
Farklı Fiksatiflerin Deri Dokusunun 
İmmünohistokimyasal Boyanmasına Olan 
Etkileri

The Effects of Different Fixatives on Immunohistochemical Staining of Skin 
Tissue

ABSTRACT

We aimed to investigate the effect of Carnoy and %10 formaldehyde fixatives 
on immunohistochemical staining properties and morphological structure of 
skin tissue. Fresh skin samples were obtained from Department of Plastic 
Surgery, Faculty of Selcuk Medicine. The skin samples were divided to two 
groups as making fixation in Carnoy whether % 10 formaldehyde solutions. 
After fixation, the same routine histological process were applied to skins 
samples. While immunohistochemical staining and other stainings, the same 
methods were applied to 5 micron thick paraffin sections from skin tissue. 
Hematoxylin-Eosin and Masson’s Trichrome histochemical stains and F8, Actin 
and  Ki67 immunohistochemical stains were applied to all groups. There was 
not a morphological difference between Carnoy and Formaldeyde fixed tis-
sue sectiones according to Hematoxylin-Eosin and Masson Trichrome staining. 
However, the immunohistochemical stained  preparations which were fixed 
with 10% formalin, corroded. And integrity was lost in the retrieval stage per-
formed with microwave. Abrasion was seen in the reticular layer of dermis 
in which fixed in formalin. When compared with formalin fixation to make 
fixation with by Carnoy solution gives successful results in the retrieval stage 
performed with microwave according to skin tissue.

Key words: Carnoy, Formaldehyde, Morphology, Antigen Retrieval, 
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ÖZET

Çalışmada Carnoy ve %10’luk formaldehit tespit solüsyonlarının deri dokusu-
nun morfolojik ve yapısına ve immünohistokimyasal boyanma özelliklerine olan 
etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Taze deri dokuları Selçuk Üniversitesi 
Selçuklu Tıp Fakültesi Plastik Cerrahi Anabilim Dalı’ndan elde edildi. Deri do-
kusu örnekleri Carnoy ve % 10’luk formaldehit solüsyonlarında tespit edildi. 2 
günün sonunda, deri dokularına aynı rutin histolojik takip prosedürü uygulandı. 
5 mikron kalınlığındaki parafin kesitlere histokimyasal (Hematoksilen Eozin, 
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Masson Trikrom) ve immünohistokimyasal (F8, Ki67 ve anti-ak-
tin) boyamalarda aynı metodlar uygulandı. Hematoksilen Eozin 
ve Masson Trikrom boyamalarda Carnoy ve %10’luk formaldehit 
tespiti yapılan dokulardan hazırlanan kesitlerde morfolojik bir 
farklılık görülmedi. Bununla birlikte, %10’luk formaldehit tes-
piti yapılan dokulardan hazırlanan kesitlerde, mikrodalga ile 
gerçekleştirilen antijen geri kazanım (retrieval) aşamasında 
kesitlerde yıpranma ve doku bütünlüğünde kayıplar gözlendi. 
Aşınma daha çok retiküler dermis tabakasında görüldü. Carnoy 
ile tespit edilen deri dokusundan hazırlanan kesitlerde % 10’luk 
formaldehit solüsyonuna göre antijen retrieval aşamasının 
daha başarılı olduğu söylenebilir.  

Anahtar Kelimeler: Carnoy, Formaldehit, Morfoloji, Antijen 
Retrieval, İmmünohistokimya

GİRİŞ

Fiksasyon dokunun hücreler de dahil tüm bileşenleriyle 
beraber tespit edilmesini sağlayan bir süreçtir. Dokunun 
in-vivo mikroanatomik görüntüsünün stabilize edilme-
sini sağlar (1).  Yani fiksasyonun amacı dokunun morfolo-
jik yapısının korunmasıdır.  Hücre kültürleri, yaymalar 
(smear), parafin bloklar ve kesitler fiksatif işlemlere tabi 
tutulur. 

Fiksasyon, kimyasal ve fiziksel metotlarla 
gerçekleştirilebilir. Kimyasal metotlar kimyasal çapraz 
bağlayıcı ajanları içerir ki; bunlar arasında: formaldehit 
ve gluteraldehit bulunmaktadır (2,3). Formaldehit hızlı 
bir şekilde dokulara nüfuz ederken proteinleri yavaşca 
fikse eder. Fiziksel fiksasyon ısı, organik maddeler ve asit 
yardımıyla bileşenleri dondurarak, pıhtılaştırarak ya da 
çökelterek yapılan fiksasyondur. Fiziksel tespit yöntemi 
ile kullanılan fiksatiflere örnek olarak Clark (etanol ve 
asetik asit karışımı), Carnoy ( etanol, kloroform ve asetik 
asit karışımı) verilebilir (4).  

Histoloji ve patoloji laboratuarlarında dokuları tes-
pit işlemi için formaldehit solüsyonu en çok kullanılan 
solüsyondur (5). Formaldehit oda sıcaklığında sıvı halden 
doğrudan gaz haline dönüşebilir, rahatsız edici bir koku-
su ve renksiz bir görünümü bulunmaktadır (6-8). Fakat 
kanserojen özelliğinden dolayı ve aynı zamanda çevre 
açısından da büyük tehdit oluşturmaktadır (5).

İmmunperoksidaz antikor boyama yönteminin laboratuar 
uygulamalarında yer almasıyla; birçok antikorun taze 
dokularda çalışması, ancak formaldehitte tespit edilmiş 
dokularda sonuç vermemesi, antijenik epitopların form-
aldehit solüsyonu tarafından değişikliğe uğratıldığı veya 

yok edildiğini düşündürmüştür (9). Formaldehitin mole-
küler grupları çapraz bağlayarak immünohistokimyasal 
reaksiyonları engellediği belirtilmiştir (5). Bu epitoplar 
birkaç epitop erişim yöntemiyle geri kazanılabilir (10). 
Bu yöntemlerden bir tanesi de antijen retrievaldır (1). 
Antijen retrieval uygulamaları arasında enzim, protein 
denatüre ediciler ve ısı kullanılmaktadır. Çeşitli solüsyon-
lar içinde kesitlere ısı uygulanmasının formaldehit fik-
sasyonu sonucu oluşan çapraz bağları açtığı ve formalinde 
fikse edilmiş ve parafine gömülmüş doku kesitlerinde 
birçok antijenin immün boyanma özelliğini arttırdığı be-
lirtilmektedir (4).

Formaldehit fiksasyonu birçok proteinin antijenik yapısını 
değiştirmekle birlikte sonuçta iyi bir morfoloji ortaya 
koyması sebebi ile en çok kullanılan tespit solüsyonu 
unvanını hala korumaktadır. Bu nedenle iyi korunmuş 
hücresel ayrıntılar ile antijenik yapıların belirlenmesi 
özelliklerini birleştirmek için birçok çalışma yapılmaktadır 
(11).  

Bu çalışmada, Carnoy ve % 10’luk formaldehit 
solüsyonlarında tespit edilmiş deri dokusunda, tespit 
yönteminin, antijen retrieval basamağında mikrodal-
gada ısıtma yönteminin kullanıldığı immünohistokim-
yasal boyama işleminin sonuçları üzerindeki etkilerini 
araştırmak amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmada kullanılacak materyal, Selçuk Üniversitesi 
Selçuklu Tıp Fakültesi Plastik Cerrahi Anabilim 
Dalı’ndan, estetik amaçlı operasyonlardan arta kalan 
deri dokularından elde edildi. Hastalardan bilgi onayı 
alındı ve onay verenlerin dokuları çalışmaya dahil edildi. 

Deri örnekleri 1’er cm’lik parçalara ayrıldı. 2 gün boyun-
ca  %10’luk tamponlanmış nötral formaldehit ve Carnoy 
solüsyonunda oda ısısında bekletilerek tespit edildi. 2 
günün sonunda deri dokularına aynı rutin histolojik takip 
metodu uygulandı. 

Dokular tespit solüsyonlarından çıkartıldıktan sonra, 
rutin histolojik takip basamakları izlenerek, sırasıyla 
% 50-60-70-80-90 ve 96’lık alkol serilerinde 30’ar da-
kika, şeffaflanma gerçekleşinceye kadar da ksilende 
bekletildi. Toplamda 4 saat olmak üzere 3 ayrı parafin-
den geçirildi ve parafin blok makinesinde bloklandı. 
Yedişer adet 5 mikronluk parafin kesitler normal ve 
lizinli lamlara alındı. Histokimyasal boya ve immüno-
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histokimyasal işaretleme prosedürleri, Carnoy ve form-
aldehitte fiksasyonu yapılmış her iki grup için de aynı 
şekilde uygulandı.  Hematoksilen Eozin, Masson Trikrom 
boyaları ve F8, Ki67 ve anti-aktin immünohistokimyasal 
boyalar uygulandı. 

Antijen Retrieval (geri kazanımı) uygulaması

Kesitler mikrodalga şalesi içinde 700 Watt’ta üç kez 
5 dakika boyunca bekletildi. Her 5 dakikanın sonunda 
kesitlerin bulunduğu şaleler 1-2 dakika için soğumaya 
alındı. Her soğutma esnasında kesit şalesinde eksilen 
sıvı tamamlandı. 3. kez uygulama sonrasında kesitler 30 
dk süreyle dinlemeye bırakıldı.

BULGULAR

Carnoy (Resim A) ve formaldehitte (Resim B) fikse 
edilmiş deri dokularında Hematoksilen- Eozin ve Masson 
Trikrom boyaları için herhangi bir morfolojik değişikliğe 
rastlanmamıştır. 

Carnoy ile tespit edilen deri dokularında doku bütünlüğü 
korunmuş ve aynı zamanda immünohistokimyasal 
işaretleyicilerin (marker) tutulumunun kuvvetli olduğu 
gözlenmiştir (Resim C, Resim D, Resim E, Resim F). 

Fakat, immünohistokimya prosedüründe %10’luk form-
aldehit içinde tespit edilen deri dokularında mikro-
dalgada 700 watlık antijen retrieval işleminden sonra 
doku bütünlüğünün kaybolduğu ve sadece kesintisiz 
bir epitel tabakasının bulunduğu görülmüştür. Dermisin 
retiküler tabakasında çok fazla aşınma olmuştur. 
İmmünohistokimyasal işaretleyicilerin tutulumu zayıf 
olarak gözlenmiştir (Resim G, Resim H). Preparatlardaki 
geniş doku hasarından dolayı herhangi bir istatistiksel 
değerlendirmeye gerek olmadığı düşünülmüştür.

TARTIŞMA

Ardışık tespit, dehidrasyon ve parafine gömme 
işlemlerine bağlı olarak antijen epitoplarının im-
münoreaktivitesinin kaybı sebebiyle immünohistokim-
yada başarısızlık oluşabilmektedir (12). Bunun nedeni, 
formalin-parafin işleminin, epitop hasarına ve/veya an-
tikor blokajına yol açmasıdır (13). 

Bu problemlerin üstesinden gelebilmek amacı ile; çeşitli 
antijen retrieval teknikleri geliştirilmiştir. Antijen re-
trieval aşaması antijen epitoplarının yeniden serbest 
bırakılmasını sağlar ki; bunu da fiksasyon tarafından 

Resim: A: Carnoy tespiti yapılmış deri dokusu, X4, Masson Trik-
rom. B: Formaldehit tespiti yapılmış deri dokusu, X4, Hematok-
silen Eozin. Carnoyda tespit edilen deri dokusunda uygulanan 
markerler, C:Aktin, X20., D: Aktin, X20., E:Ki67,X20., F:F8, 
X20. Formaldehitte tespit edilen deri dokusu, G:Aktin, H: F8.

değiştirilen protein konformasyonunu remodifiye ederek 
gerçekleştirir. Bunlardan bazıları enzim veya ısı uygu-
lama teknikleridir. Bu tekniklerin mekanizmalarının 
anlaşılmadan kullanımı sonucunda hatalı pozitif ya da 
negatif sonuçlar çıkabilmektedir (12). Antijen retrieval 
aşamasında ısı uygulaması için mikrodalga fırın, etüv, 
düdüklü tencere ve otoklavdan yararlanılmaktadır (14). 

Mikrodalga fırınlarda yaklaşık 2,45 GHz’lik frekans 
kullanılır (15). Kullanılan bu frekans su içeren matery-
aller tarafından absorbe edilir. Gıda maddelerinde su 
bulunması nedeni ile bu maddeler ısınır. Ancak, mikro-
dalga fırınlar için üretilen kaplarda su bulunmadığı için 
bu kaplar etkilenmeyecektir (16). 
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Anlaşıldığı üzere mikrodalga fırındaki elektromany-
etik dalgalar, Carnoy ve %10’luk formaldehitte tespit 
edilen deri dokularında Carnoyda tespit edilmiş deri 
dokularına zarar vermemiş, fakat Formaldehitde tes-
pit edilen deri dokularından alınan kesitler ise anti 
retrieval aşamasından sonra dökülmüştür. Carnoy ve 
formaldehit’de tespit edilen dokulara aynı rutin his-
tolojik takip prosedürünü uyguladığımız belirtilmişti. 
Mikrodalgadan kaynaklanan elektromanyetik dalgaların 
su tarafından emilmesi ve buharlaşması düşünüldüğünde, 
Formaldehitde tespit edilen deri dokusundan alınan 
kesitlerde Carnoya göre daha fazla su molekülünün 
tutulduğu ve bu su moleküllerinin buharlaşması sırasında 
dokudan ayrılırken doku bütünlüğüne de zarar verdiğini 
düşündürmektedir. Carnoy’da tespit edilen dokulardan 
alınan kesitlerde dökülme olmaması, Carnoy solüsyonu 
hazırlanırken kullanılan absolü alkolun (17) deri doku-
sunun takibinde faydalı olabileceğini düşündürmektedir.

Antijen retrieval aşamasında kullanılan tamponların 
molaritesinin önemli olmadığı, fakat pH ayarlanmasında 
kullanılan NaOH’in, mikrodalgada kesitlerin lamlardan 
ayrılmasına neden olabileceği belirtilmektedir (14). 
Kullandığımız tamponlara NaOH eklemediğimiz için kes-
itlerin dökülmesine etkiyen mekanizmanın NaOH kökenli 
olmadığını düşünülmektedir.

Sonuç olarak; çalışmamızda Carnoy solüsyonunda tespit 
edilen doku kesitleri, formaldehit solüsyonunda tes-
pit edilen doku kesitlerine göre daha başarılı sonuçlar 
vermiştir. Formaldehit solüsyonuna göre daha az toksik 
olup; buna güçlü bir alternatif olarak önerilebilir. Bu 
sonuçların asellüler dermis değerlendirmelerinin daha 
doğru yapılabilmesi için ayrı bir değeri bulunmaktadır.
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