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Ozetce— Tibbi Patoloji Anabilim Dali rutin histopatoloji
laboratuvarinda gerceklesen analitik siirecte yer alan doku takip
islemlerinde kullamilmakta olan formaldehit temini, muhafazasi,
tamponlanmasi, dozajlanmast ve kullanima hazir hale getirilerek
doku takip sistemlerinde kullanilmas: ve analitik siirecte doku takip
sonrast faaliyetler kayit altin alinarak genel fiksatif olarak
kullamilan % 37-40 saflikta formaldehitin kullanmima hazir hale
getirilmesi ve fiksasyon etkinligi bu ¢alismamizda farkh yonleri ele
alinarak degerlendirilmigtir.

Formaldehit, doku takip islemlerinde heniiz yerine efektif bir
unsur ikame edilememis doku fiksasyon unsuru olarak kullanilan
kimyasal bir unsurdur. Formaldehit; iistiin fiksasyon yeteneklerini
ideal sartlarina kavusmasi halinde gosterebilmektedir. Bir doku
takip laboratuvarinda doku fiksasyonunu etkinlik ve hizimin ideal
sartlarda olugmasi icin oncesinde bu sartlarin saglanmasi esastir.
Formaldehit soliisyonu laboratuvar yonetiminin tercihine gére hazir
tamponlanmug ve tamponsuz halde ticari halde pazarlanmaktadir.
Her iki formda olsa da soliisyonun etkinligi icin oncelikle iiretim ve
tavsiye edilen son tiiketim tarihi arasinda ideal zamanlamada
calisilmast onemlidir. Formaldehit fiksatifinin ideal sartlarda
hazirlanmast ile doku takip islemleri ve sonrasinda ger¢eklesecek
mekanizlarin uygulanmasina olumlu etki ettigi, tan siiresi ve iglem
maliyetini azaltarak hasta ve kamu menfaatine olumlu etkisinin
gosterilmesi amaglanmigtir.

Anahtar Kelimeler —Doku takip, formaldehit, sodyum fosfat
tamponu..

Abstract— In this study, different aspects of formaldehyde
supply, storage, buffering, dosing and use in tissue tracking systems
by making it ready for use and fixation efficiency of 37-40% pure
formaldehyde used as a general fixative by recording the activities
after tissue tracking in the analytical process carried out in the
routine histopathology laboratory of the Department of Medical
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Pathology were evaluated. Formaldehyde is a chemical element used
as a tissue fixation element that has not yet been effectively replaced
in tissue tracking procedures.

Formaldehyde can show its superior fixation capabilities when it
reaches ideal conditions. In a tissue tracking laboratory, it is
essential to provide these conditions beforehand for the effectiveness
and speed of tissue fixation to occur under ideal conditions.
Formaldehyde solution is commercially marketed as ready-buffered
and unbuffered according to the preference of the laboratory
management. Although it is in both forms, it is important to work at
the ideal timing between production and the recommended
expiration date for the effectiveness of the solution. It is aimed to
show that the preparation of formaldehyde fixative under ideal
conditions has a positive effect on tissue tracking procedures and the
application of the mechanisms that will occur afterwards, and to
show its positive effect on the patient and public interest by reducing
the diagnosis time and process cost.

Keywords — Tissue fixation, formaldehyde, sodium phosphate
buffer.

I.  GIRiS

Tibbi Patoloji laboratuvarinda doku fiksasyonu i¢in uzun siiredir
kullanilan unsur formaldehit olagelmistir. Formaldehit; doku
fiksasyonunda etkisini kisa siirede oldukga etkin bigimde gostermesi,
maliyetinin uygun olmasi, kolaylikla temin edilerek kullanilabilir
olmasi avantajlarina sahip vazgegilmesi zor bir fiksatif olarak varligini
koruyabilmistir. Bu avantajlarinin etkin halde siirebilmesi, formaldehit
asitliginin  korunabilmesi ile dogrudan baglantilidir, ayrica
konsantrasyon orani, aldehit yiizdesi ve dagilimi, aldehit iretim ve
kullanim tarihi, hazirlanma sekli, kullanilan su Kkalitesi, ortam ve
fiksatif sicakligi, su ve iriin asitligi, doku veya organin daha once
farkli bir kimyasal ile etkilesiminin olup olmamasi, ortam hava kalitesi
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ve hava ile temas ve siiresi formaldehit etkinligini belirleyen
etkenlerdir. Ayrica formaldehitin asidik ortamda; pikrik asit ve formik
asite parcalanmasi ile preparatlarda siyah-kahverengi pigment
olusumu, dokuda formik asitten kaynaklanan harabiyet olasiginin
artmasi, molekiiler analizlerde formik asitin genetik materyali
fragmante edebilme riski farkli siklikla kullanicilar tarafindan geri
bildirim olarak sunulabilmektedir.

Formaldehit, doku takip islemlerinde heniiz yerine efektif bir unsur
ikame edilememis doku fiksasyon unsuru olarak kullanilan kimyasal
bir unsurdur. Formaldehit; {stin fiksasyon yeteneklerini ideal
sartlarina kavusmast halinde gosterebilmektedir. Bir doku takip
laboratuvarinda doku fiksasyonunu etkinlik ve hizinin ideal sartlarda
olusmasi i¢in Oncesinde bu sartlarin saglanmasi esastir. Formaldehit
soliisyonu laboratuvar yonetiminin tercihine gore hazir tamponlanmis
ve tamponsuz halde ticari halde pazarlanmaktadir. Her iki formda olsa
da soliisyonun etkinligi i¢in oncelikle iiretim ve tavsiye edilen son
tilketim tarihi arasinda ideal zamanlamada c¢alisilmasi Onemlidir.
Formaldehit fiksatifinin ideal sartlarda hazirlanmasi ile doku takip
islemleri ve sonrasinda gergeklesecek mekanizlarin uygulanmasina
olumlu etki ettigi, tan1 siiresi ve islem maliyetini azaltarak hasta ve
kamu menfaatine olumlu etkisinin gosterilmesi amaglanmistir.

1L MATERYAL METOD

Taze halde olan formaldehit siklikla %37-40 veya kullanima
hazir %10 halde pazarlanmaktadir. Optimum sartlarda temin
edilen {iriiniin teknik sartlarii karsilayan bir laboratuvar
ortaminda ¢alisilmasi 6331 sayili is glivenligi ve ¢alisan sagligi
cari mevzuati geregince yasal zorunluluktur. Ideal termal
sartlart saglanmis (sicaklik 19-23°C %30-60 bagil nem) bir
laboratuvarda ortam ve fiksasyon sicakliginin kontrolii gerek
dokunun ideal sicaklikta fiksatifin dokuya niifuz edebilme
hizin1 gerekse dokunun fiksatiften korunma zarara ugramama
sartlarin1 optimize etmesi a¢isindan gozetilmelidir.

Zira ortam ve fiksatif sicakliginin gerek takip sistemlerinde
gerek ortamda ideal sartlarin iizerine ¢ikmasi halinde; fiksatifin
doku igerisinde yayilma hizi beklenen hizin iizerine ¢ikacaktir.
Bu durum fiksatif ile dokunun daha hizli ve uzun siire etkilesim
halinde kalmasmna ve dolayisi ile fiksasyon kimyasal
etkinliginin artmasina neden olacaktir. Bu durum, doku takip
islemi sonrasinda gerek boyama gerekse de histokimyasal,
immunhistokimyasal ve molekiiler c¢alismalarda doku
etkinliginin azalmasina neden olabilir.

Yiiksek sicaklikta fiksayon ile menfi etkinin azaltilabilmesi igin
dokunun 6ncelikle oda sicakliginda ( 298.15 K (25 °C, 77 °F)
fiksasyonun baslatilmas1 ardindan 40-450C  sicakliga
¢ikartilarak uzun siireli fiksasyonun dokuda etkinligi artirmast
beklenecektir. Formaldehiti %10 formda, ideal sartlarda
hazirlanmis dokuya tiim yiizeylerinden uzun siireli gece takibi
(4 Saat-6 saat) esdegere seklilde etkin fiksasyonun olugmasina
katk1 saglayacaktir.( Tablo 1, Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4)

&

Tablo.1 Penetrasyon Hizi Tablo.3  Penetrasyon Hiz
Formulasyon | d=k vt Formulasyon | d=k vt
210 Formaldehit %10 Formaldehit

Deger Olciim Birim Deger Olgim Birim

k 0,88 mm k 0,88 mm,

Tablo.2 Tablo.4

Tibbi Patolaji A.D. Fiksasyon Tibbi Patoloji A.D. Penetrasyon

Siresi{saat) Hizijmm)
Formaldehit Etanol Formaldehit Etanol
4 5 0.7xV4=14 1%76=2,3

Fiksatifin doku igerisine niifuz etme iglemine fiksatifin
pentrasyonu olarak adlandirilmaktadir. Penetrasyon; farkli bir
sisteme, aga konumuz geregi dokuya izin alinmaksizin yetkisiz
bir sekilde giris yapma iglemidir. Bilgisayar sistemine veya
agina bilisim viriisii girmesi ve bakteriyofaj penetrasyona 6rnek
olarak verilebilir. Fiksasyon islemlerinde; islem gdren toplam
dokunun kapladigi alani kapsayacak hacimden daha fazla
fiksatif kullanilmamasi halinde dokular igerisinde kismen dahi
olsa azalarak diisen fiksatif hacmi fiksayon etkinligine tesir
edebilmektedir. Bu yiizden, fiksatif hacmi (20) orani / doku
hacmi (1) olacak gekilde tasarlanmalidir. Toplam doku hacmine
gore fazladan fiksatif hacmi olmasi Onemlidir fiksasyon
ilerledikce fiksatif tiikenir ve kiigiik bir toplam hacimde bu
fiksasyon kalitesini etkileyebilir.

Formaldehit (%10) fiksatifinin dokular igerisine penetrasyonu
agir gergeklesen bir ilerlemedir. Farkli fiksatiflerin dokuya
penetrasyon hizi difiizyonu farklidir ve fiksasyonda optimum
sartlarin saglanma icin dokunun ideal biiylikliikte, ideal
derinlikte olmasi, fiksasyon siiresinin dokuya gore ayarlanmasi
esastir. Ancak farkli dokularda fiksatiflerin farkli hizda difuze
olabilecekleri dikkate alinmalidir.

Medawar PB. sabitleyicilerin penetrasyon oran1 d = K\t
formulu ile tasarlanmigtir. Formiilde; (d) penetrasyon derinligi,
(K) difiizyon katsayisi, ( t ) zaman olarak ifade edilmektedir.
Formaldehit (%10) fiksatifinin dokulara difizyonunda,
penetrasyon derinliginin K = 0,78 olup bu deger etanol i¢in
1,0’dir. Farkli bir sdylemle; Fiksatifin 1 saat igerisindeki
difiizyon katsayisi, fiksatifin dokuya diflizyonunun milimetre
cinsinden mesafesidir. Boylelikle %10 formaldehit 1 saatte bir
saatte 1 mm niifuz etmesi eklenir. Bu durum, 10 mm’ lik bir
numunenin orjinine kadar fiksatifin ilerleyebilmesi igin 25
saatlik bir siireye ihtiyag¢ duyulacaktir (5 mm = 52 saat). (1)
Formaldehit soliisyonunun doku fiksasyonunda etkinliginin
saglanmasindaki temel unsurlardan bir bagkasi ise Ph degeridir.
%10 notalize edilmis tamponlu formaldehit fiksatifi; 1 kiip
seker biiyiikliigiinde olan yumusak doku igerisine difuze olma
hiz1; bir saatlik siirede yaklasik 1,0 mm, 2 saatlik fiksasyon
siresinde 1,4 mm, dort saatlik siirede 1,6mm, sekiz saatlik
sirede, 2,2mm, sonrasinda ise doku merkezine ulagmasi
beklenmelidir. ~ Formaldehit %10 kullanima hazir hale
getirildikten hemen sonra sayet tamponlanmamis ise ortam ve
solisyon sicakliginin da etkisi ile 1-2 sat igersinde asitlik
derecesinde  diisme  baslar.  Formaldehit  fiksatifinin
tamponlanarak taze kullanilmas: halinde benzer dokularda es
stirelerde; yakin 6zellikteki dokularda gergeklesecek fiksasyon
hiz1 Ongoriilebilmektedir. Formaldehit tamponlama islemi
Tablo 5 ve Tablo 6’da goriildiigii sekilde yapilmistir.

Tablo.6
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Boylelikle Ph kuvvetli asit degerlerine yaklasir. Ph 5 ve
altindaki degerlede formaldehit hizlica formik asit formuna
doniiserek dokularda yer alan hemoglobin ile tepkimeye
girmesi beklenir. Bu etkilesimden formaldehit hematin
meydana gelir dokularda siyah veya kahverengi pigment
seklinde granuler olusumlara neden olur, doku takip ve tani

kalitesine olumsuz etki etme etkinliginin Onlenmesi
hedeflenmistir.
Formaldehit fiksatifinin  fiksasyon hemen Oncesinde

tamponlanmis olmasi, ideal sartlarda hazirlanmasi, karigtirlmig
olmasi ve dozajlanmasi fiksasyon etkinligi agisindan 6nemlidir.
Caligmamizda yer alan formaldehit fiksatifinin taze olmasi,
tiretim tarihinden itibaren tavsiye edilen son kullanim tarihini
asmamis olmasi, teknik sartnamemizde aranilan sartlara haiz
istenilen evsafta olmas1 saglanmustir.

Formaldehit konsantre formdan (%38-40) halden kullanima
hazir hale getirilmesi sonrasinda doku fiksasyonunda
etkinliginin incelenmesi, takip islemi yapilarak incelenen
preparatlarda siklikla artefaklarin ekarte edilebilmesi igin,
2022-2023 yillar1 arasinda 434 giin boyunca T1bbi Patoloji A.D.
laboratuvarinda formaldehit sodyum hidrojen fosfat ve di-
sodyum hikroksi fosfat tuzlarmin karisimi kullanilarak rutin
protokol ile ¢ozelti hazirlanmistir.

111- BULGULAR

Solusyonun hazirlanmasinda, Aquaderm revers osmosis su
saflagtirma sisteminden elde edilen ve ortalama 9uS/saat
iletkenlik degerinde ve en fazla 6,5 Ph degerinde olan su
kullanilmigtir.  Formaldehit otomatik formaldehit dozajlama
makinesinde rutin tamponlu formaldehit programu kullanilarak
doku fiksasyon ve takip islemleri tam otomatik vakum-press
kapal1 sistem doku takip cihazi kullanilarak tamamlanmistir.
Tamponlama 6ncesinde kullanilmakta olan sebeke suyu her
kullanimdan 6nce manuel gerit Ph kagidi ve otomatik Ph metre
ile 434 farkli 6l¢tim yapilmus, serit Ph dlcer kagitta asit bantinda
goriintii elde edilmis, otomatik Ph metre de ise 5,5+0,7
araliginda 6l¢iim tespit edilmistir.(Grafik.1)

Grafik.1
| Ph Olglimlerinde PH Metre ve Strip Olciim Tutarlilify
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Rutin tamponlama protokolii ve sebeke suyu kullanilarak
otomatik formaldehit dozajlama makinesinde tamponlu
formaldehit protokolunda {iretilen tamponlu formaldehit
hazirlanmigtir. Kullanima hazir formaldehit proses Oncesi
manuel serit Ph kagidi ve otomatik Ph metre ile 434 farkh
6l¢tim yapilmig (Gfarik 2), serit Ph dlger kagitta alkali bantinda

gorlintii elde edilmis, otomatik Ph metre de ise 7,6+0,7
araliginda 6l¢iim tespit edilmis, elde edilen degerler Tablo 7 ve
Tablo 8 ‘de gosterilmistir.
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Tablo.7 Serit PhOlcer
Olgiim Sayis1 | 434 434
Art Ort Alkali Bant 7,6
St Sapma wkk 0,7
Istatistiki Etkinlik%99,9 | P<q 0,05
Deger
Sonug¢ Ph metre | Elde edilen formaldehit
Degerlerinin Ph dogruluk degerinin
Dogrulayici anlamh oldugu
Sonuc¢ Elde | anlasilmustir.
edilmistir.
Tablo. 8 Ph metre degerleri
-416 6rnekte Ph7,61-7,71
-8 Calismada 7,51-7,61 Arasinda
-9 Calismada 7,71-7,81 arasinda deger elde edildi.
691 | 7,01 | 7,06 | 7,11 | 7,06 | 7,21 | 7,26 | 7,31 | 7,36 | 7.41
6,96 | 7,06 | 7,11 | 7,16 | 7,21 | 7,26 | 7,31 | 7,36 | 7,41 | 7,45
745 | 7,51 | 7,56 7,71 | 7,76 | 7,81 | 7,86 | 7,91
7,51 | 7,56 | 7,61 7,76 | 7,81 | 7,86 | 7,91 | 7,96
1V- TARTISMA

Rutin doku takip makinesinde iiretilerek kapali otomatik takip
cihazlarinda kullanilarak sonlandirilan takip islemlerinde,
formaldehitin  tamponsuz takiplerde beklendigi iizere
pargalanarak formik asit olusturmamasi, asidik bir ¢ézeltiden
ziyade allkali ortamda takip isleminin tamamlanmis olmasi,
formaldetten parcgalanan pikrik ve formik asitin hemoglobinle
reaksiyona girememesi nedeniyle eskisi gibi pigment
olusturmadigr goriilmiistiir. Boylece formaldehit fiksatifinin
dogru, yerinde, taze hazirlanmasi ve uygun sekilde
tamponlanarak kullanilmasi halinde dokularda analitik siirecte
olusmasi istenmeyen Ozellikler olan; doku biitiinligiiniin
bozulmasi, dokunun islak kalmasi, niikleer materyalin soluk
kalmasi ve kiigiilmesi, sitoplazmanin silik kalmasi, kiigiilmesi
gibi dokunun istenilen ideal sartlardan uzaklasmasi, kesit alma
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zorlugu yasanmasmin Oniine gecilebilecegi gosterilmistir.
Birim zamanda {iretilen preparat sayisinin artmasi, kesit ve
goriintii kalitesinin iist diizeyde ¢ikartilmasi, harcanan sarf
malzeme miktarinin sinirlandirilmasi, tani stiresinin kisaltilarak
ileri diizey (IHC, FISH, nukleik Asit bazli molekiiler
caligmalar) analizler i¢in ideal zemin(3) olusturulmasina katki
sagladig1 gorilmiistiir (Tablo 9).

Formaldehit fiksatifi kullanilarak yapilan doku fiksasyon
etkinligi ve siiresinin artirilmasi i¢in formaldehit fiksatifi tam
otomatik kapali sistem takip cihazi {reticileri; rutin
protokolunde 45-60 0C’ye kadar 1sitilmasi 6nerilebilmektedir.
Boylelikle fiksasyon etkinliginin arttigi bilinmekle birlikte
dokularda sicaklik ve fiksatif etkinliginden kaynaklanabilecek
reaktif degisimlere yol acabilecegi goz ardi edilmemelidir.
Deney hayvanlarinda yapilan deneysel calismalarda %10
konsantrasyonda formaldehit Ph derecesinin 5 ve asag1 inmesi
halinde formik asit olugmasi ile birlikte; formaldehite maruz
kalan deney hayvanlarinda mutajen etki yaptig1 ( Kawanishi,
1995)(4) belirlenmistir. Bu durum ile karsilasmamak igin
calismamizda kullanilan formaldehit agagida verilen oranlarda
otomatik dozajlama ve karisgtirma cihazinda  giinlik
tamponlanarak kullanilmigtir. Boylelikle formik asite doniis ve
dokularda pigmet olusumu engellenmistir. Formaldehit,
memeli ve bakteri hiicrelerinde mutasyonlarina
olusturabilmektedir.

Fransa hiikiimetinin formaldehit kullaniminin belirlenmesiile
alakalt c¢aligmalart esnasinda %10 formaldehit fiksasyon
etkinligi FineFIX ve RCL2 gibi farkli fiksatifler ile
immunhistokimyasal ¢aligmlarda immun reaktivite etkinligi,
molekiiler ¢alismalarda kullanilacak DNA ve RNA izolasyon
degerleri ile  karsilagtinlmistir. Yapilan degerlendirmede;
anilan fiksatiflerin kullanimi halinde hematoksilen-eosine
boyama, immune reaktivite doku morfolojisi lizerine menfi etki
goriilmedigi ancak molekiiler patolojik c¢alismalrda en iyi
sonuglarin FineFIX ve RCL2 fiksatifleri ile alindigi
gosterilmistir.(7)

Her ne kadar ¢alisgmamizda control grubu kullanilmamis ise de;
daha literatiirde yer alan ¢aligmalara dayanilarak rutin protokol
ile doku katip sisteminde formaldehitin taze halde kullanilmasi,
verilen yol ve yontem ile tamponlanmasi, fiksatifin aritilmig
notral su ile dilue edilmesi halinde benzer sonuglara
ulasilabilecegini gdstermektedir.

Tablo.9 ideal Formaldehit Fiksasyonu
Cap Kiiciilmiis Normal

Niikleus - +
Niikleer Acik Soluk Koyu Parlak
Materyal Boyanms Boyanmus

- +
Sitoplazma Kiiciilmiis Normal

- +
Nemli Doku Var Yok

- +
Dokuda Sertlik Kirilgan ideal Esnek

- +
Kesitte Var Yok
Parcalanma - +
Pigment Var Yok

- +

V- SONUC

Her ne kadar formaldehit fiksatifi WHO (Diinya Saglik
Orgiitiitarafindan ~ saghga zararl bir kimyasal olarak
tanimlanmis ise de patoloji laboratuvarlarinda doku fiksasyonu,
histokimyasal boyama , immunhistokimyasal faaliyetlerde
kullanim immunreaktivite i¢in kullanilabilecek efektif,
ekonomik bir fiksatif halen yaygin kullanima girmemistir. Bu
nedenler gz oniine alinarak %10 formaldehit fiksatifinin yakin
bir gelecekte de  kullaniminin  devam  edecegini
disiindiirmektedir.

T1bbi Patoloji rutin histopatoloji laboratuvarinda fiksayon is ve
islemlerinde vakum-press 6zelligine sahip tam otomatik, kapalt
sistem doku takip makinalarinda yapilan takip faaliyetinde %10
konsantrasyonda kullanima hazir formaldehit fiksatifinin;
tavsiye edilen son kullanma tarihini asmadan, otomatik
dozajlama sisteminde protokole uygun halde tamponlanip, Ph
seviyesi rutin araliklarla kontrol edilerek homojen, ideal, notral
%10 konsantrasyonda formaldehit fiksatif iiretmek, kullanmak
ve boylelikle dokularda ideal, siirdiiriilebilir, ekonomik takip
islemi uygulamak miimkiin oldugu gosterilmistir.

Ideal fiksasyonun uygulanmasi halinde tam siiresinin
kisaltilmasi, birim maliyetin azaltilmasi, histopatolojik islemler
sonrasinda yapilabilecek ileri tetkik ve analiz islemlerine uygun
zemin hazirlandigi ve bu calismanin uzun siirelere sari
yapilabilecegi anlagilmustir.
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