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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.
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OZET

Calismada Carnoy ve %10’luk formaldehit tespit sollisyonlarinin deri dokusu-
nun morfolojik ve yapisina ve immiinohistokimyasal boyanma 6zelliklerine olan
etkilerinin arastirilmas1 amaclanmistir. Taze deri dokular Selcuk Universitesi
Selcuklu Tip Fakiiltesi Plastik Cerrahi Anabilim Dali’ndan elde edildi. Deri do-
kusu érnekleri Carnoy ve % 10’luk formaldehit soliisyonlarinda tespit edildi. 2
gliniin sonunda, deri dokularina ayni rutin histolojik takip prosediirii uygulandi.
5 mikron kalinligindaki parafin kesitlere histokimyasal (Hematoksilen Eozin,
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Masson Trikrom) ve immiinohistokimyasal (F8, Kié7 ve anti-ak-
tin) boyamalarda ayn metodlar uygulandi. Hematoksilen Eozin
ve Masson Trikrom boyamalarda Carnoy ve %10’luk formaldehit
tespiti yapilan dokulardan hazirlanan kesitlerde morfolojik bir
farklilik goriilmedi. Bununla birlikte, %10’luk formaldehit tes-
piti yapilan dokulardan hazirlanan kesitlerde, mikrodalga ile
gerceklestirilen antijen geri kazanim (retrieval) asamasinda

Asinma daha ¢ok retikiiler dermis tabakasinda gortildi. Carnoy
ile tespit edilen deri dokusundan hazirlanan kesitlerde % 10’ luk
formaldehit soliisyonuna gore antijen retrieval asamasinin
daha basarili oldugu séylenebilir.

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

GiRIiS

Fiksasyon dokunun hiicreler de dahil tum bilesenleriyle
beraber tespit edilmesini saglayan bir siirectir. Dokunun
in-vivo mikroanatomik goruntisuniin stabilize edilme-
sini saglar (1). Yani fiksasyonun amaci dokunun morfolo-
jik yapisinin korunmasidir.  Hicre kilturleri, yaymalar
(smear), parafin bloklar ve kesitler fiksatif islemlere tabi
tutulur.

Fiksasyon, kimyasal ve fiziksel metotlarla
gerceklestirilebilir. Kimyasal metotlar kimyasal capraz
baglayic1 ajanlar icerir ki; bunlar arasinda: formaldehit
ve gluteraldehit bulunmaktadir (2,3). Formaldehit hizli
bir sekilde dokulara niifuz ederken proteinleri yavasca
fikse eder. Fiziksel fiksasyon 1s1, organik maddeler ve asit
yardimiyla bilesenleri dondurarak, pihtilastirarak ya da
cokelterek yapilan fiksasyondur. Fiziksel tespit yontemi
ile kullanilan fiksatiflere ornek olarak Clark (etanol ve
asetik asit karisimi), Carnoy ( etanol, kloroform ve asetik
asit karisimi) verilebilir (4).

Histoloji ve patoloji laboratuarlarinda dokulan tes-
pit islemi icin formaldehit solisyonu en cok kullanilan
soliisyondur (5). Formaldehit oda sicakliginda sivi halden
dogrudan gaz haline doniisebilir, rahatsiz edici bir koku-
su ve renksiz bir gorinimi bulunmaktadir (6-8). Fakat
kanserojen ozelliginden dolay1 ve aynm zamanda cevre
acisindan da buyuk tehdit olusturmaktadir (5).

immunperoksidaz antikor boyama yonteminin laboratuar
uygulamalarinda yer almasiyla; bircok antikorun taze
dokularda calismasi, ancak formaldehitte tespit edilmis
dokularda sonuc vermemesi, antijenik epitoplarin form-
aldehit sollisyonu tarafindan degisiklige ugratildigi veya
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yok edildigini dustindirmistiir (9). Formaldehitin mole-
kiiler gruplan capraz baglayarak immiinohistokimyasal
reaksiyonlarn engelledigi belirtilmistir (5). Bu epitoplar
birkac epitop erisim yontemiyle geri kazanlabilir (10).
Bu yontemlerden bir tanesi de antijen retrievaldir (1).
Antijen retrieval uygulamalan arasinda enzim, protein
denatire ediciler ve 151 kullanilmaktadir. Cesitli soluisyon-
lar icinde kesitlere 1s1 uygulanmasinin formaldehit fik-
sasyonu sonucu olusan capraz baglar actig ve formalinde
fikse edilmis ve parafine gomulmus doku kesitlerinde
bircok antijenin immiin boyanma &zelligini arttirdig1 be-
lirtilmektedir (4).

Formaldehit fiksasyonu bircok proteinin antijenik yapisini
degistirmekle birlikte sonucta iyi bir morfoloji ortaya
koymasi sebebi ile en cok kullanilan tespit solusyonu
unvanint hala korumaktadir. Bu nedenle iyi korunmus
hiicresel ayrintilar ile antijenik yapilarin belirlenmesi
ozelliklerini birlestirmek icin bircok calisma yapilmaktadir
(11).

Bu calismada, Carnoy ve % 10’luk formaldehit
solusyonlannda tespit edilmis deri dokusunda, tespit
yonteminin, antijen retrieval basamaginda mikrodal-
gada 1sitma yonteminin kullanildigi immiinohistokim-
yasal boyama isleminin sonuclan uzerindeki etkilerini
arastirmak amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilacak materyal, Selcuk Universitesi
Selcuklu Tip Fakiiltesi Plastik Cerrahi Anabilim
Dali’ndan, estetik amacli operasyonlardan arta kalan
deri dokularindan elde edildi. Hastalardan bilgi onayi
alind1 ve onay verenlerin dokulan calismaya dahil edildi.

Deri ornekleri 1’er cm’lik parcalara ayrildi. 2 giin boyun-
ca %10’luk tamponlanmis notral formaldehit ve Carnoy
solusyonunda oda 1sisinda bekletilerek tespit edildi. 2
glinuin sonunda deri dokularina ayni rutin histolojik takip
metodu uygulandi.

Dokular tespit soliisyonlarindan cikartildiktan sonra,
rutin histolojik takip basamaklan izlenerek, sirasiyla
% 50-60-70-80-90 ve 96’lik alkol serilerinde 30’ar da-
kika, seffaflanma gerceklesinceye kadar da ksilende
bekletildi. Toplamda 4 saat olmak Uzere 3 ayn parafin-
den gecirildi ve parafin blok makinesinde bloklandi.
Yediser adet 5 mikronluk parafin kesitler normal ve
lizinli lamlara alindi. Histokimyasal boya ve immiuno-
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histokimyasal isaretleme prosediirleri, Carnoy ve form-
aldehitte fiksasyonu yapilmis her iki grup icin de aym
sekilde uygulandi. Hematoksilen Eozin, Masson Trikrom
boyalar ve F8, Ki67 ve anti-aktin immiinohistokimyasal
boyalar uygulandi.

Antijen Retrieval (geri kazanimi) uygulamasi

Kesitler mikrodalga salesi icinde 700 Watt’ta uc kez
5 dakika boyunca bekletildi. Her 5 dakikanin sonunda
kesitlerin bulundugu saleler 1-2 dakika icin sogumaya
alindi. Her sogutma esnasinda kesit salesinde eksilen
sivi tamamlandi. 3. kez uygulama sonrasinda kesitler 30
dk suireyle dinlemeye birakildi.

BULGULAR

Carnoy (Resim A) ve formaldehitte (Resim B) fikse
edilmis deri dokularinda Hematoksilen- Eozin ve Masson
Trikrom boyalar icin herhangi bir morfolojik degisiklige
rastlanmamistir.

Carnoy ile tespit edilen deri dokularinda doku bitiinligi
korunmus ve ayn1 zamanda immiunohistokimyasal
isaretleyicilerin (marker) tutulumunun kuvvetli oldugu
gozlenmistir (Resim C, Resim D, Resim E, Resim F).

Fakat, immiinohistokimya prosediiriinde %10’luk form-
aldehit icinde tespit edilen deri dokularinda mikro-
dalgada 700 watlik antijen retrieval isleminden sonra
doku butunliginiin kayboldugu ve sadece kesintisiz
bir epitel tabakasinin bulundugu goriilmiistiir. Dermisin
retikuler tabakasinda cok fazla asinma olmustur.
immiinohistokimyasal isaretleyicilerin tutulumu zayif
olarak gozlenmistir (Resim G, Resim H). Preparatlardaki
genis doku hasarindan dolay1 herhangi bir istatistiksel
degerlendirmeye gerek olmadigi disiiniilmiistiir.

TARTISMA

Ardisik  tespit, dehidrasyon ve parafine gomme
islemlerine bagli olarak antijen epitoplarinin im-
munoreaktivitesinin kayb1 sebebiyle immiinohistokim-
yada basarisizlik olusabilmektedir (12). Bunun nedeni,
formalin-parafin isleminin, epitop hasarina ve/veya an-
tikor blokajina yol acmasidir (13).

Bu problemlerin ustesinden gelebilmek amaci ile; cesitli
antijen retrieval teknikleri gelistirilmistir. Antijen re-
trieval asamasi antijen epitoplarinin yeniden serbest
birakilmasini saglar ki; bunu da fiksasyon tarafindan

degistirilen protein konformasyonunu remodifiye ederek
gerceklestirir. Bunlardan bazilarn enzim veya 1s1 uygu-
lama teknikleridir. Bu tekniklerin mekanizmalarinin
anlasilmadan kullanim sonucunda hatali pozitif ya da
negatif sonuclar cikabilmektedir (12). Antijen retrieval
asamasinda 1s1 uygulamasi icin mikrodalga firin, etiyv,
diidiikli tencere ve otoklavdan yararlanilmaktadir (14).

Mikrodalga firinlarda yaklasik 2,45 GHz’lik frekans
kullamlir (15). Kullanilan bu frekans su iceren matery-
aller tarafindan absorbe edilir. Gida maddelerinde su
bulunmasi nedeni ile bu maddeler 1sinir. Ancak, mikro-
dalga finnlar igin Uretilen kaplarda su bulunmadig igin
bu kaplar etkilenmeyecektir (16).

Resim: A: Carnoy tespiti yapilmis deri dokusu, X4, Masson Trik-
rom. B: Formaldehit tespiti yapilmis 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.

Eur J Basic Med Sci 2012;2(2):46-49

48



Immiinohistokimyaya fiksatif etkisi

Anlasildig1 lzere mikrodalga firindaki elektromany-
etik dalgalar, Carnoy ve %10’luk formaldehitte tespit
edilen deri dokularinda Carnoyda tespit edilmis deri
dokularina zarar vermemis, fakat Formaldehitde tes-
pit edilen deri dokularindan alinan kesitler ise anti
retrieval asamasindan sonra dokilmdustir. Carnoy ve
formaldehit’de tespit edilen dokulara ayni rutin his-
tolojik takip prosediiriinii uyguladigimiz belirtilmisti.
Mikrodalgadan kaynaklanan elektromanyetik dalgalarin
su tarafindan emilmesi ve buharlasmasi diisiiniildiiglinde,
Formaldehitde tespit edilen deri dokusundan alinan
kesitlerde Carnoya gore daha fazla su molekilunin
tutuldugu ve bu su molekiillerinin buharlasmasi sirasinda
dokudan ayrilirken doku biitiinligiine de zarar verdigini
dustindurmektedir. Carnoy’da tespit edilen dokulardan
alinan kesitlerde dokiilme olmamasi, Carnoy solusyonu
hazirlanirken kullanilan absolli alkolun (17) deri doku-
sunun takibinde faydali olabilecegini dusiindiirmektedir.

Antijen retrieval asamasinda kullanilan tamponlarin
molaritesinin onemli olmadig1, fakat pH ayarlanmasinda
kullanilan NaOH’in, mikrodalgada kesitlerin lamlardan
ayrilmasina neden olabilecegi belirtilmektedir (14).
Kullandigimiz tamponlara NaOH eklemedigimiz icin kes-
itlerin dokiilmesine etkiyen mekanizmanin NaOH kokenli
olmadigim distiniilmektedir.

Sonuc olarak; calismamizda Carnoy soliisyonunda tespit
edilen doku kesitleri, formaldehit soluisyonunda tes-
pit edilen doku kesitlerine gore daha basarili sonuclar
vermistir. Formaldehit soliisyonuna gore daha az toksik
olup; buna guclu bir alternatif olarak onerilebilir. Bu
sonuglarin aselliiler dermis degerlendirmelerinin daha
dogru yapilabilmesi icin ayn bir degeri bulunmaktadir.
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