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Doku Takibi, Karsilasilabilecek Sorunlar ve
Coziimleri

O

Histoloji Teknigi

O

« Tespit ve yikama
 Doku takibi

o Dehidrasyon (suyunu giderme)
o Seffaflagtirma
o Sertlestirme

* Bloklama/gomme

 Kesit alma ve lama yapistirma
* Boyama

» Kapatma
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Doku Takibi

O

* Dokularin mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi amaci ile yapilan, gomme ile
sona eren islemler dizisine doku takibi denir.

¢ Fikse olmus dokunun bloklamaya hazr hale getirilmesidir.

* Dokunun mikrotomda ince kesitler yapilacak sertlige getirilmesi gerekir.
 Bu sertlik genellikle parafin infiltre edilerek saglanir.

« Parafin suda erimedigi icin oncesinde baz islemler gerekir.

 Tespitten sonra su yada degisen derecelerde alkol ile yitkama yapilarak tespite ait
kalintilarin uzaklagtirilmasi saglanir.

Doku Takibi

O

Doku takibini etkileyen faktorler:
* 1. Dokuya ait olanlar,

» 2, Takip ajanlarina ait olanlar ve

» 3. Takip sekline bagh olanlar olmak tizere li¢ ana baslikta
toplanir.
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O

Dokuya ait faktorler Takip ajanlarina ait faktorler
* doku porlari, « soliisyonlarin polaritesi,

« fiksasyon,  konsantrasyonu,

¢ doku kalinlig ve * birbirleri ile uyumu,

« dansitesidir. * buharlagsma hizi ve

« viskoziteleridir.
Takip sekline bagl faktorler ise
* 1S1Ve

« calkalama bigimidir.

Doku Takibi

O

Doku takibinin asamalari:

Dehidrasyon

Dehidrasyon,

Seffaflagtirma
Seffaflandirma ve
S ertle §ti rmedir Sertlestirme




18.11.2020

Dehidrasyon

O

» Fiksasyonu tamamlanmis dokularin ilk takip asamasidir.

» Dokuda var olan su ve tespit soliisyonundan kurtarilmasi,
arindirilmasina dehidrasyon denir.

» 1ki tip dehidrasyon vardr:

» 1. Diliisyonel dehidrasyon yontemiyle dokularin artan konsantrasyonda
alkollere transferi ile doku sular1 uzaklastirilir.

» 2. Kimyasal dehidrasyon: Endotermik reaksiyon ile dokulardaki suyun
uzaklastirilmasidir.

Dehidrasyon

O

» Dehidrasyonda kullanilan maddeler:
o ALKOLLER
o Etil alkol:
= En ¢ok kullanilan maddedir.

= Berrak, renksiz, kolay alev alabilen, orta derece toksik ve organik ¢ozeltiler ile
karisabilen bir sividir.

= Hizli etkili ve hidrofilik bir ajandir.

x Yiikselen (%70, %95, %100) alkol konsantrasyonlarinin kullanilmasi, doku suyunun yavas
yavas alinarak doku biiziilmesini 6nleyip dokuya sertlik kazandirir.

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

o Isopropanol:

= Parafin gomme doku takibinde etanole en uygun alternatif dehidrasyon ajanidir.
x Selloidin doku gomme takibinde kullanilmamalidir.

= Dokularda etanol kadar kiiciilme ve sertlesme yapmamaktadir.

= Mikrodalga ile doku takibinde de kullanilmaktadir.

Biitanol: Bitki ve hayvan materyallerinin doku takibinde dehidrasyon amaciyla tercih
edilmektedir.

Dehidrasyon
GLIKOL ETERLER:
« a. Etoksi etonol
* b. Dioksan

» c. Polietilen glikol (PEG)
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Dehidrasyon

DIGER DEHIDASYON AJANLARI

e Aseton:

» Renksiz, berrak, alev alabilen ve karakteristik kokulu bir dehidrandir.

» Hizla dehidrasyon yapmakta ve buharlasarak dokular: sertlestirmektedir.

o Ozellikle yagh dokularin takibinde dehidrasyon maddesi olarak kullanilmasi
onerilmektedir.

e Tetrahidrofuran:
* En iyi dehidrasyon ajanidir.

» Ozellikle yetersiz dehidrasyon olmus dokularda tekrar doku takibinde
kullanilmaktadir.

* 2,2 dimetoksipropan: Kimyasal dehidrasyonda kullanilir.

Dehidrasyon

O

Dehidrasyon ajani secerken ;

» ekonomik olmasina,

¢ doku takibinin diger soliisyonlari ile uyumlu olmasina ve
» dokuyu ne kadar kiiciilttiigline dikkat edilmelidir.

Dehidrasyon yetersiz ise seffaflandirma ve infiltrasyon
asamalar1 da kot olacagindan ortas1 yumusak, camur gibi
dokular elde edilecegi gibi, asir1 dehidrasyon ise cok sert,
kirilgan, zor kesit alinabilen dokular elde edilmesine yol
acar.
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Seffaflastirma

« Dealkolizasyon olarak da bilinir.

» Seffaflandirici ajan olarak;
xdehidrasyon maddesini temizleyebilen,
xsertlestirici madde ile gecimli olabilen,
«dokuya nazik davranabilen maddeler secilmelidir.

» Seffaflastirict madde, dokudaki alkolle yer degistirir. Boylece alkol ve
sudan yoksun hale gelen doku, parafinin niifuz etmesine elverisli hale
gelir.

Seffaflastirma

O

¢ Seffaflastirmada kullanilan maddeler:

* 1. HIDROKARBONLAR

o Ksilen:
x En sik kullanilan seffaflandiricidir.
x Alev alabilen tehlikeli bir maddedir.
x Doku uzun siire ksilende kalirsa sertlesme cok fazla olur.

o Toluen:
x Ksilene gore daha az sertlestirir, daha yavas etkilidir.

o Benzen:
x Cok hizli etkili olmasina karsin toksik ve karsinojen oldugu i¢in kullanilmamaktadir.
Kloroform:
x Daha yavas etkilidir.
= Ozellikle tendon, kas ve uterus 6rnekleri icin alternatif bir seffaflandirici olarak bildirilmektedir.
Trikloraeten
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Seffaflastirma

O

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

o0 3. TERPENLER
o Limonen:
= Son yillarda popiiler bir temizleyici ajan olarak kullanilmaktadir.
x Ksilene gore dokular1 daha az sertlestirir ve parafinle daha uyumludur.
o Sedir agaci yag1
o Terpinol

O

Asin dealkolizasyon doku proteinlerinin
denatiirasyonuna yol acar ve bunun sonucunda
mikrotomda zor kesit alinir. Yetersiz
dealkolizasyon ise boyanma kusurlarina ve
bundan kaynaklanan yanlis morfolojik
degerlendirmelere yol acar.
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Seffaflastirma ajaninda aranan ozellikler:

O
* Alkolii temizlemeli
» Erimis gomme maddesi ile gecimli
» Dokuya nazik
¢ Giivenilir

» Ekonomik olmal
» Is1, basing ve vakuma dayanikh
» Nontoksik olmali

Sertlestirme (Infiltrasyon)

O

» Dokularin mikrotomla kesilebilmesi i¢in gerekli bir asamadir.

» Bu asamada amac dokudaki soliisyonlarin tutucu bir madde ile yer
degistirmesidir.

» Infiltrasyon veya impregnasyon da denir. Doyurma, doldurma
anlamina gelir.
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Sertlestirme

O

» Sertlestirme i¢in kullanilan maddeler:

o 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.

= Petrolden elde edilir. Patolojide kullanilabilmesi i¢in bazi maddeler ilave edilir.
o Balmumu: Kristal boyutu yapismay artirir.
o Kauguk: Kirillganhg: azaltir, kolay ve seri kesit saglar.
o Diger mumlar: Yumusak kivam saglar.
o Plastikler: Sertlik ve destegi artirir.

O

= Patolojide rutin islemlerde erime noktasi 55-58°C’dir.
= Iyi bir infiltrasyon icin:
o Doku parafinde optimum siirede kalmalidir. Fazla kalirsa sertlesme ve biizlismeler olur.

o Parafin:

o Parafinin erime derecesi her giin kontrol edilmelidir.

o Doku takibinde ii¢ parafin kab1 bulunmali, son parafin kabinda seffaflandiric1 ajan
kokusu alinmamalidir. Bunun i¢in kaplardaki parafin sik sik degistirilmelidir.

o Takip stiresini kisalttig1 igin parafin ile infiltrasyon genellikle vakum ile yapilmaktadir.
Ancak kiiciik dokularda vakum ve 1s1 dokulara zarar verebildiginden kiigiik ve biiyiik
dokular ayr1 ayn takip edilmelidir.

o Vakum 400 mmHg basincini gegmemelidir.
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Sertlestirme

O

« Alternatif sertlestirici maddeler:

o A. Mumlar

1. Suda ¢ozlinen mumlar

2. Ester yapisinda mumlar

3. Poliester yapisinda mumlar (Polietilen
glikol-PEG)

4. Mikrokristalli mumlar

B. Recine yapisinda mumlar:

1. Akrilik recineler

2. Epoksi regineler

3. Ure-formaldehit

« Jelatin —

¢ Selloidin Sdse
TOZ JELATIN
30 gr
B
, 3""

11
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O

« Alternatif maddeler i¢inde selloidin noropatolojide ve bazi
arastirmalarda minimal hiicresel hasar olusturmasi nedeniyle tercih
edilmektedir.

» Epoksi recineleri elektronmikroskobik incelemelerde kullanilmaktadir.

¢ Akrilik recinelerin sert dokularda iyi bir ortam olusturdugu icin
kullanilabilecegi bildirilmektedir.

Doku Takibi Islemi

O

« Patoloji laboratuvarlarinda doku takibi iic sekilde yapilmaktadir.

1. Otomatik doku takibi
>.  Manuel doku takibi
3. Mikrodalga ile doku takibi

12
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Otomatik Doku Takibi

O

» Genel olarak acik ve kapali sistem cihazlar olmak tizere ikiye ayrilirlar.
o Acik sistem cihaz ile otomatik doku takibi:
= Sepet icindeki dokularin kimyasal soliisyon kaplarina otomatik transferi ile yapilir.
= Bu cihazlarda genellikle 9-10 kimyasal soliisyon kab1 ile 2-3 parafin kab1 bulunmaktadir.
x Marka ve modellerine kaset kapasiteleri 30-110 arasinda degismektedir.
= Bu takip sisteminde calkalama hareketi dikey veya daireseldir.

» Acik Sistem Doku Takibi ©
[0 Kimyasal soliisyonlar sabit, sepet i¢cindeki dokularin transferi
[ 9-10 kimyasal soliisyon kabi, 2-3 parafin kab1

O 30-110 kaset kapasite

[1 Calkalama hareketi dikey veya dairesel

» Acik sistem- rutin gecelik doku takip 6rnegi

o Alkolik formalin 3 saat

» Alkolik formalin 1 saat

Alkolik formalin 1saat

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:15 saat

13
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Otomatik Doku Takibi

O

o Kapal1 sistem cihaz ile otomatik doku takibi:
= Dokular sabit kalip, kimyasal sivilar transfer olur.
= Burada 10-12 soliisyon kabi, 3-4 parafin kab1 bulunmaktadir.
x Calkalama hareketi gel-git seklindedir.

O

Kapal1 sistem, rutin takip ornegi
Formalin, %10 2 saat(35°C, vakum).
Alkolik formalin 1.5 saat

Alkolik formalin 1 saat

Alkol %95 1 saat(vakum)

Alkol %95 45 dakika

Absolii alkol 45 dakika(vakum)
Absolii alkol 1 saat

Ksilen 1 saat

Ksilen 1 saat(vakum)

Parafin 1/2 saat

Parafin 1 saat

Parafin 1saat(vakum)

Toplam:13.5 saat

14
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Kiiciik biyopsiler i¢in doku takip protokolii 6rnegi (kapali-agik)
» 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

Mikrodalga ile doku takibi

» Mikrodalga firinlar histoteknolojide ilk kez Moon ve arkadaslar:
tarafindan 1987 yilinda kullanilmistir.

» Bu yontem dokularin tamponlu formalin icinde 1s1nlanmasi, bunu
izleyerek tek basamak seklinde etanol ile dehidrasyonu, isopropanol ile
temizlenmesi ve parafinizasyon asamalarini icermektedir.

» Ulkemizde de bu yontem ilk kez Umar ve Pabuccuoglu11 tarafindan
uygulanmstir.
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Mikrodalga doku takip ornegi (Umar— Pabuccuoglu)

O

» Tamponlu formalin 5 dakika (%100 giicle)
« Alkol, %70 90 saniye

« Alkol, %80 90 saniye

« Alkol, %90 90 saniye

» Absolu alkol 90 saniye

« Isopropanol 60 saniye

 Ksilen 45 dakika (etiivde sicak ksilen)
» Parafin 60 dakika

Toplam siire 117 dakika

Mikrodalga ile Doku Takibi

O

» Bu yontem dokularin,
o tamponlu formalin i¢inde 1s1nlanmasi,
o tek basamak seklinde etanol ile dehidrasyonu,
o isopropanol ile temizlenmesi,
o parafinizasyon asamalarini icermektedir.

16
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O

» Biiylik dokular icin optimal zamani ayarlama olanagi tamdigi, kiiciik
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.

« Elile doku takibi dokunun en az zarar gordiigii takip yontemidir.

» Infiltrasyonun yeterli olmas: icin kimyasal soliisyonlarin hacmen
dokunun en az 50 kati olmasi gereklidir.

Manuel Doku Takibi

O

» Doku, bir onceki islemde yapisina diffiize olan kimyasali bir sonraki
basamaktaki soliisyon kabina tasir.

» Bu nedenle doku takibinde kullanilan soliisyonlar en az iki kapta
hazirlanir.

» Basamaklardaki son kimyasallarin kiiciik miktarda bile bulas1
olmayacak sekilde temiz olmasi gerekir.

17
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Manuel Doku Takibi

O

» Takibi yapilacak dokunun tiiriine ve biiytikliigline gore;

o Basamaklarda kullanilacak kimyasal hacmine,

o Kag adet soliisyon basamagi olusturacagina,

o Basamaklarda kimyasallara uygulanacak 1s1 derecesine,
o Basamaklarda bekleme siiresine,

o Doku takip siiresine karar verilir.

Manuel Doku Takibi

O

» Kimyasal soliisyonlar hazirlanir.

o Dehidrasyon islemi i¢in %70’lik, %90’lik ve %100’liik alkol hazirlanir.

o Seffaflandirma iglemi icin ksilen hazirlanir. En az iki ksilen kabinda planlanir, doku
biiyiikliigiine gore bu say1 daha fazla olmaldar.

o Sertlestirme iglemi icin kararlastirilan miktar kadar kat1 parafin uygun bir kaba
konarak etiivde erimesi i¢in birakilir.

18
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Manuel Doku Takibi

O

» Doku kasetleri, uygun bir sepete konur.

» Programlanan siireye uyarak dokular soliisyonlarda sirayla bekletilir.

» Doku sepeti, son parafinde bekletme siiresi bitiminde parafinler iyice
siizdiirtildiikten sonra cikarilir ve doku takibi sonlandirilir.

» Son parafin soliisyonunda ksilen kokusunun alinmamasi gerekir. Ksilen
kokusu varsa dokular taze parafin kabinda bir siire daha bekletilir.

Doku Takibinde En Sik Karsilasilan Problemler

O

Acik sistem otomatik doku takibinde

» Kaset sepeti yanlislikla ilk 6nce parafin kabina konabilir.

o Coziim, sepetin hemen parafinden ¢ikarilmasi, parafin sertlestikten sonra dokulardan
styirip temiz kasetler kullanilarak takibin yeniden baglatilmasidir.

» Takip bittikten sonra dokular tekrar ilk soliisyon kabina (fiksatif)
girebilir.
o Cozlim %95 etanol asamasindan sonraki takip prosediiriiniin uygulanmasidir.
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Doku Takibinde En Sik Karsilasilan Problemler

O

» Makinada kasetler herhangi bir nedenle havada kalabilir.
o Kasetlerin havada kaldig: siire kisa ise makinenin kaldig1 yerden takibe devam edilir.

o Bu siire uzunsa ve 6zellikle de parafin 6ncesi ise dokular %50 kisim su, %30 kisim
absolii alkol, %20 kisim 0.05 sulu sodyum karbonat soliisyonu ile rehidre edilmelidir.
Bu soliisyonda 8-12 saat tutulan dokularin yeniden takibine baslanir.

» Kimyasal soliisyonlarin seviyeleri yetersizligi nedeniyle dokularda
kuruma olabilir.

o Coziim, yukarida tanimlanan rehidrasyon soliisyonunun ayni siirede uygulanarak
yeniden takibe baslanmasidir.

Doku Takibinde En Sik Karsilasilan Problemler

O

» Takip soliisyonlarinin birbirine karismasi sonucunda yetersiz
dehidrasyon, seffaflama veya infiltrasyon s6z konusu olabilir.

o Soliisyonlar yenilenip alkollerden baslayarak tekrar takip yapilir. Bu durumun en
bastan onlenmesinin yolu ise takip soliisyonlarinin periyodik degisimlerinin
yapilmasidir.
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Doku Takibinde En Sik Karsilasilan Problemler

O

Kapali sistem otomatik doku takibinde

» Dehidrasyon %70’den daha konsantre alkol ile baslarsa, formalin
soliisyonunda kullanilan tamponlama tuzlari presipite olarak filtreleri
tikayabilir.

0 Bu durmun tek 6nlemi, tamponlu formalin kulllaniliyor ise dehidrasyonun %70 alkol
ile baglamasidir.

Doku Takibinde En Sik Karsilasilan Problemler

O

» Cinko formalin kullaniliyor ve pH>7 ise cihazin borularinda cokelti
olusabilir.

0 Bu durumun ¢oziimii diliie asetik asit soliisyonu (%5-20) ile temizleme yapilmasi ve
pH olciimlerine gereken 0zenin gosterilmesidir.

» Takip cihazlarinin kapaginda yogunlasan formalin parafin
infiltrasyonunu engeleyebilir.
o Buna 6nlem olarak makinalara periyodik bakim ve temizlik yapilmahdir.
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Doku Takibini Etkileyen Faktorler

O

» Doku, doku takip sivilarina daldirildiginda doku s1vis1 ve cevresindeki
siv1 arasinda karsilikh yer degisimleri olur ve bunu bircok faktor etkiler.

o Ajitasyon: Takip sivilarimin karigtirilmasi veya dokularin sivi iginde dikey ve yatay
hareketler yaptirilmasidir.

x Cok diisiik ajitasyon hiz1 etkisizken yiiksek ajitasyon uygulamasi yumusak ve gevsek
dokularda harabiyete yol acabilir.

o Ist: Is1 penetrasyon hizini artirirken, soguk azaltir.

Doku Takibini Etkileyen Faktorler

O

o Viskozite: Kullanilan sivilarin viskozitesi, dokulara penetre olma hizim etkiler,
molekiil biiyilidiikce viskozitesi artar ve penetrasyon hizi azalir.

o Vakum: Azaltilmis vakum, erimis parafinle dokularin impregnasyonunda ¢ok
kullanilmaktadir. Dokudaki hava kabarciklari bu yolla uzaklastirilir.

o Siire: Takip stiresi laboratuvar ¢calisanlarinin deneyimlerinin yaninda takibi yapilan
doku 6zellikleri ve takibi etkileyen faktorlerin bulunuslarina gore belirlenir. Bunlar:

= Doku tipi
= Biiyiikliik ve kesit kalinligi
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O

» Takip islemlerinde goriiniir bir sorun olmamasina karsin bazen yine de
iyi sonuc alinamayabilir.

» Bu cercevede en sik goriilen durum dokularin ortalarinin yumusak
cevresinin ise sert olmasi ve iyi kesit almaya olanak tanimamasidir.

» Biiylik olasilikla kalin par¢a 6rneklenmesinden kaynaklanan bu
olumsuzlugu gidermek icin dokular yeniden kasetlere yerlestirilip,
ksilende 20-30 dakika parafini uzaklastirmak i¢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.
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