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Patoloj1 laboratuarlarinda cok sayida
tanisal teknik kullanilmakta ve cogunlugu
laboratuar teknikerlerince
gerceklestirmektedir.

Ancak, laboratuar yontemlerinin beklenen
kalitel1 sonuclar1 verebilmesi icin dikkat
edilmelidir



FIKSASYON NEDIR?

Histoteknolojinin 1lk basamagi

Patolojik inceleme amaciyla alinan doku
parcasinin alinisindan incelenmesine
kadar gecen siire 1cinde bozulmasini
(otoliz) onlemek ve canli organizmadaki
haline en yakin sekliyle

kalmasini saglamak amaciyla yapilan
kimyasal koruma i1slemidir.



FIKSASYON

Dokular insan viicudundan
ayrildiklar1 anda canlhidirlar ve
tasidiklar: hastaligin (varsa)
morfolojik bulgularini sergilerler.

Tespit, dokularin o andaki
gorunumunun 1s1, nem ve
enzimlerin etkisiyle degigsmesinai,
bozulmasini onlemek amaciyla
yapilir



Tespit edilmeyen dokulardaki
huicreler , bir siire sonra bakterilerin
ve 1cerdikler1 sindirici enzimlerin
etkisiyle otolize ugrar, morfolojik
ozelliklerini yitirir ve tanisal amach
incelemelerde kullanilamayacak
duruma gelirler..



TESPITIN AMAC:1

Tespitin amaci protoplazmadaki
protein, lipid, karbonhidrat ve diger
maddeler1 koagiile veya presipite ederek
mikroskopik kesit hazirlanincaya kadar
karsilasacaklar: reaktif ataklara karsi

direncli kilmaktir.



Tespit 1slemi1, dokuyu;
Hicresel enzimlerin neden
oldugu otolizden ,

Infeksiyoz ajanlart inaktive
ederek ya da oldiirerek bakteri
ya da mantarlarca olusturulan
dekompozisyondan korur.

Dokuyu sertlestirir ve doku
komponentlerini stabilize eder.



TESPITIN ISTENMEYEN ETKILERI

Bununla birlikte, tespitin dokular tizerinde
1stenmeyen etkileri de s6z konusudur.

Bunlar ;
Protein yapisindaki degisimler,
Doku komponentlerinin ¢oziinmesi,
Dokunun biliziismesi
Niikleik asitlerin degradasyonu .



TESPITIN PROTEINLER UZERINDE ETKISI

Dokularin tespitinde en onemli reaksiyonlar
proteinler1 stabilize eden reaksiyonlardir.

Fiksatiflerin, proteinler arasinda capraz
baglar olusturarak jel meydana getirme ve
her sey1 canli durumdaki 1liskileriyle
koruma ozellig1 bulundugu
varsayllmaktadir.

Bu baglamda, coziinebilir proteinlerin
yapisal proteinlere sabitlenerek ¢coziinmez
hale geldig1 bildirilmektedir.



TESPITIN LIPITLER UZERINDE ETKISI

Tespitin lipitler tizerindeki
etkisi konusunda cok fazla
bilgimiz yok,

Geleneksel tespit ve doku takip
1slemlerinin lipitlerin kaybina
yol actig1 bilinmekte

Lipitlerin degerlendirilmesi
gerekiyorsa frozen kesitler
tercih edilmelidir.



TESPITIN KARBOHIDRATLAR UZERINDE ETKISI

Glikojen-mukopolisakkaritler
glikojenin suda eriyen bir madde
olmasi nedeniyle alkol tespitini
gerektirir

Misinler 1cin 1se spesifik tespit
modelleri: gerekmez.



TESPITI ETKILEYEN FAKTORLER

Hidrojen 1yonu konsantrasyonu ve
tamponlar

Sicaklik

Fiksatiflerin penetrasyonu
Fiksatifin osmolaritesi
Fiksatifin konsantrasyonu
Tespitin siiresi



1-HIDROJEN IYONU KONSANTRASYONU VE
TAMPONLAR.
Cesitlh fiksatiflerin pH degerleri
degiskenlik gosterir.
Genel olarak hidrojen 1yonu
konsantrasyonu uygun bir tampon

1le fizyolojik sinirlar icerisinde
tutulur.

Bunun icin cesitli tampon sistemleri
mevcuttur.

Tatminkar bir tespit pH 6 1le 8
arasinda gerceklesir.



2. S1ICAKL:1K.

Geleneksel olarak cerrahi materyallerin tespiti
oda sicakliginda gerceklestirilir.

Bunun nedeni oda sicakliginda otolizin daha
yavas gelistiginin ve diflizyonun ise daha optimal
gerceklestiginin diustunilmesidir.

Ancak, cesitli kimyasal reaksiyonlarda oldugu
o1b1 tespitin de daha yliksek sicakliklarda
hizlandig1 bir gercektir.

Buna karsin sicakligin arttirilmasinin otolizi
hizlandirabilecegi ve bazi antijenlerin zarar

gormesine yol acabilecegl unutulmamalidir.



3. FIKSATIFLERIN PENETRASYONU

Fiksasyon 1¢cin 6nemli bir noktadir.

Penetrasyon nispeten yavas bir
1slemdir, tatminkar bir tespit 1¢cin
kucuk boyutlu ya da ince doku
orneklerine gereksinim vardair.

d=KV t
d: fiksatifin penetrasyon derinligi
t: Fiksatifte kalma stiresi

K:Fiksatifin difiizyon katsayisi



Fiksatiflerin dokulara diftizyonunda,
penetrasyon derinliginin (d), fiksatifte
gecen surenin kare koktiyle orantili oldugu
bulunmustur

Burada K sabiti fiksatifin diftizyon
yapabilme katsayisi olup her bir fiksatif
1cin farklidir.

Yani 1 saat 1icerisindeki difiizyon katsayisi,
fiksatifin dokuya diftizyonunun milimetre
cinsinden mesafesidir.



En si1k kullanilan fiksatif olan formalin
1cin dokudaki bu katsay1 0.78, buna
karsin etanol 1¢cin 1,0°d1r.

Fiksatiflerin difiizyon yapma yetenegi
oldukca tiniform dokularda
Olculdigiinden farkli dokularda bu
degerler daha disiik cikabilir.

Ayrica, unutulmamalidir ki, tespit
yalnizca fiksatifin dokuya diftizyonuna
bagli olmayip, ayn1 zamanda doku
komponentleriyle reaksiyon oranina da
bagimlidir.



4. FIKSATIFIN OSMOLARITESI.

Hipertonik soliisyonlarin hiicre
buziismesine, 1zotonik
fiksatiflerin hiicre sismesine
neden oldugu ve en 1y1
sonuclarin hafifce hipertonik

soltisyonlarla (400-450 mOsm)
elde edildigl bulunmustur.



5. FIKSATIFIN KONSANTRASYONU

Fiksatiflerin farkh
konsantrasyonlarinin histomorfoloji
uzerindeki etkiler: konusunda
deneysel calismalar yurutilmustur.

Ayni zamanda dokularin
boyanmasinin da kullanilan fiksatif
konsantrasyonuna bagl olarak
degisiklik gosterdigl saptanmaigstir.



6. TESPITIN SURESI.

Yukarida siralanan diger faktorlerin
tumuyle yakindan i1liskilidir.
Dolayisiyla tespit siiresinin saptanmasinda,

tanimlanan her bir faktoriin mutlaka goz
onunde tutulmasi gerekir.

Ayrica, bazi fiksatiflerde siirenin
gerekenden fazla uzatilmasi dokuda
sertlesme, buiziisme veya kirilganlk
artimina neden olabilir.

Tespit siiresi ile 1lgili spesifik bilgilere
cesith fiksatif basliklar: altinda
deginilecektir.



Bu arada, son olarak tespit i1sleminin
baz1 artefaktlara yol acabilecegi de
akilda tutulmalidir.

Hiicre 1¢1 ve dis1 komponentlerde
olusabilecek hacim degisiklikler: ve
asidik formalinde tespit edilen
dokularin kesitlerindeki formalin
pigmenti bu artefaktlara 6rnek olarak
verilebilir.



SEKONDER TESPIT (POST FIKSASYON)

Belli durumlarda dokular ardisik

olarak 1kinci bir fiksatifle tespit
edilebilir.

Buna postfiksasyon adi verilir.

Ornegin formalinde tespit edilmis
bir doku civa kloriur-formalin

soliisyonunda sekonder bir tespite
tab1 tutulabilir.

Bu sayede kesit ve boya kalitesi

yonunden daha 1y1 sonuclar elde
edilebilir.



FIKSATIFLERIN GENEL ISLEVLERI

Yukarida da vurgulandig1 gibi, 1y1
bir histolojik preparat icin, “uygun
bir fiksatifle yeterli miktarda tespit”
en onemli basamaktir.

Uygunsuz bir fiksatifle ya da
yetersiz sekilde tespit edilmis
dokularda en basta kesit ve boya
kalites1 olmak tizere cesith
laboratuar tekniklerinin kalitesi son
derece olumsuz olarak
etkilenecektir.7



FIKSATIFLERIN ISLEVLERI KiSACA SOYLE
OZETLENEBILIR :

Organlar ya da organ kisimlarini doku
1slemi sirasinda degisiklige
ugramayacak mikroanatomik yapi
1cerisinde tutmak,

Otoliz ve piuitrefaksiyon (ciirime) gibi
degisiklikleri onlemek,

Hiicredek1 yapitaslarini coziinmez hale
getirmek.



BU NEDENLE, DOKULAR:1 TESPIT ETMEK VE
OTOLIZ VE PUTRIFAKSIYONU ONLEMEK ICIN
TESPIT SOLUSYONUNUN;

a. Dokuyu biizmemesi, sisirmemesi ve
eritmemesi,

b. Enzimler: inaktive etmesi,
c. Dokudaki mikroorganizmalari 6ldiirmesi,

d. Dehidratan, seffaflandirici, sertlestirici ve
boyayici ajanlarla karsilastiginda dokunun
oryjinal seklini korumasini saglayacak sekilde
doku elemanlarini degisiklige ugratmasi
beklenir.



Burada onemle belirtmek gerekir ki, her tiurli
amaca hizmet edebilen tek bir fiksatif
bulunmamaktadir.

Dolayisiyla farkl fiksatiflerin kullanimai
konusunda genel bir bilgiye sahip olmak cok
onemlidir.

Tespit soliisyonlar: genel olarak fiksatif
maddeler, su ve tampon c¢ozeltilerinden
meydana gelir.

Ancak, farkli amaclar dogrultusunda bazen
fiksatiflere ek maddeler de
konulabilmektedir.




FIKSATIF TURLERI

Aldehidler :
Formaldehid, glutaraldehit v.b.
Oksitleyici ajanlar:

Osmium tetroksid, potasyum permanganat,
potasyum dikromat

Protein denatiirasyonu yapanlar :
Metil alkol, etil alkol, asetik asit

Fiziksel:

Is1, mikrodalga
Digerler:
Civa klorur, pikrik asit, v.b.



Standart fiksatif % 10’luk formalindir.
%80’11k etil alkol,
Bouin soliisyonu,
Zenker soliisyonu,
B5 soliisyonu,
Carnoy soliisyonu ve

Glutaraldehit

o1b1 baska tespit sivilar1 da yer1 geldikce
kullanilabilir



S1tolojik orneklerin havada kurutulmalar:
veya 1sitilmalar: da tespit yontemler:
arasindadir

Bu tur tespit yontemlerine daha cok
hematolojik ve mikrobiyolojik boyalar
kullanilacaksa basvurulur

Uygun formalin soliisyonunda bekletilen
dokular aylar-yillar sonra bile histopatolojik
olarak rahatlikla degerlendirilebilir



Bilindigi gib1 cogu patoloj1 laboratuarinda
kullanilan standart fiksatif % 10’luk
formalindir.

Formalin formaldehidin sudaki % 40’lik
cozeltisidir.

Dolayisi 1le % 10’luk formalin dendiginde
aslinda %4 formaldehid anlasilmalidair.

Formalin her tirlii materyalin rutin
fiksasyonu 1cin kullanilabilir.

Ucuz olup, doku bozulmaksizin uzun siire
saklanabilir.

Formalinde tespit edilen dokulara bircok ozel
boya ve immiunohistokimya uygulanabilir.



Buna karsin, tespit proteinlerin capraz
baglanmasi 1le gerceklestiginden
antyeniter zamanla azalir.

Bu dezavantaj antijeni aciga cikarma
yontemler1 1le bir noktaya kadar tersine
cevrilebilir.

Formalinin capraz baglar olusturmasi
yavas bir sirectir ve tamamlanmasi i¢cin
24-48 saat kadar siireye gereksinim vardir.

Formalin Uirik asit kristallerinin erimesine
yol acar.



Fiksasyonun 24 saatten fazla
surmesi durumunda meme
dokusundaki kalsifikasyonlar da
cozunebilir.

Formalin, 1s1k mikroskopik olarak
incelenecek dokularin tespitinde
yaygin olarak kullanilmakla birlikte
elektron mikroskopik inceleme i1¢in
doku tespitine uygun degildir.



Cerrahi materyalden elde edilen doku
orneklerinin optimal tespiti icin 24 saat
kadar (ya da en azindan bir gece) formalinde
kalmasi onerilmektedir

Kicilik doku ornekler1 icin 24 saatlik bir stire
pratik degildir.

Bu tir biyopsilerde fiksatif penetrasyonu
hizl1 oldugundan bunlar patoloj1
laboratuarina ulastiklar: giin histoteknik
1sleme alinabilirler.



Igne biyopsileri ve endoskopik biyopsi
ornekleri icin

minimum 5-6 saat
Daha biiyiik doku orneklert icin

12 saatten fazla fiksasyon onerilmektedir.

Dokunun yeterli diizeyde tespit
oldugundan kesin olarak emin olmak icin

Briyopsilerde
6-18 saat ve
Cerrahi materyallerde
12-36 saat tespitin gerektigl belirtilmistir



TESPIT ICIN DIKKAT EDILMESI GEREKEN
EN ONEMLI KONU

Dokunun kalinlig1

Fiksatifin hacmi

Tespitin siresidir
Bu faktorlere dikkat edilmemesi dokunun
yetersiz ya da asiri tespitine yol acabilir.



Sonuc olarak, rutin histopatolojik
uygulamalarda tespit asamast icin genel
prensipler soylece ozetlenebilir:

Kullanilan fiksatif doku hacminin en az 10-
15 kat1 hacimde olmalidir.

Iy1 bir tespit 1cin doku kalinliginin 2-3 mm’y1
gecmemesl gerekir.

Cogu fiksatifte dokunun 24 saat kalmasi
gerekir. Ancak bu durumun istisnalar:
mevcuttur.

Genel olarak fiksasyonun oda 1sisinda
yapillmasi daha uygundur.

Is1 protein koagililasyonuna yardimeci olmakla

birlikte, otolizi de hizlandiracagindan bu
konuda dikkatli olunmasi gerekir.






