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TESEKKUR

Patoloji uzmanlari, saglik sisteminin teshisten tedaviye giden sirecinde, hastanin
alacag: tedaviyi yonlendirecek onemli bir noktada hizmet vermektedirler. Patologu yaptigi
iste mutlu edecek en 6nemli sey, patoloji raporunu eksiksiz ve hatasiz sekilde hazirlamis ve
hastay1 dogru sekilde tedaviye yonlendirmis olmaktir. Bunun igin patoloji asistanlarin, iyi bir
patolog olma yolunda, teorik yonden agir, zorlu bir egitim sireci bekler. Bu egitimin en
basinda asistan, cogunlukla 6nceden hakkinda pek fikir sahibi olunmayan makroskopi
salonuyla; artik gunlerinin buyuk bir kismini birlikte gegirecegi mikroskop ile hiicrelerimizin
0 pembe-mavi dinyasiyla ve de bolumdeki kalin kalin kitaplarla dolu o buytk kitaplikla
tanigir. Ardindan dort yil geger ve bugiin benim bulundugum noktaya ulasir. ..

Bu siireci kendileriyle paylasma sansina eristigim, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalr’ nda hizmet veren, Anabilim Dal1 Baskanimiz Prof. Dr. Erdener OZER
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YORUKOGLU, Prof. Dr. Meral KOYUNCUOGLU, Prof. Dr. Silen SARIOGLU, Prof. Dr.
Ozgiil SAGOL, Prof. Dr. Banu LEBE, Prof. Dr. Burgin TUNA, Prof. Dr. Sermin OZKAL,
Prof. Dr. Cagnur ULUKUS, Uzm. Dr. Duygu GUREL, Uzm. Dr. Merih GURAY BUDAK,
Uzm. Dr. S. Mehtat UNLU’ ye,

Kendileri ile calisma, tecribelerinden yararlanma sansina eristigim, ancak yakin zamanda
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Prof. Dr. Ugur PABUCCUOGLU ve Prof. Dr. Aydanur KARGI'ya,
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kord kesitindeki gulen yiUzi, plasenta kesitindeki kalp seklini almis villuslar”” goérmemizi
sagladhigi, bize diunyada patolojiyi tamtip, bu dogrultuda ufkumuzu genislettigi ve kapilar
actig1 icin, sevgili hocam Dokuz Eylil Universites Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim Dal1
Baskan Prof. Dr. Erdener OZER e,

Uzmanlik egitiminin zorlu tez sirecinde, beni zoru basarabilecegime inandiran, takildigim
digumleri ¢cozen, yaptigim hatalarda beni toparlayip moral veren ve ders almami saglayan,
tecribesiz bir orkestray1 basariya tasiyan miukemmel bir sef gibi beni en dogru sekilde
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Tezimin molekiler ayag: icin yarcimimi esirgemeyen Dog. Dr. Sultan CINGOZ e,

Calismamizi destekleyen, kullandigimiz soliisyonlarin Tirkiye' deki yetkili satici firmalari
olan KAPLAN Uluslararas: Elektronik Mam. ve Tic. Ltd. Sti.’ne, Deksan A.S.’ye, SERMED
Tibbi Malzeme ithalat ve Tic. Ltd. Sti.’ne ve N.I.C. Medikal San. ve Tic. Ltd. Sti.’ne,

Tez sirecimde verdikleri kiymetli destek igin, yaptiklar: isin 6nemini bilerek titizlikle calisan,
yaptigimiz isin dnemini bilerek bize saygi gosteren, varliklar: ile makroskopi salonuna kisilik
kazandiran, zeki, caliskan ve gliler yiizlu, kiymetli teknisyenlerimiz Serkan AYDINOGLU ve
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OZET

FORMALIN VE KSILOL YERINE KULLANILAN SOLUSYONLARIN DOKU
TAKIBINE ETKiSI

Dr. llgin KARAMAN
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1

karaman.2410@hotmail.com

Amagc: Formalin ve ksiloliin 6nemli toksik, allerjen ve karsinojen etkileri vardir. Giniimiizde,
bu kimyasallarin yerine gegebilecek daha az toksk maddeler piyasaya strtlmistir. Bu
maddelerin, histokimyasal ve imminohistokimyasal boyamalara; in situ hibridizasyon,
polimeraz zincir reaksiyonu gibi incelemelere olumsuz etki eimemesi beklenir. Calismamizda,
Turkiye'de ticari olarak satilan alternatif kimyasallarin etkilerinin arastirilmas: amaclanmustir.

Gereg ve Yontem: 5 farkli fiksatif (Formalin, Glyo-Fixx°, FineFIX®, Cell block® ve
Greenfix®) ve 4 farkli seffaflandirici (Ksilen, Sub-X°, Bio Clear®, Shandon Xylene
Substituteo) kullanillarak 13 farkli doku takibi kurgulamp, 13 farkli dokuya uygulandh.
Hematoksilen-Eozin boyal1 kesitler histomorfolojik diizeyde niteliksel olarak karsilastirildh.
Hazirlanan doku mikrodizini kesitlerine histokimyasal ve immuinohistokimyasal boyamalar
uygulandi. Histokimyasal boyamalar niteliksel, immuinohistokimyasal boyamalar ise
bilgisayar programinda (3D Histech NuclearQuantO, MembraneQuantO) niceliksel olarak
karsilastirildi. Kromojenik in situ hibridizasyon uyguland: ve sinyal kalitesi degerlendirildi.
DNA ve RNA ekstraksiyonu uygulanarak ve DNA niteligi polimeraz zincir reaksiyonu ile
degerlendirilerek doku takipleri molekiler diizeyde kiyaslandh.

Bulgular: Tum doku takiplerinde kesit kalitesinin iyi oldugu goézlendi. Histokimyasal
boyama sonuclari, alternatif solisyonlarin timinin bu uygulamalar agisindan uyumlu
oldugunu gosterdi. Imminohistokimyasal boyamalarda etken maddesi glyoxal olan
fiksatiflerle olumsuz sonuglar elde edildi. Kromojenik in situ hibridizasyon ile tim doku
orneklerinde sinyalin okunakligi, zeminin kontrast1 benzer ve iyi 6zellikte bulundu. Ayrica

1
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formalin igermeyen takiplerin molekuler korunma agisindan, formalin igerenlere gore Ustin
oldugu goraldi.

Sonug: Tim parametreler birlikte degerlendirildiginde, Glyo-Fixx°, Cell block® ve FineFIX°
kullanilan doku takiplerinin, biraz daha Ustlin olduklar1 dikkati gekmektedir. Daha az toksik,
daha az irritan olmalari, iyi morfolojik sonug vermeleri, histokimyasal boyamalar ile uyumlu
olmalar1 ve molekiler koruma agisindan formaline Ustin olmalart nedeni ile alternatif
fiksatifler, rutin patoloji ve arastirmalarda formalinin yerini almaya adaydir. Alternatif fiksatif
arayisinin geri planda biraktigi alternatif seffaflandiricilarin da ksilenin yerini almaya guclt
adaylar oldugu gorilmustr.

Anahtar Sozctikler: Doku fiksasyonu, formalin, DNA, RNA, patoloji, molekiler



ABSTRACT

THE EFFECT OF THE ALTERNATIVE SOLUTIONSWHICH ARE PRODUCED
TO BE USED IN PLACE OF FORMALIN AND XYLENE ON TISSUE PROCESSING

llgin KARAMAN MD
Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Pathology

karaman.2410@hotmail.com

Aim: Formaldehyde and xylene are main solutions of tissue processing. But these chemical
substances have important toxic, allergen and carcinogenic effects on human body.
Nowadays, nontoxic or lesser toxic new commercial solutions have been produced to be used
in place of formaldehyde and xylene. It is expected to be compatible with histochemical and
immunohistochemical stainings, also with in situ hibridisation and polymerase chain reaction
from these new alternative solutions. In this study, we aimed to assess the impact of new
alternative solutions on methods mentioned above.

Methods: Thirteen different tissue processings were designed and performed on 13 different
tissues by using five different fixatives (Formaldehyde, GIyo-FixxO, FineFIX®, Cell block®
ve Greenfixo) and four different clearing agents (Xylene, Sub-X°, Bio Clear®, Shandon
Xylene Substituteo). Haematoxylin& Eosine stained sections were compaired by using
gualitative histomorfological criterions. Histochemical and immunohistochemical stains were
performed by using tissue microarrays. Histochemical staining results were compaired by
using qualitative criterions while immunohistochemical staining results were compaired with
quantitative datas which were had by using a computer programme (3D Histech
NuclearQuanto, MembraneQuantO). Tissue sections were tested for the availability of
chromogenic in situ hibridisation, by using a Her-2/neu protocol. Also different tissue
processings were compaired at molecular level by performing DNA and RNA extraction, and
DNA quality by polymerase chain reaction.
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Results: The quality of sections was well for all tissue processings. Histochemical staining
results showed that all alternative solutions which were used are suitable for this application.
I mmunohistochemical staining results showed that alternative solutions which contain glyoxal
as active agent need optimization fort his application. The clearance of signals with
chromogenic in situ hibridisation were nearly same and well for all tissue samples.
Furthermore, tissue processes which do not contain formaldehyde were found to be superior

compaired with ones which contain formalin as fixative solution on molecular preservation.

Conclusion: We have demonstrated that formaldehyde-free fixatives have potential in routine
pathology and research to replace formaldehyde in histomorphology and protein preservation.
When all parameters were evaluated together it was found that the tissue processes which
contain GIyo-FixxO, Cell block® and FineFIX® as fixative solution were superior compared
the others. We have also demonstrated that alternative clearing agents which stayed behind
the scenes because of the search of ideal fixative have the potantial in routine pathology to

replace xylene.

Key Words: Tissue fixation, formalin, DNA, RNA, pathology, molecular



GIiRIS VE AMAC

Hastaliklarin dnemli bir bolimine tam koymamn ve klinikopatolojik parametreler
konusunda yeterli dizeyde bilgi edinmenin yolu, biyopsi o6rneklerinin en iyi sekilde
degerlendirilmesinden gecer. Bu sirecte, patolog sorumlulugunun sadece morfolojik
Ozelliklerin belirlenmesi ile sinirli oldugu dénem geride kalmistir. Patologlardan, lezyonlarin
sadece morfolojik ©zelliklerini  belirlemesi degil, lezyonu morfolojik-antijenik-genetik
Ozellikleri ile klinikopatolojik bir antite halinde tammlamas: istenmektedir. Tamya gidiste en
temel basamak olarak dnemini korusa da, iyi bir histomorfolojik inceleme tek basina yeterli
olmamaktadir. Buyuk olglide proteinlerden olusan antijenlerin immunolojik yontemlerle
incelenmesi de gerekmektedir. Bu ylzden, uygulayacagimiz fiksasyon yodnteminin,
proteinlerin antijenik Ozelliklerini degistirmeden korumasi ve imminfenotipik inceleme
yontemlerine elverigli hale getirmesi beklenmektedir. Bununla birlikte, oldukca artan
immunohistokimya (IHK) kullammi yanisira, insitu hibridizasyon (ISH) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) gibi modern tamsal testlerin kullammi da giderek yayginlasmaktadir.
Fiksasyon sistemleri tartisilirken, artik sadece proteinler degil, nikleik asitler de g6z 6niinde
bulundurulmaktadr.

Bilindigi gibi, c-erbB2, meme kanserinde postoperatif tedavinin belirlenmesinde ve
prognozun tahmininde kritik oneme sahip IHK’sal bir belirtectir. IHK’sal olarak c-erbB2
kuvvetli pozitif olan olgular dogrudan Herceptin tedavisine yonlendirilirken, c-erbB2 kuskulu
pozitif olarak degerlendirilen olgular icin bu pozitifligi dogrulamak amagh ISH
uygulanmaktadir. Ancak yapilan calismalarda c-erbB2 kuvvetli pozitif iken floresan in situ
hibridizasyon (FISH) ile negatif olgularin bildirilmesi, c-erbB2 kuvvetli pozitif olup dogrudan
Herceptin tedavisi uygulanan hastalarin bir kisminin bu tedaviye yanit vermemesi, “c-
erbB2 nin yonlendiriciligi ne derece guvenli?’, “doku takibindeki sorunlar bunda ne derece
etkili?” ve “her olguya FISH uygulanmali mi?’ gibi sorulari dogurmus, bu sorular da
arastrmacilart fiksasyonun ve/veya doku takibinin bu konudaki etkilerini incelemeye
sevketmistir (1, 2).

Hem morfolojik hem de antijenik dzelliklerin istenilen diizeyde korunmasini saglayacak
mukemmel bir fiksatif (tespit soltisyonu) bulunmamaktadir ve glinden giine gelisen teknoloji,
alternatif tespit sollisyonu arayisim dogurmaktadir.



Patoloji laboratuvarlarinda kullamlan ana kimyasallar olan formalin ve ksilolin
calisanlar Uzerine 6nemli toksk, allerjen ve karsinojen etkileri vardir. Doku tespiti ve
takibinde kullanilan bu kimyasallarin tercih edilme nedenleri, ucuzluk, kolay ulasilabilirlik ve
konvansiyonel yontemlerin  kullamlmasina olanak saglamalaridir.  Glnimizde, bu
kimyasallarin yerine gegebilecek daha az toksik maddeler piyasaya surdlmistir. Bu
maddelerin IHK’sal boyama, ISH, PCR gibi ileri incelemelere olumsuz etki etmemeleri,
uyum saglamalar1 beklenir. Bu etkiyi arastiran minferit calismalar, bir ya da birkag kimyasali
formalin ya da ksilol ile karsilastirarak incelemistir. Ancak, tumini birden hem formalin ve
ksilol ile, hem de birbirleri ile karsilastiran calisma bulunmamaktadir. Calismamizda,
Tlrkiye'de ticari olarak satilan alternatif kimyasallarin, yukarida belirtilen beklentiler
dahilinde doku takibine etkisi arastirilmstir.

Baslica amaclarimiz ise sunlardir:

Farkl1 doku tespit ve takip soltusyonlarint givenilirlik, pratiklik ve maliyet agisindan
birbirleri ile kiyaslamak,

Farkli doku takiplerinin laboratuvar islemlerine, morfolojiye, histokimyasal (HK) ve
IHK’sal boyamalara etkisini degerlendirmek,

Doku takibinin ISH uygulamasina etkisini belirleyebilmek,

Doku takibinin molekuler dizeydeki etkilerini belirleyebilmek,

Doku morfolojisini en iyi sekilde sunacak ve dokuda molekiler yapiyi, formaline
kiyasla niceliksel ve niteliksel olarak daha iyi sekilde koruyacak uygun fiksatifi ve
uygun doku takibi metodunu tespit edebilmek.

Etik Kurul Karari
Calismamiz, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan, 31.07.2009
tarih ve B.30.2.DEU.0.01.00.00/15500 sayil1 yazi ile onaylanmustir.



GENEL BIiL GiLER

Fiksasyon, doku takibi ve boyama gibi komponentleri kapsayan histoteknik siireg, temel
olarak, hicre ici ve hiicre disi doku bodlmeleri ile cesitli hucrelerarasi iliskilerin belli bir
andaki durumunun yakalanmasi ve gorintilenmesini amaglar. Fiksasyondan baslayarak
parafin kesitlere dek uzanan ve HK’sal ya da IHK’sal boyamalarla devam eden ddiinler
sonucunda ortaya gikan gorsel drdnin, canli dokunun olabilecek en iyi duragan (statik)
goruntusini sagladigi varsayilir. Dolayistyla, dokunun canli organizmadan ayrilmasini
izleyen siirecteki fiksasyon ve doku takibi sirasinda, yapisal ve kimyasal bitinlik agisindan
verilen 6dunlerin en az diizeyde tutulmas: gerekir.

Fiksasyon

Fiksasyon, klasik doku takip isleminin ilk asamasidir (3). Dokunun canli organizmadaki
durumuna en yakin sekilde sabitlenip (protoplazmadaki protein, lipid, karbonhidrat ve diger
maddeleri koagile veya presipite ederek), dis etkenlere direncli hale getirilmesidir.

Fiksasyon isleminde baglica hedefler sunlardir (4):

Hucresel enzimlerin neden olacag: otolizi 6nlemek,

Infeksiyoz ajanlar: inaktive etmek/6ldirmek ve bakteriyel hasari 6nlemek,
Dokuyu sekil ve hacim agisindan sabitlestirmek,

Dokunun canlidaki yapisina olabildigince benzer sekilde korunmasim saglamak,

Dokuyu daha sonra uygulanacak takip islemlerine dayanikli hale getirmek,
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Dokuyu daha sonra uygulanacak boyama ve inceleme yontemlerine elverisli hale
getirmek.

Tespit icin kullanillan ajanlar fiksatif olarak adlandilir. Maalesef yukarida siralanan
fiksasyon hedeflerinin timind karsilayan tek bir fiksatif mevcut degildir. GUnuimuze kadar,
her biri bir ya da birkag agidan digerinden Ustin, farkl: yapida cesitli fiksatifler Gretilmistir.
Bu fiksatifler asagidaki gibi simflandirilmaktadir:

1. Aldehitler (formaldehit, gluteraldehit, glyoxal, acrolein),

2. Oksitleyiciler (osmium tetroksid, potasyum permanganat, potasyum dikromat),



Protein denatiirasyonu yapanlar veya koagulanlar (etil alkol, metil alkol, asetik asit),
Capraz bag yapan diger ajanlar (carbodiiminler),
Fiziksel gjanlar (1s1, mikrodalga),
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Digerleri (civaklorur, pikrik asit, boya maddeleri).

Uzunca bir siredir, patoloji labortuvarlarinin genelinde yaygin sekilde kullanilan
fiksatif, aldehit grubu fiksatiflerden olan formalindir. Patolojide kullanilan diger fiksatifler
arasinda Carnoy gibi alkol bazli fiksatifler yamsira, formaldehit iceren Bouin ve B5 gibi
fiksatifler bulunmaktadir.

Gunumiizde K ullamlan Fiksatifler ve Bashca Ozellikleri
Evrensd Fiksatif: Formalin

Uzunca bir stiredir diinya genelinde, patoloji laboratuvarlarinda standart fiksatif olarak
kullanmlagelmis bu kiymetli solsyonun patolojideki yerini anlayabilmek icin, dokudaki
etkisini ve bu etkiyi nasil gergeklestirdigini bilmek dnemlidir. Dolayisiyla oncelikle, doku
formalin ile karsilastiginda kimyasal ve molekiler diizeyde nelerin olup hittigine gbz atmak
gerekir.

Formalin, formaldehitin sudaki %40’ 1k ¢ozeltisidir. Patoloji laboratuvarlarinda, standart
fiksatif olarak, 1 hacim formalinin (formalinin, formaldehitin %40’ lik ¢ozeltisi oldugunu
tekrarlamak istiyorum!) 9 hacim su ile karstirilmasiyla elde edilen “%10’luk formalin®
kullanilmaktadir. Dolayisiyla %10’luk formalin, formaldehitin sudaki %4’ lUk c¢ozeltisidir
(40/100x10/100=4/100).

Aldehitler olarak bilinen organik molekil simfinin en basit Uyesi olan formaldehit
(CH20), soluisyon icerisinde polimerize olma egilimindedir. Yani, monomerik subtnitler
(CH20O) bir araya gelerek, molekll agirligi daha yiuksek agregatlar olustururlar. %10’ luk
formalin icerisinde ise, formaldehit genellikle monomerik formda bulunur. Ancak fiksasyon
ile polimerizasyon belirginlesmeye baslar ve polimerizasyon ile de molekul agirligi artan
formaldehit molekillerinin penetrasyon hizi yavaglar (molekiler agirlik ve penetrasyon hizi
genellikle ters orantilidir). Bu nedenle de, Ureticiler, polimerizasyonun Oniine gegcmeye
yardimct olmast amaciyla, formalin soliisyonuna metanol eklerler. Metanol her ne kadar bir



alkol olsa da (bir aldehit degil) gorece formaldehite yakindir. ki molekiil arasindaki tek fark
sudur: metanolde C ve O atomlar1 tek bag ile bagli iken (C-OH); aldehitte C ve O atomlar: ¢ift
bag ile baghdir (H-C=0). Bu da ayrica metanolin viicuda neden toksik oldugunu gosterir.
Sindirilmis ya da absorbe edilmis metanol, vicutta formaldehite ve formaldehitin oksidasyon
Urinu olan formik asite oksidize edilir (oksidasyon zinciri metanol-formaldehit-formik asit
seklinde gider).

Formaldehit, non-koagilan bir fiksatiftir. Dokuya kimyasal olarak baglanirken,
kendinden sonra gelen belirtecin penetrasyonunu engelleyecek jel-benzeri bir matriks
olusumuna neden olmaz. Formaldehitin baslica baglandigi doku kisimlari, aminoasitlerde (aa)
bulunan reaktif hidrojen atomlaridir. Bittin aa’ler, molektlin bir ucunda bir amino grubu (-
NHy) ve diger ucta ise bir karboksil grubu (-CO2H) icerir. Boylelikle bir protein olusturmak
Uzere biraraya gelip baglandiklarinda, proteinin bir ucu bir amino grubu (N-terminali), diger
ucu ise bir karboksil grubu (C-terminali) olacaktir. Formaldehit molekilt cogunlukla,
proteinlerin N-terminali ile etkilesir ve protein molekdilleri arasinda metilen kopruleri (H-C-
H) olusturur (Sekil 1; ‘Reaction 1'). N-terminali ile olan bu reaksiyonun, formalin
soltisyonlarimin pH’sina ve aa lerin biyokimyasal 6zelliklerine bagli oldugu distnilmektedir.
Formaldehit ayrica aa sisteini icindeki stlfidril gruplarina da baglanarak, proteinleri daha ileri
stabilize eden ¢apraz baglar olusturur (Sekil 1; ‘Reaction 2'). Bu kopriler ve ¢apraz baglar,
dokuyu stabilize edip korumakla birlikte, ¢esitli IHK prosedirlerinde epitop agiga cikarma
(retrieval) basamaginaihtiya¢ duyuran olusumlardir.

R=CH,=CH,=NH, 0=CH, R=CH,=CH,-NH-CH_-OH
Reaction 1:
Initial addition @ * ﬁ m
Amine Formaldehyde N-hydroxymethy| adduct
R-CH,-CH,-NH-CH.-OH H,N-CH,CH,-R'  R-CH,-CH,-NH-CH -NH-CH,-CH,-R' H,0
Reaction 2: a
Crosslinking * e *
N-hydroxymethyl adduct Amine Methylene bridge Water

Sekil 1. Formalin ile doku fiksasyonu esnasindaki reaksiyonlar.



Formalin fiksatif olarak kullamlirken, solisyonun pH'i dikkat edilmesi gereken
Ozelliklerdendir. Y ukarida da belirtildigi gibi, formalin solisyonu olagan pH araliginda iken,
formaldehit molekilleri normal olarak proteinlerin N-terminal ucu ile baglanacaktir. Bu pH,
genelde nétrale yakindir. Bir formaldehit solisyonunun pH’1 ¢ok asidik oldugunda, bu
solisyona maruz kalan kanli dokularda, asidik ortamin hemoglobin Uzerinde yaptig1 etki
sonucu, koyu kahverengi/siyah renkli, insolubl, yapay bir pigment olusur. Bu pigment
hematin (asit hematin, formalin pigmenti, formene) olarak isimlendirilir. Bu nedenlerle,
formalin sollisyonlarinin pH’1 genelde 6’ min Gizerinde tutulur.

Formalin, atmosferik oksijene maruz kaldiginda formik aside oksidize olmaya meyilli
oldugundan, soltisyonlarin ¢cogu hematin pigment olusumunu inhibe etmek icin tamponlanir.
Yaygin olarak kullamilan tampon fosfattir (5). Etkili bir tamponlayici olmakla birlikte, fosfati
formalin icinde kullanirken, fosfat ¢okeltisi olusumunu 6nlemek amaci ile, dehidrasyon islemi
maksimum %70 konsantrasyonda basglanmalicir. Bu ¢Okeltiler, dokuda yapay kalintilara
neden olabilir ve daha fazlasi, alkol tiplnde blokaja neden olabilir. Bu olusumu énlemek icin,
ilk alkolii %70 ya da daha disik tutmaya ek olarak, fosfat disinda bir baska tampon ile
tamponlanmig formalin soliisyonu da kullamilabilir. Bu fiksatifler fosfat-tamponlularla ayni

sonuglar: verir ve fosfat ¢okelti olusumu problemi de olmaz.

Aldehit grubunun en basit tyesi olan formaldehit, belki en hizli fiksatif degildir, ancak
histoloji ve arastirma laboratuvarlarinda uygulanan diger yontemler ile en uyumlu fiksatiftir.
Ucuzdur. Mikrop o6ldurtctdar. Patoloji laboratuvarinda en sik karsilasilan etkenler olan
hepatit B ve C virtgleri, tuberkiloz basili, kist hidatid etkeni ve daha nadir olsa da HIV
(AIDS etkeni) ile enfekte materyallerden kaynaklanabilecek enfeksiyonlara Kkarsi
koruyucudur. Her turli materyalin rutin fiksasyonu icin kullamlabilmektedir. Formalinde
tespit edilen dokulara, birgok 6zel boya ve IHK uygulanabilmektedir. Ancak, tespit
proteinlerin ¢capraz baglanmasi ile gerceklestiginden, antijenite zamanla azalir. Bu dezavantaj
antijeni aciga ¢ikarma yontemleri ile bir noktaya kadar tersine gevrilebilmektedir. Formalin
rik asit kristallerinin erimesine yol acgar. Fiksasyonun 24 saatten fazla siirmesi durumunda
meme dokusundaki kalsifikasyonlar da ¢ozinebilir. 1sik mikroskobik (IM) olarak incelenecek
dokularin tespitinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte, elektron mikroskobik inceleme
yapilmas: gerekli olan dokularin tespiti igin uygun degildir. Yukarida da belirtildigi gibi,
beklemekle asidik karakter kazandigindan, solUsyonun pH’simin yaklasik 7.0 olarak
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ayarlanmasi icin ¢esitli tampon sistemleri kullamilmaktadir. Bunlar arasinda fosfat yam sira,
kalsiyum karbonat, magnezyum karbonat ve TRIS tamponlari sayilabilir. Tampon icermeyen
formalinin raf mri kisadir.

%10’ luk formalin 24 saatte 2-3 mm'’ lik doku penetrasyonu ve tespiti saglamaktadir. Bu
nedenle, dokularin tespiti igin saatler gegcmesi gerekmektedir. Ancak formalinde tespit,
konsantrasyon ve 1siya bagimhdir. Siirenin kisaltilmas: amaciyla, 1sis1 60°C civarinda sabit
tutulan bir etlivde fiksasyon gergeklestirilebilecegi gibi, yine bu amagla formalinin 1sist
65°C’yi gecmeyecek sekilde mikrodalga firinda isinlama yapilabilir. Ancak, yiksek isida
otolizin hizlanmasi fiksasyon sirasinda stirekli yiiksek 1s1 kullanmayi sakincali kilmaktadr.

Genel olarak cerrahi materyalden elde edilen doku orneklerinin optimal tespiti igin 24
saat kadar (ya da en azindan bir gece) formalinde kalmas: 6nerilmekte ise de, kiigik doku
ornekleri icin 24 saatlik bir sire pratik degildir. Bu tur biyopsilerde fiksatif penetrasyonu hizl
oldugundan, bunlar patoloji laboratuvarina ulastiklari gun histoteknik isleme alinabilirler.
Igne biyopsileri ve endoskopik biyopsi 6rnekleri icin 5-6 saat ve daha bilyiik doku Ornekleri
icin 12 saatten fazla fiksasyon onerilmektedir. Dokunun yeterli diizeyde tespit oldugundan
kesin olarak emin olmak icin biyopsilerde 6-18 saat ve cerrahi materyalde ise 12-36 saat
tespitin gerektigi belirtilmistir. Eger, oda sicakliginda klasik olarak onerilen 24 saatlik
formalin tespiti beklenmeden doku dehidratasyon islemine alinirsa, yani tespit slresi
kisaltilirsa, formalin ve etanol tespitinin bir karisimi ortaya c¢ikar. Dolayisiyla, tespitin
tamamlanmadan kesintiye ugratiimasi; formalin tespitinin sadece dokunun dis kismina sinirl
kalmasina, dokunun derinlerine dogru gittikce dehidratasyon serisindeki alkol
koagillasyonunun baskin olmasina ve dokunun merkezinin ise taze ve tespitsiz olarak
kalmasina neden olur (sizofrenik fiksasyon). Uzamis formalin fiksasyonu ise asiri gapraz
baglarin olusumuna neden olarak IHK’ sal incelemeleri olumsuz etkileyebilir. Ayrica nukleik
asitlerin elde edilmesini engelleyebilir.

Formalin ve Organizmaya Etkileri

Patoloji laboratuvarlarimizin ¢ogunda, uygun havalandirma sistemi ve islemi biten
dokularin depolanacag: ¢alisma ortamindan ayri1 odalar mevcut degildir. Calisanlar, dokularin
icerisinde saklandigi mevcut formalinin buharlasmasina bagli belli seviyede formaldehite
sirekli olarak maruz kalmaktadir. Ayrica makroskopik inceleme, paraformaldehitten soltisyon
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hazirlama, formalin hazirlanmasi, 6rneklerin formaline transferi, kullanilmis formalinin atik
bidonlarina aktarimi gibi durumlarda, kisa sireli ancak daha yiksek seviyeli formaldehit

maruziyeti sbz konusudur.

Formalin buharimin havadaki konsantrasyonu ppm (part per million) ile ifade
edilmektedir. 1 ppm, 1m® havadaki 1.248 mg formalin buharina esittir (6, 7). Hissedilebilir
formaldehit diizeyi 0.1-0.5 ppm (parts per million, yaklasik 0.12-0.6 mg/m®) iken, 0.5-1.0
ppm (0.6-1.2 mg/m®) formaldehit g6z irritasyonuna, 1.0 ppm'nin {izerinde formaldehit ise
burun ve bogaz irritasyonuna neden olmaktadir (7) (Tablo 1).

OSHA (The Occupational Safety and Health Administration) tarafindan belirlenmis ve
kabul edilen formalin buhar1 givenlik duzeyleri TWA*: 1 ppm, STEL*: 2 ppm, TLV*: 0.50-
0.75 ppm'dir. Patoloji laboratuvarlarindaki formaldehit maruziyetinin yiuksek oldugu ve 0.5
mg/m® limitini* siklikla astigi bildirilmektedir. IARC kaynaklarinda patologlarda STEL
duzeyleri 3 ppm ve Uzerinde 6lgtlmustdr (6, 8). Ayrica formalin IARC Grup 1 kategorisinde
yer aan bir karsinojendir.

Tablo 1: Formalinin doza bagli toksik etkileri

Formalin Dizeyi Toksik Etkiler
0.05-1.0ppm: Kotl koku
0.05-2.0ppm: Goz iritasyonu, ndropsisik etki
0.1-25ppm: Burun ve bogaz iritasyonu
5-20ppm: Goz yasarmasi, dispne, 6ksirik, burun-géz-farinkste yanma
+20 ppm:  Pulmoner 6dem, pndmoni
+100 ppm:  Olim
1 ppm: 1.248 mg/m’

Kullanidan diger fiksatifler ve baglica 6zellikleri

Alkol: Etil alkol (%70-100) nadiren primer fiksatif olarak kullamlimaktadir. Glikojenin

korunmasi ve bazi1 HK’ sal calismalar i¢in kullanilabilirse de, cok sayida dezavantaji mevcut-

lKimya&al maddelere maruziyeti belirlemede, kimyasal maddeye maruz kalinan siireyi ve kimyasal maddenin
duzeyini birlikte ele alan bazi terimler kullamlmaktadir: STEL (Short term exposure limit): Kisa siire (15-30
dakikayr gecmeyen) icerisinde izin verilebilecek maksmum maruziyet dizeyini ifade eder. TWA (Time
weighted average exposure value): Sekiz saatlik calisma siresinde ¢alisamn maruz kalcig: ortalama diizeydir.
TLV (Treshold limit value): Sekiz saatlik ¢alisma siiresinde galisamin maruz kaldigi en yuksek degerdir.
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tur. Etil alkol dokudan su c¢ekerek protein denatlirasyonuna, dokunun sertlesmesine,
blzilmesine ve hicre distorsyonuna yol agar. Ayrica yaglarin erimesine neden
olabildiginden lipid calismalart ya da myelin boyalari sdz konusu oldugunda
kullanmlmamalidr.

Carnoy fiksatifi: Glasiyel asetik asit, absolli etanol ve kloroformdan meydana gelen bir
karisim fiksatiftir. Her tirlt dokunun tespitinde kullanilabilir. Hizli penetrasyon gosterir ve bu
nedenle bazi laboratuvarlarin acil islem gerektiren biyopsileri igin yeglenmektedir. Glikojen
ve plazma hucreleri icin iyi bir fiksatiftir. Ayrica, nikleik asitlerin incelenmesini gerektiren
durumlarda da Onerilmektedir. Buzilme ve sertlesmeyi 6nlemek icin dort saatten fazla tespit
yapilmamalidir. Kloroform tehlike yaratabilir. Ayrica kollajen iyi korunmaz ve asit fast
basiller boyanmaz. Eritrositler lizise ugrar.

Bouin solusyonu: Pikrik asit, formaldehit ve asetik asitten meydana gelen bir karisim
fiksatiftir. Ozellikle kiicik biyopsiler icin yeglenir. Klasik olarak testis biyopsilerinin
tespitinde Onerilmektedir. Eritrositler lizise ugrar ve demir ile kiigik kalsiyum depolanmalar:
¢Ozlnurler. Pikrik asit DNA degradasyonuna yol acabildiginden, dokularin intakt DNA
gerektiren calismalarda kullamimasiyla celisir.

Hollande soltisyonu: Pikrik asit, formalin, asetik asit, bakir asetattan meydana gelen bir
karisim fiksatiftir. Bouin soliisyonunun modifikasyonudur. Ozellikle lenfoid sistem ve
gastrointestinal traktlse ait olanlar olmak Uzere, kucuk biyopsilerin tespitinde kullanlir.
Bouin’e benzer dezavantajlar: vardir.

B5 fiksatifi: Civa klorir, sodyum asetat ve formalinden olusan bir karisim fiksatiftir.
Lenf nodlari, dalak gibi lenfoid dokular ile lenfoproliferatif hastalik kuskusu bulunan tim
dokularin rutin tespitinde kullanilir. Mikemmel sitolojik ayrinti sagladigi gibi, lenfoid
belirleyiciler icin antijen korunmasi da Ust dizeydedir. Bununla birlikte dezavantajlari da
mevcuttur. Oncelikle, B5 stabil bir fiksatif olmachgindan taze olarak hazirlanmasi gerekir.
Asir1 tespit, dokuda sertlesme ve frgjiliteye yol actigindan, dokunun B5' de 2-4 saat kaldiktan
sonra formaline konmasi gerekir. Ayrica bazi antijenlerin korunmasinda sorun olabilir
(keratin immunreaktivitesi gibi). Formalinde tespit edilmis dokulara B5 post-fiksasyonu
(dokunun ardisik olarak ikinci bir fiksatif ile tespit edilmesi) uygulanabilir.
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Zenker fiksatifi: Potasyum dikromat, civa klorlr ve glacial asetik asitten olusan bir
karisim fiksatiftir. Kemik iligi biyopsileri icin kullanilabilir. Dokular hizl1 bir sekilde 8-12
saat icinde tespit olur. Histolojik ayrint1 ¢ok iyidir. Eritrositler eridiginden kanli materyaller
icin yeglenebilir. Fiksasyondan sonra kromat birikintilerini uzaklastirmak icin iyodla
muamele gerekir. Molekuler analizler ve IHK igin uygun degildir. Cival fiksatiflerle birlikte
metal enstrimanlar kullamlmamalidr.

Fiksatifler Uizerine bir kargilastrrma: Ulkemizdeki durum

Fiksatifler; doku ve hiicresel elemanlar1 denatiire hale getirip otolizi durdurur, dokuyu
daha sonra uygulanacak takip islemlerine uygun ve cevre etkenlere karsi dayanikli hale
getirir. Tim amaglar icin uygun “en iyi” fiksatif yoktur. Amaca en uygun fiksatif veya
fiksatifler (postfiksasyon) veya fiksatif kombinasyonlari (karisim fiksatifler) kullamlarak
sonuca ulasilmaya calisilir.

Cerrahi patolojide en yaygin olarak kullamlan fiksatif %10’ luk formalin ¢ozeltisidir.
Ucuzdur, kullanimi pratiktir ve gevre igin 6nemli bir toksik atik sorunu olusturmaz. Piyasada
cok cesitli ve kalitesiz ¢ozeltiler bulunmaktadir. Mutlaka sertifikali ¢cozeltiler kullanmimalidir.
Formaldehid c¢ozeltileri stabil cozeltiler degildir. Beklemekle metilen glikol polimerleri
olusur, formik asit oran artar ve pH duser. Asidik formalin ¢ozeltilerinde olusan insolubl
formene pigmenti dokulara ¢oker. Formene pigmentinin olusumunu engellemek igin stok
cozeltilerinin, alkali c¢ozeltiler katilarak stabilize edilmesinde yarar vardir (kalsiyum
karbonat). Tim bu sorunlarin giderilmesi icin paraformaldehitten taze olarak %4’ 10Uk
formaldehid ¢Ozeltisi hazirlayip aym gin kullanmak gerekir. Ancak gunlik pratikte bu
yontem kullanilamamaktadir. Bunun yerine sertifikali (guvenilir Gretici firma, stabilizator
olarak belirli miktarda metanol igeren, son kullamm tarihi belirli) formalin ¢ozeltisinden
hazirlanan tamponlanmis notralize %10’ luk formalin ¢ozeltisi kullanilabilir. Bu ¢ozelti
tercihen glnlik-taze olarak hazirlamp kullamimali, hazirlanan ¢ozelti en ¢ok bir hafta sire
icinde tuketilmelidir.

Dokulara gercek bir adehid fiksasyonu uygulamak icin formaldehitin dokuya
ulasmasindan itibaren 10-12 saat kadar bir sirenin gegmesi gerekir. Ayrica formaldehitin
dokuya penetrasyonu icin gegecek siirenin de bu siireye eklenmesi gerekir. Kisaca, 34 mm
kalinliginda bir doku diliminin tamaminin gergek bir aldehid fiksasyonu ile fikse olmast igin
gegecek zaman, yaklasik 16 saat kadardir. Ancak pratik uygulamalarda bu sire oldukca
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uzundur ve Klinik baskilar sonucu gunlik uygulamalarda bu sire 34 saate kadar
kisaltilmistir. Bu siirenin en az 6 saat olmasi “sizofrenik fiksasyon zonlarinin” minumuma
indirilmesi icin Onerilir. Stre kisaldikga aldehid fiksasyonundan ziyade dehidratasyon
asamasinda kullanilan alkollerin etkisi belirginlesecek ve doku alkol tipi bir fiksasyon
morfolojisi sergileyecektir. Ulkemizdeki takiplerde, alkoliin baskin oldugu sizofrenik tespit
paternini gérmek mimkandur.

Aldehid fiksatifler proteinlerin amino gruplar: ile metilen kdpruleri veya karbon baglari
olusturur, nazik bir kimyasal fiksasyon saglar. Bu 0zellik elektron mikroskopik caligmalar
icin istenen bir Ozelliktir. Ancak parafin doku takip asamalari ve parafin kesit islemleri
sirasinda kromatini ve sitoplazmik yapilar: dis etkenlere karsi yeterince direncli bir hale
getirmez, rijit bir fiksasyon saglamaz. Bu nedenle, parafin blok kesitlerinde, 6zellikle ince
vezikuler kromatinli niivelerin kromatini parcalamp dagilabilir, 6bekler halinde toplanabilir,
arada berrak bolgeler kalir. Buna “nuclear bubling” artefakt: denir. Diger taraftan sitoplazma
elemanlart saglam-rijit bir sekilde tespit olmadigi icin daha sonra uygulanan alkol
dehidratasyonunda buzlltr, sitoplazma oldugundan kiucuk gorular, birbirine komsu hiicreler
birbirinden uzaklasir. Benzer bizilme nukleuslarda da gordlir. Bu tdr morfolojik
degisimlerin disginda kimyasal bir fiksasyon olmasi nedeniyle proteinlerin yapisint kimyasal
olarak degistirdigi igin proteinlerin antijenik 6zelliklerini de degistirmis olur. Gergek aldehid
fiksasyonu ile tespit olmus dokuda bazi antijenlerin saptanabilmesi igin aldehid gruplarimin
proteinlere baglandigi yerden koparilip uzaklastirilmas: yani proteinlerin yeniden aciga
cikarilmasi gereklidir. Bu isleme “antijen retrieval” (antijen agiga gikarma) ad: verilmektedir.

Aldehid fiksasyonunun antijenite Uzerine olan dezavantajlar1 géz 6niine alindiginda,
farkl fiksatif kullammlar1 gindeme gelmistir. Bu fiksatiflerin cogu proteinleri koagile ederek
daha saglam, rijid bir yapr olustururlar. Bu maddelerin bazilari asidik c¢ozeltilerdir.
Proteinlerin kendi isoelektrik pH’larindan uzaklasarak koagile olmalarini saglar (glasial
asetik asit, pikrik asit iceren Bouin ¢ozeltisi gibi). Diger bazilar: ise metalik katyonlar igerir.
Proteinlerin aa zincirlerinin meydana getirdigi organik gruplar ile biyuk, insoluble
koordinasyon kompleksleri olustururlar (civa klorir iceren B5 ve Zenker). Bu 6zelliklerden
de yararlanmak icin formalin ile protein prespitan ¢ozeltileri bir arada iceren karma fiksatifler
de kullamilmaktadir (B5, Bouin, Hollande). Protein presipitan ajanlar; HE kesitlerinde daha
keskin bir nikleer ayrint1 saglar, immunreaktiviteyi arttirir.

15



Diger bir fiksatif grubu ise alkol igeren fiksatiflerdir. Alkol, protein presipitan ve
dehidratan Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle antijen korunmasi iyidir. Agir metaller gibi
kromatinde kiriklara yol agmadig: icin molekiler genotipik calismalar icin de uygun bir
fiksatiftir. Ancak dehidratasyona yol agtigi icin doku ve hicrelerde biizilme artefaklarina
neden olur. Bu 6zellik kicglk dokularda ¢ok belirgindir ve “kuruma artefaktr” olusturacak
duzeye ulasir. Bu nedenle alkol, tek basina konvansiyonel H&E histolojisi igin kullamma
uygun degildir. Bunun yerine alkolin de yer adigi karma fiksatifler tercih edilir (AFA
¢Ozeltisi: metanol, formalin, glasial asetik asit).

Evrensel bir fiksatif olmasi nedeniyle ndtral tamponlu %10 formalin, tercih edilebilecek
bir fiksatiftir. Ancak, 6zellikle yanlis uygulamalarin da katkisi ile (yetersiz fiksasyon siresi,
standart dis1 ¢Ozelti kullanimi, agresif dehidratasyon uygulamalari) morfolojik incelemelerde
standart kalite diizeyine her zaman tam olarak ulasmak miimkiin olmamaktacir. Ozellikle
morfolojik ayrinti konusunda Gstunlikleri olmasina karsin, gevre icin toksk atik olmalari,
maliyetinin yiksek olmasi ve de nikleik asit korunmasinin kéti olmasi gibi nedenlerle B5 ve
benzeri civa igeren fiksatiflerin rutin olarak kullammu tercih edilmemektedir. Bouin ¢ozeltisi
antijenik incelemelerde zaman zaman sorun olusturmaktadir. Zinc formalin ve Hollande
¢cozeltisi hem morfolojik hem de antijenik incelemelerde basarili sonuclar vermektedir.
Ozellikle kiigiik dokularda (tru-cut biyopsiler, kiicik insizyonlar, endoskopik biyopsiler, deri
punch biyopsileri) Hollande fiksatifi ile mikemmel morfolojik ayrinti1 elde edilmektedir.
Ancak tim bu agir metalli koagulatif fiksatifler nikleik asit zincirlerinde kirilmalara yol
acmaktadr.

Patolog Karl Weigert 1893 de formalin ile fiksasyondan sonra elde edilen kesitlerin
kalitesinin daha iyi oldugunu fark etmis ve o zamandan bugline dek, formalin patoloji
laboratuvarlarimizda standart fiksatif olarak kullanmilagelmistir. Formalin mikemmel fiksatif
degildir, bu nedenle bu siiregte yeni fiksatif arayisi hep stirmis ve yukarida da belirttigim gibi
birbirlerine farkli agilardan Gstiin fakat yine mikemmel olmayan cesitli fiksatifler Gretilmistir.
Ancak higbiri formalinin yerini alamamamistir. Bugiin diinya genelinde patoloji bélimlerinde
depolanan dokular formalin ile fikse, parafine gémult (FFPG) dokulardir. Histoloji teknikleri
ve antikor imalat¢ilarinin hemen timd, trtnlerini FFPG dokulara gore optimize etmislerdir.
Toksik ve karsinojenik etkileri yam sira formalinin bir diger dezavantaji, bir fiksatif olarak

molekuler testler agisindan sinirli etkinligidir.
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Y ukarida belirtilen avantgjlar ve dezavantagjlar gozetilerek, uzunca bir siredir patoloji
laboratuvarlarimizda, histopatolojik doku takip islemlerinde agirlikli ve yaygin bir sekilde
formaldehit ¢ozeltileri kullamlmaktadir. Ancak gunumizde, teknolojik gelismelere bagl
olarak bu konuda yeni arayislar ve degisiklikler gindemdedir:

IHK’sal yontemlerin kullanmminin artmast ve yayginlasmas: ile birlikte antijen
korunmasinin giindeme gelmesi.

Molekuler biyoloji yontemlerinin kullamma girmesi ile birlikte nikleik asit
korunmasinin giindeme gelmesi.

Toksik ve karsinojen etkilere bagli saglik sorunlarinin giindeme gelmesi.
Infeksiyoz gjanlarin yarattig1 sorunlar.

Kimyasal olmayan bir yontem olarak mikrodalga 1sinlamanin giindeme girmesi.

TUm bu sorunlar doku fiksasyonu igin formalin alternatiflerinin arayisim dogurmus ve
bircok bilim adami ve sirket, cok sayida yeni, formaldehit icermeyen, daha az toksik fiksatif
gelistirmistir (9). Turkiye'de ticari olarak satisa sunulan formaline alternatif fiksatifler
Glyofixx® (Shandon), Cell block® (Biooptica), Greenfix® (NIC), Finefix® (Milestone) dir.
Ancak, Finefix® disinda bu solliisyonlarin, patolojide kullanilan ileri inceleme yontemleri

acisindan uygunlugu henliz arastirilmamustir.

Seffaflandirma

Fiksasyon sireci tamamlanan dokular, mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi
amaci ile, doku takibi olarak bilinen, gdmme ile sona eren, dokunun gssitli soltsyonlarda
bekletilmesini kapsayan islemler dizisine tabi tutulur. Bu islemler dizisinde doku oncelikle
dehidratasyon amacli artan alkol serilerinde tutulur ve doku igindeki su alkol ile yer degistirir.
Bir sonraki asama, doku icindeki alkoltin, organik solventler (seffaflandirici gjan) ile yer
degistirme sireci olan seffaflandirmadir. Daha sonraki ve son asama ise dokuyu sertlestiren,
bu kez seffaflandirici gjan ile parafinin yer degistirdigi impregnasyon asamasidir. Alkol gibi
dehidratasyon igin kullanilan maddeler, impregnasyon i¢in kullanilan parafin gibi maddelerle
uyusmazlar. Seffaflandirict ajanlar ise her ikisiyle de gecimlidirler. Bu nedenle akol ve
parafin arasinda gegis maddesi olarak kullanilirlar. Eger fiksatif ile gomme materyali birbiri
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ile uyumlu olsaydi, o taktirde seffaflandirict ajan kullanimina yani seffaflandirma asamasina
gerek kalmazd.

“Seffaflandirici gjan” teriminin nedeni bu maddelerin dokuyu transparan (saydam) hale
getirmesidir. Ulkemizde kolayca bulunan ve baslica kullanilan seffaflandirici gjan ksilen' dir
(Xylene). Ancak azalmis toksisiteleri nedeni ile ksilen alternatifi sollisyonlar da popularite
kazanmaktadir. Azalmig toksisite, bu soliisyonlarin ksilenden farkli molekiler yapilarinin

sonucudur.

Ksilen, aromatik hidrokarbonlar olarak bilinen organik molekdller kategorisindedir. Bu
kategorideki molekuller, halka yapisi olusturan karbon ve hidrojen atomlar: icerirler (Sekil 2).
Ksilenin kimyasal formulti CgHio'dur. Iki metil grubunun (-CHs) baglandigi alti karbon
halkasi icerir. Baska deyisle, bi-metile bir benzen tirevidir. Ksilen alternatifleri ise alifatik
hidrokarbonlar kategorisindedir. Kimyasal yapilarinda, halka yerine zincir olustururlar.
Molekiler yapilarindaki bu farklilik, ksilen tirevlerini ksilenden daha az toksik kilmaktadir.

Sekil 2: Hidrokarbonlarin aromatik ve alifatik iki farkli yapisi.

Molekiller yapi, kismen maddenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirler. Aromatik
hidrokarbonlar, alifatik hidrokarbonlardan cok daha zararlidir. Ksilen alternatiflerinin
popularite kazanmasinin en biyltk nedeni de budur. Ancak toksisitedeki degisiklige,
performansta da degisiklik eslik etmektedir. Alifatik yapilarindan dolayr bu substratlar,
aromatik karsiliklarimn yaptigi aym etkiyi gergeklestirmek icin daha uzun sireye ihtiyag
duyarlar. Cunku alifatik yapi, penetrasyon oramim dustrdr. Ayrica ksilene gore, sollisyonun
daha sik araliklarla degismesi gerekecektir, cunki alifatik hidrokarbonlar kontaminasyona,
aromatik hidrokarbonlardan daha az toleranslidir. Yine doku takibinde kullanilan parafinin de
daha sik araliklarla degistirilmesi gerekecektir. Rutinde, parafinin ne zaman degismesi
gerektigini gosteren en kolay yontem, parmagimizi igine daldirdigimizda yagli/yogun kivamli
bir hal aldigini fark etmektir. Ksilen alternatifleri kullamldiginda, alifatik yapilari nedeni ile,
parafinin ¢cok daha hizl1 yaglh hal aldigi fark edilecektir (yaglar da alifatik hidrokarbon
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komponentleri igerirler). Bu nedenlerle daha az zararli olan bu ksilen alternatifleri

kullanilirken, bazi protokol degisikliklerine ihtiya¢ duyulacaktir.

Aromatik hidrokarbonlar norotoksisite ile belirli benzer akut toksik etkilenmeye neden
olurlar. Kronik maruziyette ise farkli patolojik durumlar izlenebilir. Benzen oldukga
myelotoksiktir. Bu solventler, solunum yolu, sindirim yolu ya da deri yoluyla organizmaya
penetre olabilir. Bunlardan solunum yolu en sik etkilenim yoludur. Sindirim yolu ile etkilenim
genellikle kaza iledir. Ksilen ile yapilan hayvan deneyleri ve insanlardaki arastirmalar
sonucunda karsinojen olduguna dair bir kanit elde edilememistir.

Gunumuzde ksilen yerine gecebilecek daha az toksik seffaflandiricilar Gretilmistir (10).
Turkiye'de ticari olarak satilan ksilene alternatif seffaflandiricilar Xylene Substitute®
(Shandon), Bio Clear® (Bio-Optica), Sub-X° (Surgipath), Ottix° (Diapath)’dir. Ancak bu
solusyonlarin  patolojide kullamilan ileri inceleme yontemleri ile uygunlugu heniiz
arastirilmamustir.

Hibridizasyon

‘Hibridizasyon’un kelime anlami, ‘birbirini tamamlayan molekillerin birlesmesi’ dir.
Birbirlerini tamamlayan nikleik asitler DNA ya da RNA olabilir. Molekiller arasindaki
baglanma esas olarak hidrojen bagiyla saglanir. Bu baglar adenin ile timin arasinda iki, guanin
ile sitozin arasinda U¢ hidrojen bagi seklinde olusur. Hibridizasyon, molekiler biyolojide,
6zglin nikleik asit dizilerini tammmlamak icin kullanilan guclt bir yontemdir. Iki tamamlayici
nikleik asit dizisinin (iplikgigin), uygun ortamda ¢iftli DNA-DNA, DNA-RNA, RNA-RNA
yapilar olusturmasi olarak tanimlanabilir. Tek zincirli nikleik asitlerin ¢ift zincirli yapilar
yapmaya egilimi, bu yontemin temelini olusturmaktadr.

Bu yontemin ilk asamasi, DNA'min ¢gift heliks yapisinin 1s1 ve/veya yiksek pH(>13) ile
karsilastiginda bozulmas: ve tekli diziler halini almasidir ki “denatirasyon” olarak adlandirilir
(Sekil 3). Ancak tekli diziler uygun tamamlayici dizilerle tekrar ikili yapilar halini alirlar
(Hibridizasyon-DNA renaturation, reassociate, reanneal). Tekli dizilerden en az birine,
isaretleyici bir molekll (radyoizotop, floresein vb) baglandig: takdirde, 6zgun ikili yapilar
laboratuvarda cesitli  yontemlerle saptanabilmekte ve bdylelikle hibridizasyon ya da
baglanmanin gerceklestigi anlasilabilmektedir (11). Burada tamamlayici sekanslar1 bulmak
icin kullanilan isaretli dizilere ‘prob’ adi verilir. Probun 6zgin oldugu nikleik asit dizisi ise
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hedef (target) olarak adlandirilir. Isaret, floresan boya maddesi olabilecegi gibi, IM ile
gortlebilecek nonfloresan bir boya maddesi de olabilir. Isaretleyicinin tipine gore
hibridizasyon isleminin ach degisecektir. Hibridizasyon islemimizin adi; probumuzda isaret
olarak floresan boya maddesi mevcut ise FISH, IM ile gorilebilecek nonfloresan bir boya
maddesi mevcut ise CISH olacaktir (11).
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Sekil 3: Hibridizasyon isleminin temel reaksiyonlar:

HER2/neu ( c-erbB2 veya HER 2)

Insan kanser modelinde c-erbB2 reseptor overekspresyonu ve gen amplifikasyonu,
onkojenik transformasyon ve timoérogenezisde rol oynar. c-erbB2 geni, 17. kromozomun
uzun kolunda lokalize bir protoonkogendir. Epidermal blytme faktorl reseptori (EGFR)
ailesi veya HER ailesinin [HER-1 (c-erbB-1,EGRF), HER-2 (c-erbB-2), HER-3 (c-erbB-3),
HER-4 (c-erbB-4)] dort tyesinden biri olan HER2/neu, 185 kDa agirliginda, tirozin kinaz
aktivitesi olan bir transmembran glikoproteini kodlar. c-erbB2 i¢in tammlanmis ligand
proteini yoktur. Reseptor aktivasyonu icin ligand, reseptor, dimer olusumu gibi Uc degiskene
ihtiyac vardir (12). Ligand reseptore baglandiktan sonra, bu reseptér HER-1, HER-2, HER-3
ve HER-4 reseptérlerinden biri ile baglanarak dimer olusturur. Dimer olusumu iki ayni
reseptor (homodimer) ile veya iki farkli reseptér (heterodimer) ile olabilir. Daha sonra
intrasellller bolgede yer alan tirozin kinaz fosforile olur ve sinyal iletim yollar1 ligand ve
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dimer tipine bagli olarak aktive olur. NUkleusta bazi genler aktive olarak hiicre bolinmesi
gerceklesir. HER2'nin belli bir ligandi olmamasina karsin, HER2 heterodimerleri uzun sireli
ve potent etkiye sahip olduklarindan HER2 ailenin diger Uyeleri tarafindan dimerlesme icgin
tercih edilir (13). Bu durum HERZ2 nin timorogenezisdeki 6nemini agiklamaktadir; ¢iinki
ortamda HER2 ne kadar fazla ise olusan heterodimer sayisi, iletilen sinyalin siiresi ve gicl 0
oranda artmaktadir.

HER2/neu Tespit YOntemleri

Normal hiicrelerde HER2'nin iki gen kopyasi bulunmaktadir. Kanserli hiicrelerde gen
kopya sayisi bu rakamin gok tizerindedir. HER2 tespitinde en sik kullanilan iki yontem; THK
ve ISH'dir (Tablo 2).
Tablo 2: HER2 tespitinde kullamlan yontemlerin karsilastiriimasi

CISH FISH IHK
Sinyal stabilites Arsivienebilir Zamanla solar Arsivienebilir
Mikroskop Isik alan Floresans Isik alan
Buyutme x40 x60-100 x20-40
Protokol Overnight + 3h, 55 dk Overnight + 3h, 12 dk 3h, 2dk
uzunlugu
Morfoloji Iyi Kisith Iyi
Egitim gerekliligi Orta Y Uksek Dusik
internal kontrol Evet Evet Hayir
Yorum Objektif/kantitatif Objektif/kantitatif Subjektif/kalitatif
M asr af Orta Y Uksek DusUk

CISH’in avantajlart:

Pratik ve maliyet agisindan tsttin olmasi,

IHK ile benzer bir teknigin kullamm,

Degerlendirmenin, laboratuvarlarda mevcut IM ile yapiliyor olmasi,
Gen durumunun doku morfolojisi ile birlikte degerlendirilebilmesi,
Arsivlenebilir ve kantitatif sonuglarin elde edilmesi.
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GEREC VE YONTEM

Kullanmlan Soltsyonlar

Fiksasyon asamasinda, standart fiksatif formalin yam sira, Turkiye' de ticari olarak

satisa sunulan, formalin alternatifi dort ayr1 fiksatif (Tablo 3); seffaflandirma asamasinda ise,

standart olarak kullamlan ksilen yami sira, Turkiye'de ticari olarak satisa sunulan, ksilen

aternatifi U¢ ayr1 seffaflandirici kullamld: (Tablo 4).

Tablo 3: Caligmada kullamlan fiksatifler

Fiksatif Firma Bashca Etken Madde
Formalin® Formaldehit
Glyo-Fixx® Shandon Glyoxal
FineFIX® Milestone, Bergoma, Italy Etanol ile diliie patentli formdll
Cell block® Biooptica Glyoxal
Greenfix® DiaPath Ethandial

Tablo 4: Calismada kullanlan seffaflandiricilar
Seffaflandirice Firma Yapis
Kslal Riedel-de Haen Aromatik hidrokarbon
Xylene Substitute® Shandon Alifatik hidrokarbon
Bio Clear® Bio-Optica Terpen
Sub-X® Surgipath Alifatik hidrokarbon

Calismada, yukarida belirtilen bes farkli fiksatif ve dort farkli seffaflandirici
kullanilarak, 13 farkli doku takibinin uygulanmas: planland: (Tablo 5).
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Tablo 5: Uygulanan 13 farkli doku takip protokoli

DTno Fiksatif Dehidratasyon Seffaflandirma Gomme
1 F * Aseton ve alkol bazli (propanol ve *Parafin ve mineral
dimetil stilfoksit icerikli) bir sollisyon yagi karigimi

karisimi + mikrodalga

2 F E K P
3 F E Ksilen Substitude® P
4 F E Bio Clear® P
5 F E Sub-X° P
6 Glyofix® E K P
7 Finefix® E K =
8 Cell block® E K P
9 Greenfix° E K P
10 Glyofix® E K silen Substitude® P
11 Finefix® E Ksilen Substitude® P
12 Cell block® E Bio clear® P
13 Greenfix® E Sub X° P

DTno: Doku takip numarasi,, F. Formalin, E: Etanol serilerinden olusan, patoloji
laboratuvarlarinin genelinde kullamlan alkol takibi, K: Ksilol, P: Parafin.

* Tissue-Tek Xpress x120 (Sakura Fineteck USA, Inc.; Torrance, CA) ile uygulanan
mikrodalga doku takibi.

Doku Ornegi Toplama ve Fiksasyon

Doku drnekleri aym gun toplandi. Patolojik incelemeyi olumsuz etkilememek igin,
Ozellikle radikal rezeksiyon materyalleri secildi. Doku toplama isleminin yapildigi giine ait
ameliyat listesine bagli olarak, on farkli non-tumoral doku (serviks, uterin korpus, over,
rektum, yag doku, safra kesesi, deri, mide, akciger, karaciger) ve u¢ farkli timoér dokusu
(sigmoid kolon timor dokusu, akciger timér dokusu ve meme tUmor dokusu) calisild.

Operasyon sirasinda kan damari destegi kesilen dokularin, ameliyathaneden patoloji
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laboratuvarina en kisa siirede (5-15 dakika) ulasmast saglandi. Dokular, makroskopi salonuna
ulasir ulasmaz makroskopik incelemesi yapilarak, énceden planlanan 13 farkli doku takibi
(Tablo 5) igin, her dokudan hizlica, ortalama 5-10 mm ¢apli, 1.5-2 mm kalinlikta 13" er drnek
alindh ve kodlanarak kasetlendi. Kasetler uygun fiksatiflere konularak, oda sicakliginda
fiksasyon asamasina gegildi. Uygulanan fiksasyon siresi, dokularin makroskopi salonuna
ayni gun igerisinde, ancak farkli saatlerde ulasmis olmasi nedeni ile 15-24 saat arasinda
degisti.

Doku Takibi

1 no’lu doku takibi, “Tissue-Tek X-Press x120 (Sakura Finetek USA, Torrance, CA)”
tam otomatik, mikrodalga destekli hizli doku takip cihazinda gerceklestirildi. Cihaz dort
istasyon icermektedir. Ik iki istasyon mikrodalga, diger ikisi ise vakum Uniteleridir. Kasetler
her istasyonda 15 dk kalir ve bir digerine robotik kol yardim ile aktarilir. Sonug olarak takip
bir saatte tamamlanir. ilk iki istasyon dehidratasyon ve seffaflandirmayi, son iki asama ise
gomme islemini gerceklestirir. ilk iki istasyonda 6rnekler aseton ve alkol bazl: (propanol ve
dimetil stlfoksit igerikli) bir solisyon karisim igine daldirilir, mikrodalga uygulamasina
maruz birakilir ve 62°C’ de calkalanir. Uciincii istasyonda, doku érnekleri parafin ve mineral
yag1 karisimi icinde 65°C’'ye isitilir ve vakuma maruz birakilir. Son olarak, dérdincii
istasyonda, 65°C parafin havuzu icindeki érneklere vakum uygulanir (Sekil 4).

15 min 15 min 15 min 15 min
MW 4 MW /X Heat /A Heat
agitation agitation vacuum vacuum

Acetone/ Acetone/
Alcohol Alcohol Mineral oil Paraffin
solution solution paraffin

— —~ f -’ — - o -

Sekil 4: 1 no’lu hizl1 doku takip metodu.

2-13 no’ lu doku takiplerinin alkol takibi asamasi ortak olup, tam otomatik kapali doku
takip cihazinda (Leica) gerceklestirildi (Sekil 5). Uygulanan alkol takip protokold, her biri bir
saat siiren toplam alt: istasyon icermektedir. Istasyonlar su sekildedir: %70 etanol iceren bir

24



istasyon, %80 etanol iceren bir istasyon, %90 etanol iceren bir istasyon, absoll etanol iceren
iki istasyon ve isopropanol igeren bir istasyon. Ardindan seffaflandirma ve gdmme
asamalarina elde takip ile devam edildi. Bu doku takipleri icin seffaflandirma asamasinda biri
ksilen, digerleri ksilen alternatifi olmak Uzere dort farkli seffaflandirict kullanildi (Ksilol,
Xylene Substitude®, Bio Clear®, Sub-X®). Doku 6rnekleri seffaflandirma asamasinda, iki ayr:
kutuda birer saat olmak Uzere, her bir soltisyonda toplam iki saat bekletildi (kutu-1'de bir saat,
kutu-2'de bir saat olacak sekilde). Ardindan parafin igeren siral1 U¢ ayr1 kutuda toplam 4 saat
gbmme asamasi uyguland: (kutu-1'de 1 saat, kutu-2' de 1 saat, kutu-3'de 2 saat).

Fiksatif Etanol Seffaflandirici Parafin

15-24h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 1h 2h

L oo UL oo

% 70 %80 % 90 % 100 % 100 isopropanol
Sekil 5: 2-13 no’lu takip protokolleri. Bu doku takiplerinin fiksasyon ve seffaflandirma

asamalarinda farkli soltsyonlar kullamlmustir. Dehidratasyon ve gomme asamalari ise
ortaktir.

169 adet blogun (13 farkli doku X her bir dokudan 13'er 6rnek = 169 kaset) her
birinden 4 mikronluk kesitler alinarak H&E ile boyandi. Kesitler doku bitinligl agisindan
degerlendirildi ve gerekli bulunanlardan (6rnegin kesitte epidermisi ¢ikmamus deri dokusu
bloklar) yeni kesitler alindi. Ardindan kesitler, kesitin bitin olarak histolojik kalites,
hematoksilen ve eozin boyalarimin kesitteki kontrasti ile sitoplazma, kromatin ve niikleer
membrant iceren parametreler ile H& E diizeyinde morfolojik olarak degerlendirildi.

Elde ettigimiz dokulara uygulanacak HK’sal ve IHK’sal boyalar, érneklenen dokularin
niteligine bakilarak belirlendi. HK’sal boyama igin periodic acid Schiff (PAS), Retikulin,
Masson, Verhoeff’s Van Gieson (VVG), ve Alcian blue (AB) secildi. IHK’sal boyamaiicin ise
hem nikleer hem sitoplazmik boyanma saglayan, rutinde sorun c¢ikartan ve daha fazla
kullanilan antikorlarin secilmesine 6zen gosterildi (Tablo 6). Ardindan meme timér
dokusundan (M); karaciger dokusundan (Kc); rektum mukozasi& kolon tiimor dokularindan
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(R-Ktm); deri& mide dokularindan (D-M) ve akciger& uterus dokularindan (A-U) olmak Uzere
bes ayr1 doku dizini (TMA) olusturuldu (Sekil 6). Bunun icin H-E boyal1 kesitlerden ilgili
alanlar isaretenerek, doku bloklarindan 3 mm ¢apl: doku korlar: alind: (Tissue-Tek® Quick-
Ray™ 8018). Takiben HK’sal ve IHK’sal boyamalar icin bu TMA’lardan 4 mikron kalinlikta
kesitler alindh.

Tablo 6: Uygulanan HK’ sal ve IHK’sal boyalar

TMA HK IHK
Kod Doku/dokular NUk|eer Sitoplazmik
M Meme timar - ER, PR HMWK, cerbB2
Kc Karaciger Retikilin, Masson P-CEA, HepatositA, CD3, CD20,
LCA
R-Ktm Rektum ve kolon tm AB P53, ki67 CK20, Kappa, lambda, S100,
CD38
D-M Deri ve mide PAS, VVG P63 Mean-A, CGA, CK,
HMBA45,CD117
A-U Akciger tm ve uterus - TTF-1 CD10, Caldesmon, CK7, Vimentin,

Desmin, CD34, Aktin

ER: Ostrojen reseptoril, PR: Progesteron reseptorii, TTF-1: Tiroid transkripsiyon faktoir-1, HMWK: Y iiksek
molekll agirlikli keratin, P-CEA: poliklonal anti-karsno embriyonik antijen, CGA: Kromogranin A, CK:
Sitokeratin.

Histokimya-immiinohistokimya
Histokimya

HK’sal boyama igin, TMA bloklarindan 4 mikron kalinlikta kesitler alindi. Sirotik
karaciger dokusuna ait TMA bloguna ait kesite uygulanan gimis boyama ile retikdlin
fibrillerindeki, Masson ile fibrotik dokudaki boyanma; rektum mukozasi ve kolon timor
dokularindan olusturdugumuz TMA bloguna ait kesite uygulanan AB ile kolon mukoza epitel
hicress ve tumor hicrelerindeki asidik misin boyanmasi; deri ve mide mukozasi
dokularindan olusturdugumuz TMA bloguna ait kesitlere uygulanan VVG ile dermisteki
elastik fibriller boyanma, PAS ile mide mukoza epitelindeki mukus htcrelerinin salg:
materyalindeki eozinofilik boyanma degerlendirilmistir (Tablo 6).
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Sekil 6: HK’sal ve IHK’ sal boyamalar icin olusturulan TMA'’ lar.

Immiinohistokimya

TMA kesitlerine, standart avidin-biotin complex (ABC) metodu ile, altisi nikleer (ER,

PR, p53, p63, TTF-1, ki-67), 24’ (i sitoplazmik olmak Uzere (cerbB2, HMWK, pan-sitokeratin
(pan CK), CK7, CK20, aktin, desmin, caldesmon, vimentin, CD10, CD117, pCEA, Hepatosit-
A, Melan-A, HMB45, S100, CD34, kappa, lambda, CD38, LCA, CD3, CD20, kromogranin-
A) olmak Uzere, toplam 30 ¢esit primer antikor kullanmilarak immiinboyama uyguland: (Tablo

6). IHK boyama protokolii su asamalar: icermektedir:

1.

o~ w DN

TMA'’lardan ince lizinli lamlara, 3 mikron kalinlikta kesitler alindi.

Kesitler etiivde yaklasik 55°C’ de bir gece bekletilerek parafin eritildi.

Ertesi gun kesitler ksilen ile deparafinize edildi.

Kesitler azalan alkol serilerinde rehidrate edildi.

Kesitler endojendz peroksidaz aktivitesini bloke etmek amagli 15 dk sire ile “%0.3
H,0O," soliisyonunda bekletildi.

TriSEDTA buffer’da (10mM/1mM; pH 9.0), 95°C’de (PT modiilde) 20 dk antijen aciga
cikarma uyguland: (1st ile agiga cikarma).

Nonspesifik baglanma reaksiyonunu (endojendz biotini bloke etmek) onlemek amacli
“ultraV block” (kullamma hazir soltisyon) kullanildh.

Primer Ab damlatilarak 1 saat oda isisinda inkiibe edildi ve Tris buffer ile yikandh.
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9. Biotin (Secondary Antibody biotinilate) damlatilarak 20 dk oda 1sisinda inkiibe edildi ve
Tris buffer ile yikand:.

10. Streptavidin (Tertiary Antibody Streptoavidinabiotin) damlatilarak 20 dk oda isisinda
inktibe edildi ve Tris buffer ile yikandh.

11.1 ml substrata 1 damla kromojen eklenerek hazirlanan DAB sollsyonu kesitlere
damlatilarak 5-7 dk oda 1sisinda beklendi. Ardindan kesitler cesme suyunda yikandi.

12. Hematoksilen ile kontrast boyama uyguland:.

13. Kesitler yikselen alkol serilerinde, her birinde 2'ser dk bekletildikten sonra ksilolde 5-10
dk bekletildi ve entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Boyanan kesitler sanal mikroskopta (Mirax Pannoramic Midi) taratilip, bilgisayar
ortaminda reprezentatif alanlar isaretlendi (Sekil 7). Ardindan bu isaretli alanlar IHK yazilim
program ile (3D Histech NuclearQuantO, MembraneQuantO) bilgisayar ortaminda

degerlendirildi.

Sekil 7: TMA kesitine ait, bilgisayar ortamina aktarilmis goruntii. IHK yazilim program
tarafindan degerlendirilmesi istenen reprezentatif alanlarin isaretlenmis oldugu izleniyor.
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CISH

Calismamizda CISH uygulamast icin “Invitrogen, SPOT-Light HER2 CISH Kit”i
kullanmldi. Uygulama iki giinde tamamlandi. Su asamalar takip edildi:

- Uygulama asamasina gegcmeden once, kullanilacak soltsyonlar (Ksilen, %100 EtOH, EtOH
serileri (%70, %85, %95, %100), PBS/Tween 20 buffer, %3 H,0,), prospektiise uygun
sekilde hazirlandh.

- Calismamiz dahilindeki meme tumard, kolon timor ve akciger tumori dokularinaait TMA
bloklar1, bir adet pozitif kontrol blogu (kendi arsivimize ve 2011 yilina ait, IHK’sal olarak
cerbB2 ++, FISH pozitif oldugu bilinen meme tumdr dokusu) ve 1 adet negatif kontrol
blogunun (primer antikor uygulamadigimiz, kendi arsivimize ve 2011 yilina ait, iHK’sal
olarak cerbB2 ++, FISH pozitif oldugu bilinen bir meme timdr dokusu) her birinden (toplam
5 ayr1 blok), “Superfrost Plus microscope dide’laring, 4-5 mikron kalinlikta kesitler alindh.
Prospektuste, 2-3 mikron kalinlikta kesitlerin, yanlis sekilde dusik gen kopyast sonucu
verebilecegi, bu nedenle 4-5 mikron kalinliktaki kesitlerin daha uygun olacagi
belirtilmektedir.

- Kesitler, etiivde, 60°C’ de, 4 saat inkiibe edildi.

- Uygulamanin ilk gini 6nceden hazirlanan ksilol ve absolii alkol ile kesitler deparafinize
edildi. Deparafinizasyon sonrasinda, Tris EDTA tampon iceren sollisyon icerisinde lamlar 15
dakika 98-100 °C’'de kaynatilarak 1si ile agiga cikarma on islemi uygulandi. Bu islemin
ardindan, pepsin igerikli bir soliisyon ile enzim sindirimi uygulanch. Ornekler daha sonra alkol
serilerinde dehidrate edilip, havada kurutuldu ve HER2 probu eklendi. Prob uygulamas: ve
uygun ebatta lamel ile 6rnegin kapatilmasindan sonra, 10 saatten uzun slrecek (bir gece)
denatiirasyon ve hibridizasyon asamasina gegildi. Bu asama icin “hibridizer” cihazi (Dako,
Code S2451) kullanildi. Denatiirasyon asamast 95°C'de 5 dk, hibridizasyon asamasi ise
37°C’ de ve 18 saat uyguland.

- Tkinci giin hibridize olmayan problarin uzaklastirilmas: amaci ile 6rnekler yikand: ve sinyali
kromojenik olarak belirlemek amagl: ardisik antikor uygulamasi (*immiinodetection”) yapildi.
Son olarak doku morfolojisini de belirlemek amacgli 6rnekler Mayer’s hematoksilen ile
boyanip, lamel ile ortaldi. IM ile degerlendirme yapildi.
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Nukleik Asit Ekstraksiyonu
DNA Ekstraksiyonu ve Amplifikasyonu

Calismamizda DNA ekstraksiyonu igin invitrogen'in genomik DNA piirifikasyon Kiti
(Invitrogen PureLink Genomic DNA Kits, K1820) kullamldi. DNA ekstraksiyonunun
uygulanmasi i¢in kolon timér dokusu secildi. Uygulamada kit prosedirlerine uyuldu. Lizat
hazirlama, DNA baglama, DNA yikama ve DNA siyirma olmak tizere 4 temel basamag: olan
DNA ekstraksiyonunda (Sekil 8), kisaca asagidaki asamalar takip edildi:

Lizat hazrlama: Ayni kolon timér dokusuna ait, her biri icin farkli doku takibi
uygulanmis olan 13 adet parafin blogunun her birinden, 10 mikron kalinlikta, doku alanina
gore 10-15 kesit alinarak, temiz 1.5 ml’'lik ependorf tuplerine yerlestirildi. Bu asamada
mikrotom ksilol ile dezenfekte edildi, steril eldiven ve kesitleri ependorflara yerlestirmek igin
steril kirdanlar kullanildi. Kesitler ksilol ve absoli alkol kullamlarak, deparafinize ve
rehidrate edildi. Santrifllj sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Daha sonra kalan ¢okelti Gzerine
“PureLink Genomic Digestion Buffer” ve “Proteinaz K” eklendi ve bu karisim 50°C’ de bir
gece boyu inkiibe edildi. Ertes gun santrif(j sonrasinda, lizat yeni bir temiz ependorf tlbi
icine aktarildi. Ardindan lizata RNAaz A, “PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer” ve
absolu etanol tatbik edilip karistirildi. Bu sekilde homojen bir sollisyon elde edilip, “binding
DNA” asamasina gegildi.

Binding DNA: Kit icinde olan toplayici tup (“collection tube”) igine “PureLink Spin
Column” yerlestirildikten sonra, lizat “PureLink Spin Column” igine aktarildi ve oda
sicakliginda, 1 dk, 10000g devirde santrifllj uygulandi. Santrifllj sonrasi toplayici tip atilarak,
“PureLink Spin Column” yeni bir toplayici tlp icine yerlestirildi. DNA yikama asamasina
gegildi.

DNA y:kama (Washing DNA): Kit icerisinde olan yikama soltisyonlari ile, prosedire
uygun sekilde DNA yikand:.

DNA'nin elusyonu: “spin column”™ (DNA tutunmus olan kolonlar) temiz bir eperndorf
tup icine yerlestirildikten sonra, kit i¢erisinde olan uygun “Elution” sollisyon ile ve prosedire
uygun sekilde, kolona tutunmus olan DNA’lar ayrildi. Bu asama da tamamlandiktan sonra, en
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basta parafinize doku kesitinden geriye, ependorf tlbi icerisinde, arindirilmig/saf DNA elde
edilmis oldu. Elde edilen DNA, elektroforez asamasina kadar -20°C’ de korundu.

Figure 1—Easy-to-follow PureLink™ spin column-based purification method.

=— — a—
wd | | L —
@ applications
7 \6’
Sample preparation DNA binding Washes Elution

and pretreatment

Sekil 8: PureLink™ spin column-bazli plrifikasyon metodu.

DNA konsantrasyonlari Nanodrop ND-1000 UV spektrofotometre kullanilarak saptandi.
Izole edilen orneklerdeki DNA bitinlugt, her bir 6rnekten 500ng/ul DNA’min jel
elektroforezi ile belirlendi. Orneklerden elde edilen DNA’'mn PCR resksiyonlarinda
kullarilabilirligi, farkli blytklikteki DNA fragmanlar: bitin orneklerde PCR ile amplifiye
edilerek arastirild.

PCR

Oligo primer analiz yazilimi (National Bioscience, Inc) kullanilarak dizayn edilen (g cift
primer PCR reaksiyonunda kullamilmistir. PCR reaksiyonu 0,2ul hacimli steril ve tim
enzimlerden arindirilmis PCR tlpleri icerisinde total hacmi 15 pl olacak sekilde kurulmustur.
Reaksiyon final konsantrasyonu; 1 U DNA Tag polimeraz(Fermentas, EU), 25 ng genomik
DNA, 1X DNA Taqg polimeraz tamponu, 2.5 mM MgCI2, 0,6 pmol/ul ileri ve geri primerler,
0,2mM dNTP olacak sekilde optimize edilmistir. Termal profil olarak; baslangig
denatiirasyonu 95 °C'de 7 dakika, denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye, annealing belirlenen
optimum sicaklikta 30 saniye, uzama asamasi 72 °C’de 30 saniye ve sonlanma uzamasi 72
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°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Kurulan her bir PCR grubunda negatif kontrol
olarak kalip yerine suyun konuldugu reaksiyon ile kontaminasyon olup olmadigi kontrol
edilmistir. Ardindan PCR Urunleri 2%’lik agaroz jelde yurUtalip UV transiliminator ile

gorintdlenmistir.

RNA Ekstraksiyonu

Calismamizda fikse dokudan RNA ekstraksiyonu icin, “RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation” ekstraksiyon kiti (Ambion Ltd, Cambridgeshire, UK) kullamildi. RNA
ekstraksiyonu, karaciger dokusunda ¢alisildi. Ayni karaciger dokusuna ait, her biri igin farkl
doku takibi uygulanan 13 adet parafin blogunun her birinden, 10 mikron kalinlikta, 10 kesit
alinarak, temiz 1.5 ml’lik ependorf tiplerine yerlestirildi. Bu asamada mikrotom ksilen ile
dezenfekte edildi; steril eldiven ve kesitleri ependorflara yerlestirmek icin steril kirdanlar
kullanildz. Parafin kesitler 65°C’ deki ksilen icinde bekletilerek, dokudan parafin uzaklastirildi.
Ardindan alkol soltsyonlarinda yikama ile ksilolun uzaklastiriimas: saglandi. Deparafinize
orneklerdeki RNA ve DNA'ya kovalent sekilde bagli proteinlerle diger proteinlerin sindirimi
icin proteaz asamasi uygulandi. Genomik DNA’y1 elimine etmek icin DNAaz uygulandi. Son
olarak ise kit protokoline uygun sekilde RNA arindirildi/purifiye edildi (Sekil 9). RNA
kalitesi kandan izole edilen RNA ile birlikte 6rneklerin elektroforezi yapilarak degerlendirildi.
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Deparaffinization

=5 1. Assemble FFPE sectons equivalent
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| = 2. Wash with 700 pL of Wash 1
45 man L )
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Sekil 9: RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation” ekstraksiyon Kiti, ekstraksiyon protokol .
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BULGULAR
Soltisyonlarin Koku Analizi

Kullarilan alternatif fiksatiflerin, formalin kadar keskin bir kokuya sahip olmadig: tespit
edildi. Alternatif seffaflandiricilar icerisinde, Shandon Xylene Substitute® soliisyonun
kokusuz oldugu, digerlerinin ise ksilen kadar olmamakla birlikte, rahatsiz edici bir kokuya
sahip olduklar1 belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7: Soltsyonlarin koku agisindan degerlendirmesi

Fiksatif Koku Seffaflandirica Koku
Formalin Rahatsiz edici Ksilen Rahatsiz edici
* Keskin
Glyo-Fixx Rahatsiz edici (ancak formaline géredaha  Shandon Xylene Rahatsiz etmiyor
1 *
hafif) Substitute Kokusuz
FineFIX Rahatsiz etmiyor Bio Clear Rahatsiz edici
* Aromali,portakalimsi
bir koku
Cell block Rahatsiz etmiyor Sub-X Rahatsiz edici
* Ksilen gibi, ancak
daha hafif
Greenfix Rahatsiz etmiyor Ottix Plus Rahatsiz edici

Histomorfolojik Analiz

Tum kesitler, kesit kalitesi (kesit kalinhgi, kesit bitinligl)), H& E boyalarinin kesitteki
kontrast1 ile sitoplazma, kromatin ve nikleer membrant iceren morfolojik parametreler
acisindan degerlendirildi. Her parametre, 1(k6tl)-4(optimal) arasinda skorlandi. Sonuglar,
bugiin hemen tim patoloji laboratuvarlarinda standart olarak uygulanan doku takibi olan 2
no’lu takip ile karsilastirildi. Tum parametreler birlikte degerlendirildiginde, doku takiplerinin
timinde, 2 no’lu doku takibine kiyasla, benzer ya da daha iyi kalitede kesitler elde edildi
(Sekil 10). Ozellikle 6 (Sekil 11), 8 (Sekil 12), 10, 12 ve 13 no’lu doku takipleri ile elde
edilen kesitler, her dort parametre agisindan belirgin sekilde daha tstiin bulundu.
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Sekil 10. Karaciger dokusu, H& E boyal1 kesitler. Her biri farkli doku takibi ile islem gorms,
karaciger parankimine ait kesitler. Her kesitte, histomorfolojik 6zellikler hemen hemen benzer
veiyi 6zelliktedir. 1-13: Doku takip numaralari.
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Sekil 11. 6 nolu doku takibine ait kesitlerde histomorfoloji. Calistiginuz tim doku cesitlerinde bu
doku takibi ile histomorfolojik olarak optimale yakin kesitler elde edilmistir. Nikleer detay,
sitoplazmik detay, nikleer membran, boyanma kalitesi ve kesit butinlGgi cok iyidir. Bu doku
takibinde fiksatif olarak Glyofixx® kullanilmustir. (A) Mide korpus mukozasina ait bu kesitte (x100),
gastrik bezler izlenmektedir. Bazofilik, ince graniler sitoplazmali esas (zimojen) hiicreler arasinda,
yuvarlak ya da piramidal sekilli, niikleusu santral yerlesimli, eozinofilik sitoplazmal1 pariyetal hiicreler
net olarak secilmektedir. (B) Mide mukozasina ait bu kesitte, [imene bakan ylzeyi 6rten, lamina
propriaicine uzanan, mukus salgilayan hiicrelerden olusan tek katli prizmatik epitel izlenmektedir. (C)
Rektum mukozasina ait bu kesitte, goblet hicreerini iceren bez yapisi ve buna komsu lamina
propriada inflamatuar hiicreler izlenmektedir. (D) Rektum mukozasina ait kesitte, myenterik pleksusa
ait ganglion hiicre kiimesi izlenmektedir. Hicreerin eozinofilik sitoplazmasi ve nikleer detay:
oldukca reprezantatiftir. (E) Periferik sinir kesiti. (F) Kolon timér dokusuna ait kesit.
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Sekil 12. 8 nolu doku takibine ait kesitlerde histomorfoloji. 6 nolu doku takibine ait kesitlerde
oldugu gibi, bu doku takibi ile elde edilen kesitlerde de kesit kalitesi, boyanma kalitesi ve
histomorfolojik detaylarin timt optimal 6zelliktedir. Bu doku takibinde fiksatif olarak Cell-
block® kullamlmustir. (A) Mide mukozasina ait kesit (x1.25). Bu doku takibine ait kesitlerin

cogunda, bu ornekte goruldugt gibi katlanma mevcut degildir. (B) Mide mukozasi, ylizey
epiteli. (C-D) Vaskiler yapilar. (E) Rektum mukozasina ait kesit. (F) Rektum mukozasi,
myenterik pleksusa ait ganglion hiicre kiimesi. (G) Periferik sinir kesiti. (H) Uterin servikse
ait kesit.
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Resimlerden de izlendigi gibi, 6 ve 8 nolu doku takipleri ile edilen kesitler, optimal
Ozellikler sergilemektedir. 10, 12, 13 nolu kesitler de yine iyi kalitededir. Bu doku takiplerinin
tuminde alternatif fiksatifler kullamlmistir (Tablo 5). Dolayisiyla bu alternatif fiksatifler
(Glyofix®, Cel-block®) kesit kalitesi ve histomorfolojik kalite agisindan formalinin yerini
amaya aday gibi gorinmektedir. Fiksatif olarak formalinin kullanildigi 1-5 nolu doku
takipleri incelendiginde ise, 3, 4 ve 5 nolu kesitlerin, 1 ve 2 nolu kesitlerden histomorfolojik
detay acisindan daha iyi oldugu dikkati cekmektedir. 3, 4 ve 5 nolu doku takiplerinin farki,
aternatif seffaflandirict solisyonlarin kullanimig olmasidr.

Tablo 8: H& E boyal1 kesitlerde niikleer degerlendirme.

DTno ATm MTm Mide Akc R S Y KTm U O SK D Kec
1 3 2 3 2 1 3 2 4 2 3 2 4 4
2 4 4 4 3 3 2 2 4 3 3 2 4 4
3 4 4 4 3 3 4 2 4 2 4 3 3 4
4 4 4 3 4 2 4 3 4 3 2 2 3 4
5 4 4 4 3 4 4 2 4 3 3 3 3 4
6 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
7 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
8 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4 3 4 4
9 4 4 3 4 4 3 3 4 4 1 3 4 4
10 4 4 4 2 4 4 4 4 4 4 3 4 4
11 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
12 4 4 4 4 4 4 4 Misn 4 2 3 4 4
13 4 4 3 4 4 3 3 Misn 4 4 4 4 4

H&E boyal1 kesitlerde yapilan morfolojik degerlendirme parametrelerinden nikleer degerlendirmede sonuclar
incelendiginde, 1 numaral1 doku takibi ile elde edilen kesitlerde, bu agidan, digerlerine kiyasa daha diisik sonug
elde edildigi gorilmastir. ATm: Akciger timori, MTm: Meme timéri, Akc: Akciger, R: rektum, S

38



Bir diger dikkat geken nokta, diger acilardan ¢ok farkli olmamakla birlikte, 1 nolu doku
takibine ait kesitlerde nikleer detayin digerleri ile kiyaslandiginda daha disik sonug vermis
olmasidir (Tablo 8, Sekil 13). Ayrica Fine-FIX® in kullamldig1 doku takiplerine ait kesitlerde
nikleer detay ve diger hicresel morfolojik 6zellikler optimale yakin olmakla birlikte, doku

buzusmesi ile iligkili bir miktar retraksiyon artefakti ve kesit genelinde eozinin hematoksilene
hafif baskinlig1 sz konusudur (Sekil 14).
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Sekil 13: 1, 2, 6 ve 10 nolu doku takiplerinin niikleer morfoloji agisindan karsilastiriimasi. 1
nolu doku tabine ait kesitlerde (DTno:1) nikleer detayin okunmasinda guiclik ¢ekilmektedir.
Karsilastirma amacli, nikleer detay okunakligimin iyi oldugu diger kesitlerden ornekler
verilmistir (DTno:2, DTno:6). 2 nolu doku takibinde formalin, 6 ve 10 nolu doku takiplerinde
Glyo-Fixx® kullanilmustir. Doku Takip Numarasi (DTno).
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Sekil 14: Fine-FIX® in kullanildig1 doku takiplerine (7 ve 11 nolu doku takipleri) ait kesitlere
ornek. Meme timor dokusuna ait bu fotograflarda da goruldigi gibi, bu fiksatif dokuda bir
miktar kontraksiyona ve ¢ekilme artefaktina neden olmustur. Ancak hticresel sitomorfolojik
Ozellikler optimal duzeydedir. Karsilastirma amach diger fiksatiflerle fikse meme tumaor
dokusu ornekleri verilmistir.

Histokimyasal Analiz

TMA kesitlerine uygulanan HK’sal boyama sonuclari, reaksiyonun siddeti (parlaklik),
boyanma paterni ve nonspesifik zemin boyanmanin varligi agisindan degerlendirildi ve 1
(koti)-4 (optimal) arasinda skorlandi. Deri dokusuna uyguladigimiz VV G, rektum dokusuna
uyguladigimiz Alcian blue (Sekil 15), mide dokusuna uyguladigimiz PAS (Sekil 15),
karaciger dokusuna uyguladigimiz retikdlin (Sekil 16) ve Masson HK’sal boyamalarinin
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degerlendirilmesinde, doku takipleri arasinda fark izlenmedi ve hepsinde iyi 06zellikte
boyanma elde edildi (Tablo 9).

..-. :.-; ;_- ...: ..:E:.-:I..- _ I_ A
Sekil 15. HK’sal boyalar ile elde edilen boyama 6rnekleri. AB: Alcian blue. PAS: Periodic
acid schiff. Rakamlar doku takip numaralarini temsil etmektedir.
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Sekil 16. TMA-Kc kesitinde Retikllin boyama sonuclari.
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Tablo 9: HK’sal boyama sonuglarinin degerlendirilmesi.

DTno MASkc RETkc ABr ABskt PASmM VERd
1 3 4 4 4 4 4
2 3 4 4 4 4 4
3 3 4 4 4 4 4
4 3 4 4 4 4 4
5 2 4 4 4 4 4
6 4 4 4 4 4 4
7 4 4 4 4 4 4
8 3 4 4 4 4 4
9 3 4 epitel yok 4 4 4
10 4 4 4 4 4 4
11 4 4 4 4 4 4
12 3 4 4 4 4 4
13 3 4 4 4 4 4

Immiinohistokimyasal Analiz

IHK'sal boyalar, TMA teknigi kullamlarak uygulandi. Boyama sonuglart nikleer ve
membrantz boyanmay: ayri olarak degerlendiren IHK yazilim program: ile bilgisayar
ortaminda degerlendirildi ve Tablo 10'de belirtilen veriler elde edildi. Biz karsilastirma
yaparken Ozellikle Hscore sayisint temel aldik. Hscore, pratik olarak, saptanan pozitif
boyanmis objelerin agirlikli ortalamasi olup, genel olarak >200 ise drnegin kuvvetli pozitif
(+++) olarak degerlendirildigi bildirilmektedir. Ancak Hscore paydada boyanmayan obje
sayisini da igerdiginden, 6rnegin desmoplastik yamitin daha yogun oldugu tumor kesitinde
boyanma siddet ve dagilim olarak iyi olsa da, gorece daha dustk bir deger vermektedir. Bu
nedenle Hscore yan Sira, (CNO3/CNO1+CNO2+CNO3) ve
(CNO2+CNO3/CNO1+CNO2+CNO3) oranlarin da hesaplayarak degerlendirmeye aldik.
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Tablo 10: IHK yazilim program ile elde edilen veriler

Veri Formil/Aciklama Not

FA mm- olarak alan (Field area)

NO Saptanan obje sayist (Number of detected objects)

fNO Obje yogunlugu (frequency of detected objects)

Hscore  1*(NO+1/NO)*100 + 2* (NO+2/NO)* 100 + Rutin tamda kullanilan
3*(NO+3/NO)* 100 sayr*

rNOPos ((NO+1 + NO+2 + NO+3) / NO)* 100

CNO:0  (0) simfindaki obje say1si

CNO:1+ (1+) siifindaki obje sayisi

CNO:2+ (2+) siifindaki obje sayisi

CNO:3+ (3+) siifindaki obje sayisi

IS Boyanma siddeti (intensity score) Nukleer boyalar icin

* Hscore, pratik olarak saptanan pozitif boyannus objelerin agirlikli ortalamasi olup, genel

olarak >200 ise drnek kuvvetli pozitif (+++) olarak degerlendirilir.

Nukleer Boyalar

Nukleer boyalarin (ER, PR, p53, Ki67, p63, TTF-1) degerlendirilmesi sonucu elde
edilen tim veriler birlikte ele alindiginda, uyguladigimiz doku takiplerinin tum ile iyi ya da
optimal 0Ozellikte boyanma elde edilmistir (Sekil 17-20). Boyanmamn olmadigi ya da
degerlendirmeyi olumsuz etkiyelecek herhangi bir nonspesifik zemin boyanmanin oldugu

doku kesit alan izlenmemistir.

Sitoplazmik Boyalar

Cerb-B2: Ornekledigimiz meme tumor dokusu cerb-B2 negatif 6zellik gostermis, bu

nedenle degerlendirme yapilamamustur.

Keratin boyalar:: Calismamizda kullandigimiz sitoplazmik keratin boyalari HMWK
(meme timor dokusu), CK (deri dokusu), CK20 (kolon timdru ve kolon mukozasi) ve CK7

(akciger parankim dokusu)’ dir. Meme timdr dokusuna uygulanan HWWK boyast ile 1, 2, 3,
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Takip
No HSCORE 3/1+2+3x100  2+3/1+2+3 x1(
1 232,4234 61,4968348 94,52726159
2 211,1678 57,56013746 85,56701031
3 203,7399 70,73791349 89,86641221
4 244,0949 78,63735289  95,2905852
5 256,4102 83,29804905 99,21831743
6 191,8896 59,19214159 87,44178169
7 115,553 6,710213777 86,93586698
8 173,1338 45,50248139 91,32133995
9 165,848 46,74143039 94,7312738
| 0 172,9776 60,52702249  91,91339376
Sekil 17: TMA/M (Tablo 6) blogu kesitine ER niikleer n 185427 5945045046 8383783784
antikoru ile uygulanan THK’ sal boyama sonuglari. 12 144,9882 4701227205 86,40899186
1-13:Doku taklp no. 13 146,1184 25,89777091 87,38171596
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Sekil 18: TMA/R-Ktm (Tablo 6) blogu kesitine P53 niikleer antikoru ile
uygulanan IHK’ sal boyama sonuglar (kolon tm). 1-13:Doku takip no.

P53 icin IHK yazilim

programi HSCORE
verileri

Takip
No HSCORE
1 282,7731
2 296,2963
3 273,9965
4 280,857
5 254,401
6 274,359
7 264,019
8 252,3525
9 230,4061
10 288,764
11 262,132
12 294,3101
13 283,6623

T

L
"
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Ki67/1 Ki67/2 Ki67/3

Ki67/5

Ki67 icin IHK

yazilim programi
HSCORE verileri
Takip
No HSCORE
1 112,2078
2 2429072
3 232,1698
4 261,8377
5 266,1100
6 287,8996
7 258,9432
8 266,0738
9 183,5922
10 286,3089
11 260,1534
12 267,5365
Sekil 19: TMA/R-Ktm (Tablo 6) blogu kesitine Ki67 nikleer antikoru
ile uygulanan IHK’ sal boyama sonuglari (kolon tm). 1-13:Doku takip no. | = 1635920
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Sekil 20: TMA/D-M (Tablo 6) blogu kesitine p63 nikleer antikoru ile
uygulanan IHK’ sal boyama sonuglar: (deri dokusu). 1-13:Doku takip no.

programi HSCORE
verileri

Takip

No HSCORE
1 217,6672
2 148,1928
3 137,9494
4 224,4027
5 238,2465
6 184,7525
7 219,8462
8 221,9325
9 163,1206
10 245,1128
11 218,5461
12 216,9788
13 187,3646

P63 igin IHK yazilim
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4,5, 6, 7 ve 11 nolu kesitlerde diffiiz olumlu ve iyi 6zellikte boyanma izlenirken; 8, 9, 10, 12
ve 13 nolu kesitlerde boyanma olmamis ya da ¢ok fokal ve zayif boyanma olmustur (Sekil
21).

CK boyasi, deri ve mide mukoza dokusu iceren TMA blogundan alinan kesite
uygulanmistir. Deri dokusu 6rneklerinde, CK ile tim kesitlerde epidermiste boyanma mevcut
olmakla birlikte, 6, 8, 9, 10, 12 ve 13 (HMWK ile boyanmamn olmadig: kesitler!) nolu
kesitlerde boyanma siddeti daha zayif Ozelliktedir (Sekil 22). Mide mukoza ornekleri
incelendiginde ise, 2, 3, 4, 5, 7 ve 11 nolu kesitlerde, beklendigi gibi, kript epitelinde bazal
membrana komsu ndroendokrin hiicre ile uyumlu seyrek olarak yerlesik hiicrelerdeki spesifik
boyanma disinda boyanma izlenmemistir. Diger kesitlerde (1 no harig) ise, bu néroendokrin
hiicrelerdeki belirgin boyanma yanisira, sekretuvar hiicrelerde de diffiiz sitoplazmik boyanma
gorulmistur. Rutinde mide mukozasinda karsinom hiicrelerini konfirme etmek igin uygulanan
CK IHK’sal boyasi ile normal mide mukoza epitelinde izlenen bu diffiiz boyanma, patolojik
incelemeyi olumsuz etkileyebilecek bir sonugtur. 1 nolu Kkesit olmadigi igin
degerlendirilememistir.

CK20 boyasi, kolon timor dokusu ve rektum mukoza dokusu iceren TMA blogundan
alinan kesite uygulanmis ve her iki dokudaki boyanma degerlendirilmistir. Kolon timor doku
orneklerindeki CK20 boyanmasi incelendiginde, 2, 3, 4 ve 5 nolu kesitlerde optimal IHK’ sal
boyanma, hematoksilen ile optimal kontrast boyanma ve net doku morfolojisi elde edildigi
gozlenmistir (Sekil 23-A). 1 nolu kesitte boyanma daha hafif olmakla birlikte, doku
morfolojisi iyidir. 9 nolu kesitte kuvvetli boyanma mevcut olmakla birlikte, hem
hematoksilen kontrast boyanma hem de timér bezlerini olusturan hiicresel morfoloji beklenen
Ozellikte degildir. Diger doku kesitleri daha ¢ok misin ya da desmoplastik stromay: temsil
ettiginden bu kesitlerde degerlendirme yapilamamistir. Rektum mukoza doku oOrnekleri
incelendiginde ise, 2, 3, 4, 5 ve 7 nolu kesitlerde yine boyanma ve morfoloji agisindan
optimal Ozellikler izlenmistir (Sekil 23-B). 6, 8, 12 ve 13 nolu kesitlerde boyanma olmakla
birlikte, mukoza epitelindeki hticresel morfoloji beklenen ©zellikte degildir ayrica hafif
nonspesifik zemin boyanmasi mevcuttur. 1, 9, 10, 11 nolu kesitlerde ise mukoza epiteli

¢cikmadigi igin degerlendirme yapilamamustir.
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HSCORE 3/1+2+3x100  2+3/1+2+3 x100

1 194,6724 41,09589 61,19915
2 135,5955 16,84947 32,85954
3 1724781 3957313 59,42703
4 185,9483 40,77515 58,02962
| 5 184,7312 39,17643 61,13174
; ’-‘_I 6 120,3436 31,80003 55,01868
7 169,584 34,17128 58,50021
8 11,3575 7,47521 18,68802
_ _ ShESY 9 18,5923 1,670275 6,588308
fotograflar, hem de verilerden izlendigi gibi, 8, 9, 10, 12 ve
13 nolu kesitlerde boyanma olumsuz sonuclanmustir. | 10 16,1886 3,98393 18,78139
Boyamanln TMA ybntemi ile @it kO$U| da uygul anmis 1 209,487 53,49265 64,70588
olmasi ve diger keratin boyalar: ile de benzer sonucun elde
12 8,0884 3,606853 135257

edilmis olmast anlamlidir. Ozellikle 3 ve 5 nolu kesitlerdeki
tumor hicrelerinin ve desmoplastik stromanmin  belirgin | 13 21,6513 4,289092 1837217
morfolgjising, kontrast boyanmanin optimalligine dikkat
cekmek isterim. 1-13:Doku takip no.
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Sekil 22: CK, deri dokusu (TMA/D-M): Deri dokusu
orneklerinde, CK ile tim kesitlerde epidermiste boyanma
mevcut olmaklabirlikte, 6, 8, 9, 10, 12 ve 13 (HMWK ile
boyanmanin olmadig: kesitler!) nolu kesitlerde boyanma

siddeti daha zay1f 6zelliktedir. 1-13:Doku takip no.

programi HSCORE
verileri

Takip

No HSCORE
1 247,2868
2 181,3953
3 270,2312
4 2477712
5 253,8841
6 255,1858
7 297,4786
8 261,8146
9 294,6467
10 281,8182
11 298,8352
12 249,9392
13 286,3039

CK igin IHK yazilim
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CK20icin IHK yazilim prograr
HSCORE verileri
HSCORE HSCORE
Takip
No KTm R
WS 1 146,1538 Doku yok
(1,2,3,4,59: 2 210,926 88,806
3 218,9633 106,9919
4 2142713 191,1565
5 204,3976 182,2354
6 Miisin 155,2478
7 Miisin 151,1828
8 211,8231 174,6619
9 189,0359 Doku yok
10 Msin Doku yok
11 Msin Doku yok
12 143,3999 177,1257
13 123,1106 149,9201

. ¥ .- : ‘ . = : ] ¢ I : - . . b
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B: CK20, Rektum mukozas (2,3,4,5,6,8,12,13: Doku takip numaralari).

Sekil 23: CK20 (TMA/R-Ktm). (A) Kolon timér dokusuna ait 2, 3, 4 ve 5 nolu kesitlerde optimal IHK’sal
boyanma, hematoksilen ile optimal kontrast boyanma ve net doku morfolojisi izlenmektedir. 1 nolu kesitte
boyanma daha hafif olmakla birlikte, doku morfolgjisi iyidir. 9 nolu kesitte kuvvetli boyanma mevcut olup, hem
hematoksilen ile kontrast boyanma hem de timdr bezlerini olusturan hiicresdl morfoloji beklenen 6zellikte
degildir. 5 ve 9 nolu kesitlere ait resimler (her ikis de x20 biyitmede ¢ekilmistir), morfolgjinin ve boyanma
Ozelliklerin daha rahat karsilastirilabilmes icin 6zdlikle blyUttimistdr. 5 nolu kesitte hicrelerin tek tek
secilebiliyor olusuna, mitotik figlrlerin netligine, kontrast boyanmamin optimal olusuna dikkat ediniz. (B)
Rektum mukozasina ait orneklerde ise 2, 3, 4, ve 5 nolu kesitlerde yine boyanma ve morfol oji agisindan optimal
ozellikler izlenmistir. 6, 8, 12 ve 13 nolu kesitlerde boyanma mevcut, ancak mukoza epitelindeki hiicresel
morfoloji beklenen Ozellikte degil, kontrast boyanma iyi degildir ve hafif nonspesifik zemin boyanmasi eslik
etmektedir. 5 ve 12 nolu resimler karsilastirmanin daharahat yapilabilmes icin blyuk boyuttadir.

52



Akciger parankim dokusuna uygulanan CK7 boyasiyla ise en iyi sonuglar 2, 3, 5, 11
nolu kesitlerde izlenmis, HMWK ve CK ile benzer sekilde 10, 12 ve 13 nolu kesitlerde ¢cok
zayif ve fokal boyanma olmustur. Morfoloji ve hematoksilen ile kontrast boyanma 2, 3,4 ve 5
nolu kesitlerde optimaldir. Lam Gzerinde 1 nolu doku kesiti bulunmadigindan
degerlendirilememistir.

HEPA Sitoplazmik Boyas:: Bir baska sitoplazmik IHK’sal boya olan HEPA iilg, 6, 9, 10
ve 13 nolu kesitlerde boyanma olmamis, 8 ve 12 nolu kesitlerde ise periferik fokal boyanma
gordlmustar (Sekil 24). Diger kesitlerde ise iyi ya da optimal 0Ozellikte boyanma elde
edilmistir. IHK yazilim programindan elde edilen verilerle birlikte degerlendirildiginde yine
en iyi sonug 5 nolu kesite aittir. HEPA ile elde edilen sonuglar keratin boyalari ile benzerdir.

Sonu¢ olarak HEPA ve keratin boyalart (HMWK, CK, CK7, CK20) ile ortak bazi
veriler elde edilmistir. Bu sitoplazmik boyalar ile yapilan boyama sonuclarindan elde edilen
veriler birlikte degerlendirildiginde, 5 nolu doku takibine ait kesitlerde optimal boyanma elde
edilmis olmasinin yamsira, boya kesitlerindeki hiicresel morfolojinin okunakligi ile
hematoksilen ile kontrast boyanmamin da optimal olusu dikkat c¢ekicidir. 2, 3, 4, 7 ve 11
numaral1 doku takiplerine ait kesitlerde de yine bu bes sitoplazmik boyanmin hepsinde iyi
sonug elde edilmistir. Bu bulgular IHK yazilim program ile elde edilen verilerle de koreledir.
Bes boyamanin hepsinde ortak olarak 10, 12, 13 nolu kesitlerde boyanma olmamis ya da fark
edilir sekilde zayif boyanma olmustur. Ayrica HMWK ve CK (deri) boyamalar: ile ortak
olarak 8 ve 9 nolu kesitlerde zayif boyanma elde edilmistir. Bu bulgular da yine program
verileri ile koreledir (Sekil 21). Ek olarak, 6zellikle mide mukozasina ait CK boyamasinda 6,
8, 9, 12 ve 13 nolu kesitlerde hiicresel morfolojinin okunakligindaki bozulma dikkat c¢ekicidir.

Hem fotograflar, hem de verilerden goraldigi gibi, bu bes sitoplazmik boya ile ortak
sekilde, 5, 4, 3, 2, 7 ve 11 nolu kesitlerden en iyi sonuclar; 10, 12, 13, 8 ve 9 nolu kesitlerde
ise olumsuz sonuglar elde edilmistir. Boyamanin TMA yontemi ile esit kosulda uygulanmis
olmasi ve sonuclarin benzer sitoplazmik boyalar ile tekrarlamis olmast anlamlidir. 2, 3, 4, ve
5 nolu takipler fiksatif olarak formalin iceren takiplerdir, ancak seffaflandirici soltisyonlar:
farkhichr. Ornegin 5 nolu doku takibi seffaflandirict soliisyon olarak Sub-X igcermektedir.
Seffalandirici olarak Sub-X iceren diger doku takibi olan ve fiksatif olarak Geenfix’in
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Sekil 24: HEP A, karaciger dokusu (TMA/Kc): Bir baska
sitoplazmik IHK’sal boya olan HEP A ile, 6, 9, 10, 12 ve 13 nolu
kesitlerde olumsuz sonug elde edildigi izlenmektedir. IHK yazilim
program: ile elde edilen veriler de korele sekildedir. Bu sonug
keratin boyalar: ile elde edilen sonug ile benzerdir. 1-13: Doku
takip numaralari.

HEP A icin IHK

yazilim programi

HSCORE verileri
Takip
No HSCORE
1 131,3136
2 146,7747
3 162,1059
4 138,2643
5 182,4210
6 50,1435
7 160,5367
8 83,1435
9 10,4790
10 57,1341
1 161,4572
12 81,1036
13 7,3727
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kullanildig1 13 nolu doku takibi ile elde edilen veriler, nikleer boyamalarda oldugu gibi 5
nolu takiple elde edilenden dusuktir. Benzer fark 3 (F,SK) ile 10 (Gly,SK); ve 4 (F,B) ile 12
(C,B) nolu doku takipleri arasinda da mevcuttur.

CD3, CD20, LCA, CD38: Bu boyamalarin timiinde, tim kesitlerde olumlu boyanma
elde edilmistir. CD3 IHK’sal boyamaile T lenfositlerin (Sekil 25), CD20 IHK’sal boyamaile
B lenfositlerin (Sekil 26), LCA ile tim lenfositlerin (Sekil 27) ve CD38 ile plazma
hicrelerinin  spesifik olarak ve uygun boyanma siddeti ile boyandigi gordlmistir.
Boyanmanin olmadigi kesit yoktur. CD38, CD20 ve LCA ile nonspesifik zemin boyanma
izlenmezken, CD3 ile tim kesitlerde, hepatositlerde bir miktar hafif sitoplazmik boyanma
olmustur. Ancak bu degerlendirmeyi olumsuz etkileyecek derecede degildir.

KromograninA: Her 13 farkli doku takibine ait kesitte, CGA IHK’sal boyama ile
glandiler epitelde, sekretuvar hiicreler arasinda mevcut olan néroendokrin hticrelerin spesifik
ve uygun boyanma siddeti ile boyandig: izlenmektedir (Sekil 28). Boyanmanin olmadig1 ya
da degerlendirmeyi olumsuz etkileyecek herhangi bir nonspesifik zemin boyanmanin oldugu
kesit yoktur. 1 nolu kesit olmadigindan degerlendirilememistir.

Melan-A: Ozellikle 1 ve 10 nolu takiplere ait kesitlerde boyanma siddeti diisiik olarak
izlenmektedir (Sekil 29). HMB45 ile de ayri bulgu elde edilmistir.

Kappa-lambda: Teknik nedenlerle bu boyalar ile saglikli boyanma elde edilemediginden
degerlendirme yapilmamustir.

CD117: Deri ve mide mukoza doku érneklerinden olusan TMA kesitine uygulanmustir.
Deri dokusuna ait kesitlerin ttiminde CD117 ile epidermiste melanositlerde, dermiste ise mast
hiicrelerinde ve perivaskiler hiicrelerde boyanma izlenmistir. 7 ve 11 nolu kesitlerde ayrica
keratinositlerde de benzer sekilde nikleer boyanma olmustur. Mide mukozasina ait kesitlerde
ise yuzeyel foveoler epitel boyanmazken, kriptlerde ve bez epitel hiicrelerinde sitoplazmik

boyanmanin oldugu gorulmistar.
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CD3igin IHK
yazilim programi
HSCORE verileri
Takip
No HSCORE
1 131,8805
2 128
3 159,7973
a 139,0104
5 135,7801
6 142,3678
7 134,8543
8 1475721
9 1334583
Sekil 25: CD3, sirotik karaciger parankimi (TMA/Kc)
10 113,6922
11 129,7465
12 157,9426
13 127,1582
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Sekil 26: CD20, sirotik karaciger parankimi (TMA/Kc).

yazilim program

HSCORE verileri
Takip

No HSCORE
1 2,9301

2 0,0233

3 3,1155
4 6,4436

5 0,8589

6 0,5607

7 6,5487

8 7,3781

9 26,2295
10 0

11 4,5102
12 0

13 10,0091
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LCA igin [HK |

yazilim programi

HSCORE verileri

Takip

No HSCORE

1 132,0743

2 104,5442

3 112,706

4 113,5802

5 163,8246

6 115,8284
Sekil 27: LCA, sirotik karaciger parankimi (TMA/Kc). 7 151,0735

8 142,3301

9 131,9905

10 103,5181

11 144,9318

12 140,2141

13 98,2568

|
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1: doku yok

b P

yazilim program

HSCORE verileri

Takip

No HSCORE

1

2 8,6777

3 6,9909

4 9,901

5 9,0379

6 6,6339

7 6,8467

8 0,8

9 18,3673
sekil 28: CGA, mide mukozasi (TMA/D-M) 10 11173

11 6,9387

12 1,2245

13 0,5747
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Sekil 29: Melan-A, deri dokusu (TMA/D-M): 2, 3,
4 ve 5 nolu kesitlerde boyanma siddetine, boyanan
melanositlerin - dendritik uzantillarilarimn  net  bir
sekilde izleniyor olusuna, hematoksilen ile kontrast
boyanmaya ve hiicresel morfolojinin okunakligina
dikkat ediniz. Diger kesitlerden 6zellikle 1 ve 10 nolu
takiplere ait kesitlerde boyanma siddeti diusik olarak
izlenmektedir. HMB45 ile de aym bulgular elde
edilmistir.

Melan-A igin THK
yazilim program

HSCORE verileri
Takip

No HSCORE
1 151,2821
2 70,3046
3 18,7243
4 87,7051
5 97,9798
6 74,4526
7 107,267
8 108,816
9 45,679
10 4,8193
1 46,7341
12 48,6207
13 107,212
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Sekil 30: Aktin, Uterus doku kesiti (TMA/A-U)

Aktinicin THK

yazilim programi

HSCORE verileri
Takip

No HSCORE
1 191,68

2 202,2074
3 191,1765
4 223,2574
5 198,3432
6 189,3608
7 198,7345
8 207,2444
9 226,7276
10 126,1438
11 140,2673
12 176,1132
13 203,2483
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PCEA: Eniyi sonuglar 2,3,4,5 nolu kesitlerde izlenmistir.

Vimentin, Aktin (Sekil 30), Desmin, Caldesmon, CD34, CD10, S100: Tum kesitlerde

olumlu boyanma izlenmistir.

CISH Analizi

Bu yontemde denattirasyon ardindan, HER2 probu ile hibridizasyon uygulanmakta ve
bu hibridize olan alanlar kromojenik olarak belirlenmektedir. Bu sekilde hiicre nikleusundaki
HER2 gen bdlgesi, IM altinda kuigiik kahverenkli bir nokta seklinde izlenir. Normal hiicrede
ya da tumor hicresinde tek nokta yuvarlak, dizgin sekillidir. Eger hlcrede bu gende
amplifikasyon/overekspresyon var ise, hicre nikleusundaki nokta sayist artmus olarak
izlenecektir. Amplifikasyon varliginin degerlendirme kriterleri, calismada kullarmlan
Invitrogen “SPOT-Light HER2 CISH Kit”inde asagidaki gibi belirtilmektedir:

Amplifikasyon
- Yuksek amplifikasyon: Kanser hicrelerinin %50’ den fazlasinda, her bir nikleusta,
10'dan fazla sayida nokta ya da genis kimeler ya da multipl nokta ve genis kime
karisimi seklinde HER2 gen varlig: ile belirlenir. Buradaki genis kime tammi, aym
kesitteki normal epitelyal hiicre ya da timér hicresindeki tek bir nokta referans
alindiginda, bu tek nokta ¢apinin en az 5 kat1 buyutklukte, irregller sekilli sinyal
kumesine karsilik gelmektedir.
Dusuk amplifikasyon: Kanser hiicrelerinin %50’ den fazlasinda, her bir niikleusta, 5-10
adet nokta ya da kiclk kiimeler ya da noktalar ile kiigik kiimelerin karisim seklinde
HER2 gen varlig: ile belirlenir. Buradaki kiglk kime tammu, ayni kesitteki normal
epitelyal hiicre ya da timér hiicresindeki tek bir nokta referans alindiginda, bu tek
nokta capimin 3-5 kat1 bilydklikte, dizensiz sekilli sinyal kimesine karsilik
gelmektedir.
Non-amplifikasyon
Polizomi: Kanser hicrelerinin %50'den fazlasinda, her bir nikleusta, 3-5 nokta
seklinde HER2 gen varligi ile belirlenir.
- Diploidi: Kanser hiicrelerinin %50’ den fazlasinda, her bir nikleusta, 1-2 nokta seklinde
HER2 gen varligi ile belirlenir.
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Degerlendirmede 30 hiicre nikleusundaki nokta sayisi, kiguk/genis sinyal kimesi
varlhigr (kiguk kime=5 nokta, genis kime=10 nokta) degerlendirilir ve ortalama hesaplanr.
Ortalama 4-6 nokta ise; bir baska 30 hicre grubu daha degerlendirilir. Ortalama <4 ya da >6
ise baska bir hiicre grubu degerlendirmesine gerek yoktur. Amplifikasyon var ya da yok
seklinde rapor edilir.

Calismamizda CISH yontemi meme, kolon ve akcigere ait olmak Uzere U¢ tUmor
dokusunda uygulandi. Degerlendirme yukarida belirtilen kriterlere gére yapild.
Kullandigimiz pozitif ve negatif kontrolimiiz, kendi arsivimize ve 2011 yilina ait, iHK’ sal
olarak cerbB2 ++ ve FISH pozitif oldugu bilinen meme timor dokusuna aitti. Negatif
kontrolde, beklendigi gibi hiuicre nikleuslarinda sinyal izlenmedi (Sekil 31-A). Pozitif
kontrolde ise hiicre nikleuslarinda beklendigi gibi yiksek amplifikasyon ile uyumlu sinyaller
izlendi. TUMOr hicrelerinin %50’ sinden fazlasinda, tek noktaile kiyaslandiginda bunun en az
5 kat1 buyuklukte, irreguler sekilli, 4’10k biyitmede dahi dikkati ceken HER2 gen kiimeleri
mevcuttu (Sekil 31-B).

Sekil 31: CISH. Negatif ve pozitif kontrollerde boyanma. (A) Negatif kontrol. (B) Pozitif
kontrol.

13 farkli doku takibi uyguladigimiz aym timor dokusuna ait drneklerden hazirlanan
TMA’lardan (meme, kolon ve kaciger timor dokularina ait ¢ ayri TMA) elde edilen
kesitlerde de kromojenik boyanma agisindan olumlu sonug elde edilmistir. Boyanmanin
izlenmedigi kesit olmamustir. Doku Orneklerinin timinde, timor hicrelerinin %50’ den

fazlasinda 2 nokta izlenmistir. Kesitlerin hemen timinde sinyalin okunakligi, zeminin

63



kontrast1 benzer ve iyi 6zelliktedir (Sekil 32). Sadece 7 ve 11 takip nolu doku drneklerinde
sinyaller soluk, zemin kontrast boyanma yetersiz 6zelliktedir.

Memetm Kolon tm
DTno: 1 DTno: 2
Kolon tm Kolon tm
DTno: 5 DTno: 8

Akciger tm

DTno: 13

Sekil 32: CISH ile elde edilen sonuglari gosteren bazi 6rnekler.
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Molekller Analiz

DNA Analiz

Sekil 33: Farkhh fiksatifler ve farkh
seffaflandiricilar ile olusturulan farkli doku
takiplerinin esit kosullarda uygulandig:
kolon timdr dokusu Orneklerinden,
ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA
kalitesinin, agaroz jel elektroforezi ile
analizi ve Karsilastirilmasi. Her 06rnek
%1'lik agaroz jele yuklendi ve DNA
etidyum bromid boyama ile goérunttlendi.
1-13: doku takip numaralaridir.

12345 6 78 9101112 13

Farkl1 doku takipleri uyguladigimiz kolon timér dokusu orneklerindeki DNA kalitesi jel
elektroforezi ve PCR amplifikasyonu ile degerlendirildi. Jel elektroforez gorunttleme ile, 1
numara haric digerlerinde DNA kalitesinin iyi oldugu gozlendi (Resim 33). Ozellikle 6-13
nolu doku takiplerine ait 6rneklerde, 1-5 nolu doku takipleriden farkli olarak, DNA’larin ayni
hizada tek kalin bir bant seklinde oldugu, uzak bantlarin dolayisiyla gok kiglik fragmanlarin
olmadigi gorildi. Bu agidan jel elektroforez ile, alternatif fiksatiflerle fikse edilen
dokulardaki DNA kalitesi, formalin ile fikse edilenlere tstin bulundu. DNA 6rneklerinde
standart PCR amplifikasyonu ile tg ayr1 bolge amplifiye edildi (Resim 34). Amplifiye edilen
DNA fragmanlart 232bp, 1608 bp ve 2274 bp uzunlugunda olup, sadece 232 bp
uzunlugundaki fragmanin tim oOrneklerde amplifikasyonu gerceklesti. Ancak, alternatif
fiksatiflerle fikse dokulardan elde edilen DNA’ nin PCR amplifikasyonu da, formalin ile fikse
olanlardan daha guclu sinyal verdi (Sekil 34A). 1608 bp biyutkltgtndeki fragmanin 7 ve 11
numaral1 drneklerde kontrol genomik DNA'’dakine benzer sekilde amplifiye oldugu izlendi
(Sekil 34B). Ayrica zayif olmakla birlikte 2, 3 ve 5 nolu 6rneklerde de bir miktar
amplifikasyon gerceklesti. 2274 bp biyuklugindeki fragmamn amplifikasyonu ise, yalmz 7
ve 11 numaral1 6rneklerde gerceklesti (Sekil 34C).
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Sekil 34: Farkl: fiksatifler ve farkli seffaflandiricilar ile olusturulan farkli doku takiplerinin,
esit kosullarda uygulandig1 kolon timér dokusu 6rneklerinde, DNA kalitesinin PCR-bazl1

analizi.
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RNA Analiz

RNA kalitesi kandan izole edilen RNA ile birlikte 6rneklerin elektroforezi yapilarak
degerlendirildi. Kandan izole edilen RNA da 28S ve 18 Slik alt birimler net olarak
gorilirken parafine gémiulmis dokulardan izole edilen RNA lar jelde smear seklinde

gozlenmektedir.
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TARTISMA

Klinik uygulamada, biyopsiler ve cerrahi rezeksiyon spesmenleri, otolizi ve
putrefaksiyonu onlemek icin mimkin olan en kisa sirede fikse edilir ve parafin icine
goémuldrler. FFPG, dunya genelinde patoloji bolimlerinde uygulanan rutin doku takip
metodudur. Fiksasyon, dokunun yapisal ve fonksiyonel komponentlerinin canli haline
mumkin olan en yakin sekliyle korunmasim saglayan, dokuda ve hiicredeki
makromolekillerin kompleks kimyasal modifikasyonlarini iceren bir yontemdir. Formalin
capraz baglanma olusturan bir fiksatif olup, proteinler-arast metilen kdpraleri olusumuna ve
eger yeterli sekilde tamponlanmaz ise ortaya cikan formik asit yoluyla nikleik asit

fragmantasyonu ve degradasyonuna neden olur (14, 15).

Fiksasyon icin kullanilan formalin ve baslica doku takibinde seffaflandirici soliisyon
olarak kullamlan ksilen, gunlik patoloji laboratuvar uygulamalar: sirasinda yogun olarak
maruz kalinan dnemli kimyasal solUsyonlardir. Kimyasal maddelerin akut ve/veya kronik
toksik etkileri yamsira mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileri de vardir. IARC (The
International Agency for Research on Cancer) calisma grubu kimyasal maddeleri,
karsinojenik etkileri agisindan, deneysel ve epidemiyolojik calismalarin  sonuclarina
dayanarak dort gruba ayirmaktadir. Grup 1l'de yer alan kimyasal maddeler, insanda
karsinojenik etkisi oldugu kesin gosterilen maddelerdir. Grup 2'de yer alan maddeler ise 2A
ve 2B olmak Uzere iki alt gruba ayrilmaktadir. Grup 2A’da yer alan kimyasal maddeler
insanlarda muhtemelen karsinojenik etkili maddeler iken, grup 2B dahilindeki maddeler ise
insanlarda olasi karsinojenik etkiye sahiptir. Grup 3'de yer alan maddelerin insanlarda
karsinojenik etki olusturduguna dair yeterli kamit bulunmamaktadir. Grup 4’0 insanlarda

muhtemelen karsinojenik etki olusturmayan maddeler olusturmaktadir (6).

Ksilen, Grup 3 kategorisinde yer amaktadir. 1997 yilina dek I1ARC Grup 2A
kategorisinde bulunan formaldehit ise, laboratuvar yanisira, sanayi, kozmetik, giyim, kimya
ve gida sekt6rinde artan kullammu ve buna ikincil yapilan calismalardan elde edilen
dokimantasyonlarin sonuclariyla (16), 2004 yilinda IARC calisma grubu tarafindan Grup 1
kategorisine alinmis ve dikkatleri Ustiinde toplamustir (6). Formaldehit, Grup 1 kategorisinde,
nazofarengeal kansere ve olasilikla I6semiye neden olan karsinojen olarak
siniflandiriimaktadir (8, 17). Bu nedenle birgok Avrupa uUlkesinde formaldehit kullanimi
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sinirlandirilmistir. Avrupa Birligi’nin, formaldehit kullammini tamamen yasaklamas: da
olasidir.

Ideal fiksatif, disiik toksisiteli olmali, H& E boyama ile optimal histomorfoloji sunmals,
HK’sal ve IHK’sal boyama yontemleri ile uyumlu olmali ve molekiler analiz icin DNA-RNA
geri kazammuina izin vermelidir. Formalinin molekuler calismalar agisindan dezavantajlar: ve
insan saglhigr igin bir risk faktord olusu gibi son zamanlarda 6n plana ¢ikan olumsuz
Ozellikleri, arastirmacilar: dusuk toksisiteli ve nikleik asit korunumu agisindan ideal yeni bir
fiksatif arayisina yoneltmistir. Ticari olarak satisa sunulan ¢ok sayida alternatif fiksatif
mevcuttur. Formaline alternatif fiksatifler, ya formaldehit-disi bir aldehit komponenti icerirler
ya da hic aldehit komponenti icermezler (alkolik fiksatifler; Fine-FIX®, UMFix®, Carnoy
fiksatifi, Methacarn vb.) (18). Dolayisiyla kullanimlarinin, laboratuvar personelini
formaldehit maruziyetinden elimine etmesi beklenir. Ancak bu soltsyonlarin formalinin
yerini alabilmesi icin, bircok agidan degerlendirilmeleri, formalin ile ve birbirleri ile
kiyaslanmalar1 gereklidir. Yapilan calismalar incelendiginde, formalinin bir ya da birkag
aternatif fiksatifle, bir ya da birkag parametre agisindan (gogunlukla molekuler)
karsilastirildig1 gortlmektedir. Calismalarin 6zellikle molekiler etkilere yogunlastig: dikkati
cekmektedir. Calismalarin ¢ogunda, formaline alternatif fiksatiflerin molekiler metodlarin
kullanimi agisindan formalinden Gsttin olduklarr gosterilmistir. Ancak formaline alternatif
fiksatiflerin rutin patoloji uygulamasinda kullanilan prosedirler ile ne derece uyumlu
olduklar1 daha az irdelenmistir. Yine yapilan calismalarin, akciger kanserinde (15, 19), kolon
kanserinde (20), eflizyonlar ve ince igne aspirasyonlarinda (21), tiroid dokusunda (22),
karaciger dokusunda (23), normal kolon mukoza 6rneklerinde (24) gibi degerlendirmeyi tek
doku tipinde sinirladig1 gortlmektedir. Ayrica bu ideal fiksatif arayisi, ksilen alternatiflerini
geri planda birakmustir.

Biz de calismamizda, formalin yam sira Tirkiye'de ticari olarak satisa sunulan
formaline alternatif dort farkli fiksatifi (Tablo 11), ksilen yani sira yine Turkiye' de ticari
olarak satisa sunulan tg farkli ksilene aternatif seffaflandirici gjami (Tablo 12) kullanarak, 13
farkli doku takibi olusturduk. Doku takiplerini, diger calismalardan farkli olarak daha fazla
doku cesidi (serviks, uterin korpus, over, rektum, yag doku, safra kesesi, deri, mide,
akciger,sigmoid kolon timér dokusu, akciger timor dokusu ve meme timér dokusu) Gzerinde

uyguladik. Bu doku takiplerinin kesit kalitesi, doku morfolojisi; patoloji laboratuvarlarinda
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yaygin olarak kullanilan HK’sal ve IHK’sal boyamalar; I1SH, PCR gibi daha ileri inceleme
yontemleri Uzerine etkilerini arastirip karsilastirdik.

Galismamizda formalin yam sira, Turkiye' de ticari satisa sunulmus olan, formaldehit
icermeyen dort farkli alternatif fiksatif kullaruldi. Bunlar icerisinde FineFIX®, diinya
genelinde Uzerinde en ¢ok calisilan fiksatiftir (Tablo 13). Formilu patentlidir. Formalinsiz, su
bazl1, konsentre bir soltisyon olup, kullammma hazir degildir. Etanol ile dilte edilerek kullanilir
(1 birim FineFIX®, 3 birim %98’ lik etanol ile karistirilir). Formaldehit yan: sira, asetik asit de
icermez. Toksisitess daha dusUktir. Yapilan calismalarda histomorfolojik agidan ve
boyamalar agisindan formalinle belirgin fark gdzlenmemisken, 6zellikle molekiler korunma
acisindan formalinden Ustiin oldugu gorilmiistir (22). Glyo-Fixx® aldehit grubu bir fiksatif
olup, formaldehit yam sira metanol de icermez. Etken maddesi Glyoxal’ dir. Onemli bir ticari
fiksatif olan Glyoxal, molekiiller arasi kdpriler olustursa da, formaldehitte oldugu gibi capraz
bag olusturmaz (28). Literatirde Glyo-Fixx® in de kullamldigi {ic yayin mevcuttur (Tablo
12). Greenfix® ve Cell-block® ise, Glyo-Fixx® gibi, formaldehit icermeyen aldehit grubu
fiksatiflerdir. Literattrde bu iki fiksatifin kullanildigi yayin mevcut degildir. Formalinin goze
ve respiratuar mukozaya akut irritan etkisi, patologlar ve teknisyenler tarafindan iyi bilinen bir
dezavantajidir. Calismamizda kullandigimiz bu dort alternatif fiksatif ile, rahatsiz edici koku
ve irritan etkiler agisindan olumsuz bir etki saptanmamistir. Calismamizda alternatif fiksatifler
yanisira, ksilene alternatif, daha az toksik etkili olan Ug farkli seffaflandirici soliisyon da
kullandik. Literatirde ksilen alternatifleri ile ilgili yayinlar oldukga kisitlidir. Kullandigimiz
alternatif seffaflandicilardan Shandon Xylene Substitude® kokusuz olmasi agisindan
digerlerinden farklichr.
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Tablo 11. Bildigimiz formalin ve ¢alismada kullamlan alternatif fiksatiflerin Uretici firmalar tarafindan sunulan 6zellikleri (F: Formalin)

Fiksatif FORMALIN CELL-BLOCK GLYO-FIXX GREENFIX FINEFIX
Etken Formal dehit Glyoxa Glyoxa Ethandial Etanal ile dilUe edilen
madde patentli formul
Avantaj - Deneyim, tecriibe - Formaldehit icermiyor - Formaldehit icermiyor - Formaldehit icermiyor - Formaldehit icermiyor
- Bitun Uretilen antikorlar - F gibi aldehit tipi - F gibi adehit tipi - Metanol igermiyor - Asetik asit igermiyor
FFPGD i¢in uygun fiksasyon fiksasyon - F gibi aldehit tipi fiksasyon - Duslk toksisite
- Proteinlerin sekonder - F gbre daha az ucucu - Karsingjen degil - Toksik/zararl1 degil - Rutin histol gjik
yapisini korur - Etki mekanizmasi - Irritan etkili degil - Kokusuz uygulamalar icin uygun
- Arsivienen blok ve formaldehit ile ayn - F gbre daha az ucucu - Daha az ugucu - Molekller analizigin
lamlarin hemen timiive - Kullamma hazir - Rahatsiz edici koku yok - rritan degil uygun
histopatol gji - Yamc degil - Cevreye dost - Yamc degil - Spesmeni hafifce
makalelerinin gogu - Hicresd morfoloji daha - Karsinojen degil sertlestirerek,
FFPGD’lar Uzerine i - Calisma protokol inde makroskopik
- Kullamma hazir - Calisma protokol inde degisiklik gerektirmiyor orneklemeyi
- Ucuz degisiklik gerektirmiyor - Doku takibinin diger kolaylagtirir
- Lipid koruma - Capraz bag olusturmaz soltisyonlar: (alkal, ksilen) ile - Filefiske
- Kullamma hazir uyumlu spesmenlerdeki gri renk
- Yamc degil - Diltisyon gerektirmez, Urin degisikligi izlenmez
kullamma hazir - Lenf nodlar: daha
- Kullamm formalin gibi kolay diseke edilir ve
- Morfolgji, formdinile kesit yizlerinde
kiyasla daha yiksek kalitede parankim daha rahat
- Proteaz veretrieva secilir
kullamilmamasi 6neriliyor
Dezavantaj - Karsingjen - Az deneyim - Az deneyim - Az deneyim - Kullamma hazir degil.
- Keskin koku - Teklikdi-zararl - Teklikdi-zararl - Kan hiicreleri net Etanal ile karstirilarak
- Toksk - Mutgjen - Mutgjen degil/gorinmez hazirlanir.
- {rritan - Irritan - Irritan - Calisma protokol inde
- Yavas fiksasyon - Ekotoksisite: bilinmiyor - Ekotoksisite: bilinmiyor degisiklik: fiksasyon
- Dusk molekiler icin onerilen sicaklik
korunma 50C

- HER2 FISH sonucunu
olumsuz etkileme
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Tablo 12: Bildigimiz ksilen ve ¢aligmada kullanilan diger alternatif seffaflandiricilarin Uretici firma tarafindan sunulan 6zellikleri

Seffaflanchiricn K SILEN SHANDON XYLENE BIO-CLEAR SUB-X
SUBSTITUTE
Etken madde Alifatik hidrokarbon Terpenik orjinli Alifatik
hidrokarbon
Avantaj - Bilinen Grin - DusUk toksisite - DusUk toksisite - Aromatik degil,
- lyi kalitede Uruin - DusUk buharlasma - DusUk buharlasma alifatik
- aromatik degil - DUsuk yanicilik
- Kokusuz - Ozon tabakasina zararsiz
- Deriyeirritan degil
- buharlagsma hiz1 ksilen ile ayni
(kesitler hizli kurur)
- Yagsiz
- kullamma hazir
Dezavantaj - K6tu koku - Yanici - Az deneyim - Yanici
- Zararh - Zararl igerik: Alifatik - Zararli igerik: D-Limonene - Zararl igerik:
- Suipheli hidrokarbon - Trritan Alifatik
kanserojen - Tehlikeli atik hidrokarbon
- Tehlikeli atik - Baliklar ve suda yasayan diger
olarak simiflandirilir organizmalara oldukga toksik
- Dermatite neden - Daha pahali
olur ve deriyi
penetre eder




Tablo 13: Formalinin, calismada kullanilan Fine-FIX® ile karsilastirildig: calismalar ve bu
calismalarda elde edilen sonuclar

Formalinile  Uygulanan yontem/ler — Sonug Kaynak
karsilastirnla  karsilastirilan
n alter natif parametre/ler
fiksatif/ler
FINEFIX IHK, DNA-RNA FINEFIX > Formain 20
ekstraksiyonu ve DNA andlizi: Formalin fikse drnekten elde edilen
amplifikasyonu, Western en uzun amplikon 400 bps iken; Finefix ile fikse
Blot analizi dokudan elde edilen en uzun amplikon 2400 bps.
RNA analizi: formalin fikse dokudan elde olunan
RNA uzunlugu yaklasik 150 bpsiken; finefix ile
fikse dokudan elde olunan 600 bps.
FINEFIX DNA ekstraksiyonu ve PCR  Morfol gji agisindan Formalin > FineFl X 25
Molekiler calisma agisindan FineFI X (248bps) >
Formalin
FINEFIX Sdluler morfoloji, nukleik FINEFIX > Formalin 21
adit kalites
FINEFIX, Morfol gji, antijenisite, Histomorfolojik agidan fark yok 22
GLYO-FIXX, nukleik asit buttnltg HK: fark yok
ExcellPlus, [HK: F, FineFix, RCL-2 > ExcellPlus
RCL2 Molekiler: FINEFIX ve RCL2 > Formalin,
ExcdlPlus
FINEFIX, RNA andlizi (RT-PCR, Methacarn, gen ekspresyon analizi igin en uygun 26
Methacarn Nothern Blot) fiksatif ancak toksik
Methacarn ve FineFIX, rRNA ve mRNA agisindan
daha koruyucu ve bu etki fiksasyon siresinden
bagimsiz
FINEFIX, RNA, mikroRNA RNA ve miRNA agisindan, bu soltisyonlar Formaline 15
RCL-2 ve Ustin bulunmarms
HOPE
FINEFIX, Histomorfol oji Formalinsiz fiksatifler, hisomorfol oji ve protein 19
RCL-2 ve IHK korunumu agisindan, rutin patoloji ve arastirmalarda
HOPE Western Blot formalinin yerini almaya aday
FINEFIX, PCR, CISH, FISH DNA ve RNA e de etme, kalites ve molekiler tanida 27
RCL2, F-Solv uygulanabilirlik agisindan, alkol bazl: fiksatifler

(FineFI X, RCL2), crosslinking fiksatiflere gore
(NBF, F-Solv) dahaiyi

DNA: NBF ve F-Solv ile 300bp; FineFI X ve RCL2
ile 400bp
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Tablo 14: Formalinin, Glyo-Fixx ile karsilastirildig: calismalar ve bu ¢alismalarda elde edilen
sonuglar.

Formalinile  Uygulanan yontem/ler —  Sonug Kaynak
karsilastirnla  karsilastirilan
n alter natif parametre/ler

fiksatif/ler
GLYO-FIXX, Morfolgji, antijenisite, Histomorfol ojik agidan fark yok 22
FINEFIX, nukleik asit btunl gl HK: fark yok
ExcellPlus, IHK: F, FineFix, RCL-2 > Excel|Plus
RCL2 Molekiler: FINEFIX ve RCL2 > Formalin,
ExcdlPlus
GLYO-FIXX, Proteintamma Morfol gjik degerlendirme ve imminreaktivite aldehit 29
NEO-FIX, bazl: fiksatiflerle fikse dokularda daha iyi. Non-
HOPE aldehit bazli fiksatiflerin kullamm Western blot

andizi ile daha yuksek verimde protein elde etmede
avantg] saglayabilir.

GLYO-FIXX, Histomorfolgji H&E boyali kesitlerde histomorfolojik  kalite 30

STFStreck, acisndan F digerlerinden Gstin  bulunmustur.

Omnifix, Alternatif bir fiksatifin - F'nin  yerini  dmasi

Histochoice, durumunda, patologlarin  kendilerinin  bu farkl

and Histofix fiksatiflerle iligkili mikroskopik detaylara alistirmasi
gereklidir.

Morfolojik tamda en 6nemli noktalardan biri, benign ile malign dokular1 ayirt etmektir.
Bu ayrimdaki anahtarlar, dokularin organizasyon paternleri yamsira, sekil ve biyutklik
farklar1, nikleus/sitoplazma orani, diizensiz kromatin yapisi ve nikleollin say1, boyut ve rengi
gibi nikleer ozelliklerdeki farkliliklardir. Bu 6zelliklerin timi %10NBF ile fikse ve H&E
boyal1 doku ile iliskilidir (31). Patologlarin uzun yillardir kazandiklar: mikroskopik deneyim,
formalin ile fikse doku kesitlerine aittir ve diger fiksatiflerin sonucu olan morfolojik
degikliklere alisik degillerdir. Dolayisiyla eger formalinin yerini yeni bir fiksatif alacak ise,
elde edilecek histomorfolojik Ozelliklerin, formalin ile elde edilene es ya da yakin olmasi
beklenecektir. Histomorfolojik detayda meydana gelebilecek degisiklikler ya da
olumsuzluklar, 0Ozellikle, formalin-iliskili artefaktlar Uzerinden hicresel degisikliklerin

yorumlanmasinda usta olan anatomik patologlar tarafindan tepki alabilecektir (23).

CGalismamizda kullandigimiz farkl: fiksatiflerle ve farkli doku takipleri ile elde ettigimiz
kesitler, mikroskopik olarak alisilagelmis morfolojiye benzer ya da daha iyi 6zellikte sonug
vermistir. Degerlendirilen tim parametreler, 6zellikle 6 ve 8 nolu doku takipleri ile optimale
yakin 6zellikte bulunmus ve hayranlik uyandirmustir. Bu doku takiplerinin her ikisinde
seffaflandirict soltisyon olarak ksilol kullamlmis, ancak dokular formalin disi1 alternatif bir
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fiksatif ile fikse edilmistir. 6 nolu takipte kullanilan Glyo-Fixx® ve 8 nolu takipte kullanilan
Cell blok®, ayn: etken maddeyi (Glyoxal) iceren aldehit tirevi fiksatiflerdir. Glyo-Fixx® ile
yapilan calismalarda genel olarak, morfolojik acgidan formaline benzer sonug verdigi
bildirilmektedir (22, 29). Wang YN ve arkadaslari, bu yil yayinlanan calismalarinda,
formaldehit ve glyoxal fiksasyonunu farkli bir agidan, histomorfometrik olarak
karsilastirmiglardir (32). Bu amagla, plantar bdlgeden érnekledikleri dokuda, deri kalinligi,
reteler arasi indeks, elastik septa kalinligi, adiposit alam ve ¢apr gibi niceliksel 6lgtimler
yapip, formaldehit ve glyoxal agisindan degerlendirmislerdir. Belirgin bir fark saptamayarak,
formalin fikse dokuda uygulanan dlcimlerin, glyoxal fikse dokularda da uygulanabilecegini
belirtmislerdir. Biz de ¢calismamizda gorduk ki, bu fiksatiflerle fikse ettigimiz doku kesitleri,
kesit kalitesi acisindan (kesit butUnlGgintin tam olmasi, kesite bagli artefaktlarin olmamasi),
dokunun yapisal morfolojisi agisindan (dokuyu olusturan farkli yapisal komponentlerin tek
tek secilebilirligi) ve hicresel detaylarin netligi agisindan gergekten de optimal Ozellikler
tasimaktadir. Biz aym etken maddeyi iceren aldehit tirevi bu iki fiksatif ile elde edilen
morfolojinin, formalin ile elde edilenden daha Ustin oldugunu ve histomorfolojik agidan
formalinin yerini alabilecek giiclii adaylar oldugunu gordik.

Calismamizda kullandigimiz, aldehit grubundan olmayan tek fiksatif olan FineFIX® ile
de Ozellikle nikleer detay, sitoplazmik membran gibi Ozellikler agisindan iyi kesitler elde
edilmis olmakla birlikte, digerlerinden farkl: olarak, saf etanolde oldugu kadar belirgin olmasa
da bir miktar retraksiyon artefakt: izledik. Etanol, dokuyu proteinlerin ¢apraz baglanmasi
yoluyla korumadigindan, bu fiksatiflerle ortaya ¢ikan morfoloji formalininki ile aym degildir
(23). FineFIX® bilyik oranda etanol ile diliie edilerek kullanilsa da, basarili formillasyonu onu
saf etanolden farkli kilmaktadir. Elde edilen kesitlerde morfoloji aldehit tipi fiksasyonu ile
elde edilene yakin, 6zellikle nikleer detay agisindan oldukca basarilidir.

Fiksatif olarak formalinin kullanildigi doku takipleri 1, 2, 3, 4, ve 5 nolu takiplerdir. Bu
takiplerin morfolojik sonuclarina bakildiginda, besi ile de iyi kesitler elde edildigi
gbzlenmektedir. Tek belirgin fark, nikleer detayin okunakligi agisindan, 1 numarali doku
takibinin basarisiz olusudur. 1 no’lu doku takibi, “Tissue-Tek X-Press x120 (Sakura Finetek
USA, Torrance, CA)” tam otomatik, mikrodalga destekli hizli doku takip (MDHDT)
cihazinda gergeklestirilmistir. Fiksasyonu tamamlanan kasetlenmis dokular cihaza
yerlestirildikten sonra takip bir saatte tamamlamir. Bu yontemin, bir gece devam eden
konvansiyonel doku takibinden en 6nemli fark: takip siresindeki bu kisalma ile, 6zellikle
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kicuk biyopsilerin laboratuvara ulastigr giin mikroskopik degerlendirmesinin yapilabilmesine,
gerekli boyalarin da en kisa siirede istenmesine olanak saglamasidir. Bir diger 6nemli avantaji
ise, formalin ve ksilol gibi toksik maddelerin kullanimini elimine etmesidir. Bu takipte
kullanilan sollisyon aseton ve alkol bazli (propanol ve dimetil silfoksit icerikli) bir karisim
solusyondur. Ek olarak mikrodalga, calkalama ve vakum gibi fiziksel yontemlerden de
yararlanmakta ve bu sekilde doku takibi stirecini hizlandirmaktadir. Bu yontem heniiz sinirli
patoloji laboratuvarinda kullamlmakta olup, deneyim azdir. Literatirde de bu ydntemin
calisilchgr arastirma kisithidir (33, 34). Morales ve arkadaslarimin 2004 yilinda yaptiklar
calismada (33) farkli histolojilerdeki, formalin ile fikse 100 adet dokunun her birinden alinan
iki drnekten biri konvansiyonel doku takip yontemi, digeri ise MDHDT ile igsleme alinmis,
ardindan elde edilen kesitler 6ncelikle birbirleri ile histomorfolojik diizeyde karsilastirilmis ve
anlaml1 fark ya da suboptimal 6zellikte bir kesit bulunmamistir. Ardindan 9 patologtan bu
kesitleri mikroskop altinda kor olarak inceleyip, konvansiyonel yontemile mi yoksa MDHDT
yontemi ile islem gordigini tahmin etmeleri istenmistir. Kesitlerin %46.9'unda hangi takip
metodunun kullanildhigina karar verilememis, %33.7'sinde dogru metod tahmin edilebilmis,
%19.4'Unde ise yanlis tahmin yapilmistir. 14 olguda, patologlarin timinde yapilan
degerlendirmede tutarlilik tespit edilmistir. Bu 14 olgunun 7’sinde, patologlarin timi dogru
metodu tespit edebilmisken, diger 7’sinde ise degerlendirmelerin timi yanlis yapilmustir.
Ancak tutarhlik ya da tutarsizliklarin doku bazli degerlendirilmesi yapilmadigi
gbzlenmektedir. Farkli dokular, farkli islevleri nedeni ile, farkli yapisal komponentler ve
farkl: hiicresellik igermekte olup, bu farkli yapisal komponentlerin doku takibinde kullanilan
kimyasallardan etkilenimleri de farklilik gostermektedir. Dolayisiyla olgularin yaklasik
1/3' iinde (%33.7) metodun dogru sekilde tahmin edilmesi, mevcut farklilik agisindan anlamli
olarak da degerlendirilebilir. Biz kendi ¢alismamizda, 6zellikle nikleer morfolojinin 1 nolu
doku takibinden olumsuz etkilendigini gozlemledik.

Rutin histopatolojik incelemelerde, doku/hiicre morfolojisinin korunmasinda en dnemli
reaksiyon, proteinlerin stabilizasyonu/fiksasyonudur. Bu ne derece basarili ise mikroskoptaki
morfolojik ayrint1 diizeyi de o derecede Ust diizeyde olacak, bu ise temel histomorfolojik
incelemeler icin uygun bir zemin olusturacaktir (morfolojik fenotip). Ancak gunumuzde iyi
bir histomorfolojik inceleme tek basina yeterli olmamaktadir. Blylk 6lclde proteinlerden
olusan antijenlerin immunolojik yontemlerle incelenmesi de gerekmektedir (imminolojik
fenotip-immiunfenotip).
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IHK, biyolojik dokuda protein ekspresyonunun saptanmasinda yaygin sekilde kullamlan
basit ve ucuz bir metottur. IHK kullammu, 6zellikle son birkac dekad icinde belirgin sekilde
artmustir. IHK, timor siniflandirmasinda ve orjini bilinmeyen metastatik tiimérlerde primer
tumor orjininin arastiriimasinda kullanilmaktadir. Bu nedenle IHK analiz sonuclar: bu
hastalarda belirleyici olabilmektedir. Onkoloji alamnda, tUmor dokusunda bir proteinin
belirlenmesi, prognozu ve kemoterapdtik gjana yanit1 6ngdérmek agisindan énemli bir faktor
olabilmektedir. IHK'min kullamm, protein ekspresyonun tespiti ve lokalizasyonun
belirlenmesinde primer metod olarak ya da baska tekniklerin gegerliligini kanitlamak
amaciyla, arastirmalarda da 6nemli bir yere sahiptir. Ustelik, bircok doku 6rneginin tek bir
parafin blokta toplanlabildigi bir yontem olan TMA kullamim ile, arastirmalarda IHK’ dan
yararlanim artmistir (35-37). Bu yontem ile, analiz icin gerekli antikor miktar1 oldukca
azalmis ve sonuclar: degerlendirmek icin gereken siire de kisalmustir. IHK’ min ginimiizde,
hem rutinde, hem de arastirmalarda sik¢a kullamlan ve 6nemli yere sahip bir uygulama
oldugu belirgindir.

Yukarida bahsedilenlerden 6turt, gindemde olan formalinsiz doku fiksasyonu ile
spesmenlerin takibinin kabul edilebilirliginde, rutin H& E boyamadaki morfolojik kaliteden
elde edilecek sonug kadar, IHK’sal boyamalar ile de iyi sonuc elde edilmesi gereklidir. Bu
yluzden de, uygulayacagimiz fiksasyon yonteminden, proteinlerin antijenik 6zelliklerini
degistirmeden korumasi beklenmektedir. Kullandigimiz yeni fiksatifleri bu agidan
degerlendirebilmek icin, calismamizda farkl: dokulara farkli niikleer ve sitoplazmik IHK’ sal
boyamalar uygulanmustir. Kullandigimiz nikleer IHK’sal boyalar ile uygulacigimiz doku
takiplerinin timtnde iyi ya da optimal 6zellikte boyanma elde edilmistir. Sitoplazmik boya
sonuglar: incelendiginde ise, CD3, CD20, LCA ve CD38 gibi hticre ytizey proteinlerine (CD
markerlar)) ve aktin, desmin, caldesmon gibi sitoplazmik filamentéz proteinlere yonelik
antikorlar ile yapilan boyamalarda, nikleer boyalarda oldugu gibi doku takiplerinin timinde
iyi ya da optimal Ozellikte boyanma olmustur. Ancak CK7, CK20, HMWK ve CK gibi
sitoplazmik keratin boyalari ve HEPA sitoplazmik boyasi ile, 6zellikle 1, 2, 3, 4, 5 nolu
kesitlerden oldukca iyi sonug elde edilirken, 6, 8, 9, 10, 12 ve 13 nolu doku takiplerine ait
kesitlerden olumsuz sonuclar elde edilmistir. Boyamamn TMA yontemi ile esit kosulda
uygulanmis olmasi ve sonuclarin benzer sitoplazmik boyalar ile tekrarlamis olmasi anlamlidr.
Bu iki grup karsilastirildiginda en belirgin fark, iyi sonug alinan 1, 2, 3, 4 ve 5 nolu takiplerin
fiksatif olarak formalin igeriyor olusudur. Formalin disi fiksatiflerin kullanildigr diger
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takiplere ait boya kesitlerinde, boyanmama ya da soluk boyanma gibi olumsuz boyanma
sonuglar: yamsira, doku morfolojisindeki bozulma bir diger dikkat ¢ekici noktadir (Sekil 20).
CUnkl H&E boyamada bu kesitlerde histomorfolojik diizeyde iyi ya da optimal sonug elde
edilmistir. Bu nedenle, Ozellikle bu son bulgu da dikkate alindiginda, rutin prosedirde
degisiklik yapmadan uyguladigimiz bu boyalar ile elde edilen olumsuz sonuclar, bu doku
takiplerinde kullamlan formalin disi fiksatiflerin dokudaki etkileri ile, uygulanan IHK
prosedirinin uyumsuz olabilecegini distndirmektedir.

Patolog Karl Weigert 1893 de formalin ile fiksasyondan sonra elde edilen kesitlerin
kalitesinin daha iyi oldugunu fark etmis ve o zamandan bugline dek, formalin patoloji
laboratuvarlarimizda standart fiksatif olarak kullamlagelmis ve dolayisiyla antikor
imalatcilarimin  hemen timd, drdnlerini FFPG dokulara gore optimize etmislerdir (9).
Calismamiz, formalin dis1 fiksatiflerin kullanilabilmesi igin, Ozellikle IHK laboratuvar:
acisindan, her antikor icin ayr1 ayr1 protokollerin tekrar optimize edilmesi gerektigini
gostermektedir. Bu konuda bazi calismalarda (19), dternatif fiksatiflerin proteinler-arasi
capraz bag olusturmuyor olusu dikkate alinarak, ¢zellikle proteinaz 6n isleminin tamamen
kaldirilmas: ya da sadece birkag saniye uygulanmasi ve retrieval islemlerinin de ayrica adapte
edilmesi gerekliligi vurgulanmistir. CUnkU proteinler-arast gapraz bag olusmayan dokularda
bu islemlerle proteinler kolayca eriyebilecek ve yanlis negatif sonug¢ dogurabilecektir. Bizim
IHK boyama protokoliimiiz proteinaz ile protein sindirimi icermemektedir. Ancak tamamen
formalinin neden oldugu etkilere yonelik planlanms retrieval islemlerinin gdzden gegirilmesi
gerekliligi belirgindir. Dokular bu formaline alternatif sollisyonlarla fikse edildiginde,
Ozellikle bir kismi cerbB2 gibi tedavi iligkili olan belirleyicilerin optimize edilmesi, elde
edilecek skor tammlamalarinin yeniden gézden gegirilmesi ve onaylanmasi gerekecektir.

[HK’ sal boyamalar icinde en iyi sonuclar, 1,2,3,4 ve 5 nolu takiplere ait kesitler ile elde
edildigi belirtilmisti. Fiksatif olarak timinde formalinin kullamldigi bu doku takipleri
irdelendiginde, hep arka planda kalmis olan seffaflandirici soliisyonlar 6n plana cikmaktadr.
Bunlar igerisinde 2 nolu takipte rutin olarak patoloji laboratuvarlarimizin gogunda kullanilan
ve bir aromatik hidrokarbon olan toksik etkili ksilol kullamlImstir. 3,4 ve 5 nolu takiplerde ise
srasiyla ksilenden daha az toksik olan Shandon Xylene Substitude®, Bio-clear® ve Sub-X®
kullanilmigtir. 1 nolu doku takibi ise (MDHDT) henliz ¢ok az laboratuvarda rutinde
kullamlmakta olup seffaflandirict soliisyon icermemektedir. Bu bes doku takibi icerisinde
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Ozellikle 4 ve 5 nolu takiplerle, boyanma reaksiyonunun siddeti, iyi morfolojik 6zellikler ve
temiz zemin agisindan test edilen birgok antikor icin IHKsal boyamada en iyi sonug elde
edilmistir (Tablo 15). Dolayisiyla, daha az toksik etkili ksilen alternatifi seffaflandirici
solusyonlar, irritan ve toksik etkileri olan ksilenin yerini almak icgin kuvvetli adaylar gibi
gorinmektedir.

Tablo 15: 1, 2, 3, 4 ve 5 nolu doku takiplerinin karsilastirilmasi*

Takip  Seffaflandirici Hscore-ER Hscor e-ki67 Hscore-p63 Hscore-CD38
No (memetm) (kolon tm) (deri) (kolon tm)
1 YOK 232,4234 112,2078 217,6672 19,9819
2 KSILEN 211,1678 2429072 148,1928 30,7822
3 SHANDON KSILEN 203,7399 232,1698 137,9494 15,6526
SUBSTITUDE
4 BIO-CLEAR 244,0949 261,8377 224,4027 98,1215
) SUB-X 256,4102 266,11 238,2465 66,9827

* Fiksatif olarak timiinde formalinin kullamldig: doku takipleri icerisinde, verilerle belirli olan IHK’ sal boyanma
farkliligi, bu doku takiplerinde kullamlan farkl seffaflandinc sollsyonlarlailiskili gibi gorinmektedir. Daha az
toksik etkili olduklari bilinen aternatif seffaflandinc sollsyonlar, belki de ksilenin yerini almaya ¢oktan

hazirlar.

Molekiler biyolojideki ilerlemeler, hastaliklar1 anlamamizda biiyik etkiye sahip olup
tamisal ve terapGtik tibbi modernize etmektedir. Klinik patolojide, molekuler tanlarin
gelismesi ile birlikte nikleik asit bazli tahliller belirgin sekilde artmistir (38). Ulkemizde de
molekuler patoloji, klinik patoloji igerisindeki yerini edinmeye baslamistir. Tanmya yonelik
incelemelerin (morfolojik-imminfenotipik) zeminini olusturan baglica hedef molekil olan
“protein”lerin yam sira, son yillardaki bu teknolojik gelismelerin etkisi ile artik ikinci bir
hedef molekil daha vardir: “nikleik asitler” (DNA, RNA). Fiksasyon sistemleri tartisilirken
artik sadece proteinler degil, nikleik asitler de g6z 6niinde bulundurulmaktadir.

Molekuler genotipik incelemeler, genellikle taze ve dondurulmus dokularda galismak
Uzere gelistirilmislerdir. Cunkd intakt makromolekiller agisindan en iyi kaynagi olusturmasi
nedeni ile taze doku ya da snap-frozen doku Ornekleri molekiler analiz igin uygun olan ana
materyallerdir. Ancak bu doku drneklerinin dogru morfolojik detay: vermemesi ve histolojik

tamy1 olumsuz etkileyebilmesi yamsira, pratik olmayan ve masrafi blytk bir uygulama
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olmasi nedeni ile patoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilamamus, yalnizca biyik
patoloji laboratuvarlarina ya da Universitelere simirli kalmistir (19, 26). Arsivlierimizde
muhafaza ettigimiz FFPGD’lerin, biomarker kesfi icin dondurulmus taze dokulara alternatif
olabilecegi, simdilerde fark edilen bir durumdur. Proteinlerle karsilastirildiginda, nikleik
asitlerin fiksasyonu konusunda bilinenler daha azdir. Rutin histopatolojik inceleme amagli
takiplerde, nikleik asitlerin  fiksasyonu, dokunun genel fiksasyonu cercevesinde
gerceklesmektedir. DNA ve RNA oda sicakliginda formaldehid ile reaksiyona girmemektedir.
Sicaklik arttinildiginda nitkleik asit zincirlerinin sarmal yapisi ¢oziilmeye baslar ve 45°C den
sonra RNA, 65°C den sonra ise DNA ile formaldehid arasinda etkilesme giindeme gelir.
Normal takip islemlerinin uygulandig: oda sicakliginda (20-25°C) formaldehid ile nikleik
asitlerin  denatirasyonu gergeklesmez (dolayisiyla formalinin, virisler veya prionun
infeksiyon potansiyeli Uzerine etkisi sorgulanmalidir). Ancak takip isleminin ileri
asamalarinda (parafinizasyon) sicaklik yikseldigi icin, doku icinde kalint1 halinde az miktarda
bulunabilen formaldehitin etkisi sz konusu olabilir. Ozetle, fomaldehid ile fikse ve parafine
gbmull (FFPG) dokuda, baska zarar verici etkenler sz konusu degilse, daha cok DNA olmak
Uzere nikleik asitlerin korunmus durumda olmasi beklenir. Bu ¢ok buyik molekillerin %30
kadar1 fiksasyon sirasinda kaybedilir. Blyutk Olgude korunabilmelerinin nedeni gok biyik
olan bu molekillerin protein matriks tarafindan sarilip tutulmasidir.

RNA, DNA'ya oranla daha instabil bir molekil olup ¢ok hizli ve geri donlUstimsiiz
olarak parcalanabilir (11, 39). Ribonikleazlar (RNazlar) oldukca stabil aktif enzimlerdir. Eser
miktarda olduklarinda bile RNA’min pargalanmasina neden olur. Bu nedenle de RNA bazl1
incelemelerin yapilabilmesi ve RNA'min uygun kosullarda saklanabilmesi icin RNazsiz
laboratuvar kosullarinin saglanmast ve idamesi gereklidir. RNaz baslica insan derisi, sac, tiy,
tikrik ve ter gibi vicut salgilarinda, bakteri ve kif mantar: igeren toz partikillerinde, pipet
uclarinda, laboratuvar tiplerinde, suda, ¢ozeltiler ve sollisyonlarda, laboratuvar yizeylerinde,
cam veya plastik laboratuvar malzemelerinde ve dokunun kendisinde bulunur. Kisaca
laboratuvarin her kdsesi RNaz aktivitesi icerir ve bu nedenle de ortamdaki RNaz’ in inaktive
edilmesi gereklidir (11).

Dokudan intakt nikleik asit toplamak icin yapilan ¢alismalarda genel olarak Ug yoldan
birinin kullamldigr gorulmektedir. Biri, fikse dokuda nikleik asitlerin fragmente oldugunu
kabul ederek, bunun yerine OCT (Optimal Cutting Temperature) mediasina gomalu ani-
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donmus doku kullanmaktir. Bu yontem ile iyi miktarda niklelk asit izole edilir, ancak
dokularin -70 C'de muhafaza edilmesini gerektirir ki bu da gok sayida drnekten olusan rutin
depolama islemini pahali hale getirir ve pratik degildir. Ek olarak Orneklerin cryostat ile
kesilmesi zor, zaman kaybettiricidir ve morfolojiyi hiicre tipini zor tantyacak kadar bozar (23,
26). Baz1 arastirmacilar da benzer sekilde, biomolekllerin kazanimint optimize etmek amagli,
bir spesmenin iki pargaya bolunip, bir pargasimn dondurulup saklanmasin
desteklemektedirler. Bu uygulama da pratik degildir; ¢tinka ttimérler homojen kitleler degildir
ve fikse olmayan spesmenin makroskopik inceleme ile taninmast siklikla olanaksizdir.
Mikroskopik incelemesi yapilmaksizin dokudan nikleik asitlerin  izole edilmesi,
kontaminasyon ve/veya uygun olmayan dokunun analizi gibi olasiliklart doguracak, bu da bu
stratgjinin uygulanmasint kisitlayacaktir. Bu gergek, molekiler analizin kiglk lezyonlarda,
Ozellikle biyopsi materyallerinde siurdirtlme istegi ile daha karmasik hale gelmektedir. Cunku
bitunin mikroskopik incelenmemesi uygunsuz/eksik tam riskini doguracaktir (3).

Ikinci yaklasim, formalinin histoteknoloji ve tamsal histopatolojinin temelini olusturan
fiksatif oldugunu kabul eder ve FFPGD’lardan nikleik asit izolasyonunu optimize edecek
metodlar gelistirmeye calisir. Formalin ile fiksasyon islemi, dokularin yapisimin optimal
histolojik durumda kalici sekilde korunmasina ve uzun siireli kolay depolamaya olanak verir.
FFPG materyali kullanmanmin en biylk avantaji arsivden doku 6rnegi elde etmenin
kolaylhigidir. Clnki taze donmus doku elde etmek icin bolimde bunun icin ayrilmis bir
boltim, 6zel ekipman ve 0zel 6rnek toplama gerekmektedir. Dinya genelinde, patoloji
departmanlarinda, FFPG materyal barindiran genis arsivlier mevcuttur. Bu spesmenler, kanser
prognozu vel/veya tedaviye cevabi daha iyi 6ngoérebilmemizde yardimci olabilmek igin,
hastanin klinik sonucu ile korele edilebilecek, morfolojik olarak tamml1 ve hastaliga spesifik
orneklerin bulundugu, zengin bir molekiler bilgi iceren, benzersiz bir kaynagi temsil
etmektedir. FFPG timorler yaygin sekilde ulasilabilir durumda ise de, bu 6rneklerin gen
profili arastrmalarinda kullamlmasinda o6nemli kisitlamalar bulunmaktadir. Formalin
fiksasyonu, bazlara mono-methylol grubunun baglanmasi ile nikleik asitlerde kovalent
modifikasyona, nikleik asitlerle proteinler arasi ¢apraz bag olusumuna ve iplik kirilmalarina
yol agar. Bu nedenle nikleik asitlerin verim, kalite ve bittnlilugini tehlikeye atar (40, 41).
FFPG dokudan genellikle yeterli miktarda DNA izole edilebilir. Ancak, elde edilen analiz
edilebilir DNA fragmanlarinin boyutu 300-500 baz ciftini gegmez. Bu sinirliligin, siklikla
iplik fragmantasyonun sonucu oldugu distnulmektedir. Benzer kisithlik RNA i¢in de
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gecerlidir. Ek olarak, DNA ile karsilastirildiginda, RNA patoloji pratigindeki ¢esitli doku
takip asamalari/islemlerine ¢ok daha duyarlidir. RNA molekdllerinin intrinsik kisa yari
omurleri, RNAaz enziminin tahmin edilen gevresel bollugu ve RNA ipliklerinin kiguk
boyutu, onlar1 degradasyona daha duyarli hale getirir (38). Dolayisiyla, FFPG dokulardan
nikleik asit ekstraksiyonu ve analizi hala Uzerinde dustintdlen bir konudur. Sonug olarak,
formalin kullanilarak morfoloji korunsa ve standart olarak fikse olmus ve takip gormis arsiv
materyalini kullanmaya olanak saglasa da bu yaklasimda 6zellikle RNA olmak tzere, nikleik
asit kalite ve miktarindan 6din verilmis olunur (26, 40). Bu metodla taze dokuda oldugundan
%50-99 daha az RNA elde edilir, ve bu RNA’dan saglanan ampliconlar genellikle 300 bazdan
azdir (23).

Uclincii yaklasim ise, fikse dokulara benzer morfolojiyi saglayan ve aym zamanda
nikleik asitlere daha az zarar veren fiksatiflerle farkli doku takibi metodlar: kullanarak, doku
morfolojisi ve nilkleik asit biitinliigli arasinda bir orta yol bulmaya calisir. Ozellikle,
formalinin tehlikeli bir kimyasal oldugu ile ilgili artan kanitlarin olmasi Uzerine Avrupa’ da bu
fiksatifin yasaklanmasinin dnerilmesi, arastirmacilar: bu yaklasim tizerinde daha ¢cok durmaya
sevk etmistir. Bu nedenlerle son yillarda bazi aldehitsiz fiksasyon yontemleri denenmistir.
Bugiine kadarki en tmit verici sonuclar alkol bazli fiksatifler ile elde edilmistir. Clinkl alkol
bazl1 fiksatifler makromolekilleri enzimlerin inaktivasyonu ile proteinlerin denatlirasyonu ve
presipitasyonu (¢okme) yoluyla korurlar. Ayrica belirgin bir kimyasal degisiklik meydana
getirmediklerinden, nikleik asitleri de degistirmezler. DNA, alkoller iginde kollabe olur.
Alkolde denattire olmus DNA, rehidratasyon sonucunda orijinal sekline kismen geri déner.
PCR ve molekiler dizeyde calismalar stz konusu oldugunda, en elverisli DNA parcalar
etanol tespitli dokulardan elde edilmektedir. Formalin tespitli dokulardan elde edilebilen parca
uzantilar: ise kisithdir. RNA presipitasyonunda kantitatif agidan en basarili sonuclar yine
etanol ile alinmistir. Formaldehid ile sonuclar kotudur. Bu 06zellikler laboratuvarda
hazirlanmis soltisyonlarla ve ticari fiksatiflerle demonstre edilmistir (26).

Calismamizda jel elektroforez gorintileme ile 1 numara hari¢ digerlerinde DNA
kalitesinin iyi oldugu gozlendi. Ancak fiksatif olarak formalinin kullanmildigi takip
numaralarinda, digerlerinden farkli olarak belirgin fragmantasyon ve kuguk fragmanlarin
varhigr dikkat cekici oldu. Calismamizda DNA kalitess PCR amplifikasyonu ile de
degerlendirildi. Kiglk boyutlu amplikon ile yapilan PCR ile tim doku takiplerinde
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amplifikasyon gergeklesirken, buyuk boyutlu amplikonlarla beklendigi gibi durum aymi
olmadi. 1608 bp boyutlu amplikon ile 7 ve 11 numarali 6rneklerde kontrol genomik
DNA’'dakine benzer sekilde guclu sinyal ile belirli amplifikasyon izlendi. Ayrica zayif
olmakla ve 5 nolu ornekte gérece daha iyi olmakla birlikte 2, 3 ve 5 nolu 6rneklerde de bir
miktar amplifikasyon gerceklesti. 2274 bp boyutlu amplikon ile ise, yalniz 7 ve 11 numaral
orneklerde amplifikasyon gerceklesti. RNA'min jel elektroforez ile degerlendirmesinde ise 1,
2, 4, 5, 6, 7 ve 11 numaral takiplerde RNA kalitesinin daha iyi oldugu tespit edildi.
Dolayisiyla FineFIX®in molekiiler korunum agisindan belirgin farkla digerlerinin 6niine
gectigi gozlemlendi. Ozellikle 2000'in (izerinde boyutlu bir amplikon ile amplifikasyonun
gerceklesmis olmas: dikkat cekiciydi. Elde etigimiz bu sonuc FineFIX® ile yapilan
calismalarin cogunda da benzer sekildedir. Ornegin Giorgio Stanta ve arkadaslarimn
FineFIX® ile formalini karsilastirdiklar: calismada, rutin formalin ile fikse ettikleri
dokulardan elde ettikleri maksimum uzunluktaki DNA fragmam yaklasik 350 bases iken;
FineFIX® ile fikse ettikleri dokudan elde ettikleri DNA fragman uzunlugu 2400 bazdir (20).
Bu fark c¢ok etkileyici olup, taze dokudan farkli olarak doku morfolojisini analiz etme ve
dogru mikrodiseksiyon olanag1 veren parafine gomilu arsiv materyallerinden etkili DNA
molekill analiz etme sansi vermektedir. Ayni calismada FFPG dokulardan elde edilen RNA
fragmanlar: 100-200 bases uzunlukta iken, FineFIX® ile fikse dokulardan elde edilen RNA
sekans uzunlugu 600 bases 1 bulmustur. FFPG dokulardan RT-PCR analizi ile, spesifik RNA
larin kantitatif analizi mumkindir. Ancak, engellenemeyen degradasyon nedeni ile bu
dokulardan mutlak kantifikasyon uygun degildir. Yine aynm calismada FineFIX® ile bu RNA
degradasyonun FFPG dokuya gore daha distk oldugu ve daha uzun RNA sekanslarinin
ekstrakte edilebildigi belirtilmistir. Alternatif fiksatiflerle yapilan ¢alismalar incelendiginde,
FineFIX® in bu konudaki tistiinligii dikkat cekicidir.

RNA ekstraksiyonun, fiksasyondan ve doku takibi asamalarindan, DNA'’ya gore daha
cok etkilendigini biliyoruz. Literatire baktigimizda bu konuda, mikroRNA’larin (miRNA)
ilgi geken farkliligint goriyoruz. miRNA’lar genellikle 19-25 nikleotid boyutunda, protein
kodlanmasinda primer rol oynamayan ancak hedef miRNA'’larin ekspresyonunu regile eden,
kicuk RNA molekilleridir (15). Fizyolojik oldugu kadar gelisimsel ¢esitli stregleri regule
ettikleri dustunilmektedir. miRNA’larin fonksiyonunu etkileyen mutasyonlarin genetik
hastaliklarda patogenetik bir rol oynadigi gosterilmistir. miRNA’larin kanserdeki etkileri ise
birlikte fonksiyon gosterdigi hedef mRNA'’ lara baglidir. Bazi miRNA’larin hem onkogen hem
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de timor sipresor olarak cift fonksiyona sahip olabilecegi bildirilmistir. Farkli timor
tiplerinde, onkogen ya da tUmdr sipresor olarak davranan miRNA’lar tammlanmistir. Bu
nedenle fiksatiflerin RNA ve miRNA’larin kalite ve korunumu Uzerine etkileri de ilgi ¢eken
arastirma konularindandir. Bu guine kadar yapilan RNA ekstraksiyonu ile ilgili calismalarda,
FFPGD’dan elde edilen basarili amplifikasyonlar en fazla 200 bases boyutundaki kuguik
fragmanlarla sinirli kalmig ve amplifikasyon verimi etanol ya da aseton bazl: fiksatiflerle fikse
dokularda daha yuksek bulunmustur. Lisa Arzt ve arkadaglarinin yakin zamanda yayinlanan,
FineFix, RCL-2 ve HOPE olmak Uzere U¢ formalinsiz alternatif fiksatifi kullanarak yaptiklari
molekuler calismada, formalin ile kiyaslandiginda, alternatif fiksasyonun ve fiksasyon
siresinin mi-RNA miktarinm etkilemedigi gosterilmistir (15). Bu, 6nceki ¢alisma sonuglarini
destekler niteliktedir (22, 41-43). Formalin fiksasyonun RNA degradasyonuna neden oldugu
ancak ortaya cikan fragmanlarin hala saptanabilecek genislikte oldugu bilinmektedir.
Dolayisiyla, boyutlarinin kigik olusu nedeni ile, miRNA’larin formalin fiksasyonundan
negatif olarak etkilenmedikleri belirtilmektedir. Dinya genelinde sahip oldugumuz zengin
FFPGD arsivi disunuldigiinde, bu arsive deger katan sevindirici bir sonuctur.

Son olarak maliyet agisindan bir degerlendirme yapmak uygun olacaktir. Bildigimiz gibi
formalinin en 6nemli avantgjlarindan biri ucuz olusudur. SolUsyonlarin bir litrelerinin
maliyetleri karsilastirildiginda, alternatif fiksatiflerin formaline gore daha yuksek maliyetli
oldugu gorulmektedir. Alternatif sollsyonlarin fiyati, formalinden kabaca 15-80 kat daha
yuksektir. Alternatif seffaflandiricilarin fiyat1 ise ksilenden 7-10 kat daha fazladir. Ancak
insan sagliginin maliyetle degerlendirilmemesi gerektigi distintlmeli, kullammi yayginlastigi
taktirde bu alternatif soltisyonlarin fiyatlarimin diisecegi g6z 6niinde tutulmalidir.
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SONUCLAR

1. Alternatif fiksatifler daha az toksik ve daha az irritan etkilere sahipler. Ancak gercek su ki,
bu solusyonlar yine de kimyasal maddelerdir ve toksik potansiyele sahip komponentler
mutlaka icerirler ve yanici 0zelliktedirler.

2. Formalin patoloji laboratuvarlarinda en sik karsilasilan etkenler olan hepatit B ve C
virusleri, tiberkiloz basili, kist hidatid etkeni ve daha nadir olsa da HIV ile enfekte
materyallerden kaynaklanabilecek enfeksiyonlara karsi koruyucudur ve bu agidan given
vericidir. Formalinin yerini alacak fiksatiflerin bu agidan da degerlendirilmesi gerekecektir.

3.Formalin, uzun vyillardir dinya genelinde, standart fiksatif olarak kullamlagelmistir.
Patologlarin uzun yillardir kazandiklar1 histomorfolojik deneyim, formalin-iliskili artefaktlar
Uzerinden hicresel degisikliklerin yorumlanmasi Uzerinedir. Bu nedenle formalinin yerini
alacak ideal fiksatifin benzer histomorfolojik sonug vermesi beklenmektedir. Bu agidan
bakildiginda etken maddesi glyoxal olan Glyo-Fixx® ve Cell block® bu agidan en az formalin
kadar basarili bulunmusglardr.

4.Calismamizda histokimyasal boyamalar agisindan tim doku takipleri ile birbirine yakin ve
iyi sonu¢ elde edilmistir. HK’sal boya panelimizde rutinde sk kullamlan boyalar
kullamlmistir. Ancak 6zelikle patojen tespitine yonelik boyama protokollerini de icerecek
sekilde daha genis bir panel kullanarak, yeni karsilastiriimali calismalar yapilmasi
gerekmektedir.

5.Calismamizda Glyo-Fixx® ve Cell block® ile, her ne kadar optimal histomorfoloji sergileyen
kesitler elde edilse de, immunohistokimyasal boyamada olumsuz sonuclar elde edilmistir.
Bunun nedeni antikor imalat¢ilarinin hemen timinun, drdnlerini FFPG dokulara gore
optimize etmis olmalar: olabilir. Dolayistyla formalinin yerini alacak soltisyonun dncelikle bu
acidan test edilmesi ve IHK prosedirlerinin bu sollisyona gore yeniden optimize edilmesi

gerekli olacaktir.

6.1 numarali doku takibimiz olan MDHDT, o6zellikle formalin ve ksilol gibi toksik
soltsyonlar1 elimine etmesi ve hizli doku takibi uygulayabilmesi agisindan dikkat geken bir
doku takip metodudur. Diinya genelinde ¢ok az laboratuvarda kullaniimakta olup, elde edilen
deneyim azdir. Calismamizda bu doku takibi ile elde ettigimiz kesitlerde 6zellikle nikleer
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detay acisindan olumsuz histomorfolojik Ozellikler dikkati ¢ekmistir. Ayrica molekiler
korunum agisindan da en olumsuz sonuclar yine bu doku takibine aittir. Zaten Uretici firma da
molekiler calisma yapilacak dokular icin farkl bir fikzatif kullanlmasint 6nermektedir.

7.IHK boyamalar: ile en iyi sonuclar fiksatif olarak formalinin kullamildig: doku takipleri ile
elde edilmistir. Bu doku takipleri kendi iginde karsilastirildiginda, hepsinde farkli bir
seffaflandirict ajan kullamildigi ve ozellikle Bio-clear® ve Sub-X® in kullanildigi doku
takiplerinin daha iyi sonug verdigi gdzlenmektedir. Dolayisiyla, daha az toksik etkili ksilen
aternatifi seffaflandirict sollsyonlar, irritan ve toksik etkileri olan ksilenin yerini ailmak icin
kuvvetli adaylar gibi gorinmektedir.

8.Molekiiler korunum agisindan FineFI X® gercekten ideal bir fiksatiftir. Ustelik iHK boyama
sonuglar: da iyidir. Ancak alkol bazli bir fiksatif olup, doku kesitlerinde bir miktar doku
bliziismesine neden oldugu izlenmistir. Bununla birlikte hticresel diizeydeki histomorfoloji,
Ozellikle niikleer morfolojik detay agisindan optimaldir.

9.TUm bu sonuclar ve yakin zamanda yapilmis diger calismalarin sonuclar: gosteriyor ki, daha
az toksik, formaldehit icermeyen fiksatifler histomorfolojik ve protein korunumu agisindan
formalinin yerini amaya gugli sekilde adaydirlar. Her birinin artilari, eksileri olmasina
karsin, calismamizin verileri degerlendirildiginde fiksasyonda formalin yerine FineFIX®,
Glyo-Fixx® ve Cell block® un 6n plana ciktigini, morfolojik ve molekiller diizeyde daha iyi
sonug verdigini, bu fiksatifler ile ksilen yerine Bio-clear® ve Sub-X® kullanildig: takdirde

daha daiyilesme saglandigi sonucuna varilmistir.

10.Ancak, glyoxal fiksasyonunda oldugu gibi optimal histomorfolojiyi, FineFIX®
fiksasyonunda oldugu gibi fikse ve parafine gomulu bir dokudan elde edilebilecek optimal
molekuler korunmay: sunacak alternatif bir fiksatif bulunsa dahi, bu solisyonun
mikroorganizmalar Uzerine olacak etkisinin bilinmiyor olusu, ideal bir fiksatif olabilirliginin
onunde engel teskil edecektir. Dolayisiyla, yapilacak yeni ¢alismalarda bu konu tzerinde de
durulmasi gerekmektedir.
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