalidir.

b) Triklorasetik asit (CCI:COOH) : Renksiz, kuvvetli su ceken
kristaldir. % 5 lik cozeltisi dekalsifikasyon icin kullanilir ve sinir
dokusunun tesbiti icin uygun tesbit edicidir (8-20 saat).

o
c) Sulfosalisilik asit o : Karisim veya % 5 lik saf ¢ozel-

tisi ile tesbit yapildiginda biitiin boyalarla iyi boyanan kesitler elde
edilir. Proteinleri kuantativ olarak ¢oktiiriir. Salgilardaki proteinleri bi-
le gbrinir hale getirir. 6-24 saatte, karanlikta dokuya optimal sert-
lesme vererek ve burusturmadan tesbit eder. Tesbitten sonra dokuyu
iyice yikamak gerekir. Doymus pikrik asit soliisyonu ile esit miktar-
da karisimi Fuelgen nukleus boyasi icin cok iyi tesbit ¢ozeltisidir.

d) Kromik Asit : Susuz kromtrioksit kristalinin (CrO:) sudaki % 1
lik gozeltisi kromik asidin (H.CrO:) ana g¢ozeltisini verir. Ana cozel-
tiden hazirlanan % 0.5-0.25 lik tesbit ¢ozeltisi siddetli oksidan bir
maddedir. Kiciik dokulara bir giinde yesil bir renk vererek isler.
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Doku yeteri kadar sertlestikten sonra bu renk solana kadar ytkamak
gerekir. Disiik konsantrasyonlari dokuyu masere eder. Bu tesbitten
sonra doku ve hiicrenin ince yapisi dzellikle bazik boyalarla iyi boya-
nir.

D. Aglasma Yaparak Tesbit Ediciler :

a) Formalin : Protein molekiillerini metilen koprileri ile birbi-
rine baglayarak dokuyu tesbit eder. Bu konu ileride genis olarak ele
alinacaktir.

b) Glutaraldehit : Tasidigi aldehid grubundan dolayi formaline
benzer sekilde dokuyu tesbit eder. En iyi sonu¢ % 1 - % 6.5 luk de-
risiminden alinir. % 1 lik derisiminin osmotik basinci 100 mosm dur.
Canli doku tesbitinde bu osmotik basincin 300 mosm; 6lii doku tes-
bitinde de 450 mosm olmasi gerekmektedir. Osmotik basinci 400
mosm pH si 7.3 olan 1000 ml % 1 lik fosfat tamponlu glutaraldehid
cozeltisi hazirlamak icin, 2.98 g NaHPO: . H:0, 30.4 g NaHPO: . 7H.O ve
40 ml % 25 lik glutaraldehit almak gerekir. Kiigiik dokular 1-6 saatte
tesbit edilir.

¢) Osmik Asit (0.0:) : Protein, yag ve lipoidler icin iyi tesbit
ozelligine sahiptir. Dokuya 1 saatte 0.5 mm isleyebildiginden tesbit
cozeltisi olarak kulaniimasi gok kiigiik parcalar icin uygun olur.

Osmik asidin cift baglar, biitiin lipidlerle peroksid baglari ile
baglanir (Sekil 7).

+ 0s0y4
— CHp—CH=CH—-CHp — ——> — CHy—CH—CH—CHy—
+ |
2 0s04 O\ ,O
* Os
— CHp—CH=CH—CHp — o b
+
l — CHy—CH=CH—CHp —
— CH—CH—CH—EHy — l
| — CHyp —CH—CHM—CHp —
0 0 0 0
N 7 P
:Os \Os/ 0] (0]
‘4 L 7w " ~ 7
0] 0 0 o] 0=0s=0
L v
— CHp—CH—CH—CHy — — CHp —CH—CH—CHy —

Sekil 7 : Osmik asidin yag asidleri ile baalamsi
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Yukaridaki tepkimeden de goriilecegi gibi 2 molekil yag asidi
arasinda bir veya iki OsO: kopri olusturur. Her iki sekilde de birbiri-
ne benzer bir aglasma meydana gelir. Polisakkaritlerle de yukaridaki
sekilde aglasma yapar. OsO: ile tesbit edilen dokular asiri oksidas-
yondan dolayr osmik asitle baglandigi, yani daha énce c¢ift bag ihti-
va ettigi yerden kopar, bu nedenle dokular uzun zaman tesbit so-
liisyonunda birakilmamalidir.

Proteinlerin aktif gruplan ile baglanarak proteinleri ag seklince
tesbit ederler.

2. KARISIM HALINDE KULLANILAN TESBIT COZELTILERI :

Tek basina kullanildigi vakit dokuda asiri katilasmaya neden olan
veya niikleik asitlerin ¢oziinmesine neden olan, fakat bazi 6zel islem-
ler icin gerekli olan cozeltilerdir.

A. Formalinli kanisimlar :

a) ORTH KARISIMI : (1 kisim formalin + 9 kissm MULLER ¢6-
zeltisi) 24-28 saatte iyi sonuclar verir. Medulla spinalisin tesbiti i¢in

onerilir (8-14 giin).

b) BOUIN KARISIMI : (15 kisim doymus pikrik asit, 5 kisim for-
malin, 1 kisim asetikasit). En iyi netice 2-24 saatte alinir. Embriyo-
nun tesbiti igin onerilir.

c) HELLY KARISIMI : (100 ml MULLER cozeltisi, 5 gr siblime,
5 ml formalin). Tesbit siiresi 1-6 saattir. Plazma ve cekirdek catkisi-
m iyi korudugundan, kemik iligi ve sitolojik arastirmalar igin iyi tes-
bit edicidir.

d) LILLI'nin BLEINITRAT-FORMALIN GCOZELTISI : (8 gr Bleinitrat,
80 ml abs. alkol, 10 ml % 4 formalin, 10 ml su). Tesbit siiresi 24 sa-
attir. Mast hiicreleri ve mukopolisakkaritler icin uygun tesbit cozelti-
sidir.

e) CAJAL BROM-FORMOL KARISIMI : (15 ml formalin, 2 gr
amonyum bromid, 85 ml su), Glia impregnasyonu icin kullanilir. Tes-
bitten sonra (2-25) giin doku yikanmalidir.
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f) LISON VOKAER'in GLIKOJEN TESBIT COZELTISI : (% 96 hk
alkolde doymus pikrik asit ¢ozeltisinden 85 ml, 10 ml formalin, 5
ml asetik asit). Kiiciik parcalari, buzdolabinda 5-10 saatte tesbit eder.
Glikojen igin iyi tesbit edicidir. Tesbitten sonra absoli alkolden ge-
cirilerek gomme islemi yapilmahidir. Ciinkii glikojen suda erir.

B. Formalinsiz Karnisimlar :

a) CARNOY KARISIMI : (60 m| absolu alkol, 30 ml kloroform,
10 ml konsantre asetik asit). Dokunun 1 saatte 1 mm derinligine isler.

b) ZENKER COZELTISI : (100 ml MULLER cozeltisi, 5 gr sibli-
me, kullanmadan 6nce 5 ml konsantre asetik asit) ile tesbit edilen
dokulardan Azan ve Goldner boyalar ile, iyi boyanan kesitler elde
edilir. i

c) CAJAL NEUROFiBRIL GOZELTISI : (40 ml pyridin, 30 ml %
96 lik alkol). Bu cozelti ile doku 24 saatte tesbit edilir.

DOKU TESBITIi SIRASINDA GOZONUNDE BULUNDURULMASI
GEREKLI HUSUSLAR

a) Tesbit edilecek doku biiyiik olmamali ve 0.5 cm.den daha ka-
lin olmamaldir. Bu sartlara uyulmazsa tesbit soliisyonunun igleyeme-
digi doku derinliklerinde otoliz meydana gelir.

b) Tesbit soliisyonuna konan doku +4°C de tesbite birakilmali-
dir. Her ne kadar diisiik 1silar tesbit soliisyonunun dokuya islerligini
azaltirsa da otolizi 6nlediklerinden iyi tesbit icin bu zorunluga uymak

gerekir.

c) ici bos organlar tesbit soliisyonu ile doldurulmalidir. Boylece
tesbit soliisyonu dokuya hem iki yilizden isler, hem de boslugun
ic yiiziindeki diizgiin yiizey seklini korumus olur.

d) Dokunun burusmasina ve katlanmasina meydan verilmemeli-
dir. Kirisma ve katlanma olasiligi olan dokular mantar plakalar lze-
rinde gerilerek tesbit edilmelidir.
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' g) Tesbit sollisyonu ile tesbit edilecek doku arasinda belirli bir
oran olmahlidir. Bu 'oran her tesbit solusyonuna 0zgii olarak degis-
mektedir. Tesbit sirasinda doku proteinine baglanip ortamdan tiiketi-
‘len ¢ozeltiler (formalin) icin bu oran 1/20 den daha az olmamali ve bir
defa tesbit i¢in kullanilan formalin bir daha kullanilmamalidir.

f) Kaba, once tesbit soliisyonu sonra parga konmalidir. Aksi ya-
pilirsa doku kaba yapisir ve bu yapisma yerinden tesbit soliisyonu do-
kuya isleyemez.

g) Yagdan ve havadan zengin dokular tesbit soliisyonunda yiiz-
dikleri icin bir kaset igine alinarak tesbit edilmelidir.

h) Tesbit solliisyonunun dokuya isleyisini hizlandiran islemler-
den kacinmalidir. Yiksek 1s1 bir yonden tesbit sollisyonunun dokuya
islerligini arttirir. Diger yonden de dokuda otolizi hizlandirir.

i) Kullanilan tesbit sollisyonunun dokulara isleme hizlari  bilin-
melidir. Bu hiz her tesbit soliisyonu icin degisiktir. Ornegin:

Alkol 5 mm. kalinhginda bir dokuyu 2-4 saatte tesbit eder.
Aseton » » » » 2 » » »
Siiblime » » » » 5 » » »

% 4 lik formalin 4 mm. kalinhginda bir dokuyu +4°C de 5 sa-
atte tesbit eder.

k) Kural olarak 6zel amaglar disinda doku 24 saatten daha fazla
tesbit edilmemelidir.

[) Tesbit soliisyonu ne hipotonik ne de hipertonik olmalidir. Kul-
lanilacak tesbit sollisyonunun osmolaritesi canli dokunun osmolari-
tesine (300 mosl) veya 6li dokununkine (450 mosl) uygun olmahdir.
Bu ozellik ‘go6zéniinde bulundurularak tesbit edilmeyen doku su ile ke-
sinlikle yikanmamalidir.

m) Tesbit sollisyonunun pH 'si canli dokunun pH sina yakin olma-
lidir '(6-8). Bu"nedenle tamponlanmis formalinle dokularin tesbit edil-
mesi daha uygundur,
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n) Dokunun asiri derecede sertlesmesine miisaade edilmemeli-
dir. Doku asiri derecede katilasacak olursa daha sonraki islemleri
zorlastirir,

Uzun zaman tesbit sollisyonunda kalan, tesbit soliisyonunun bu-
harlasmasi sonucu sertlesen dokulardan tekrar calisiimak istendigin-
de bu doku antiformine konarak yumusatilabilir.

Antiformin Soliisyonu : 1 gr antiformin 5 ml suya konarak yahut-
ta konsantre soliisyonunun 20 ml si 80 ml suya konarak hazirlanir.

Tamamen kuruyan dokularsa Dimetilstfoksid (D M SO) iginde yu-
musatilarak tekrar cahisir hale getirilebilir.

H

FORMALDEHIT : C = O

|
H

Fiziksel Ozellikleri’’ : Kimyasal adi metanal olan bu madde
renksiz, keskin kokulu, derisik oldugu zaman yakici 6zellik gosteren,
adi sicaklikta gaz halinde bulunan, ancak —21°C de sivilasabilen bir
maddedir. Suda ve alkolde kolay erir. % 40 lik metanal ihtiva eden
sudaki eriyigine formol veya formalin denir (Ticari sekli). Kondan-
sasyon ve polimerize Griinlerinin dezenfektan etkisi vardir.

Doku tesbiti sirasinda formaldehitin gosterdigi tepkimeler :

Formaldehit, aldehit yapisindan dolay: diger aldehitlerin genel
tepkime ozelliklerini gosterir?® Aldehitler kolaylikla oksitlenerek ken-
dilerine uyan asitlere donusirler (indirgen 6zelligi). Doymamighklari
nedeniyle de katilma tepkimeleri verirler. Bu tepkimelerden doku
tesbiti sirasinda énemli olanlarini séyle siralayabiliriz.

1. Polimerizasyon ozelligi : Formalin sogukta birakilir veya
inorganik asitlerle karistirilirsa formaldehidin oksijenindeki cift bag
acilarak aldehitler birbiriyle baglanir ve paraformaldehit [(HCHO).]
halinde kabin dibine coker® (Sekil 8).
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H H H H H H

I I I | | |
+C=0+C=04+C=0—C—0—C—0—C—0—

I | I | I |

H H H H H H
(1) (2) (3)
Uc formaldehit Paraformaldehit

Sekil : 8 — Paraformaldehit

Formaldehidin paraformaldehit haline donmesi formalinin kulla-
nilirh@ini bozmaz, fakat c¢ozeltinin formaldehit derisiminin disme-
sine neden olur (Bu 6zellik gozoniine alinarak formalin sogukta bi-
rakilmamali ve inorganik asitlerle karsilastirilmamalidir). Isitmakla
veya ortama NaOH ilavesi ile paraformaldehit aldehit haline déner.

2. lsik ve 1s1 etkisiyle formaldehit kendisine uyan formik asi-
de (HCOOH) déniisir. Bu doniisiimii énlemek igin formalin siyah
renkli siselerde ve oda 1sisinda saklanir. Formalin cozeltisine mer-
mer parcalari (CaCO:) veya dolomit [Ca Mg (CO:):] ilave edilerek
hem formik asidin meydana gelmesi énlenmis olur, hem de meyda-
na gelen formik asidi H.O, CO, veya kalsiyum formiat'a doniistiire-
rek ortamdan arindirihir.!?’

3. Dokular tesbit edilirken meydana gelen formik asidin  on-

lenmesinde ikinci bir yol ise formalini fosfat veya karbonat tampon
ana maddeleri ile tamponlamaktir.

Tamponlu nétral formalin :

% 37 - 40 ticari formalin 100 ml
Distile su 900 ml
Sodyum fosfat monobazik 4 gr
Sodyum fosfat dibazik 6.5 gr

Tamponlanmis formalin c¢ozeltisinde 5 sene siireyle tesbit edi-
len dokular bile ¢ozeltinin pH sinda ¢ok az degisiklige neden olur-
lar? Formaldehit cozeltisini kullanmadan ©nce pH si, pH metre ve
indikatér kagidiyla kontrol edilir. Tesbit sirasinda dokularin enzima-
tik aktiviteleri korunmak istendiginde dokular tamponlanmis formalin-
de +4°C de bekletilerek tesbit edilmelidir. Bu sartlara uyularak ya-
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pilan tesbitte dokular alkalen ve asit fosfataz, nonspesifik esteraz,
lipaz, fosfomidaz aktivitelerini korurlar, fakat dehidrogenaz ve si-
tokrom oksidaz aktivitelerini kaybederler?

4. Proteinin amino, imino, nitril, guanil, hidroksil, karboksil, stil-
fidril aromatik halkalar: ile formalin arasinda metil ‘kopriileriyle bag-
lanma sonucu proteinler denatiire olur ve ag seklini alarak tesbit
olurlar. (Sekil : 9)

R—H + HCHO —> R —CH. OH + H—R'—> R—CH;—R" + HO

Sekil : 9 — Formalin tipi tesbit

Formiilden de anlasilacagi gibi; doku tesbiti sirasinda formalin
cozeltisinin derigimi azalmaktadir. Bu nedenlerle tesbit edilecek do-
ku ile formalin cozeltisi arasindaki oran en asag 1/20 olmah ve bir
kere kullanilan formalin bir daha tesbit icin kullaniimamalidir.

5. Tesbit maddesi olarak secilecek soliisyon amaca yonelik ol-
malidir. Proteinler icin iyi bir tesbit solisyonu olan formalin, CH ve
lipidler icin uygun tesbit soliisyonu degildir. Proteinleri tesbit eder-
ken glikoproteinleri de tesbit ederler. Formalinde tesbit edilen niik-
leik asitlerin bircok aktif grubu bloke olur ve iyi boyanmazlar. Gliko-
jen ve irik asit formalin tesbiti ile tesbit- edilemezler. Formalin ve
glutaraldehit, tesbit sirasinda proteinlerin aym aktif grubunu tuttu-
gundan formalinle tesbit edilen dokularda elektron mikroskobik ca-
lismalar iyi sonuglar vermez. Eritrositlerden aciga cikan hemoglo-
bin formalin tarafindan indirgenerek koyu kahve renkte gelisi glzel
dagilmis 1s1g1 cift kiran parcgaciklar halinde goriilir (Formalin pig-
menti). Dckular bu pigmentten, VEROCAY veya KARDESEWITSCH so-
lisyonu ile kesitler deparafinize edildikten sonra ‘temizlenebilir?

VEROCAY soliisyonu : 1 kisim % 1 lik KOH_+ 99 kisim % 80
alkol.

KARDESEWITSCH soliisyonu : 5-1 kisim % 5 amonyak + 95-99
kissm % 70 lik alkol.

Bu soliisyonlarda 15 dakika — 4 saat arasinda tutulduktan sonra
2 kere 5 dakika distile suda yikanir. % 80 lik alkolde calkalanir. KAR-
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DESEWITSCH soliisyonu bu islem sirasinda malarya pigmentini de
soldurur.

6. Formalinin dokuya islerligi’: % 4 lik formalin (1 kisim
% 40 ticari formalin + 9 kisim su) igine konan karacigerin biitiin yii-
zeyleri 16 saatte 4 mm., 40 satte 6 mm., derinligine kadar tesbit olur.

% 10 lugu ile ise (1 kisim % 40 lik ticari formalin + 3 kisim su)
ayni dokuyu 16 saatte 6 mm., 40 saatte 15 mm. derinligine kadar tes-
bit eder.

5 mm. kalinliginda bir doku % 4 liik formalinle oda isisinda 5 sa-
atte tesbit olur. Derisikligi ylksek formalin cozeltisi dokunun tesbit
siresini kisaltir. Fakat dokunun daha gok katilasmasina ve osmolari-
tesinin yiiksek olmasi nedeniyle de burusmasina neden olur. % 3 for-
malin ¢ozeltisinin osmotik basinci 1000 mosm dur. Bu osmolarite
canl dokuda (300), 6li dokuda (450) mosm dan daha fazladir? Bu
nedenle dokuda burusukluklara neden olacad diisiiniiliirse de, % 6 lik
formalin soliisyonlar bile, fazla degisiklik yapmadan dokuyu tesbit
ederler.
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