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Sevgili 6grenciler,

Patoloji laboratuvari, doku ve viicut sivilarinin mikroskobik incelemeye hazir hale
gelmesine kadar tiim teknik hizmetlerin yiriitiildiigi ve gerekli teknolojinin uygulandig:
o0zel laboratuvar alanlaridir. Bu amagla yapilan teknik ¢aligmalar olas1 patolojik durum-
larin tanisinda kolaylik saglayici olacaktir. Laboratuvarda gérev alan bireylerin bu tek-
nikleri en iyi sekilde yerine getirmeleri i¢in gerekli ¢aligmalar1 yapmalari; organ, doku ve
hiicreleri mikroskobik diizeyde tanimalar1 patolojinin olmazsa olmazlaridir. Bu ¢alisma-
lar1 yerine getirecek olan bireylerin yeterli bilgi ve donanima sahip olmasi gerekmektedir.

Histoloji; hiicre, doku ve organlarin mikroskobik yapisini tanimlayan gorsel bir egi-
tim disiplinidir. Bu dersin egitiminde teorik bilgiyle birlikte laboratuvar uygulamalari
onemli bir yer tutmaktadir. Teorik derslerde 6grenilen bilgiler uygulamalar yoluyla pe-
kiserek anlam kazanacaktir.

Hazirlanan bu kilavuzda doku takip agamalar ile doku tiplerine ait bilgiler verilmis
ve ayn1 zamanda mikroskopta incelenen dokularin ¢izimlerinin yapilacag: bos tablolar
hazirlanmistir. Bu uygulamalar hem 6grenme agisindan kolaylik saglayacak hem de 6g-
renilenlerin daha anlamli ve kalic1 olmasini saglayacaktir. Bununla birlikte, 6grencilerin
laboratuvarlara olan ilgileri de kontrol edilebilecektir.

Patoloji laboratuvarlar: ve benzer laboratuvarlar i¢in hazirlanan bu kilavuzun sizlere
faydali olmasi en biiyiik temennimizdir.

Tayfun CEYLAN & Mehmet Alparslan UNAL
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1.BOLUM: PATOLOJi LABORATUVAR UYGULAMALARI

1. LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Laboratuvar ¢aligmalarinda 6nliik ve kapali ayakkabi giyilmesi zorunludur. Calis-
manin niteligine gore gerektiginde koruyucu gozliik, eldiven ve maske takilmali-
dir.

Laboratuvarda kullanilan 6nliik, eldiven vs. malzemeler ile laboratuvar disina ¢i-
kilmas: yasaktir.

Laboratuvarda yemek, igmek, gida malzemelerini bulundurmak ve laboratuvar
ekipmanlarini bu amagla kullanmak yasaktir.

Kisisel esyalar laboratuvar disinda tutulmalidir.

Calisma esnasinda saglar uzunsa mutlaka toplanmalidur.

Klinik 6rneklere (kan, idrar, balgam vb), kontamine ekipmana veya kontamine
yiizeylere asla eldivensiz dokunulmamalidir.

Eldivenlerinizi ¢ikardiktan sonra ve laboratuvar: terk etmeden 6nce mutlaka el-
ler ytkanmalidir.

Cam malzeme kullaniminda ¢atlak ya da hasarli malzemenin kullanilmamasi ola-
bilecek kesici yaralanmalarin 6nlenmesi agisindan 6énemlidir. Cam kiriklar: asla
elle temizlenmemelidir. Kirik pargalar1 kesici-delici kutusuna atilmalidir.
Laboratuvar personeli haricindekilerin laboratuvara giris ¢ikislar1 engellenmeli-
dir.

Laboratuvar kapilar: giivenlik agisindan her zaman kapali tutulmalidir.

Deri yoluyla hastaliklarin bulagsma riskinden dolay1 laboratuvar ortaminda ¢ali-
sirken agik yaralar mutlaka yara bandi ile kapatilmalidir.

Higbir kimyasal madde koklanmamali ve tadilmamalidir.

Laboratuvarda calisirken kesinlikle agiz yoluyla pipetaj yapilmamali, puar kulla-
nilmalidir.

Laboratuvar atiklar: evsel atiklar ile karigtirllmamalidir. Tiim kesici-delici aletler
kesici-delici kutusuna atilmalidur.

Calisma alanlarinin temizlenmesi ve temizligin yapilmasinin saglanmasi ilgili bo-
limdeki gorevli teknisyenin sorumlulugundadir.

Kullanilan malzemeleri kesinlikle kirli ve i¢inde kimyasal madde ile birakmay:-
niz.

Laboratuvar ¢alismalarindan ¢ikan atiklar: tibbi atik kutusuna atiniz.
Laboratuvar malzemelerinin temizligi sirasinda eldiven ve gerekli olmasi duru-
munda gozliik kullaniniz.
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12 Patoloji Laboratuvar Uygulamalar1

2. ISIK MiKROSKOBUNUN TANIMI ve KULLANIMI

Histolojide kullanilan inceleme arac1 mik-
roskop, aydinlatma kaynagina gore 1s1k ve
elektron mikroskobu olmak iizere iki tipte-
dir. Bu uygulamada 151k mikroskobu ele ali-
nacaktir (Ozdamar ve ark., 2012).

Isik mikroskobu mekanik ve optik ki-
simlardan olusmustur. Mekanik kisim op-
tik kisimlara destek olan par¢alardan ku-
ruludur. Mikroskop kaidesi, mikroskop
govdesi, gozlem tiipii, rovelver, mikroskop

tablasi, makro ve mikro ayar diigmeleri, ke- . )
Resim 1: Isik mikroskobu

siti tabla tizerinde saga, sola ve one, arkaya (Yazarmn kendi cektigi fotograf)

hareket ettirip incelenecek dokunun objek-
tif alanina gelmesini saglayan hareket kolu mikroskobun mekanik kisimlarini olugtur-
lar (Ozdamar ve ark., 2012).

Optik kisim ise ayna veya 151k kaynagi, diyafram, kondansor, objektif ve okulerden
olusan, cismi uygun sekilde aydinlatip biiyiitiilmiis goriintiisiiniin elde edilmesini sagla-
yan parcalardan meydana gelmistir (Ozdamar ve ark., 2012).

Diyafram 151k kaynagindan gelen 1sinlar1 toplayip tu-
tar ve 151k demeti haline getirir. Kondansor 151k demetini
kirar ve cisim iizerine génderir. Cismin biiytitiilmesinde
esas gorev objektif ve okuler merceklerine aittir. Objektif
mercekleri ¢ok sayidadir ve hepsi tiipiin alt ucundaki do-
nebilir bir boliim tizerine yerlestirilmistir. Her bir objekti-
tin bitylitme giicti birbirinden farklidir. Objektif tizerinde,
ornegin 20/0.65-160/0.17 sayilar1 bulunabilir. Bu sayilarin
anlamlar1 soyledir; 20: objektifin biiylitme giicii; 0.65: nes-

nedeki yapilarin ayirim giicii; 160: objektifin kullanildig:
tiplin uzunlugu (mm); 0.17: kesitte kullanilmas: gereken =
lamelin kalinligi (mm). Uzerinde X100 yazan objektif im- \

mersiyon objektifidir. Immersiyon objektifi kullanilir-
Resim 2: Isik mikroskobu
tizerinde preparat
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

ken, preparat ile objektif arasina immersiyon yag: dam-
latilir. Boylece, cisimden gegip objektife gelmeden sapan
kenar 1sinlarinin objektifte toplanarak cismin daha fazla
biiyttiilmesi saglanir. Okulerler, tiipiin goze gelen tarafinda bulunan mercek sistemin-
den olusur. Okulerin sayisina gore mikroskoplar monokuler (tek okulerli) ve binokuler
(¢ift okulerli) gibi adlarla anilirlar (Ozdamar ve ark., 2012).

Bir cismin biiyiitiilme miktari, kullanilan objektifin biiytitme giicii ile okulerin biiyiitme
giiciiniin ¢arpimiyla elde edilir. Ornegin objektif 20, okuler 10 biiyiitme giiciinde ise, fi-
nal biiyiitme 20x10=200diir ve bilyiitme X200 olarak gésterilir (Ozdamar ve ark., 2012).
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Okiiler
—— Mikroskop tiipii
Revolver ——— ‘ — Mikroskop kolu
Objektif
Tabla
. ‘ — Kaba ayar vidas
Isik kaynag Ince Ayar vidasi

\f Isik agma kapama tiigmesi

Resim 3: Isik mikroskobunu olusturan temel yapilar
(Shutterstock.comdan alinan lisansla kullanilan gorsel)

2.1. Laboratuvar konusu : Hiicreyi Tanima

incelenecek doku veya organ : Sogan zar1

Amag:

Bu laboratuarin amaci hiicrenin genel yapisini tanimaktir. Ayrica diger bir amag hi-

potonik, izotonik ve hipertonik ortamda hiicre seklindeki farkliliklar: ayirt etmektir.

Beceri:

Gozlem, karsilagtirma, preparat hazirlama, mikroskop kullanimi

Gerekli malzemeler:

Lam, lamel, damlalik, pens, bigak, su, tuz.

Yontem:

Lam iizerine bir damla distile su damlatilir.

Sogan kesilerek katmanlarindaki zar pens yardimiyla ayrilir.
Kiigiik bir parca sogan zar1 lamdaki su iizerine koyulur.
Mikroskopta inceleme yapilir.

ayni islemler tekrarlanir.

gan zarinda bulunan hiicrelerin membran ve genel sekilleri karsilagtirilir.
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Daha sonra sogan zar1 hipertonik ve hipotonik ortamlarda bekletildikten sonra

Mikroskop altinda, izotonik, hipotonik ve hipertonik ortamlarda bekletilmis so-
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Tablo 1: Sogan zarina ait hiicreleri izotonik, hipotonik ve hipertonik ortamda incelenmesi
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3. ISIK MiKROSKOBU ICIN RUTIN PREPARAT HAZIRLAMA TEKNIGI

Birgok histolojik teknigin bulunmasina karsin, histolojide en ¢ok kullanilan teknik
cansiz (6li1) dokularin incelenmesini saglayan parafin teknigidir. Bu teknikte, doku ve
hiicrelerin incelenmesi tespit edilmis ve boyanmis ince doku kesitleri tizerinde yapilir.
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 6grenci laboratuvarinda kullanilan preparatlar
bu teknikle hazirlanmaktadr.

Bu teknikte sirasi ile;

1. Par¢a alinmasi

. Tespit (fiksasyon)

. Sudan kurtarma (dehidratasyon)
. Seffaflandirma (clearing)

[\S]

3

4

5. Parafine gobmme

6. Kesit alma

7. Boyama

8. Kapatma iglemleri uygulanir.

3.1. Parca alinmasi

Insandan veya deney hayvanlarindan biyopsi,
otopsi veya operasyondan sonra elde edilen do-
kular en kisa siirede tespit soliisyonu i¢ine alin-
malidir. Eger dokular uzun siire fiksatife kon-
madan bekletilirse, postmortem (6liim sonrast)
bozukluklara neden olan otoliz ve bakterilerin
tremesi goriilecektir. Ayrica, alinan doku par-
calar1 keskin bir bistiiri ile dikkatlice kesilip kii-
giilttlerek fiksatife konmalidir.

Resim 4: Parga alinmasi (Shutterstock.
comdan alinan lisansla kullanilan gorsel)

3.2. Tespit (Fiksasyon)

Dokular1 tespit etmek i¢in kullanilan maddelere fiksatif ad1 verilir. Dokularin fiksa-
tife konmasinin nedeni canli haldeki yapilarina en yakin sekilde korunmasini saglamak-
tir. Bu, kimyasal bilesikler yardimiyla hiicresel yapilarin ¢6ziinmez duruma getirilmesiyle
elde edilir. Bu nedenle fiksatif, doku i¢ine ¢ok ¢abuk diftize olmali ve otolitik degisiklik-
leri engellemelidir. Ayrica, fiksatif dokudaki kokusmay1 6nlemeli, dokuyu sertlestirmeli
ve boya elemanlarina kars1 dokunun affinitesini artirmalidir. Histolojik tekniklerde pek
ok fiksatif kullanilmaktadir. Bunlar genellikle viicut pH’sina yakindir ve izotoniktir. En
¢ok kullanilan fiksatifler %10’luk formalin, tamponlanmis notralformalin, Carnoy, Zen-
ker, Bouin, B5 ve alkol-formol karisimlaridir.

3.2.1. Tespitin (Fiksasyonun) amaci

1- Hiicre ve dokularin canli hale en yakin bigimde muhafaza etmektir. Ancak bu
tam gerceklestirilemez.

2- Otolizi, bakteriyel ¢iirtimeyi 6nlemek.
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3- Kolaylikla difiize olan maddelerin kaybini 6nlemek.
4- Sagliga zararl kotii etkilere karsi dokuyu kuvvetlendirmek.
5- Dokunun boyalarla ve diger reaktiflerle boyanmasini kolaylastirmak.

Fiksasyonda doku proteinleri ve yap1 taslar1 koagiile olur. Boylece takip sirasinda
madde kayiplar1 ve diffiizyonlar1 en aza iner. Ancak koagtilasyon, dokularda artifakta yol
acacaktir. Bir fiksatif, takip sirasindaki harap edici etkilere karsi koruyucu olmalidir. Taze
dokular suda yikanirsa hiicreler patlar. Once tespit uygulanirsa ytkamanin etkisi olmaz.

Fiksasyonla proteinler, tuzlar, karbohidratlar veya lipitler ¢okertilir ve doku sertle-
sir, katilagir. Doku sertlestiginden ince kesitlerin alim1 kolaylasir. Fiksatifteki kimyasal-
larin etkisiyle enzimler inaktiflesir veya muhafaza edilir. Fiksatif se¢ilirken, dokunun
boyutu, tipi, tazeligi ve uygulanacak boya bilinmelidir. Bir fiksatif biitiin dokular ve bo-
yalar i¢in ideal degildir.

3.2.2. Iyi Bir Fiksatifin Ozellikleri

1- Hiicre 6limi sonrast bozulmalarini1 6nlemek i¢in hiicre i¢ine ¢abuk difftize ol-
malidir.

2- Hiicre igerigini (sitoplazmadaki protein, lipid, karbonhidrat ve diger maddeleri)
erimeyen maddeler bi¢ciminde ve ¢ok iyi ¢oktiirmelidir.

3- Dokuyu daha sonra yapilmasi gerekli olan islemler sirasinda biiziilmeden koru-
malidir

4- Bazi hiicre kisimlarinin boyalarla 6zel olarak boyanabilmesini saglamalidir.

3.2.3. Basaril1 Fiksasyon icin Nelere Dikkat Edilmelidir?

1. Oliimden ve operasyondan sonra alinan érnekler hemen fiksatife atilmalidir. Or-
nekler, 151k mikroskopi i¢in kalp durmasindan en ge¢ 30 dakika, elektron mik-
roskopide ise 4 dakika sonra fiksatife alinmalidur.

2. Fiksatifde kullanilan kimyasallar taze olmaly, titizlikle tartilmali ve karistirilma-
lidir.

3. Doku pargalar1 miimkiin oldugu kadar kiigiik olmalidir.

4. Fiksatif, doku hacminin en az 10 kati, formalin i¢in 20 kat1 olmalidir.

5. +4°Cde fiksasyon onerilir. Diisiik 1silar fiksatifin dokuya isleyisini azaltirsa da
otolizi dnlediginden doku iyi tespit edilir.

6. Icibos organlar tespit ¢cozeltisi ile doldurulmalidir. Boylece tespit ¢zeltisi dokuya
her iki yiizden isler ve i¢ ylizlin diizgiin ytizey sekli korunmus olur.

7. Kirigma ve katlanma olasilig1 olan dokular mantar plakalar iizerine gerilmelidir.

8. Kaba once fiksatif konmali, pargalar sonra daldirilmalidir. Yoksa dokular kaba
yapisir ve yapisma yerinden tespit ¢ozeltisi dokuya islemez.

9. Yagdan ve havadan zengin dokular tespit ¢ozeltisinde yiizdiikleri i¢in kaset i¢ine
aliarak tespit ¢ozeltisine batmasi saglanmalidir.
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10. Tespit ¢ozeltisinin dokuya isleyisini hizlandiran islemlerden kaginmalidir. Yiik-
sek 1s1 tespit ¢ozeltisinin dokuya isleyisini hizlandirirken ayni zamanda otolizi de
hizlandirir.

11. Kullanilan tespit ¢6zeltisinin dokulara isleme hizi bilinmelidir. Alkol 5 mm ka-
linhigindaki bir dokuyu 5 saatte, % 4’likk formalin 4 mm’lik dokuyu + 4 °Cde 5
saatte tespit eder.

12. Ozel amaglar diginda doku 24 saatten fazla tespit edilmemelidir.

13. Tespit ¢ozeltisi ne hipotonik ne de hipertonik olmalidir. Osmolaritesi canli do-
kunun osmolaritesi (300 mosl) ve 6lii dokudakine (450 mosl) uygun olmalidur.
Tespit edilmeyen doku su ile kesinlikle ytkanmamalidir.

14. Tespit ¢ozeltisinin pH’s1 dokunun pH’sina yakin olmalidir (pH=6-8). Bu nedenle
tamponlanmis formalinle dokularin tespit edilmesi daha uygun olur.

15. Fiksasyonda kullanilan kaplar dar bogazli olmamals, diiz hatli olmalidir.

16. Doku ¢ok sertlesmemelidir. Doku asir1 derecede sertlesirse kesit alim1 zorlanir.
Uzun zaman tespit ¢ozeltisinde kalan ve tespit ¢ozeltisinin buharlagmast ile sert-
lesen 6rnekler antiformin ¢ozeltisine (1 g antiformin + 5 cc su veya 20 cc kon-
santre ¢ozelti + 80 cc su) konarak veya doku tamamen kuruysa dimetilsiilfoksit
icinde yumusatilarak tekrar calisilabilir.

3.2.4. Histolojide En Cok Kullanilan Fiksatifler

I. %10’luk Formalin
Formaldehit 100 cc
Distile su 900 cc

I1. %10’luk Formal-Salin

Formaldehit 100 cc
NaCl 85¢g
Distile su 900 cc

III. %10’luk Tamponlanmis Nétral Formalin (pH=7.0)
Formaldehit 100 cc NaH,P0,. H20 4¢g
Distile su 900 cc Na,HPO, 65¢g

Formalinin nétral olmasi 6nerilir. Tampon tuzlari ile nétralizasyon saglanir. Kalsi-
yum karbonat kullanim1 dokularda pseudokalsifikasyona yol agabilir. Ticari formalde-
hit bazen paraformaldehit olusumu ile bulaniklasir ve ¢ozeltinin giicli azalir. Filtre edi-
lirse kullanilabilir.

Formalin renksiz olmalidir. Sar1 ¢ozeltilerde kullanilan demir kaplar nedeni ile kirlen-
mistir ve Prusya mavisi reaksiyonu pozitiftir. Formalin % 10’luk olarak hazirlanir. Hazir-
lama i¢in ¢esme suyu, serum fizyolojik veya tamponlar kullanilir. Bu ¢ozeltiler % 4 ora-
ninda formaldehit igerir. Formalinde dokular aylarca hatta yillarca kalabilir. Dokunun
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bazik boyalarla boyanmasinda biraz kayip olur. Bazi giimiis ¢oktiirme yontemlerinde ise
sonuglar daha iyi olabilir.

Ince bloklar 24-48 saatte iyi fikse olabilir ancak optimum fiksasyon 7-10 giindiir.
Kandan zengin dokularda kanla asit formalinin etkilesmesi sonucu kahve renkli ekstra-
seltiler formalin pigmenti artifakt: olusabilir. N6tral tamponlanmis ¢ozeltiler kullana-
rak pigmentten kurtulunur. Genellikle 6l dokularda goriiliir ve saklandikga artar. Kesit-
leri pikrik asitin alkolde doyurulmus ¢ozeltisinde 20 dakika birakarak uzaklastirilabilir.

Formalin mikro-anatomik fiksatiftir ve bir¢ok boyama yontemine uygundur. Nadi-
ren Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanmis kesitlerde ¢ekirdeklerin hematoksilen ile
kismen veya tamamen boyanmamasi, bunun yerini eozinin almasi ve ¢ekirdek kenarla-
rinda kayip goriilebilir. Daha ¢ok fiksasyonu iyi yapilmis lenfoid ve epitel dokusunda na-
diren post-mortem dokularda goriiliir. Pembe hastalik olarak bilinir. Bu durum %10’luk
formalindeki %2’lik asetik asit kullanimi ile dnlenir. Pembe hastalik olusmugsa kesitle-
rin hematoksilene aktarilmadan absolu alkolde %1°lik HCl iginde 1 saat birakilmasi ile
sorun ¢oziilecektir.

Formalin buhari, bazi kisilerde gozii, solunum yollar: epitellerini etkiler. Bu nedenle
laboratuvarlar iyi havalandirilmalidir. Saklama kaplarinin agz: sikica kapatilmalidir, ko-
rezyona direngli kaplar kullanilmalidir. Eldiven veya etkili krem bariyer kullanim for-
malin dermatitini onler.

Formalin, ideal bir fiksatif olarak onerilse de ¢cekirdek sismeleri olusabilir. Asetik asit
formalini ile ikinci fiksasyon uygulanirsa bu olumsuz etki ortadan kaldirilir ve H&E ile
parlak boyanma saglanir. Formalin, kromatlar1 formik asitle oksitleyeceginden kromat-
larla kullanilmamalidir.

Formalinden ¢ikan bloklar %70’lik alkole alinabilir veya frozen kesitler alinabilir.

IV. Alkol Formalin Cozeltisi
Notralize edilmis formalin 10 cc
%95’lik alkol 90 cc!

Bu fiksatifte pargalar 2-4 saatte tespit olur. Doku kalinsa buzdolabinda 24 saatte tes-
pit onerilir. Polisakkaritler i¢in iyi bir fiksatiftir.

V. Zenker Fiksatifi (Zenker-1894)

Civa kloriir 5¢g

Potasyum dikromat 25¢g

Sodyum siilfat lg

Distile su 100 cc

Asetik asit 5 cc (kullanimdan hemen 6nce eklenir)

Sitoplazma ve fibriller iyi korunur. Taze materyel i¢in daha uygundur. Eritrositleri iyi
korumazlar. Bloklar 3-8 saatte tespit olur. Fazla dikromati uzaklagtirmak i¢in ¢esme su-
yuyla yikanirlar. Civa pigmenti 6nceden agiklandig: gibi uzaklastirilabilir.

1
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VI. Bouin Fiksatifi (Bouin-1897)

Suda doyurulus pikrik asit 75 cc
Formaldehit 25 cc
Asetik asit 5cc

VII. Carnoy Fiksatifi (Carnoy-1887)

Absolii alkol 60 cc
Kloroform 30 ¢
Asetik asit 10 cc

3.3. Sudan kurtarma (Dehidratasyon)

Fiksasyonu tamamlanmis dokularin ilk takip asamasina dehidrasyon (dehidratas-
yon) denir. Tespitten sonra suyun ve bazi sivilarin uzaklastirilmasi gerekir. Dehidras-
yonda genellikle alkol ve aseton kullanilir. Dokular genellikle fazla miktarda su igerir.
Bu suyun ¢ikarilmasiyla erimis parafin doku parcalarinin bosluklarina girebilir. Tespit-
ten ¢ikarilan dokular genellikle yikanir. Ardindan %30-50’lik etil alkolle baslayarak %60-
70-80-96-100’liik etil alkolden birer saat gegirilir. Boylelikle dokular biiziilmeden sudan
kurtarilir. Embriyonik dokular gibi hassas dokularda dehidrasyonun %30’luk etil alkol
basamagindan baslamasi onerilir.

Doku takibinde dehidrasyon isleminin yetersiz olmasi, doku takibi islemlerinin kalite-
sini diigiiriir ve sonugta yumusak dokular elde edilir. Asir1 dehidrasyon ise sert, kirilgan,
zor kesit alinan dokular elde edilmesine neden olur (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

3.3.1. Dehidrasyonda kullanilan maddeler

Etil alkol: En ¢ok kullanilan dehidrasyon maddesidir. Berrak, renksiz, kolay alev ala-
bilen, orta derece toksik ve organik ¢ozeltiler ile karigabilen bir sividir. Hizli etkili ve hid-
rofilik bir maddedir. Etil alkol, dehidrasyon igin yiikselen konsantrasyonlarda kullanil-
malidir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Metanol: Biraz pahali ve tehlikeli bir dehidranttir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Aseton: Seffaf, renksiz, yanici, keskin kokulu ve diger dehidrantlara gore daha ugu-
cudur. Etanol ve metanolden daha hizli hareket eder. Dokularin asetonda uzun siire b1-
rakilmasi, dokular: gevreklestirir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Bu maddelerle ¢alisirken muhakkak kisisel koruyucu giivenlik 6nlemleri alinmalidir.

3.4. Seffaflandirma (Clearing)

Bu terim, dehidratlayici ajan1 uzaklagtirmak i¢in secilmis sivinin uygulanmasindan
sonra dokularin goriiniimiinii ifade etmektedir. Doku bu islemle yar1 seffaf hale getiri-
lir. Bir seffaflayic1 ajandan esas beklenen hem dehidrantla hem gémme ajani ile karisa-
bilir olma 6zelligidir.
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3.4.1. Seffaflandirici ajani secerken sunlara dikkat edilmelidir:
Alkolii uzaklastirma hizi

Erimis gdmme ortamu ile uzaklastirilmasinin kolaylig

Dokulara kars1 nezaketi

Yanicilik

Toksisite

Fiyat

AN o

Yanici olduklarindan dikkatli kullanilmahdir. Otomatik takip aletleriyle islemde genis
ve dens bloklar icin siire uzatilmali ancak kiigiik pargalar etkilenmemelidir. Seffaflandir-
mada, ksilen, toluen, kloroform, benzen, karbontetrakortir, propilen oksit, karbondisiilfit,
amilasetat, sedir yag, karanfil yag: trikloroetilen kullanilabilir. Genellikle 2-3 degisim bu
sivilardan gegirilerek dokular seffaflandirilir ve parafinin islemesine uygun hale getirilir.

3.5. Parafine gomme

GOomme ortami olarak parafin, selloidin, selloidin-parafin kullanilabilir. Amag, do-
kular1 yar1 sert ve kolayca kesilen materyal icine yerlestirmek ve seffaflandirici ajan1 do-
kudan uzaklastirmaktir. Parafin en ¢ok kullanilan gomme ajanidir. Uygun takip hizi ve
seri kesit icin uygun kivami vardir. Istenilen kalinlikta kesit alinabilir. Erime derecesi 45-
50 °C olan parafin yumugsaktir. 55-58°C’lik ise daha serttir. Ortam 1s1s1, gomiilecek ma-
taryelin yapis1 ve kesit kalinligina uygun parafin se¢ilmelidir. Sicak iklimde 45°C’lik pa-
rafinle 3-5 pm lik kesit almak zordur.

55-58°C’lik parafin etiiviindeki 3 kap erimis parafinden gegirilen 6rnekler cam veya
fayans tizerinde L-bi¢imli Leuckhart plaklar ile hazirlanan kaliplara yerlestirilir. Kaliba
once erimis parafin, ardindan istenilen yonde doku yerlestirilir ve tekrar kalip parafinle
doldurulur. Bir etiket yerlestirilerek sogumaya birakilir.

3.5.1. Gomme Hatalar1:

1. Parafin dokuya islememigse bloklar iyi kesilemez, yirtilir.

2. Swvi parafin ¢ok sicak ise doku biiziiliir.

3. Hizh hareket edilmezse hava kabarciklari, kristaller olusabilir.
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Resim 5: Doku gomme cihazi ile parafine gomme

(Yazarin kendi ¢ektigi fotograt)

3.6. Kesit alma

Mikrotom cihaziyla doku pargasini iceren parafin bloklarindan 5-10 mm kalinlik-
larinda kesitler alinir. Bunun i¢in, mikrotomda kullanilan bigagin ¢ok keskin olmas: ve
uygun agida kullanilmas: sarttir. Kesitler, jelatin solusyonu ihtiva eden 40-50 °C’lik su
banyosuna atilirlar.

Jelatin, kesitlerin lamlara yapismasina yardim eder. Boylece su banyosuna atilan ke-

sitler 1s1n1n tesiri ile agilirlar. Sonra birer birer lamlara alinarak kurumaya terk edilirler.

3.6.1. Dokularin kesilmesi sirasinda dikkat edilmesi gereken kurallar

1- Bloklar tiraglanmig (trimlenmis) olmalidir.

2- Ihik suya alinmis kesitler burusmus olmamalidir. Bir boyama kabina distile su ve
%95’lik alkol (5 ml %95’lik alkol, 95 ml su) karisim1 koyup, sicak suya almadan
once kesit bu solusyonda yiizdiiriiliirse burusma engellenebilir.

3- Su banyosunun 1s1s1 gdmme maddesinin erime derecesinin biraz altinda olmali-
dir (47-51°C). Bu sekilde, hem dokunun su banyosundan kolayca alinmasi hem
de dokunun agilmamasi saglanmis olur.

4- Dokunun, boyanmasi sirasinda lamdan diigmemesi saglanmalidir. Yumurta aki
ve gliserinden olusan bir karisim, doku sudan alinmadan 6nce lam {izerine ince
bir tabaka halinde siiriiliirse, bu, dokunun lama sikica yapigmasini saglar. Ancak
boyamadan dnce bu solusyon kurursa yumurta aki koagule olur ve dokuyu sert-
lestirir.
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5- Alman biitiin kesitlerin ayn1 kalinlikta olmasina dikkat edilmeli, ondiilali, ¢ok ka-
lin ve ¢ok ince kesitlerden sakinilmalidir.

6- Su banyosu temiz olmals, kesilen her bloktan sonra dikkatlice temizlenmelidir.

7- Kesit belirli bir hizda alinmalidir. Hizli kesilme kalin kesitlerin alinmasina neden
olabilir.

3.6.2. Dokudan Kesit Alinmasi
Bloklanmis dokulardan kesit alinmasi mikrotom adi verilen cihazlar ile gerceklestirilir.

Resim 6: Mikrotom ile kesit alma (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

3.6.3. Parafin Blogun Tiraslanmasi

Bazen bloklar genis ¢apli hazirlanmis olabilir. Bu durumda kesit seridi genis ¢ikar
ve kesit almay1 zorlastirabilir. Bu durumda, bloklar yanlarindan jilet veya bistiiri ile ti-
raglanabilir.

3.6.4. Mikrotomda doku kesitinin alinmasi

Mikrotom, incelenecek materyallerin goriiniir 151k altinda (151k mikroskobu) veya
elektron 1s1n1mi altinda (transmisyonel elektron mikroskobu) incelenebilmesi i¢in ha-
zirlik agamasinda kullanilan 6nemli bir aragtir.

Mikrotom kizakli veya rotary olabilir. Uygun sekilde mikrotoma yerlestirilen blok-
lardan 6nce iist parafin uzaklastirilir. Sonra doku ile diizgiin kesitler elde edilir.

Mikrotom, alinan 6rneklerin son derece ince bir sekilde kesilerek incelenmesine im-
kan taniyan kesme aracidur.
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Kaset tutucu

sabitleme kilitleri Dijital ekran

Kaset tutucu
Cevirme kolu kilidi

Bigak tutucu Cevirme kolu
Yana kaydirma kilidi Bigak Sabitleyici
Dijital kumanda — P | Hareketli ¢evirme
> kolu
Bigak sabitleme tabani Cevirme kolu kilidi
N Bigak sabitleme
Cikarilabilir hazne tabani kilidi

Resim 7: Mikrotom (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

KAPADOKYA
UNIVERSITESI



24

Patoloji Laboratuvar Uygulamalar1

Notlar:

W2

KAPADOKYA
UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab:

25

Notlar:

W2

KAPADOKYA
UNIVERSITESI



26 Patoloji Laboratuvar Uygulamalar1

3.6.5. Kesitlerin Suya Alinmasi

Mikrotomda elde edilen kesitlerin lam tize-
rine lizerine aktarilmasi i¢in 6nce 40-50°C’lik
su banyosuna aktarilmasi gereklidir. Bu islem

ayn1 zamanda kesitteki kirisikliklarin gideril-
mesini de saglar.

3.6.6. Kesitlerin Lam Uzerine -
Alinmasi ‘

Incelenecek materyalimiz, sudan alin- Resim 8: Su banyosu
diktan sonra lam tizerinde doku ve parafin (Yazarin kendi gektigi fotograf)
iceren kesit gortiniimiindedir. Dokunun lama sabitlenmesi ve parafinin dokudan uzak-
lagtirilmast igin, kesitler bir gece 60°C’lik etiivde tutulur. Bu iglem sirasinda bir miktar

parafinde, 1sinin etkisi ile lam iizerinden uzaklagtirilir.

3.6.7. Kesit sirasinda karsilasilabilecek sorunlar ve olasi nedenleri:

1- Bloklardan kesit alamama:
- Bigak blok kenarina paralel degildir
- Bigak kor olabilir
- Parafin sert olabilir
- Bigak egimi fazla olabilir
- Kesitler ¢ok kalin olabilir

2

Kesitler piiriizlii ve kivrik ¢ikarsa

-Blok yiizeyi ti¢gen sekilli veya yamuk olabilir
-Blok kenar1 bigak kenarina paralel olmayabilir
-Bigak ucu kor olabilir

-Parafin homojen degildir.

3

Kesitler piiriizlii ve kivrik ¢ikarsa

-Bigak kor olabilir

-Parafin blok oda 1sisindan dolay1 yumusak olabilir
-Bicagin kenarinda parafin kalabilir

-Kesit mikronu ¢ok inceye ayarlanmis olabilir
-Mikrotom setinin vidalar1 gevsek olabilir

4

Kesitlerde yirtilma veya dokiilme oluyorsa

-Doku tespiti yetersiz olabilir

-Yetersiz dehidratasyon ve seffaflandirma olabilir
-Parafin dokuya yeteri kadar penetre olmamais olabilir
-Parafin 1s1s1 infitrasyon ve gomme i¢in ¢ok sicak olabilir
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5- Seritlerde yariklar veya uzunlamasina tirtiklar olusuyorsa

-Bigak ucu ¢entikli olabilir
-Bigak ucu kirli olabilir
-Bigak ¢ok fazla egimli olabilir

-Parafin veya doku i¢inde yabanci cisimler (kum, cam v.s.) bulunabilir

6- Kesitler bigaktan yukar: kalkiyorsa
-Bigak egimi ¢ok dik olabilir

-Bigak kor olabilir

-Parafin ¢ok yumusak veya oda sicak olabilir

7

Kesitler bigaga yapisiyorsa
-Statik elektriklenmeden olabilir
-Bigak kenari kirli veya kor olabilir
-Bigak egimi ¢ok dik olabilir

8

Cesitli kalinliklarda kesitler ¢ikiyorsa
-Bloklar ¢ok genis olabilir

-Bloklar ¢ok sert olabilir

-Mikrotom ayar1 dogru olmayabilir

-Bigak tutucu setin vidalar1 veya bigak tutucu vidalar siki olmayabilir

-Bigak gerekli egim agisinda olmayabilir

3.7. Boyama

Boyanmamis doku elemanlari renksizdir ve detaylar ayirt edilemez. Farkli morfolo-

jik elemanlarin 151k mikroskobunda ayirt edilebilir hale gelmesi i¢in dokularin boyan-

mast gereklidir. Boyama islemine gegmeden 6nce parafinin uzaklastirilmasi ve dokunun

rehidrate edilmesi saglanir. Parafinin uzaklastiril-
mast icin dokular 6nce birkag kapta ksilol icerisin-
den gegirilir; rehidratasyon i¢in de %100’liik alkol-
den baslay1p %50’ye inen alkol serilerinden gegirilip
suya alinir. Daha sonra boyama islemine baslanir.

Histolojide doku elemanlarin1 boyamak tizere pek 1AM

¢ok teknik vardir. En ¢ok kullanilan boyama yo6n-
temi H&E dir. Bu teknik ile nukleus mavi-mor, si-
toplazma pembe-kirmiziya boyanir. Ayrica perio-
dik asit-Schiff (PAS), Van Gieson, Masson Trikrom,
Mallory Azan boyalar1 da siklikla kullanilmaktadir.

3.8. Kapatma

Boyanmus preparatlarin korunabilmesi i¢in lamel
ile kapatilmasi, bu islemin son basamagidir. Once
doku tizerine Kanada balzami (entellan) damlatilir,
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sonra {izerine hava kabarcig1 kalmayacak ve dokuyu zedelemeyecek sekilde lamel kapa-
tilarak kurumaya birakilir.

4. DOKU TAKiP YONTEMLERI

Doku takip islemleri, manuel (el takibi) ve ototeknikon (doku takip cihazi) cihazla-
rinda otomatik olarak yapilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

4.1. Elle Doku Takibi

Ettivde 1sitilmus takip ¢ozeltileriyle dehidratasyon, seffaflagtirma ve parafinizasyon
etiivde yapilir. Doku, bir 6nceki islemde yapisina diffiize olan kimyasali bir sonraki ba-
samaktaki sollisyon kabina tagir. Bu nedenle takip basamaklarindaki ilk kimyasallar, bir
onceki basamakta kullanilan kimyasallarla fazla kirlenir. Doku takibinde kullanilan de-
hidratasyon (alkol), seffaflastirma (ksilen) ve sertlestirme (parafin) soliisyonlar: en az iki
kapta hazirlanir. Basamaklardaki son kimyasallarin kiigiik miktarda bile kontamine olma-
yacak sekilde temiz olmasi gerekir. Dokular, soliisyonlar aras1 gecislerinde iyi bir sekilde
stizdiirildiikten sonra bir sonraki soliisyona nakledilmelidir. Bityiik dokular hacimleriyle
orantili olarak yapilarinda daha fazla kimyasal bulundurur. Bu dokular nakledildigi yeni
kimyasallar1 daha fazla kirletir. Kii¢iik dokularda basamaklarda iki ksilen, iki parafin so-
lisyonu yeterli gortiliirken biiyiik doku takiplerinde bu soliisyon sayist daha fazla olma-
lidir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

Dokunun tiiriine ve bityiikliigiine gore;

+ Basamaklarda kullanilacak kimyasal hacmine

« Kag adet soliisyon basamagi olusturacagina

« Basamaklarda kimyasallara uygulanacak 1s1 derecesine
« Basamaklarda bekleme siiresine

o Doku takip stiresine karar verilir.

 Kimyasal soliisyinlar hazirlanir.

Dehidrasyon islemi i¢in %70’lik, %90’lik ve %100’liik etil alkol serileri hazirlanir.
Hassas dokular i¢in daha diisiik konsantrasyonlu etil alkol serileri hazirlanir. Daha sonra
bu dokular etiivde 1sitnmaya birakilir.

Seffaflandirma islemi i¢in ksilen hazirlanir. En az iki ksilen kabinda planlanir, doku
bityiikliigiine gore bu say1 daha fazla olmalidir. Takip isleminde 1s1 uygulamasina karar
verilmigse etiivde 1sinmaya birakilir.

Sertlestirme islemi i¢in yeterli miktarda kati parafin, uygun bir kaba konarak etiivde
erimesi i¢in birakilir.

Doku kasetleri, uygun bir sepete konur. Sepetin hazirlanan soliisyon kaplarryla uyumlu,
genis gozenekli olmasina dikkat edilir.
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Programlanan siireye uyarak dokular soliisyonlarda sirayla bekletilir. Doku sepeti,
soliisyonlarda bekletme siireleri i¢inde periyodik araliklarla ¢alkalanir.

Doku sepeti bekleme siiresi sonunda bir sonraki kimyasala nakledilir. Sepetteki so-
lisyonlar, nakletmeden dnce iyice siiziiliir.

Doku sepeti, son parafinde bekletme siiresi bitiminde parafinler iyice stizdiiriildiik-
ten sonra c¢ikarilir ve doku takibi sonlandirilir. Daha sonra sepet bloklama boéliimiine
verilir (3).

4.2. Doku Takip Cihaz ile Doku Takibi

Otomatik doku takip cihazlarinda yapilan doku takibidir. Ototeknikonlar ¢ok ¢e-
sitli olmakla birlikte genel olarak yar1 kapali ve kapali sistem doku takip cihazlar1 olmak
tizere ikiye ayrilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

-

R —

Resim 10: Doku takip cihazi (Shutterstock.comdan alinan lisansla kullanilan gérsel)

4.2.1. Yar1 kapal1 sistem doku takip cihazlar:

Sepet i¢indeki dokularin kimyasal soliisyon kaplarina otomatik transferi ile yapilir.
Bu cihazlarda genellikle 9-10 kimyasal soliisyon kabu ile 2-3 parafin kabi bulunur. Cihaz,
doku kasetlerini istenen siirelerde bu soliisyonlar i¢cinde bekleterek gerceklestirir. Bu ta-
kip sisteminde galkalama hareketi dikey veya daireseldir. Baz1 modellerinde parafin kap-
larina istenirse vakum {initesi eklenebilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

4.2.2. Kapal1 sistem otomatik doku takip cihazlari
Doku takibi, cihazin reaksiyon haznesinde gerceklesir. Doku kasetleri cihazin sepe-
tine dizilerek bu hazneye yerlestirilir. Dokular bu haznede sabit kalir. Cihazin kimyasal

W2

A
KAPADOKYA
UNIVERSITESI



30 Patoloji Laboratuvar Uygulamalar1

saklama haznesinde 10-12 takip soliisyon kabi, 3-4 parafin kab1 bulunmaktadir. Cihaz
otomatik olarak kimyasal sivilar1 reaksiyon haznesine transfer ederek doku takibini ger-
geklestirir. Calkalama hareketi gel-git seklindedir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

4.3. Kapal1 sistem doku takip cihazlarinin 6zellikleri ve avantajlar

« Cok sayida dokunun takip islemini yapabilme

« Kullanilan kimyasallarla olusan toksik gazlarin zararini ortadan kaldirmasi

 Yiikleme bosaltmanin kolay ve temiz yapilmasi

o Vakum, basing, 1s1, mekanik karistirma islemlerini uygulayabilmesi

« Bilgisayar programlari sayesinde ¢ok sayida ve degisik doku takip programlarini
uygulayabilmesi (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

4.4. Doku takip cihazinda doku takip uygulamasi

 Cihazin kimyasal soliisyonlari (alkol, ksilen, parafin ve yikama soliisyonlar1) ve
seviyeleri kontrol edilir. Eksik olan sivilar tamamlama ¢izgilerine kadar tamam-
lanir. Kirli kimyasallar yenilerek cihaza yiiklemesi yapilir.

o Cihaza flush programi uygulanip uygulanmadig: kontrol edilir. Cihaza flush is-
lemi her doku takibi bitiminde yapilmalidir.

« Doku sepetleri hazirlanir.

« Reaksiyon haznesinin kapag: acilir.

« Doku sepetlerinin reaksiyon haznesine yiiklemesi yapilir.

« Reaksiyon haznesinin kapag: kapatilir.

« Monitorden fonksiyon butonlariyla program girisi yapilir ve cihaz ¢alistirilir.

o Cihaz caligmaya basladiginda reaksiyon haznesi kontrol edilir.

« Doku takip siiresi doldugunda cihaz reaksiyon haznesi kapag1 agilir.

o Doku kaset sepetleri ¢ikarilarak bloklama béliimiine alinir.

+ Cihaza flush programi uygulanir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5. DOKULARIN PARAFINE GOMULMESI

Doku bloklamasi, gdmme ya da bloklama olarak adlandirilir. Dokularin infiltrasyon
ortamui ile kaplanmasidir. Parafin, doku i¢ine girdikten sonra blok yapilmaya bagka bir
deyisle parafin i¢ine gomiilmeye hazirdir. Parafin bloklama islemleri laboratuvar olanak-
larina gore elle doku bloklama ve doku bloklama cihazinda bloklama seklinde gergekles-
tirilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5.1. Parafin Serilerinin Hazirlanmasi

Gomme materyalini iyice emmis olan doku 6rnekleri yine ayn1 materyal icerisine go-
miiliir. Bu amagla 6zel kaliplar igerisine emdirme materyali doldurulur. Stvi durumdaki
bu materyalin igine kesit yapilacak yiizleri tabana gelecek sekilde doku 6rnekleri yerles-
tirilir. Eger parafin kullaniliyorsa islem ¢ok hizli yapilmalidir. Zira oda 1sisinda parafin

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 31

hizla sertlesir. Bu islem, farkl: bir teknikle desikator icerisinde yapilir. Plastik madde (ak-
rilik, epoksi) kullaniliyorsa emdirmede kullanilan saf plastik madde sertlestirici katila-
rak 6zel kaliplara doldurulur igerisine doku drnekleri gomiiliir ve bu halleriyle polime-
rizasyona birakilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5.2. Parafin Kaliplarinin Hazirlanmasi

Giinimiizde neredeyse tiim patoloji laboratuvarlarinda gémme aleti bulunmaktadir.
Bu alette parafini siv1 halde tutan hazne, gbmmenin yapildig1 parafinin donmasini 6n-
leyen sicak tabla ve bloklari sertlestirmek icin soguk tabladan olusur. Parafini sivi halde
tutan hazneden siv1 parafin kasete akitilir. Penset kullanilarak rutin histolojik basamak-
lardan gegirilen doku 6rneklerinin gozlenmek istenen yiizeyleri zemine gelecek sekilde
yerlestirilir. Kasetin kenarina protokol kayit numaralar: yazilarak soguk tablaya aktari-
lir. Ondan sonra bu bloklar mikrotomla kesit alincaya kadar buzdolabinda daha da sert-
lesmesi igin saklanir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5.3. Doku Gomme Maddeleri

Mumlar, epoksi regineler, selloidin, histoplast, parafin vb. maddeler, doku bloklama-
sinda kullanilan maddelerdir. Ancak rutin histopatolojik ¢alismalarda en sik parafin kul-
lanilir. Parafinler, kolay kullanilabilmesi, dokuya az zarar vermesi, kisa siirede bloklana-
bilmesi ve doku 6zel islemlerinin yapilmasina olanak saglamasi nedeniyle tercih edilir.
Mikrotomda doku kesiti sirasinda performansi iyilestirmek i¢in bloklamada kullanilan
parafine ilaveten bal mumu, kauguk, plastik vb. ticari maddeler katilabilir. Bu maddeler,
donmus parafin bloka su ozellikleri kazandirir:

o Bal mumu; sertlik ve kesit slaytlarinin birbirine yapiskanligini artirarak uzun ke-
sit seridi elde etme 6zelligini artirma

o Kauguk; kirilganhig azaltma ve kolay seri kesit yapma

o Plastikler; blokun sertlik ve destekligini artirma

Parafinin 6zellikleri, erime noktasina gore degisir. Erime noktas arttik¢a parafin sert-
lesmektedir; bu da o6zellikle kii¢iik dokularda seri kesit alinmasini zorlastirmakta, sert
dokularda ise daha iyi desteklik saglamasina neden olmaktadir. Patolojide rutin islem-
lerde kullanilan parafininin erime noktasi 55-58°Cdir. Sicaklik derecesi fazla olan para-
fin dokiim sirasinda blok demiri arasindan sizmasina; 1s1s1 diisiik parafin ise blokta hava
kabarcig1 olusmasina neden olur. Parafin kazaninin derecesi, parafinin erime noktasina
gore ayarlanir. Parafin kazanindaki ve dispenserdeki parafin miktarlar1 kontrol edilir ve
eksikse yeteri miktarda parafin eklenerek dokiim isleminden 6nce erimesi saglanir (TC
Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5.4. Dokular1 gomme yontemleri
Doku bloklamasi, gomme ya da bloklama olarak adlandirilir. Dokularin infiltrasyon
ortami ile kaplanmasidir. Parafin doku igine girdikten sonra blok yapilmaya bagka bir
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deyisle parafin i¢ine gomiilmeye hazirdir. Parafin bloklama islemleri laboratuvar olanak-
larina gore elle doku bloklama ve doku bloklama cihazinda bloklama seklinde gergekles-
tirilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

5.4.1. Elle Parafine Gomme

Elle doku bloklama asagidaki arag ve geregler kullanilarak gergeklestirilir.

I. Dispenser

Parafin eritme cihazidir. Is1 ayarli kat1 parafin eritme haznesine sahiptir. Is1 ayari, kul-
lanilan parafinin erime derecesinin {izerinde ayarlanir ve dokiimde devamli sicak para-
tin saglar. Kat1 parafinin cihaza yiiklemesi yapilarak dokiimden 6nce erimesi saglanma-
lidir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

II. Parafin dagitma kabi
Dispenserden alinan sicak parafini nakletmede kullanilan kulplu kaptir (TC Milli
Egitim Bakanligy, 2015).

IIL. Pens
Dokunun kasetten alinmasi, bloklara nakledilmesi ve pozisyon verilmesinde kulla-
nilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).

IV. Blok L demirleri ve kaliplar
Parafin blok kalib1 olusturmada kullanilan ‘L seklinde veya kalip seklindeki demir-
lerdir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).
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Resim 11: Pens

Resim 14: Blok kaliplar1

Bloklamada dikkat edilecek hususlar:

Demir kalip i¢ine parafin dikkatsizce dokiiliirse donmus blokta hava kabarcik-
lar1 meydana gelir. Kesit alirken parafin ufalanir ve dokular pargalanir.

Bloklar katilagmadan blok demirlerinden ¢ikarilmasi, bloklarin seklinin bozul-
masina yol agar.

Ayni blok i¢inde birbirine uzak mesafelerde gomiilmiis doku pargalari, kesit al-
mada zorluk olusturur (TC Milli Egitim Bakanligi, 2015).
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5.4.2. Doku Gomme Cihazi ile Parafine Gomme

5.4.2.1. Doku gomme cihazinin béliimleri

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

Parafin dispenser: Bloklamada siv1 parafin akitan musluk ve valf sistemidir. Valf
acildiginda parafinin akmasi saglanir.

Doku kasetlerini bekletme tanki: Doku takibinden ¢ikmis doku kasetlerinin ko-
nuldugu 1sitmali alandir.

Base mould saklama tanki: Bloklamada kullanilacak basemould’larin konuldugu
ve On 1sitmasini saglayan alandir.

Base mould: Doku yerlestirilmesinde kullanilan degisik ebatlardaki kaplardir.
Sicak plaka: Bloklamanin yapildig: 1sitilmis alandir. Kaliplara akan parafinin ka-
tilagmasini Onler.

Sicak plaka lambasi: Caligmada iyi goriis saglamak amaciyla sicak plaka ytizeyini
aydinlatan lambadir.

Mercek: Doku incelemesi ve yerlestirme sirasinda goriilebilirligi artirir.

Soguk alan: Dokiimii bitmis bloklarin sogumasini saglayan alandir. Ayrica dokuya
pozisyon aldirmada basemould’un tabanindaki siv1 parafin biraz kati hale getir-
mek i¢in kullanilan alandir.

Forseps: Doku tutmada kullanilan cihaza bagl 1sitmali penstir.

Forseps yerleri: Elektrikli forseps veya penslerin 1sitildig1 alandir (TC Milli Egi-
tim Bakanligi, 2015).

5.5. Parafin ile Bloklama

En yaygin kullanilan sertlestirici maddedir. Kolay kullanilabilir olmasi, dokuya az za-

rar vermesi nedeniyle tercih edilmektedir. Parafin, petrolden elde edilmektedir. Patolo-

jide rutin islemlerde parafinin erime noktasi 58-60°Cdir. Iyi bir infiltrasyon igin;

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

Parafinin erime derecesi kaliteli bir doku takibi i¢in her giin kontrol edilmelidir.
Doku takibinde ti¢ ayr1 parafin kabi bulunmali, son parafin kabinda seffaflandi-
ric1 madde kokusu alinmamalidir. Parafin infiltrasyonu sonunda dokuda az mik-
tarda seffaflastirict madde kalmasi, mikrotom kesiti sirasinda dokunun ufalan-
masina neden olur. Bunun i¢in kaplardaki parafin, is yiikiine bagh olarak sik sik
degistirilmelidir.

Takip siiresini kisalttig1 icin parafin ile infiltrasyon genellikle vakum ile yapilmak-
tadir. Ancak kiigiik dokularda vakum ve 1s1 dokulara zarar verebildiginden kii-
¢itk ve biiyiik dokular ayr1 ayr1 takip edilmelidir. Parafin takipte uygulanan va-
kum 400 mm/hg basincini gegmemelidir (TC Milli Egitim Bakanlig, 2015).
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6. ETOV

I¢inde belirli bir sicaklik elde edilerek kurutma, mikrop iiretme ve dezenfekte veya
sterilizasyon gibi gayelerle kullanilan aletin genel adidir etiiv. Cihazlar iki kat sagtan olup,
hava gecirmez 6zelliktedir, bir de kapag: vardir. Kurutma ve nem alma gibi fiziki hadise-
ler yaninda béazi kimyevi reaksiyonlar i¢in liizumlu yiiksek sicaklik derecelerini elde et-
mek igin de etiivlerden faydalanilir. Sabit sicaklik imkéan1 saglayan etiivler, parafin erit-
mek ve doku boyamadan 6nce lam tizerindeki parafinli dokudan parafinin uzaklasmasini
saglamak icinde kullanilir.

N

7. FROZEN KESIT
Rutin histopatolojik islemlerin saglikli olarak yapilabilmesi i¢in en az 10-15 saatlik

Resim 15: Etiiv

bir siireye ihtiyag¢ vardir. Buda, rutin patolojik incelemeye alinan bir érnegin tanisinin
en iyi olasilikla ancak bir giin sonra verilebilecegi anlamina gelir. Oysa, ameliyat sira-
sinda hastada ameliyatin gidisini degistirebilecek bir durumla karsilagildiginda, dakika-
lar iginde verilecek bir taniya gereksinme duyulabilir. Hastanin anestezi alma siiresini
uzatmamaya ve yeniden ameliyata alinmasina engel olmaya yonelik bir uygulama ola-
rak “frozensection’a (dondurarak kesme) biiyiik hastanelerde sik¢a basvurulur. Bu yon-
tem, dokularin istenilen incelikte kesilebilmeleri i¢in dondurulmalar1 temeline dayanir.
Ozel bir aygit (kriyostat) yardimiyla dokular -20°C sicaklikta kesilir ve hazirlanan kesit-
ler hizlandirilmis yontemle boyanirlar. Patolog, bu kesitleri inceleyerek vardigi sonucu
ameliyat1 yapan cerraha bildirir. Biitiin bu islemler, ameliyathaneye komsu bir patoloji
bolimiinde yapildiginda, 10-15 dakika kadar siirer. Baz1 patoloji boliimlerinin ameli-
yathane iginde bu amagla ¢aligan bir birimi bulunmaktadir. Dondurarak kesme yonte-
miyle hazirlanan kesitlerin degerlendirilmesi giitiir ve bu islem ancak deneyimli pato-
loglar tarafindan yapilabilir. Cerrahlar patologlardan “intraoperatif histolojik inceleme”
istediklerinde, bu isteklerini miimkiinse operasyondan 6nce, degilse operasyon sirasinda
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ve hasta hakkindaki tiim 6nemli bilgileri sunarak iletmelidirler. Iletisim eksikligi, intra-
operatif histolojik incelemeden istenilen verimin alinmasini engeller ve bu uygulamanin
hastaya zarar vermesine bile yol agabilir (Celasun, 2015).

Intraoperatif tan1 amaciyla frozen kesit, ince igne aspirasyon biyopsisi ve imprint si-
tolojisi kullanilmaktadir. Bunlardan frozen kesit, intraoperatif tani tekniklerinin klasigi
olup 19. yiizy1l baslarindan beri uygulanmaktadir. Intraoperatif tani, patolojinin tek aci-
lini olusturmaktadir. Dogru tani koymay1 etkileyen faktorler; patologun bilgisi, labora-
tuarin teknik yeterliligi ve cerrah tarafindan yeterli bilgilendirme ile birlikte, uygun ve
yeterli materyalin gonderilmis olmasidir. Literatiir bilgileri, frozen kesitlerin uygun sart-
larda yapildig1 ve cerrah patolog is birliginin yeterli oldugu durumlarda, %90’ nin iize-
rinde giivenirlige sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Késem ve ark., 2003).

Cryostat cihazinda dondurulmus kesit alabilmek i¢in doku cryomatrix frozen dolgu
maddesi ile kaplanir. Asir1 soguk ortamda donmasi saglanir. Dondurulmus dokudan ali-
nan kesitler lama aktarilir.

Resim 16: Frozen kesit cihazi
(Shutterstock.comdan alinan lisansla kullanilan gorsel)
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8. DISTILE SU

Distile su, normal ¢esme suyunun
belirli bir sicaklikta kaynatilarak i¢inde
ki patojen maddeler ayrilip tibbi agidan
kullanilabilecek olan su haline getiril-
mesi islemidir. Ayni1 zaman da distile
suyun kaynatilmasi isleminde i¢indeki
mineral miktar1 (Ca**ve Mg* gibi iyon-

lar) yani suyun sertligi de azaltilmak- &
tadir. Distile su mineral yogunlugu ve *

ph seviyesi agisindan insan hayat1 i¢in
damardan ya da agizdan kullanilabi-
lecek bir su anlamina gelmemektedir.
Bu suyun damardan kullanilmas: veya
ag1z yoluyla ¢ok kullanilmas: halin de
olimciil sonuglar dogurabilmektedir.

Resim 17: Distile su cihaz1 (Shutterstock.comdan
alinan lisansla kullanilan gorsel)

Distile Su, tip alanin da genel de i¢inde patojen (viicut i¢in zararli olabilecek madde)

olmamasi nedeniyle yara temizliginde, ilag yapimin da kullanilir. Distile su ile deiyonize su

kavramu literatiir de siirekli karistirilmakta olmasina ragmen ayni anlama gelmemektedir.

Notlar:




Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 39

9. DOKU TAKIBI ASAMALARI
9.1. Canl1 dokudan par¢a alma

9.2. Tespit (fiksasyon):

Formaldehitte 48 saat bekletilir (1 saat sonra trimle).

9.3. Sudan kurtarma (dehidratasyon):
Tespit edilen dokularin artan alkol serilerinde tutulmasi ile gergeklestirilir (Ceylan, 2017).

Cesme suyunda yikama ... 2 saat

%50’lik alkol............cuu..... 1 saat

%70’lik alkol..........c.cuu... 1 saat (1 gece)

%80’lik alkol............c........ 1 saat

%9011k alkol.............c........ 1 saat

%9611k alkol..................... 1 saat

%100’lik alkol ................. 1 saat

%100’Lik alkol ................ 1 saat

%100’lik alkol ................. 2 saat DR : :
Resim 18: Takibi yapilmakta olan dokular

(Yazarin kendi gektigi fotograf)

9.4. Seffaflandirma:

Ksilen...oooeveeeeeeeiierenne. 20 dk

Ksilen....ooooveeveeeeiienenene. 20 dk

Ksilen....ooooeeeeeeeirerenne. 20 dk

9.5. Parafinizasyon:

Parafin (65°C) 1gece etiiv icinde bekleti-
lerek hazirlanir. Doku etiivdeki parafin seri-
lerine alinir (Ceylan, 2017).

Parafin..........coovvvnne... 30 dk ; Vi
Parafin.........coooooeven 30 dk Resim 19: Takibi yapilmakta olan dokular
Parafin........coooovvvvviinn, 30 dk (Yazarln kendi qektigi fotograf)

9.6. Blok Hazirlama:

Dokular kaliplara dokiilmiis eriyik parafine gomiiliir ve parafinin oda 1sisinda kati-
lagmas1 saglanir. Bloklar -20 °Cde bekletilir (Ceylan, 2017).

9.7. Kesit Hazirlama:

Mikrotomu ile 5-6 mikron kalinliginda kesitler alinir. Kesitler su banyosuna alinir
(35-45 °C).

Kesitler lama yerlestirilip oda sicakliginda kurutulur (Ceylan, 2017).
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10. ARTIFAKT

Olii dokulardan histolojik kesitlerin hazirlan-
mast sirasinda canli dokular ile tipatip ayni yapida
olamayacagini unutmamak gerekir ve histolojik
tekniklerin uygulanmasi sirasinda istenmeyen de-
gisiklikler ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler artifakt
olarak adlandirilir. Artifaktlar uygulanan tekni-
¢in herhangi bir islem basamaginda ortaya ¢ika-
bilir. Bu yiizden, uygulanan yontemin se¢iminde,
dokuda en az hasar olugturmasi gerektigine dik-
kat edilmelidir.

Resimde biiziilmeye 6rnek goriilmekte. De-
riye ait keratin tabaka alttaki epidermisten ay-
rilmis ve kendi icinde parcalanmis. Derinin epi-
dermisindeki ac¢ik alanlar artifakttir ve normal
yapida bulunmaz.

Testis dokusunda katlantilar

Kemik dokuda katlanti ve ayrilmalar
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Resim 20: Ayrilmis doku
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograt)

Resim 21: Katlanmis doku
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Resim 22: Katlanmis doku
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Yetersiz rehidratasyon ve diizensiz
boyama

Resim 23: Boyama hatali preparat
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Hava kabarcig:

1 .r .d‘..AB&J'i‘J X I':“ i )""ﬂ ; .l\-- :
Resim 24: Hava kabarcig1 olusmus preparat
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Asir1 entellan ve iki lamelle kapatma

(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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11. KEMIiK DOKUSU VE DEKALSIFIKASYON

Kemigin mineral icerigi nedeni ile yumusak dokular i¢in kullanilan yéntemlerin
modifikasyonlarinin uygulanmasi gereklidir. En uygun teknik, par¢anin ebati ve yapusi,
amag, zaman ve elde mevcut olan aletlere gére degisebilmektedir.

Kemik ve patolojik olarak kalsifiye olmus yumusak dokularin genellikle kesit alma-
dan o6nce kalsiyum tuzlarinin uzaklastirilmas: gerekirken dekalsifiye edilmemis kemik-
lerin ve dislerin preperasyonunun 6zel yontem ve aletlerle yapilmas: miimkiindiir. Her-
hangi bir yontemle dekalsifikasyon baslamadan o6nce, dokular iyice tespit edilmelidir.
Ayn1 anda dokuyu tespit ettigi ve dekalsifiye ettigi farzedilen asit- fiksatif karigimlar:
tatmin edici degildir. Histolojik arastirma i¢in segilen kemik hemen ince parcalara ay-
rilmalidir. Bu iki nedenden dolay: gereklidir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

« Dens doku i¢ine fiksatifin girisine izin vermek igin,
 Dekalsifiye igin gerekli siireyi azaltmak i¢in (giinkii asit ¢ozeltilerdeki uzun si-
reli immersiyon daha sonraki boyamay: ciddi bicimde zayiflatir).

3-5 mm’lik kemik pargalar ince dis testeresi ile motorlu testere ile kolaylikla kesi-
lebilir. Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin dokunun kesit yiizeyinde veya daha deri-
ninde kiigiik kemik parcalari, kikirdak veya yumusak dokular birikecektir. Mikroskobik
olarak kemik tozlar1 2 formda goriilebilir. Birincisi, kesitin kenarlarinda ¢ok sik rastla-
nan kemik veya parcaciklary; digeri ise 200-700 um c¢apinda yuvarlak doékiintiiler sek-
linde az rastlanan bir artifakttir. Kemik tozlariin hi¢ olusmamas: pek miimkiin degil-
dir ancak keskin testereler kullanilarak kemigi fazla hirpalamadan azaltilabilir (Kemik
Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

%10’luk nétralformal-salinde kalsifikasyondan 6nce yeterlidir. Yassi, sert kemikler en
azindan 48 saat ya da daha fazla fikse edilmelidir. Dokular1 radyo opak yaparak dekalsi-
tikasyon i¢in bir test olan x-ray kullanimini da engellese de formal-sublimat da primer-
tiksatif olarak tavsiye edilmektedir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Eger kemikteki ve diger dokulardaki kalsiyum tuzlar1 gosterilmek istenirse tiim asit
¢ozeltilerin kullanilmasindan kaginilmas: gereklidir ve fiksasyon uygulamasi, nétral for-
malinde veya alkolde yapilmalidir. Kemik bloklari, diger bloklarla birlikte tespit edilme-
melidir. Clinkii kopan kemik par¢alari, yumusak dokular1 zedeleyebilir (Kemik Dokusu
ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.1. Dekalsifikasyon

Birgok dekalsifikasyon sivist vardir. Tatmin edici bir dekalsifikasyon sivisi;

« Kalsiyum tuzlarini tamamen uzaklagtirmali

» Hiicrelerin ve bag dokusunda az biiziilme olusturmali

« Boyama reaksiyonlarina zararli etkilerinin az olmasi

o Bu kriterlere ilave olarak, dekalsifikasyon hizi da histopatolojide 6nem tagur.

Dokularin dekalsifikasyonu sirasinda ajitasyonun, kalsiyum tuzlarinin uzaklastiril-
mas1 hizinda herhangi bir fark olup olmadigina dair siipheler vardir. Dekalsifikasyonu
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hizlandirmak igin 1sinin kullaniminda dikkatli olunmalidir. 37°C’nin stii 1silar sadece
acil durumda kullanilmalidir. Dekalsifikasyon sivisinin, dekalsifikasyon boyunca 25°C’lik
benmaride tutulmas: da 6nerilmektedir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).
Dekalsifikasyon sivisi, dokudan en azindan 50-100 kat fazla hacimde olmalidir. Bloklar
dekalsifikasyon sivisindan siire¢ tamamlanir tamamlanmaz ¢ikartilmalidir. Aksi taktirde
kesim ve boyama agsamasi zorlasacaktir. X-ray incelenmesi ile dekalsifikasyon tamamlanip
tamamlanmadig1 kesin olarak karar verilebilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.2. Asit Dekalsifikasyon Sivilar:

En ¢ok kullanilan yontem, kalsiyum tuzlarini asit ¢ozeltisinde ¢6zmektir. Birgok yon-
tem olmasina karsin en ¢ok nitrik asit, formik asit ve trikloroasetik asit karisimlar1 kul-
lanilmaktadir.

I. Nitrik Asit

Cok hizli dekalsifiye eder fakat dokuda harabiyete yol agar ve uygulama uzun oldu-
gunda gekirdek boyamasini inhibe eder. Bu nedenle kiigiik par¢alarin hizli dekalsifikas-
yonunda kullanilirlar (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Tespit edilmis kii¢iik kemik parcalar: distile su ile taze hazirlanmig %5-10 ‘Tuk nit-
rik aside konurlar. 4 saat sonra ve kisa araliklarla dekalsifikasyon kontrol edilir. Bazen
formalin, maserasyona ve sismeye kars1 dokuyu korumak amaci ile nitrik aside eklenir.
Dekalsifikasyondan sonra dokular direkt olarak %70’lik alkole aktarilirlar. Su ile yika-
maya gerek yoktur ¢iinkii fazla asit dehidratasyon sirasinda uzaklasacaktir. Daha az et-
kili fakat rutin amaglar i¢in yararl bir dekalsifikasyon sivis1 Perenyinin nitrik asit, kro-
mik asit ve alkol karigimidir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Perenyi sivisinin hazirlanis::

o %10’ luk nitrik asit....cceeoveeeeeeeeieeeeeenen. 40 cc
o Absoli alkol. ... 30 cc
o 9%0,5lik kromik asit.......cceeveeveeeeereeenene 30 cc

Cozeltisi taze olarak kullanilmalidir ve dekalsifikasyondan sonra direkt olarak %70’lik
alkole aktarilmalidir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

II. Formik Asit

Nitrik asitten daha yavas etki yapar, dokuya daha az zarar verir ve boyamay: fazla
etkilemez. Rutin kullanim i¢in distile su ile hazirlanmis %10’luk formik asit tavsiye edi-
lir. Daha yiiksek kontrasyonlar (%30’ luga kadar) daha hizli dekalsifikasyonu saglarken,
boyamada bozulma olabilir. Dekalsifikasyon sivist ¢ok bol olmali ve 48 saatte bir yeni-
lenmelidir. Kiigiik siingerimsi kemik parcalar1 2 giinde, daha biiyiik, dens kompakt ke-
mikler ise 20 giinde dekalsifiye olurlar. Dekalsifikasyondan sonra pargalar direkt olarak
%70’lik alkole aktarilirlar.
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Evans ve Krajianin formik asitli ¢ozeltisi daha hizlidir ve iyi bir boyanabilirlik sag-
lamaktadir. Kismen modifiye edilmis formiilii asagidaki gibidir. Dokular dekalsifikas-
yondan hemen sonra %70’lik alkole aktarilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

« Formik asit 35cc
o %20 ‘lik sodyum sitrat 65 cc

III1. TrikloroasetikAsit

Ozellikle diglerin dekalsifikasyonu i¢in énerilmektedir. Trikloroasetikasitin %5’lik
sulu ¢ozeltisi taze olarak hazirlanir. Ayni konsantrasyondaki formik asitten kismen daha
hizli hareket eder. Par¢alar dekalsifikasyondan sonra direkt olarak %70’lik alkole aktari-
lir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

IV. Kemik Preparatlar i¢in Dekalsifikasyon Cozeltisi

Formik asit 100 cc
HCI 80 cc
Distile su 1000 cc

11.3. Elektrolitik Dekalsifikasyon

Hidroklorik asit ve formik asitli ¢ozeltinin kullanildig: bir banyo, kemigin dekalsifi-
kasyonu igin elektrolitik bir ortam olarak kullanilir. Arastirmacilar sitolojik ayrintiya ve
boyamaya zarar vermeksizin daha hizli bir dekalsifikasyon oldugunu iddia etmislerdir.
Birgok aragtirici tarafindan yontemle ortaya ¢ikan 1sinin artan dekalsifikasyon hizindan
biiyiik 6l¢iide sorumlu oldugu fakat spesimenin kavrulma riskinin bulundugu gosteril-
mistir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.4. Kelatlama Ajanlar

EDTA (etilendiamin-tetra- asetik asit), beyaz renkli suda %20 oraninda ¢oziilen kris-
tal bir kelatlama ajanidir. Bir dekalsifikasyon sivis1 olarak, kalsiyum iyonlar: ile ¢oziine-
bilir non-iyonize bilesikler olusturmak iizere birlesir. Demir tortular1 ve diger metaller
de EDTA ile uzaklastirilabilir. Cozelti nétral PHda etkili oldugundan boyama genellikle
mitkemmeldir. Herhangi bir dekalsifiye ajanindan daha iyi sonuglar vermektedir. Doku,
EDTA ile dekalsifikasyondan sonra sertlesmez aksine kemik daha kolaylikla kesilebi-
lir. EDTA, dis dokulari, reaktif kemik ve kalsifiye dokular i¢in basari ile kullanilabilir.
Kullanilan EDTAnin dokudan 150 hacim daha fazla olmas: gereklidir. Rutinde asagida
formiilii verilen ¢ozelti uygundur ve dekalsifikasyon sirasinda her 5-7 giinde bir yeni-
lenmelidir. Daha zayif bir ¢ozelti ise daha sik degistirilmelidir (Kemik Dokusu ve De-
kalsifikasyon, 2019).

Notral ETDA Dekalsifikasyon Cozeltisi
ETDA (di-sodyum tuzu) 250 gr
Distile su 1750 cc
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Cozeltinin pH’s1 yaklasik 26 gr sodyum hidroksit eklenerek 7’ye ayarlanir. Dekalsifi-
kasyon, 6rnegin yapisina bagli olarak 4-40 giinliik zaman alir. Uzun siire EDTA’ ya ma-
ruz birakma dokularin boyanmasina zarar verir. Test i¢in X-ray onerilir. Frozen kesitler
harig kesitler direkt olarak %70’ lik alkole aktarilirlar. Frozen tekniginde ise kesitler mik-
rotom bigaginin haraplanmamasi i¢in suyla yikanmalidir, Dekalsifikasyon siiresi ikincil
olarak diistiniildiigiinde, dokunun korunma kalitesi ve boyamaya bakildiginda EDTA'nin
glinimiizde mevcut olan en iyi dekalsifikasyon ajani olduguna dair hicbir siiphe yoktur
(Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.5. Dekalsifikasyonu Test Etmek

Dekalsifikasyon testi X-ray ile yapilmaktadir. Ancak histoloji laboratuvarlarinda ol-
madigindan genellikle X-ray denemesi yapilamaz. Bunun yerine dekalsifiye edilmis stv1
icinde kalsiyum tuzunu arama kimyasal testi yapilabilir. Negatif bir sonug dekalsifikas-
yonun iyi gergeklestigini gosterir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

5 cc dekalsifikasyon sivisina turnosol alkali oluncaya kadar damla damla gii¢lii amon-
yum eklenir. 05 cc doygun amonyum oksalat eklenir. Amonyum eklemesinden sonra eger
¢ozelti bulanirsa, bu kalsiyum varligini gosterir ve ¢ozelti test i¢in uygun degildir. Spesi-
men taze, kalsiyumsuz siv1 igersine konur. Spesimenin konmasindan sonra hem amon-
yum hem de amonyum oksalat yeniden eklenir. Eger 30 dakika sonra siv1 hala berraksa
dekalsifikasyon basarilmis demektir. Kemik yiizeyinde kuvvetli asidik dekalsifikasyon
swvilarinin gaz baloncuklar: olusabilir. Eger islem sallanarak yapilirsa, genellikle balon-
lar hareket eder ve boylece dekalsifikasyon daha saglikli olur (Kemik Dokusu ve Dekal-
sifikasyon, 2019).

11.6. Dekalsifikasyon Sonrasi islemler

Seliiloz nitrat dehidratasyonu veya parafin isleminin 1. basamagindaki %70’lik al-
kole dokular direkt olarak alinir. Eger, frozen kesit preperatlar1 yapilacaksa suda yikanir
ve depolayarak bekletmek i¢in %10’luk formal-salin kullanilabilir (7).

Frozen kesitler, kemik ve kemik tiimorleri i¢in kullanighdir, Dekalsifiye kompakt ke-
migin kii¢iik pargalar: kriyotomda kesilir ve herhangi bir destek ortamina gerek yoktur.
Ancak siingerimsi kemik trabekiillerinin ve kemik iligi hiicrelerinin iglem sirasinda kay-
bolmamast i¢in gomiilebilir. Frozen kesit yontemi ile daha ¢abuk preperasyon yapilabi-
lir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Parafin bloklara gomme, sakincalarina ragmen kemik patolojisinde rutin metoddur.
Cift gomme, parafin ve seliiloz nitrat kombinasyonu daha avantajli bir ggmme ortami-
dir. Ozellikle siingerimsi kemik gibi hem sert hem de yumugak doku iceren yapilarda,
plastik materyellerde bu ¢ift materyele gomme gibi avantaj saglarlar. Gomme ortami se-
¢ildiginde, dehidratasyondan sonra impregrasyon islemine ge¢ilir. Gomme materyeli ile
kemikler gomiiliir. Otomatik doku takip makinesi ile 16-24 saatlik kisa islem spongioz
kemigin kiigiik pargalar1 ve kemik iligi i¢cin uygun degildir. Parafin impregrasyonu i¢in
vakum firininin kullanilmasi 6nerilmektedir. Seliiloz nitrat (celloidin veya LVN), kemikte
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2 6nemli amag i¢in kullanilan degerli bir gomme ortamidir (Kemik Dokusu ve Dekal-
sifikasyon, 2019).

1.Vertebralar gibi degisik yogunluktaki genis doku kitleleri ve femurun orta siitunu
gibi dens, kortikal kemik preperasyonlarindaki kolayhgi,

2.0rta kulaktaki daha hassas kemiksi yapilarda olusan biiziilme, bicim bozulmala-
rin1 6nemli 6l¢lide azaltir. Bu avantajlarina karsin siirecin yavashg: ve kesit kalinliginin
15-20 mikron olmasi dezavantajlaridir.

Kemik preperatlar1 ¢ok keskin bigakli agir mikrotomla kesilir. Kesit kalinlig1 6-8 mik-
ron olmalidir. Alinan kesitlerin yapistiricili bir lama alinmasi ve dikkatli olarak kuru-
tulmasi gereklidir.

11.7. Yiizey Dekalsifikasyonu

Bazen, siklikla da bloklarin trimlenmesi esnasinda kesitler arasinda beklenmeyen kal-
sifikasyon alanlarina rastlanir. Bu alanlar bigaga direnglidir. Boyle alanlar bir bigak ya da
igne yardimu ile kazinarak ¢ikarilir ya da bloklar mikrotomdan alinarak ya %10’luk dis-
tile su ile hazirlanmis formik asit veya %5’lik nitrik asitte 1 saat ya da daha fazla biraki-
lir. Progressif bir dekalsifikasyon daha sonraki boyama basamagini ya az etkileyerek ya
da hig etkilemeden olusacaktir. Blok, suda biraz yikandiktan sonra kurutulur ve mikro-
toma yerlestirilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.8. Dekalsifiye Edilmemis Kesitlerin Hazirlanisi

Dekalsifiye edilmemis kemik kesitlerine 2 temel amag i¢in gereksinim vardir.

1-Normal kemik yapisini ve kemik mineralinin dagilimini ¢alismak igin.

2-Osteomalazi ve rickets gibi osteoid dokuda bir artisla sonu¢lanan normal kalsifi-
kasyon siirecinin bozuldugu metabolik kemik hastaliklarinin teshisi i¢in.

Rutin olarak dekalsifiye edilmis, parafine gomiilmiis kemik kesitlerindeki osteoidin
differansiyel boyamas: yeterli derecede giivenilir degildir veya teshis i¢in dogru degil-
dir. Dekalsifiye edilmemis kemik kesitleri ayn1 zamanda kemik biiytime merkezlerine lo-
kalize olan tetrasiklin ve iligkili antibiyotiklerin arastirilmasinda da kullanilmaktadir ve
kesitlerde floresans mikroskopi ile goriilebilirler. Dekalsifiye edilmemis kemigin harap-
lanmamus kesitlerinin hazirlanmasindaki teknik zorluklar, bu amag i¢in bir¢ok yontem
aciklanmasina ragmen heniiz tam olarak asilamamustir. Bunlar 3 grupta diisiiniilebilir:

1- Resine gomiilmiis veya gomiilmemis kemigin testere ile kesilmesi ve bilenerek
ogiitiilmesi,

2- Seliilloz nitrat-parafin ¢iftli ggmme materyeline gomiilmiis materyalin sellofan
bantli veya selofan bantsiz kesit alinmasi,

3- Agir bir mikrotom ve bigag: kullanarak resine gomiilmiis kemigin kesitinin alin-
masl,

Ikinci ve iiclincii yontemler sadece kiigiik siingerimsi kemik parcalari igin uygulana-
bilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).
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11.9. Testereleme ve Bileme Yontemi

Bu prosediirlerin bir kombinasyonu, eriskin uzun kemiginin veya bir disin trans-
vers kesiti gibi denskortikal kemik kesitlerinin hazirlanmasi i¢in gereklidir. En basit for-
munda, yontem ince bir testere ile kemikten ince bir dilim kesilmesi ve ardindan bir bi-
leme tag1 veya %70’lik alkol veya sulu brillant olarak kullanarak silikon carbide cilasi ile
onceden keskinlestirilmis (piiriizsiizlestirilmis) cam plaka tabakalar1 arasinda elle bile-
mekten ibarettir. Kesit daha sonra yikanir, kurutulur ve lama aktarilarak kapatilir (Ke-
mik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Daha emekli islemlerde ise dis ve kemik kesitleri, miithendislerin torna-freze maki-
nalariyla veya bir mekaniksel bileme aygiti ile sentetik resine gomiilmiis veya gomiilme-
mis bloklardan hazirlanir. Istenilen 6zel aletlerden daha nemlisi kesitin final kalinliginin
preperasyon sirasinda 10 kati (ve bazen daha fazla) kaybolarak israf olmasidir. Bununla
beraber, boylesi bir yontemin uygulanmasi (giiniimiizde) dekalsifiye edilmemis kompakt
kemigin ince kesitlerinin ve olgun dislerin preperasyonlar: i¢in gereklidir (Kemik Do-
kusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.10. Selofan Bant Yontemi

Bu yontem laboratuvarlarda daha goniil rahatlig: ile uygulanabilir ve herhangi bir
oOzel aygita gereksinim de yoktur. Sadece spongioz kemigin kiigiik pargalari i¢in (10x5x3
mm) i¢in uygundur ve siklikla iliyak biyopsileri i¢in histopatolojide kullanilmaktadur.
Yontem detransparan bir selofan bant seriti, dekalsifiye edilmemis kemigin kirilmasini
ve biikiilmesini 6nlemek i¢in parafin blogun yiizeyine yapistirilir. Selofan bant kesitten,
lama monte ettikten sonra ve boyamadan 6nce uzaklastirilir. Plastik selofan bant yerine
zamkli kagitta kullanilabilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Selofan Bant Yontemi (Ball tarafindan modifiye edilmis-1957)
9%10’luk nétralformal-salin ile 12-24 saat yapilir,
%70, %90 ve {li¢ degisim absolu alkol ile dehidre edilir.

Metil benzoat ile hazirlanmis %3’lilk LVN ‘de herbirinde 4 saat olmak iizere iki de-
gisimi ile impregne edilir.

Metil benzoat ile %20°lik LVN'de bir gece birakilir. Dokunun etrafindan seliiloz nit-
ratin fazlas1 uzaklastirilir ve 3 degisim toliiende her birinde ikiser saat birakilir.

Parafin banyosuna (56° C) aktarilir, iki degisim yapilir ve herbirinde 1 saat tutulur.
Uglincii parafinde ise 1 gece birakilir. Ertesi sabah taze parafinle gomiiliir.

Blok agir bir mikrotoma dikkatli olarak yerlestirin ve trim bigag: ile ytizeyini agin.
Trim bigagini ¢ikarip ¢ok keskin, D-profil tipindeki bir bigag: yerlestirin. Mikrotomu 8
pm ye ayarlayin. Selofan bantin dar olan yapiskan kisminin 25 mm lik boliimiinii blogun
lizerine spesimenin ilerisine dogru uygulayin. Selofan bantin bu serbest ucunun kaldi-
rilmasi bigagin agzini temizler sonrasinda ise kesit kipirdatmadan fakat kuvvetli bir ha-
reketle alinir. Selofan bant bloga tekrar uygulanir ve daha sonraki kesit alinir ve boyle

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



50 Patoloji Laboratuvar Uygulamalar1

boyle tekrarlanarak kesitler alinir. Selofan bantin bir kismina yapismis olan kesitler se-
lofan bant seritinden bir makas yardimiyla kesilir ve yumurta aki siiriilmiis lam tizerine
sikica yapistirilir. Kesitlerin lama yapismasi i¢in 20-30 dakika sicak plaka iizerinde tu-
tulur. Selofan bantin yapiskansiz kismi suda ¢oziiniir ve 1slak kurutma kagit seritleri ile
kisa bir zaman sonra uzaklastirilir. Bandin yapiskan kismi ise daha zor uzaklastirilir ve
lamin 1lik benzen veya toliien ile ya da bunlarin 60°C de kapal: sisedeki karigimi ile ba-
tir1p 1slatmaya gereksinimi vardir. Yapiskan kesitten ¢oziiniip ayrildiginda kesit, boyama
i¢in hazirdir fakat ince bir seliiloz nitrat filmi ile kaplanmasi ayrilmaya kars1 bir 6nlem
olarak avantaj olabilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Ag¢iklamalar
1- Bant kullanimu ¢iftli ggmme yapilmis materyele bir avantaj saglamaz.
2- Dekalsifiye edilmemis kemik kesitlerinin incelenmesi i¢in 6zellikle yararlidir.

Bunlar:

a- Polarize 151k ile inceleme i¢in boyanmamuis bir kesit
b- H&E ile boyanmus kesit,

c- Kalsiyumu gostermek i¢in Von Kossa boyasi

Resine Gomiilmiis Dekalsifiye Edilmemis Kemikten Kesit Alma

Kemik trabekiillerinin bazi ¢atlaklarinin ortaya ¢ikmasina ragmen parafine gémmeye
nazaran doku destegi ve korunmasi daha iyidir. Asagida agiklanan basit metil meta cry-
lat gobmme teknigi giivenilirdir ve basariyla genis bir kullanima sahiptir. Yontem, mik-
rotom yonteminden bagka testereleme ve bileme yapilacak dokular i¢inde uygulanabi-
lir. %10’luk notralformal-salin ile en az 24 saat, tercihen ise 48 saat tespit edilir (Kemik
Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Metil Meta Crylatin Hazirlanmasi

Ticari olarak bulunan metil metacrylat monomeri inhibit6r olarak hidrokinon (qui-
nol) icermektedir ve hidrokinon, kullanimdan 6nce esit miktardaki metil metacrylat ile
%5’ lik sodyum hidroksit bir ayirma hunisinde birka¢ dakika ¢alkalayarak uzaklastirilr.
Bu islem 2 kez tekrarlanir ve daha sonra 3 kez distile su ile yikanir. Yikanmis monomeri-
anhidros kalsiyum kloriir iginden gecirerek filtre edilir. + 4 C'de buzdolabinda agzi sikica
kapali bir sisede tek tabakali olarak saklanir. Gémme i¢in meta crylati: kismen polime-
rize etmek igin, 100 cc’ ye 1 gr kuru benzoyl peroksit eklenir ve genis bir erlene aktarila-
rak sicak su banyosuna yerlestirilir ve surup kivamina gelene kadar devamli ¢alkalanarak
dikkatli olarak 1sitilir. Kesinlikle 1sinin 85 °C’nin tistiine ¢ikmasina miisaede edilmeme-
lidir. Meta crylat kalinlastiginda, erlen hemen soguk su altina konularak sogutulmalidir.
Sonra siseye aktarilip buzdolabinda saklanmalidir. Asagidaki islemler 20x10x5 mm’ye
kadar olan kiigiik siingerimsi kemik pargalari i¢cin uygundur. Daha biiyiik 6rnekler i¢in
daha uzun islemlere gereksinim olacaktir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).
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%70’lik alkolde 8 saat

%9011k alkolde 1 gece

Bir giin boyunca 3 degisim absolii alkol

Metil meta crylat ile absolii alkol esit hacimlerde karistirilir ve 1 gece bu kari-
simda bekletilir.

Metil meta crylat monomerinde bir giin boyunca bekletilir.

Doku, ince duvarly, tipali cam tiipteki kalinlagmis monomere aktarilir. Tiip kii-
¢iik bir su tabagina yerlestirilerek 35-40 °C de 2-3 giinde polimerize edilir.
Meta crylat sertlestiginde, inkiibatérden ¢ikarilarak cam tiip kirilir, blok bir ke-
sici ile trimlenir.

Kesit almak i¢in keskin, kalin bir bigak ve vibrasyonsuz bir mikrotom gereklidir.
Jung KM mikrotomu ve 4 nolu bigak 6zellikle uygundur. Bilinen mikrotomlarda
ise W-edge veya D-profil bigaklar kullanilmalidir.

Bloklar direkt olarak mikrotom takozuna tutturulmali,

Kesitler, 6-8 mikron olarak yavas, sarsmadan kesilmeli,

Hem bicak hem de blok i¢in lubrikant olarak % 70’ lik alkol kullanilmalidur.
Kesitler boyanmadan 6nce % 70’lik alkole alinmali ve orada saklanmalidir.
Blok kuru olarak saklanmalidir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.11. Dekalsifiye Dokuda Osteold’in Gosterimi

Tespitte absolii alkol 6nerilmektedir fakat nétralformal-salin de kullanilmaktadir. An-
cak glimiis nitrat ¢ozeltisine aktarilmadan 6nce distile suda serbest formaldehitin uzak-
lagtirilmast igin yikanmalidir. Ince, 1-2 mmlik kemik parcalar1 gereklidir (Kemik Do-
kusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

Teknik

Doku birgok degisimler yaparak distile suda 4 saat yikanir.

%2’lik sulu glimiis nitrat i¢cinde tamamen karanlikta 4-8 saat tutulur.

U degisim distile suda herbirinde 15-20 saniye calkalanir.

4 saat akarsuda yikanur.

48 saat indirgeme ¢ozeltisinde birakilir (sodyum hipoposfit 5 gr, 0.1 N sodyum
hidroksit 0.2 cc, distile su 100 cc)

Cesme suyunda 1 saat yikanir.

%5’lik sodyum thiosiilfatta (anhidros) 24- saat birakilir.

Akarsuda 1 saat yikanir.

%10’luk formik asitte dekalsifiye edilir.

Sudan kurtarilip rutin parafine gomme islemleri ile gémiiliir.

Kesitleri 5 mikron kesilir ve bir yapistirici ile lama kapatilir.

Kesitler suya indirilir ve Van Gieson boyasi ile 2 dakika boyanur.

Dehidre edilip, seffaflandirarak sentetik resinli bir ortam ile kapatilir (Kemik Do-
kusu ve Dekalsifikasyon, 2019).
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Sonuglar
Osteoid kirmizi, minarilize alanlarin sinirlar: siyah, kemik matriksi saridan kahve-
rengi-siyaha kadar farkli renkte boyanabilir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

11.12. Kemik iligi

Kemik iligi filmlerinden ve smearlerinden, kesitlere gore daha fazla bilgi edinilir.
Filmlerdeki gibi kesitleri boyamak kolay degildir. Kesitlerdeki hiicreler daha kiigiiktiir.
Tanimak ve Romanowsky renklerini de elde etmek zordur. Kesitlerin avantajlari, daha
fazla titizlikle ilik hiicreselligini 6l¢iimleyebilmek ve hiicrelerin yapilarini koruyabilmek-
tir (Kemik Dokusu ve Dekalsifikasyon, 2019).

12. KESITLERDE KULLANILAN BOYAMA YONTEMLERI ve
OZELLIKLERI

Ogrenci laboratuvarinda incelenen preparatlarda kullanilan boyama yontemleri ve
kisaltmalar:

Boyama yontemleri Kisaltmalar
Hematoksilen ve eozin H+E
Demirli hematoksilen DH
Masson Trikrom MT

Van Gieson VG
Mallory azan MA
Periyodik asit-Schiff PAS

Wright boyasi w

Boyanmamis parafin kesitlerde ¢cogu doku elemani renksizdir. Istk mikroskobu ile
histolojik yapiy1 ayirt etmek oldukga giigtiir. Bu nedenle doku kesitlerinin boyanmas: ge-
rekir. Boyama, ¢esitli hiicre ve doku kisimlarinin boyalar: farkli sekilde tutmalar1 esa-
sina dayanir. Boya, doku elemanlarinin tiimiinii boyuyorsa genel boya; boya, doku ele-
manlarinin 6zel yapilarini boyuyorsa segici (6zel) boya olarak ifade edilir. Ayrica bazik
boyalarla farkli boyuyorsa (Bazi doku bilesenleri boyalarla birlestiginde boyanin orijinal
renginden ve dokunun diger boliimlerinde olusan renkten farkli bir renk olusturur.) me-
takromatik boya olarak adlandirilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Genellikle dokular asit ve bazik boya ile boyanir. Bazik boya ile boyanan doku ele-
manlar1 bazofilik, asit boya ile boyananlar ise asidofilik olarak adlandirilir. Genel olarak
bazik boyalar dokular1 mavi-mor, asit boyalar ise pembe-kirmiz1 renklerde boyar. Orne-
gin, eozin asit boyadir ve sitoplazmay1 pembe-kirmizi boyar. Hematoksilen bazik boya-
dir ve niikleusu mavi-mor boyar (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Boyalarin ¢ogu suda, bazilari ise alkol veya asetonda eritilerek hazirlanir. Tek bir bo-
yama yontemi ya da ¢ogu zaman birka¢ boyama yontemi bir arada kullanilarak boyama
gerceklestirilir. Histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda rutin incelemeler i¢in genellikle
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hematoksilen-eozin birlesik boyama yontemi kullanilir. Ama dokunun 6zelligine bagli ola-

rak da farkli boyamalar yapilabilir. Genel yapisal 6zelliklerin belirlenmesi i¢in de ¢ogun-

lukla Masson'nuntrikrom boyama yontemleri kullanilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Boyanan ornekler daha sonra ksilol ile uyum saglayan, entellan (Kanada balsami) ad1

verilen sentetik bir madde ile kapatilarak kurumaya birakilir. Dokulardan alinan kesitler

tizerinde uygulanan bu islemler sonucunda hazirlanan preparatlar mikroskop altinda in-

celenmeye hazir hale gelmis olur (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

12.1. Laboratuvar konusu : Epitel hiicresinin boyanmasi

Incelenecek doku veya organ: Yanak epiteli

Uygulanan boyalar: Metilen mavisi

Amag:

Bu laboratuvarin amaci insana ait bir hiicrenin incelenmesini ve ayni zamanda bo-

yanmis ve boyanmamus hiicrelerin karsilastirilmasini saglamaktir. Bu islem i¢in yanagin

ag1z ici bolgesinden alinacak hiicreler incelenecektir.

Arag ve Geregler:

Lam, lamel, damlalik, metilen mavisi boyasi, kiirdan (yass: tip), su, kanada balzama.

Yontem:

1- Lam tizerine ayr1 iki damla distile su damlatilir.

2- ki defa olmak iizere, iki ayr1 kiirdan ile yanagin agiz ici bolgesinden hasar ver-
meden kaziyarak epitel hiicresinin alinmasi saglanir.

3- Kiirdanlar1 lamdaki su damlalari i¢inde gevirerek hiicrelerin suya gegmesi sagla-
nir.

4- Hafif 1sitarak suyu uzaklastir ve hiicrelerini lama tespit edilir. Fazla 1s1 hiicrelerin
yikimina neden olacagindan dikkatli olunur.

5- Oda 1s1sinda lam sogutulur.

6- Bir damladaki hiicrelerin {izerine bir damla %1’lik metilen blue damlatir, 30 sa-

10-

niye boyanmasi saglanir, boylece bir grup hiicre boyanmaz iken diger grup hiicre
boyanmus olur.

Lami akarsuda iyice yikanir ve havada kurutulur.

Kanada balzami damlatarak lamelle kapatilir.

Mikroskop altinda, boyanmis ve boyanmamus hiicreleri farkl: bityiikliiklerde in-
cele ve karsilastirilmasi saglanir. Boyanmamis hiicreleri mikroskobun diyaframini
kisarak incelemeye ¢aligilir.

Her iki grup hiicreyi farkli biiytikliiklerde inceleyerek seklini ¢izin. Hiicrelerin
seklini, sitoplazmalarini ve gekirdek yapilarini ¢izim iizerinde gosterin (1).
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Tablo 2: Yanak epiteli hiicreleri (boyanmamis ve boyanmuis hiicreler)
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13. HEMATOKSILEN & EOZIN BOYAMA

Hematoksilen soliisyonlari, asit hematoksilenler ve aliiminyum hematoksilenler olarak
iki sinifa ayrilir. Rutinlerde kullanilanlar aliiminyum hematoksilenler olup bunlarin bas-
lica 6rnekleri; Ehrlich’'s haematoxylin, Harris’s haematoxylin ve Mayer’s haematoxylindir.

Hematoksilen genellikle nukeusu mavi-siyah renkte boyanarak intra-nukleer de-
tay1 iyi gosterir. Eozin ise hiicre sitoplazmasini ve bag dokusu elemanlarini gesitli var-
yasyonlarda pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar (TC Milli Egitim Bakanlig, 2013).

Hematoksilen & eozin boyasi ile hiicre ve doku elemanlar: ¢ekirdek mavi; sitoplazma,
pembe; eritrosit, kiremit kirmizy; kas, kirmizy; fibroz, doku agik pembe; kikirdak, agik-
tan koyu maviye kadar renk tonlarinda; miik6z, mavimtrak; kalsifiye doku, koyu mavi;
protein ¢okelekleri pembe; bakteri topluluklar: koyu mavi boyanir (TC Milli Egitim Ba-
kanligi, 2013).

I. Harris hematoksilen boya

Arag ve Geregler

o Harrissalum hematoksilen 5 g

o Absolu alkol 50 cc

o Aliminyum amonyum siilfat 100 g
« Distile su 1000 cc

o Civaoksit2,5¢g

Yapilis1

o Hematoksilen alkol i¢inde hafif 1s1da eritilir.

o Aliminyum amonyum siilfat 1s1 yardimiyla distile su iginde eritilir.

o [Ikisi genis bir erlenmayerde karigtirilir.

« Hizla kaynatilir, 1s1dan alinir.

o Kabarciklar ¢ikarken civa oksit azar azar ilave edilir.

o (Cozelti koyu mor renk alinca cam kap distan soguk suya tutularak sogutulur.

o Boylece boyamaya hazir héle gelir. Fakat 2-3 giin bekletilirse daha olgunlasir. Ol-
gunlagmis ¢ozelti koyu renkli siselere alinip agzi sikica kapatilarak karanlik yerde
saklanir. Boya kullanilacagi zaman %4 oraninda glasiyal asetik asit eklenir (TC
Milli Egitim Bakanligi, 2013).
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Hematoksilen & Eozin Boyama Yontemi

Yapilis1

| Q1 5 o R 10 dk

Ksilen....cceeernenecereierieenene 10 dk

Ksilen....cceerreneeeeeiereneenene 10 dk

%1001tk alkol..........ccvveeee. 5 dk

%100’Liik alkol..........ccovueneee 5 dk

%90’11k alkol........cccovvvveeeurnenne 5 dk

%80’I1ik alkol.......ccocvveuueunnee. 5 dk X
%70’lik alkol.........ccovrvereuenenee 5 dk oo . s
%50’lik alkol.........ccceevereunee. 5 dk Resim 26: Hematoksilen-Eozin boyama
Distile SU ..ocoererrrrieeeieieienes 5 dk (Yazarmn kendi gektigi fotograf)
Hematoksilen..........c.ccrvennee. 8 dk "
Cesme suyunda yikama ....... 2 kez

Asit-alkol......cooveveieririnienee 3 sn

Cesme suyunda yikama ....... 2 kez

EOZiN..ooieieeee, 4 dk

Cesme suyu .............cueeee. batir-¢ikar

%50’lik alkol.........cccevereueunene. 30 sn

%70’lik alkol.........ccovvreueunenee 30 sn

%96’lik alkol..........ccceveverennenee 60 sn

%100’lik alkol..........cccouvuenevee 60 sn

%100’lik alkol.........cccvvvevennnee 60 sn Resim 27: Hematoksilen-Eozin boyama
%100’lik alkol..........cccoueueevee 120 sn (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
Ksilen.....oooeeeeeeeneniririnnne 10 dk - -
Q113 VO 10 dk P
Ksilen.....ooooeeeeeeiiniririnnne 10 dk

Lam tizerine entellan damlatma
Lamel ile kapatma

Kurumaya birakma
Mikroskopta inceleme

20 V= 3
Resim 28: Hematoksilen-Eozin boyama
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Sonug
Cekirdek mavi-mor, sitoplazma pembe renkte boyanir (6).

Resim 29: Tendon, Hematoksilen-Eozin boyama

(Yazarin Olympus mikroskopta gektigi fotograf)

Resim 30: Kompakt Kemik, Hematoksilen-Eozin boyama

(Yazarin Olympus mikroskopta ¢ektigi fotograf)
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Resim 31: Yag Doku, Hematoksilen-Eozin boyama

(Yazarin Olympus mikroskopta cektigi fotograf)

Resim 32: [skelet kasi, Hematoksilen-Eozin boyama

(Yazarin Olympus mikroskopta ¢ektigi fotograt)
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II. Delafield Hematoksilen Boyama

EozinY’lidelafield hematoksileni boyamada gosterilmek istenen olusumlar, embri-
yolar ve bobreklerdir.

Fiksasyonda; bouin veya %10’luk formalin ya da zenker kullanilir.

Bloklamada parafin kullanilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Boya ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

e 4 g hematoksilin, 25 ml %95’lik etil alkol i¢inde ¢oziinr.

o 400 ml doymus sulu aliiminyum amonyum siilfat eklenir.

« Karisim 7 giin siireyle agik havada ve 1sikta bekletilir.

o Stziilir ve tizerine 100 ml gliserin, 100 ml metil alkol eklenir.

« Soliisyon koyulasincaya kadar (6-8 hafta) koyu bir sisede bekletilir.

 Soliisyon kullanilmadan hemen 6nce esit oranda distile su ile diliie edilir (TC
Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Yapilis1

» Kesitler suya indirilir.

« Diliie edilmis delafieldhematoksileni ile 15 dakika boyanir.

« Cesme suyunda yikanir.

« Akan suda 10 dakika bekletilir.

 Eger kesit hala mavi ise kesitin {izerine 2 damla asit alkol konur (asit alkol, 50 ml
%50’lik alkole 3 damla HCI eklenerek hazirlanir.).

« Sonra tekrar gesme suyunda yikanir.

o Akar sudan alinan kesit tizerine birka¢ damla eozin Y konur ve 2-5 dakika boya-
nir.

« Distile suda hizlica yikanir.

o %95’lik ve %100’liik alkollerden gegirilir

« Kiailol ile seffaflagtirilir, balsam ile kapatilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Sonug
Nukleuslar mavi, sitoplazmik yapilar pembe renkte boyanir (TC Milli Egitim Ba-
kanlig1, 2013).
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14. MASSON TRIKROM BOYAMA
Bag ve destek dokularini incelemek i¢in kullanilan bir boyama teknigidir.

Boya ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Asit fuksin soliisyonu

Asit fuksin 0.5 gr
Glasial asetik asit 0.5 ml
Distile su 100 ml
Fosfomolibdik asit soliisyonu
Fosfomolibdik asit 1gr
Distile su 100 ml
Anilin blue soliisyonu

Anilin Blue 2gr
Glasial asetik asit 2.5 ml
Distile su 100 ml
Yapilis1

1- Ksilen ve alkol serilerinden sonra kesitler suya getirilir ve akan suda bekletilir.
2- Nukleuslar: demirli hematoksilen ile 8 dk. boyanir.
3- Tekrar yikanir.

4- %1 lik asit alkole batirilir.

5- Cesme suyunda yikanir.

6- Asit fuksin soliisyonunda 5 dk. bekletilir.

7- Distile su ile yikanir.

8- Fosfomolibdik asit soliisyonunda 5 dk. bekletilir.
9- Yikandiktan sonra ¢ikarilip kurumaya birakilir.

10- Anilin blue soliisyonunda 2-5 dk. bekletilir.

11- Distile suda yikanir.

12- %1 lik asetik asit ile 2 dk. yikanir.

13- Alkol ve ksilen serilerinden gegirilip kapatilir.

Sonug
Cekirdek mavi - siyah, sitoplazma kirmizi renkte boyanir. Kollajen liflerden zengin
bag doku mavi - yesil renkte boyanir.
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Masson’s Trikrom Boyama

Yapilis1
Ksilen.....cocvevevieincinicicnnns 5 dk
Ksilen.....cccoecnieiccinicicnnns 5 dk
Ksilen.....ccoveevevenncenceinenes 5 dk
%100’lik alkol.........ccccueuece 5 dk
%100’lik alkol..........ccccovvueece 5 dk
%9011k alkol...........cccccovvuunce. 5 dk
%80’11k alkol.........ccecureuennce. 5 dk
%70’lik alkol.........ccccuvuence. 5 dk
9%50’lik alkol..........cccccovuunce. 5 dk
Cesme suyunda yikama ......... 2 kez
Hematoksilen........c.ccocccuruucnee. 6 dk
Cesme suyunda yitkama ....... 2 kez
Asit-alkol (%1’1lik).................. 1 sn
Cesme suyunda yikama ....... 2 kez
Asit fuksin ......cccoveeivcvinnnee 20 sn
Distile suda yikama ............ 2 kez
Fosfomolibdik asit............. 5 dk
Kurutma ..........ccooeeeennne. 5 dk
Aniline blue .................... 3 dk
Distile suda yikama ............ 2 kez
Asetik asit ........coooeiiini. 2 dk
%96’lik alkol...........ccccvvuunce. 1 dk
9%100’lik alkol...........cccceeuuece 1 dk
%100’lik alkol.........ccccueunce 1 dk
Ksilen....ccoveevecnnccnecenenes 10 dk
Ksilen.....cccvevcniniccininicnnes 10 dk
Ksilen....covvveccennencccnene 10 dk

Lam tizerine entellan damlatma
Lamel ile kapatma
Kurumaya birakin

Sonug

Kas yapusi, kirmizi kan hiicrelerive bazi
sitoplazmik graniiller kirmizi renkte boya-
nirken kollajen lifler ile bazi retikiiler lifler
amiloid ve mucin fibril boyast i¢in anilin
blue kullanilmigsa mavi; lightgreen kulla-
nilmigsa yesil olarak boyanir.

KAPADO

Resim 33: Masson Trikrom boyama
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Resim 34: Masson Trikrom boyama
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Resim 35: Masson Trikrom boyama
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Resim 36: Gobek kordonu, Masson Trikrom boyama
(Yazarin Olympus mikroskopta cektigi fotograf)

Resim 37: Fibroz kikirdak, Masson Trikrom boyama

(Yazarin Olympus mikroskopta cektigi fotograf)
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15. PAS (PERIODIK ASIT SCHIFF REAKSIYONU)

Boya ve ¢ozeltilerin hazirlanisi
Periyodik asit soliisyonu

Periyodik asit 1gr
Distile Su 100 ml
Schiff ayiraci

Bazik fuksin 1gr
Kaynamis Distile su 200 ml

1 gr bazik fuksin 200 ml kaynamis suda ¢6zduriiliir.

1- Soliisyonun 1s1s1 50 dereceye diisiiriiliir.

2- 2 gr potasyum metabisiilfit eklenip karistirilarak eritilir.

3- Soliisyon oda 1sisina disiiriliir. 2 ml HCl ilave edilir, karistirilir.

4- 2 gr Aktif komiir ilave edilir. Bir gece karanlikta birakilir.

5- Watmann kagidi araciligiyla filtre edilirken soliisyon ag¢ik veya soluk sar1 renk
alir.

6- Soliisyon 4 derecede saklanir.

Yapilis1

1- Kesitler kslilen alkol serilerinden gegirilerek distile suya getirilir.
2- 5 dk. Periyodik asitte bekletilir.

3- Distile su ile yikanir.

4- 15. Dkschiff soliisyonunda tutulur.

5- 5-10 dk. Cesme suyunda yikanir.

6- Niikleuslar1 harris hematoksilen yontemi ile boyanir.
7- Asit alkolde mavilesinceye kadar diferansiye edilir.
8- Suda yikanir.

9- Absolii alkolle calkalanir.

10- Ksilenden gegirilir kapatilir.

Sonug
Niikleuslar mavi, glikojen ve diger periodat reaktif karbonhidratlar mora yakin renkte

boyanur.
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Pas Boyama

Yapilis1

Ksilen....covvveeeernirccene 5 dk

Ksilen....covvveeeerniccene 5 dk

Ksilen....covvveeeeirnirccene 5 dk

%100’lik alkol..........ccccvueen.. 5 dk

%100’k alkol...........cccouneee. 5 dk

%901k alkol.........ccovervrreneee. 5 dk : s

%80’l1ik alkol.........ccccovvnennnee. 5 dk Resim 38: PAS boyama
%707l alkoL...oo.orrvvrrvone 5 dk (Yazarin kendi cektigi fotograf)
%50’lik alkol.........cccovueureneene. 5 dk

Distile su ile yikanir.

Periyodik asitte bekletilir....... 5 dk

Distile suda yikanir
Schiff soliisyonunda tutulur....15dk

Cesme suyunda yikanir......... 5-10 dk

Harrishematoksilen............. 5 dk

Asitalkol..............ool batir-gikar. x.
Suda yikanir I 24 N
%96’lik alkol.........ccccevvuvennenee 1 dk Resim 39: PAS boyama
%100’lik alkol..........ccovceueuceee 1 dk (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
9%100’lik alkol...........ccccvvuuee 1 dk

Ksilen.....ccoeeveccnnccnicnnnes 10 dk

Ksilen.....cocveenicrciniciennns 10 dk

Ksilen....ccreencneenceneencnnes 10 dk

Sonug

Karbonhidrat yapilar1 pembe, magenta renginde boyanr.
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16. MALLORY AZAN
Yapilis1
Ksilen.....ocoeeeeeereeeeenne, 5 dk
Ksilen....cooeeeveeeerinceeennn 5 dk
Ksilen....covveveccenniccene 5 dk
%100’lik alkol....................... 5 dk
%1001k alkol............cooene... 5 dk
%9011k alkol............c.cueun..... 5 dk
%8011k alkol.........ccccevevrennenee 5 dk
%70’lik alkol.........cccoevenenenee. 5 dk Resim 40: Mallory Azé boya
%50’lik alkol............ccueunee. 5 dk

(Shutterstock.comdan alinan lisansla
kullanilan gorsel)

Distile su ile ¢alkalanir.

Azokarmin G soliisyonunda 58 °Cde 15-20 dk. bekletilir. 5 dk. oda 1s1s1nda sogu-
maya birakilir.

Distile suda calkalanir.

Anilin alkolde, sitoplazma ve bag dokusu soluk pembe ve niikleuslar belirgin hale
gelinceye kadar diferansiye edilir. Kesitler %1 lik glasiel asitte galkalanip mikroskopta
kontrol edilir. Eger kesitler ¢cok kirmizi ise tekrar anilin alkole doniiliir. Sonra yine
%1 lik glasiel asetik alkolde ¢alkalanir.

%5 lik fosfotungustik asit soliisyonunda bag dokusu tamamen renksizlesinceye ka-
dar tutulur. 15 dk. - 1 saat aras1 15 dkda bir mikroskopta kontrol edilir.

Hizli bir gekilde distile suda galkalanir.

Anilin blue ¢alisma soliisyonunda 5 — 30 dk. bag dokusu fibrilleri keskince boyayin-
caya kadar boya yapilir. Zaman zaman mikroskop altinda incelenir.

Distile suda calkalanir.

Cabucak %95 alkolde sonra 2 defa absolii alkolde dehidrate edilir.

2-3 defa ksilende seffaflandirilir ve kapatilir.

Sonug

Kromatin ve noroglia Kirmizi
Sitoplazma Pembeden navi
Kollajen ve retikulum Mavi

Kas Oranj

Alfa hiicreleri Kirmiz1 parlak

Beta hiicreleri

Delta hiicreleri

Kahverengi turuncu
Mavi
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17. VERHOEFF BOYASI (elastik dokular i¢in)

Boya ve ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

A- Hematoksilen
Absolu alkol

B- Ferrikklorid
Distile su

C- Lugoliiniodin soliisyonu

fodin
Potasyum iodin
Distile Su

Yapilis1

Ksilen.....ooeveeeeereeenenne,
Ksilen....covveveceerriiennes
%100’luk alkol...........cccoe.....
%100’lik alkol..........cceueeee.
%90’11ik alkol.........cccoevvennee.
%8011k alkol.........ccccovurenneeee
%70’lik alkol.........c.cccevevrunrnnee
%50’lik alkol.........ccccevurenenenee
Kesitler suya alinir.

Boyama soliisyonunda .........

Akan suda yikanir.

5gr
100 cm3

10 gr
100 cm3

1gr
2gr
100 cm3

Elastik lifler gri arka zeminde siyah renkte goriiniinceye kadar %2 sulu ferrikklorid

icerisinde diferansiye edilir.
Akan suda yikanir.
%95 alkolde ¢alkalanir.

Z1t boyama yapilir.

Fazla boyay1 uzaklastirmast i¢in kurutma kagidinda artiklar emdirilir. Absolii alkolde

hizlica dehidrate edilir.

Ksilenle temizlenir ve kapatilir.

Sonug

Kalin fibriller koyu siyah boyanirken, ince fibriller ¢ok iyi gosterilemez. Boya yil-

larca bozunmadan kalabilir.
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18. VAN GIESON

Boya ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Van Gieson soliisyonu

Suda doymus pikrik asit soliisyonu
%1 lik asit fuksin soliisyonu
Distile su

Celestineblue soliisyonu
Celestineblue

Ferrik amonyum siilfat
Gliserin

Distile su

50 cc
9 cc
50 cc

2,5¢gr
25 gr
70 cc
500 cc

Ferrik amonyum siilfat soguk suda karistirarak eritilir bu soliisyona selestineblue

eklenerek birka¢ dakika kaynatilir. Soguduktan sonra boya siiriiliir ve gliserin eklenir.

Resim 41: Van Gieson boyama (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)
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Yapilis1

KsileN..oovooeeieieeieieeeeeeeeenene 5 dk
KSilen. .o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 5 dk
) ST 1S o TR 5 dk
%100’lik alkol.......ccoeuvennee.. 5 dk
%100’Lik alkol.........ccvveunee. 5 dk
%90’11k alkol.......coeeveeveennee. 5 dk
%80’11k alkol........ccevvvennneee. 5 dk
%70’lik alkol.....c.ccveevevvenenne. 5 dk
%50’lik alkol........cceveeveuenenee 5 dk

Kesitler suya getirilir.

Celestineblue soliisyonunda 5 dk. bekletilir.
Akan suda ¢alkalanir.
Hematoksilen ile 5 dk. boyanir.
Akan suda yikanur.

Asit alkolde diferansiye edilir.
Akan suda yikanur.

Van Gieson ile 3 dk. boyanir.
Kurutulur.

Alkolde dehidrate edilir.
Ksilen

Temizlenir kapatilir.

Resim 42: Van Gieson boyama (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf)

Sonug

Cekirdek mavi-siyah boyanirken kollajen lifler kirmizi boyanir.
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19. ALCIAN BLUE & VAN GIESON

Boya ¢ozeltilerinin hazirlanisi

o Alcian blue soliisyonu ph 3.1

Alcian blue 1gr
%0,5 asetik asit 100 ml

o Alcian blue soliisyonu ph 1.0
Alcian blue 1gr
0.1 M Hidroklorik asit 100 ml

o Alcian blue soliisyonu ph 0.2
Alcian blue 1gr
%10 Silfirik asit 100 ml

e %0,1 Nuclear fast red soliisyonu

Nuklear fast red 0.1 gr
Aliiminyum silfat 25¢gr
Distile su 100 ml

« Van Gieson soliisyonu

Suda doymus pikrik asit soliisyonu 50 cc
%1’lik asit fuksin soliisyonu 9cc
Distile su 50 cc

o Celestine blue soliisyonu

Celestine blue 2,5gr
Ferrik amonyum siilfat 25gr
Gliserin 70 cc
Distile su 500 cc

Ferrik amonyum siilfat soguk suda karistirarak eritilir bu soliisyona celestineblue
eklenerek birka¢ dakika kaynatilir. Soguduktan sonra boya siiziiliir ve gliserin eklenir.

Yapilis1

Ksilen....ooveveereeeierereeerereninns 5 dk
Ksilen....ooooeeeeeeeereeereeenene, 5 dk
Ksilen....oioveeriievercreeerereninns 5 dk
%100’lik alkol........cocvevevennee 5 dk
%100’litk alkol.........c.cccevneee 5 dk
%90’1ik alkol.........ccccoeveueneee. 5 dk
%8011k alkol.......ccoevevevenenee. 5 dk
%70’lik alkol.........ccerevnenee. 5 dk
%50’lik alkol.........ccoevevevennee. 5 dk
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Kesitler suya getirilir.

Ph 0.2 de 10 dk. bekletilip akan suda yikanir.

Ph 1 de 10 dk. bekletilip akan suda yikanir.

Ph 3.1 de 10 dk. bekletilip akan suda yikanir.

%1 nuklear fastte 10 dk bekletilip akan
suda yikanir.

Celestine blueda 10 dk beklenir ve akan
suda yikanir.

Hematoksilen ile 5 dk boyanir ve akan
suda yikanir.

Van Gieson ile 15 dk boyanur ve akan suda ~ boyama (Yazarin kendi cektigi fotograf)
yikanir.

%100 liik alkollerde 1'er dk’dadehidrate edilir.

Ksilen serisinden gecirilip, temizlenip kapatilir.

Sonug

Alcian blue asit 6zellikteki karbonhidratlar: ve hiicre dis1 matriksteki glikozaminog-
likanlar1 maviye boyarken, Van Gieson kollajen lifleri kirmizi-pembe, ¢ekirdegi mavi,
eritrosit ve sitoplazmay1 sar1 renkte boyar.

Notlar:
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20. GIEMSA

Kan dokusunun boyamasinda kullanilir.

Yapilis1

Parmak ucu alkol ile temizlenir.

Sterilize igne ile kan ¢ikarilir.

Kan, lam tizerine alinir.

45° lik agryla lamel kullanilarak; kan, lam tizerine yayilir.
Oda sicakliginda kurumast igin bekletilir.
3 dk metil alkolde tutulur.

Lam tizerine distile su damlatilir.

Biraz bekletilir ve suyu akitilir.

30 dk giemsa boyasinda tutulur.

Cesme suyunda yikanir.

Oda sicakliginda kurutulur.

Preparat mikroskopta incelenir.

Resim 44: Kan yayma (Shutterstock.comdan alinan
lisansla kullanilan gorsel)

Resim 45: Giemsa boyama (Shutterstock.comdan
alinan lisansla kullanilan gorsel)
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21. PAPANICOLOAU BOYAMA (PAP)

Jinekolojik ve nonjinekolojik sitolojik yaymalarda en fazla kullanilan boyama yontemi
papanicolaou boyasidir (PAP). PAP, SVS i¢in temel boyama yontemi olup diger tim si-
tolojik materyal tiplerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. George Papanicolaou tara-
findan gelistirilmistir. Papanicolaou boyama yontemi, Pap-smear ya da pap-test adlariyla
da anilir. Papanicolaou boyama yontemi, hiicrelerdeki kotii huylu degisimlerin erken ev-
rede saptanmasini saglar (9).

PAP boyasi, belirtilen sitolojik materyallerden hazirlanan ve alkolle fiksasyonu ya-
pilan yaymalarin boyanmasinda kullanilir. Sitolojik materyaller; jinekolojik smear, be-
yin-omurilik sivis1 (BOS), balgam, bronsial yikama / firgalama, plevra, periton ve peri-
kard stvilary, idrar ve ince igne aspirasyon sivisidir (IIAS).

Boya ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

PAP boyasi; Papanicolaounun gelistirdigi multikromatik boyama teknigidir ve har-
rishematoksilen, orange G ve EA (eozin, azure) boyalarindan olugur (TC Milli Egitim
Bakanligi, 2013).

Yapilis1

%95’lik etil alkolde tespit edilmis yaymalar, azalan konsantrasyonlu alkollerden gegi-
rilir. Hematoksilen ¢o6zeltisi hazirlamada ¢oziicii madde olarak su kullanilir ve su orani
yiiksek bir boyadir.

Alkolle fikse edilmis hiicre 6ncelikle boyayla uyum saglamasi i¢in kademeli olarak
su seviyesine getirilmelidir (rehidre). Bu amagla %95’lik etil alkolden ¢ikarilan prepa-
ratlar sirayla;

%85’lik alkol,

%75’lik alkol,

%50’lik alkollerden gegirilir.

Yaymalar musluk suyunda 3-5 dakika yikanir.

Harris hematoksilende 45 saniye-2 dakika bekletilir.

Lamlar, ¢esme suyunda yikanarak fazla boya giderilir.

Lamlar, asit alkolde 10 saniye ¢alkalanir. Diferansiyasyonla hiicrelerin almis oldugu
fazla boya uzaklagtirilir.

Lamlar, hizlica ¢esme suyundan gegirilerek diferansiyasyon durdurulur.

Yaymalar artan konsantrasyonlu alkollerden sirayla gegirilir.

%50’lik alkol,

%75’lik alkol,

%85’lik alkol,

%95’lik etil alkol icine 10 -12 kez daldirilip ¢ikarilir. Hiicrelerin almis oldugu hema-
toksilen tespit edilir.

Lamlar iyice siiziilerek orange G boyasinda 3 dakika bekletilir.

Boyasi siiziilerek orange G boyasindan ¢ikarilir.
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U ayr1 kaptaki %95’lik etil alkol iginde 10-12 kez daldirilip gikarilir. Preparattaki
fazla boya ¢ikarilarak orange G tespit edilir.

Iyice siiziilen preparatlar EA-50 boyasinda 3 dakika bekletilir. Smearlar 5 dakika bek-
letilir.

Ug ayr1 kaptaki %95’lik etil alkol iginde 10-12 kez daldirilip gikarilir. Preparattaki
fazla boya ¢ikarilarak EA-50 boyasi tespit ve hiicreler dehidre edilir.

Ug ayr1 ksilol kabindan gegirilir. Hiicreler saydamlagtirilir.

Prepatlarin yayma/smear olmayan yiizii gazli bezle silinir.

Yayma iizerine 1-2 damla Kanada balsami/entellan damlatilarak hava kabarcigi olus-
turmadan lamelle kapatilir (TC Milli Egitim Bakanligi, 2013).

Sonug

Hematoksilen; niikleous boyasi olup kromatin ile
nitkleer membranlar1 mavi-mora, niikleold kirmizi,
pembe ya da oranj renge boyar.

Orange G; stoplazmaya kolay penetre olan bir
boyadir. Keratin mevcutiyetinde stoplazmay: sar1 ya
da portakal rengi boyar.

AE; eozin Y, lightgreen ve bismarc browndan
olusan polikrom bir karigimdir. Igerigini olusturan
boyalarin kombinasyonlarina goére AE-36, AE-50 ve
AE -65 olarak ii¢ ¢esidi vardir (TC Milli Egitim Ba-
kanlig1, 2013).

Resim 46: PAP boyama
(Yazarin kendi ¢ektigi fotograt)
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Resim 47: Smear 6rnegi
(Shutterstock.comdan alinan lisansla kullanilan gorsel)
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2. BOLUM: HISTOLOJi UYGULAMALARI

1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek Epitel Tipi : Tek katl1 yass1 epitel
Incelenecek doku veya organ : Elastik arter
Preparat Numarasi 01

1.1. Tek Katl1 Yass1 Epitel

Tek katl: yass1 epitelde, tek kat halindeki hiicreler ¢ok ince, yassilagmis sekilde bazal
membran tizerine oturmuglardir. Hiicre ¢ekirdekleride yassilagmistir. Elastik arterde, da-
marin en i¢ duvarinda yer alan ve limeni gevreleyen epitel tabakasina endotel ad1 veri-
lir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 3: Tek Katli Yassi1 Epitel
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Tek kath kiibik epitel
Incelenecek doku veya organ : Tiroid
Preparat Numarasi 12

1.2. Tek Kath Kiibik Epitel

Tek katli kiibik epitel, bir bazal membran {izerine oturmus ve tek sira halinde dii-
zenlenmis kiibik veya kiiboidal hiicrelerden olusmustur. Cekirdek yuvarlak sekillidir ve
hiicrenin orta kismina yerlesmistir. Tek katl1 kiibik epitele en iyi 6rnek olarak tiroid be-
zinin follikiiler hiicreleri verilebilir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 4: Tek Katli Kiibik Epitel
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Tek kath prizmatik epitel
Incelenecek doku veya organ : Duedonum, Jejunum
Preparat Numarasi :9,3

1.3. Tek Katl1 Prizmatik Epitel

Tek katli prizmatik epitel, bazal membran tizerine tek kat halinde siralanmig prizma-
tik hiicrelerden meydana gelmistir. Prizmatik hiicrelerin ¢ekirdekleri hiicre sekline uy-
gun olarak uzun veya oval yapidadirlar ve genel olarak hiicrenin bazal sitoplazmasinda

yerlesim gosterirler (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 5: Tek Katli Prizmatik Epitel
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Yalanci ¢ok katli prizmatik epitel
Incelenecek doku veya organ : Trakea (Soluk Borusu)
Preparat Numarasi 14

1.4. Yalanci ¢ok katli prizmatik epitel

Yalanci ¢ok katli prizmatik titrek tiiylii epitel iki farkli boydaki hiicrelerden olusmus-
tur. Her iki hiicre grubu da bazal membran iizerine oturur ancak kisa hiicrelerin apikal
ylzeyleri limene kadar ulasamadan asag1 seviyelerde sonlanirken diger uzun boylu hiic-
reler liimene kadar uzanirlar. Gergekte tek katli olmasina ragmen g¢ekirdeklerinin farkli
seviyelerde bulunmalarindan dolay1 ¢ok katliymig gibi goriildiigii igin bu tip epitele ya-
lanci ¢ok katli epitel ad1 verilir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 6: Yalanci ¢ok katli prizmatik epitel
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Cok Kathi Yass1 Epitel (Keratinli)
Incelenecek doku veya organ : Deri
Preparat Numarasi :5

1.5. Cok Katl1 Yass1 Epitel

Cok katl yass1 epitel birbiri tizerine siralanmis ve en altta bazal membran iizerine
oturan hiicrelerden meydana gelmistir. Keratinize ¢ok katli yassi epitelde en iist siradaki
hiicreler ¢ekirdeklerini kaybetmis 6li hiicrelerdir. Bu tabakaya keratin tabakasi denir.
Cok katl1 yass1 epitelde, epitelin {ist katlarindaki hiicrelerin beslenebilmesi i¢in, alttaki
damardan zengin olan bag dokusundan ibaret lamina propria, epitel icerisine dogru pa-
pilla adi verilen parmak sekilli girintiler yapar (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 7: Cok Katli Yass1 Epitel (Keratinli)
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Cok katl1 yass1 epitel (Keratinsiz)
Incelenecek doku veya organ : Ozofagus (Yemek Borusu)
Preparat Numarasi 16

1.6. Cok katl1 yassi epitel (Keratinsiz)

Cok katl1 yass1 epitel de oldugu gibi birbiri tizerine siralanmis hiicrelerden olusur.
Hiicrelerde keratinlesme gozlenmez. Epitel icerisine dogru bag dokusu papilla ad: veri-
len parmak sekilli girintiler yapar (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 8: Cok katli yass1 epitel (Keratinsiz)
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Cok katl prizmatik epitel
incelenecek doku veya organ : Gl. Submandibularis (Cenealt1Tiikriik Bezi)
Preparat Numarasi 17

1.7. Cok katl1 prizmatik epitel

Cok katl prizmatik epitel sadece nadir gozlenir. Tiikriik bezlerinin interlobiiler (lo-
biiller aras1) bosaltim kanallarindaki epitel hiicrelerin liimene bakan kisimlarinda priz-
matik hiicreler, bazalde ise kiibik hiicreler yer alir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 9: Cok katli prizmatik epitel
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1. EPITEL DOKUSU (Ortii epiteli)

Incelenecek epitel tipi : Cok kathi degisici epitel
Incelenecek doku veya organ : Mesane (Idrar kesesi)
Preparat Numarasi : 8

1.8. Cok katli degisici epitel

Bu tip epitel, idrar bosaltim yollarinin karakteristik epitel tipidir. Bulundugu yerde,
organin idrar ile dolu veya bos olusuna gore liiminal basincin etkisiyle epitel yiiksekligi
ve buna bagli olarak epitel hiicrelerinin sekli degistigi i¢in ¢ok kathi degisici epitel adin
alir. Organ bos iken liimene bakan hiicreler prizmatik, dolu iken yassidir (Ozdamar ve
ark., 2012).

Tablo 10: Cok katl degisici epitel
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2. BEZ EPITELI
incelenecek doku veya organ : Duodenum
Preparat Numarasi :9

2.1. Tek hiicreli bez (goblet hiicresi)

Tek hiicreli bez olan goblet hiicreleri endoepitelyal bezler olup ortiicii epitel hiicre-
leri arasina dagilmis olarak bulunurlar. Bu tip bezlere bagirsaklarda ve tist solunum yol-
larinda bol miktarda rastlanilmaktadir. Goblet hiicrelerinin miikoz tipteki salg1 graniil-
leri hiicrenin apikal sitoplazmasinda birikerek, bu bélgenin genislemesine ve balon gibi
sismesine neden olmaktadir. Hiicrelerin bu goriiniimii bir kadehi andirdigindan bunlara
kadeh hiicreleri ad1 verilmistir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 11: Tek Hiicreli Bez (goblet hiicresi)
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2.2. Basit Tiibiiler Bez

Incelenecek doku veya organ : Kolon
Preparat Numarasi : 10

Kolon mukozas: tek katli prizmatik fircamsi kenarli epitel ile dosenmistir. Epitel, la-
mina propria igerisine dogru parmak seklinde bezleri olusturmak {izere girintiler yap-
mustir; bunlara Lieberkithn kriptalar1 veya intestinal bezler ad1 verilir. Lieberkithn krip-
talarinin i¢ ylizeyinin epiteli yiizey epiteli ile devam eder ve bez hiicrelerinin arasinda
bol miktarda goblet hiicresi bulunur (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 12: Basit Tiibiiler Bez
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2.3. Seroz Bez
Incelenecek doku veya organ : GlandulaPartois
Preparat Numarasi 111

Glandula parotis ve pankreas saf serdz salg1 yapan ekzokrin bezler i¢in iyi birer 6r-
nektir. Ser6z salg1 yapan bezlerin miikoz bezlere gore en 6nemli ayirt edici 6zellikleri,
hiicrelerinin boyaya affiniteleri ve nukleus yapilaridir. Serdz salgi yapan asinuslarin hiic-
relerinin sitoplazmalar1 koyu renkte boyanirlar. Hiicreler yiiksek piramidal sekillidir ve
bundan dolay: asinuslarin liimenleri dardir. Nukleuslar: yuvarlak sekillidir ve bir miktar
bazale yakin yerlegim gosterirler (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 13: Seroz Bez

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



96 Histoloji Uygulamalari

2.4. Miikoz Bez (Sero-miikozbezler)

Incelenecek doku veya organ : Glandula Submandibularis

Preparat Numarasi 17

Glandula submandibularis hem seréz hem de miikoz tipte salgi yapan karisik (miks)
bir bezdir, ancak seroz salg1 yapici asintisler miikozlere gore daha fazla sayidadir. Miikoz
salg1 yapan hiicreler, ser6z salg: yapan hiicrelere gore daha kisa boyludur ve nukleuslar1
yasst sekilli goriintimleriyle hiicrelerin bazaline yerlesmislerdir. Sitoplazmik bolgesi agik
renkli boyanir. Asinuslarin liimeni hiicre boylarinin serdz hiicrelere gére daha kisa ol-
masindan dolay1 daha genis goriiliir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 14: Ser6-miikéz bez (mitkoz agirhikl)
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2.5. Bilesik Tiibiiloalveoler Bez

Incelenecek doku veya organ : Prostat
Preparat Numarasi :12

Bilesik tiibiilo-alveoler bezler hem tiibiiler hem de alveoler salg: yapici son kisim-
lar1 igeren bir bez yapisina sahiptirler ve viicutta ¢ok yaygin olarak goriiliirler. Prostat-
taki bilesik tiibiilo-alveoler bezlerin salg yapici kisimlar1 ¢ok sayidadir ve farkl: genislik-
lerde goriiliirler. Prostatin salgi yapici son kisimlarinin epiteli, bir bazal membran iizerine
oturmustur. Epitel hiicreleri prizmatik sekillidir ancak yer yer kiibik sekilli hiicrelere de
rastlanir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 15: Bilesik Tiibiiloalveoler Bez
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2.6. Yag bezi
Incelenecek doku veya organ : Kulap Kepgesi
Preparat Numarasi 113

Derinin yag bezleri (sebaceousgland) deride epidermisin altinda yer alan dermis ta-
bakasi i¢ine yerlesmislerdir. Yag bezleri genellikle kisa bir kanala agilan alveoler tipte bir-
kag asinusa sahip asinar bezlerdir. Bu kanal genellikle bir kil follikiiliiniin tist kisminda
sonlanir. Yag bezini olusturan hiicreler poligonal sekillidir ve sitoplazmalar1 soluk bo-
yanir. Nukleuslar1 yuvarlaktir ve merkezi olarak yerlesmistir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 16: Yag Bezi
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2.7. Tat tomurcuklari

Incelenecek doku veya organ : Dil
Preparat Numarasi 114

Epitel dokusu, dil ytizeyinde girinti ve ¢ikintilar seklinde papilla ad: verilen yapilar:
olusturur. Tat tomurcuklar: (tat goncalar1) dildeki sirkumvallat, foliat ve fungiform pa-
pillalarin yan duvarinda yer alan gok katli yass1 epiteli iginde bulunurlar. Tat tomurcuk-
lar1 epitel igerisinde, bazal laminadan yiizeye kadar uzanip dar bir delikle (por) limene
acilirlar. Tat tomurcuklarinda destek hiicreleri, noroepitel hiicreleri ve bazal hiicreleri ol-
mak {izere {i¢ farkl: tip hiicreden olusmustur (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 17: Tat Tomurcuklar:
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3. BAG DOKU

Incelenecek Bag Doku Tipi : Miik6z Bag Doku
Incelenecek Doku veya organ : Gobek Kordonu
Preparat Numarasi 115

3.1. Miikoz Bag doku
Miikoz bag doku kollajen, elastik ve retikiiler liflerden olusur. Hiicre ve lif yoniinden
fakirdir. Gobek kordonunda iki umbilikal arter ve bir umbilikal ven gozlenir, bunun di-

sinda kalan alan miikoz bag dokusu ile kaphidir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 18: Miikéz Bag Doku

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 101

3. BAG DOKU

Incelenecek Bag Doku Tipi : Gevsek Bag Doku
Incelenecek Doku veya Organ  : Trakea

Preparat Numarasi 14

3.2. Gevsek Bag Doku

Fibroblastlar ve makrofajlar basta olmak iizere tiim bag doku hiicrelerini iceren gev-
sek bag dokuda kollajen, elastik, retikiiler lifler ve sekilsiz ara maddeler de gozle goriiliir.
Cogunlukla da sekilsiz ara madde mevcuttur. Retikiiler fibriller diger liflere gore daha
diisiik oranda bulunur ve iyi damarlanma gésterir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 19: Gevsek Bag Doku
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3.3. Diizensiz Siki1 Bag Doku

Incelenecek Bag Doku Tipi : Diizensiz Siki Bag Doku
Incelenecek Doku veya Organ  : Deri, Parmak Ucu
Preparat Numarasi :5

Yogun olarak bir arada bulunan kollajen lifler ve daha aza oranda hiicreden meydana
gelir. Gevsek bag dokuda bulunan yapilarin tiimii burada da bulunur. Dayanikli olup es-
nekligi azdir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 20: Diizensiz Siki1 Bag Doku
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3. BAG DOKU

Incelenecek Bag Doku Tipi : Diizenli Siki Bag Doku
Incelenecek Doku veya Organ  : Tendon

Preparat Numarasi : 16

3.4. Diizenli Siki Bag Doku

Yogun kollajen lifleri demetler olusturur. Bu lifler belirli yonde dizilim gosterir. Lif-
ler arasinda az miktarda sekilsiz ara madde bulunur. Liflere paralel uzanan nukleuslar:
ile ayirt edilebilecek fibroblast hiicreleri gozlenir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 21: Diizenli Siki Bag Doku
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3. BAG DOKU
Incelenecek Bag Doku Tipi : Elastik Bag Doku
Incelenecek Doku veya Organ  : Elastik Arter

Preparat Numarasi 11

3.5. Elastik Bag Doku
Birbirine paralel, kalin boyutta elastik liflerin olusturdugu bag doku tipidir. Liflerin

arasinda kollajen fibriller, yassi fibroblastlar ve sekilsiz ara maddeler bulunur (Ozdamar
ve ark., 2012).

Tablo 22: Elastik Bag Doku
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3.6.Yag Doku

Incelenecek Bag Doku Tipi : Yag Doku
incelenecek Doku veya Organ  : Yag Doku
Preparat Numarasi 117

Belli bir organda lokalize olmamakla birlikte basta deri alt1 olmak tizere viicudun
pek ¢ok bolgesinde bulunur. Liposit adi verilen esas yag hiicreleri ile retikiiler fibriller
gozlemlenir. Lipositlerin dizilimi siki olup ¢ok koseli bir hiicre tabakas: seklinde gorii-
lir. Hiicreler yag ile dolmaya baslayinca ¢ekirdek kenara itilip yassi bir hal alir (Ozda-
mar ve ark., 2012).

Tablo 23: Yag Doku
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4. KAN DOKUSU
Incelenecek doku veya organ : Insan kani (yayma preparat)
Preparat Numarasi : 18

4.1. Insan kam

Kan dokusu, sekilli elemanlar ve hiicrelerin icinde yiizdiigii sivi kisimdan (plazma)
olmak iizere iki kisimdan olusmustur. Kanin sekilli elemanlar: eritrositler, 16kositler ve
trombositlerdir. Eritrositler bikonkav disk seklinde, periferik kisimlar1 kalin, merkezi
kisimlari ince ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Preparatlarda gok sayida ve mavimsi gri renkleri
ile ayirt edilirler (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 24: Insan kani

2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 107

4.2. Kurbaga kani (yayma preparat)

Incelenecek doku veya organ : Kurbaga kani (yayma preparat)
Preparat Numarasi : 19

Insanlarda ve memelilerde eritrositlerin ¢ekirdeksiz olmasina ragmen alt sinif canli-
larin gogunda eritrositler ¢ekirdek igerir. Kurbaga kanindaki eritrositler de ¢ekirdek ice-
ren hiicrelerdendir. Kurbaga kanindan elde edilen kan yayma preparatlarinda eritrosit-
lerin oval veya yuvarlak gekilli oldugu gériiliir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 25: Kurbaga kani
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5. KIKIRDAK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Hyalin kikirdak
Incelenecek doku veya organ : Trakea
Preparat Numarasi 14

5.1. Hyalin kikirdak

Hyalin kikirdak viicutta en yaygin bulunan kikirdak tipidir ve bag dokusundan olus-
mus perikondrium ile gevrelenmistir. Periferde, perikondriumun altindaki kikirdak hiic-
releri (kondrosit) kii¢iik, uzun ve yassi bicimlidir, kikirdak yiizeyine paralel ve lakiinalar
icinde tek tek yerlesmislerdir. Daha i¢ bolgelerde ise, hiicreler yuvarlaklagir ve bir lakiina
icerisinde birden fazla kondrosit bulunabilir. Bir lakiina icinde, bir ana hiicreden olus-
mus hiicre gruplarina izogen grup adi verilir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 26: Hyalin kikrdak
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5. KIKIRDAK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Elastik kikirdak
Incelenecek doku veya organ : Kulak kepgesi
Preparat Numarasi : 13

5.2. Elastik kikirdak

Temel olarak hyalin kikirdaga benzemesine ragmen, taze halde iken daha opak renkte
goriilmesiyle ayirt edilen elastik kikirdak kollagen fibriller (tip II) yaninda bol elastik fib-
rillere sahiptirler. Elastik kikirdakta kondrositler lakiina i¢inde genelde tek olarak bulu-
nurlar, seyrek olarak da ikili gruplara rasttamak miimkiindiir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 27: Elastik kikirdak
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5. KIKIRDAK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Fibroz kikirdak
Incelenecek doku veya organ : Intervertebral disk
Preparat Numarasi : 20

5.3. Fibroz kikirdak

Fibroz kikirdak her zaman yogun bag dokusu ile iliskidedir ve ligamentlerin kemige
tutunma yerlerinde oldugu gibi bir gecis dokusu olarak gorev alirlar. Bu yapist ile hyalin
kikirdak ile bag dokusu arasinda bir yapiya sahiptir. Fibroz kikirdagin bir baska 6zelligi
de hi¢bir zaman perikondriuma sahip olmamasidir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 28: Fibroz kikirdak
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6. KEMIiK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Kompakt kemik
Incelenecek doku veya organ : Kemik doku
Preparat Numarasi 121

6.1. Kompakt kemik

Kemik insan viicudunun en sert dokularindan biridir. Ozel bir bag dokusu tipidir ve
ara madde kalsifiye olmustur. Kompakt kemigin en belirgin 6zelligi kanallar ve lamel-
lerden olugmasidir. Kanallar kan damarlariny, sinirleri ve bag dokusunu igerir. Lameller
bu kanallar etrafinda organize olmustur. Kanallar iki farkli pozisyonda bulunur; Havers
kanallar: kemigin uzun eksenine paralel uzanirken, Wolkmann kanallar: Havers kanal-
larina dik uzanir ve bunlari birbirine baglar (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 29: Kompakt kemik
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6. KEMiK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Siingerimsi kemik
Incelenecek doku veya organ : Kemik doku
Preparat Numarasi 122

6.2. Siingerimsi kemik

Stingerimsi kemik dokusu, birbiriyle anastomozlasarak bir ag yapan kemik trabekiil-
lerinden olusmustur ve osteositler bu trabekiiller i¢ine diizensiz olarak yerlesmistir. Ke-
mik trabekiilleri oldukga incedir ve bunlarda, kompakt kemikte goriilen lameller yok-
tur. Trabekiillerin arasindaki bosluklar (kemik iligi kaviteleri) kirmizi veya sar1 kemik
ile doldurulmustur (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 30: Siingerimsi kemik
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6. KEMiK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Kondral kemiklesme
Incelenecek doku veya organ : Gelismekte olan kemik doku
Preparat Numarasi 123

6.3. Kondral kemiklesme

Gelismekte olan bir insan fetusuna ait parmak kemiginden hazirlanan bu kesitte
kondral kemiklesme goriilmektedir. Gelisimin baglangi¢ sathasinda kemik taslag: tama-
men hyalin kikirdak yapisindadir. Daha sonra kikirdak yikilir ve yerine kemik dokusu
olusturulur. Yikim bir taraftan devam ederken diger taraftan epifiz bolgesindeki kikir-
dak hiicreleri mitozla gogalarak kikirdagin uzunlamasina biiytimesini saglar. Biitiin bu
olaylar devam ederken kikirdak dokusu ve kemiklesme bolgelerinde tabakalagmalar or-
taya ¢ikar (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 31: Kondral kemiklesme
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6. KEMiK DOKUSU

Incelenecek doku tipi : Desmal kemiklesme
Incelenecek doku veya organ : Gelismekte olan kemik doku
Preparat Numarasi 124

6.4. Desmal kemiklesme

Desmal kemiklesme, kikirdak gibi bir ara doku olusmadan direkt olarak bag doku-
sundan gelisen bir kemiklesme tipidir. Bu tip kemiklesme kafatas: gibi yass1 kemiklerin
gelismesi sirasinda goriiliir. Kemiklesmenin gerceklesecegi bolgelerde, 6nce bag dokusu
icinde kemiklesme merkezleri ortaya ¢ikar. Mezensimal doku damarlarin etrafinda sik
hiicreli bir yap1 olusturur; mezensimal hiicreler 6nce osteojenik hiicrelere ve sonra oste-
oblastlara déniigiirler (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 32: Desmal kemiklesme
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7. KAS DOKU

incelenecek Kas Doku Tipi : Iskelet Kas1
Incelenecek Doku veya Organ : Iskelet Kasi
Preparat Numarasi 125

7.1. Iskelet Kas1

Iskelet kas1 hiicreleri cok gekirdeklidir. Hiicreler birbiri {izerine bindikleri icin sinir-
lar1 ayirt edilemeyip ¢ok hiicreli tek bir hiicre goriiniimiinde olurlar buna sinsisyum de-
nir. Cekirdekleri periferde yerlesimlidir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 33: Iskelet Kas:
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7. KAS DOKU

Incelenecek Kas Doku Tipi : Kalp Kas1
Incelenecek Doku veya Organ  : Kalp
Preparat Numarasi 126

7.2. Kalp Kasi

Enine ¢izgilenme gosterirler. Nukleuslar1 hiicrenin merkezinde yer alir. Nukleus oval
ve iridir, birden fazla sayida olabilir. Miyofibriller iskelet kaslarindaki gibi ¢izgilenme gos-
terirler ancak daha kalindirlar (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 34: Kalp Kas:

W2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 117

7. KAS DOKU

Incelenecek Kas Doku Tipi : Diiz Kas
Incelenecek Doku veya Organ  : Uterus, Kolon
Preparat Numarasi :27,10

7.3. Duiz Kas

Her bir hiicre, bazal lamina ve retikiiler lif ag1 ile kusatilmis olup ¢izgilenme goster-
mezler. Bu hiicreler ince, uzun ve mekik seklindedir. Niikleuslar her hiicrede bir tane-
dir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 35: Diiz Kas
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8. SINIR DOKU

Incelenecek Sinir Doku tipi : Piramidal Hiicreler
Incelenecek Doku veya Organ  : Beyin
Preparat Numarasi 128

8.1. Piramidal Hiicreler

Beyin gri madde(korteks) ve ak madde(medulla) olmak {izere iki kisimdan olusur.
Gri maddede birbirinden ayirt edilemeyen tabakalar mevcuttur. Bu tabakalar igerisinde
piramidal ve graniiler hiicreler segilebilir. Piramidal hiicrelerin perikaryon kismi oldukga
gelismistir, nukleuslar1 yuvarlak ve biiyiik olup perikaryonun merkezindedir. Bu hiicre-
ler multipolar tipte néronlardir. Aralarinda bag dokusu tipinde glia hiicreleri bulunur
(Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 36: Piramidal Hiicreler
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8. SINiR DOKU

Incelenecek Sinir Doku tipi : Purkinje Hiicreleri
Incelenecek Doku veya Organ  : Beyincik
Preparat Numarasi 129

8.2. Purkinje Hiicreleri

Gri ve Beyaz cevher adini verdigimiz beynin korteks ve medulla yapilar1 beyincikte
de goriiliir. Gri cevherde distan ige molekiiler tabaka, ganlion tabaka ve graniiler tabaka
bulunur. Molekiiler tabakada hiicre sayis1 azdir. Beyaz cevhere en yakin olan graniiler
tabakada graniiler hiicreler ve golgi tipi noronlar goriiliir. Orta tabaka (ganglion tabaka)
purkinje hiicrelerinden meydana gelir. Bu hiicreler biiyiik ve merkezinde iri ¢ekirdekleri
olan multipolar tipte sinir hiicreleridir. Bunlarin dentritleri molekiiler tabakaya doéntik
olup aksonlari graniiler tabakaya hatta beyaz cevhere kadar girer (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 37: Purkinje Hiicreleri

W2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



120 Histoloji Uygulamalari

8. SINiR DOKU

Incelenecek Sinir Doku Tipi : Periferik Sinir
Incelenecek Doku veya Organ  : Periferik Sinir
Preparat Numarasi : 30

8.3. Periferik Sinir

Merkezi sinir sistemini terk eden sinir lifleri bag dokusu ile birlikte sinir adin1 alir.
Tek bir sinir lifinin etrafi schwan hiicresi ile kusatilmistir, schwan hiicresinin etrafi ise
retikiiler fibrillerden olusur. Retikiiler liflerden olusan bu bag doku kilifina endonérium
denir. Sinir lifi ve schwan hiicrelerini iceren endondriumlar bir araya gelerek sinir de-
metini olusturur. Bu demeti digtan perindrium sarar. Sinir demetlerini bir arada tutarak
bunlar1 distan saran kilifa epindrium adi verilir, fibréz bir kiliftir (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 38: Periferik Sinir
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8. SINiR DOKU

Incelenecek Sinir Doku Tipi : Ganglion
Incelenecek Doku veya Organ  : Ganglion
Preparat Numarasi : 31

8.4. Ganglion

Periferik sinir sisteminde sinir hiicrelerinin perikaryonlari belli bolgelerde yan yana
gelerek grup olustururlar. Bu gruplarin her birine ganglion adu verilir. Ganglionlarin et-
rafi bag dokudan olusan kapsiille ¢evrilidir. Ganglionun igerisindeki perikaryonlar iri
olup merkezinde iri gekirdekler ihtiva ederler. Perikaryonlarin etrafi kiiboid bi¢imli sa-
tellit hiicreleriyle sarilidir. Satellit hiicrelerin digini ise fibréz bag doku tabakas: orter
(Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 39: Ganglion
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8. SINiR DOKU

Incelenecek Sinir Doku Tipi : Meisner Korpuskiilii
incelenecek Doku veya Organ : Deri, Parmak ucu
Preparat Numarasi :5

8.5. Meisner Korpuskiilii

Dermisin epidermise dogru yaptig1 bag doku papillalarinin igerisinde gézlemlenir.
Bu korpuskiil, schwann hiicreleri ve sinir sonlanmalarindan olusan bir ¢ekirdek ile bun-
lar1 saran fibroblastlar ve kollajen fibrillerden olusur (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 40: Meisner Korpuskiili
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8. SINiR DOKU

Incelenecek epitel tipi : Pacini Korpuskiilii
Incelenecek doku veya organ : Deri
Preparat Numarasi :5

8.6. Pacini Korpuskiilii
Deride dermis ve hipodermis boliimlerinde bulunan duyu algilayicilaridir. Yumurta

bigimlidir. Distan ince bir kapsiil ile cevrilidir. Miyelinsiz afferent sinir barindirir (Oz-
damar ve ark., 2012).

Tablo 41: Pacini Korpuskiili
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9. DERI VE EKLERI

incelenecek Deri Tipleri : Kill1 deri, Kilsiz deri
Incelenecek Doku veya Organ  : Parmak ucu
Preparat Numarasi :5

9.1. Kill1 Deri, Kilsi1z Deri
Epidermiste keratinize ¢cok katli yassi epitel bulunur (Ozdamar ve ark., 2012).

Tablo 42: Killi Deri, Kilsiz Deri

W2

A
KAPADOKYA

UNIVERSITESI



Patoloji ve Histoloji Laboratuvar1 Uygulama Kitab: 125

9. DERi VE EKLERI

Incelenecek Deri Eki Tipi : Ter bezi, Yag bezi
incelenecek Doku veya Organ  : Kulak kepgesi
Preparat Numarasi : 13

9.2. Ter Bezi, Yag Bezi
Basit kivrintil: tiibiiler bezler olup dermisin derinliklerine veya hipodermisin iist bo-
limiine kadar uzanir. Yag bezleri kil folikiillerine yakin lokalize olmustur. Burada basit

ya da dalli alveoler bezler goze carpar. Yag bezi etrafi bag dokusu ile cevrelenmistir (Oz-
damar ve ark., 2012).

Tablo 43: Ter Bezi, Yag Bezi
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Patoloji ve Histoloji Laboratuvar: Uygulama Kitabi, temelde {ini-
versitelerin Patoloji Laboratuvar Teknikleri programinda okuyan
ogrenciler icin hazirlanmistir. Patoloji laboratuvar: uygulamalarin-
da sik kullanilan takip ve boyama yontemleri, takip asamalarinda
ortaya ¢tkan hatalar ve bu hatalarin giderilmesine yonelik pratik
¢oziimlerin yam sira pek ¢ok farkli uygulamanin prosediiriinii bir
arada bulabileceginiz bu kitap, ayni1 zamanda halen meslegini icra
etmekte olan tiim patoloji teknikerlerinin faydalanabilecegi bir kay-
nak niteligindedir. Kitap icerisinde rutin doku takip prosediirti, 7
farkls fiksatif soltisyonu hazirlama prosediirii, 4 farkli dekalsifikas-
yon soltisyonu hazirlama prosediirii ve 10 farkli doku boyama pro-
sedtirtine ek olarak histolojik dokulara ait ¢izim alanlar1 ve labora-
tuvar uygulama ¢alismalari i¢in not alma alanlar1 hazirlanmigtr.
Prosediir uygulamalarinin takibi ile teknikerlerin patoloji ya da
histoloji laboratuvarlarinda gereksinim duyacag: temel uygulama
bilgileri kazandirilacaktur.

Bu kutsal meslege goniil veren, gelecegin saglik emekgileri olan
sizlere; bu kitabin tiim egitim ve meslek hayatinizda faydas: olmasi
dilegiyle.
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