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Lenfoma Tan›s›nda Doku Tesbiti ve
Takibinde Standardizasyon

Öner DO⁄AN

‹stanbul Üniversitesi ‹stanbul T›p Fakültesi, Patoloji Anabilim Dal›

NHL olgular›nda tan› koyman›n ve klinikopato-
lojik parametreler konusunda yeterli düzeyde bilgi
edinmenin yolu, biopsi örneklerinin en iyi flekilde
de¤erlendirilmesinden geçer. Bu sürecin sorumlu-
lu¤unu büyük ölçüde patologlar yüklenmifltir. An-
cak, patolog sorumlulu¤unun sadece morfolojik
özelliklerin belirlenmesi ile s›n›rl› oldu¤u dönem
art›k kapanm›flt›r. Günümüzde patologlar, tekno-
lojik geliflmelerin yaratt›¤› inceleme ve de¤erlendir-
me yöntemlerinin biopsi örneklerine uygulanma-
s›nda, programlay›c›-örgütleyici uygulay›c› ve yo-
rumlay›c› roller de üstlenmek durumundad›r. Pa-
tologlardan neoplastik olay›n sadece morfolojik
özelliklerini belirlemesi de¤il, lezyonu morfolojik-
antijenik-genetik özellikleri ile klinikopatolojik bir
antite halinde tan›mlamas› istenmektedir. Multidi-
sipliner çal›flmay› gerektiren bu süreçte patologla-
r›n baflar›l› olabilmesi için sadece kendi laboratu-
var dünyalar›nda verimli çal›fl›yor olmas› yeterli
de¤ildir.

Günümüz t›bb›nda tan›ya gidifl sürecini, bir
yap-boz resmine ait parçalar›n do¤ru olarak birlefl-
tirilmesi ve meydana gelen resmin tan›nmas›na
(daha önce tan›mlanm›fl resimlerden-klinikopato-
lojik antitelerden hangisine uydu¤unun belirlen-
mesine) benzetmekteyim. Resim parçac›klar›n›n
(“puzzle”lar›n) her biri de¤iflik kaynaklardan elde
edilir. Hastan›n yafl›, cinsiyeti, yaflad›¤› yer, yapt›-
¤› ifl vb. kimlik bilgileri; öz geçmifl özellikleri, bafl-
vuru flikayetleri, hastal›k semptomlar›, fizik mu-
ayene bulgular›, radyolojik-hematolojik-biokimya-
sal incelemelere ait sonuçlar, hastal›¤›n seyri ve ni-
hayet biopsi örne¤inin incelenmesi ile ulafl›lan bil-
gilerin her biri resmin (tan›n›n) bir parças›n› olufl-
turur. Patolojinin temel olarak sa¤lad›¤› resim par-

ças› “neoplastik lezyonun morfolojik özellikleri” dir.
Günümüzde buna immünfenotipik ve genotipik
özellikleri de eklemek mümkündür. Patolo¤un gö-
revi, biopsi örne¤inin morfolojik, antijenik, genoti-
pik özelliklerini içeren resim parçalar›n› klinisyene
iletmekle s›n›rl› olabilir. Tan› için hangi parçalar›n
gerekli oldu¤unun belirlenmesi, bu parçalar›n de-
¤iflik disiplinlerden talep edilmesi, elde edilen par-
çalar›n birlefltirilerek bir resim oluflturulmas› ve
sonuçta bu resmin tan›mlanmas› görevi klinisyene
b›rak›lmal›d›r. Ancak günümüzde NHL tan›s›n›n
konmas›nda “resmi tan›mlama” ifllemi büyük ölçü-
de patologdan istenmektedir. Baz› durumlarda al›-
nan biopsi örne¤inin morfolojik incelemesi sonu-
cuda elde edilen resim parçac›¤›, bütün resmin en
tipik en belirleyici parças› olabilir. Böyle bir du-
rumda patolog sadece bu parçac›¤a bakarak res-
min bütününün ne oldu¤unu do¤ru bir flekilde
tahmin edebilir. Ancak yine de di¤er parçalardan
da haberdar olarak tahmini tan›s›n› do¤rulamak
ister. Baz› durumlarda ise patolojinin sa¤lad›¤› re-
sim parças› ana resmin tipik-tan›mlay›c› parças›
de¤ildir. Bu parça tek bafl›na hiçbir anlam tafl›maz.
Ancak di¤er parçalar ile birlefltirilirse tan› koydu-
rucu olabilir veya tan›ya gidiflte hangi parçalar›n
gerekli oldu¤una dair ipuçlar› verebilir. Bu aflama-
da klinisyen ile patolog aras›nda mutlaka bir bilgi
al›flverifli olmal›d›r. Briç oyunundaki deklerasyona
benzetilebilecek bir bilgi al›flverifli düflünülebilir.
Her iki taraf da ellerindeki “kart veya puzzle” lar›n
özelliklerini birbirlerine ne derecede do¤ru, yeterli
ve ekonomik flekilde iletirse o derecede k›sa yoldan
“resmi tamamlayabilir”, en uygun oyun program›n›
birlikte oluflturabilir, grand flleme gidebilirler.
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Sonuç olarak
1- Klinisyen, biopsi gönderirken elindeki klinik

bilgileri mutlaka patolog ile paylaflmal›d›r.
2- Patolog, temel görevi olan morfolojik incele-

meyi en iyi flekilde yapmal›, ayr›ca elde etti¤i so-
nuçlar ile kendine iletilen bilgileri birlefltirerek ta-
n›ya gidiflte hangi ek incelemelere ihtiyaç duyuldu-
¤una karar vermeli, bu incelemeleri yapmal› veya
yap›lmas›n› sa¤layacak hareket plan›n› olufltura-
bilmelidir. Elde etti¤i bilgileri, karfl›l›kl› bilgi ak›fl›-
n›n devam›n› sa¤lamak için en k›sa süre içinde kli-
nisyene iletmelidir.

3- Klinisyen ile patolog aras›ndaki bilgi paylafl›-
m›, briç oyunundaki deklerasyona benzer flekilde
birbirini indükleyerek sürmelidir

Ülkemizde NHL lar konusunda bir tan› standar-
d›na ulafl›lmas› isteniyorsa ,öncelikle klinisyen ile
patolog aras›ndaki iliflkilerin yukar›da tan›mlanan
çizgiye getirilmesi gerekir. ‹kinci aflama, patologla-
r›n biopsi materyalinin de¤erlendirilmesi konusun-
da ne derece önemli bir kavflakta sorumluluk yük-
lendiklerinin bilincine varmalar› ve bu pozisyona
en uygun yap›lanmaya gitmeleridir. Bu yaz›, ikinci
aflaman›n temel parametreleri üzerinde yo¤unlafla-
cakt›r. 

Biopsinin Al›n›fl› ‹le ‹lgili Özellikler, Sorunlar
Ve Öneriler

1- Ülkemizde lenf nodülü biopsi indikasyonlar›
belirsizdir. Biopsi öncesi yap›lmas› gereken incele-
meler yap›lmadan biopsi yap›labilmektedir. Baz›
biopsilerin objektif gerekçelere dayanmadan yap›l-
d›¤› söylenebilir. “Biopsi yap›lmas› gerekli midir,
hangi sorulara yan›t aramak için yap›lacakt›r, ay›-
r›c› tan› listesindeki tablolar›n hangilerinin ay›r›-
m›nda yararl› olabilecektir. Morfolojik inceleme d›-
fl›nda hangi ek incelemelere ihtiyaç duyulabilecek-
tir, bu incelemelerin yap›lmas› mümkün müdür,
nerede yap›labilir, biopsi materyali nereye gönde-
rilmelidir, gönderme koflullar› ne olmal›d›r” gibi
pek çok önemli soru, biopsi al›nmadan önce üze-
rinde düflünülecek konulard›r. Bu sorular›n ceva-
b› aranmal› gerekirse biopsiden önce patolog ile
ba¤lant› kurulmal›d›r.

2- Ne tür bir biopsi al›nacakt›r (eksizyonel, in-
sizyonel, tru-cut, ince i¤ne aspirasyonu )? Bu tür
bir biopsi tan›ya gidiflte yeterli ve gerçekçi midir?
Bu konuda patolog ne düflünmektedir, patolo¤un
tecrübesi ve imkanlar› yeterli midir? Son y›llarda
radyolojik görüntüleme yöntemlerinin geliflmesi ile
tru-cut ve ince i¤ne aspirasyon biopsileri giderek
yayg›nl›k kazanmaktad›r. Ancak materyal miktar›-
n›n az oluflu nedeniyle zaman zaman morfolojik

bulgular›n güvenilir flekilde yorumlanmas› ve ek
inceleme tekniklerinin genifl flekilde kullan›lmas›
mümkün olmamaktad›r. Materyalin tan› için yeter-
li miktarda doku içerip içermedi¤i ve verimlilik dü-
zeyi patolog taraf›ndan en k›sa süre içinde klinis-
yene bildirilmeli ve duruma göre yeni bir biopsi
program› gecikilmeden devreye sokulmal›d›r. Ye-
terlilik konusundaki ön inceleme bazen intraope-
ratif de¤erlendirme ile yap›l›p sonuç en h›zl› flekil-
de verilebilir. 

3- Biopsi nereden al›nacakt›r? Hangi lenf nodü-
lü patolojiktir ve hastal›¤› en iyi flekilde yans›tabi-
lecektir. Bu konuya dikkat edilmeksizin rastgele
biopsi al›nmas› veya sadece cerrah›n insiyatifine
b›rak›lmas› do¤ru de¤ildir. Bazen tan› koydurucu
dokuya ulaflmak için çok say›da biopsi yap›lmas›
gerekmektedir. Bu gerçek, klinisyen ve hasta tara-
f›ndan hoflgörü ile karfl›lanmal›d›r.

4- Çok iyi bir cerrahi  tekni¤in uygulanmas›
flartt›r. Biopsi, mutlaka tecrübeli bir cerrah tara-
f›ndan yap›lmal›, dokuya mümkün oldu¤unca az
hasar verilmeli ve öncelikle eksizyonal biopsi yap›l-
maya gayret edilmelidir. Ülkemizde patologlar›n
yaflad›¤› önemli güçlüklerden biri de gönderilen
materyalin uygun olmayan koflullarda tecrübesiz
kiflilerce al›nm›fl, ço¤u kez miktar olarak yetersiz,
mekanik-termal etkilerle hasara u¤ram›fl insizyo-
nel doku parçalar› olmas›d›r. Patologlar, kalite ve
kantite bak›m›ndan yeterli olmayan materyalde
afl›r› bir zorlama ile ve yüksek risk alarak tan› koy-
ma gayreti içine girmektedir. Bu çaban›n do¤ru ol-
mad›¤›n›n hem klinisyen hem de patolog taraf›n-
dan kabul edilmesi, klinisyenin tan› koyma konu-
sunda patolo¤u bask› alt›na almamas›, patolo¤un
da tan› ve yorumda afl›r› zorlamalardan kaç›n›p
gerçekçi davranmas› gerekir. 

Doku Örne¤inin De¤erlendirilmesi
Al›nan doku örne¤i, do¤rudan do¤ruya patoloji

laboratuvar›na gönderilebilir veya patologdan int-
raoperatif ön de¤erlendirme yapmas› istenebilir.
Ülkemizde intraoperatif de¤erlendirme gelene¤i ge-
nellikle bulunmamaktad›r. Patologlar ile cerrahlar
aras›nda tam olarak do¤ru olmayan bir inan›fl var-
d›r. “Lenfoma kuflkusu olan vakalarda intraopera-
tif mikroskopik de¤erlendirme yapmaya gayret gös-
termemek gerekir.” Bu görüflün k›smen do¤ru ta-
raflar› da vard›r. Do¤ru olan taraf bu yöntemden
do¤ru tan› ve do¤ru s›n›flaman›n beklenmemesi
gerekti¤idir. Ancak yöntem tamamen gereksiz ve
yarars›z da de¤ildir. Tan›ya gidiflte materyalin ye-
terli olup olmayaca¤› ve elde edilen materyalin en
uygun flekilde nas›l de¤erlendirilece¤ine dair bir
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plan yap›lmas›n› sa¤layabilir. As›l yararl› taraf›,
materyalin yeterli olup olmayaca¤› konusundaki
karar›n, henüz operasyon yapabilme flans›n›n ol-
du¤u bir ortamda cerraha bildirilebilmesidir. Do-
kundurma, kaz›ma-yayma preparatlar veya cryos-
tat kesitler incelenerek yorum yap›l›r. Cryostat ke-
sit yapmak üzere dondurulan parçalar›n daha son-
ra rutin parafin blok takibi ve klasik morfolojik in-
celeme için kullan›lmas›nda baz› sak›ncalar vard›r
(donma-çözünme artefaklar›). Bu dokular›n di¤er
amaçlar ve yöntemler için kullan›lmas› daha uy-
gundur. Tablo I de hangi yöntemler için hangi do-
kular›n uygun oldu¤u özetlenmektedir.

Doku Örne¤inin Gönderilmesi
1- Doku, k›sa bir süre içinde laboratuvara ulafl-

t›r›lacak bile olsa, mutlaka kurumas›na imkan ta-
n›mayacak bir ortamda gönderilmelidir. Ülkemizde
oldukça s›k yap›lan önemli hatalardan biri, doku-
nun gazl› bez içine sar›larak gönderilmesidir. Gaz-
l› bez içine sar›lm›fl, düzensiz-parçal› eksizyonlar,
insizyonel parçalar ve tru-cut materyallerinde geri
dönüflümsüz hasarlar oluflmaktad›r. Mecbur kal›-
n›rsa, dokunun sar›ld›¤› gazl› bez mutlaka serum
fizyolojik ile önceden ›slat›lm›fl olmal›d›r.

2- K›sa bir süre içinde ulaflt›r›labilecek dokular
serum fizyolojik içinde, di¤erleri ise otolizin önlen-
mesi için fiksatif içinde gönderilmelidir. So¤uk or-
tam otolizi geciktirir. +4°C de, serum fizyolojik için-
de 24 saat beklemifl dokularda bile morfolojik  ola-
rak yeterli sonuçlar al›nabilmekte, umulmad›k fle-
kilde baz› antijenlerin varl›¤› saptanabilmektedir.

3- K›sa süre içinde laboratuvara ulaflt›r›lama-
yacak dokular mutlaka fiksatif  içine konulmal›d›r.
Fiksatif seçimi patolo¤un tercihine ve yap›lacak ek
inceleme yöntemlerinin özelliklerine ba¤l› olarak
de¤iflebilir. Bu seçim, patolog ile konuflularak ya-
p›lmal›d›r. Materyal de¤iflik amaçlar için bölünü-
rek de¤iflik fiksatifler içine konulabilir. Ancak nöt-
ral tamponlanm›fl %10 luk formalin çözeltisi pek
çok amaç için uygun bir fiksatiftir. 

4- Materyal, ayn› amaç için birden fazla say›da
laboratuvara bölünerek gönderilmemelidir. Mater-
yalin tamam› tek bir laboratuvara gönderilmelidir.
Ülkemizde bu konuda zaman zaman yanl›fl uygu-
lamalara rastlamaktay›z.

5- Materyalin konulaca¤› fiksatifin (nötral tam-
ponlu %10 luk formalin) her hafta taze olarak ha-
z›rlanmas›, bekletilmifl fiksatiflerin kullan›lmama-
s›, fiksatif çözeltisinin haz›rlanmas› iflinin mutlaka
bu konuda e¤itim görmüfl güvenilir bir personele
yapt›r›lmas› gerekir. Yeterli kalitede güvenilir fiksa-
tifin bulunmad›¤› durumlarda fiksatif ihtiyac› pa-

toloji laboratuar›ndan istenilerek karfl›lanmal›d›r.
Bu konularda da ülkemizde yanl›fl uygulamalara
oldukça s›k olarak rastlamaktay›z.

6- Formalin çözeltilerinin bulunmad›¤› ortam-
larda, hastanelerde en kolay bulunan fiksatif al-
kollerdir. Ancak özellikle yüksek gradl› veya abso-
lu alkoller, hücrelerde büzülme artefakt›na, doku-
larda kuruma ve sertleflmeye yol açt›klar› için mor-
folojik incelemelerde tercih edilmezler. Genotipik
incelemeler için uygun fiksatiflerdir. Mecbur kal›-
n›rsa absolu alkol yerine %70-80 lik alkoller kulla-
n›labilir. Ülkemizde bu konuda da  hatal› uygula-
malara rastlamaktay›z.

7- Bu bafll›k alt›nda, bir kez daha belirtilmekte
yarar görüyorum,  “biopsi materyali, klinik bilgi-
lerin ve ay›r›c› tan› listesinin  bulundu¤u bir
gönderme formu eflli¤inde gönderilmelidir” . Ne
yaz›k ki, ülkemizde bu konuya en ileri merkezlerde
bile yeterince dikkat edilmemektedir. Hematolopa-
toloji ile u¤raflan patologlar›n klinisyenlerden ortak
ve öncelikli iste¤i; tan›ya gidifl sürecine “pas” diye-
rek de¤il “ iki sanzatu” ile bafllamalar›, yani “biop-
si indikasyonu koyduran klinik tablo bilgilerini pa-
tolo¤a bildirmeleridir.”

Dokunun Örneklenmesi-Bloklanmas›
Günümüzde modern inceleme tekniklerinin

katk›lar› gözard› edilemez, ancak iyi kalitede para-
fin blok kesitlerinin hematopatologlar için önemini
d›fllamak mümkün de¤ildir. Konvansiyonel ›fl›k
mikroskopik inceleme, hematopatoloji için alt›n
standartt›r ve bizim lenfoid proliferasyonlar› anla-
mam›z›n bafllang›ç noktas›d›r. Daima en üst düzey
öneme sahiptir. En az›ndan ilk doku örneklerinde
hastal›¤› temsil edebilecek bölgelerin öncelikle
konvansiyonel parafin takip ifllemi için ayr›lmas›
gereklidir.

Doku örne¤inin Tan›mlanmas›
‹nceleme, materyalin makroskopik özellikleri-

nin (say›, kapsül özelli¤i, boyut, flekil, k›vam, renk,
kesit yüzeyi özellikleri v.b) saptanmas› ve kaydedil-
mesi ile bafllar.

Doku örne¤inin Dilimlenmesi
Total olarak ç›kar›lm›fl bir lenf nodülü, uzun

ekseni boyunca hilustan geçecek flekilde bir kesit
yap›larak iki ana yar›ma ayr›l›r. Daha sonra  ekva-
toryal kesitten kutuplara do¤ru 3 er mm kal›nl›¤›n-
da olmak üzere birbirine paralel olarak kesitler ya-
p›larak lenf nodülü dilimlere ayr›l›r. Dilimleme ifl-
lemi; dokunun yumuflak oluflu nedeniyle bazen
baflar›l› bir flekilde yap›lamaz, doku h›rpalanabilir.
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Bu durumda kesim iflleminin devam ettirilmesi
do¤ru de¤ildir. Doku, tesbit çözeltisi içine al›n›r.
Homojen-düzgün olarak kesilebilecek k›vama ge-
linceye kadar dokunun sertleflmesi beklenir (5-15
dakika). Bekleme süresi koagülatif fiksatiflerde ol-
dukça k›sa, formol çözeltilerinde ise nisbeten
uzundur. D›fl yüzü sertleflen doku daha kolay di-
limlenebilir k›vama gelince dilimleme ifllemine de-
vam edilir. Kullan›lan b›çaklar›n uygun yap›da ol-
mas› dokunun h›rpalanmadan dilimlenmesi aç›-
s›ndan önem tafl›r. B›ça¤›n profili mümkün oldu-
¤unca ince ancak buna karfl›l›k stabilitesi yeterli
düzeyde olmal›d›r. B›çak uzunlu¤u ve b›ça¤›n eni
kesilecek dokunun boyutlar›na göre ayarlanmal›-
d›r. Ancak pratik uygulamalarda 8 cm uzunlu¤un-
daki low profil mikrotom b›çaklar›, uygun bir  tu-
tucu sap modülüne monte edildi¤inde lenf nodülü
biopsi örneklerinin ço¤unun dilimlenmesinde ye-
terli olmaktad›r. Bistüri kullan›m› her zaman iyi
sonuç vermeyebilir. Bistürilerin b›çak uzunlu¤u
baz› büyük nodüllerin homojen olarak dilimlenme-
sinde yetersiz kalmaktad›r. Trafl b›ça¤› kullan›m›,
b›ça¤›n stabilitesinin yetersiz olmas› nedeniyle ba-
z› durumlarda uygun de¤ildir. Bu ifllemde en
önemli özellik b›ça¤›n keskin olmas› ve kesim ha-
reketlerinin do¤ru yap›lmas›d›r. B›çak hiçbir flekil-
de doku içine do¤ru bast›r›larak-iterek ilerletilme-
melidir. B›çak öne-arkaya homojen olarak hareket
ettirilmeli, bu s›rada b›çak mümkün oldu¤unca bi-
zim itme kuvvetimizle ve h›zla de¤il, yavafl yavafl ve
neredeyse kendili¤inden ilerliyormufl gibi doku içi-
ne do¤ru yol almal›d›r. Bu s›rada dokunun genifl
yüzeyi kesim tahtas› üzerinde olmal›, di¤er elimiz
dokunun d›fl yüzeyini mümkün olan en az bas›nç
kullanarak ve ezip s›k›flt›rmadan sabitlemelidir (Bu
ifllemin kolayca yap›labilmesi için basit kesim ma-
kinalar› üretilmifltir.). Bu ifllem s›ras›nda doku hiç-
bir zaman kuru bir kesim tahtas› ile temas ettiril-
memelidir. Kesim tahtas› serum fizyolojik veya fik-
satif çözeltisi ile ›slat›lm›fl olmal›d›r.

Dokundurma preparatlar›n›n haz›rlanmas›
Doku dilimleri, taze kesit yüzeyleri üstte baka-

cak flekilde kesim tahtas›na dizilir. En genifl yüze-
ye sahip olan ve patolojik de¤ifliklikler gösteren di-
limlerin yüzeyindeki serum ve kan gibi fazla s›v› bir
lam kenar› veya kurutma ka¤›d› ile nazikçe s›linir.
Lam, kesit yüzeyine dokundurularak yüzeydeki
hücre tabakas›n›n lam yüzeyine al›nmas› sa¤lan›r.
Lam afl›r› bir kuvvetle bast›r›lmamal› ve yanal ha-
reketler yap›lmamal›d›r. Dokundurma süresi, az
hücre veren dokularda uzun, çok hücre veren do-
kularda k›sa tutulmal›d›r. ‹lk dokundurma prepa-

rat›na al›nan hücre miktar›na göre daha sonraki
lamlar›n dokundurma süreleri ayarlanabilir. Bol
hücre tafl›yan nisbeten kal›n tabakal› preparatlar
yafl fiksasyon ile fikse edilmelidir. Genellikle ilk do-
kundurmalar hücreden zengindir, yafl fiksasyona
al›n›r. Son dokundurmalarda ise hücre tabakas›
incedir, havada kurutularak fikse edilirler. Yafl fik-
sasyon, preparatlar derhal %96 l›k etanol içine al›-
narak yap›l›r. Bu preparatlar PAP ve/veya HE yön-
temi ile boyanarak incelenirler. Havada kurutulan
preparatlar›n bir k›sm› absolu metanol içine al›na-
rak tesbit edilir. Metanolün mutlaka taze, saf ve
kaliteli olmas›na dikkat edilmelidir. Bu preparatlar
Romanowsky boyalar› ile (MGG vb) boyanarak in-
celenirler. Havada kurutulmufl preparatlardan bir
k›sm› ise kapakl› lam kutular› içinde, -20°C veya -
86°C de antijenik-genotipik incelemeler için sakla-
nabilirler. Preparat say›s› vakan›n özelliklerine ve
incelemeyi yapan birimin imkanlar›na göre ayarla-
n›r.

Doku örneklerinin kasetlenmesi
Dilimlerin çevresini tam olarak saran sa¤lam

bir kapsül varsa bu kapsül  bir veya iki noktadan
makas ucu ile çentik yapacak flekilde kesilir (Aksi
taktirde, kapsül ve parenkimin dehidratasyon iflle-
mine farkl› derecede yan›t vermesi nedeniyle doku
dilimi k›vr›lacak ve dilimin parafine düzgün flekilde
gömülmesi mümkün olmayacakt›r). Elde edilen di-
limler mümkünse bütün  halinde takip ifllemine
al›nmal›d›r. Dilim çap›, teknisyenin tecrübesine,
mikrotomda kesit yapma kapasitesine, kullan›lan
mikrotomun cinsine göre ayarlanabilir. Kapasiteyi
aflan büyük çapl› dilimler iki veya daha fazla par-
çaya ayr›l›p küçültülebilir. Genel olarak al›nan
parçalar›n en büyük çap›n›n 1 cm den daha büyük
olmamas›, mikrotomda kesit yapma iflleminin ko-
lay yap›lmas› aç›s›ndan tercih edilmektedir. Ancak
en büyük ekvatoryal enlem düzleminde lenf nodü-
lü parenkiminin bir bütün halinde mikroskopta in-
celenmesi, baz› vakalarda patolo¤a önemli avantaj-
lar sa¤layabilir. E¤er lenf nodülü parenkiminin
kompartmanlararas› iliflkisinin incelenmesi önem
tafl›yorsa, 1 cm nin üzerinde çapa sahip olsa bile
en az bir adet doku dilimi, bütün halinde takip
edilmelidir.Elde edilen dilimler standart doku ka-
setlerine konularak takip ifllemine al›n›rlar. Günü-
müzde kullan›lan standart  plastik doku takip ka-
setlerinin derinli¤i, eskiden kullan›lan çelik doku
takip kasetleri ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda oldukça dü-
flüktür (5 mm). Bu nedenle kasete al›nan doku ka-
l›nl›¤›n›n 3 mm nin üzerinde olmamas› gerekir. Da-
ha kal›n dokular, kasetlerin iç yüzeyine yap›fl›r ve
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takip çözeltilerinin serbestçe dolafl›m›n› engelleye-
rek doku takip kalitesinin bozulmas›na yol açar.
Dokunun özellikle santral bölgelerinde takip yeter-
sizlikleri ve tüm dokuda birbirinden farkl› takip
zonlar› oluflur. Bu durum ise mikrotom kesim iflle-
minde sorunlar ç›kar›r, ince homojen kesit al›na-
maz, kesitlerde morfolojik ve antijenik aç›dan fark-
l› özellikler tafl›yan zonlar oluflur, tan› ve yorum
hatalar›na yol açar. Bu vesile ile bir kez daha vur-
gulamak gerekirse “al›nan doku örneklerinin  3
mm den daha kal›n olmamas› için azami dikkat
sarfedilmelidir”. Dalak dokusu kendine özgü ya-
p›s› ve kandan zengin bir organ oluflu nedeniyle
bloklama ve kasetleme iflleminde baz› özellikler
gösterir. Dokunun mümkün oldu¤unca kandan
ar›nd›r›lmas›na çal›fl›lmal›d›r. Al›nan doku dilimle-
ri tamponlanm›fl nötral formalin çözeltisi içinde
çalkalanarak y›kan›r, faza kan giderilir. Bu ifllem
fiksatif çözeltisi de¤ifltirilip yenilenerek birkaç kez
tekrarlan›r ve daha sonra doku dilimleri nihai fik-
satif içine al›n›rlar.

Özel incelemeler için örnek al›nmas›
Yukar›da rutin histopatolojik ve immunohisto-

kimyasal incelemeler için gerekli dokular›n parafin
doku takibine ne flekilde haz›rlanaca¤› anlat›lm›fl-
t›r. Bu incelemeler d›fl›nda, duruma göre özel ince-
lemeler için de doku örneklerinin bir k›sm› özel fle-
kilde ayr›ca takibe al›n›rlar. Bu incelemelerden
bafll›calar› flunlard›r. Hücre süspansiyonunda flow
cytometric immunfenotipleme ve konvansiyonel si-
togenetik çal›flmalar için doku-hücre kaz›nt›s› al›n-

mas›; moleküler genotipik çal›flmalar ve cryostat
kesit ifllemleri için taze dokunun dondurularak
saklanmas› ve mikrobiyolojik incelemeler için steril
ortamda özel besiyerlerine doku örne¤i al›nmas›-
d›r. Mikrobiyolojik inceleme örneklerinin steril
ameliyathane flartlar›nda al›nmas›nda yarar var-
d›r. Afla¤›da çal›flma modeli ve uygun doku örnek-
leri tablo halinde verilmektedir.

Doku örneklerinin tesbiti-fiksasyonu
Fiksatifler; doku ve hücresel elemanlar› dena-

türe hale getirip otolizi durdurur, dokuyu daha
sonra uygulanacak takip ifllemlerine uygun ve çev-
re etkenlere karfl› dayan›kl› hale getirir. Tüm
amaçlar için uygun “en iyi” fiksatif yoktur.
Amaca en uygun fiksatif veya fiksatifler veya fiksa-
tif kombinasyonlar› kullan›larak sonuca ulafl›lma-
ya çal›fl›l›r. Cerrahi patolojide en yayg›n olarak kul-
lan›lan fiksatif %10 formalin (%3.7 lik formaldehid)
çözeltisidir. Nisbeten zarars›z ve ucuzdur, çevre
için önemli bir toksik at›k sorunu oluflturmaz. An-
cak formaldehid çözeltileri stabil çözeltiler de¤ildir.
Piyasada çok çeflitli ve kalitesiz çözeltiler bulun-
maktad›r. Mutlaka sertifikal› çözeltiler kullan›lma-
l›d›r. Beklemekle metilen glikol polimerleri oluflur,
formik asit oran› artar, pH düfler. Asidik formalin
çözeltilerinde formene ad› verilen insolubl, siyah
renkli pigment oluflur. Bu pigment dokulara çöker.
Formene pigmentinin oluflumunu engellemek için
stok çözeltilerinin alkali çözeltiler kat›larak stabili-
ze edilmesinde yarar vard›r (kalsiyum karbonat).
Tüm bu sorunlar›n giderilmesi için paraformalde-
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hidten taze olarak %4 lük formaldehid çözeltisi ha-
z›rlay›p ayn› gün kullanmak gerekir. Ancak günlük
pratikte bu yöntem kullan›lamamaktad›r. Bunun
yerine sertifikal› (güvenilir üretici firma, stabiliza-
tor olarak belirli miktarda metanol içeren, son kul-
lan›m tarihi belirli) formalin çözeltisinden haz›rla-
nan tamponlanm›fl nötralize %10 luk formalin çö-
zeltisi kullan›labilir. Bu çözelti tercihan günlük-ta-
ze olarak haz›rlan›p kullan›lmal›, haz›rlanan çözel-
ti en çok bir hafta süre içinde tüketilmelidir. Doku-
lara gerçek bir aldehid fiksasyonu uygulamak için
formaldehitin dokuya ulaflmas›ndan itibaren 10-
12 saat kadar bir sürenin geçmesi gerekir. Ayr›ca
formaldehitin dokuya penetrasyonu için geçecek
sürenin de bu süreye eklenmesi gerekir (penetras-
yon süresinin hesaplanmas› için d=k √t formülü
kullan›l›r. d= penetrasyon derinli¤idir. k= penet-
rasyon sabiti formaldahid için 0.7 dir. t= penetras-
yon için gerekli süredir). K›saca, 3-4 mm kal›nl›-
¤›nda bir doku diliminin tamam›n›n gerçek bir al-
dehid fiksasyonu ile fikse olmas› için geçecek za-
man, yaklafl›k 14 saat kadard›r. Ancak pratik uy-
gulamalarda bu süre oldukça uzundur ve klinik
bask›lar sonucu günlük uygulamalarda bu süre 3-
4 saate kadar k›salt›lm›flt›r. Bu sürenin en az 6 sa-
at olmas› “flizofrenik fiksasyon zonlar›n›n” minu-
muma indirilmesi için önerilir. Süre k›sald›kça al-
dehid fiksasyonundan ziyade dehidratasyon afla-
mas›nda kullan›lan alkollerin etkisi belirginleflecek
ve doku alkol tipi bir fiksasyon morfolojisi sergile-
yecektir. Ülkemizdeki takiplerde genellikle alkolün
bask›n oldu¤u flizofrenik tesbit paterni görülmek-
tedir Aldehid fiksatifler proteinlerin amino gruplar›
ile metilen köprüleri veya karbon ba¤lar› olufltu-
rur, nazik bir kimyasal fiksasyon sa¤lar. Bu özellik
elektronmikroskopik çal›flmalar için istenen bir
özelliktir. Ancak parafin doku  takip aflamalar› ve
parafin kesit ifllemleri s›ras›nda kromatini ve sitop-
lazmik yap›lar› d›fl etkenlere karfl› yeterince direnç-
li bir hale getirmez, rijit bir fiksasyon sa¤lamaz. Bu
nedenle, parafin blok kesitlerinde, özellikle ince ve-
ziküler kromatinli nüvelerin kromatini parçalan›p
da¤›labilir, öbekler halinde toplanabilir, arada ber-
rak bölgeler kal›r. Buna “nuclear bubling” artefak-
t› denir. Di¤er taraftan stoplazma elemanlar› sa¤-
lam-rijit bir flekilde tesbit olmad›¤› için daha sonra
uygulanan alkol dehidratasyonunda büzülür, si-
toplazma oldu¤undan küçük görülür, birbirine
komflu hücreler birbirinden uzaklafl›r. Benzer bü-
zülme nukleuslarda da görülür. Bu tür morfolojik
de¤iflimlerin d›fl›nda kimyasal bir fiksasyon olmas›
nedeniyle proteinlerin yap›s›n› kimyasal olarak de-
¤ifltirdi¤i için proteinlerin antijenik özelliklerini de

de¤ifltirmifl olur. Gerçek aldehid fiksasyonu ile tes-
bit olmufl dokuda baz› antijenlerin saptanabilmesi
için aldehid gruplar›n›n proteinlere ba¤land›¤› yer-
den kopar›l›p uzaklaflt›r›lmas› yani proteinlerin ye-
niden aç›¤a ç›kar›lmas› gereklidir. Bu iflleme “anti-
jen retrieval” veya “antijen unmasking”, “antijen
recovery” ad› verilmektedir. Hematopatoloji, di¤er
patoloji disiplinlerine göre sitomorfolojik ayr›nt›la-
ra ve antijenik özelliklere çok daha fazla dayanmak
zorundad›r. Bu nedenle, aldehid fiksasyonunun
dezavantajlar› göz önüne al›nd›¤›nda, farkl› fiksatif
kullan›mlar› gündeme gelmifltir. Bu fiksatiflerin
ço¤u proteinleri koagüle ederek daha sa¤lam, rijid
bir yap› olufltururlar. Bu maddelerin baz›lar› asidik
çözeltilerdir. Proteinlerin kendi isoelektrik pH la-
r›ndan uzaklaflarak koagüle olmalar›n› sa¤lar (gla-
sial asetik asit, pikrik asit içeren Bouin çözeltisi gi-
bi). Di¤er baz›lar› ise metalik katyonlar içerir. Pro-
teinlerin aminoasit zincirlerinin meydana getirdi¤i
organik gruplar ile büyük, insoluble koordinasyon
kompleksleri olufltururlar (civa klorür içeren B5 ve
Zenker; çinko klorür içeren formalin zinc). Bu özel-
liklerden de yararlanmak için formalin ile protein
prespitan çözeltileri bir arada içeren karma fiksa-
tifler de kullan›lmaktad›r. (B5, bouin, formalin
zinc, Hollande). Protein presipitan ajanlar; HE ke-
sitlerinde daha keskin bir nuklear ayr›nt› sa¤lar,
immunreaktiviteyi artt›r›r. Ayr›ca, daha önce for-
malin ile tesbit edilmifl ve parafin takibi uygulan-
m›fl dokular, geri takip ile suya getirilip protein
prespitan fiksatiflerle fikse edildi¤inde, sitomorfo-
lojik ve antijenik özelliklerin k›smen düzeldi¤i gö-
rülmektedir.

Di¤er bir fiksatif grubu ise alkol içeren fiksatif-
lerdir. Alkol, protein prespitan ve dehidratan özel-
liklere sahiptir. Bu nedenle antijen korunumu iyi-
dir. A¤›r metaller gibi kromatinde k›r›klara yol aç-
mad›¤› için moleküler genotipik çal›flmalar için de
uygun bir fiksatiftir. Ancak dehidratasyona yol aç-
t›¤› için doku ve hücrelerde büzülme artefaklar›na
neden olur. Bu özellik küçük dokularda çok belir-
gindir ve “kuruma artefakt›” oluflturacak düzeye
ulafl›r. Bu nedenle alkol, tekbafl›na konvansiyonel
HE histolojisi için kullan›ma uygun de¤ildir. Bu-
nun yerine alkolün de yer ald›¤› karma fiksatifler
tercih edilir (AFA çözeltisi: metanol, formalin, glasi-
al asetik asit). Tablo III de baz› fiksatiflerin olumlu
ve olumsuz yönleri karfl›laflt›rmal› olarak verilmek-
tedir.Universal bir fiksatif olmas› nedeniyle nötral
tamponlu %10 formalin, hematopatoloji alan›nda
tercih edilebilecek bir fiksatiftir. Ancak, özellikle
yanl›fl uygulamalar›n da katk›s› ile (yetersiz fiksas-
yon süresi, standart d›fl› çözelti kullan›m›, agresif



Lenfoma Tan›s›nda Doku Tesbiti ve Takibinde StandardizasyonDO⁄AN Ö.

Türk Hematoloji Derne¤i
Klinisyen-Patolog Ortak Lenfoma Kursu

156

dehidratasyon uygulamalar›) morfolojik inceleme-
lerde hematopatologlar›n istedi¤i standart kalite
düzeyine her zaman tam olarak ulaflmak mümkün
olmamaktad›r. Hematopatologlar›n önemli bir bö-
lümü, morfolojik ayr›nt› konusundaki üstünlü¤ü
nedeniyle koagülatif fiksatifleri (B5, Zinc formalin,
Hollande,AFA, Bouin vb) tercih etmektedir. Çevre
için toksik at›k olmalar› nedeni ile B5 ve benzeri ci-
va içeren fiksatifler son y›llarda giderek daha az
kullan›lmaktad›r. Bouin çözeltisi antijenik incele-
melerde zaman zaman sorun oluflturmaktad›r.
Z›nc formalin ve Hollande çözeltisi hem morfolojik
hem de antijenik incelemelerde baflar›l› sonuçlar
vermektedir. Özellikle küçük dokularda (tru-cut,
kemik ili¤i trephine, küçük insizyonlar ) Hollande
fiksatifi ile mükemmel morfolojik ayr›nt› elde edil-
mektedir. Ancak tüm bu a¤›r metalli koagülatif fik-
satifler nükleik asit zincirlerinde k›r›lmalara yol aç-
maktad›r. Bu nedenle moleküler genotipik ve sito-
genetik çal›flmalarda baz› sorunlara yol açabilirler.
AFA fiksatifi, nükleik asit korunumu konusundaki
üstünlü¤ü nedeni ile önümüzdeki y›llarda yayg›n
kullan›ma aday fiksatiflerden biridir. Nüklear mor-

folojik detay mükemmeldir. Stoplazmik büzülmeye
ve küçük parçalarda kurumaya yol açabilir. Antije-
nik incelemelerin baz›lar›nda optimal flartlar›n
araflt›r›lmas› gerekmektedir. 

‹stanbul T›p Fakültesi Patoloji Anabilim Dal›n-
da, taze gelen lenf nodülleri ayr› parçalar halinde,
Hollande, AFA ve formalin z›nc ile fikse edilerek
morfolojik, antijenik ve genotipik incelemeler için
kullan›ma uygun genifl bir doku yelpazesi olufltu-
rulmaya çal›fl›lmaktad›r. Fiksasyon süresi Hollan-
da ve formalin zinc için 12 saattir. Küçük dokular
(tru-cut, 1-2 mm lik insizyonlar, punch biopsiler ve
endoskopik biopsiler) için 3-4 saat yeterlidir. Daha
önce formalin fiksasyonu uygulanm›fl dokularda
formalin zinc ve AFA ile post fiksasyon uygulama-
s›, kaliteyi artt›rmaktad›r. Kötü takip edilmifl do-
kularda ise geri takip ifllemi sonras› B5 ile post fik-
sasyon iyi sonuç vermektedir. AFA ile fiksasyonda
4-6 saat yeterlidir. Küçük dokular çok daha k›sa
sürede fikse olurlar. AFA hariç di¤er tüm fiksatif-
lerde fiksasyon sonras›nda 20-30 dakikal›k bir y›-
kama ifllemi uygulanmal›d›r. AFA da ise direk ola-
rak alkollere geçilebilir. Tablo II’de baz› fiksatiflerin
formülleri verilmektedir. 

Doku Takip ‹fllemi
Çok çeflitli takip flemalar› önerilebilir. Hiçbirisi

“en iyi” takip flemas› de¤ildir. Her dokunun kendi-
ne özgü en uygun takip flemas› vard›r. Ancak her
doku için ayr› flema uygulamak pratik aç›dan
mümkün de¤ildir. Genel olarak dokular›n büyük-
lükleri ve içerdikleri su oranlar›na göre grupland›-
r›l›p takip etmekte yarar vard›r. Küçük dokular de-
hidradasyon ifllemine çok duyarl›d›r. Bu nedenle
ayr› bir makinada takip edilmeleri uygundur. Fik-
sasyon aflamas› oda s›cakl›¤›nda yap›lmal›d›r. Fik-
sasyon süresini k›saltmak amac› ile yüksek s›cak-
l›k uygulamalar›ndan kaç›n›lmal›d›r (Otolitik olay›
artt›r›r). Takip flemas›n›n di¤er aflamalar›nda s›-
cakl›¤›n 45°C yi geçmeyecek flekilde yükseltilmesi
zararl› bir etki yaratmadan reaksiyon h›z›n› artt›-
r›r. Parafin s›cakl›¤›, parafinin erime derecesinin
birkaç derece üstünde olmal›d›r. 70°C nin üstüne
ç›k›lmamal›d›r (piflme-termal denatürasyon). Anti-
jen korunum düzeyinin de artt›r›lmas› için 62°C
nin geçilmemesi tercih edilir. Parafin impregnas-
yon aflamas›nda vakum ve bas›nç uygulamalar›
yararl›d›r. Di¤er aflamalarda yarar› tart›flmal›d›r.
Dehidratasyon ifllemi mutlaka düflük gradl› alkol-
lerden bafllamal›d›r. %30-%50 lik alkoller ile baflla-
mak uygun ise de pratik uygulamalarda %70 lik
alkolden bafllanmas› da kabul edilebilir. Dehidra-
tasyona hiçbir flekilde %95-96 veya absolu alkol ile
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bafllanmamal›d›r. Büzülme artefaktlar›na ve yan-
ma-kavrulma artefaklar›na yol açar. Nükleus ve
stoplazma büzülür. Nukleuslar soluk zay›f boyan›r,
çift k›r›c›l›klar› artar, sitoplazmalarda afl›r› eosino-
filik boyanmaya yol açar. Absolu alkol süresi doku-
nun büyüklü¤üne ve su içeri¤ine göre ayarlanma-
l›d›r. Genellikle lenf nodüllerinde 2 saati geçmeme-
lidir. Küçük dokularda 30-60 dakika yeterli olur.
Tüm çözeltilerin periodik olarak yenilenmesi bafla-
r›l› bir takip için gereklidir. ‹hmal edilmemelidir

Parafin Gömme 
Takip parafini ile gömme parafinin birbiri ile

uyumlu olmas›na dikkat edilmelidir. Gömme para-
fininin kalitesi, kesit alma ifllemini etkileyen para-
metrelerden biridir. Dokunun sertlik derecesi, kul-
lan›lan b›ça¤›n cinsi, kullan›lan mikrotomun özel-
likleri, kesit alma ifllemindeki tercih (seri-tek tek),
teknisyenin kiflisel tercihleri gibi pek çok faktör pa-
rafin cinsinin belirlenmesinde etkili olacakt›r. An-
cak genel olarak erime derecesi yükseldikçe parafi-
nin sertli¤inde giderek art›fl olur. Gömme ifllemi,
dokunun so¤umas›na f›rsat verilmeden hemen ya-
p›lmal›, parafinin dokuya zarar vermeyecek en
yüksek s›cakl›k  düzeyinde  iken, (visikozitesi en az
düzeyde iken) uygulanmal›d›r. So¤utma-kat›laflt›r-
ma ifllemi mümkün olan en k›sa sürede h›zla yap›l-
mal›d›r (so¤uk plaka üzerine al›narak). Parafindeki
bu s›cakl›k de¤iflimi ne kadar büyük ve ne kadar
k›sa sürede olursa kat›laflan parafinin mikro kris-
tal boyutlar› da o derecede küçük olur ve parafin
dokuyu o derecede daha iyi sarar. Ancak bu üst ve
alt s›cakl›k seviyeleri, dokunun yüksek s›cakl›ktan
zarar görmeyece¤i ve parafinin ise düflük s›cakl›k-
tan çatlay›p k›r›lmayaca¤› düzeylerde olmal›d›r.
Gömme iflleminde modern parafin doku gömme
sistemlerinin kullan›lmas› büyük kolayl›k sa¤-
lamaktad›r. Blok tafl›y›c› olarak plastik kaset kul-

lan›l›yorsa bu kasetlerin elastiklik derecesi ve
parafini kavrama kapasitesi önemlidir. Bu ifllem
için özel olarak formüle edilmemifl plastik mad-
delerden yap›lan kasetler kesim ifllemi s›ras›nda
sorun oluflturabilirler.

Kesit Alma ‹fllemi
En fazla emek ve tecrübe gerektiren, insan fak-

törünün en belirgin oldu¤u aflamad›r. Kaliteli bir
kesit; pek çok inceleme yöntemi ve patolo¤un his-
topatolojik yorumu için vazgeçilmez temel ihtiyaç-
t›r. Bu nedenle patologlar laboratuvarlar›nda stan-
dart üst düzey bir kesit kalitesini sa¤lamak ve bu
kaliteyi devam ettirmek zorundad›r. Hematopatolo-
jide sitomorfolojik ayr›nt› di¤er patoloji disiplinleri-
ne göre çok daha fazla de¤er tafl›maktad›r. Hücre
yo¤unlu¤unun fazlal›¤› ve hücrelerin nisbeten da-
ha küçük boyutlu hücreler olmas›; daha ince bir
kesit yapma ihtiyac›n› do¤urmaktad›r. Sitomorfo-
lojik detay için ince bir kesite, kompartmanlar ara-
s› iliflki ve infiltrasyon paternini belirlemek için de
dokunun tüm yüzeyini temsil eden düzgün-k›r›fl›k-
s›z bir kesite ihtiyaç vard›r. Tüm yüzeyi temsil eden
hem ince hem de k›r›fl›ks›z kesit alma ifllemi; tec-
rübe, sab›r, bilgi ve teknolojik destek gerektiren
kompleks bir ifltir. Doku öncelikle çok iyi flekilde
tesbit ve takip edilmifl, kesime uygun bir parafin
içine gömülmüfl olmal›d›r. Parafin blok, kesimden
önce uygun bir so¤utucuda mümkün oldu¤u ka-
dar so¤utulmal›d›r (Blo¤un çatlay›p k›r›lmas›na
izin vermeyecek so¤uklukta, 0°C-, -10°C), So¤utu-
lan blok titreflimsiz sa¤lam bir ortama yerlefltiril-
mifl mikrotoma monte edilir. Blo¤un mikrotoma
tam olarak yerlefltirilmifl olmas›ndan emin olun-
mal› en ufak titreflimin kesit kalitesini etkileyece¤i
unutulmamal›d›r. Ayn› flekilde  mikrotomun tüm
parçalar›n›n titreflimsiz bir kesit ifllemi yapacak
konumda olmas›na dikkat edilmelidir. Kaliteyi et-
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kileyen en önemli parametrelerden biri b›ça¤›n ka-
litesi ve teknik olarak uygunlu¤udur. Disposable
b›çak kullan›m› günümüzde standart hale gelmifl-
tir. ‹nce kesit almak için b›çak aç›s› 22° olan b›çak-
lar daha uygundur. Ancak bu b›çaklar dayan›ks›z
oldu¤u için maliyetleri yüksektir. Genel olarak 35°
lik b›çaklar kullan›lmaktad›r. Kesit yüzeyinin kar-
bon, teflon vb. maddelerle kaplanmas› b›ça¤›n da-
yan›kl›l›¤›n› artt›rmaktad›r. Ancak bu b›çaklarla
ince kesit yapmak biraz daha tecrübeli olmay› ge-
rektirir. Önemli özelliklerden biri b›çak kesim aç›s›
ve kesit vuru h›z›d›r. Sertçe dokularda b›çak kesim
aç›s› düflük, vuru h›z› yüksek; yumuflak dokularda
ise b›çak kesim aç›s› yüksek, vuru h›z› düflük tu-
tulmal›d›r. Al›nan kesitlerin akordeon fleklinde gel-
mesi durumunda aç› artt›r›lmal›, rulo fleklinde gel-
mesi halinde azalt›lmal›d›r. Shuttering veya Vene-
tian blind olarak bilinen ince-kal›n dalgal› kesit
oluflumu yanl›fl b›çak aç›s›na veya sistemin stabil
olmamas›na ba¤l›d›r. Di¤er bir özellik b›çak kesim
kenar›n›n pürüzsüz, artefaks›z ve keskin olmas›-
d›r. Defektif b›çak kenarlar› çizilmelere, keskinli¤i-
ni yitirmifl b›çak kenarlar› ise dokunun ezilerek,
akordeon tarz›nda kesilmesine yol açar. B›çak ke-
sim kenar›nda, b›çak kesim s›rtlar›nda ve kesil-
mekte olan blo¤un kenarlar›nda doku ve parafin

art›klar› bulunmamal›d›r. Doku alkollerde afl›r› de-
recede dehidrate olmufl ise bloktaki kurumufl doku
yüzeyine gliserol sürdükten sonra kesit yap›lmas›
önerilir. Doku yeterince tesbit olmam›fl ve bu ne-
denle santral k›s›m yumuflak kalm›flsa kesit yüze-
yine buz koyarak so¤utmak yararl›d›r.

Kesitlerin Su Banyosunda Aç›lmas›-Lama
Al›nmas›

Su banyosunda yüzdürülerek yap›lan bu ifllem-
de baz› pratik noktalara dikkat edilmelidir. Su
banyosunun s›cakl›¤›, parafinin erime derecesinin
10°C alt›nda olmal›d›r. 30 saniyelik yüzdürme sü-
resi kesitlerin aç›lmas› için genellikle yeterlidir.
Yüksek s›cakl›k ve yüzdürme süresinin uzamas›
kesit kompartmanlar›n›n da¤›lmas›na yol açar. Ke-
sitin kolay ve k›sa sürede aç›lmas›n› sa¤lamak için
su banyosuna alkol veya deterjan kat›labilir. Bu ifl-
lem yüzey gerilimini azaltarak kesitin su yüzeyinde
yay›lmas›n› kolaylaflt›r›r. Di¤er bir seçenek; kesitle-
rin önce %50 lik alkol damlat›lm›fl lam üzerine
al›nmas›, kesit k›r›fl›kl›klar›n›n aras›na alkolün gir-
mesi ve daha sonra bu lam›n su banyosuna dald›-
r›larak kesitin yüzdürülmesidir. Kesitin lama ya-
p›flma özelli¤ini artt›rmak için lamlar daha ön-
ceden poly-L-lysine veya APES ile kaplanabilir. An-
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cak normal standart dokular ve boyama yöntemleri
için bu tür adeziv maddelerin kullan›lmas›na gerek
yoktur.

Kesitlerin Kurutulmas›
Kesitlerin ince olmas› ve sitomorfolojik ayr›nt›-

lar›n önemli olmas› nedeniyle kurutma iflleminin
nazik ve dikkatli bir flekilde yap›lmas› gerekir. Yük-
sek s›cakl›klarda h›zl› kurutma ifllemleri uygun de-
¤ildir. S›cak plaka ile kurutma yap›lmamal›d›r. Ku-
rutma ifllemi s›ras›nda lam üzerinde su damlalar›-
n›n bulunmas›, etüvün nemli olmas› istenmeyen
özelliklerdir. S›cak ortamda suyun buharlaflmas›
s›ras›nda dokunun su buhar› ile hasara u¤ramas›
mümkündür. Bu nedenle lam tafl›y›c›ya yerlefltiri-
len kesitler, fazla suyun s›zmas› için oda s›cakl›-
¤›nda yere dik pozisyonda bir süre bekletilir. Daha
sonra 45-50’C s›cakl›ktaki etüve al›n›p 2 saat ka-
dar bekletilerek kurutma ifllemi tamamlan›r. Bu s›-
rada parafin yumuflar, kesit lam ile temas kurar ve
lama yap›fl›r. Etüv havas›nda nem oran›n›n düflük
olmas› gereklidir. Bu amaçla hava dolafl›m› olan,
fan sistemine sahip özel kurutma etüvleri daha uy-
gundur. Nem oran› düfltükçe kurutma süresi k›sa-
l›r, su buhar›na ba¤l› doku hasarlar› azal›r.

Boyama
Kurutulan kesitler ksilen serilerinden geçirile-

rek parafin giderilir. Bu ifllemin baflar›s› için ksile-
nin temiz, uygulama süresinin yeterli olmas› gere-
kir. Yetersiz deparafinizasyon, boyan›n baflar›s›z
olmas›na yol açar. Standart boyama yöntemi HE
dir. Ek olarak giemsa, PAS ve retikülin lif boyalar›

uygulanabilir. Mayer hematoksilen gibi progresif
hematoksilenler tercih edilmelidir. Eosin ile boyan-
ma fliddeti, baz› kurallara ba¤l› kal›nmak flart› ile
patolo¤un tercihine b›rak›labilir. ‹mmunoblast-
sentroblast gibi hücrelerin nükleolusu eosinofilik
olmamal›, buna karfl› Reed-Sternberg hücrelerinin
nükleolusu eosinofilik boyanmal›d›r. Eosin ile bo-
yanma derecesi, boya sonras› alkoller içindeki ge-
çifl zaman› de¤ifltirilerek istenilen düzeyde ayarla-
nabilir. Daha sonra uygulanacak dehidratasyon ve
ksilende parlatma aflamalar›n›n yetersiz ve uygun-
suz flekilde yap›lmas› halinde çift k›r›c›l›k ve bula-
n›kl›k nedeniyle mikroskopik görüntü kalitesi bo-
zulacakt›r.
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