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Tissue processing is usually considered to include dehydration, clearing and infiltration. In this paper,
embedding is also discussed. The choice of both the fixative and the processing method should be made either
before or immediately after removal of tissue at surgery or autopsy. Dehydration means the removal of tissue
water. The majority of dehydrating reagents are alcohols. Clearing is another tissue processing step. Clearing
agents must be miscible with both dehydrated agent and infiltration medium. Xylene is the most widely used
clearing agent. After dehydration and clearing, tissue must be infiltrated with supporting medium in order to
obtain thin sections. Paraffin wax is the most popular supporting medium. Tissue embedding is also referred to
as tissue blocking. Correct orientation is the most critical step in this step.
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Doku takibi genel olarak, dehidrasyon, seffaflandirma ve sertlestirmeyi icermektedir. Bu makalede ayrica doku
gomme islemi de tartisilmistir. Doku takip metodunun ve fiksatif se¢iminin cerrahi spesmenlerin ve otopsi
materyallerinin ¢ikarilmasindan hemen Once veya hemen sonra yapilmasi gerekmektedir. Dehidrasyon doku
suyunun uzaklastirilmasi anlamima gelmektedir. Dehidrasyon ajanlarinin ¢ogu alkollerden olugmaktadir.
Seffaflandirma diger bir doku takip asamasidir. Temizleme ajanlari dehidrasyon ve sertlestirme ajanlart ile
uyumlu olmalidir. Ksilen en sik kullanilan seffaflandirici maddedir. Dehidrasyon ve seffaflandirmadan sonra
dokudaki soliisyonlar tutucu madde ile ince kesit alabilmek icin yer degistirmelidir. Parafin en popiiler
sertlestirici maddedir. Doku gémme islemi bloklama olarak da isimlendirilir. Bu asamada en &nemli nokta
dogru oryantasyondur.

Anahtar sozciikler: Doku takibi, dehidrasyon, seffaflandirma, ksilen, gomme.

Giris dansitesidir.  Takip ajanlarma  ait  faktorler

Dokularn  mikroskobik incelemeye hazir hale soliisyonlarin polaritesi, konsantrasyonu, birbirleri

getirilmesi amac1 ile yapilan, gdbmme ile sona eren
islemler dizisine doku takibi denir."” Doku takibini
etkileyen faktorler dokuya ait olanlar, takip
ajanlarina ait olanlar ve takip sekline bagli olanlar
olmak {lizere {i¢ ana baslkta toplanir. Dokuya ait
faktorler doku porlari, fiksasyon, doku kalinlig1 ve

ile uyumu, buharlagsma hiz1 ve viskoziteleridir. Takip
sekline bagli faktorler ise 1s1 ve calkalama
bigimidir."*>°

Doku  takibinin = asamalar1  dehidrasyon,
seffaflandirma ve sertlestirmedir.
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Dehidrasyon

Fiksasyonu tamamlanmis dokularin ilk takip

asamasidir. Dehidrasyon parafin gibi sert maddelere

dokularm gémiilmesi igin gereklidir.'” ki tip
dehidrasyon vardir:

1. Diliisyonel dehidrasyon: Dokularin artan
konsantrasyonda sivilara transferi ile doku
suyunun uzaklastirilmasidir.

2. Kimyasal dehidrasyon: Endotermik reaksiyon

ile dokulardaki suyun uzaklastirilmasidir.

Dehidrasyon ajanlari

1.Alkoller:

a. Etil alkol: En ¢ok kullanilan dehidrasyon
maddesidir. Berrak, renksiz, kolay alev alabilen,
orta derece toksik ve organik c¢ozeltiler ile
karigabilen bir sividir. Hizli etkili ve hidrofilik
(susever) bir ajandir. Dehidrasyon igin yiikselen
konsantrasyonlarda kullanilmalidir.

b. Denatiire alkol: Etanol ile ayn1 &zelliklerde ve
daha belirgin kokuludur.

c. Metanol: Ozel kokulu, berrak, alev alabilen ve
zehirli bir alkoldiir. Seyrek olarak tek basina
dehidran olarak kullanilmaktadir.

d. Isopropanol: Parafin gomme doku takibinde
etanole en uygun alternatif dehidrasyon ajanidir.
Selloidin doku gdmme takibinde
kullanilmamalidir. Dokularda etanol kadar
kiiciillme ve sertlesme yapmamaktadir. Mikro
dalga ile doku takibinde de kullanilmaktadir.®

e. Biitanol: Bitki ve hayvan materyallerinin doku
takibinde
edilmektedir.

2. Glikol-eterler:
a. Etoksi etonol
b. Dioksan
c. Polietilen glikol (PEG)

3. Diger dehidrasyon ajanlart:

a. Aseton: Renksiz, berrak, alev alabilen ve
karekteristik kokulu bir dehidrandir. Hizla
dehidrasyon = yapmaktadir.  Aseton  hizla
buharlagarak dokular: sertlestirmektedir. Etanol
ve metanole gore ¢Oziicii etkisi daha fazla
oldugundan &zellikle yagli dokularin takibinde
dehidrasyon maddesi olarak  kullanilmasi
onerilmektedir.

dehidrasyon = amaciyla  tercih

b. Tetrahidrofuran: En iyi dehidrasyon ajanidir.
Ozellikle yetersiz dehidrasyon olmus dokularda
tekrar doku takibinde kullanilmaktadir.®

c. 2,2 dimetoksipropan: Kimyasal dehidrasyonda
kullantlir.>*

Dehidrasyon ajani segerken ekonomik olmasina,
doku takibinin diger soliisyonlar1 ile uyumlu
olmasina ve dokuyu ne kadar kiigiilttiigline dikkat
edilmelidir. Dehidrasyon yetersiz ise seffaflandirma
ve infiltrasyon agsamalar1 da kotii olacagindan ortasi
yumusak, camur gibi dokular elde edilecegi gibi,
asir1 dehidrasyon ise ¢ok sert, kirilgan, zor kesit
alinabilen dokular elde edilmesine yol agar.

Seffaflandirma (temizleme)

Dealkolizasyon adiyla da anilir. Seffaflandirici ajan
olarak dehidrasyon maddesini temizleyebilen,
sertlestirici madde ile gecimli olabilen ve dokuya
nazik davranabilen maddeler se¢ilmelidir.

Seffaflandirma ajanlar:

1. Hidrokarbonlar

a. Ksilen: En sik kullanilan seffaflandiricidir. Alev
alabilen tehlikeli bir maddedir. Doku uzun siire
ksilende kalirsa sertlesme ¢ok fazla olmaktadir.

b. Toluen: Ksilene gore daha az sertlestirir, daha
yavas etkilidir.

c. Benzen: Cok hizli etkili olmasina karsin toksik
ve karsinojen oldugu i¢in kullanilmamaktadir.

d. Kloroform: Daha yavas etkilidir. Ozellikle
tendon, kas ve uterus 6rnekleri igin alternatif bir
seffaflandirici olarak bildirilmektedir.

e. Trikloraeten

\S]

. Esterler:
1. N-Biitil asetat
2. Metil benzoat ve metil salisilat

W

. Terpenler

a. Sedir agac1 yagi

b. Limonen: Son yillarda popiiler bir temizleyici
ajan olarak kullanilmaktadir. Ksilene gore
dokular1 daha az sertlestirdigi, parafin ile daha
iyi gecimli oldugu bildirilmektedir (1, 2, 5).

c. Terpinol.
Asirt  dealkolizasyon doku  proteinlerinin

denatiirasyonuna yol acar ve bunun sonucunda

mikrotomda zor kesit alinir. Yetersiz dealkolizasyon
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ise boyanma kusurlarina ve bundan kaynaklanan
yanlig morfolojik degerlendirmelere yol acar.

Sertlestirme (infiltrasyon)

Dehidrasyon ve seffaflandirmadan sonra dokularin
mikrotom ile kesilebilmesi i¢in sertlestirilmesi
gereklidir. Bu agamada amag¢ dokudaki solusyonlarin
tutucu bir madde ile yer degistirmesidir. Bu isleme
“impregnasyon” doldurma) da
denilmektedir. Bunun i¢in kullanilan maddeler:
1. Parafin: En yaygin kullanilan sertlestirici
maddedir. Kolay kullanilabilir olmasi, dokuya az
zarar vermesi, kisa siirede bloklanabilmesi ve
dokuya 6zel islemlerin yapilmasina olanak saglamasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Parafin petrolden elde
edilmektedir. Patolojide kullanilmas1 igin ticari
parafine bazi maddeler ilave edilmistir. Bunlar
balmumu (kristal boyutu yapigmay artirir), kauguk
(kirlganlhig1 azaltir, kolay seri kesit saglar), diger
mumlar (yumusak kivam ve daha kiigliik kristal
boyutu saglar) ve sertlik ve destegi artiran
plastiklerdir. Genel olarak parafinin 6zellikleri erime
noktasina gore degisir. Erime noktasi arttik¢a parafin
sertlesmektedir; bu da 6zellikle kii¢iik dokularda seri
kesit alinmasini zorlastirmakta, sert dokularda ise
daha 1iyi destek olmasma neden olmaktadir.
Patolojide rutin islemlerde parafinin erime noktasi
55-58°C’dur. lyi bir infiltrasyon igin doku parafinde
optimum siirede kalmalidir. Fazla kalirsa dokuda
sertlesme ve biiziismeler olmaktadir. Parafinin erime
derecesi kaliteli bir doku takibi i¢in her giin kontrol
edilmelidir. Iyi bir infiltrasyon i¢in doku takibinde
iic parafin kabi bulunmali, son parafin kabinda
seffaflandirici ajan kokusu alinmamalidir. Bunun
icin kaplardaki parafin is yiikiine baglh olarak sik sik
degistirilmelidir. Takip stiresini kisalttig1 i¢in parafin
ile infiltrasyon genellikle vakum ile yapilmaktadir.
Ancak kii¢iik dokularda vakum ve 1s1 dokulara zarar
verebildiginden kiicliik ve biiyiik dokular ayr1 ayr
takip edilmelidir. Parafin takipte uygulanan vakum
400mmHg basincin1 gegmemelidir.
2. Alternatif maddeler:*"
a. Mumlar:
1. Suda ¢6ziinen mumlar
2. Ester yapisinda mumlar

(doyurma,
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3. Poliester yapisinda mumlar (Polietilen
glikol-PEG)

4. Mikrokristalli mumlar

b. Regine yapisinda mumlar:

1. Akrilik regineler

2. Epoksi regineler

3. Ure-formaldehit
3. Diger maddeler

1. Agar

2. Jelatin

3. Selloidin (kolloidin-parloidin)

Alternatif maddeler i¢inde selloidin
noropatolojide ve bazi aragtirmalarda minimal
hiicresel hasar olusturmast nedeniyle tercih
edilmektedir.” Epoksi regineleri elektronmikroskobik
incelemelerde kullanilmaktadir. Akrilik reg¢inelerin
sert dokularda iyi bir ortam olusturdugu igin
kullanilabilecegi bildirilmektedir.®

Doku takibi iglemi

Patoloji laboratuvarlarinda doku takibi ii¢ sekilde
yapilmaktadur,'>**

1. Otomatik doku takibi
2. Manuel doku takibi

3. Mikrodalga ile doku takibi

Otomatik doku takibi:

Otomatik cihazlar yardimiyla yapilan takiptir. Bu

cihazlar ¢ok c¢esitli olmakla birlikte genel olarak agik

ve kapali sistem cihazlar olmak iizere ikiye ayrilirlar.

a. Acik sistem cihaz ile otomatik doku takibi:
Sepet i¢indeki dokularm kimyasal soliisyon
kaplarina otomatik transferi ile yapilir. Bu
cihazlarda genellikle 9-10 kimyasal soliisyon
kabi ile 2-3 parafin kabi bulunmaktadir. Marka
ve modellerine kaset Kkapasiteleri 30-110
arasinda degismektedir. Bu takip sisteminde
calkalama hareketi dikey veya daireseldir.

b. Kapali sistem cihaz ile otomatik doku takibi:
Dokular sabit kalip, kimyasal sivilar transfer
olur. Burada 10-12 soliisyon kabi, 3-4 parafin
kab1 bulunmaktadir. Calkalama hareketi gel-git
seklindedir.
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Otomatik doku takibinde protokoller laboratuvarlara
gore farkliliklar gostermektedir. Ag¢ik ve kapali
cihazlar i¢in rutin gecelik doku takibine iligskin birer
protokol 6rnegi Tablo 1’de ve Tablo 2’de sunulmak-
tadir. Ayn takip edilmesi Onerilen kiigiik dokular
i¢in bir protokol 6rnegi de Tablo 3’te goriilmektedir.

Manuel doku takibi

Tablo 3. Kiiglk biyopsiler igin doku takip protokolu
ornegi (kapall-agnk).2

Tablo 1. Acik sistem, rutin gecelik doku takip

protokolu 6rnegi.”

Alkol, %70 15 dakika
Alkol, %95 15 dakika
Alkol, %95 15 dakika
Absolu alkol 15 dakika
Absolu alkol 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Parafin 15 dakika
Parafin 15 dakika
Parafin 15 dakika
Toplam siire 2,5 saat

Alkolik formalin 3 saat
Alkolik formalin 1 saat
Alkolik formalin 1 saat
Alkol %95 1 saat
Alkol %95 1 saat
Absolu alkol 1,5 saat
Absolu alkol 1,5 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 1/2 saat
Parafin 1.5 saat
Parafin 1 saat
Toplam siire 15 saat

Tablo 2. Kapali sistem, rutin gecelik doku takip

protokolu t';rneg”;i.2

Formalin, %10
Alkolik formalin
Alkolik formalin

2 saat (35°C, vakum)
1,5 saat
1 saat

Alkol %95 1 saat (vakum)
Alkol %95 45 dakika

Absolu alkol 45 dakika (vakum)
Absolu alkol 1 saat

Ksilen 1 saat

Ksilen 1 saat (vakum)
Parafin 2 saat

Parafin 1 saat

Parafin 1 saat (vakum)

Toplam siire

12,5 saat

Biiyiik dokular i¢in optimal zamani ayarlama olanag1
tanidigi, kiiclik dokularin takip siiresini kisalttig1 ve
daha ekonomik oldugu i¢in tercih edilebilir. Ayrica,
takip makinesinin bozuk ya da elektrigin kesik
oldugu zamanlarda da bu yontem kullanilir. El ile
doku takibi dokunun en az zarar gordiigii takip
yontemidir. Infiltrasyonun yeterli olmasi igin
kimyasal soliisyonlarin hacmen dokunun en az 50
kat1 olmas1 gereklidir.

Mikrodalga ile doku takibi

Mikrodalga firinlar histoteknolojide ilk kez Moon ve
arkadaslar tarafindan 1987 yilinda kullanilmugtir.'?
Bu yontem dokularin tamponlu formalin iginde
1sinlanmasi, bunu izleyerek tek basamak seklinde
etanol  ile isopropanol ile
temizlenmesi ve  parafinizasyon  asamalarim
icermektedir.'*® Ulkemizde de bu yontem ilk kez

dehidrasyonu,

Umar ve Pabugcuoglu'' tarafindan uygulanmistir
(Tablo 4).

Doku takibinde en sik karsilasilan
problemler ve ¢ozumleri

Acik sistem otomatik doku takibinde>**

1. Kaset sepeti yanlislikla ilk 6nce parafin kabina
konabilir. Co6ziim, sepetin hemen parafinden
¢ikarilmasi, parafin sertlestikten sonra (dokular
ksilene konmamalidir!!) dokulardan siyirip
temiz kasetler kullanilarak takibin yeniden
baslatilmasidir.

2. Takip bittikten sonra dokular tekrar ilk soliisyon
kabma —fiksatif— girebilir. Cozim %95 etanol

© 2005 Aegean Pathology Society, APJ, 2, 29-34



Tablo 4. Mikrodalga doku takip drnegi (Umar—
Pabugcuoglu)

Tamponlu formalin 5 dakika (%100 guicle)

Alkol, %70 90 saniye

Alkol, %80 90 saniye

Alkol, %90 90 saniye

Absolu alkol 90 saniye

isopropanol 60 saniye

Ksilen 45 dakika (etlivde sicak

ksilen)
Parafin 60 dakika
Toplam siire 117 dakika

asamasindan  sonraki takip  prosediiriiniin
uygulanmasidir.

3. Makinada kasetler herhangi bir nedenle havada
kalabilir. Kasetlerin havada kaldig: siire kisa ise
makinenin kaldig1 yerden takibe devam edilir.
Bu siire uzunsa ve 6zellikle de parafin 6ncesi ise
dokular %50 kisim su, %30 kisim absolii alkol,
%20 kistm 0.05 sulu sodyum karbonat
solusyonu ile rehidre edilmelidir. Bu soliisyonda
8-12 saat tutulan dokularin yeniden takibine
baslanir.”

4. Kimyasal soliisyonlarin seviyeleri yetersizligi
nedeniyle dokularda kuruma olabilir. Coziim,
yukarida tanimlanan rehidrasyon soliisyonunun
ayni slirede uygulanarak yeniden takibe
baglanmasidir.

5. Takip soliisyonlarinin  birbirine  karigmasi
sonucunda yetersiz dehidrasyon, seffaflama veya
infiltrasyon s6z konusu ise soliisyonlar yenilenip
alkollerden baslayarak tekrar takip yapilir. Bu
durumun en bastan 6nlenmesinin yolu ise takip
soliisyonlarinin

periyodik degisimlerinin

yapilmasidir.

Kapali sistem otomatik doku takibinde

1. Dehidrasyon %70’den daha konsantre alkol ile
baslarsa, formalin soliisyonunda kullanilan
tamponlama tuzlar1 presipite olarak filtreleri
tikayabilir. Bu durmun tek onlemi, tamponlu
formalin kulllaniliyor ise dehidrasyonun %70
alkol ile baglamasidir.
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2. Cinko formalin kullaniltyor ve pH>7 ise cihazin
borularinda ¢dkelti olusabilir. Bu durumun
¢cOziimii dilue asetik asit soliisyonu (%5-20) ile
temizleme yapilmasi® ve pH Olgiimlerine
gereken 6zenin gosterilmesidir .

3. Takip cihazlarmin kapaginda yogunlasan
formalin parafin infiltrasyonunu engeleyebilir.
Buna 6nlem olarak makinalara periyodik bakim
ve temizlik yapilmalidir.

Takip islemlerinde  gOriiniir bir  sorun
olmamasina karsin bazen yine de iyi sonug
alinamayabilir. Bu ¢er¢evede en sik goriilen durum
dokularin ortalarinin yumusak cevresinin ise sert
olmasi ve iyi kesit almaya olanak tanimamasidir.
Biiyiikk olasilikla kalin parca o6rneklenmesinden
kaynaklanan bu olumsuzlugu gidermek icin dokular
yeniden kasetlere yerlestirilip, ksilende 20-30 dakika
parafini uzaklastirmak ic¢in tutulur. Daha sonra
birbirini izleyecek sekilde dehidrasyon/seffaflama
icin 30-90 dakika tetrahidrofuranda, 10 dakika
ksilende ve her biri 30-45 dakika siirecek sekilde 2-3
parafin istasyonunda tutulup bloklanir.”

Gomme islemi

Gomme ya da bloklama dokularin infiltrasyon

ortami ile kaplanmasidir.>* Bloklamada en kritik

nokta dokuya dogru oryantasyondur. Genellikle
biiyiik ve diiz parcalarin bloklanmasinda pek sorun
ile karsilasilmazken. Sorun ¢ikaran kiigiik dokularin
gomiilmesinde diseksiyon mikroskopunun yardimi
olabilir.

Gomme islemi sirasinda parcanin 6zelliklerine
dikkat etmek gereklidir:

e Kemik gibi sert dokular bloklara diagonal
yerlestirilmelidir (Sekill).

e Deri mutlaka epidermis {istte kalacak sekilde
bloklanmalidir.

e Tip yapisindaki dokular transvers
bloklanmalidir (Sekil 2).

e (Cini miirekkep ile isaretli parcalarda boyali
ylizey yatirilmalidir.

e (Cok sayida kiiglik parcayr aynm Dbloga
yerlestirirken parcalar blogun uzun eksenine
paralel yerlestirilmelidir.

e Dokular blogun ortasina yerlestirilmelidir.
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e Bir fazla 4-5

yerlestirilmelidir.

bloga en kiiciik  parca

Dokular gomiildiikten sonra parafin hizli bir
sekilde sogutulmali ve kristal yapisina donmesi

saglanmalidir.

Sekil 1.
sekli.

Kemik dokusunun diogonal bloklanmig

I
(

Sekil 2. Tup yapisindaki organlarin, solda dogru,
sagda yanlis bloklanmasi.

Alternatif gomme teknikleri

Sert dokularda yapismayi saglamak, parcali dokular1
birarada tutarak doku biitlinliglini
amaciyla ¢ift gdmme
kullanilabilir.'” Bu maddeler arasinda en sik birarada
kullamilanlar selloidin-parafin ve agar-parafindir.'*'

saglamak

maddesi bir arada
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