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Histologic diagnosis of most diseases and achieving the best information for clinicopathological parameters
require a maximum success in the interpretation of the biopsies. The responsibility of this procedure mostly
belong to the pathologists. But, this responsibility is not only limited to routine morphological analysis. A team
work approach is needed, and therefore, the pathologists’ performance is based on higher quality in their own
departments.

To standardize the quality of histopathological diagnoses in Turkey, the communications between
clinicians and pathologists should reach to a significant level. The second step is strengthening the pathologists’
consciousness on their responsibilities, and developing the essential constructions. In this article, some issues
of this construction, particularly concerning the fixation are detailed.

Hastaliklarin 6nemli bir boliimiinde tan1 koymanin ve klinikopatolojik parametreler konusunda yeterli diizeyde
bilgi edinmenin yolu, biyopsi Orneklerinin en iyi sekilde degerlendirilmesinden geger. Bu siirecin
sorumlulugunu biiyiik 6lgiide patologlar yiiklenmistir. Ancak, patolog sorumlulugunun sadece morfolojik
ozelliklerin belirlenmesi ile sinirli oldugu donem artik kapanmistir. Multidisipliner ¢alismay1 gerektiren bu
siirecte patologlarin basarili olabilmesi i¢in sadece kendi laboratuar diinyalarinda verimli ¢alisiyor olmasi
yeterli degildir.

Ulkemizde hastaliklarmn histopatolojik tanisinda bir standarda ulagilmas: isteniyorsa, dncelikle klinisyen ile
patolog arasindaki iliskilerin yeterli diizeye getirilmesi gerekir. Tkinci asama, patologlarimn biyopsi materyalinin
degerlendirilmesi konusunda ne derece 6nemli bir kavsakta sorumluluk yiiklendiklerinin bilincine varmalari ve
bu pozisyona en uygun yapilanmaya gitmeleridir. Bu makalede bu yapilanma ile ilgili baz1 6zellikler ve
ozellikle dokularin tespiti gozden gegcirilmektedir.

Girig

gelismelerin  yarattig1

inceleme ve degerlendirme

Hastaliklarin 6nemli bir bdliimiine tan1 koymanin ve

klinikopatolojik ~ parametreler —konusunda yeterli
diizeyde bilgi edinmenin yolu, biyopsi drneklerinin en
iyi sekilde degerlendirilmesinden geger. Bu siirecin
sorumlulugunu biiyiik dlgiide patologlar yiiklenmistir.
Ancak, patolog sorumlulugunun sadece morfolojik
ozelliklerin belirlenmesi ile siirlt oldugu donem artik
Glinlimiizde teknolojik

kapanmustir. patologlar,
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yontemlerinin biyopsi Orneklerine uygulanmasinda,
programlayici-Orgiitleyici uygulayici ve yorumlayici
Patologlardan
lezyonlar sadece morfolojik 6zelliklerini belirlemesi
degil, lezyonu morfolojik-antijenik-genetik ozellikleri
ile klinikopatolojik bir antite halinde tanimlamasi
istenmektedir. Multidisipliner ¢aligmay1 gerektiren bu
siiregte patologlarin basarili olabilmesi icin sadece

roller de tstlenmek durumundadir.



kendi laboratuar diinyalarinda verimli ¢alisiyor olmast
yeterli degildir.

Giliniimiiz tibbinda taniya gidis siirecini, bir yap-
boz resmine ait pargalarin dogru olarak birlestirilmesi
ve meydana gelen resmin taninmasma (daha Once
tanimlanmis
antitelerden hangisine uydugunun belirlenmesine)
benzetmekteyim. Resim parcgaciklariin (puzzle’larin)
her biri degisik kaynaklardan elde edilir. Hastanin yasi,
cinsiyeti, yasadig1 yer, yaptigi is vb. kimlik bilgileri;
0z gecmis Ozellikleri, bagvuru sikayetleri, hastalik
semptomlari, fizik muayene bulgular, radyolojik-
hematolojik-biyokimyasal incelemelere ait sonuglar,
hastaligin biyopsi
incelenmesi ile ulasilan bilgilerin her biri resmin yani
taninin bir par¢asini olusturur. Patolojinin temel olarak
sagladig1 resim parcast “patolojik lezyonun morfolojik
ozellikleri” dir. Giinlimiizde buna immiinfenotipik ve
genotipik
Patologun gorevi, ormeginin morfolojik,
antijenik, genotipik iceren
parcalarim1 klinisyene iletmekle sinirli olabilir. Tam
icin hangi pargalarin gerekli oldugunun belirlenmesi,
bu pargalarin degisik disiplinlerden talep edilmesi, elde
edilen pargalarin birlestirilerek bir resim olusturulmasi
ve sonugta bu resmin tanimlanmasi gorevi klinisyene
birakilmalidir. Ancak giiniimiizde taninin konmasinda
“resmi tanimlama” islemi biiyiikk Olciide patologdan
istenmektedir. Bazi durumlarda alinan biopsi 6rneginin
morfolojik incelemesi sonucunda elde edilen resim
parcacigi, biitiin resmin en tipik en belirleyici parcasi
olabilir.

resimlerden  yani  klinikopatolojik

seyri ve nihayet Orneginin

Ozellikleri de eklemek miimkindir.
biyopsi

ozelliklerini resim

Boyle bir durumda patolog sadece bu
parcaciga bakarak resmin biitiiniiniin ne oldugunu
dogru bir sekilde tahmin edebilir. Ancak yine de diger
parcalardan da haberdar olarak tahmini
dogrulamak ister. Bazi durumlarda ise patolojinin
sagladig1r resim parcast ana resmin tipik-tanimlayici
pargast degildir. Bu parca tek basina hicbir anlam
tasimaz. Ancak diger parcalar ile birlestirilirse tani
koydurucu olabilir veya taniya gidiste hangi parcalarin
gerekli olduguna dair ipuglar1 verebilir. Bu agamada
klinisyen ile patolog arasinda mutlaka bir bilgi
aligverisi olmalidir. Bri¢ oyunundaki deklarasyona
benzetilebilecek bir bilgi aligverigi diisiiniilebilir. Her
iki taraf da ellerindeki “kart veya puzzle”larin
ozelliklerini birbirlerine ne derecede dogru, yeterli ve

tanisini
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ekonomik sekilde iletirse o derecede kisa yoldan

“resmi tamamlayabilir”, en uygun oyun programini

birlikte olusturabilir, grand sleme gidebilirler.

Sonug olarak

1- Klinisyen, biyopsi gonderirken elindeki klinik
bilgileri mutlaka patolog ile paylagsmalidir.

2-  Patolog, temel gorevi olan morfolojik incelemeyi
en iyi sekilde yapmali, ayrica elde ettigi sonuglar
ile kendine iletilen bilgileri birlestirerek taniya
gidiste hangi ek incelemelere ihtiya¢ duyulduguna
karar vermeli, bu incelemeleri yapmali veya
yapilmasini hareket
olusturabilmelidir. Elde ettigi bilgileri, karsilikli
bilgi akisinin devamini saglamak igin en kisa siire
icinde klinisyene iletmelidir.

3- Klinisyen ile patolog arasindaki bilgi paylasimu,
bric oyunundaki deklarasyona benzer sekilde
birbirini indiikleyerek stirmelidir

saglayacak planini

Ulkemizde hastaliklarin histopatolojik tanisinda

bir standarda ulagilmasi isteniyorsa, Oncelikle
klinisyen ile patolog arasindaki iliskilerin yukarida
tamimlanan ¢izgiye getirilmesi gerekir. Ikinci asama,
patologlarin  biopsi materyalinin degerlendirilmesi
konusunda ne derece onemli bir kavsakta sorumluluk
yiiklendiklerinin bilincine varmalar1 ve bu pozisyona
en uygun yapilanmaya gitmeleridir. Oncelikle bu
yapilanma ile ilgili baz1 6zellikleri gozden gegirmekte

yarar vardir.

Biopsinin alinisi ile ilgili ozellikler, sorunlar
ve oneriler

1- Ulkemizdebiopsi indikasyonlar1 belirsizdir. Biopsi
oncesi yapilmasi gereken incelemeler yapilmadan
biopsi yapilabilmektedir. Bazi biopsilerin objektif
gerekcelere dayanmadan yapildigi soOylenebilir.
“Biyopsi yapilmasit gerekli midir, hangi sorulara

icin yapilacaktir,

tablolarin  hangilerinin ayiriminda

yanit aramak ayiricl  tani
listesindeki
yararli olabilecektir. Morfolojik inceleme disinda
hangi ek incelemelere ihtiya¢ duyulabilecektir. Bu
incelemelerin yapilmasi miimkiin miidiir, nerede
yapilabilir, biyopsi
gonderilmelidir, gdnderme kosullar1 ne olmalidir”
gibi pek ¢ok dnemli soru, biyopsi alinmadan 6nce

lizerinde diisiiniilecek konulardir. Bu sorularin

materyali nereye
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cevabi aranmali gerekirse biyopsiden 0nce patolog
ile baglant1 kurulmalidir.

Ne bir biyopsi (eksizyonel,
insizyonel, tru-cut, ince igne aspirasyonu )? Bu tiir
bir biyopsi taniya gidiste yeterli ve gercek¢i midir?
Bu konuda patolog ne diisiinmektedir, patologun
tecriibesi ve imkanlar1 yeterli midir? Son yillarda
radyolojik goriintileme ydntemlerinin gelismesi

tlr aliacaktir

ile tru-cut ve ince igne aspirasyon biyopsileri
giderek yayginlik kazanmaktadir. Ancak materyal
miktarinin az olusu nedeniyle zaman zaman
morfolojik sekilde
yorumlanmasi ve ek inceleme tekniklerinin genis
sekilde
Materyalin tan1 i¢in yeterli miktarda doku igerip
icermedigi ve verimlilik diizeyi patolog tarafindan
en kisa siire icinde klinisyene bildirilmeli ve

bulgularin giivenilir

kullanilmast mumkiin olmamaktadir.

duruma gore yeni bir biyopsi programi
gecikilmeden devreye sokulmalidir. Yeterlilik
konusundaki ©6n inceleme bazen intraoperatif

degerlendirme ile yapilip sonu¢ en hizli sekilde
verilebilir. Ince igne aspirasyon incelemeleri de bu
acidan deger kazanmis ve yayginlagmustir.

Biyopsi alinacaktir? doku
patolojiktir ~ve hastaligt  en iyi sekilde
yansitabilecektir. Bu konuya dikkat edilmeksizin
rasgele biyopsi alinmasi veya sadece cerrahin
inisiyatifine birakilmasi dogru degildir. Bazen tam
koydurucu dokuya ulasmak i¢in ¢ok sayida biyopsi
yapilmasi gerekmektedir. Bu gercek, klinisyen ve
hasta tarafindan hosgorii ile karsilanmalidir.

Cok 1iyi bir cerrahi teknigin uygulanmasi sarttir.
Biyopsi, mutlaka tecriibeli bir cerrah tarafindan
yapilmali, dokuya miimkiin oldugunca az hasar
eksizyonal  biyopsi
gayret Ulkemizde
patologlarin yasadigi onemli giicliiklerden biri de
gonderilen materyalin uygun olmayan kosullarda
tecriibesiz kigilerce alinmis, ¢ogu kez miktar
olarak yetersiz, mekanik-termal etkilerle hasara
doku parcalari
Patologlar, kalite ve kantite bakimindan yeterli
olmayan materyalde asir1 bir zorlama ile ve yiiksek
risk alarak tan1 koyma gayreti icine girmektedir.
Bu ¢abanin dogru olmadiginin hem klinisyen hem
de patolog tarafindan kabul edilmesi, klinisyenin

nereden Hangi

verilmeli ve oOncelikle

yapilmaya edilmelidir.

ugramig insizyonel olmasidir.

tan1 koyma konusunda patologu baski altina
almamasi, patologun da tan1 ve yorumda asiri
kacimnip  gergekei

zorlamalardan davranmasi

gerekir.

Doku orneginin degerlendiriimesi

Alman doku Ornegi, dogrudan dogruya patoloji
gonderilebilir patologdan
intraoperatif 6n degerlendirme yapmasi istenebilir.
Ulkemizde intraoperatif degerlendirme gelenegi
genellikle bulunmamaktadir. Dogru olan taraf bu
yontemden mutlaka dogru tani ve dogru siniflamanin
beklenmemesi gerektigidir. Ancak yontem tamamen
gereksiz ve yararsiz da degildir. Taniya gidiste
materyalin yeterli olup olmayacagi ve elde edilen
materyalin en uygun sekilde nasil degerlendirilecegine
dair bir plan yapilmasini saglayabilir. Asil yararl
tarafi, materyalin yeterli olup olmayacagi konusundaki
kararin, heniiz operasyon yapabilme sansinin oldugu

laboratuarina veya

bir ortamda cerraha bildirilebilmesidir. Dokundurma,
kazima-yayma preparatlar
incelenerek yorum yapilir. Cryostat kesit yapmak
tizere dondurulan parcalarin daha sonra rutin parafin
blok takibi ve klasik morfolojik inceleme igin
kullanilmasinda baz1 (donma-
¢Oziinme artefaklar1). Bu dokularin diger amaglar ve
yontemler i¢in kullanilmas1 daha uygundur. Tablo 1’de
hangi yontemler i¢in hangi dokularin uygun oldugu
Ozetlenmektedir.

veya cryostat kesitler

sakincalar vardir

Doku orneginin gonderilmesi

1- Doku, kisa bir siire i¢inde laboratuara ulastirilacak
bile olsa, mutlaka kurumasia imkan tanimayacak
bir ortamda gonderilmelidir. Ulkemizde oldukga
sik yapilan 6nemli hatalardan biri, dokunun gazli
bez igine sarilarak gonderilmesidir. Gazli bez igine
sarilmig, diizensiz-pargali eksizyonlar, insizyonel

materyallerinde  geri

Mecbur

kalinirsa, dokunun sarildigi gazli bez mutlaka

parcalar ve  tru-cut

donilistimsiiz  hasarlar  olugmaktadir.
serum fizyolojik ile 6nceden 1slatilmig olmalidir.

2- Kisa bir siire i¢inde ulagtirilabilecek dokular serum
fizyolojik icinde, digerleri ise otolizin dnlenmesi
icin fiksatif iginde gonderilmelidir. Soguk ortam
otolizi geciktirir. +4°C*de, serum fizyolojik i¢cinde
24 saat beklemis dokularda bile morfolojik olarak
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yeterli sonuglar alinabilmekte, umulmadik sekilde
bazi antijenlerin varlig1 saptanabilmektedir.

3- Kisa siire ig¢inde laboratuara ulastirilamayacak
dokular mutlaka fiksatif
Fiksatif se¢imi patologun tercihine ve yapilacak ek
inceleme yontemlerinin 6zelliklerine bagli olarak
degisebilir. Bu se¢im, patolog ile konugularak
yapilmalidir.
boliinerek degisik fiksatifler igine konulabilir.
Ancak noétral tamponlanmis %10°luk formalin
¢oOzeltisi pek ¢ok amag i¢in uygun bir fiksatiftir.

4- Materyal, aynm1 amag¢ icin birden fazla sayida

gonderilmemelidir.

tamami  tek  bir

icine konulmalidir.

Materyal degisik amaglar ig¢in

laboratuara bolinerek

Materyalin laboratuara
gonderilmelidir. Ulkemizde bu konuda zaman
zaman yanlis uygulamalara rastlamaktayiz.

5- Materyalin konulacag: fiksatifin (noétral tamponlu
%10 1luk formalin) her hafta
hazirlanmasi, bekletilmis
kullanilmamasi, fiksatif ¢ozeltisinin hazirlanmasi
igsinin mutlaka bu konuda egitim goérmiis giivenilir
bir personele yaptirilmasi gerekir. Yeterli kalitede

fiksatifin ~ bulunmadig1
fiksatif ihtiyac1 patoloji laboratuarindan istenilerek
karsilanmalidir. Bu konularda da iilkemizde yanlig
uygulamalara oldukga sik olarak rastlamaktayiz.

6- Formalin c¢ozeltilerinin bulunmadig1 ortamlarda,
hastanelerde en kolay bulunan fiksatif alkollerdir.
Ancak ozellikle yiiksek gradli veya absolu alkoller,
hiicrelerde biiziilme artefaktina, dokularda kuruma
ve sertlesmeye yol actiklar1i i¢in morfolojik
incelemelerde edilmezler.  Genotipik
incelemeler i¢in uygun fiksatiflerdir. Mecbur
kalinirsa absolu alkol yerine %70-80 lik alkoller

Ulkemizde bu konuda dahatali
uygulamalara rastlamaktayiz.

7- Bu baglik altinda, bir kez daha belirtilmekte yarar
gorliyorum,“biyopsi materyali, klinik bilgilerin
ve  ayiricl listesininbulundugu  bir
gonderme formu esliginde gonderilmelidir” . Ne
yazik ki,
merkezlerde bile yeterince dikkat edilmemektedir.
Patologlarin klinisyenlerden ortak ve oOncelikli
istegi; taniya gidis siirecine “pas” diyerek degil

ile baglamalari, “biyopsi

taze olarak

fiksatiflerin

giivenilir durumlarda

tercih

kullanilabilir.

tam

iilkemizde bu konuya en ileri

iki sanzatu”

yani
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indikasyonu koyduran klinik tablo bilgilerini
patologa bildirmeleridir.”

8- Materyalin konulacag: kaplarin alisilmis amatorce
seceneklerden kurtarilip profesyonelce diisiiniiliip
planlanmig ve iiretilmis iirlinlerden secilmesinin
zamani gelmistir. Artik iilkemiz ticari piyasasinda
bu iirlinleri kolayca temin etmek miimkiindiir.
Gazl bezde kurumus dokular, bir tiirlii agilmayan
flasterler, dar boyunlu siseye tikistirllmis ve ancak

sise kirilarak ¢ikarilabilen biyopsi pargalari,
neredeyse  koklatircasina  sanki  esirgenerek
konulmus az miktardaki fiksatifi tamamen

igmesine ragmen tespit olamayip kokusan kiiretaj
materyalleri, altindan kan sizan naylon posetler,
sizan kan ile okunmaz duruma gelmis “gonderme
kagitlar1”.  Daha
Isterseniz biraz da siz anlatin, belki a¢ilirsiniz. Bu
sikintilarin giderilmesi i¢in birazcik para, daha ¢ok
inatc1 bir istege ihtiyac var. Kolay gelsin.

siralamami  ister misiniz?

Doku orneginin kabuly

Materyalin  patoloji  kurumuna islemleri
bilgisayar ortaminda eskiye gore daha saglikli bir
sekilde yapilabilmektedir. Ancak kayit- materyal kabul
biirosundaki elemanlarin materyallerin tanimlanmasi,
numaralandirilmasi, tasnif edilmesi, fiyatlandirilmasi
gibi teknik- terminolojik konularda egitilmis olmasi,
¢ok biiyiik sorunlara yol agabilecek kayit karisikligina
dikkatli

Ozellikle kamu kurumlarinda calisan elemanlarin ise

kayit

meydan vermeyecek derecede olmasi,

biirokrasi ¢arki iginde oradan oraya savrulmus
patlamaya hazir bir bombaya benzeyen hasta yakinlari
kargisinda dervis sabrina sahip birer halkla iligkiler
uzmani olmasi beklenmektedir. Béyle bir elemaniniz
varsa degerini bilin, onu hos tutun, dédiillendirin. Bana
da haber verin. Elimde Sovyet Rusya doneminden
kalma cok sayida nisan- madalya vs. var. Ise yararsa

size verebilirim.

Doku orneginin makroskopik incelenmesi

Materyalin makroskopik o6zelliklerinin kaydedilmesi
ve doku orneklerinin alimmasi islemi, belki de ¢aligma
kosullarinin en kotii oldugu ortamlarda yapilmaktadir.
Sorarim size, hanginiz makroskopi saatinin gelmesini
sabirsizlikla bekliyorsunuz.

Ayaklarmiz geri geri

gitmiyor mu? “Yo, hi¢ bile, ben makroskopi saatini
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iple ¢ekerim” mi dediniz. O zaman bir madalya da siz
hak ettiniz. Artik ¢iplak ellerin tuttugu kor bigaklarla,
alkolde beklemekten taslasmis uteruslari
donemi bitmistir. Tikanmis lavabolar i¢inde kendi
pisliginde bogulmus kolonlar1 acarken i¢ bulantimi
bastirmak i¢in her seferinde nefes tutma rekorumu
biraz daha gelistirdigim gilinler benim i¢in ¢ok geride
kaldi. Ancak pek ¢ok meslektagim i¢in bu kosullarin
devam ettigini biliyorum. Formalin kokusunu az daha
unutuyordum. Herhalde artik alistim, bu koku sanki
yasantimizin bir pargast oldu. “Bu kokuya nasil
dayaniyorsunuz oglum” diye
gozlerle “ne kokusu” diye sordugumu hatirliyorum.
Artik doku 6giitiiclisii takilmig tikanmayan lavabolari,
tezgah
duyarsizlagtirircasina yakan formalin buharmi ¢ekip
alan set iistii aspiratorleri ve sele bogup gotiiren su
fiskiyeleri ile donatilmis modern makroskopi iiniteleri,
basart ile iretilip kullanilmaya
baslamigtir. Nasil modern bir mutfak tezgahi, yemek
yapma igini bir zevk, bir sanat haline getirme firsati
yaratirsa, modern bir makroskopi iinitesi de patolojinin
bu ¢ok onemli igini bir iskence olmaktan c¢ikarip
keyifli bir hale getirebilir. Bu tiir iinitelere eklenen ses
dijital goriintii  kayit
materyalinizin makroskopik 6zelliklerini goriintiilemek

kesme

soran anneme bos

lizerine ¢Okiip gozlerimi ve genzimi

tulkemizde de

kayit ve sistemleri ile
ve bu gorlntileri en etkileyici ses tonunuzu ve
edebiyat yeteneginizi kullanarak anlatmak miimkiin
olmaktadir. Sanat giiciiniizii gosterebilir belki de bir
video klip yapar televizyondaki “bilim damlalar”
programinda yayinlatabilirsiniz. “Boyle mi olacakt1?
dis gebeligin sonu”.

Biyopsi materyallerinin nasil incelenecegi, nasil
tanimlanacag1 ve nasil drneklenecegi konusunda artik
klasiklesmeye baslayan kaliplar1
bulunmaktadir. Bu kaliplar1 begenmiyorsaniz kendi
materyalinize kendi kalibinizi basabilirsiniz. Bu yazida
kalibiniza itiraz etmeye niyetim yok. Ancak genellikle
ihmal edilen bazi 6zellikleri kaydetmekte yarar var.

Biyopsi tarihi, biyopsiyi takibe alis tarihi ve bu
siire¢ icinde dokunun hangi ortamda (gazli bez) ve
hangi fiksatifte kaldig1 not edilmelidir.

Ayrica doku oOrneklerinin miimkiin oldugunca
ince alinmasi konusunda israrctyim. Takibe alinan

uygulama

doku orneklerinin 3—5 mm den daha kalin olmamasina
0zen gosterilmelidir. Sevgili teknisyen arkadaslar,

birlikte ¢alistiginiz sevgili patologunuz 5 mm den kalin
“pabug gibi” parcalar alip bunlan takip kasetlerine
gizli gizli tikistirmaya kalkarsa, ki yaparlar, siddetle
kars1 ¢ikin. Yaratici giiciiniizii kullanin, isterseniz biiyii
yapin ama ne yapin ne edin bu girisimi engelleyin.
Sakin ola ki kendinizi kendinize ve millete kanitlamak
icin “inceltmenize gerek yok doktor hanim, isterseniz
pabucun 44 numaralisini
kesebilirim demeyin”, pabucu ters giymeyin. Ciinki
iyi bir doku takibi yapabilmek i¢in ilk ve temel adim
tespit ve takip sivilarmin “penetrasyon derinligi”
konusunu g6z 6niine alip dokular1 ince dilimler halinde
Dikkat ederseniz modern takip
kasetleri eski c¢elik takip kasetlerine gore ¢ok daha
incedir. Bu degisiklik “kasetler daha az yer kaplasin”,
“takip makinelerine daha ¢ok kaset daha cok doku
yiikleyelim” diye yapilmamistir. Amag dokularin zorla
ince dilimler halinde 6rneklenebilmesini saglamaktir.
Doku o6rneginin kaset duvarlari ile arasinda bosluk
kalacak diizeyde ince olmasi igin gayret gosterin,

da verebilirsiniz ben

takibe almaktir.

dokular1 kasetlere “sikis tepis” tikistiracak kadar kalin
almaym. “Dokuyu ince kesemiyorum, sanki doku
sisiyor, bicagin altindan kacgiyor, yetti be! Ancak bu
kadar ince kesebiliyorum, ne yani Migros sarkiiteri
salam reyonundan Oner Kilikirkyarandogan’t mu
cagiralim” demeyin. Taze, yumusak, 6demli dokularin
ince dilimlenmesi zordur, israr ederseniz dokuyu
hirpalar, perisan ederseniz. Dokuyu tespit g¢ozeltisi
sekilde
kesebilecek kivama gelinceye kadar dokunun dis

icine alm. Ince homojen-diizgiin bir
tabakasinin sertlesmesini bekleyin (5-15 dakika).
Bekleme siiresi koagiilatif fiksatiflerde olduk¢a kisa
formalin ¢6zeltilerinde ise nispeten uzundur. Bu islem
mikrodalga firin icinde 1sinlanarak da
yapilabilmektedir. Bunun igin 6zel {retilmis doku
tastyicisi ile donatilmis laboratuar tipi mikrodalga
firinlar bulunmaktadir. Sefil asistanlik donemimde
yagl aksiller kiiretaj materyallerini yagli mezenter
dokularin1 mikrodalga firinda bir giizel pisirir, sonra da
sertlesmis ve bembeyaz olmus lenf nodiillerini
yumusak sar1 renkteki yag dokusu i¢inden armut toplar
gibi kolayca ayiklar ve ince ince dogrardim. Su ve
benzeri bipolar molekiill miktar1 yag dokusunda az,
buna kars1 lenf nodiillerinde nispeten fazla oldugundan
lenf nodiilleri mikrodalga enerjisini 1s1 enerjisine

cevirerek absorblar. Hizla 1sinirlar ve piserler. Yani 1s1
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enerjisi ile “koagiilatif fiksasyona maruz kalirlar”. Bu
islem dokunun biiyiikligiine gore 1-5 dakika icinde
tamamlanabilmektedir. Denemenizi tavsiye ederim.
Sicakligr 50-60 derecenin lstline ¢ikarmayin, yemegi
yakip lezzetini kagirmayin.

Kullanilan bigaklarin uygun yapida olmasi
dokunun hirpalanmadan dilimlenmesi agisindan 6nem
tasir. Bicagin profili miimkiin oldugunca ince ancak
buna karsilik stabilitesi yeterli diizeyde olmalidir.
Bigak uzunlugu ve bigagin eni kesilecek dokunun
boyutlarina goére ayarlanmalidir. Ancak pratik
uygulamalarda 824 cm uzunlugundaki "low" profil
mikrotom bigaklari, uygun birtutucu sap modiiliine
monte edildiginde biyopsi
dilimlenmesinde yeterli olmaktadir. Bu bigaklarin
fiyatlar1 oldukg¢a yiiksektir. Bazi kurumlar bu bigaklar
birakin makroskopide kullanmay1r mikrotom kesit
isleminde kullanmak igin bile zor buluyorlar. Bu
durumda makroskopi sirasinda hi¢ kullanilmamis
bicak kullanmak yerine mikrotom kesit sirasinda
kullanilmig, atilacak bigaklar1 kullanmak bir ¢oziim
olabilir. sonug
vermeyebilir. Bistiirilerin bigak uzunlugu bazi biiyiik
dokularm homojen olarak dilimlenmesinde yetersiz
kalmaktadir. Tras  bicagt  kullanimi, bicagin
stabilitesinin  yetersiz  olmasi baz1
durumlarda uygun degildir. Bu islemde en onemli
ozellik bicagin keskin olmasi ve kesim hareketlerinin
dogru yapilmasidir. Bigak hicbir sekilde doku igine
dogru bastirilarak-iterek ilerletilmemelidir. Bigak one-
arkaya homojen olarak hareket ettirilmeli, bu sirada
bicak miimkiin oldugunca bizim itme kuvvetimizle ve
hizla degil, yavas yavas ve neredeyse kendiliginden
ilerliyormus gibi doku icine dogru yol almalidir. Bu
sirada dokunun genis yiizeyi kesim tahtasi {izerinde
olmali, diger elimiz dokunun dis yiizeyini miimkiin
olan en az basing kullanarak ve ezip sikistirmadan
sabitlemelidir (Bu islemin kolayca yapilabilmesi i¢in
basit iretilmistir.). Bu islem
sirasinda doku hic¢bir zaman kuru bir kesim tahtasi ile
temas ettirilmemelidir. Kesim tahtas1 serum fizyolojik
veya fiksatif ¢ozeltisi ile 1slatilmig olmalidir.

orneklerinin  ¢ogunun

Bistiiri  kullanimi1  her zaman iyi

nedeniyle

kesim makineleri

Dokundurma preparatlarinin hazirlanmasi

Doku dilimleri, taze kesit yiizeyleri iistte bakacak
sekilde kesim tahtasina dizilir. En genis yiizeye sahip
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olan ve patolojik degisiklikler gosteren dilimlerin
yiizeyindeki serum ve kan gibi fazla sivi bir lam kenar1
veya kurutma kagidi ile nazikge silinir. Lam, kesit
yiizeyine dokundurularak ytlizeydeki hiicre tabakasinin
lam ylizeyine alinmasi saglanir. Lam asir1 bir kuvvetle
bastirtlmamali ve yanal hareketler yapilmamalidir.
Dokundurma siiresi, az hiicre veren dokularda uzun,
cok hiicre veren dokularda kisa tutulmalidir. ilk
dokundurma preparatina alinan hiicre miktarina gore
daha
ayarlanabilir. Bol hiicre tagiyan nispeten kalin tabakali
preparatlar fikse
Genellikle ilk dokundurmalar hiicreden zengindir, yas
fiksasyona alinir. Son dokundurmalarda ise hiicre
tabakasi incedir, havada kurutularak fikse edilirler. Yas
fiksasyon, preparatlar derhal %96 lik etanol igine
almarak yapilir. Bu preparatlar PAP ve/veya HE
yontemi ile boyanarak incelenirler. Havada kurutulan
preparatlarin bir kismi absolu metanol igine almarak
tespit edilir. Metanoliin mutlaka taze, saf ve kaliteli
dikkat preparatlar
Romanowsky boyalart ile (MGG vb) boyanarak
incelenirler. Havada kurutulmus preparatlardan bir
kismi ise kapakli lam kutulart iginde, -20°C veya
-86°C’de  antijenik-genotipik  incelemeler  igin
saklanabilirler. Preparat sayis1 vakanin 6zelliklerine ve
incelemeyi yapan birimin imkanlarina gore ayarlanir.

sonraki  lamlarin  dokundurma  siireleri

yas fiksasyon ile edilmelidir.

olmasina edilmelidir.  Bu

Ozel incelemeler icin 6rnek alinmasi

Yukarida rutin histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler
takibine ne sekilde hazirlanacagi anlatilmistir. Bu
incelemeler disinda duruma gore 6zel incelemeler igin
de doku orneklerinin bir kismi 6zel sekilde ayrica
takibe
sunlardir. Hiicre siispansiyonunda flow cytometric
immunfenotipleme ve sitogenetik
calismalar icin alinmasi;
molekiiler genotipik c¢aligmalar ve cryostat kesit
islemleri i¢in taze dokunun dondurularak saklanmasi
ve mikrobiyolojik incelemeler igin steril ortamda 6zel
besiyerlerine doku 6rnegi alinmasidir. Mikrobiyolojik
inceleme Orneklerinin steril ameliyathane sartlarinda
alinmasinda yarar vardir. Tablo 1°de ¢aligma modeli ve
uygun doku ornekleri tablo halinde verilmektedir.

icin gerekli dokularin parafin doku

almirlar, Bu incelemelerden  basglicalar

konvansiyonel

doku-hiicre  kazintisi
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Tablo 1. Uygulama yéntemlerine gére uygun doku érnegi tipleri.

Taze, steril

alisma tipi
Galisma tip doku

Taze doku

Parafin
kesit

Havada Cryostat
kurumus imprint kesit

immiinhistokimya®
(sitoplazmik ve bazi
yuzey antijenleri)

immiinohistokimya
(ylzey immunglobulinleri)

Flow sitometrik fenotip X

Molekiler genotip

Sitogenetik analiz X

Mikrobiyolojik analiz X

a Antijen tipi ve fiksatife gore degisik
b Yizey Ig icin sitosantriflij preparatlari tercih edilir
¢ Sadece alkol fikse dokular uygun olur

Doku orneklerinin kasetlenmesi

Dilimlerin ¢evresini tam olarak saran saglam bir
kapsitil varsa bu kapsiil bir veya iki noktadan makas
ucu ile ¢entik yapacak sekilde kesilir (Aksi takdirde,
kapsiil ve parenkimin dehidratasyon islemine farkli
nedeniyle doku dilimi
kivrilacak ve dilimin parafine diizgiin sekilde
miimkiin olmayacaktir). Elde
dilimler miimkiinse biitiin halinde takip islemine
Dilim ¢ap1, teknisyenin tecriibesine,
mikrotomda kesit yapma kapasitesine, kullanilan
mikrotomun cinsine gore ayarlanabilir. Kapasiteyi
asan biiyiik capli dilimler iki veya daha fazla pargaya
ayrilip kiiciiltiilebilir. Genel olarak alinan pargalarin en
bliyiik ¢apmnin 1 cm’den daha biiylik olmamasi,
mikrotomda kesit yapma isleminin kolay yapilmasi
acisindan tercih edilmektedir. Ancak dilimin bir biitiin
halinde mikroskopta incelenmesi,
patologa avantajlar
kompartmanlar arast iliskisinin incelenmesi Onem
tasiyorsa, 1 cm’nin {izerinde ¢apa sahip olsa bile en az
bir adet doku dilimi, biitiin halinde takip edilmelidir.

derecede yanit vermesi

gomiilmesi edilen

alinmalidir.

baz1 vakalarda

onemli saglayabilir. Eger

Elde edilen dilimler
konularak islemine
kullanilan standart plastik doku takip kasetlerinin
derinligi, eskiden kullanilan gelik doku takip kasetleri
ile karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir (5 mm). Bu
nedenle kasete alinan doku kalinliginin 3 mm’nin
Daha kalin dokular,
kasetlerin i¢ ylizeyine yapisir ve takip cozeltilerinin
serbestce

standart doku kasetlerine

takip almirlar.  Gliniimiizde

tizerinde olmamas1 gerekir.

dolasimmi  engelleyerek doku takip
kalitesinin bozulmasina yol agar. Dokunun o6zellikle
santral bolgelerinde takip yetersizlikleri ve tiim dokuda
birbirinden farkli takip zonlar1 olusur. Bu durum ise
mikrotom kesim isleminde sorunlar c¢ikarir, ince
homojen kesit alinamaz, kesitlerde morfolojik ve
antijenik acgidan farkli 6zellikler tasiyan zonlar olusur,
tan1 ve yorum hatalarina yol agar. Bu vesile ile bir kez
daha doku

orneklerinin 3 mm’den daha kalin olmamasi icin

vurgulamak  gerekirse  “alinan
azami dikkat sarf edilmelidir’. Kandan zengin
dokularda kanin miimkiin oldugunca uzaklastirilmasi
onerilir. Aliman doku dilimleri tamponlanmis notral
formalin ¢ozeltisi i¢inde calkalanarak yikanir, faza kan
giderilir. Bu

islem fiksatif ¢ozeltisi degistirilip
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yenilenerek birka¢ kez tekrarlanir ve daha sonra doku
dilimleri nihai fiksatif i¢ine alinirlar.

Doku orneklerinin fiksasyonu

Fiksasyon, klasik doku takip isleminin ilk agsamasidir.
Dokunun canli organizmadaki durumuna en yakin

sekilde sabitlenip dig etkenlere direngli hale
getirilmesidir. Baslica amaclar1 sunlardir:

1- Otolizin ve bakteriyel hasarin 6nlenmesi

2- Daha sonra uygulanacak takip ve inceleme

islemlerine dayanikli hale getirmek, sekil ve hacim
acgisindan sabitlestirmek
3- Canhdaki yapisma olabildigince benzer sekilde
korunmasini saglamak
4- Daha sonra uygulanacak boyama ve inceleme
yontemlerine elverisli hale getirmek
Tiim bu amaglara uygun fiksasyon yontemi hangisidir?
Bu sorunun en kisa cevabi “Bdyle bir fiksasyon
yonteminin  bulunmadigi”dir. Her bir
yontemi i¢in ayr1 bir fiksasyon yontemi gerekir. Ancak
pratik olarak bu tiir bir uygulama miimkiin degildir.
Giiniimiizde rutin teknikler kullanilarak histopatolojik
taniya gidis
¢ozeltileri pek ¢ok durumda yeterli olmaktadir. Ucuz
ve kolay bulunabilir olmasi, saglik ve ¢evre agisindan
toksik etkilerinin nispeten az olusu nedeniyle yaygin
olarak kullanilabilmektedir. Fiksasyon ve fiksatiflerin
tarihgesi gozden gegirildiginde 19. yiizyilin ikinci
yarisina  kadar

inceleme

icin notral- tamponlu formaldehid

bu konuda fazla bir
ile baslayan hiicresel
patoloji ve sentetik boya endiistrisinin geligmesi ile
konu canlilik kazanmistir. Cok sayida madde ve
yontem denendi. Hi¢ birinin ideal olmadig1 goriiliince
karisim fiksatifler denendi. Sonucta bu konuda bir
karmasa olustu. 1960 da Baker bu karmasaya
deginerek fiksatifleri koagiilatif ve non koagiilatif
olarak iki grupta sadelestirdi. Karma fiksatiflerin ilk
tarif eden kisini adi ile anilmasini, modifikasyonlarin
ihmal edilmesini Onerdi. Bu goriis kismen de olsa
kabul gordii. Bu goriiste yapilan baz1 degisikliklerle
fiksatiflerin asagidaki sekilde siniflanmasi 6nerildi.
1- Aldehidler (formaldehid, glutaraldehid, acrolein,
glyoxal)
2- Oksitleyiciler (osmium  tetroxide,
permanganate, potassium dichromate)

arastirma

bulunmamaktadir. Virchow

potassium
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3- Protein denatiire ediciler veya koagiilanlar: (Asetik
asit, metil alkol, etil alkol.)

4- Capraz bag yapan diger ajanlar (Carbodiiminler)

5- Fiziksel ajanlar (Is1, mikrodalga)

6- Digerleri (civa klorur, pikrik asit, boya maddeleri)
Kaos donemini takiben uzunca bir siiredir rutin

histopatolojik doku takip islemlerinde agirlikli ve

yaygin  bir  sekilde  formaldehid

kullanilmaktadir. Ancak teknolojik gelismelere bagl

olarak bu konuda yeni arayiglar ve degisiklikler de

dikkati ¢cekmektedir.

e Immiinhistokimyasal y&ntemlerin yaygm olarak

¢ozeltileri

kullannoma girmesi ve antijen korunumunun
giindeme gelmesi.

e Molekiiler biyoloji yOntemlerinin
girmesi ve niikleik asit korunumunun giindeme
gelmesi

e Toksik etkilere bagh saglik sorunlarinin giindeme
gelmesi

e Endoskopi aletlerinin sterilizasyonunda kullanilan
glutaraldehitin  yarattigit  sorunlarin patolojide
tartisilmaya baslanmasi

e Infeksiydz ajanlarm yarattig1 sorunlar

e Kimyasal olmayan bir yontem olarak mikrodalga
1sinlamanin giindeme girmesi

e Patoloji laboratuarlarinda dokularin saklanmas,
arsivlenmesi ile ilgili yasal ve hukuksal sorunlarin

tartisilmaya baglamasi

kullanima

Fiksasyonun teorik yonleri

Proteinler ve fiksasyon

Rutin histopatolojik incelemelerde doku- hiicre
morfolojisinin korunumunda en Onemli reaksiyon
proteinlerin fiksasyonudur. Ancak
bunun nasil gerceklestirildigi ile ilgili ayrmtilar tam
prensipler
anlagilabilmistir. Fiksatiflerin proteinler ile c¢apraz
baglar olusturarak veya onlar koagiile ederek bir jel
haline getirdigi disiiniilmektedir. Solubl proteinler
insolubl hale getirilir. Insolubl hale getirilen solubl
proteinler ile yapisal proteinler konum ve birbirleri ile
iligkiler a¢isindan in vivo sartlardakine en yakin
vaziyette dokudaki  yapisal
organizasyonun mekanik etkenlere karst direnci
arttirllmaya galisilir. Bu g¢abalar ne derece basarili ise

mikroskoptaki morfolojik ayrint1 diizeyi de o derecede

stabilizasyonu-

olarak bilinmemektedir. Bazi temel

sabitlenmeye  ve
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ist diizeyde olacak, bu ise temel histomorfolojik
incelemeler i¢in uygun bir zemin olusturacaktir
(morfolojik fenotip). Ancak giinlimiizde iyi bir
histomorfolojik  inceleme  tek
olmamaktadir. Biiylik 06lgiide proteinlerden olusan
antijenlerin immiinolojik yontemlerle incelenmesi de
gerekmektedir (immiinolojik fenotip- immiinfenotip).
Bu yiizden, uygulayacagimiz fiksasyon yonteminin
proteinlerin  antijenik degistirmeden
korumasi ve halen kullanilmakta olan immiinfenotipik
yontemlerine elverigli hale getirmesi
beklenmektedir. Hem morfolojik hem de antijenik
ozelliklerin istenilen diizeyde korunmasini saglayacak
milkemmel bir fiksatif bulunmamaktadir. Bu nedenle
zaman zaman morfolojik kalite diizeyinden zaman
zaman da antijenik inceleme spektrumumuzdan 6diin
vermek durumundayiz. Kisitlamalardan kismen de olsa
kurtulmak i¢in, materyalin uygun oldugu durumlarda,
doku ornekleri birden fazla sayida ve farkli 6zellikleri
olan fiksatiflerin igine aliabilir.

basina  yeterli

ozelliklerini

inceleme

Niikleik Asitler ve Fiksasyon

Taniya yonelik (morfolojik-
immiinfenotipik) zeminini olusturan baslica hedef
“protein”lerin yani1 sira son yillardaki
teknolojik gelismelerin etkisi ile ikinci bir hedef
molekiil daha ortaya ¢ikmistir. Bu molekiil “niikleik
asitlerdir” (DNA, RNA). Artik bundan sonra fiksasyon
sistemlerini tartisirken sadece proteinleri degil niikleik
asitleri de goz oOniinde bulundurmaliyiz. Molekiiler
genotipik incelemeler genellikle taze ve dondurulmus
dokularda
Proteinlerle

incelemelerin

molekiil

caligmak  iizere gelistirilmislerdir.
karsilagtirildiginda  niikleik
fiksasyonu konusunda ¢ok daha az sey bilinmektedir.
Rutin  histopatolojik amaclh takiplerde
niikleik asitlerin fiksasyonu dokunun genel fiksasyonu
cercevesinde gerceklesmektedir. DNA ve RNA oda
sicakliginda formaldehid ile
girmemektedir. Sicaklik arttirildiginda niikleik asit
zincirlerinin sarmal yapisi ¢oziilmeye baslar ve 45°C
den sonra RNA, 65°C den sonra DNA ile formaldehid
arasinda etkilesme glindeme gelir. Normal takip
islemlerinin uygulandig1 oda sicakhiginda (20-25°C)
formaldehid ile niikleik asitlerin denatiirasyonu
gergeklesmez (Virlisler veya prionun infeksiyon
potansiyeli {izerine formalinin etkisi sorgulanmalidir).
Ancak  takibe  isleminin agsamalarinda

asitlerin

inceleme

reaksiyona

ileri

(parafinizasyon) sicaklik yiikseldigi i¢in doku iginde
kalint1 halinde az miktarda bulunabilen formaldehitin
etkisi sz konusu olabilir. Ozetle fomaldehid fikse
parafin takipli dokuda, bagka zarar verici etkenler s6z
konusu degilse, daha ¢ok DNA olmak iizere niikleik
asitler korunmus durumdadir. Bu ¢ok biiyiik
%30 kadar1 fiksasyon

kaybedilir. Biiyiikk 6l¢iide korunabilmelerinin nedeni

molekiillerin sirasinda
¢ok biiyiik olan bu molekiillerin protein matriks
tarafindan sarilip tutulmasidir. Niikleik asit ¢caligmalari
icin genellikle tercih edilen fiksatifler etanol ve
metanoldiir (Carnoy fiksatifi). Alkoller belirgin bir
kimyasal degisiklik meydana getirmezler. DNA,
alkoller i¢inde kollabe olur. Kollapsa yol agan etanol
konsantrasyonu %65 v/v diir. Alkolde denatiire olmus
DNA rehidratasyon sonucunda orijinal sekline kismen
geri doner. Alkolde fikse niikleik asitlerin ¢oktiiriilerek
elde edilmesinde tuzlarin varligt ve konsantrasyonu
hibridasyon
caligmalarinda notral tamponlu formaldehid ¢ozeltileri

belirleyici rol oynarlar. In situ
ile B5, Hollande ve zinc formaldehid arasinda belirgin
bir fark goriilmemistir.

PCR ve molekiiler diizeyde ¢alismalar s6z konusu
oldugunda en elverisli DNA parcalar1 etanol tespitli
dokulardan elde edilmektedir. tespitli
dokulardan elde edilebilen parca uzuntulari kisithdir.
Bouin gibi asidik fiksatiflerle tespitli dokularda
PCR’in  kullanimu, teknikleri
gelistirilmigse de, oldukca sinirlidir. Benzer sekilde
inorganik asitlerde (nitrik asit, hidroklorik asit vb)
dekalsifikasyon uygulanan dokularda bu c¢aligsmalar

Formalin

bazi1  yikama

miimkiin olmamaktadir. Zayif asitlerde kisa siireli
RNA
presipitasyonunda kantitatif agidan en basarili sonuglar

dekalsifikasyon bazen basarili olmaktadir.
etanol ve aseton ile alinmistir. Methacarn da iyi sonug
Formaldehid ile
piyasadaki 6zel formiillii baz1 fiksatifler ile sonuglar
orta diizeydedir.

verir. sonuclar kotiidiir. Ticari

Sonug olarak patolojide niikleik asitleri konu alan
caligmalara en uygun doku, taze veya dondurulmus
dokudur. TIkinci secenek alkolde fikse dokulardir.
Diisiik sicakliklarda uygulanan formaldehid fiksasyonu
Diger
fiksatiflerle tespitli dokularda basari, hedef molekiiliin
ozelligine bagl olarak degiskendir.

da kabul edilebilir bir fiksasyon tiiriidiir.
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Lipitler ve Fiksasyon

Bu konuda ¢ok az sey bilinmektedir. Klasik fiksasyon
ve doku takip islemleri sonunda lipidik maddeler
kaybedilmektedir.
incelenmesi amaglaniyorsa dondurulmus taze doku

biiyiik 0lciide Bu maddelerin
kesitlerinin kullanilmasi1 gerekmektedir. Bu konuda
fiksatiflerin yeri sadece dokunun boyama islemlerine
kars1t mekanik direncinin arttirilmasina yoneliktir. Bu
amag¢ i¢in %10’luk formalin, %10 luk formol saline
veya tamponlu nétral formalinler uygun degildir
(formaldehid lipitlerin kimyasal yapisin1 degistirir,
beklemis asidik formalin i¢indeki formik asit lipidleri
hidrolize ugratir, sodyum iyonu myelindeki lipitlerin
coziinerek kaybina yol acar). Onerilen fiksatif formol-
kalsiyumdur. %10 formalin i¢ine %2 oranina ulasacak
kadar calcium acetate veya %1 oranina ulasacak kadar
calcium chlorid katilmasi Onerilmektedir. Bu islem
aynt zamanda formalinin zamanla formik aside
doniligmesini, ¢ozeltinin asidik hal almasini1 engeller.
Calcium acetate bir nevi fosfat buffer yerine gecerek
formalini tamponlamis olur.

Glikojen-mukopolisakkaritler ve Fiksasyon

Nisasta, kitin, seliiloz gibi maddelerin gosterilmesinde
fiksasyon seklinin herhangi bir énemi yoktur. Ancak
glikojen ve bazi musin tiplerinde fiksasyon sekli 6nem
tagimaktadir.

Glikojen suda eriyen ve difiizyon ile dagilabilen
bir madde oldugu icin dokular miimkiin oldugunca
kisa siire i¢inde, derhal fiksatif i¢ine alinmalidir. (Post
mortem biopsilerde bu konuya dikkat edilmelidir).
Fiksasyon miimkiinse +4 °C de yapilmalidir. %10 luk
formalin uygun degildir. %80 lik alkol veya Rossman
¢ozeltisi (pikrik asit ile doymus alkol ile hazirlanmis
%10 luk formalin) i¢ine konan doku +4 °C’ de 1-2 giin
bekletilerek tespit edilmelidir.

Musinler c¢ok cesitli tiirleri olan molekiillerdir.
nedeniyle glikojen gibi
belirgin fiksasyon modelleri gerektirmezler. Cogu kez
¢ozeltileri
hiicrelerinin  gdsterilmesinde
kullanilmasi uygun degildir.

%10 formol- alkol %10 formol- kalsiyum
Onerilen c¢ozeltilerdir. Bu maddelerin korunumu i¢in
sadece fiksasyona dikkat etmek yeterli olmayabilir.
Kesit alma ve boyama iglemleri sirasinda dokunun su

Proteinlerle birliktelikleri

Ancak mast
fiksatiflerin

formalin kullanilabilir.

su bazh

© 2005 Aegean Pathology Society, APJ, 2, 8-28
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bazli ortamlarda uzun siire kalmasi veya agresif
yikamalara tabi tutulmasi bu maddelerin kaybina yol
agabilir.

Asit dekalsifikasyon islemi uygulanan dokularda
glicliik cekilebilir. (Ewing sarkomu- glikojen varligi).
%35’lik triklorasetik asit, formik asit veya EDTA
cozeltileri, dekalsifikasyon i¢in tercih edilmelidir.
Inorganik
kaginilmalidir.

agresif  asitlerle  dekalsifikasyondan

Fiksasyon kalitesini etkileyen faktorler

Hidrojen ion konsantrasyonu ve tamponlar

On planda proteinler olmak iizere pek ¢ok molekiiliin
yapisal ve fonksiyonel oOzelliklerinin orijinaline en
yakin durumda tespit edilebilmesi icin tespit islemi

tamamlanana  kadar  dokularmm  hidrojen  ion
konsantrasyonu agisindan uygun bir ortamda
bulundurulmasi onerilir. Genellikle pH nin 6-8

arasinda tutulmasi tercih edilir. Bu degerlerin disindaki
pH degerlerinde oOzellikle ultrastriiktiirel 6zelliklerde
bozulmalar goriiliir. Baz1 enzim aktiviteleri bloke olur.
Bu durum g6z oniine alinarak rutinde en ¢ok kullanilan
fiksatif olan formaldehit ¢ozeltilerinin tamponlanmasi
onerilir. %10 luk formalin zamanla degisime ugrayan
bir kimyasal yapiya sahiptir. Aldehit monomerleri
azalirken formik asit miktar1 giderek artar. Sonucta
fiksasyon yetenegi azalmis asidik bir su c¢ozeltisi
Bu degisimi
durdurmak i¢in hidrojen fosfatin sodyum tuzlar
tampon ¢ozelti olarak kullanilarak fiksatif pH’1 7
civarinda tutulur. Formik asit olusumunu engellemenin
diger bir yolu formalin ¢6zeltisine kalsiyum tuzlarinin
eklenmesidir (%2 oraninda kalsiyum asetat veya %1
oraninda kalsiyum kloriir eklenmis %10’luk formalin
¢ozeltisi kullanilabilir). Asidik formalin kullanildig:
zaman goriilen formalin pigmentinden kurtulmanin en
etkili yontemi de tamponlanmis formalin ¢dzeltileri
veya formol- kalsiyum (Baker fiksatifi) ¢ozeltileri
kullanilmaktadir.

Diger taraftan bazi 6zel amaclar i¢in farkli pH
diizeyleri edilmektedir.
mukozasinin optimal fiksasyonu i¢in pH’1n 5,5 olmasi
tercih
reaksiyonunun arastirilmasinda, adrenalin-noradrenalin
depo graniillerinin gosterilmesinde de en uygun
formalin pH’1 6,5°dir.

haline  doniisiir. yavaglatmak ve

tercih Ornegin  mide

edilir. Kartekolaminlerin kromafin
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Bazi istisnalar disinda proteinlerin ¢ogu ancak
nétral pH’da 3 ciil ve 4 ciil yapilarimi koruyabilir ve
solubl halde kalabilirler. Eger fiksatif ¢ozeltilerinin
icine asidik maddeler katilacak olursa proteinlerin 3
ciil ve 4 ciil yapilar1 bozulur ve ¢okelmeleri saglanir
(Glasial asetik asit; Hollande, Bouin, Zenker
fiksatifleri). Boylece =zayif asitler dokunun dig
etkenlere  daha olmasini
“koagiilatif” fiksasyon modelinin ger¢eklesmesine
katkida bulunurlar. Ancak buradan yola cikarak tek
basina asidik bir sivi iginde uygun ve yeterli bir
fiksasyon saglanabilecegi asla diisliniilmemelidir.

dayanikli saglayan

Sicakhik

Geleneksel anlamda cerrahi patoloji materyallerinin
fiksasyonu oda Daha
diisiik sicakliklarda otoliz yavaslar, difiizyon yolu ile
molekiillerin yer degistirme hizi azalir. Bu dzellikler
dikkate alindiginda fiksasyonun diigiik sicakliklarda
yapilmasi diisiiniilebilir. Nitekim elektron mikroskobik

sicakliginda yapilmaktadir.

incelemelerde ve bazit enzim  aktivitelerinin
aragtirilmasinda fiksasyon sicakligmin diisiik tutulmasi
tercih edilmektedir (+4 ° C). Buna karsi mast
hiicrelerinin incelenmesinde tespitin oda sicakliginda
yapilmasi daha iyi sonug¢ vermektedir. Ayrica sicaklik
arttikca fiksatifin doku igine penetrasyon hizinin
arttig1,
arasindaki
goriisiinden hareketle yiiksek sicaklikta fiksasyonun
daha 1iyi sonu¢ verecegi iddia edilebilir. Ancak
caligmalar gostermigtir ki
1- Rutin konvansiyonel
incelemelerde diisiik fiksasyon sicakligi pratikte
kullanilabilecek
saglamamaktadir.
2- Sicakligm artirilmasi da fiksasyon siiresini anlamli
bir sekilde kisaltmadigi gibi otolitik degisiklikleri
PCNA gibi baz1
gormesine yol agmustir.

fiksatif molekilleri ile doku molekilleri

kimyasal = reaksiyonlarin  hizlandig1

histopatolojik takip ve

belirgin bir ustiinliik

arttirmis, antijenlerin hasar
3- Bu nedenle asir1 sicaklik degisikliklerinin pratikte
bir yarar saglamadigi
olabilecegi goz Oniine alinmali, fiksasyon oda
sicakliginda  yapilmalidir.  Sicaklik
mutlaka  disiiniliyorsa 40 °C’nin
¢ikilmamali, fiksasyonun ilk yaris1 mutlaka oda
sicakliginda olmalidir.

anlamli aksine zararh

arttirimi
lizerine

4- Mikrodalga kullanilarak  yapilan  fiksasyon,
oldukga farkll bir mekanizma ile
gergeklesmektedir.  Bu  nedenle  yukaridaki

genellemeler tam olarak gegerli degildir. Bu konu
ayrica ele alinacaktir.

Fiksatiflerin dokuya penetrasyon hizi

Fiksatif ¢ozeltilerinin doku igine penetrasyon hizlar
birbirinden farklidir. Bu o6zellik, fiksasyon siiresini
belirleyen 6nemli parametrelerden biridir.

d = k[t formiilii ile ifade edilir.

t: Dokunun fiksatif i¢inde gecirdigi siire, fiksasyon i¢in
gerekli minimum siire

d: Fiksatifin doku igine penetre olabildigi derinlik.

k: Her fiksatif i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmis penetrasyon
katsay1s1 (mm cinsinden)

k degerleri her bir fiksatif i¢in dalak dokusunda
ve jelatinden yapilmis bir doku modelinde calisilarak
hesaplanmigtir (Tablo 2).

Bence yukaridaki formiiliin tim dokular igin
genellenmesi miimkiin degildir. Ayrica, fikse edilen
dokunun cinsine goére de bir penetre edilebilme
sabitinin de (k doku) hesaplanmasi ve formiile
eklenmesi gerekir.

Pratik olarak k degeri, fiksatifin 1 saat i¢inde
doku icine girebildigi derinligi ifade eder. Ancak
zaman uzadik¢a penetrasyon hizi giderek diistiigii igin
penetrasyon derinliginin hesaplanmasinda zamanin
mutlak degeri degil de karakokii degisken olarak
alinmaktadir. Degisik fiksatiflerin k sabitleri tablo da
verilmistir. Simdi bu tabloya bakarak herkes kendi
laboratuvarida kullandig fiksatif cinsini ve fiksasyon
gbz oOniine alarak fiksatifin ulagabildigi
derinligi hesap etsin. Benim hesabim soyle

suresini

(Istanbul T1p Fakiiltesi Patoloji, rutin takip makinalari)
t=4 saat k= 0,78 (%10 luk formalin)

d=0,78.[4=0,78 x 2 =1,56 mm

Bu ne anlama gelir? Takibe aldigim doku 6rneginin dis
1,5 mm kalinliginda kabuk
seklindeki doku bolgesine formalin ulagsmistir (dikkat
edin ulagmig dedim, fikse olmus demedim). Eger ben

yliziinden itibaren

doku 6megimi 3 mm kalinliginda almigsam, aldigim
dokunun her tarafina formalin ulasmistir. Eger 6 mm
kalinhiginda bir doku alsaydim dokunun ortasinda
(icinde, merkezinde) 6- (2x1,5)= 3 mm kalinliginda
formalinin hi¢ ulagsamadigi bir bolge kalacakti. Eger
fiksasyonu 40 ° C lik etiivde yapsaydim dokunun orta

© 2005 Aegean Pathology Society, APJ, 2, 8-28
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Tablo 2. Fiksatiflerin penetrasyon katsayilar (k degerleri).

Fiksatif Fiksatif k (Dalak) K (Jel)
konsantrasyonu (%)
Formaldehid 4 0,78 3,6
Etanol 100 1,0 -
Metanol 100 1,45
Glutaraldehid 6 0,25 -
4 0,34 -
1,2- 4,0 (+4 °C) 0,33-0,5 -
1,2- 4,0 (oda) 0,5-1 -
Civa klorir 0,78 -0,84 2,2 -
Pikrik asit Satire 0,5 0,8
Asetik asit 5 1,2 2,75
Osmium tetroxide 0,5-2 0,29-0,58 0,85
Potasyum dichromate 3 1,33 -
Chromium trioxide 0,5 0,25 1

bolgesi 4 saat boyunca yiiksek sicaklikta fiksatifsiz
kalarak otolize gidecek, morfolojik ve antijenik
ozellikleri bozulacaktl. (Yaz sicaginda tavuk etini
giines goren mutfak tezgahinda 4 saat siire ile unutun,
sonra pisirip yiyin, afiyet olsun)

Bu hesaplamalarimiz gercek fiksasyon siiresini
degil sadece fiksatif molekiiliiniin doku molekiiliine
ulagmasi i¢in gegen siireyi yansitmaktadir. Gergek bir
aldehid fiksasyonu i¢in (yani aldehid molekiillerinin
basta lizin olmak iizere bazik aminoasitlerin tiimiine
capraz baglar ile baglanmasi ic¢in) ayrica 12 saatin
gecmesi gerekmektedir. Kisaca 3 mm kalinligindaki
bir doku diliminin ger¢ek bir aldehid fiksasyonu ile
tamamen fikse olmasi i¢in gerekli fiksasyon siiresi,
%10 luk formalin i¢in, 4+12= 16 saattir. Hatirliyor
musunuz sevimli teknisyen arkadasimiz, pabug gibi
kalin parcalar kasete ¢aktirmadan tikistirmaya caligan
doktor hanimi goriince ne demisti “Alin doktor hanim,
inceltmenize gerek yok, ben kesebilirim merak
etmeyin”. Iste bu hesaplardan sonra, yukaridaki tavuk
etini bu sevimli ikiliye ikram etmeyi diisiiniiyorum.
Afiyetle yesinler. Ne de olsa kendi elleriyle pisirdiler.

Simdi de formalinden c¢ikarip
dehidratasyon icin alkollere alalim. 6 saat alkolde
kalsmn. d= 1 [6= 2,3 mm. Dis ylizeyden itibaren 2,3
mm’lik derinlige alkol ulagsmugtir.

dokularimizi

© 2005 Aegean Pathology Society, APJ, 2, 8-28

Simdi toparlarsak; En distan itibaren 1,5 mm’lik
1. zonda (dis zon) hem formalin hem alkol etkisi
vardir. 1,5 mm ile 2,3 mm arasinda yer alan 0,8 mm
kalinliktaki 2. zonda (orta zon) sadece alkol etkisi
bulunmaktadir. 2,3 mm ile 3 mm derinlik (dokunun
tam orta hatti) arasindaki 0,7 mm’lik 3. zona (i¢ zon)
heniiz higbir kimyasal madde ulagsmamistir. Bizim
tavuk eti de 4+6=10 saattir giinesin altinda otolizdedir.
Belki de bakteriler azmistir. Ik yemegimizin belki tad
biraz bozuktur. Buyrun simdi 10 saatlik tavugumuzdan
yiyin. Bu daha lezzetli degil mi? Karniniz m1 agrimaya
basladi?, tuvalet ne tarafta mi1 dediniz. Hay aksi...!
Tam da hafta sonu tatili 6ncesi, olacak sey mi simdi.
“— Giilsen hanim bu kesitlerin orta kismi niye bdyle
garip olmusg, bu immiinboyalar da ¢alismamis. Bugiin
isler neden boyle ters gidiyor.

— Tuvaletteyim  doktor hanim ne  dediginizi

duyamiyorum.

— Hig, hi¢!! cabuk ¢ik ben de girecegim.”

Sonug olarak laboratuvarimizda

1- Takibe alman dokularin kalinligt 3 mm’yi
gegemez.

2- Yiiksek sicakliklarda takip yapilmaz.

3- Kokmus tavuk eti yenilmez

4- Makroskopi sirasinda ¢ay- kahve- sigara igilmez,
kraker yenmez.

5- Cimenlere basilmaz- agaca ¢ikilmaz vs vs vs.
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Fiksatif Cozeltisinin Osmolalitesi

Bu konu ayrintili olarak incelenmistir. Hipertonik
¢ozeltiler hiicrede biiziilmeye, hipotonik ve kismen de
izotonik  ¢ozeltiler ise sismeye ve fiksasyon
yetersizligine yol agarlar. Ultrastruktural bulgular géz
online alindiginda en iyi morfolojik sonu¢ hafif
hipertonik ¢ozeltiler kullanilarak alinir. (Isotonik
¢ozelti 340 m Os, hafif hipertonik ¢ozelti 400—450
mOs.). Fiksatifin osmolalitesi ile oynanarak degisik
hiicrelerde ve interstisyel kompartmanda oynanabilir.
Bazi ek maddeler (dextran veya polyvinyl pyrrolidone)
katilarak  ekstraselliller —alan  belirgin  sekilde
kiictltiilebilmistir. NaCl katilan fiksatiflerde biiziilme
artefaktlar1 izlenmistir. Hipotonik fiksatiflerde asit

fosfataz lizozomlardan disar1 sizar, nukleoluslarda

bubling artefaktlar1 olusur. Fiksatiflerin total
osmolalitesinden ziyade komponentlerin tek tek
osmolalitesinin daha belirleyici olabilecegi
bildirilmistir.

Fiksatiflerin konsantrasyonu

Bu konudaki belirleyici faktorler; gelenekler, maliyet,
etkinlik, Glutaraldehid
normalde %3 liikk konsantrasyonda kullanilir. Ancak %
0,05’lik ¢ozeltinin de basarili oldugu goriilmiistiir. Bu
caligmada ¢ozeltiye eklenen buffer sistemi ile pH
ayarlamas1 yapilmistir. Gluteraldehid konsantrasyonu-
nun yiiksek oldugu cozeltilerde buffer sistemi uygun
degil ise aldehid molekiilleri polimerize olarak aktif

¢Oziinlirlik  derecesidir.

madde konsantrasyonu azalabilmektedir. Benzer
durum formalin ¢ozeltileri i¢in de gegerlidir. Formik
asit diizeyi artip pH distiikkge aldehid molekiilleri
polimerize olmakta aktif aldehid monomerlerinin
sayist azalmaktadir. Bu ise c¢ozeltinizin fiksasyon

yetenegini disiiriir.

Fiksasyon Siiresi

Dokunun tiirii, fiksatifin penetrasyon hizi, fiksatifin
hedef molekiilii fikse etme hizi, fiksatifteki aktif
ortam pH’1i, sicaklik,
osmolalite gibi pek ¢ok faktor etkilidir. Incelemede sdz

madde konsantrasyonu,
konusu edilecek hedef molekiiliin o6zellikleri de
stirenin belirlenmesinde etkilidir (aldehidlerle bloke
olan bir proteinin veya enzimin varligi arastirilacaksa

aldehid fiksasyon siiresinin miimkiin olan en alt
diizeyde tutulmasi).

Genel pratikte kullanilan %10 formalin ile tam bir
aldehid fiksasyonu icin gerekli siire 12 saate kadar
uzatilabilmektedir. Bu siireye penetrasyon i¢in gerekli
siireyi de
uygulamalarda ve iilkemiz kosullarinda bu kadar uzun
sire beklemeye sabrimiz yoktur. Acelemiz vardir.
Arkamizdan hasta yakinlar1 ve doktorundan olugan bir
athlar ordusu kovaliyor. Hadi diyelim o orduyu atlattik
bu sefer “benim laboratuarim daha hizli sonug c¢ikarir,
parcanizi bana gonderin, bugiin biyopsi yarin sonug”
“Hayir hayir ben daha ¢abuk sonug¢ veririm, bugiin
biyopsi, bugiin sonug, hatta bugiin biyopsi, diin sonug”
slogan savaslarinin geregi olarak neredeyse fiksasyon
yapmadan dehidratasyonla ise baslayacagiz. Belki de,
bu kosullarda dogrusu da bu. Ancak yine de, hig
olmazsa dokunun ylizeyindeki 1-2 mm’lik segmenti
kismen de olsa fikse edip alkollerin biiziilmeye yol
acan etkilerini dengelemeye caligmakta yarar var. Bu
nedenle en azindan 4-6 saatlik aldehid fiksasyon
periyodunu ihmal etmemek gerekir.

Bu kosullarda 6nerdigim fiksasyon siireleri

e %10 formalin ve tiirevleri: 612 saat

e Hollande: Endoskopik biyopsi, punch, tru-cut vb.
kiigiik biyopsiler 4 saat biiyiik dokular 12 saat

e BS5:2-4saat
Fiksasyon

eklemek gerekir. Ancak tam1 amach

siiresinin ~ gereginden fazla wuzun
tutulmasi da zaman zaman sorun olugturabilir. Uzun
formalin fiksasyonu bazi enzim aktivitelerini azaltir
veya ortadan kaldirir. Pek ¢ok antijenin blokajina yol
acar. (Bu antijenlerin tekrar kazanmimmm saglayan
yontemler sayesinde bu sorundan kismen kurtulmus
durumdayiz). Dokuda sertlesme ve biiziilme olur.
Amiloid gibi bazi maddelerin saptanmast giiclesir.
B5’de 4

fiksasyonlarda dokuda sertlesme ve kirilganlik artar.

Pigmen olusumu artar. saati asan

Kesim zorlagir, morfoloji bozulur. Bu nedenle 4 saatlik
Hollande
¢ozeltisinde dokular 2-3 giin siire ile onemli bir soruna

stirenin kesinlikle gecilmemesi gerekir.
yol agmaksizin kalabilirler. Daha uzun siire kalan
dokularda sertlesme, kirilma, kesim giigliikleri olusur.

Fiksatifler ve baz1 katki maddeleri

Fiksatif ¢ozeltileri genel olarak fiksatif maddeler, su ve
buffer ¢ozeltilerinden olusur. Degisik amaglara yonelik
ek maddelerin

olarak bazen fiksatiflerin igine
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kondugunu goérmekteyiz. Bu eklentiler genellikle
elektron mikroskopik incelemelerde kullanilmaktadir.
Burada konu edilmeyecektir.

Bazi tuzlar proteinleri denatiire ederken bazi
tuzlar proteinleri kuvvetle stabilize eder (amonyum
stilfat, potasyum dihidrojen fosfat). Sodyum kloriir ve
sodyum stilfat, civa igeren bazi fiksatiflere eklenmistir.
Bunlar civa klorunun proteinlerin amino gruplarina
baglanmasin1 arttirmaktadir. Enzim histokimyasal veya
immiinhitokimyasal
istenen bazi makromolekiillerin (antikor vb) hiicre
membranlarindan kolayca gegmesini saglamak icin
(hiicre membran gegirgenligini arttirmak i¢in) bazen
fiksatif icine non ionik deterjanlar veya saponin

caligmalarda hedefe ulasmasi

katilabilmektedir. Bunlara benzer sekilde, amaca
yonelik bazi  degisiklikleri gerceklestirmek icin
fiksasyon sisteminde ¢ok g¢esitli  degisiklikler

yapilabilir.

Sizofrenik Fiksasyon (Zonal Fiksasyon)

Ulkemizde ¢ok yaygm olarak goriilen fiksasyon
ozelligidir. Fiksasyon ve takip sirasinda kullanilan
¢ozeltiler farkli penetrasyon hizlarina sahiptir. Ayrica
dokular, bu
katmanlarina ¢6zeltinin ulasmasi i¢in gegmesi gerekli
zamandan daha kisa siire bekletilmektedir (arkamizdan
athilar kovaliyor ya). Sonugta farkli ¢dzeltilerin
etkisinde kalmis birbirinden farkh sekilde takip olmus
doku zonlar1t meydana gelmektedir. Bu konu ile ilgili
iilkemizdeki durum su sekilde 6zetlenebilir. Dokunun
en dis zonu %10 luk formalin + alkollerin etkisindedir.
Ara zonda formalin bulunmaz sadece alkol Eticisi
bulunur. En derindeki cekirdek zona ise genellikle
kimyasal madde ulagsmamistir veya burada hafif bir

¢ozeltiler icinde dokunun tiim

alkol etkisi bulunur.

Tiirkiye’de kullanilan formalin ¢ozeltileri kaliteli
bir aldehid fiksasyonu saglayacak diizeyde serbest
aldehid monomerleri icermemektedir. Ayrica aldehid
fiksasyonu kimyasal bir fiksasyondur, koagiilasyon
yaratmaz. Yani hiicrenin iskeletini rijit bir gsekilde
tespit etmez. Daha sonra uygulanan alkollerin etkisi ile
formalinde
dehidratasyon gergeklestirilir. Hiicre ¢atist rijit bir
sekilde tespit edilmediginden hiicrelerde bir miktar
bliziilme meydana gelir. 2. zondaki durum ise soyledir.
Bu zona formalin hi¢ ulagsmadigi i¢in doku fikse

yetersiz fikse bu en dig zonda

olmadan direk olarak alkollere alinmaktadir. Bu

© 2005 Aegean Pathology Society, APJ, 2, 8-28

Histopatolojik tan siirecinde standardizasyon 23

nedenle bu =zonda biiziilme artefakti daha da
belirgindir. Hiicreler birbirinden ayrilir.
Kompartmanlar arasinda genis ayrismalar olur.

Niiveler kiigiiliir, sitoplazmalar biiziiliir, berrakmis gibi
gortliir. En i¢ zona hicbir sey ulagmadigi igin
anlatmaya degmez. Morfolojik farkliliklarin yani sira
bu zonlarda antijenik korunumlar da farkli olacagi i¢in
immiinhistokimyasal boyamalarda da zonlar arasinda
farkliliklar ~ olusmakta,
sarsilmaktadir. Boyle bir dokuyu mikrotoma takip seri

yonteme olan  giiven
olarak kestiginizi diisiiniin. Dokuyu diizgiin goémmiis,
mikrotoma diizglin pozisyonda takmig iseniz ilk
alacaginiz kesitlerde dokunun tiimii 1. zonu temsil eder
(formalin + alkol). Eger daha derinlerden kesit
alirsaniz (takar kes, agarak kes, immiinboya icin kes,
amuda kaldirarak kes vb) preparat lstiindeki doku
kesitinde iki zon bulunur. Dista 1. zon (formalin +
alkol) ortada 2. zon (sadece alkol). Eger blogunuz
konsiiltasyona baska bir laboratuara gider defalarca
kesilirse bu iki zonun ortasinda bir zon daha c¢ikar.
Otolitik zon. Bu zon aslinda ¢ikmaz, ¢ikamaz, ¢iinkii
kesilmesi zordur. Biitiin kesiti berbat eder.

Buradan ¢ikarilacak sonuglar:

1- Doku 6rneklerini ince alin

2- Dokunun penetrasyon siiresini hesaba katip her bir
coOzeltide yeterli siire beklemesi i¢in sabredin.

3- Dokuyu parafine diizgiin gomiin

4- Mimkiin oldugu kadar ilk zona ait kesitlerde
tantya gidin. Eger gidememisseniz ve preparatta
sizofrenik  zonlar olugmussa morfolojik ve
antijenik incelemelerinizde sonuglar1 yorumlarken
bu 6zellige dikkat edin.

5- Dokuyu

konsiiltasyonu yapacak boliimiin isinin daha zor

konsiiltasyona gonderidiginizde

oldugunu bilin.

Sekonder fiksasyon (post-fiksasyon), geri takip

Bazi laboratuarlarda formalin c¢o6zeltileri ile tesbit
edilmis dokular, ikinci bir fiksatif i¢ine konularak
ikincil bir fiksasyona tabi tutulurlar. Sekonder fiksatif
olarak genellikle civa igeren fiksatifler (B5 vb) tercih
edilmektedir. Bu dokularda mikrotom kesit yapmak
daha kolaydir. Dokular suda daha iyi agilirlar. Daha
parlak ve canli boyanirlar. Niikleus ayrintilar1 daha net
incelenebilir.  Bu tlir post

olarak fiksasyon
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uygulamalarina genellikle hematopatolojide
rastlamaktay1z.
Diger bir post fiksasyon uygulamasi,

katekolaminlerin saptanmasit ve kromafin dokularin
incelenmesi gereken durumlarda kullanilir (kromasyon
islemi). Potasyum dikromat iceren fiksatifler kullanilir.
Bazen kotii- yetersiz fiksasyon ve takip nedeniyle
yeterli kalitede kesit alinamayan, morfolojik ayrintilart
incelenemeyen dokulara “geri takip” denilen islem
uygulanir. Burada takip islemindeki asamalar bire bir
olarak geriye dogru gerceklestirilir. Doku tekrar suya
getirilir.  Yeterli
fiksatifler ile ikinci kez tespit edilir. Kurallara uygun
sekilde sirasi ile takip iglemleri bu kez normal yonde
uygulanarak doku tekrar parafine gOmiiliir. Bu
yontemle koti takipli pekgok dokudan yeterli kalitede
kesit almak miimkiin olmaktadir. Ancak rutin is yiiki
icinde ters yonde ilerleyen bir takip islemi yapmay1
pek kimse sevmez.

sire ile ve tercihen koagiilatif

Fiksasyon artefaklari

Voliim degisiklikleri: Fiksatifin osmolalitesine ve
fiksasyon sonrasi uygulanan dehidratasyonun siddetine
bagh
kompartmanlarda volum degisiklikleri olur. Ulkemizde
en c¢ok gorilen tablo tam olarak tespit olmamig
dokularin yiiksek konsantrasyonlu alkoller ile baglayan
siddetli dehidratasyona tabi tutulmasidir. Belirgin
biiziilme artefaklar Bu tir
koagiilatif fiksatiflerle fikse olan dokularda pek
goriilmemektedir.

Formalin pigmenti (Formen): Asidik formalinde
tespitli Dalakda,
hemorajik dokularda, konjestif karakterde damarlardan
zengin dokularda sik goriiliir. Fiksasyon
uzadik¢a yogunlugu artar. Pigmentin olugmamasi i¢in
asidik formalinler yerine nétral tamponlu formalin,
fenol formalin veya formol- kalsiyum c¢ozeltileri
fiksatif olarak kullanilmalidir. Eger kesitlerde pigment
olugmussa bunun giderilmesi i¢in de satiire alkolik
pikrik asit yontemi kullanilir. Deparafinize edilip
absolu alkole getirilen kesitler sature alkolik pikrik asit
(50 ml) + absolu etanol (50 ml) ¢ozeltisinde 1-24 saat
stire ile bekletilir. Alkollerden gegirilip suya alinir ve
boyama islemlerine baslanir.

olarak intraselliiler ve ekstraselliiler

olusur. biiziilmeler

dokularin  kesitlerinde  goriiliir.

siuresi

Mikrodalga Isinlama ile Fiksasyon

Mikrodalga
dekalsifikasyon, cesitli boyama islemleri ve antigen

isinlama  yontemi; fiksasyon, takip,
retrieval islemlerinde kullanilmaktadir. Su ve benzeri
2450 MHz

osilasyonuna yol agar. Olusan kinetik enerjinin 1siya

bipolar molekiillerin frekans ile
doniisiimii sonucu sicaklik homojen bir sekilde ve ¢cok
kisa bir siire i¢inde yiikselir. Sicaklik artis1 sonucu
dokuda koagiilatif tarzda bir fiksasyon gerceklesir.
Aslinda

fiksasyonu uzun yillardan beri bilinen bir yontemdir.

dokularin ve kesitlerin 1sitma yolu ile

Ancak bazi sakincalart1 nedeni ile kullanim alam
Mutfak tipi
kullanimi ile bu konuda yeni bir donem baglamistir.

bulamamustir. mikrodalga firinlarin
Daha sonra patoloji laboratuarlart icin 6zel olarak
gelistirilmis firinlarin kullanima girmesi ile giderek
yayginlagmaya baglamistir.

Mikrodalga

asamasinda kullanimu iki sekilde olabilir.

1sinlama  yonteminin  fiksasyon

1- On fiksasyon: Bilindigi gibi yumusak veya biiyiik
standart  doku
dilimlerinin kolayca alinabilmesi i¢in doku fiksatif
gece)  bekletilerek
sertlestirilmektedir. Iste bu asamada mikrodalga ile

eksizyon  materyallerinden

icinde bir sire (bir
1sinlanan materyalin dis kabugu 3-5 dakika gibi
kisa siire i¢inde fikse olarak dilimlenebilir kivama
getirilebilmektedir. Benzer bir uygulama kiirataj
materyallerinden lenf nodiillerini disseke etmede
de kullanilabilmektedir. mikrodalga ile 1sinlanan
kiiraj materyalinde lenf nodiilleri fikse olarak
beyaz- sert nodiiller halini almakta kolayca
saptanip disseke edilebilmektedir.

2- Standart doku oOrneklerinin fiksasyon islemi
mikrodalga 1sinlama ile kisa siire de (5—0 dakika)
tamamlanabilmektedir.

Fiksasyon sicaklhigi kritiktir (45-55 °C). Diisiik
sicakliklarda kesit kalitesi iyi degildir. 65 °C’nin
tistlindeki sicakliklarda ise sitoplazmada
vakuolizasyon, asir1 boyanma, nukleusta piknotik
degisiklikler ve diger termal artefaktlar olusur. Bu
nedenle hassas bir temperatur probu gerekmektedir.

Isinlama iglemi serum fizyolojik, izotonik buffer
cozeltileri veya formaldehid igceren fiksatifler i¢inde
yapilabilir. Isinlamanin homojen olmasi, dokularin

tiimiine aym sekilde ulagmasi ve sicakligin homojen
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sekilde yiikselmesi amaglanir. Bu amaci
gergeklestirmeye calisan  oOzel  tip firinlar
gelistirilmektedir.

Fiksatifler Uzerine bir karsilastirma-
Ulkemizdeki durum

Fiksatifler; doku ve hiicresel elemanlar1 denatiire hale
getirip durdurur, dokuyu daha
uygulanacak takip islemlerine uygun ve cevre
etkenlere karst dayanikli hale getirir. Tiim amaglar i¢in
uygun “en iyi” fiksatif yoktur. Amaca en uygun
fiksatif veya fiksatifler veya fiksatif kombinasyonlari
kullanilarak

otolizi sonra

sonuca ulasilmaya caligilir. Cerrahi
patolojide en yaygin olarak kullanilan fiksatif %10
formalin (%3.7’lik formaldehid) ¢6zeltisidir. Nispeten
zararsiz ve ucuzdur, ¢evre i¢in 6nemli bir toksik atik
sorunu olusturmaz. Ancak formaldehid ¢ozeltileri
stabil c¢ozeltiler degildir. Piyasada c¢ok g¢esitli ve
kalitesiz ¢ozeltiler bulunmaktadir. Mutlaka sertifikali
¢ozeltiler kullanilmalidir. Beklemekle metilen glikol
polimerleri olusur, formik asit oranmi artar, pH diiser.
Asidik formalin ¢o6zeltilerinde formene adi verilen
insolubl, siyah renkli pigment olusur. Bu pigment
dokulara c¢oker.
engellemek icin stok c¢ozeltilerinin alkali ¢ozeltiler
katilarak stabilize edilmesinde yarar vardir (kalsiyum
karbonat).
paraformaldehidten taze olarak %4’lik formaldehid
¢ozeltisi hazirlayip ayni giin kullanmak gerekir. Ancak
glinliik pratikte bu yontem kullanilamamaktadir.
Bunun yerine sertifikali (giivenilir {iretici firma,
stabilizator olarak belirli miktarda metanol iceren, son
belirli)
hazirlanan tamponlanmis noétralize %10’luk formalin
cozeltisi kullanilabilir. Bu ¢dzelti tercihan gilinliik-taze
olarak hazirlanip kullanilmali, hazirlanan ¢o6zelti en
¢ok bir hafta siire icinde tiketilmelidir. Dokulara
gercek bir aldehid fiksasyonu uygulamak igin
formaldehitin dokuya ulasmasindan itibaren 10-12
saat kadar bir siirenin ge¢mesi gerekir. Ayrica
formaldehitin dokuya penetrasyonu icin gegecek
siirenin de bu silireye eklenmesi gerekir Kisaca, 3—4
mm kalmliginda bir doku diliminin tamaminin gergek
bir aldehid fiksasyonu ile fikse olmasi i¢in gececek
zaman, yaklasitk 16 saat kadardir. Ancak pratik
uygulamalarda bu siire olduk¢a uzundur ve klinik

Formene pigmentinin olusumunu

Tim bu sorunlarm giderilmesi igin

kullanim  tarihi formalin  ¢ozeltisinden
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baskilar sonucu giinliik uygulamalarda bu siire 3—4
saate kadar kisaltilmistir. Bu siirenin en az 6 saat
olmas1 “sizofrenik fiksasyon zonlarinin” minumuma
indirilmesi Siire kisaldik¢a aldehid
fiksasyonundan ziyade dehidratasyon asamasinda
kullanilan alkollerin etkisi belirginlesecek ve doku
alkol tipi bir fiksasyon morfolojisi sergileyecektir.
Ulkemizdeki takiplerde genellikle alkoliin baskin
oldugu sizofrenik tespit paterni goriilmektedir Aldehid
fiksatifler proteinlerin amino gruplar1 ile metilen
kopriileri veya karbon baglar1 olusturur, nazik bir
kimyasal Bu ozellik elektron
mikroskopik caligmalar icin istenen bir o&zelliktir.
Ancak parafin doku takip asamalar1 ve parafin kesit
islemleri sirasinda kromatini ve sitoplazmik yapilari
dis etkenlere kars1 yeterince direncli bir hale getirmez,
rijit bir fiksasyon saglamaz. Bu nedenle, parafin blok
kromatinli

icin  Onerilir.

fiksasyon saglar.

kesitlerinde, 0Ozellikle ince vezikiiler
nlivelerin  kromatini pargalanip dagilabilir, &bekler
halinde toplanabilir, arada berrak bolgeler kalir. Buna
“nuclear bubling” artefakti
sitoplazma elemanlar1 saglam-rijit bir sekilde tespit
olmadig1 i¢in daha alkol

dehidratasyonunda biiziiliir, sitoplazma oldugundan

denir. Diger taraftan

sonra  uygulanan
kii¢iik goriiliir, birbirine komsu hiicreler birbirinden
uzaklagir. Benzer biiziilme nukleuslarda da goriiliir. Bu
tiir morfolojik degisimlerin disinda kimyasal bir
fiksasyon olmasi nedeniyle proteinlerin yapisini
kimyasal olarak degistirdigi i¢in proteinlerin antijenik
Gergek aldehid
fiksasyonu ile tespit olmus dokuda bazi antijenlerin

ozelliklerini de degistirmis olur.

saptanabilmesi ic¢in aldehid gruplarmin proteinlere
baglandig1 yani
proteinlerin yeniden agiga ¢ikarilmasi gereklidir. Bu

yerden koparilip uzaklastirilmasi

isleme “antijen retrieval” veya “antijen unmasking”,
“antijen recovery” adi verilmektedir. Hematopatoloji
gibi sitomorfolojik ayrintilara ve antijenik 6zelliklere
¢ok daha fazla dayanmak zorunda olan c¢alisma
alanlarinda bazi sorunlar olusmaktadir. Bu nedenle,
aldehid fiksasyonunun dezavantajlari
farkl
gelmistir. Bu fiksatiflerin ¢ogu proteinleri koagiile

g0z Oniine
alindiginda, fiksatif kullanimlar1 giindeme
ederek daha saglam, rijid bir yap1 olustururlar. Bu
maddelerin bazilar1 asidik ¢ozeltilerdir. Proteinlerin
kendi isoelektrik pH larindan uzaklasarak koagiile

olmalarimi saglar (glasial asetik asit, pikrik asit i¢eren
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Bouin ¢ozeltisi gibi). Diger bazilar1 ise metalik
katyonlar igerir. Proteinlerin aminoasit zincirlerinin
meydana getirdigi organik gruplar ile biiyiik, insoluble
koordinasyon kompleksleri olustururlar (civa kloriir
iceren B5 ve Zenker; ¢inko kloriir iceren formalin
zinc). Bu oOzelliklerden de yararlanmak i¢in formalin
ile protein prespitan ¢ozeltileri bir arada i¢eren karma
fiksatifler de kullanilmaktadir. (B5, bouin, formalin
Hollande). Protein presipitan ajanlar; HE
kesitlerinde daha keskin bir niikleer ayrmti saglar,
immunreaktiviteyi arttirir. Ayrica, daha 6nce formalin
ile tesbit edilmis ve parafin takibi uygulanmis dokular,
geri takip ile suya getirilip protein prespitan
fiksatiflerle fikse edildiginde,
antijenik ozelliklerin kismen diizeldigi goriilmektedir.
Diger bir fiksatif grubu ise alkol iceren fiksatiflerdir.
Alkol, protein prespitan ve dehidratan 0&zelliklere
sahiptir. Bu nedenle antijen korunumu iyidir. Agir
metaller gibi kromatinde kiriklara yol agmadigi igin
molekiiler genotipik caligmalar i¢in de uygun bir
fiksatiftir. Ancak dehidratasyona yol agtig1 i¢cin doku
ve hiicrelerde biiziilme artefaklarina neden olur. Bu
ozellik kiigiik dokularda ¢ok belirgindir ve “kuruma
artefakt1” olusturacak diizeye ulasir. Bu nedenle alkol,
tek basina konvansiyonel HE histolojisi i¢in kullanima
uygun degildir. Bunun yerine alkoliin de yer aldigi
karma fiksatifler tercih edilir (AFA ¢ozeltisi: metanol,
formalin, Tablo 4’te baz
fiksatiflerin olumlu ve olumsuz ydnleri karsilastirmali
olarak verilmektedir.Universal bir fiksatif olmasi
nedeniyle nétral tamponlu %10 formalin, tercih
edilebilecek bir fiksatiftir. Ancak, Ozellikle yanlig
uygulamalarin da katkisi ile (yetersiz fiksasyon siiresi,
standart dis1 ¢6zelti kullanimi, agresif dehidratasyon
uygulamalar1) morfolojik incelemelerde standart kalite
diizeyine her zaman tam olarak ulasmak miimkiin
olmamaktadir. Ozellikle hematopatologlarin énemli bir
boliimii, morfolojik ayrinti1 konusundaki dstiinliigi
nedeniyle koagiilatif fiksatifleri (B5, Zinc formalin,
Hollande, AFA, Bouin vb) tercih etmektedir. Cevre
icin toksik atik olmalar1 nedeni ile B5 ve benzeri civa
iceren fiksatifler

zinc,

sitomorfolojik ve

glasial asetik asit).

son yillarda giderek daha az
¢oOzeltisi antijenik
incelemelerde zaman zaman sorun olusturmaktadir.
Zinc formalin ve Hollande ¢dzeltisi hem morfolojik
hem de antijenik incelemelerde basarili sonuglar

kullanilmaktadir. Bouin

vermektedir. Ozellikle kiiciik dokularda (tru-cut,
kemik iligi trephine, kiiglik insizyonlar, endoskopik
biyopsiler, deri punch biyopsileri, tim doku ve
organlardan alinan tru-cut biyopsileri, lenf nodiilleri )
Hollande fiksatifi ile miikemmel morfolojik ayrinti
elde edilmektedir. Ancak tim bu agir metalli
koagiilatif  fiksatifler
kirilmalara yol a¢gmaktadir. Bu nedenle molekiiler
genotipik ve sitogenetik calismalarda bazi sorunlara
yol acgabilirler. AFA fiksatifi, niikleik asit korunumu
konusundaki {istiinliigii nedeni ile 6niimiizdeki yillarda
yaygin kullamima aday fiksatiflerden biridir. Niikleer
morfolojik  detay Sitoplazmik
biiziilmeye ve kii¢lik pargalarda kurumaya yol agabilir.
Antijenik incelemelerin bazilarinda optimal sartlarin
arastirilmasi gerekmektedir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda,
taze gelen lenf nodiilleri
Hollande, AFA ve formalin zinc ile fikse edilerek
morfolojik, antijenik ve genotipik incelemeler icin

doku
Fiksasyon

niikkleik asit  zincirlerinde

mikemmeldir.

ayr1 parcalar halinde,

kullanima uygun genis bir yelpazesi

olusturulmaya ¢aligilmaktadir. stiresi
Hollande ve formalin zinc i¢in 12 saattir. Kiiciik
dokular (tru-cut, 1-2 mm lik insizyonlar, punch
biopsiler ve endoskopik biopsiler) icin 3-4 saat
yeterlidir. Daha 6nce formalin fiksasyonu uygulanmis
dokularda formalin zinc ve AFA ile post fiksasyon
uygulamasi, kaliteyi arttirmaktadir. Ko6tii takip edilmis
dokularda ise geri takip islemi sonrasi B5 ile post
fiksasyon iyi sonu¢ vermektedir. AFA ile fiksasyonda
4-6 saat yeterlidir. Kiiclik dokular ¢ok daha kisa
stirede fikse olurlar. AFA hari¢ diger tiim fiksatiflerde
fiksasyon sonrasinda 20-30 dakikalik bir yikama
islemi uygulanmalidir. AFA’da ise direk olarak
Tablo 3’te bazi fiksatiflerin
formiilleri verilmektedir. Karsilarinda bu fiksatiflerin
yabanci

hazirlanmasinin maliyetleri, son siitunda ise kullanima

alkollere gecilebilir.

yerli  ve kimyasal malzemeler ile

hazir olarak alinmalar1 halindeki litre bas1 maliyetleri
TL olarak verilmistir.
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Tablo 3. Bazi fiksatiflerin icerikleri ve fiyatlari

Fiyatlar
Yerli Yabanci Hazir ¢ozelti

%10 Formalin (%4 formaldehid) 300.000 683.000 5.000.000
%37-40’lk formaldehid 100 ml
Distile su 900 ml
No6tral Tamponlu %10 Formalin 707.920 788.000 20.000.000
%37-40’lik formaldehid 100 mi
Distile su 900 ml
Sodyum fosfat monobazik 49r
monohidrat
Sodyum fosfat dibazik 6,5 gr
anhidroz
Zink Formalin 350.000 1.000.000 66.000.000
%37-40’lik formaldehid 100 ml
Distile su 900 ml
ZnCly"7H,O 10 gr
AFA Fiksatifi 7.553.000 8.372.150 66.000.000
Absolu etanol veya metanol 750 ml
%37-40’lik formaldehid 200 ml
Glasiyal asetik asit 50 ml
B5 Fiksatifi - 1.500.000 200.000.000
B5 stok soliisyonu
Hg.Cl, 12 gr
Sodyum asetat 2,5¢ar
Distile su 200 ml (isitilarak

kanistirihr, pH 5.8’e

ayarlanir)
B5 Calisma Cézeltisi
Stok B5 ¢ozeltisi 20 ml
%37-40’lik formaldehid 2 ml (kullanimdan

hemen 6nce

karistirilarak hazirlanir)
Hollande Fiksatifi 27.660.000 28.079.000  91.000.000
Bakir asetat 25gr
Pikrik asit 40 gr
%37-40’lik formaldehid 100 mi
Glasiyal asetik asit 5 mi

Distile su

1000 ml'ye tamamlanir
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Tablo 4. Fiksatiflerin karsilastirmali 6zellikleri.

A T | F li
Ozellikler ampo_n ) Hollande BS5 f)rma n Bouin Alkol AFA
formalin Zinc
Nukleus Bubling Keskin, Keskin, = Formalinden ) Keskin Keskin
. Keskin, net . . -
Detayi artefakt net net iyi bizilme bizilme
Sitoplazma gy time lyi Iyi Bizilme lyi Biizilme Biiziilme
Detayi y y y
Antijen . . . . .
Korunumu Orta lyi lyi lyi Orta lyi lyi
Takip
makinesine Evet Hayir Hayir Evet Evet Evet Evet
uyum
Kisa . ok Kisa Kisa ; ;
Stabilite ' lyi ¢ ; ) lyi lyi
(glnler) kisa (gtnler) (glinler)
Maliyet Dusuk Orta Yuksek  Dusuk Dusuk Orta Orta
Calisana
: Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok
toksite
Cevreye
. Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok
toksisite
Elekt ;
eron Kot Koti  Yeteri Kt Kot Kot
mikroskopi.
Nukleik asit . ; .
Korunumu lyi Kotu Kaotu / Kotl lyi lyi
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