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NHL olgularinda tani koymanin ve klinikopato-
lojik parametreler konusunda yeterli diizeyde bilgi
edinmenin yolu, biopsi 6rneklerinin en iyi sekilde
degerlendirilmesinden gecer. Bu stirecin sorumlu-
lugunu btliytk 6l¢tide patologlar ytiklenmistir. An-
cak, patolog sorumlulugunun sadece morfolojik
ozelliklerin belirlenmesi ile smrh oldugu dénem
artik kapanmistir. Gliniimutizde patologlar, tekno-
lojik gelismelerin yarattig: inceleme ve degerlendir-
me yontemlerinin biopsi 6rneklerine uygulanma-
sinda, programlayici-érgitleyici uygulayici ve yo-
rumlayici roller de tistlenmek durumundadir. Pa-
tologlardan neoplastik olayin sadece morfolojik
ozelliklerini belirlemesi degil, lezyonu morfolojik-
antijenik-genetik o6zellikleri ile klinikopatolojik bir
antite halinde tamimlamasi istenmektedir. Multidi-
sipliner calismay1 gerektiren bu stirecte patologla-
rin basarili olabilmesi icin sadece kendi laboratu-
var dinyalarinda verimli c¢alisiyor olmasi yeterli
degildir.

Gunumiuiz tibbinda taniya gidis strecini, bir
yap-boz resmine ait parcalarin dogru olarak birles-
tirilmesi ve meydana gelen resmin taninmasima
(daha 6nce tanimlanmis resimlerden-klinikopato-
lojik antitelerden hangisine uydugunun belirlen-
mesine) benzetmekteyim. Resim parcaciklarimin
(“puzzle”larin) her biri degisik kaynaklardan elde
edilir. Hastanin yasi, cinsiyeti, yasadig1 yer, yapti-
81 is vb. kimlik bilgileri; 6z gecmis 6zellikleri, bas-
vuru sikayetleri, hastalik semptomlari, fizik mu-
ayene bulgulari, radyolojik-hematolojik-biokimya-
sal incelemelere ait sonuclar, hastaligin seyri ve ni-
hayet biopsi 6rneginin incelenmesi ile ulasilan bil-
gilerin her biri resmin (tanminin) bir parcasini olus-
turur. Patolojinin temel olarak sagladig: resim par-
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casl1 “neoplastik lezyonun morfolojik 6zellikleri” dir.
Gunumitizde buna immunfenotipik ve genotipik
ozellikleri de eklemek muimkiindiir. Patologun go-
revi, biopsi 6rneginin morfolojik, antijenik, genoti-
pik 6zelliklerini iceren resim parcalarini klinisyene
iletmekle sinirh olabilir. Tam i¢in hangi parcalarin
gerekli oldugunun belirlenmesi, bu parcalarin de-
gisik disiplinlerden talep edilmesi, elde edilen par-
calarin birlestirilerek bir resim olusturulmasi ve
sonucta bu resmin tamimlanmasi goérevi klinisyene
birakilmahdir. Ancak gintmiizde NHL tanisimin
konmasinda “resmi tanmimlama” islemi buytik 6l¢ii-
de patologdan istenmektedir. Bazi durumlarda ali-
nan biopsi 6rneginin morfolojik incelemesi sonu-
cuda elde edilen resim parcacigl, biitiin resmin en
tipik en belirleyici parc¢asi olabilir. Boyle bir du-
rumda patolog sadece bu parcaciga bakarak res-
min butintnin ne oldugunu dogru bir sekilde
tahmin edebilir. Ancak yine de diger parcalardan
da haberdar olarak tahmini tanisim dogrulamak
ister. Baz1 durumlarda ise patolojinin sagladig re-
sim parcasi ana resmin tipik-tanimlayic1 parcasi
degildir. Bu parca tek basina hic¢bir anlam tasimaz.
Ancak diger parcalar ile birlestirilirse tan1 koydu-
rucu olabilir veya taniya gidiste hangi parcalarin
gerekli olduguna dair ipug¢lan verebilir. Bu asama-
da klinisyen ile patolog arasinda mutlaka bir bilgi
alisverisi olmalidir. Bri¢ oyunundaki deklerasyona
benzetilebilecek bir bilgi alisverisi dtstntlebilir.
Her iki taraf da ellerindeki “kart veya puzzle” larin
ozelliklerini birbirlerine ne derecede dogru, yeterli
ve ekonomik sekilde iletirse o derecede kisa yoldan
“resmi tamamlayabilir”, en uygun oyun programini
birlikte olusturabilir, grand sleme gidebilirler.
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Sonuc¢ olarak

1- Klinisyen, biopsi géonderirken elindeki klinik
bilgileri mutlaka patolog ile paylasmalidir.

2- Patolog, temel gorevi olan morfolojik incele-
meyi en iyi sekilde yapmali, ayrica elde ettigi so-
nugclar ile kendine iletilen bilgileri birlestirerek ta-
niya gidiste hangi ek incelemelere ihtiya¢c duyuldu-
guna karar vermeli, bu incelemeleri yapmali veya
yapilmasim saglayacak hareket planmim olustura-
bilmelidir. Elde ettigi bilgileri, karsilikh bilgi akisi-
nin devamini saglamak icin en kisa stire icinde kli-
nisyene iletmelidir.

3- Klinisyen ile patolog arasindaki bilgi paylasi-
mi, bri¢ oyunundaki deklerasyona benzer sekilde
birbirini indtkleyerek stirmelidir

Ulkemizde NHL lar konusunda bir tam standar-
dina ulasilmasi isteniyorsa ,6ncelikle klinisyen ile
patolog arasindaki iliskilerin yukarida tanimlanan
cizgiye getirilmesi gerekir. ikinci asama, patologla-
rin biopsi materyalinin degerlendirilmesi konusun-
da ne derece d6nemli bir kavsakta sorumluluk ytik-
lendiklerinin bilincine varmalar1 ve bu pozisyona
en uygun yapilanmaya gitmeleridir. Bu yazi, ikinci
asamanin temel parametreleri tizerinde yogunlasa-
caktir.

Biopsinin Alinis1 ile ilgili Ozellikler, Sorunlar
Ve Oneriler

1- Ulkemizde lenf nodiilti biopsi indikasyonlari
belirsizdir. Biopsi 6ncesi yapilmasi gereken incele-
meler yapilmadan biopsi yapilabilmektedir. Bazi
biopsilerin objektif gerekcelere dayanmadan yapil-
dig1 sodylenebilir. “Biopsi yapilmasi1 gerekli midir,
hangi sorulara yamit aramak icin yapilacaktir, ayi-
ric1 tani listesindeki tablolarin hangilerinin ayiri-
minda yararh olabilecektir. Morfolojik inceleme di-
sinda hangi ek incelemelere ihtiya¢c duyulabilecek-
tir, bu incelemelerin yapilmasi mimkin mudur,
nerede yapilabilir, biopsi materyali nereye gonde-
rilmelidir, génderme kosullarn ne olmaldir” gibi
pek cok onemli soru, biopsi alinmadan 6nce tize-
rinde duistintilecek konulardir. Bu sorularin ceva-
b1 aranmali gerekirse biopsiden 6nce patolog ile
baglanti kurulmalidir.

2- Ne tur bir biopsi alinacaktir (eksizyonel, in-
sizyonel, tru-cut, ince igne aspirasyonu )? Bu tir
bir biopsi taniya gidiste yeterli ve gercekci midir?
Bu konuda patolog ne dustinmektedir, patologun
tecriibesi ve imkanlan yeterli midir? Son yillarda
radyolojik géruntiileme yontemlerinin gelismesi ile
tru-cut ve ince igne aspirasyon biopsileri giderek
yayginlik kazanmaktadir. Ancak materyal miktari-
nin az olusu nedeniyle zaman zaman morfolojik
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bulgularin guvenilir sekilde yorumlanmasi ve ek
inceleme tekniklerinin genis sekilde kullanilmasi
mumkitn olmamaktadir. Materyalin tam icin yeter-
li miktarda doku icerip icermedigi ve verimlilik di-
zeyi patolog tarafindan en kisa stire icinde klinis-
yene bildirilmeli ve duruma goére yeni bir biopsi
program gecikilmeden devreye sokulmalidir. Ye-
terlilik konusundaki 6n inceleme bazen intraope-
ratif degerlendirme ile yapilip sonu¢ en hizh sekil-
de verilebilir.

3- Biopsi nereden alacaktir? Hangi lenf nodui-
It patolojiktir ve hastalif1 en iyi sekilde yansitabi-
lecektir. Bu konuya dikkat edilmeksizin rastgele
biopsi alinmasi veya sadece cerrahin insiyatifine
birakilmasi dogru degildir. Bazen tan1 koydurucu
dokuya ulasmak icin cok sayida biopsi yapilmasi
gerekmektedir. Bu gercek, klinisyen ve hasta tara-
findan hosgorti ile karsilanmalidir.

4- Cok iyi bir cerrahi teknigin uygulanmasi
sarttir. Biopsi, mutlaka tecrtibeli bir cerrah tara-
findan yapilmali, dokuya mtmkun oldugunca az
hasar verilmeli ve 6ncelikle eksizyonal biopsi yapil-
maya gayret edilmelidir. Ulkemizde patologlarin
yasadigr 6nemli gugcliklerden biri de gonderilen
materyalin uygun olmayan kosullarda tecriibesiz
kisilerce alinmis, ¢cogu kez miktar olarak yetersiz,
mekanik-termal etkilerle hasara ugramis insizyo-
nel doku parcalar1 olmasidir. Patologlar, kalite ve
kantite bakimindan yeterli olmayan materyalde
asir1 bir zorlama ile ve yuksek risk alarak tani koy-
ma gayreti icine girmektedir. Bu ¢abanin dogru ol-
madigimin hem klinisyen hem de patolog tarafin-
dan kabul edilmesi, klinisyenin tanm koyma konu-
sunda patologu baski altina almamasi, patologun
da tam ve yorumda asir1 zorlamalardan kacmip
gercekci davranmasi gerekir.

Doku Orneginin Degerlendirilmesi

Almman doku 6rnegi, dogrudan dogruya patoloji
laboratuvarina goénderilebilir veya patologdan int-
raoperatif 6n degerlendirme yapmas: istenebilir.
Ulkemizde intraoperatif degerlendirme gelenegi ge-
nellikle bulunmamaktadir. Patologlar ile cerrahlar
arasinda tam olarak dogru olmayan bir inanis var-
dir. “Lenfoma kuskusu olan vakalarda intraopera-
tif mikroskopik degerlendirme yapmaya gayret gos-
termemek gerekir.” Bu gortistin kismen dogru ta-
raflan1 da vardir. Dogru olan taraf bu yontemden
dogru tam ve dogru smiflamanin beklenmemesi
gerektigidir. Ancak yontem tamamen gereksiz ve
yararsiz da degildir. Taniya gidiste materyalin ye-
terli olup olmayacag: ve elde edilen materyalin en
uygun sekilde nasil degerlendirilecegine dair bir
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plan yapilmasim saglayabilir. Asil yararh tarafi,
materyalin yeterli olup olmayacagi konusundaki
kararin, hentiz operasyon yapabilme sansmin ol-
dugu bir ortamda cerraha bildirilebilmesidir. Do-
kundurma, kazima-yayma preparatlar veya cryos-
tat kesitler incelenerek yorum yapilir. Cryostat ke-
sit yapmak tizere dondurulan parcalarin daha son-
ra rutin parafin blok takibi ve klasik morfolojik in-
celeme icin kullanilmasinda bazi sakincalar vardir
(donma-¢oztiinme artefaklar). Bu dokularin diger
amagclar ve yontemler icin kullanilmas1 daha uy-
gundur. Tablo I de hangi yontemler icin hangi do-
kularin uygun oldugu 6zetlenmektedir.

Doku Orneginin Génderilmesi

1- Doku, kisa bir stire icinde laboratuvara ulas-
tinlacak bile olsa, mutlaka kurumasma imkan ta-
mmayacak bir ortamda génderilmelidir. Ulkemizde
oldukca sik yapilan énemli hatalardan biri, doku-
nun gazh bez icine sarilarak gonderilmesidir. Gaz-
I bez icine sarilmis, dlizensiz-parcal eksizyonlar,
insizyonel parcalar ve tru-cut materyallerinde geri
dontistimstiz hasarlar olusmaktadir. Mecbur kali-
nirsa, dokunun sarildig1 gazli bez mutlaka serum
fizyolojik ile 6nceden 1slatilmis olmahdir.

2- Kisa bir stire icinde ulastirilabilecek dokular
serum fizyolojik icinde, digerleri ise otolizin 6nlen-
mesi icin fiksatif icinde gonderilmelidir. Soguk or-
tam otolizi geciktirir. +4°C de, serum fizyolojik i¢in-
de 24 saat beklemis dokularda bile morfolojik ola-
rak yeterli sonuclar alinabilmekte, umulmadik se-
kilde baz1 antijenlerin varlig1 saptanabilmektedir.

3- Kisa stire icinde laboratuvara ulastirilama-
yacak dokular mutlaka fiksatif i¢cine konulmaldir.
Fiksatif secimi patologun tercihine ve yapilacak ek
inceleme yontemlerinin 6zelliklerine bagl olarak
degisebilir. Bu secim, patolog ile konusularak ya-
pimaldir. Materyal degisik amaclar i¢cin boliini-
rek degisik fiksatifler icine konulabilir. Ancak not-
ral tamponlanmis %10 luk formalin ¢ozeltisi pek
cok amag i¢in uygun bir fiksatiftir.

4- Materyal, aym1 amag icin birden fazla sayida
laboratuvara béltnerek gonderilmemelidir. Mater-
yalin tamamu tek bir laboratuvara génderilmelidir.
Ulkemizde bu konuda zaman zaman yanlis uygu-
lamalara rastlamaktayiz.

5- Materyalin konulacag fiksatifin (nétral tam-
ponlu %10 luk formalin) her hafta taze olarak ha-
zirlanmasi, bekletilmis fiksatiflerin kullanilmama-
s1, fiksatif cozeltisinin hazirlanmasi isinin mutlaka
bu konuda egitim gormus guvenilir bir personele
yaptirilmasi gerekir. Yeterli kalitede gtivenilir fiksa-
tifin bulunmadig1 durumlarda fiksatif ihtiyaci pa-
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toloji laboratuarindan istenilerek karsilanmaldir.
Bu konularda da tulkemizde yanhis uygulamalara
oldukca sik olarak rastlamaktayiz.

6- Formalin c¢ozeltilerinin bulunmadig1 ortam-
larda, hastanelerde en kolay bulunan fiksatif al-
kollerdir. Ancak o6zellikle yiksek gradli veya abso-
lIu alkoller, hiicrelerde btiztilme artefaktina, doku-
larda kuruma ve sertlesmeye yol actiklar: i¢cin mor-
folojik incelemelerde tercih edilmezler. Genotipik
incelemeler icin uygun fiksatiflerdir. Mecbur kali-
nirsa absolu alkol yerine %70-80 lik alkoller kulla-
nilabilir. Ulkemizde bu konuda da hatah uygula-
malara rastlamaktayiz.

7- Bu bashik altinda, bir kez daha belirtilmekte
yarar gériiyorum, “biopsi materyali, klinik bilgi-
lerin ve ayirici tam listesinin bulundugu bir
gonderme formu esliginde gonderilmelidir” . Ne
yazik ki, tilkemizde bu konuya en ileri merkezlerde
bile yeterince dikkat edilmemektedir. Hematolopa-
toloji ile ugrasan patologlarin klinisyenlerden ortak
ve oncelikli istegi; taniya gidis stirecine “pas” diye-
rek degil “ iki sanzatu” ile baslamalari, yani “biop-
si indikasyonu koyduran klinik tablo bilgilerini pa-
tologa bildirmeleridir.”

Dokunun Orneklenmesi-Bloklanmasi

Gunumiizde modern inceleme tekniklerinin
katkilarn gozard: edilemez, ancak iyi kalitede para-
fin blok kesitlerinin hematopatologlar i¢cin 6nemini
dislamak mumkitn degildir. Konvansiyonel 1sik
mikroskopik inceleme, hematopatoloji i¢cin altin
standarttir ve bizim lenfoid proliferasyonlar1 anla-
mamizin baslangi¢ noktasidir. Daima en tist dlizey
o6neme sahiptir. En azindan ilk doku 6rneklerinde
hastaligi temsil edebilecek boélgelerin oncelikle
konvansiyonel parafin takip islemi icin ayrilmasi
gereklidir.

Doku érneginin Tanimlanmasi

Inceleme, materyalin makroskopik &zellikleri-
nin (say1, kapsul 6zelligi, boyut, sekil, kivam, renk,
kesit ytizeyi 6zellikleri v.b) saptanmasi ve kaydedil-
mesi ile baslar.

Doku oérneginin Dilimlenmesi

Total olarak cikarilmis bir lenf nodtlii, uzun
ekseni boyunca hilustan gececek sekilde bir kesit
yapilarak iki ana yarima ayrilir. Daha sonra ekva-
toryal kesitten kutuplara dogru 3 er mm kalinhgin-
da olmak tizere birbirine paralel olarak kesitler ya-
pilarak lenf nodula dilimlere ayrilir. Dilimleme is-
lemi; dokunun yumusak olusu nedeniyle bazen
basaril bir sekilde yapilamaz, doku hirpalanabilir.
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Bu durumda kesim isleminin devam ettirilmesi
dogru degildir. Doku, tesbit ¢o6zeltisi icine alinir.
Homojen-duzgiin olarak kesilebilecek kivama ge-
linceye kadar dokunun sertlesmesi beklenir (5-15
dakika). Bekleme stiresi koagulatif fiksatiflerde ol-
dukca kisa, formol c¢ozeltilerinde ise nisbeten
uzundur. Dis ytuzi sertlesen doku daha kolay di-
limlenebilir kivama gelince dilimleme islemine de-
vam edilir. Kullanilan bicaklarin uygun yapida ol-
mas! dokunun hirpalanmadan dilimlenmesi aci-
sindan 6nem tasir. Bicagin profili mtimkiin oldu-
gunca ince ancak buna karsilik stabilitesi yeterli
diuizeyde olmaldir. Bicak uzunlugu ve bicagin eni
kesilecek dokunun boyutlarina gére ayarlanmali-
dir. Ancak pratik uygulamalarda 8 cm uzunlugun-
daki low profil mikrotom bicaklari, uygun bir tu-
tucu sap moduliine monte edildiginde lenf nodulta
biopsi 6rneklerinin ¢ogunun dilimlenmesinde ye-
terli olmaktadir. Bisttiri kullamimi her zaman iyi
sonu¢ vermeyebilir. Bistirilerin bicak uzunlugu
baz1 buiytik nodillerin homojen olarak dilimlenme-
sinde yetersiz kalmaktadir. Tras bicagi kullanima,
bicagin stabilitesinin yetersiz olmasi nedeniyle ba-
z1 durumlarda uygun degildir. Bu islemde en
onemli 6zellik bicagin keskin olmasi ve kesim ha-
reketlerinin dogru yapilmasidir. Bicak hicbir sekil-
de doku icine dogru bastirilarak-iterek ilerletilme-
melidir. Bicak 6ne-arkaya homojen olarak hareket
ettirilmeli, bu sirada bicak mtimktin oldugunca bi-
zim itme kuvvetimizle ve hizla degil, yavas yavas ve
neredeyse kendiliginden ilerliyormus gibi doku ici-
ne dogru yol almaldir. Bu sirada dokunun genis
ylzeyi kesim tahtasi tizerinde olmali, diger elimiz
dokunun dis ylizeyini mtiimkiin olan en az basing
kullanarak ve ezip sikistirmadan sabitlemelidir (Bu
islemin kolayca yapilabilmesi i¢cin basit kesim ma-
kinalar tretilmistir.). Bu islem sirasinda doku hig-
bir zaman kuru bir kesim tahtasi ile temas ettiril-
memelidir. Kesim tahtasi serum fizyolojik veya fik-
satif ¢ozeltisi ile 1slatilmis olmalidir.

Dokundurma preparatlarinin hazirlanmasi

Doku dilimleri, taze kesit ytizeyleri tistte baka-
cak sekilde kesim tahtasma dizilir. En genis ytize-
ye sahip olan ve patolojik degisiklikler gosteren di-
limlerin ytizeyindeki serum ve kan gibi fazla siv1 bir
lam kenarn veya kurutma kagidi ile nazikce silinir.
Lam, kesit ytlizeyine dokundurularak ytizeydeki
huicre tabakasinin lam ytizeyine alinmasi saglanir.
Lam asin bir kuvvetle bastirlmamali ve yanal ha-
reketler yapilmamalidir. Dokundurma stiresi, az
hticre veren dokularda uzun, cok hiicre veren do-
kularda kisa tutulmaldir. ilk dokundurma prepa-
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ratina alinan hticre miktarina gore daha sonraki
lamlarin dokundurma stireleri ayarlanabilir. Bol
hucre tasiyan nisbeten kalin tabakali preparatlar
yas fiksasyon ile fikse edilmelidir. Genellikle ilk do-
kundurmalar hiuicreden zengindir, yas fiksasyona
almir. Son dokundurmalarda ise hiticre tabakasi
incedir, havada kurutularak fikse edilirler. Yas fik-
sasyon, preparatlar derhal %96 lik etanol i¢cine ali-
narak yapilir. Bu preparatlar PAP ve/veya HE yon-
temi ile boyanarak incelenirler. Havada kurutulan
preparatlarin bir kism absolu metanol icine alina-
rak tesbit edilir. Metanoliin mutlaka taze, saf ve
kaliteli olmasina dikkat edilmelidir. Bu preparatlar
Romanowsky boyalan ile (MGG vb) boyanarak in-
celenirler. Havada kurutulmus preparatlardan bir
kismi ise kapakli lam kutulan i¢cinde, -20°C veya -
86°C de antijenik-genotipik incelemeler i¢in sakla-
nabilirler. Preparat sayis1 vakanmn o6zelliklerine ve
incelemeyi yapan birimin imkanlarina gére ayarla-
nir.

Doku oérneklerinin kasetlenmesi

Dilimlerin ¢evresini tam olarak saran saglam
bir kapstil varsa bu kapstil bir veya iki noktadan
makas ucu ile ¢entik yapacak sekilde kesilir (Aksi
taktirde, kapsul ve parenkimin dehidratasyon isle-
mine farkl derecede yanit vermesi nedeniyle doku
dilimi kivrilacak ve dilimin parafine dtizgiin sekilde
gomiulmesi miimkiin olmayacaktir). Elde edilen di-
limler mimkutnse butin halinde takip islemine
alinmalhdir. Dilim c¢api, teknisyenin tecrtibesine,
mikrotomda kesit yapma kapasitesine, kullanmilan
mikrotomun cinsine gore ayarlanabilir. Kapasiteyi
asan buyuk caph dilimler iki veya daha fazla par-
caya ayrihp kitictltilebilir. Genel olarak alinan
parcalarin en buytik ¢capmin 1 cm den daha buytk
olmamasi, mikrotomda kesit yapma isleminin ko-
lay yapilmasi agisindan tercih edilmektedir. Ancak
en bliyuk ekvatoryal enlem dtizleminde lenf nodu-
Iti parenkiminin bir btittin halinde mikroskopta in-
celenmesi, bazi1 vakalarda patologa 6nemli avantaj-
lar saglayabilir. Eger lenf nodulii parenkiminin
kompartmanlararasi iliskisinin incelenmesi énem
tasiyorsa, 1 cm nin lizerinde ¢apa sahip olsa bile
en az bir adet doku dilimi, btitiin halinde takip
edilmelidir.Elde edilen dilimler standart doku ka-
setlerine konularak takip islemine alinirlar. Gant-
miuizde kullanilan standart plastik doku takip ka-
setlerinin derinligi, eskiden kullamilan celik doku
takip kasetleri ile karsilastinldiginda olduk¢a di-
suktur (5 mm). Bu nedenle kasete alinan doku ka-
Iinliginin 3 mm nin tizerinde olmamasi gerekir. Da-
ha kalin dokular, kasetlerin i¢ ytizeyine yapisir ve
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takip c¢ozeltilerinin serbest¢ce dolasimim engelleye-
rek doku takip kalitesinin bozulmasina yol acar.
Dokunun 6zellikle santral boélgelerinde takip yeter-
sizlikleri ve tiim dokuda birbirinden farkh takip
zonlar1 olusur. Bu durum ise mikrotom kesim isle-
minde sorunlar ¢ikarir, ince homojen kesit alina-
maz, kesitlerde morfolojik ve antijenik acidan fark-
I 6zellikler tasiyan zonlar olusur, tani ve yorum
hatalarina yol acar. Bu vesile ile bir kez daha vur-
gulamak gerekirse “alinan doku érneklerinin 3
mm den daha kalin olmamasi icin azami dikkat
sarfedilmelidir”. Dalak dokusu kendine 6zgu ya-
pist ve kandan zengin bir organ olusu nedeniyle
bloklama ve kasetleme isleminde bazi 6zellikler
gosterir. Dokunun mumkiin oldugunca kandan
armndirilmasima calisiimalhidir. Alinan doku dilimle-
ri tamponlanmis noétral formalin c¢ozeltisi icinde
calkalanarak yikanir, faza kan giderilir. Bu islem
fiksatif ¢ozeltisi degistirilip yenilenerek birkac kez
tekrarlanir ve daha sonra doku dilimleri nihai fik-
satif icine alirlar.

Ozel incelemeler icin 6rnek alinmasi

Yukarida rutin histopatolojik ve immunohisto-
kimyasal incelemeler i¢in gerekli dokularin parafin
doku takibine ne sekilde hazirlanacag: anlatilmis-
tir. Bu incelemeler disinda, duruma gore 6zel ince-
lemeler icin de doku 6rneklerinin bir kismi 6zel se-
kilde ayrica takibe alimirlar. Bu incelemelerden
baslhicalan sunlardir. Hiicre stispansiyonunda flow
cytometric immunfenotipleme ve konvansiyonel si-
togenetik calismalar i¢cin doku-htuicre kazintisi alin-

Table i, Lyguiama Yootembering Gone Liygun Dolen (rnedi Tiplen

mas1; molekiiler genotipik calismalar ve cryostat
kesit islemleri icin taze dokunun dondurularak
saklanmasi ve mikrobiyolojik incelemeler icin steril
ortamda 6zel besiyerlerine doku 6rnegi alinmasi-
dir. Mikrobiyolojik inceleme 6rneklerinin steril
ameliyathane sartlarinda alinmasinda yarar var-
dir. Asagida calisma modeli ve uygun doku 6rnek-
leri tablo halinde verilmektedir.

Doku orneklerinin tesbiti-fiksasyonu

Fiksatifler; doku ve hticresel elemanlar1 dena-
tare hale getirip otolizi durdurur, dokuyu daha
sonra uygulanacak takip islemlerine uygun ve cev-
re etkenlere karsi dayanikhh hale getirir. Tiim
amaclar icin uygun “en iyi” fiksatif yoktur.
Amaca en uygun fiksatif veya fiksatifler veya fiksa-
tif kombinasyonlar1 kullanilarak sonuca ulasilma-
ya calisilir. Cerrahi patolojide en yaygin olarak kul-
larilan fiksatif %10 formalin (%3.7 lik formaldehid)
cozeltisidir. Nisbeten zararsiz ve ucuzdur, cevre
icin 6nemli bir toksik atik sorunu olusturmaz. An-
cak formaldehid c¢ozeltileri stabil ¢ozeltiler degildir.
Piyasada cok cesitli ve kalitesiz ¢ozeltiler bulun-
maktadir. Mutlaka sertifikali cozeltiler kullanilma-
hdir. Beklemekle metilen glikol polimerleri olusur,
formik asit oram artar, pH duser. Asidik formalin
cozeltilerinde formene adi verilen insolubl, siyah
renkli pigment olusur. Bu pigment dokulara ¢oker.
Formene pigmentinin olusumunu engellemek i¢in
stok cozeltilerinin alkali ¢ozeltiler katilarak stabili-
ze edilmesinde yarar vardir (kalsiyum karbonat).
Ttm bu sorunlarin giderilmesi i¢in paraformalde-
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hidten taze olarak %4 luk formaldehid c¢ozeltisi ha-
zirlayip ayni giin kullanmak gerekir. Ancak gunliuk
pratikte bu yéntem kullamilamamaktadir. Bunun
yerine sertifikali (gtivenilir tretici firma, stabiliza-
tor olarak belirli miktarda metanol iceren, son kul-
lanmim tarihi belirli) formalin ¢ozeltisinden hazirla-
nan tamponlanmis nétralize %10 luk formalin ¢o6-
zeltisi kullamlabilir. Bu ¢ozelti tercihan ganlik-ta-
ze olarak hazirlanip kullamilmali, hazirlanan ¢ozel-
ti en cok bir hafta stire icinde tuketilmelidir. Doku-
lara gercek bir aldehid fiksasyonu uygulamak icin
formaldehitin dokuya ulasmasindan itibaren 10-
12 saat kadar bir stirenin gecmesi gerekir. Ayrica
formaldehitin dokuya penetrasyonu ic¢in gececek
strenin de bu stuireye eklenmesi gerekir (penetras-
yon stiresinin hesaplanmasi icin d=k vt formiili
kullanmilir. d= penetrasyon derinligidir. k= penet-
rasyon sabiti formaldahid i¢in 0.7 dir. t= penetras-
yon icin gerekli stiredir). Kisaca, 3-4 mm kalinl-
ginda bir doku diliminin tamaminin gercek bir al-
dehid fiksasyonu ile fikse olmas1 icin gececek za-
man, yaklasik 14 saat kadardir. Ancak pratik uy-
gulamalarda bu stire oldukca uzundur ve klinik
baskilar sonucu ginliik uygulamalarda bu stire 3-
4 saate kadar kisaltilmistir. Bu stirenin en az 6 sa-
at olmas1 “sizofrenik fiksasyon zonlarmin” minu-
muma indirilmesi icin 6nerilir. Stire kisaldikca al-
dehid fiksasyonundan ziyade dehidratasyon asa-
masinda kullamlan alkollerin etkisi belirginlesecek
ve doku alkol tipi bir fiksasyon morfolojisi sergile-
yecektir. Ulkemizdeki takiplerde genellikle alkoliin
baskin oldugu sizofrenik tesbit paterni gértilmek-
tedir Aldehid fiksatifler proteinlerin amino gruplarn
ile metilen kopruleri veya karbon baglar1 olustu-
rur, nazik bir kimyasal fiksasyon saglar. Bu 6zellik
elektronmikroskopik c¢alismalar icin istenen bir
ozelliktir. Ancak parafin doku takip asamalar ve
parafin kesit islemleri sirasinda kromatini ve sitop-
lazmik yapilar dis etkenlere karsi yeterince direnc-
li bir hale getirmez, rijit bir fiksasyon saglamaz. Bu
nedenle, parafin blok kesitlerinde, 6zellikle ince ve-
ziktiler kromatinli ntivelerin kromatini parcalanip
dagilabilir, 6bekler halinde toplanabilir, arada ber-
rak bolgeler kalir. Buna “nuclear bubling” artefak-
t1 denir. Diger taraftan stoplazma elemanlar sag-
lam-rijit bir sekilde tesbit olmadig icin daha sonra
uygulanan alkol dehidratasyonunda buzalar, si-
toplazma oldugundan kui¢cik goéralir, birbirine
komsu hiticreler birbirinden uzaklasir. Benzer bti-
zulme nukleuslarda da gorultir. Bu tar morfolojik
degisimlerin disinda kimyasal bir fiksasyon olmasi
nedeniyle proteinlerin yapisin kimyasal olarak de-
gistirdigi icin proteinlerin antijenik 6zelliklerini de
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degistirmis olur. Gercek aldehid fiksasyonu ile tes-
bit olmus dokuda baz1 antijenlerin saptanabilmesi
icin aldehid gruplarinin proteinlere baglandig: yer-
den koparilip uzaklastirilmasi yani proteinlerin ye-
niden ac¢iga cikarilmasi gereklidir. Bu isleme “anti-
jen retrieval” veya “antijen unmasking”, “antijen
recovery” adi verilmektedir. Hematopatoloji, diger
patoloji disiplinlerine gore sitomorfolojik ayrintila-
ra ve antijenik 6zelliklere cok daha fazla dayanmak
zorundadir. Bu nedenle, aldehid fiksasyonunun
dezavantajlar goz ontine alindiginda, farkh fiksatif
kullanimlarn giindeme gelmistir. Bu fiksatiflerin
cogu proteinleri koagiile ederek daha saglam, rijid
bir yap1 olustururlar. Bu maddelerin bazilar1 asidik
cozeltilerdir. Proteinlerin kendi isoelektrik pH la-
rindan uzaklasarak koagiile olmalarini saglar (gla-
sial asetik asit, pikrik asit iceren Bouin ¢ozeltisi gi-
bi). Diger bazilar ise metalik katyonlar icerir. Pro-
teinlerin aminoasit zincirlerinin meydana getirdigi
organik gruplar ile biiytik, insoluble koordinasyon
kompleksleri olustururlar (civa klortur iceren B5 ve
ZenKker:; cinko klortir iceren formalin zinc). Bu 6zel-
liklerden de yararlanmak icin formalin ile protein
prespitan ¢ozeltileri bir arada iceren karma fiksa-
tifler de kullanilmaktadir. (B5, bouin, formalin
zinc, Hollande). Protein presipitan ajanlar; HE ke-
sitlerinde daha keskin bir nuklear ayrinti saglar,
immunreaktiviteyi arttirir. Ayrica, daha o6nce for-
malin ile tesbit edilmis ve parafin takibi uygulan-
mi1s dokular, geri takip ile suya getirilip protein
prespitan fiksatiflerle fikse edildiginde, sitomorfo-
lojik ve antijenik 6zelliklerin kismen duzeldigi go-
rilmektedir.

Diger bir fiksatif grubu ise alkol iceren fiksatif-
lerdir. Alkol, protein prespitan ve dehidratan 6zel-
liklere sahiptir. Bu nedenle antijen korunumu iyi-
dir. Agir metaller gibi kromatinde kiriklara yol ac-
madig1 icin molekiiler genotipik calismalar icin de
uygun bir fiksatiftir. Ancak dehidratasyona yol ac-
181 icin doku ve htuicrelerde btiziilme artefaklarina
neden olur. Bu 6zellik kticik dokularda cok belir-
gindir ve “kuruma artefakti” olusturacak duzeye
ulasir. Bu nedenle alkol, tekbasma konvansiyonel
HE histolojisi i¢in kullamima uygun degildir. Bu-
nun yerine alkoltin de yer aldig1 karma fiksatifler
tercih edilir (AFA ¢0zeltisi: metanol, formalin, glasi-
al asetik asit). Tablo III de baz fiksatiflerin olumlu
ve olumsuz yoénleri karsilastirmali olarak verilmek-
tedir.Universal bir fiksatif olmas1 nedeniyle noétral
tamponlu %10 formalin, hematopatoloji alaninda
tercih edilebilecek bir fiksatiftir. Ancak, ozellikle
yanlis uygulamalarn da katkisi ile (yetersiz fiksas-
yon suresi, standart dis1 ¢ozelti kullanimi, agresif
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Tablg I, Ban Ficsatiflerin ioeriider

Mislral Tamponly %10 Formalin

53740 bk okl 100 mil
[Dkstiig s e 200 mi
Sadyum Instat monobarik monohidrat......4 gr
Sadyum fostat dihasik anhidnoe B5gr

Zink formalia

BI7 40 o b 100 il
Dheifies 2 OO iwd
InGL2 TH20 : 10 gr

AFR Filktalili

Al efana veya metand 750 mi
3740 formaidehit 200 mi
Glageyal asetic asi 50 mil

ES Fiksatili

Shok Comaisi

HyGl 2 12gr

St et 250

Dhistila su 200 mi (lsbilarak kanghbr pHS.8 @ ayarianr)
B (Faksma (ozelisi

ok BS phmelis 20 mi

3740 bk iemaldehd 2 mi

{Kulaemdan hemen dnce kanshniarak hazrtane)

Hollange Fiktstili

Ealar asetal P |

Pairik asil 40

BA7 -4 forrcaidehad ... 100 i

Glassial asstii 354 5 i

Disting s 1000 mi ye Bamamia

dehidratasyon uygulamalarl) morfolojik inceleme-
lerde hematopatologlarin istedigi standart kalite
diizeyine her zaman tam olarak ulasmak mimkuin
olmamaktadir. Hematopatologlarin énemli bir bo-
Iimu, morfolojik ayrinti konusundaki tstinltiga
nedeniyle koagtlatif fiksatifleri (B5, Zinc formalin,
Hollande,AFA, Bouin vb) tercih etmektedir. Cevre
icin toksik atik olmalar1 nedeni ile B5 ve benzeri ci-
va iceren fiksatifler son yillarda giderek daha az
kullanilmaktadir. Bouin c¢ozeltisi antijenik incele-
melerde zaman zaman sorun olusturmaktadir.
Zimnc formalin ve Hollande ¢6zeltisi hem morfolojik
hem de antijenik incelemelerde basarii sonug¢lar
vermektedir. Ozellikle kiictik dokularda (tru-cut,
kemik iligi trephine, kiictik insizyonlar ) Hollande
fiksatifi ile miikemmel morfolojik ayrinti1 elde edil-
mektedir. Ancak ttim bu agir metalli koagulatif fik-
satifler ntikleik asit zincirlerinde kirilmalara yol ac-
maktadir. Bu nedenle molektiler genotipik ve sito-
genetik calismalarda bazi sorunlara yol agabilirler.
AFA fiksatifi, ntikleik asit korunumu konusundaki
ustinliigti nedeni ile éntimiizdeki yillarda yaygmn
kullanima aday fiksatiflerden biridir. Ntiklear mor-
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folojik detay muikemmeldir. Stoplazmik btiztilmeye
ve kuicik parcalarda kurumaya yol ac¢abilir. Antije-
nik incelemelerin bazilarinda optimal sartlarin
arastirilmasi gerekmektedir.

Istanbul Tip Faktiltesi Patoloji Anabilim Daln-
da, taze gelen lenf nodulleri ayn parcalar halinde,
Hollande, AFA ve formalin zinc ile fikse edilerek
morfolojik, antijenik ve genotipik incelemeler i¢in
kullamima uygun genis bir doku yelpazesi olustu-
rulmaya calisiimaktadir. Fiksasyon stiresi Hollan-
da ve formalin zinc i¢in 12 saattir. Kuictik dokular
(tru-cut, 1-2 mm lik insizyonlar, punch biopsiler ve
endoskopik biopsiler) icin 3-4 saat yeterlidir. Daha
once formalin fiksasyonu uygulanmis dokularda
formalin zinc ve AFA ile post fiksasyon uygulama-
s1, kaliteyi arttirmaktadir. Koétu takip edilmis do-
kularda ise geri takip islemi sonrasi B5 ile post fik-
sasyon iyi sonu¢ vermektedir. AFA ile fiksasyonda
4-6 saat yeterlidir. Kticik dokular ¢cok daha kisa
sturede fikse olurlar. AFA haric¢ diger tim fiksatif-
lerde fiksasyon sonrasinda 20-30 dakikalik bir y1-
kama islemi uygulanmalidir. AFA da ise direk ola-
rak alkollere gecilebilir. Tablo II'de baz: fiksatiflerin
formulleri verilmektedir.

Doku Takip islemi

Cok cesitli takip semalar1 énerilebilir. Hi¢birisi
“en iyi” takip semasi1 degildir. Her dokunun kendi-
ne 6zgl en uygun takip semasi vardir. Ancak her
doku i¢cin ayrn sema uygulamak pratik acidan
mumkiin degildir. Genel olarak dokularin biytk-
ltikleri ve icerdikleri su oranlarina gére gruplandi-
rilip takip etmekte yarar vardir. Kticik dokular de-
hidradasyon islemine ¢ok duyarhdir. Bu nedenle
ayr1 bir makinada takip edilmeleri uygundur. Fik-
sasyon asamasl oda sicakliginda yapilmalidir. Fik-
sasyon stiresini kisaltmak amaci ile ytksek sicak-
Iik uygulamalarindan kacimilmahdir (Otolitik olay1
arttirir). Takip semasmin diger asamalarinda si-
cakligin 45°C yi gecmeyecek sekilde ytuikseltilmesi
zararl bir etki yaratmadan reaksiyon hizini artti-
rir. Parafin sicakligi, parafinin erime derecesinin
birkac derece ustiinde olmalidir. 70°C nin ustiine
cikilmamalidir (pisme-termal denattirasyon). Anti-
jen korunum diizeyinin de arttirilmasi i¢in 62°C
nin gecilmemesi tercih edilir. Parafin impregnas-
yon asamasinda vakum ve basmg¢ uygulamalar
yararhdir. Diger asamalarda yarar1 tartismaldir.
Dehidratasyon islemi mutlaka diistik gradh alkol-
lerden baslamalhdir. %30-%50 lik alkoller ile basla-
mak uygun ise de pratik uygulamalarda %70 lik
alkolden baslanmasi da kabul edilebilir. Dehidra-
tasyona hicbir sekilde %95-96 veya absolu alkol ile
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baslanmamalidir. Btiztilme artefaktlarina ve yan-
ma-kavrulma artefaklarina yol acar. Niikleus ve
stoplazma btiztiltir. Nukleuslar soluk zayif boyanir,
cift kinciliklan artar, sitoplazmalarda asir1 eosino-
filik boyanmaya yol a¢ar. Absolu alkol stiresi doku-
nun buyukligine ve su icerigine gore ayarlanma-
hdir. Genellikle lenf nodtllerinde 2 saati gecmeme-
lidir. Ktctuk dokularda 30-60 dakika yeterli olur.
Tuam c¢ozeltilerin periodik olarak yenilenmesi basa-
rili bir takip icin gereklidir. Thmal edilmemelidir

Parafin Gomme

Takip parafini ile gbmme parafinin birbiri ile
uyumlu olmasina dikkat edilmelidir. Gémme para-
fininin kalitesi, kesit alma islemini etkileyen para-
metrelerden biridir. Dokunun sertlik derecesi, kul-
lanilan bicagin cinsi, kullamlan mikrotomun 6zel-
likleri, kesit alma islemindeki tercih (seri-tek tek),
teknisyenin Kkisisel tercihleri gibi pek ¢ok faktor pa-
rafin cinsinin belirlenmesinde etkili olacaktir. An-
cak genel olarak erime derecesi ylikseldikce parafi-
nin sertliinde giderek artis olur. Gémme islemi,
dokunun sogumasina firsat verilmeden hemen ya-
pimali, parafinin dokuya zarar vermeyecek en
yuksek sicaklik dtizeyinde iken, (visikozitesi en az
duizeyde iken) uygulanmalidir. Sogutma-katilastir-
ma islemi miimkiin olan en kisa stirede hizla yapil-
malidir (soguk plaka tizerine alinarak). Parafindeki
bu sicaklik degisimi ne kadar buytik ve ne kadar
kisa stirede olursa katilasan parafinin mikro kris-
tal boyutlar1 da o derecede kiiciik olur ve parafin
dokuyu o derecede daha iyi sarar. Ancak bu tst ve
alt sicaklik seviyeleri, dokunun ytiksek sicakliktan
zarar gormeyecegi ve parafinin ise dustik sicakhk-
tan catlaylp kirllmayacagi dtizeylerde olmaldir.
Gomme isleminde modern parafin doku gémme
sistemlerinin kullamilmas1 buytk kolayhk sag-
lamaktadir. Blok tasiyici olarak plastik kaset kul-
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lanmiiyorsa bu kasetlerin elastiklik derecesi ve
parafini kavrama kapasitesi énemlidir. Bu islem
icin 6zel olarak formiule edilmemis plastik mad-
delerden yapilan kasetler kesim islemi sirasimnda
sorun olusturabilirler.

Kesit Alma islemi

En fazla emek ve tecrtibe gerektiren, insan fak-
téorintn en belirgin oldugu asamadir. Kaliteli bir
kesit; pek cok inceleme yontemi ve patologun his-
topatolojik yorumu icin vazgecilmez temel ihtiyac-
tir. Bu nedenle patologlar laboratuvarlarinda stan-
dart tist dlizey bir kesit kalitesini saglamak ve bu
kaliteyi devam ettirmek zorundadir. Hematopatolo-
jide sitomorfolojik ayrinti diger patoloji disiplinleri-
ne gore cok daha fazla deger tasimaktadir. Hucre
yogunlugunun fazlaligir ve hiicrelerin nisbeten da-
ha kuctik boyutlu hiicreler olmasi; daha ince bir
kesit yapma ihtiyacin1 dogurmaktadir. Sitomorfo-
lojik detay icin ince bir kesite, kompartmanlar ara-
s1 iliski ve infiltrasyon paternini belirlemek icin de
dokunun ttim ytizeyini temsil eden dtizgtin-kirisik-
s1z bir kesite ihtiya¢ vardir. Tim ytizeyi temsil eden
hem ince hem de kinsiksiz kesit alma islemi; tec-
riibe, sabir, bilgi ve teknolojik destek gerektiren
kompleks bir istir. Doku 6ncelikle c¢ok iyi sekilde
tesbit ve takip edilmis, kesime uygun bir parafin
icine gomuilmuis olmaldir. Parafin blok, kesimden
6nce uygun bir sogutucuda miimkiin oldugu ka-
dar sogutulmahdir (Blogun catlayip kirlmasma
izin vermeyecek soguklukta, 0°C-, -10°C), Sogutu-
lan blok titresimsiz saglam bir ortama yerlestiril-
mis mikrotoma monte edilir. Blogun mikrotoma
tam olarak yerlestirilmis olmasindan emin olun-
mal en ufak titresimin kesit kalitesini etkileyecegi
unutulmamahdir. Aym sekilde mikrotomun tim
parcalarmin titresimsiz bir kesit islemi yapacak
konumda olmasina dikkat edilmelidir. Kaliteyi et-
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Tablo ¥, Ban hatalar, nedenden ve sonuglan

Ay My
Doy transporty Diousnun ks gark bere komumas
Bhoklama Do Grmakleninin kaln sbnmas
Fiksasyon Liygun olmayan fiksasyon ses;
Civeh fiksatifiarde wren s(ee fksasyon
Dighidiralasyon Alkollere 5U hangmeg olmas: veya
Allollenda yefer S0ne Lakip
Clearing Mylande asin uzun kalma;
Wybarin alkiod il bulassk imeas ve
Faralin pansirasyonueun iy olmamas:
Irrkhramon [ok sacak paratin
Embesing Faratin banyosunda gakankiktan
Bonra pOMmime kglaminin per yapdmas:
Kersit tgiemi Liygun olmaayan becak: acs
Kasici kerara defek)
Kersit yiidinme Kasitin 5u bamosuna konulurken
Dikhcath pburimamas)
Kungrea Ebivin pok yiksek sicakiila ohugy
Bioyanma Ensinden s0ni yelersiz ykama

kileyen en 6énemli parametrelerden biri bigcagin ka-
litesi ve teknik olarak uygunlugudur. Disposable
bicak kullamim giintimtizde standart hale gelmis-
tir. ince kesit almak icin bicak acis1 22° olan bicak-
lar daha uygundur. Ancak bu bicaklar dayaniksiz
oldugu icin maliyetleri ytiksektir. Genel olarak 35°
lik bicaklar kullamilmaktadir. Kesit ytizeyinin kar-
bon, teflon vb. maddelerle kaplanmasi bicagin da-
yanikhhigim arttirmaktadir. Ancak bu bicaklarla
ince kesit yapmak biraz daha tecrtibeli olmay1 ge-
rektirir. Onemli ézelliklerden biri bicak kesim acisi
ve kesit vuru hizidir. Sertce dokularda bicak kesim
acis1 dusuk, vuru hizi ytiksek; yumusak dokularda
ise bicak kesim acis1 ytiksek, vuru hizi dustk tu-
tulmahdir. Alinan kesitlerin akordeon seklinde gel-
mesi durumunda ag1 arttirilmal, rulo seklinde gel-
mesi halinde azaltilmahdir. Shuttering veya Vene-
tian blind olarak bilinen ince-kalin dalgali kesit
olusumu yanlis bicak acisina veya sistemin stabil
olmamasina baghdir. Diger bir 6zellik bicak kesim
kenarmnin purtzsiz, artefaksiz ve keskin olmasi-
dir. Defektif bicak kenarlarn cizilmelere, keskinligi-
ni yitirmis bicak kenarlan ise dokunun ezilerek,
akordeon tarzinda kesilmesine yol acar. Bicak ke-
sim kenarinda, bicak kesim sirtlarinda ve kesil-
mekte olan blogun kenarlarinda doku ve parafin
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i Saramamas ve buna Bagh olirak kesifle yimats
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KEsime katawmalar ve yrikiar

Muclear bubling arbetsh ve 15 hasarian

KErsifie agan kanmi gonimi immunoblast
nirvedesings sosinglik boyanma

artiklan bulunmamalidir. Doku alkollerde asir1 de-
recede dehidrate olmus ise bloktaki kurumus doku
yuizeyine gliserol sturdiikten sonra kesit yapilmasi
onerilir. Doku yeterince tesbit olmamis ve bu ne-
denle santral kisim yumusak kalmissa kesit ytize-
yine buz koyarak sogutmak yararhdir.

Kesitlerin Su Banyosunda Acilmasi-Lama
Alinmasi

Su banyosunda yutizduirtlerek yapilan bu islem-
de bazi pratik noktalara dikkat edilmelidir. Su
banyosunun sicakligl, parafinin erime derecesinin
10°C altinda olmalidir. 30 saniyelik ytzdirme sti-
resi kesitlerin ac¢ilmasi icin genellikle yeterlidir.
Yuksek sicaklik ve ylzdirme stliresinin uzamasi
kesit kompartmanlarinin dagilmasina yol acar. Ke-
sitin kolay ve kisa stirede a¢ilmasini saglamak icin
su banyosuna alkol veya deterjan katilabilir. Bu is-
lem ytizey gerilimini azaltarak kesitin su ytlizeyinde
yayillmasim kolaylastirir. Diger bir secenek; kesitle-
rin 6nce %50 lik alkol damlatilmis lam tUizerine
almmasi, kesit kinisikliklarinin arasma alkoltin gir-
mesi ve daha sonra bu lamin su banyosuna daldi-
rilarak kesitin ytizduriilmesidir. Kesitin lama ya-
pisma ozelligini arttirmak i¢in lamlar daha 6n-
ceden poly-L-lysine veya APES ile kaplanabilir. An-
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cak normal standart dokular ve boyama yontemleri
icin bu tir adeziv maddelerin kullanilmasina gerek
yoktur.

Kesitlerin Kurutulmasi

Kesitlerin ince olmasi ve sitomorfolojik ayrinti-
larin 6nemli olmas1 nedeniyle kurutma isleminin
nazik ve dikkatli bir sekilde yapilmasi gerekir. Yuk-
sek sicakliklarda hizli kurutma islemleri uygun de-
gildir. Sicak plaka ile kurutma yapilmamaldir. Ku-
rutma islemi sirasinda lam tizerinde su damlalari-
nimn bulunmasi, ettiviin nemli olmasi istenmeyen
ozelliklerdir. Sicak ortamda suyun buharlasmasi
sirasinda dokunun su buhar ile hasara ugramasi
mumkutndir. Bu nedenle lam tasiyiciya yerlestiri-
len kesitler, fazla suyun sizmasi i¢cin oda sicakli-
ginda yere dik pozisyonda bir stire bekletilir. Daha
sonra 45-50’C sicakliktaki ettive alinip 2 saat ka-
dar bekletilerek kurutma islemi tamamlanir. Bu si1-
rada parafin yumusar, kesit lam ile temas kurar ve
lama yapisir. Ettiv havasinda nem oranimin distk
olmasi gereklidir. Bu amacgla hava dolasimi olan,
fan sistemine sahip 6zel kurutma ettivleri daha uy-
gundur. Nem oram dustiikce kurutma suresi kisa-
Iir, su buharina bagh doku hasarlar azalir.

Boyama

Kurutulan kesitler ksilen serilerinden gecirile-
rek parafin giderilir. Bu islemin basarisi icin ksile-
nin temiz, uygulama suresinin yeterli olmasi gere-
kir. Yetersiz deparafinizasyon, boyanin basarisiz
olmasma yol acar. Standart boyama yéntemi HE
dir. Ek olarak giemsa, PAS ve retikiilin lif boyalar
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uygulanabilir. Mayer hematoksilen gibi progresif
hematoksilenler tercih edilmelidir. Eosin ile boyan-
ma siddeti, baz1 kurallara bagl kalinmak sarti ile
patologun tercihine birakilabilir. Immunoblast-
sentroblast gibi hticrelerin ntikleolusu eosinofilik
olmamali, buna kars1 Reed-Sternberg hticrelerinin
nukleolusu eosinofilik boyanmalidir. Eosin ile bo-
yanma derecesi, boya sonrasi alkoller icindeki ge-
cis zamani degistirilerek istenilen dtizeyde ayarla-
nabilir. Daha sonra uygulanacak dehidratasyon ve
ksilende parlatma asamalarinin yetersiz ve uygun-
suz sekilde yapilmasi halinde cift kiriciik ve bula-
niklik nedeniyle mikroskopik gértntti kalitesi bo-
zulacaktir.
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