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ACIKLAMALAR

ALAN Laboratuvar Hizmetleri

DAL/MESLEK Tarim Laboratuvar Teknisyeni/ Tarim Laboratuvari

MODULUN ADI Doku Preparati-2

o Bu modiil; dokularin takibi, dokularin parafine gdmiilmesi

MODULUN TANIMI ve dokulardan Kkesit alma ile ilgili bilgi ve becerileri igeren
Ogrenme materyalidir.

SURE 40/32

ON KOSUL Bu modiiliin 6n kosulu yoktur.

YETERLIK Doku preparati hazirlamak
Genel Amag

Bu modiil ile gerekli ortam, ara¢ ve geregler saglandiginda
teknigine uygun olarak dokularin takibi, dokularin parafine
gomiilmesi ve dokulardan kesit alma islemini

MODULUN AMACI yapabileceksiniz.
Amaclar

1. Dokularin takibini yapabileceksiniz.
2. Dokularin parafine gémiilmesini yapabileceksiniz.
3. Dokulardan kesit alma iglemini yapabileceksiniz.

Ortam: Laboratuvar ortami

EGIiTiM OGRETIM Donamim: Doku kasetleri, pens, sale, kursun kalem, ¢esme
ORTAMLARI VE suyu, alkol, ksilol etiiv, rotary veya kizakli mikrotom,
DONANIMLARI dondurma (frozen) mikrotom, disposable bigaklar, benmari,

ince uclu firga, lam, parafin kaliplari, parafin, parafin tanki

Modiil i¢inde yer alan her 6grenme faaliyetinden sonra
verilen 6lgme araglari ile kendinizi degerlendireceksiniz.
OLCME VE Ogretmen modiil sonunda dlgme arac1 (coktan se¢meli test,
DEGERLENDIiRME dogru-yanlis testi, bosluk doldurma, eslestirme vb.)
kullanarak modiil uygulamalari ile kazandiginiz bilgi ve
becerileri 6lgerek sizi degerlendirecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Doku Preparati-1 modiili ile doku numunelerinin tespitini ve kemiklerin
dekalsifikasyonunu 6grendiniz.

Bu modiille histolojik doku preparati hazirlama asamalar1 olan doku takibi, parafinle
doku bloklamasi ve mikrotomla doku kesiti alma islemlerini gergeklestireceksiniz. Boylece
doku preparatlarim1 mikroskobik incelemeye hazir hale getirebileceksiniz.

Patoloji  laboratuvar  ¢aligmalarmin  biliyik  bir kis)m  manuel  olarak
gergeklestirilmekteydi. Son zamanlarda bu alanda meydana gelen teknolojik gelismelere
bagli olarak manuel ¢aligmay1 azaltan yeni cihazlar kullanilmaya baglanilmistir. Bu modiilde
manuel ¢alismanin yaninda otomatik cihazlarla yapilan ¢caligmalara da yer verilmistir.






OGRENME FAALIYETIi-1

( AMAC )

Bu 6grenme faaliyetinde verilen bilgi ve becerilerle dokularin takibi islemini eksiksiz
yapabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

> Veteriner kliniginde patoloji laboratuvarlarina giderek doku takip islemlerini
gozlemleyiniz.

> Konu ile ilgili ¢alismalarinizi rapor haline getirerek sinifta arkadaslarinizla
paylasiniz.

> Patoloji laboratuvarinda kullamilan kimyasal maddelerin insan saghigi
tizerindeki etkilerini arastirmiz.

1. DOKULARIN TAKIBI

1.1. Doku Takibinde Kullamilan Cozelti Serileri

Dokularin mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi amaci ile yapilan, gdmme ile
sona eren islemler dizisine doku takibi denir. Doku takibinde kullanilan ¢dzelti serileri tige
ayrilir.

> Alkol serileri
> Ksilol serileri
> Parafin serileri

Fikse (tespit edici) olmus dokunun dehidrasyon, seffaflagtirma ve infiltrasyon
islemleriyle bloklamaya hazir héle getirilmesine doku takibi denir. Fikse olmus dokularin
mikrotomda 3-6p kalinhiginda kesitler yapilacak sertlige (dirence) getirilmesi gerekir.
Dokulara bu sertlik genellikle parafin infiltre edilerek saglanir.

Fikse dokular direk parafinle infiltre olmaz, c¢ilinkii parafin suda erimeyen bir
maddedir.

Fikse dokunun parafinle infiltre hale getirilmesi i¢in;

o Dehidrasyon (doku suyunun uzaklastirilmasi)
. Seffaflastirma (clearing)
o Sertlestirme (infiltrasyon) islemleri yapilir.



o Dehidrasyon

Fiksasyonu tamamlanmis dokularin ilk takip asamasina dehidrasyon (dehidratasyon)
denir. Tespitten sonra suyun ve bazi sivilarin uzaklastirilmasi gerekir. Dehidrasyonda
genellikle alkol ve aseton kullanilir. Dokular genellikle fazla miktarda su igerir. Bu suyun
cikarilmasiyla erimig parafin doku pargalarinin bosluklarina girebilir. Tespitten g¢ikarilan
dokular genellikle yikanir. Ardindan %30-50’lik etil alkolle baglayarak %60-70-80-96-
100’Lik etil alkolden birer saat gecirilir. Boylelikle dokular biiziilmeden sudan kurtarilir.
Embriyonik dokular gibi hassas dokularda dehidrasyonun %30’luk basamakla baslamasi
Onerilir.

Doku takibinde dehidrasyon isleminin yetersiz olmasi, doku takibi islemlerinin
kalitesini diisiiriir ve sonugta yumusak dokular elde edilir. Asir1 dehidrasyon ise sert,
kirilgan, zor kesit alinan dokular elde edilmesine neden olur.

o Dehidrasyonda kullanilan maddeler

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

o Metanol : Biraz pahali ve tehlikeli bir dehidranttir.

o Aseton: Seffaf, renksiz, yanici, keskin kokulu ve diger
dehidrantlara gére daha ugucudur. Etanol ve metanolden daha hizli
hareket eder. Asetonda uzun siire birakim, dokular1 gevreklestirir.

Not: Bu maddelerle calisirken muhakkak kisisel koruyucu giivenlik Onlemleri
almmalidir.

° Seffaflandirma

Seffaflandirma, temizleme ve dealkolizasyon adiyla da anilir. Seffaflandirici
maddeler; dokuyu seffaflagtiran, dokudaki dehidrasyon maddesini uzaklastiran,
temizleyebilen maddelerdir. Burada dokudaki alkolii alip yerine ksilen veya toliien gibi
eriyikleri gecirmektir. Bu eriyik i¢inde dokular 30-45 dakika tutulur. Ksilol yaglar1 da eritilir
ve dokuyu saydamlastirir.

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

° Seffaflandirmada kullanilan maddeler

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



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

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

o Kloroform : Daha yavas etkilidir. Ozellikle tendon, kas ve uterus
ornekleri i¢in alternatif bir seffaflandirici olarak bildirilmektedir.

o Limonen : Son yillarda popiiler bir temizleyici ajan olarak
kullanilmaktadir. Ksilene gore dokular1 daha az sertlestirir, parafin
ile daha uyumludur.

Not: bu maddelerle ¢alisirken muhakkak kisisel koruyucu giivenlik Onlemleri
almmalidir.

o Sertlestirme / parafin infiltrasyonu

Gomme ortami olarak parafin, selloidin, selloidin-parafin kullanilabilir. Amag,
dokular1 yar1 sert ve kolayca kesilen materyal igine yerlestirmek ve seffaflandirict ajami
dokudan uzaklastirmaktir. Parafin en ¢ok kullanilan ortamdir. Bu asamada dokular 58-60°C
sicakliktaki parafin icinde 4 saat bekletilir. Boylece dokulardaki ksilol yerine parafin
gecirilir. Sonugta dokular kesilebilir sertlikte ve saydam hale gelir. Bu islemler elde ya da
otomatik doku takip makinelerinde gerceklestirilir.

Kemik ornekleri bu islemlerden gegirilmeden once iglerindeki kalsiyum alinarak
yumusatilir. Bu amagla %8’lik HCI+ %10’luk formik asit karigimi kullanilir. Bu isleme
dekalsifikasyon denir.

1.2. Doku Takip Yontemleri

Doku takip islemleri, manuel (el takibi) ve ototeknikon (doku takip cihazi)
cihazlarinda otomatik olarak yapilir.

1.2.1. Elle Doku Takibi

Etiivde 1sitilmis takip g¢ozeltileriyle dehidratasyon, seffaflagtirma ve parafinizasyon
etiivde yapilir.

Doku, bir onceki islemde yapisina diffiize olan kimyasali bir sonraki basamaktaki
soliisyon kabina tasir. Bu nedenle takip basamaklarindaki ilk kimyasallar, bir &nceki
basamakta kullanilan kimyasallarla fazla kirlenir. Doku takibinde kullanilan dehidratasyon
(alkol), seffaflastirma (ksilen) ve sertlestirme (parafin) soliisyonlar1 en az iki kapta hazirlanir.
Basamaklardaki son kimyasallarin kiigiik miktarda bile bulasi olmayacak sekilde temiz
olmasi gerekir. Dokular, soliisyonlar arasi gecislerinde iyi bir sekilde siizdiiriildiikten sonra
bir sonraki soliisyona nakledilmelidir. Biiylik dokular hacimleriyle orantil1 olarak yapilarinda
daha fazla kimyasal bulundurur. Bu dokular nakledildigi yeni kimyasallar1 daha fazla kirletir.
Kiigiik dokularda basamaklarda iki ksilen, iki parafin sollisyonu yeterli goriiliirken biiyiik
doku takiplerinde bu soliisyon sayis1 daha fazla olmalidir.
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Takibi yapilacak dokunun tiirline ve biiyiikliigiine gore;

Basamaklarda kullanilacak kimyasal hacmine

Kag adet sollisyon basamagi olusturacagina
Basamaklarda kimyasallara uygulanacak 1s1 derecesine
Basamaklarda bekleme siiresine

Doku takip siiresine karar verilir.

Kimyasal soliisyonlar hazirlanir.

. Dehidrasyon islemi i¢in %70’lik, %90’lik ve %100’lik alkol
hazirlanir. Hassas dokular i¢in daha diisiik konsantrasyonlu alkol
hazirlanir. Takip isleminde 1s1 uygulamasina karar verilmigse
etlivde 1sinmaya birakilir.

. Seffaflandirma islemi icin ksilen hazirlanir. En az iki ksilen
kabinda planlanir, doku biiytikliigiine gére bu sayr daha fazla
olmalidir. Takip isleminde 1s1 uygulamasina karar verilmisse
etlivde 1sinmaya birakilir.

Sertlestirme islemi i¢in kararlastirilan miktar kadar kati parafin uygun bir kaba
konarak etiivde erimesi i¢in birakilir.

Doku kasetleri, uygun bir sepete konur. Sepetin hazirlanan soliisyon kaplariyla
uyumlu, genis gozenekli olmasina dikkat edilir.

Programlanan siireye uyarak dokular soliisyonlarda sirayla bekletilir. Doku
sepeti, soliisyonlarda bekletme siireleri icinde periyodik araliklarla ¢alkalanir.
Doku sepeti bekleme siiresi sonunda bir sonraki kimyasala nakledilir. Sepetteki
soliisyonlar, nakletmeden dnce iyice siiziliir.

Doku sepeti, son parafinde bekletme siiresi bitiminde parafinler iyice
stizdiiriildiikten sonra ¢ikarilir ve doku takibi sonlandirilir. Son parafin
soliisyonunda ksilen kokusunun alinmamasi gerekir. Ksilen kokusu varsa
dokular taze parafin kabinda bir siire daha bekletilir. Sepet bloklama bdliimiine
verilir.



Sekil 1.1: Elle doku takip uygulamasinda dokularin etiive kaldirilmasi
1.2.2. Doku Takip Cihaz ile Doku Takibi

Otomatik doku takip cihazlarinda yapilan doku takibidir. Ototeknikonlar ¢ok ¢esitli
olmakla birlikte genel olarak yar1 kapali ve kapali sistem doku takip cihazlar1 olmak {izere
ikiye ayrilir.

> Yar kapali sistem doku takip cihazlar

Sepet i¢indeki dokularin kimyasal soliisyon kaplarina otomatik transferi ile yapilir. Bu
cihazlarda genellikle 9-10 kimyasal soliisyon kabi ile 2-3 parafin kab1 bulunur. Cihaz, doku
kasetlerini istenen siirelerde bu soliisyonlar iginde bekleterek gergeklestirir. Bu takip
sisteminde ¢alkalama hareketi dikey veya daireseldir. Baz1 modellerinde parafin kaplarina
istenirse vakum iinitesi eklenebilir.

Resim 1.1: Yar1 kapal sistem doku takip cihazlar (ototeknikon)

> Kapal sistem otomatik doku takip cihazlan
Doku takibi, cihazin reaksiyon haznesinde gergeklesir. Doku kasetleri cihazin sepetine

dizilerek bu hazneye yerlestirilir. Dokular bu haznede sabit kalir. Cihazin kimyasal saklama
haznesinde 10-12 takip soliisyon kabi, 3-4 parafin kabi bulunmaktadir. Cihaz otomatik
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olarak kimyasal sivilari reaksiyon haznesine transfer ederek doku takibini gergeklestirir.
Calkalama hareketi gel-git seklindedir.

Resim 1.3: Kapah sistem otomatik doku takip cihazi boliimleri



> Doku takip cihazinin béliimleri

o Doku sepetleri

Doku kasetlerinin dizildigi ototeknikon reaksiyon haznesiyle uyumlu sepetlerdir.

Resim 1.4: Kapah sistem otomatik doku takip cihaz1 doku sepetleri (doku kasetleri dizilmis )

o Reaksiyon haznesi

Doku sepetlerinin kondugu, doku takip kimyasal sivilarinin transfer oldugu ve doku
takibinin gerceklestigi alandir. Bu alanda kaliteli doku takibi igin istenirse cihaza vakum,
basing, 1s1 ve mekanik karistirma gibi fonksiyonlar segilerek ¢ok sayida doku takip programi
uygulatilir.

. Reaksiyon haznesi kapagi

Basinglara dayanikli, toksik gazlarin ¢ikisint Onleyen oOzelliktedir. Reaksiyon
haznesinin gozlenebilmesi i¢in genellikle camdan yapilmustir.

. Kimyasal bidonlar1

Doku takip soliisyonlarinin konuldugu 2-5 litre kapasiteli bidonlardir. Bunlar cihazin
kimyasal saklama haznesi boliimiinde bulunur ve kimyasal maddeye gore renklendirilmistir.
Cihazda belirtilen renk sistemine gore cihaza yiklenir. Bidonlarda zamanla kirlenen
soliisyonlar, laboratuvar kimyasal atik imha kurallarma uyularak bosaltilir. Tekrar taze
soliisyonlarin ytiklemesi yapilir.

Resim 1.5: Kapal sistem doku takip cihazi kimyasal bidonlar
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Flush (yikama) bidonlar:

Ototeknikonlar her doku takip bitiminde flush programlariyla otomatik olarak
temizligi yaptirilir. Bu amagcla kullanilan ksilen, alkol ve distile su bidonlar1 vardir. Bunlar
da cihazin kimyasal saklama haznesinde bulunur.

Parafin tanklan

Parafini eritme sicakligina sahip cihaza sabit haznelerdir. Kat1 parafinle doldurulur.

>

Kapali sistem doku takip cihazlarinin ézellikleri ve avantajlari

Cok sayida dokunun takip islemini yapabilme

Kullanilan kimyasallarla olusan toksik gazlarin zararin1 ortadan
kaldirmasti

Yiikleme bosaltmanin kolay ve temiz yapilmasi

Vakum, basing, 1s1, mekanik karigtirma iglemlerini uygulayabilmesi
Bilgisayar programlari sayesinde ¢ok sayida ve degisik doku takip
programlarini uygulayabilmesi

Doku takip cihazinda doku takip uygulamasi

Cihazin kimyasal soliisyonlart (alkol, ksilen, parafin ve yikama
soliisyonlar1) ve seviyeleri kontrol edilir. Eksik olan sivilar
tamamlama ¢izgilerine kadar tamamlanir. Kirli kimyasallar
yenilerek cihaza ytliklemesi yapilir.

Cihaza flush programi uygulanip uygulanmadigi kontrol edilir.
Cihaza flush islemi her doku takibi bitiminde yapilmalidir.

Doku sepetleri hazirlanir.

Reaksiyon haznesinin kapag: agilir.

Doku sepetlerinin reaksiyon haznesine yiiklemesi yapilir.
Reaksiyon haznesinin kapagi kapatilir.

Monitorden fonksiyon butonlariyla program girisi yapilir ve cihaz
calistirilir.

Cihaz ¢alismaya basladiginda reaksiyon haznesi kontrol edilir.
Doku takip siiresi doldugunda cihaz reaksiyon haznesi kapagi
acilir.

Doku kaset sepetleri ¢ikarilarak bloklama boliimiine alinir.

Cihaza flush programi uygulanir.

10



_(UYGULAMA FAALIYETI

—

Dokularin takibini yapiniz.

Islem Basamaklar1

Oneriler

Manuel olarak doku takibi yapmak icin;

» Dokunun adini ve protokol bilgilerini
kursun kalemle kasete yaziniz.

> Alkol ksilen ve parafin

kimyasallariyla calismaya uygun
kisisel koruyucu Onlemler
(maske,eldiven vb.) aliniz.

» Dokular1 tespit kaplarindan alarak
doku kasetlerine yerlestiriniz.

Doku soliisyon kaplarinin uyumlu
olmasina dikkat ediniz.

» Dokular1 akan ¢esme suyu altinda en
az 24 saat bekletiniz.

Dokularin suda kalma siirelerine
dikkat ediniz.

» Dokular1 alkol serilerinden gegiriniz.

Alkol  serileri ile  calisirken
muhakkak kisisel koruyucu gilivenlik
onlemleri aliniz.

> Dokular ksilol serilerine aktariniz.

Ksilol serilerine aktarma islemlerine
dikkat ediniz.

Doku takip cihaz ile doku takibi yapmak
icin;

» Numuneye gore doku takip cihazinin
program ayarlarini yapiniz.

Cihazlarin  program ayarlar1 ve
kimyasal soliisyonlar1 kontrol edilir.

» Dokunun adini ve protokol bilgilerini
kursun kalemle kasete yaziniz.

Etiket yazma kurallarma dikkat
ediniz.

» Dokular1 tespit kaplarindan alarak
doku kasetlerine yerlestiriniz.

Doku sepetlerinin reaksiyon
haznesine yiiklemesini yapiniz.

> Kasetleri doku takip cihazina

Kasetleri doku takip cihazina dikkatli

yerlestiriniz. yerlestiriniz.
» Cihaz1 calistirarak takip islemini Takip islemini yapimiz ve Ccihaza
yapiniz. flush programi uygulayiniz.
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Asagidaki sorular dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

o Asagidakilerden hangisinde doku takip islemi dogru olarak siralanmigtir?
A) Dehidrasyon —> Seffaflandirma —> Infiltrasyon
B) Seffaflandirma —> Infiltrasyon —> Dehidrasyon
C) Dehidrasyon —> Infiltrasyon —> Seffaflandirma
D) Infiltrasyon —> Seffaflandirma —> Dehidrasyon

o Asagidakilerden hangisi doku takibinde dehidrasyon maddesi olarak kullanilmaz?
A) Aseton
B) Metanol
C) Ksilen
D) Etil alkol

o Doku takibinde dokuyu sicak parafinde tutmakla ne amaglanmaktadir?
A) Dokunun sefafflasmasi
B) Doku suyunun uzaklastirilmasi
C) Doku yumusakliginin korunmasi
D) Dokunun sertlestirilmesi

o Asagidakilerden hangisi doku takibinde seffaflandirici madde olarak kullanilmaz?
A) Ksilen
B) Toluen
C) Etil alkol
D) Kloroform

o Asagidakilerden hangisi doku takip cihazinin 6zelliklerinden degildir?
A) Az sayida dokunun takip islemini yapabilme
B) Cok sayida dokunun takip islemini yapabilme
C) Yiikleme bosaltmanin kolay ve temiz yapilmasi
D) Vakum, basing, 1s1, mekanik karigtirma islemlerini uygulayabilmesi

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtartyla karsilastirrniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konularn faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

C AMAC )

Bu 0grenme faaliyetinde verilen bilgi ve becerilerle dokularin parafine gémiilmesi
islemini yapabileceksiniz.

CARASTIRMA )

»  Veteriner kliniginin patoloji laboratuvarina giderek doku bloklamasinda
kullanilan maddeleri aragtiriniz.
> Konu ile ilgili ¢alismalarinizi rapor haline getirerek sinifta arkadaslarinizla

paylasiniz.

2. DOKULARIN PARAFINE GOMULMESI

Doku bloklamasi, gdmme ya da bloklama olarak adlandirilir. Dokularin infiltrasyon
ortami ile kaplanmasidir. Parafin doku igine girdikten sonra blok yapilmaya baska bir deyisle
parafin i¢ine gémiillmeye hazirdir. Parafin bloklama islemleri laboratuvar olanaklarina gore
elle doku bloklama ve doku bloklama cihazinda bloklama seklinde gerceklestirilir.

2.1. Parafin Serilerinin Hazirlanmasi

Emdirme materyalini iyice emmis olan doku ornekleri yine ayn1 materyal igerisine
gomiiliir. Bu amagla 6zel kaliplar igerisine emdirme materyali doldurulur. Sivi durumdaki bu
materyalin i¢ine kesit yapilacak ylizleri tabana gelecek sekilde doku drnekleri yerlestirilir.
Eger parafin kullaniliyorsa islem c¢ok hizli yapilmalidir. Zira oda 1sisinda parafin hizla
sertlesir. Islem bitince doku bloklar1 hizla buzdolabina sertlesmeye birakilir. Selloidin
bloklamas1 farkli bir teknikle desikator icerisinde yapilir. Plastik madde (akrilik, epoksi)
kullaniliyorsa emdirmede kullanilan saf plastik madde sertlestirici katilarak 6zel kaliplara
doldurulur igerisine doku ornekleri gomiiliir ve bu halleriyle polimerizasyona birakilir.

2.2. Parafin Kahplarinin Hazirlanmasi

Giliniimiizde neredeyse tiim patoloji laboratuvarlarinda gémme aleti bulunmaktadir.
Bu alette parafini siv1 halde tutan hazne, gdmmenin yapildig1 parafinin donmasin1 6nleyen
sicak tabla ve bloklart sertlestirmek icin soguk tabladan olusur. Parafini sivi halde tutan
hazneden sivi parafin kasete akitilir. Penset kullanilarak islenmis doku O&rneklerinin
gbzlenmek istenen yiizeyleri zemine gelecek sekilde yerlestirilir. Kasetin kenarina protokol
kayit numaralar1 yazilarak soguk tablaya aktarilir. Ondan sonra mikrotomla kesit alincaya
kadar buzdolabinda daha da sertlesmesi i¢in saklanir.
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2.3. Doku Gomme Maddeleri

Mumlar, epeksi regineler, selloidin, histoplast, parafin vb. maddeler, doku
bloklamasinda kullanilan maddelerdir. Ancak doku bloklamasinda en sik parafin kullanilir.
Parafinler, kolay kullanilabilmesi, dokuya az zarar vermesi, kisa siirede bloklanabilmesi ve
doku 6zel islemlerinin yapilmasina olanak saglamasi nedeniyle tercih edilir. Mikrotomda
doku kesiti sirasinda performansi iyilestirmek icin bloklamada kullanilan parafine bal mumu,
kauguk, plastik vb. ticari maddeler katilabilir. Bu maddeler, donmus parafin bloka su
Ozellikleri kazandirir:

> Bal mumu; sertlik ve kesit slaytlarinin birbirine yapigkanligini artirarak uzun
kesit seridi elde etme 6zelligini artirma

> Kauguk; kirillganligi azaltma ve kolay seri kesit yapma

> Plastikler; blokun sertlik ve destekligini artirma

Parafinin ozellikleri, erime noktasina goére degisir. Erime noktasi arttikca parafin
sertlesmektedir; bu da ozellikle kiigiik dokularda seri kesit alinmasimi1 zorlastirmakta, sert
dokularda ise daha iyi desteklik saglamasina neden olmaktadir. Patolojide rutin islemlerde
parafininin erime noktas1 55-58°C’dir. Sicaklik derecesi fazla olan parafin dokiim sirasinda
blok demiri arasindan sizmasina; 1sis1 diisiik parafin ise blokta hava kabarcigi olugsmasina
neden olur. Parafin kazanimin derecesi, parafin erime noktasina ayarlanir. Parafin
kazanindaki ve dispenserdeki parafin miktarlar1 kontrol edilir. Eksikse yeteri miktarda
parafin eklenerek dokiim isleminden 6nce erimesi saglanir.

Resim 2.1: Parafin

2.4. Dokular1 Gomme Yontemleri
Doku bloklamasi, gdmme ya da bloklama olarak adlandirilir. Dokularin infiltrasyon
ortami ile kaplanmasidir. Parafin doku igine girdikten sonra blok yapilmaya baska bir deyisle

parafin icine gdmiilmeye hazirdir. Parafin bloklama islemleri laboratuvar olanaklarina gore
elle doku bloklama ve doku bloklama cihazinda bloklama seklinde gergeklestirilir.

2.4.1. Elle Parafine Gomme

Elle doku bloklama asagidaki arac ve geregler kullanilarak gergeklestirilir.
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> Dispenser

Parafin eritme cihazidir. Is1 ayarli kati parafin eritme haznesine sahiptir. Is1 ayari,
kullanilan parafinin erime derecesinin iizerinde ayarlanir ve dokiimde devamli sicak parafin
saglar. Kat1 parafinin cihaza yiiklemesi yapilarak dokiimden once erimesi saglanmalidir.

1000ml

Resim 2.2: Dispenser

> Parafin dagitma kabi
Dispenser’den aliman sicak parafini nakletmede kullanilan kulplu kaptir.

Resim 2.3: Parafin dagitma kabi

> Pens
Dokunun kasetten alinmasi, bloklara nakledilmesi ve pozisyon verilmesinde kullanilir.

Resim 2.4: Pens

15



»

Blok L demirleri

Parafin blok kalib1 olusturmada kullanilan ‘L’ seklinde demirlerdir.

>

-

e |

i

Resim 2.5: Blok ""L"* demirleri
Blok etiketi

Blok numarasi1 ve kodun yazildig: kagit etiketlerdir.

Resim 2.6: Blok etiketi yazimi

2.4.1.1. Elle Bloklama Uygulamasi

>

Blok kalip demirleri ‘L demirleri’ blok dokiimiine hazirlanir. L demirleri,
katilasmig parafin bloklarin kalip demirlerden kolaylikla ¢ikarilmasi igin sivi
vazelin emdirilmis gazli bezle silinir. Blok dokiimii, piiriizsiiz diiz bir zeminde
yapilmalidir. Dékiim masasinda cam veya cam benzeri bir madde kullanilmas1
en iyisidir. Bu yiizeyin de hafif sekilde sivi vazelinle silinmesi bloklarin
zeminden kaldirilmasinda biiyiik kolaylik saglar. Blok kaliplar1 doku
biiyiikliigline gore ayarlanmalidir. Kiiglik dokular i¢in ¢ok biiyiik, biiyiik
dokularda ¢ok kiigiik bloklar yapilmamalidir. Dokularin ¢evresinde esit
kalinlikta parafin kalmasina dikkat edilmelidir.
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Resim 2.7: Blok demirlerinin dizimi

Blok etiketleri doku takip formundaki bilgilere gore yazilir. Blok etiketine doku
takip formundaki biyopsi numarasi ve kodu yazilir.

Resim 2.8: Blok demirleri ve etiketleri

Doku kasetlerinin kapaklar1 agilir. Kaset etiketleri okunarak doku takip
formundaki siralamaya gore dokiim masasi {izerine siralanir.

Resim 2.9: Doku kasetleri

Kasetteki dokular pensle alinarak incelenir ve dokunun gomme ylizeyine
(mikrotomda kesit almacak yiizey) karar verilir. Genellikle biiylik ve diiz
parcalarmn bloklanmasinda pek sorun ile Kkarsilasilmazken kiiciik ve ¢ok
katmanli dokularin gémiilmesinde sorunlar olusur. Dokunun gémme yiizeyi su
ozelliklerine gore kararlastirilir:

o Tek katmanli parcanin genis kesit ylizeyi alta gelecek sekilde

. Cok katmanli dokularin tiim katmanlarinin kesitte dokular
goziikecek sekilde (6rnegin punch biyopside deri ve deri alti
dokusunun kesitlerde goziikecek sekilde yatay olarak)

o Tiip yapisindaki bir liimene sahip dokular dikey (i¢ boslugu kesitte
goziikecek sekilde) —Ornek, damar biyopsileri-
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o Ayn1 bloka gomiilecek kiiciik biyopsi Ornekleri blok ortasina
birbirine yakin sekilde

o Cini miirekebi ile isaretli yilizeyi altta olacak sekilde tiim dokular
pensle blok boslugu ortasina yerlestirilir.

> Dokulara pensle pozisyon verilir, doku pozisyonu bozmayacak sekilde iizeri
parafinle doldurulur.

Resim 2.11: Sicak parafinle blokun doldurulmasi

> Blok etiketi blok iizerine yerlestirilir, bloklarin iyice katilagmas1 beklenir.

Resim 2.12: Blok etiketlemesi
> Katilasmig parafin bloklar blok ‘I’ demirinden ayrilir.

Resim 2.13: Parafin blok
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> Bloklar doku takip formundaki siralarina goére siralanarak toplanir, derin
dondurucuda veya buzdolabinin buzluk kismunda 45-60 dakika bekletilir.
Parafin oda 1sisinda kati formda olmasina ragmen mikrotomla mikron
kalimliginda kesit alabilecek kadar sert kivam gostermez. Bloklar daha sert
kivam kazandirmak amaciyla soguk ortamda bir siire bekletilir.

. Bloklamada dikkat edilecek hususlar
o Demir kalip igine parafin dikkatsizce dokiiliirse donmus blokta
hava kabarciklart meydana gelir. Kesit alirken parafin ufalanir ve

dokular pargalanir.

o Bloklar katilasmadan blok demirlerinden ¢ikarilmasi, bloklarin
seklinin bozulmasina yol agar.

o) Ayni blok i¢inde birbirine uzak mesafelerde gomiilmiis doku

parcalari, kesitte zorluk olusturur.
2.4.2. Doku Gomme Cihaz ile Parafine Goémme
Doku bloklama cihazi, bloklama i¢in gerekli (sicak parafin, bloklama alani, blok

sogutma alani vb.) bilesenleri biinyesinde bulundurur ve doku gémme islemini etkin sekilde
yapilmasini saglar.

SICAK PLAKA
LAMBASI

BASE MOULD
SAKLAMA TANKI

MERCEK {
SICAK PLAKA '
PARAFIN
DISPENSER

BEKLETME TANKI

Resim 2.14: Doku gomme cihazi

> Doku gomme cihazinin boliimleri

o Parafin tanki : Bloklama sirasinda erimis parafin temin edilen
tanktir. Caligmaya baslamadan 6nce tank parafinle doldurulur.

o Parafin dispenser : Bloklamada sivi parafin akitan musluk ve valf
sistemidir. Valf acildiginda parafinin akmasi saglanir.
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Doku kasetlerini bekletme tanki : Doku takibinden ¢ikmis doku
kasetlerinin konuldugu 1sitmal1 alandir.

Base mould saklama tanki : Bloklamada kullanilacak base
mould’larin konuldugu ve 6n 1sitmasini saglayan alandir.

0 Base mould : Doku vyerlestirilmesinde kullanilan degisik
ebatlardaki kaplardir.

Resim 2.15: Base mould’lar

Sicak plaka : Bloklamanin yapildigr isitilmis alandir. Kaliplara
akan parafinin katilagmasini onler.

Sicak plaka lambasi : Calismada i1y1 goriis saglamak amaciyla
sicak plaka yilizeyini aydinlatan lambadir.

Mercek : Doku incelemesi ve yerlestirme sirasinda goriilebilirligi
artirir.

Soguk alan : Dokiimii bitmis bloklarin sogumasini saglayan
alandir. Ayrica dokuya pozisyon aldirmada base mould’un
tabanindaki sivi parafin biraz kati hale getirmek icin kullanilan
alandir.

Forseps : Doku tutmada kullanilan cihaza bagli 1sitmal1 penstir.
Forseps yerleri : Elektrikli forseps veya penslerin 1sitildig1 alandir.

2.4.2.1. Doku Bloklama Cihazinda Bloklama Uygulamasi

> Cihaz dokiim islemine hazirlanir.

Cihazin genel temizligi yapilir.

Soguk plaka, sicak plaka vb. kistmlardaki parafin kalintilar1 cihazin
genel kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde temizlenir.

Cihaz calistinilir. Doku tanki, sicak plaka ve base mould
boliimlerinin sicakliklar ayarlanir.

Parafin tanki parafinle doldurulur.
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Caligilacak olan kasetler doku depo tanki igine yerlestirilir. Tank igindeki
parafin seviyesi kasetleri kapatacak diizeyde olmalidir.

Doku depo tankindan bir kasete bir doku taginir. Kaset, doku depo tanki
oniindeki ¢aligma alanina getirilir. Blok tutucu olarak kaset kullanilacaksa
kasete blok numarasi yazilir.

Resim 2.16: Blok kasetine numara yazimi

Bloklanacak dokuya uygun ebatlarda bir base mould seg¢ilir.
Base mould sicak plaka iizerine konur. Base mould belli bir seviyeye kadar
parafinle doldurulur.

Resim 2.17: Base mould'a doku yerlestirimi

Pensle/forsepsle doku kasetinden doku 6rnegi alinir. Doku 6rneginin gémme
yiizeyine karar verilir ve bu yiizey iizerine doku base mould’a yerlestirilir.
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Resim 2.18: Base mould'a doku yerlestirimi

Base mould sicak plakadan soguk plakaya kaydirilir. Igindeki dokuya
pens/forsepsle pozisyon verilir. Parafinin biraz katilagmasi icin birkac¢ saniye
beklenir.

Base mould’u sicak plakanin tizerine kaydirilir.

Blok numarasi ve kodu yazilmig kaset base mold iistiine yerlestirilir. Base
mould parafinle doldurulur. Bloklamada kaset kullanilmiyorsa base mould
direkt parafinle doldurulur.

Resim 2.19: Base mould'un sicak parfinle doldurulmasi

Base mould hizlica sogumast i¢in soguk plakanin arkasina kaydirilir. Bu alanda
bloklarin katilagmasi beklenir. Katilasmig blok kasetinden base mould ayrilir.
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Resim 2.20: Bloklarin soguk plakada bekletilmesi

2.5. Dokularin Parafine Gomiilmesinde Dikkat Edilmesi Gereken
Noktalar

Doku, doku takip sivilarina daldirildiginda doku sivis1 ve g¢evresindeki sivi arasinda
karsilikli yer degisimleri olur ve bunu bircok faktor etkiler. Bu faktdrler sunlardir:

»  Ajitasyon

Takip sivilarmin karistirilmasi veya dokularin sivi i¢inde dikey ve yatay hareketler
yaptirilmasidir. Cok diigiik ajitasyon hiz1 etkisizken yiiksek ajitasyon uygulamasi yumusak
ve gevsek dokularda harabiyete yol agabilir.

> Is1

Is1 penetrasyon (niifuz etme) hizin artirirken sogugu azaltir. Is1 her ne kadar siireci
hizlandirsa da dokular1 fazla 1sitmamaya dikkat edilmelidir. Ciinkii biiziilmeye,
gevreklesmeye ve kesit aliminda zorluklara yol agabilir. Doku takibinde kullanilan sivilarin
birgogunun yanici, parlayici maddeler olmasi yangin tehlikesini artirabilir.

> Viskozite

Kullanilan sivilarin  viskozitesi, dokulara penetre olma hizin1 etkiler, molekiil
biiyilidiik¢e viskozitesi artar ve penertasyon hizi azalir.

> Vakum
Azaltilmig vakum, erimis parafinle dokularin impregnasyonunda ¢ok kullanilmaktadir.
Baz1 otomatik takip cihazlarinda doku takibinin tiim basamaklarinda vakum

kullanilmaktadir. Dehidrasyonda ve seffaflastirmada vakumun kullanilmasinin ¢ok az
avantaj1 vardir. Dokudaki hava kabarciklari bu yolla uzaklagtirilir.
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> Siire

Doku takip siiresi, standart olarak belirlenebilen bir siire degildir. Takip siiresi
laboratuvar galiganlarimin deneyimlerinin yaninda takibi yapilan doku &zellikleri ve takibi
etkileyen faktorlerin bulunuslarina gore belirlenir. Bunlar:

o Doku tipi : Kemik, deri ve sinir gibi yogun dokular; karaciger ve
bobrek gibi yumusak dokular i¢in gerekli siirenin yaklasik iki kati
siire gerektirir. Kan, kas ve fibréz yap1 igeren dokular, asiri
sertlesme ve parafin banyosunda gevrek kirilgan olma egilimi
vardir. Bu tiir dokularin infiltrasyon siireleri daha az olmalidir.

o Biiyiikliik ve kesit kalinhg1 : Dokunun biyiikligi ve kalinligi,
doku takibini tiim basamaklarda oldugu gibi tam dokuya parafin
infiltrasyonunu etkiler. Kalin dokunun merkezine parafin
penetrasyonu i¢in uzun zaman gerekir. Ayrica kalin doku daha
fazla seffaflastici madde tasir ve bunu ¢ikarmak icin de daha fazla
parafin degisimi gerekir. Bunlar doku takip siirelerini uzatir.

Doku takibinde ajitasyon, 1s1, viskozite ve vakum gibi faktorler doku takip siirelerinin
belirlenmesinde etkili olur.
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s )Y GULAMA FAALIYETI

J——

Dokularin parafine gomiilmesini yapiniz.

Islem Basamaklar: Oneriler
Dok numunelerinin kibini . .
oKl tmtnete takib » Doku takip islemi sirasina uyunuz.
yapiniz.
Dokular1 etiivdeki erimig parafin | > Parafin 1sisinin  erime noktasinda

serilerine aktariniz.

olmasina dikkat ediniz.

Parafin kaliplarini hazirlayiniz.

Dokular1 pens ile tespit ederek
iizerini parafin ile doldurunuz.

» Parafini tankta eritiniz.

Parafin 1sis1 erime derecesinin ¢ok
iistiinde ise parafininizi sogutunuz.

Kaliplar erimis parafinle Parafin 1si1s1, erime derecesinin

doldurunuz. altinda ise parafini isitiniz.

Parafinli dokular1 etiivden alarak | » Dokulart etiivden alirken dikkat

kaliplardaki parafine gomiiniiz. ediniz.

Doku kimligi bilgilerini kagida > Blgk_lar sertlesmeden etiketleri monte
S .o ediniz.

yazarak ilgili kaliplardaki erimis

parafin lizerine yerlestiriniz.

Etiketlemede kursun kalem

kullanmaya dikkat ediniz.
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1. Doku gomme cihazinda doku yerlestirilmesinde kullanilan blok kab1 asagidakilerden
hangisidir?
A) Dispenser
B) Base mould
C) Forseps
D) L demiri

2. Asagidakilerden hangisi, parafin eritme cihazidir?
A) Doku depo tanki
B) Bese mould
C) Forseps
D) Dispenser

3. Doku takibi tamamlanmig dokunun infiltrasyon ortami ile kaplanmasina ne ad verilir?
A) L demiri
B) Bese mould
C) Bloklama
D) Boyasiz doku

4, Asagidakilerden hangisi doku bloklamasinda yanlig bir uygulamadir?
A) Cok katmanli dokularin sadece tek bir katmani goziikecek sekilde
B) Tek katmanli par¢anin genis kesit yiizeyi alta gelecek sekilde
C) Cok katmanli dokularin tiim katmanlarinin kesitte dokular goziikecek sekilde
D) Tiip yapisindaki bir liimene sahip dokular i¢ boslugu kesitte goziikecek sekilde

5. Asagidakilerden hangisi, doku gomme maddesi degildir?
A) Selloidin
B) Balmumu
C) Parafin
D) Kloroform

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtariyla karsilagtirmiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlaymiz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.

26



OGRENME FAALIYETI-3

( AMAC )

Bu faaliyette verilen bilgi ve becerilerle dokulardan kesit alma islemlerini eksiksiz
yapabileceksiniz.

(ARASTIRMA )

>

Veteriner kliniginin patoloji laboratuvarlarinda parafin bloklardan mikrotomla
kesit alma islemini gozlemleyiniz.
Mikrotomun caligsma prensibini arastirarak edindiginiz bilgileri arkadaslarinizla

paylasiniz.

3. DOKULARDAN KESIT ALMA

Isik mikroskobunda incelenecek preparatlarin hazirlanmasi i¢in doku bloklarindan 3-
6 arast kalinlikta doku kesitleri yapilmasi gerekir. Bu amacla, parafin bloklardan ince doku
kesitleri yapabilen mikrotom denilen cihazlar kullanilir. Kesit isleminde mikrotomun
yaninda sicak su banyosu, lam vb. ara¢ gereclere ihtiya¢ duyulur.

3.1. Parafin Bloklarindan Kesit Alma

En yaygin kullanilan sertlestirici maddedir. Kolay kullanilabilir olmasi, dokuya az
zarar vermesi nedeniyle tercih edilmektedir. Parafin, petrolden elde edilmektedir. Patolojide
rutin islemlerde parafinin erime noktas1 58-60°C’dir. iyi bir infiltrasyon igin;

>

>
>

Doku, parafinde optimum siirede kalmalidir. Fazla kalirsa dokuda sertlesme ve
biiziigmeler meydana gelir.

Parafinin erime derecesi kaliteli bir doku takibi i¢in her giin kontrol edilmelidir.
Doku takibinde ii¢ ayr1 parafin kabi bulunmali, son parafin kabinda
seffaflandirici madde kokusu alinmamalidir. Parafin infiltrasyonu sonunda
dokuda az miktarda seffaflastirici madde kalmasi, mikrotom Kkesiti sirasinda
dokunun ufalanmasina neden olur. Bunun i¢in kaplardaki parafin, is ylikiine
bagli olarak sik sik degistirilmelidir.

Takip siiresini kisalttigi i¢in parafin ile infiltrasyon genellikle vakum ile
yapilmaktadir. Ancak kiicik dokularda vakum ve 1s1 dokulara zarar
verebildiginden kiiclik ve biiyiik dokular ayr1 ayn takip edilmelidir. Parafin
takipte uygulanan vakum 400 mm/hg basincini gegmemelidir.
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3.1.1. Mikrotom Cesitleri ve Ozellikleri
> Kizakh mikrotom

Daha ¢ok selloidine gomiilii dokularda ve biiyiik parafin bloklarin kesiminde tercih
edilir. Rotary mikrotomdan farkli olarak kizakli mikrotomda blok sabit, bigak hareketlidir.

> Kriyostat

Acil cerrahi biyopsilerde ve 6zel boyama tekniklerinde kullanilir. Soguk alan igine
yerlestirilmis bir ¢esit rotary mikrotom yapisindadir. Ince ve seri kesit alinabilmesi ve
otomatik sterilizasyon sistemi icermesi cihazin en biiylik avantajlaridir.

> Rotary mikrotom

Bugiin icin birgok patoloji laboratuvarinda kizakli mikrotomun yerini almis
durumdadir. Bu mikrotomun avantaji, 151k mikroskobu i¢in parafin dokudan ince ve seri
kesit (0,5-60 p) alinabilmesidir. Rotary mikrotomda blok hareketli, bigak sabittir. Rotary
mikrotomda doku 6rnegi, genis bir el ¢arki yardimiyla blok tutucu olukta diisey diizlemde
asagl yukari hareket eden c¢elik tagiyicitya monte edilmistir. Carkin her déniisiinde blok,
diisey hareketle (ayarlanan kesit kalinliginda) yatay yerlestirilmis sabit bigak {izerine ilerler
ve bir kesit alinir. Mikrotom ii¢ ana boliimden olusur.

. Mikrotom govdesi

Kizak (kapajjn stinda) Sapca gosterge  Sayics sifidama
\Q‘l butonu

Kast kolu Xiic

Vo

™~

/P

K
3%
i

Kizak _

Keslt kalirkik kontrold
(1-30pm)

Brcark futucy kitlemne kolu

Sekil 3.1: Rotary mikrotom ve béliimleri
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Sekil 3.2: Rotary mikrotom boliimleri

o Bigak tutucusu ve bigak

Bigak koruyucutar

Bigak sikma vidatan

Ust parga
Bigak agist
kilitleme kolu
Bigak tutucu
kilitleme kolu
Bigak tutucu alt parga

Sekil 3.3: Rotary mikrotomda bicak tutucu

Bu mikrotomlarda giiniimiizde en yaygin kullanilan bigak c¢esidi, disposable
bigaklardir (tek kullanimlik bigaklar). Bu bigaklarin kesit kalitesi olduk¢a yiiksektir.
Paslanmaz gelikten imal edilir. Bigak agzi platin ve krom ile kapli olanlar parafine gomiilii
dokularm kesiminde kullanilirken bicak agzi teflon ile kapli olanlar kriyostatta kullanilir.
Blok ve bigak arasindaki ag1 genellikle 5°—10°dir.

Resim 3.1: Disposable mikrotom bigagi
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o Blok veya materyal tutucusu: Parafin blokun takildigi basliktir.
Standart plastik kaset tutuculu ve degisken boyutlu blok tutuculu
olan gesitleri vardir.

Yatay ejim digmesi Digey egim digmesi

Resim 3.2: Blok tutucu
3.1.2. Rotary Mikrotomu fle Kesit Alma Islemleri

Doku kesit alma islemleri, birbirini takip eden islemlerdir. Is yiikiiniin fazla oldugu
laboratuvarlarda iki teknisyenin koordineli ¢aligmasiyla yiiriitiiliir. Kesit alma ve dokular
suya atma iglemleri bir teknisyen tarafindan yapilirken blok numarasinin lama yazilmasi,
kesitin sudan alinmasi diger teknisyen tarafindan yapilir. Doku kesitlerinin kalitesi, kesiti
lama alan teknisyen tarafindan kontrol edilir. Doku takip formundaki bilgilerle kesit
isleminin sirasi, kag lam kesit yapilacagi, kesitin tekrarlanmasi vb. islemleri kesit yapan
teknisyen yonlendirir. Bu islemlerin dogru yapilabilmesi iki teknisyenin uyumlu
calismalariyla miimkiin olur.

Mikrotomda bloklardan alinan kesitler, 151k gecirgenligine sahip, saydam ve bir hiicre
katmani kalinliginda olmalidir. Doku hiicresinin kalinligi 3-6p arasinda olmalidir.
[mikrometre (um) = 0.001mm = 0.000 001m(10-6 m)]

> Bloklar soguk ortamdan buz kaliplar iizerine konularak kesit masasina getirilir.

> Cihazin tiim kilitleme kollar1 kapatilir. Bigak yataginda ve civarinda parafin
veya diger parcacik olmamasina dikkat edilerek disposable bigak yerlestirilir.
Bigak, bicak sikma koluyla sikistirilir.
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Resim 3.3: Disposable bigak takilmasi Resim 3.4: Disposable bicagin sikistirilmasi

> Bloklar, mikrotomun blok tutucusuna yerlestirilir. Blok, blok tutucuda
oynamayacak sekilde sikigtirilir.

Resim 3.5: Blok tutucuya blok yerlestirilmesi

> Blok kaba besleme kolu ¢evrilerek mikrotom bigagina yaklastirilir.
> Bicak ac1 ayar1 yapilir. Blok ve bigak arasindaki a1 5°-10° arasinda olmalidir.

Resim 3.6: Bicak ayar1
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Mikrotom kaba besleme kolu gevrilerek blok bicaga yaklastirilir.

Mikrotom kesit kolu, kaba besleme kolu ile birlikte ¢evrilerek doku tiraslamasi
(dokuya girme) yapilir. Doku tiraglamasinda, dokunun tiim katmanlar1 (deri,
deri alt1 dokusu goziikecek sekilde ) kesitte goziikecek en genis yiizeyi elde
edinceye kadar dokuya girilir. Tiraglama isleminde mikrotom mikron ayar1 20-
30 mikrona getirilerek zamandan kazanildigi gibi bigagin ¢abuk korelmesi
Onlenir. Daha yiiksek mikron ayarinda tiraglama yapilmasi, parafin blokun
kirilmasina neden olur. Mikrotom bigagi ve c¢evresinde tiraslama sirasinda
olusan kalintilar, gazli bezle veya bir sulu boya fircasiyla silinerek uzaklagtirlir.
Kesit alinacak yiizeye karar verildiginde kesit kalinlik kontrol diigmesi ile
mikron ayar1 yapilir,

Kesit alma kolu seri hareketlerle ¢evrilir. Bigak {izerindeki ilk parafin slayti,
diger elin bagparmak ve isaret parmagiyla nazikce tutularak bigak tutucuya
degmeyecek kadar kaldirilir. Bu sekilde bir birine yapismis kesit seridi elde
edilir. 4-5 slayttan olusan kesit seridi elde edilinceye kadar kesite devam edilir.
Olusan kesit seridinin u¢ kismu firgayla bicaktan kurtarilarak alinir.

Resim 3.7: Doku kesiti

Olusan kesit seridinin serbest kismi su banyosundaki 35-40°C’deki suya
degdirilir, el hizla hareket ettirilerek kesit su yiizeyine serilir. Boylece doku
kivrimlarinin diizgiin sekilde agilmasi saglanir. Buna ragmen su yiizeyinde
yiizen kesitlerde kirisikliklar varsa uygun bir sulu boya firgasi ile diizeltilmeye
calisihr. Iyi bir doku kesitinde amag, dokularin istenen kalinlikta iist {iste
katlanmadan bloktaki gdriintiisiiniin bir benzerini lama kesit olarak almaktir.

Resim 3.8: Doku Kkesitinin sicak su banyosuna atimi

32



Resim 3.9: Sicak su banyosunda doku kesiti

3.2. Taze Dokulardan Dondurma Mikrotomu ile Kesit Alma

Cerrahi uygulamalar sirasinda, deneysel ¢alismalarda 6tanazi uygulanmadan hemen
once veya agoni durumundaki hayvanlardan alinan doku orneklerinden kriostat adi1 verilen
aletle dondurma kesiti almir. Bu tip kesit alma; hizli sonuc istenen olgularda,
immunohistokimyasal ¢alismalarda, enzim ¢alismalarinda ve ozellikle rutin doku islenmesi
esnasinda kaybolan lipid ile baz1 karbonhidratlarin saptanmasinda kullanilir. Kullanilan
aletin i¢i -300C gibi ¢ok diigiik 1silarda olup devamli soguktur.

3.2.1. Dokularin Dondurulmasi

Kesit alinacak doku ornegi aletin doku tasiyicisi iizerine 6zel sivi damlatilarak
yapistirilir ve bu amag i¢in ayrilmis bélimde (-50 - -55°C) bekletilerek doku ornegi
dondurulur. Bu sekilde doku 6rnegi ayn1 zamanda tespit edildiginden ayrica bir histolojik
isleme gerek kalmamaktadir. Ayn aletin i¢inde bir mikrotom da vardir ve mikrotomun kolu
aletin disindadir. Kesit alma islemi diger doku mikrotomlarinda oldugu gibi elle veya
otomatik de olabilir. Kesit kalmligim1 ve alet igerisindeki bdliimlerin farkli derecelerde
sogutulmasimi saglayan sistemleri ve elektronik gdstergeleri vardir. Dondurularak tespit
edilen 6rnegin igindeki su donacak ve oOrnek, kesit almak i¢in uygun sertlige ulasmus
olacaktir.

3.2.2. Kesit Alma islemleri

> Blok numarasi ve kodu yazilmis lam, dik sekilde 37- 400C sicakliktaki sicak su
banyosuna daldirilir.

> Lam, su iizerinde yiizen doku seridine yaklastirilir. Doku seridi lamla temas
ettirilir.

> Lam, doku kesiti alinmis yiizii su ylizeyi ile dar ag1 yapacak sekilde sudan
cikarilarak doku lam tizerine alinir.

»  Lamun alt ylzii gazh bezle silinir.
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Resim 3.10: Lama doku alim

Doku kesiti alinan lamlar, lam sepetine dik olarak yerlestirilir.

F |

Resim 3.11: Doku kesiti alinmis lamin doku tagima sepetine yerlestirilmesi

Her blokun kesiti tamamlandiktan sonra su banyosundaki suyun yiizeyinde
kalan kesit kalintilari, gazli bez/kagit seritle temizlenir. Bu islem her blok kesiti
tamamlandiktan sonra yapilir.

Lamlar 600C’lik etiivde 1-2 saat siire ile bekletilir.

Bu sirada doku i¢indeki parafin erir ve akar.

Lam iizerinde sadece doku kesiti kalir.

Preparatlar tim parafini temizlemek ve dokuyu saydamlastirmak {izere 20
dakika ksilolde tutulur.

Daha sonra absolu alkolde ve %96°lik alkolde 5’er dakika tutulur.

Bundan sonra gerekli boya yontemleri uygulanir.
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SORUNLAR

COZUMLER

1. Kesitler katlaniyorsa

» Blok kenar1 bigak ile paralel
degildir.

» Blok kesit yiizii bigakla paralel hale
gelinceye kadar tiraglanir.

» Bigak bir alanda kordiir. | > Bigak  yliziinii  bigagit  kaydirarak
Bicagin alt kisminda parafin degistiriniz veya bicag1 degistiriniz. Bigak
toplanmastir. altindaki parafini fir¢a ile uzaklastiriiz

> Bir alanda parafin fazla | » Fazla parafini firgalayarak uzaklastiriniz.
toplanmustir.

2. Ahnan Kasetlerin Bir Ince Bir Kalin Olmasi

» Doku veya laboratuvar ortami | » Bloku buzla sogutunuz veya erime noktasi
i¢in parafin ¢ok yumusaktir. yiiksek parafine tekrar gomiiniiz.

> Blok veya bigak iyi tespit | » Blok veya bistiiri bicagini kontrol ederek
edilmemistir. lyice tespit ediniz.

» Bicagin blokla olan agis1 | » Agct hafifce artirilir yani yiikseltilir.
algaktir.

» Mikrotomdaki arizadan | > Kontrol ediniz veya bir yetkiliye kontrol
kaynaklanabilir. ettiriniz.

3.  Kesit kalinhgimin dalgah (ince-kalin) olmasi
> Bigak veya blok gevsektir. > Kontrol edip bicak ve bloku sikistiriz.
» Bigagin blokla olan agisi | » Bigagin blokla acis1 algaltilir yani bigak

yiiksektir.

yatirilir.

» Kesit i¢cin doku veya parafin
serttir.

> Sert dokulara uygun bigak kullaniniz.
Bigak agisim1 azaltiniz veya doku {izerine
yumusatici s1vi kullaniniz.

» Dokuda kire¢lenmis alanlar | > Hiicrelere yeniden su kazandiriniz ve
vardir. kalsiyumsuzlastiriniz veya yuzey
dekalsifikasyonu uygulayiniz.
4. Kesitlerde Bicak Acisina Bagh Olarak Catallanma Veya Centiklenme

» Bigak yiiziinde bozukluk veya
parafin birikmesi vardir.

» Bigak ylizeyinde bozukluk varsa bigagi
degistiriniz ama Once bigak yilizeyini
temizleyiniz.

» Dokuda sert parcaciklar vardir.

> Sayet kalsiyum varsa dekalsifikasyon
uygulaymiz. Mineral veya diger tip
materyaller varsa keskin bir bisturi ile bu
kisimlar1 uzaklastiriniz.

» Parafinde  sert parcaciklar | » Taze filtre edilmis parafine yeniden
vardir. gomiiniiz.
5.  Ardsik (seri) kesitler alinamyorsa

> Kesit alma kosullar1 igin

parafin ¢ok serttir.

» Bloku nefesinizle 1sitiniz veya daha diisiik
1s1da eriyen parafine yeniden gomiiniiz.
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» Bicak kenarinda artiklar vardir.

> Bigagin kesit yiiziiniin arkasindan firca ile
temizleyiniz veya ksilolle nemlendirilmis
yumusak bir bezle keskin ylizeye zarar
vermeden siliniz.

> Bigak acis1 ¢ok dik veya ¢ok
algaktir.

> Bigagi uygun agiya getirerek ayarlaymiz.

6. Bicak geri donerken parafin Kkesitler bicaga yapisiyorsa

» Bicak agisi
algaktir.

yetersizdir yani

> Bigak acisini yiikseltiniz.

> Bigak kenarinda parafin vardir.

» Firga ile veya ksilolle nemlendirilmis
yumusak bir bezle keskin yiizeye zarar
vermeden bigagi temizleyiniz.

> Blok kenarinda kalinti parafin
vardir.

> Keskin bir bicakla tiraglayarak artiklari
uzaklastiriniz.

» Ardisik (seri) kesitlerde durgun
elektrik olusmustur.

» Mikrotomu topraklaymiz. Bigak yakinina
sicak su getirerek buharla nemlendiriniz
veya bunzen beki kullanarak bigak
etrafindaki havay1 deiyonize ediniz.

7. Blok Alaninda Bulunan Dokunun Tamamimin Kesitte Bulunmamasi

» Doku parafinle yetersiz | » Doku islenmesi asamasindaki  son
emdirilmistir. parafinde birkac saat tutulur. Sayet hata
fazlaysa doku yeniden islenir.
> Parafin blok yerinden | » Sicak spatula ile yeniden yapistirilir.
ayriliyorsa

8. Kaesitlerde asir1 basing varsa

» Bicak keskin degildir.

> Bigagin kesit yilizeyini degistiriniz veya
bicagi degistiriniz.

» Doku veya kesit alma kosullari
i¢in parafin ¢ok yumusaktir.

> Bloku buzla sogutunuz veya yiiksek 1sida
eriyen parafinle yeniden bloklayiniz.

9. Kesitler doku banyosundaki suda yayiliyor ve dagiliyorsa

> Doku parafinle kot

emdirilmigtir.

» Doku islenmesi  asamasindaki
parafinle birkag saat tutulur.

sSon

» Doku banyosunun suyu c¢ok
sicaktir.

» Banyonun sicakligini uygun 1siya (40-
45CY) diigiiriiniiz.

10. Doku kesitleri bicak iizerinde diizgiin gelmiyor katlaniyor veya biiziiliiyorsa

» Bicak keskin degildir.

> Bigagin kesit yilizeyini degistiriniz veya
bicagi degistiriniz.

» Bicagin kesme agis1 ¢cok azdir.

» Bigagi uygun agiya getirerek ayarlayiniz.

> Kesitler kalindir.

» Kesit kalinligini azaltiniz veya biraz daha
yiikksek 1sida eriyen parafin kullanmiz.
Kesim asamasinda bloga iifleyiniz.

Tablo 1.1: Kesit almada karsilasilan sorunlar ve ¢oziimleri
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_CUYGULAMA FAALIYETI

) T —

Dokulardan kesit alma islemini yapiniz.

Islem Basamaklar |

Oneriler

Parafin bloklardan kesit almak i¢in:

Su banyosunun sicaklik ayarini
yapiniz.

Su banyosu kullanma kurallarina dikkat
ediniz.

» Bicak tutuculara bicaklari takiniz.

» Bicaklar bigak sikma koluyla sikistirilir.

» Bicak tutucuyu mikrotoma | » Mikrotom ¢esitleri ve Ozelliklerine
takiniz. uygun bigak takiniz.

> Bicak tutucunun ac¢i ayarmi | » Blok ve bigak arasindaki agmin 5-10°
yapiniz. olmasina dikkat ediniz.

> Doku bloklarmi  blok /kaset » Bloklar1 mikrotomun blok tutucusuna

tutucuya takiniz.

yerlestiriniz ve  blok  tutucuda
oynamayacak sekilde sikistiriniz.

Dokuyu kesiniz.

Doku kesitini teknigine uygun olarak
aliniz.

» Doku kesitini firga yardimiyla
bigaktan aliniz.

Firca kullanilirken doku kesitine el
degmemesine dikkat ediniz.

> Doku kesitini benmariye aktararak | » Benmaride sicakligin 37-40°C olmasina
diizeltiniz. dikkat ediniz.
> Doku preparatni kurutunuz. » Doku preparatlarinin  homojen  bir

sekilde kurumus olmasina dikkat ediniz.

Dondurarak dokulardan kesit almak i¢in:

» Dondurma mikrotomunun sicaklik

ayarini yaparak dondurma | > Doku 6rneginin donmasi igin sicakligin
platformunun donmasini -50,-550C olmasina dikkat ediniz.
bekleyiniz.

> Taze doku numunelerini
dondurma platformuna | > Her numune igin gerekli olan siireye
yerlestirerek donmasi i¢in yeterli uyunuz.
stire bekletiniz.

» Donmus dokudan istenen | » Dokunun kesitinin yapilacak isleme
kalinlikta kesit aliniz. gore ayarlanmasina dikkat ediniz.

> Kesitleri suda diizeltiniz. > gjeiilit;erln suda katlanmamasina dikkat

> Kesitleri lam iizerine alimiz » Lamlari 60°C’lik etiivde 1-2 saat siire

' ile bekletiniz.
> Doku preparatini kurutunuz. » Doku preparatlarinin  homojen  bir

sekilde kurumus olmasina dikkat ediniz.
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Asagidaki sorular dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Parafin bloktan mikron inceliginde kesitler yapan cihaz asagidakilerden hangisidir?
A) Mikrotom
B) Bigak tutucu
C) Doku takip cihazi
D) Ototeknikon

2. Doku preparatlar kesit sonrasi hangi amagla etiivde bekletilir?
A) Dokularin kurumasini ve lama tutunmalarini artirmak
B) Dokular1 dekalsifiye etmek
C) Dokular seffaflastirmak
D) Doku kirigikliklarii gidermek ve seffaflagtirmak

3. Doku su banyosu hangi amagcla kullanilir?
A) Doku kesitlerindeki infiltre parafinin eritilmesinde
B) Doku bloklarinin 1sitilmasinda
C) Doku kesitlerini lama almada
D) Kat1 parafinin eritilmesinde

4, Asagidakilerden hangisinde kesit islemi dogru olarak siralanmistir?
A) Mikrotomla kesit —> doku kesitini lama alma —> kesitlerin etiive kaldirilmasi—>
blok sogutma
B) Doku kesitini lama alma —>mikrotomla kesit —> kesitlerin etiive kaldirilmasi—>
blok sogutma

C) Kesitlerin etiive kaldirilmasi—> mikrotomla kesit —> doku kesitini lama alma —>
bloklar1 sogutma

D) Blok sogutma —> mikrotomla kesit —> doku kesitini lama alma —> kesitlerin
etiive kaldirilmast

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtartyla karsilastirrniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise “Modiil Degerlendirme” ye geciniz.
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MODUL DEGERLENDIiRME

Asagidaki sorular dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

Parafinizasyon islemi sirasinda parafinin 1sis1 kag derece olmalidir?
A) 30-40°C
B) 10-15°C
C) 40-50°C
D) 58-60°C

Doku takibinde soliisyonlarin dokuya daha iyi niifuz etmesi, hava kabarciklarinin
giderilmesinde asagidaki faktdrlerden hangisi daha etkilidir?

A) Ajitasyon

B) Is1

C) Viskozite

D) Vakum

Asagidakilerden hangisi doku takip siiresini kisaltic1 bir faktdr degildir?
A) Yiiksek 1s1

B) Diisiik 1s1

C) Vakum

D) Ajitasyon

Doku dehidrasyonunda yiikselen alkol konsantrasyonu kullanilmasinin amact nedir?
A) Dokuyu yavas yavas dehidre ederek sertlestirmek

B) Dokuyu yavas yavas dehidre ederek yumusakligin1 korumak

C) Dokuyu yavas yavas dehidre ederek fikse etmek

D) Dokuyu yavas yavas dehidre ederek hiicre biizilmelerini 6nlemek ve sertlestirmek

Doku islenmesi siirecinin ilk ve en 6nemli asamasi nedir?
A) Parafin emdirme

B) Dehidrasyon

C) Tespit

D) Saydamlagtirma

Doku islenmesi siirecinde asagidakilerden hangisi emdirme i¢in uygun degildir?
A) Parafin

B) Jelatin

C) Agar

D) Gliserin

Dondurma kesiti alma asagidaki hangi durumda kullanilamaz?
A) Hizli sonug istendiginde

B) Diizgiin histolojik yap1 gézlenmek istendiginde

C) Enzim ¢aligmalarinda

D) Lipid ve karbonhidratlarin saptanmasinda
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8. Doku islenmesi siirecinde asagidakilerden hangisi saydamlastirmada kullanilmaz?
A) Tolue
B) Ksilol
C) Kloroform
D) Propilen oksit

9. Mikroskobik inceleme siirecinde doku Orneginin gecirdigi asamalar sirasiyla

hangisidir?

A) Ormek alma ve makroskobik degerlendirme, tespit, dehidrasyon, yikama,
saydamlagtirma, emdirme, bloklama, kesit alma

B) Ornek alma ve makroskobik degerlendirme, tespit, yikama, saydamlastirma,
dehidrasyon, emdirme, bloklama, kesit alma

C) Ornek alma ve makroskobik degerlendirme, tespit, yikama, dehidrasyon,
saydamlagtirma, emdirme, bloklama, kesit alma

D) Ornek alma ve makroskobik degerlendirme, tespit, yikama, emdirme,
saydamlastirma, dehidrasyon, bloklama, kesit alma

10. Dokularin suyunu almak i¢in asagidaki maddelerden hangisi kullanilir?
A) Ksilol
B) Formol
C) Alkol
D) Amonyak

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtariyla karsilastirmiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayimiz.
Cevaplarmizin tiimii dogru ise bir sonraki modiile gegmek i¢in 6gretmeninize bagvurunuz.
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CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETI-1’iIN CEVAP ANAHTARI
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