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OTOMATIK BOYAMA

« Dokunun mikroskobik preperat haline
gelmesine kadar ki tum sureclerin elde
gerceklestiriimesi mumkun olmakla
beraber, islemleri daha hizli
gerceklestirebilmek ve standardizasyon
amacli otomatize yontemler (mikrotomda
kesit alma basamagi disinda) tercih
edilmektedir.
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« Ulkemizdeki patoloji laboratuvarlarinin
verimlilik degerlendirmesini konu alan bir
makalede, yillik biyopsi sayisi 20.000°den
fazla olan merkezlerin, boyama ve
kapama cihazi tercih etmesi gerektigini
bildirmistir.

 Bir kag preperatin oldugu durumlarda
otomatik boyama kullanilamaz.

« GuUnumuzde lineer boyama makineleri ve
bilgisayarli robotik boyama makineleri
kullanilabilmektedir.

 Lineer makinelerde lam sepetleri birinden
digerine tagsinmakta ve ayarlanmis gerekli
surelerde solUsyonlarda tutularak progresif
boyama uygulanmaktadir.

S

06.04.2020



Lineer ototmatik boyama cihazi

Roundfin

Lineer boyama makinasi igin kullanilabilecek, lamlarin her
cOzeltide 30 saniye kaldigi, ornek yontem basamaklari
asagida siralanmistir.

Lineer boyama makinasi igin 6rnek ydontem

1- Ksilen 6 kap
2- Absolu alkol 2 kap
3- %95'lik alkol 1 kap
4- Musluk suyu 2 kap
5- Harris hematoksilen, asetik asitli 2 kap
6- Musluk suyu 3 kap
7- %80'lik alkol 1 kap
8- Eozin 1 kap
9- %70'lik alkol 1 kap
10- %95'lik alkol 1kap
11- Absold alkol 3 kap
12- Ksilen 2 kap ve tutma tanki

*Kaplar miimkiin oldugu kadar dolu olmali ve kullanilmadan énce seviyeleri kontrol edilmelidir.
Hematoksilen giinliik olarak siiziilmeli ve boyanan lam satisina gére kaplarin yerleri 2-3 giinde
degistirilmelidir. Hematoksilen ve eozin disindaki tiim soliisyonlar giinliik degistirilmelidir. = ,3
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» Geligen teknolojiyle beraber, bilgisayar
programlari araciligiyla calisan robotik
boyama makineleri ise esnektir. Lamlar
prosedurun onceki adimlarinda kullanilan
kap veya ¢oOzeltiye geri dondurulebilir.
Dolayisiyla hem progresif hem de
retrogresif yontemde kullanilabilirler.

06.04.2020



HEMATOKSILEN-EOZIN BOYAMADA
YASANABILECEK OLASI PROBLEMLER

® Patoloji tanilarinin cogu, otomatik bir boyama
makinesinde toplu boyanan H-E kesitlerle konulur.
Boyanin optimizasyonu, dogru histolojik yorumlama icin
hayati 6neme sahiptir.

e Genel olarak, otomatik boyama makineleri her adimin
zamanini ayarlayarak dogru ve tutarli boyama,
farklilasma ve dehidrasyon saglar. Bunula birlikte,
kullanilan boyama ¢ozeltilerindeki degiskenlik, boyama
zamanlarinin ayarlanmasini gerektirebilir. _
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Genellikle problemler eozinden
ziyade hematoksilen ile iligkilidir!

* Ticari olarak uretilen hematoksilenlerdeki
ortak degiskenler;

* parti sayisl,
« tedarik¢i degiskenligi ve
» pH farkhliklaridir.

e Laboratuvarda uretilen hematoksilen, ayni
hazirlama talimatlarinin kullanilmasina
ragmen, her hazirlanisinda farkli boyama
Ozelliklerine sahip olabilir.

e Kisisel tercihler ve ayni tarifi uygulayan farkl
personeller, boyanin yasi ve kullanim derecesi
de boyama 6zelliklerini etkileyecektir.

e Rutin boyamada istikrari saglayabilmek igin
mevcut ve dnceki boyama sirelerinin etkinligi
degerlendirilerek, yeni boya hazirliklarinda
sreler optimize edilmelidir. e
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e Rutin hematoksilen-eozin boyamaya baslamadan
once, kesitlerden birinde boya kontroll yapilmasi
onerilmektedir. Otomatik boyama makinalari icin
boyama oncesi kontrol kesiti kullanilabilir.

e Ozellikle otomatik makinalarda, asamalarin
herhangi birinde kaplarin havada asili kalarak
kesitlerin kurumasina izin verilmemelidir. Ayni
zamanda kesitlerin istasyonlardan birinde takili
kalarak, o sollisyonun icinde duraklamasina da

engel olunmalidir. _

e Kullanilmadigl zamanlarda boya setinin tiim kapaklari
kapali olmalidir. Ozellikle ucucu olmalari sebebiyle
alkol derisimleri degisebilir ya da solunan ksilen is
saghgi acisindan tehlikeli olabilir.

e Hematoksilen vylzeyinde c¢okeltiler izleniyorsa
mutlaka stzilmeli, temiz ve kuru bir kaba alinmalidir.

e Amonyakli su kullanimindan sonra kesit musluk
suyuyla iyice yikanmalidir. Clnki eozinle optimum
boyanmada pH' nin roli ¢ok o©nemlidir. Amonyak
eozinin icine transfer olursa, sitoplazmik boyanma

zayiflayacaktir.
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Ayni zamanda farklilasmayi da saglayan dehidrasyon soltsyonlari
hizlica gecilmemelidir. Alkol derisimlerine dikkat edilmelidir. Clinkii
seyreltik alkol serilerinde, eozinin fazlasi uzaklastirilamayacaktir.

Tespit soliisyonlarinda normalden fazla bekletilmis olan dokular
icin boyama siireleri uzatilmalidir. Ornegin otopsi drneklerinde,
hematoksilen ve eozin boyama sirelerinin lgte bir kadar
artinllmasi gerekebilir.

Boyama siireleri ayni zamanda kullanilan tespit sollisyonu ile de
iliskilidir. Helly, Zenker veya B-5 gibi sabitleyicilerde hematoksilen
sUresi arttirilmali, eozin siiresi ise genellikle kisaltiimalidir.

Eger ksilen muadili kullaniliyorsa, Uretici tavsiyelerine tiimiyle

uyulmaldir. .-g

¢ Hematoksilenden 6nce ya da sonra kullanilan musluk suyundaki

demir, stlfur ve klor zayif cekirdek boyanmasi elde edilmesine
sebep olabilir. Musluk suyunda fark edilebilir renk ve koku varsa,
deiyonize veya distile su kullaniimalidir. Mevsimsel olarak
degisen klor icerigi de boyanma degiskenliklerinde neden
olabilir. Yiksek alkali ya da sert su, milkemmel bir mavilestirici
madde olarak islev gorebilir ancak koyu cekirdek veya zemin
boyanmasi olusturabilir.

Boyama problemi gibi gbziiken sonuglarin, her zaman bir
boyama sorunu olmadigi unutulmamalidir. Ozellikle bir nceki
glinlin kesit ve boyalari optimum 6zelliklerdeyse, sorunun
kaynagini diger hazirlik asamalarinda(formalin 6zellikleri, tespit
sUresi, takip kusuru, deparafinizasyon sirasinda kullanilan isi,

kesit kalinliklari vb.) arayabiliriz. SN
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SORUN GIDERME

Deparafinizasyon kusuru:
Mikroskopik olarak kesit
ustinde boya almamis,
beyaz noktalar gorilir.
Dokunun icinde su kalmis ve
dehidrasyon tam
gerceklesmemistir. Tim
deparafinizasyon igin kesit
yeterli stire ksilene maruz
kalmamistir.

*CO6ziim igin;

* Deparfinizasyona baslamadan énce
kesit tamamen kurutulur. Eger sebep
yetersiz kuruma ise kesitler suyun
uzaklastiriimasi igcin 6nce absoli alkole
konur, daha sonra parafini
uzaklastirmak igin ksilene alinir. Yetersiz
kurutma agirsa, kesit lamdan
dokulebilir.

*Yeterli deparafinizasyon igin kesit,
ksilende yeterli siire bekletilmelidir.

*Kontamine ksilenden kaginilmal,
gerekli ise degistirilmelidir.

*Eger lamlar boyanmigssa, soldurulup,

tekrar boyanmalidir. oM

Net olmayan niikleer
boyanma: Farkli kromatin
paternlerinin izlenememesi
durumudur. En 6nemli sebebi
yetersiz tespittir. Yuksek isi,
yetersiz takip ve kesitlerin
kurumasi hallerinde de
gorilebilir.

e Cozim igin;
*Materyaller iyi tespit

edilmelidir.

*Parafin infiltasyonundan 6nce
dokular tamamen dehidrate
edilmeli ve saydamlastiriimalidir.

*Parafinler disinda 1s
kullaniimalidir.

*Dokular uzun siire erimis
parafin icinde birakilmamalidir.

*Kesitler dogru 1sida (€70° C) ve
mimkin olan en kisa stirede
kurutulmalidir. S
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Soluk niikleer boyanma:
Hematoksilende yeterince
uzun sire tutulmamis
kesitlerde, asiri okside
olmus hematoksilen
kullanimi yada
hematoksilenin fazla
farkhlasmasi durumlarinda
karsilasabiliriz. Ayrica uzun
sure dekalsifikasyon
soliisyonlarina maruz kalmis
dokularda da soluk nukleer
boyanma gorilebilir.

e Coziim igin;
*Kesitler hematoksilende yeterli siire
tutulmalidir.

*Asir okside olmug olmus hematoksilenler
kullanilmamalidir, taze ¢ozeltilerle
degistirilmelidir.

*Dogru nukleer detay igin, farklilasma
asamasina dikkat edilmelidir.

*Sorunun kaynagi tanimlandiktan sonra kesit
tekrar boyanmalidir.

*Kesit Zenker soltsyonu gibi fazla asidik bir
tespit sollisyonunda sabitlenmis, tespit
sollisyonunda uzun siire beklemis yada
dekalsifikasyona maruz kalmigsa, boyanin
¢ekirdek boyama 6zelligi zayiflayabilir. Bu
durumda hematoksilen boyama siiresi
uzatilabilir ya da yukarida bahsedildigi gibi farkli
hematoksilen tirleri ve boyama prosediirleri
kullanilabilir. ik O

e Koyu ¢ekirdek
boyanmasi:

e Kesit cok kalin,
hematoksilende fazla
uzun kalmis ya da
farkhilasma basamagi
cok kisa tutulmus
olabilir.

e COzum igin;
*Ince kesit alinmalidir.

*Kesit ¢cok kalin degilse
soldurulup, boyama ve/veya
farkhlasma icin uygun zaman
ayarlamalari yaparak tekrar
boyanmalidir.

*Kesitlerin hematoksilen
icinde kaldigi siire
kisaltiimalidir.

*Farklhilasma zamani
kisaltilabilir. 7R
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Kirmizi veya kirmizi-
kahverengi
cekirdekler;

Hematoksilen
bozulmus olabilir ya da
mavilestirme basamagi
uygun yapilmamustir.

e Cozium igin;

*Kesitin uygun sekilde
mavilesmesi saglanmalidir.

*Hematoksilenin oksidasyon
durumu kontrol edilmelidir. iyi
hematoksilen koyu mor-kirmizi
renklidir ve sarap gibi kokar.
Musluk suyu dolu bir kaba, bir
ka¢ damla hematoksilen
sollisyonu damlatildiginda,
mavimsi-siyah renk olusmalidir.
Asiri ya da az okside olmusg
¢Ozeltilerde ise su, kirmizi-
kahverengi olur.

Soluk sitoplazmik
boyanma;

Eozin pH’nin 5’in lzerine
ciktigr durumlarda bu
sorun ile karsilasabiliriz.
Mavilestirici etkenin
eozine bulasmasi ile pH'da
yuikselme gorulebilir.
Kesitler cok ince ya da
dehidratasyon
soliisyonunda ¢ok uzun
kalmis olabilir.

gerekirse asetik asit ile
ayarlanmalidir.

once, mavilestirici materyal

timdayle uzaklastirilmahdir.

olmalidir. Daha sulu alkol
¢ozeltilerinde daha fazla alkol

e COozum igin;
*Eozinin pH’si kontrol edilmeli,

*Lamlarin eozine transferinden

*Eozinden sonraki alkol
konsantrasyonlari diistik

uzaklastirilir.
*Kesitler ¢cok ince olmamalidir.

06.04.2020
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e Cozum igin;
*Floksin ilavelerinde fazla

Koyu sitoplazmik konsantre eozin ¢ozeltilerinden
boyanma: kaginilmalidir. Gerekirse

Ozellikle eozin-floksin seyreltilmelidir.
kullaniminda sitoplazma *Kesitler eozinde ¢ok uzun

koyu boyanir ve tutulmamalidir.
farklilasma azdir, *Uygun eozin farklilasmasi igin

kesitler, %70’lik alkol basta
olmak lzere, dehidrasyon
soliisyonlarinda yeterli stre
bekletilmelidir.

*Kesitlerin kalinligi kontrol
edilmelidir. 1

Uygun sekilde e COzUm icin;

farklilasmayan eozin: *Doku hizlica ve uygun

Eozinin uygun farklilasma  Kosullarda tespit

gosterdigi kesitlerde edilmelidir.

boyanin 3 ayri rengi *Uygun dehidrasyon ve

secilmelidir. Eritrositler ve  seffaflagtirma

eozonifil grandlleri en uygulanmalidir.

yogun boyanirken kollajen,  *Eozin uygun farklilasmasi

kas ve epitelyal hiicre icin, %70’lik alkolde yeterli

sitoplazmalari farkls siire beklemesine 6zen

boyanma yogunluklari gosterilmelidir.

gostermelidir. *Eozinin pH’si uygun
olmalidir. —

3 4
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Kesit viizeyvinde mavi-

sivah cokeltiler:

Cogu hematoksilende
metalik ¢cokeltiler
olusabilir.

e Cozuim igin;
*GUunlik kullanimdan
once boyanin
sizllmesi sorunu
cOzecektir.

Suvun ve lamlarin
bulaniklasmasi:

Deparafinizasyon
asamasinda kesit alkol
sonrasl suya transfer
edildiginde
bulaniklasma
gorulmesi kesitte ksilen
varhigini isaret eder.

e Cozum igin;

*alkoller degistirilmelidir.

06.04.2020
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Seffaflastirma amacl
kapatma oncesi son
ksilende bulaniklasma

gorilmesi
dehidrasyonun tam

olmadigini, kesitte hala
su var oldugunu
gosterir.

e Cozum igin;
*alkol ve ksilen ¢ozeltileri
degistirilmelidir.

Tutarsiz H-E boyanmasi:

Lam Uzerinde kiiglik ve bliylk
yamalar halinde yaygin olarak,
¢ekirdeklerde kromatin detayinin
da kotu oldugu tekrarlayan H-E
boyanma alanlari gézlenebilir.

*Infiltrasyon parafinine su veya
tespit sollisyonu bulasmasinda,
*kapali doku takip cihazlarinda
reaktiflerin kontaminasyonu,

*acik takip cihazlarinda
dehidrasyon alkollerinin dillisyonu,

*kapag acik birakilan kaplarda,
sollisyonlarin seviyelerinin azalip,
tim lami kapatabilecek yeterli
seviyede olmamalaridir.

e COozum igin;

*ylksek nemli alanlarda
acik islemciler
kullaniliyorsa, ksilen yerine

suya daha fazla toleransli
toluen kullanilabilir.

*Doku takibi cihazi olasi
arizalar acisindan kontrol
edilmelidir.

06.04.2020
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Cekirdek ve sitoplazma
arasinda zayif kontrast:
Cekirdek yada
sitoplazmadan birinin zayif
boyamasi s6z konusudur.
Cekirdek ¢ok soluk
boyanmis, sitoplazma ¢ok
boyanmis ve cekirdegi
maskeliyor olabilir veya
sitoplazmik boya igin
cekirdek cok koyu olabilir.

e (CO6ziim igin;

*Cekirdek yada sitoplazmadan
hangisinin boyanmasinda sorun
oldugu tespit edilmeli ve sireleri
yeniden ayarlanmalidir.

*Boya sollisyonlarinin pH’lari
kontrol edilmelidir.
*Kontaminasyon sonucu bozulan
su kalitesi, boyama kalitesini de
bozabileceginden, suyun glinlik
pH olgiimleri yapilmadir.
*Koyu/soluk ¢cekirdek yada
koyu/soluk sitoplazma igin
yukarida énerilen ¢éziim yollari

uygulanabilir. _.-g___
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