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Ozel tekniklerin Uygulanmasi

v'Histokimyasal Teknikler
v Immuno(sito)histokimyasal teknikler
v'In situ hibridizasyon



Dokularin
Boyanmasi

Histokimyasal Teknikler
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Tespit (fiksasyon)
Yikama

Suyunu giderme
(dehidratasyon)
Saydamlastirma
Emdirme (embeding)
Gomme (bloklama)
Kesme
Deparafinizasyon
Boyama

Kapatma
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Deparafinizasyon

Kesitlerin boyanabilmesi i¢in ilk asamada parafinden
kurtariilmalari gerekir.

Etiv ( 55-60 °C de ) 2-4 saat
Ksilen 1-1/2 saat
Ksilen 1-1/2 saat

Bu islemlerden sonra doku kesitleri boyamaya hazir hale
gelmis olur.
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Kuruduktan sonra parafini uzaklastir ve kesiti boya

Parafini ¢oz

Hematoxylin ile boya- mavi

yika

Eosin ile boya - kirmizi

yika
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Non-vital boyamada kullanilan boyalar kimyasal
yapilarina gore inorganik ya da organik olarak
siniflandirilir.

Inorganik Boyalar: Metal ¢oklntileri, metalik
oksitler, sulfidler veya diger organik tuzlardir.

Organik Boyalar: Dogal boyalar (Hematoksilin,
karmin, orsein )

-Sentetik boyalar
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Boyama

v' Amag dogal kontrasti arttirmak, farkli hticre

ve doku yapilariyla hucre digi materyalleri
daha belirgin hale getirmektir.

v Doku ve organ yapilarini boyamada
Kullanilan metodlar, c¢esitli doku
Komponentlerini farkedilir hale getirerek,

aralarinda kiyaslama yapabilme olanaklari
saglar.
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v' Boyama isleminde dokularin gorualebilirligini
arttiran ajanlar kullanilir.

v' Histolojik boyalar; sulu ortamda sahip olduklar
asit ve bazik kokleri ayrilabilen notral tuzlardir.

v Boyalar asit ve bazik boyalar olmak tzere iki
grupta toplanir.
v Dokudaki bazik yapilar asit boyalarla,

v' Asit yapilar da bazik boyalarla iyi boyanir.
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v' Boyama olay! dokudaki uygun grupla, boyanin
kromojen grubunu igeren kisminin kimyasal
reaksiyona girmesiyle tuz olusumudur.

v' Asit boyalarla boyanan kisimlara asidofil

asidofildir.
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v'Bazik boyalarla boyanan kisimlara bazofil yapilar denir.

bazik boya olan hematoksilenle iyi boyanir yani bazofildir.
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Boyalar

Asit Boyalar
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Eozin

Asit fuksin
Orange G
Pikrik asit
Kongo kirmizisi
Anilin mavisi

Bazik Boyalar
Hematoksilin

v' Bazik fuksin

v Metilen mavisi

v' Safranin

v Karmin

v" Toluidin mavisi




Hematoksilen- Eozin Boyama Basamaklari

1- Ksilen 5-10 dk

2- Absolu alkol 5-10 dk
3- % 95 lik alkol 5-10 dk

4-% 75 lik alkol 5-10 dk
5- Suda yikama 5-10 dk
6- Hematoksilen 1 dk

7- Suda yikama 1 dk

8- Eozin 1 dk

9- Suda yitkama 1 dk
10- % 75 lik alkol 5 dk

11-% 95 lik alkol 5 dk

12- Absolu alkol 5 dk
13- Ksilen 5-10 dk

14- Preparatlar Kanada balsami yada entellanla kapatilir
ve etiketlenir.

Histokimyasal Teknikler



Glikojen Boyalari
Periyodik asit Schiff (PAS)
Best Carmin

Alcian blue-PAS

Mayer in mucicarmin

Aldehit fuksin-alcian blue

Metal Boyalari
Gumus tuzlari
Altin

Osmiyum

Civa

Kursundur.

Enzim Boyalari
Asit fosfataz
Alkalen fosfataz
Kolin esteraz

Lipaz/esteraz

Coklu BOYALAR
Van Gieson
Masson un trikrom

Mallori Azan

Yag Dokusu Boyalari

Sudan
Oil Red O

Nil mavisi

Scharlac kirmizisi
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Kan Yaymalari
Romanovsky
boyalari
(Wright,
Giemsa) ile
boyanarak
incelenir.
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Metakromazi

Bazi bazik boyalar reaksiyona girdikleri doku bilesenlerini
normal renklerinden farkli maviden kirmizi ve mora degisen
tonlarda boyarlar. Bu absorbsiyon degisikligine metakromazi
denir.

Metakromazi iyonize sulfat ve fosfat gruplarinin yuksek
konsantrasyonlarina sahip hucre ve dokularda gorular.

Ornegin; kikirdak dokusu, mast hicresi, plazma hiicresi.
Metakromatik boyalar:

v" Toluidin mavisi

v" Tiyonin

v Metilen mavisi

v’ Azure A

Bazik boya mor-kirmizi renkte ortaya cikar. _ , _
Histokimyasal Teknikler



Immuno(sito)histokimya

v'Antikor-antijen eslesmesine dayanir.
v'|saretlenmis antikorlar dokuda spesifik antijenlere baglanir.

v'Bu antikor-antijen kompleksi yerlesimleri i1sik ve ya elektron
mikroskobuyla incelenedbilir.

Immuno(sito) histokimyasal teknikler



Immunhistokimya basamaklari

v'Doku kesitlerinin alinmasi

v'Antijenin ortaya cikariimasi (antigen retrieval)
v'Primer antikor

v'Sekonder antikor

v'"Kromojen substrat

v'Karsit boyama (counterstain)

v'Kapatma (mounting)

v"Mikroskobik inceleme

Immuno(sito) histokimyasal teknikler



Antikora Baglanan Isaretleyiciler

v' Peroksidaz
v" Alkalen fosfataz
v" Florokromlar

Sigan dili; anti-actin, Slgan.kalbi; anti-CD31,
konfokal mikroskobu Isik mikroskobu

Immuno(sito) histokimyasal teknikler



In situ hibridizasyon

v'NUkleik asitlerin eslesmesine dayanir.

v' DNA-DNA, RNA-RNA, DNA-RNA

v’ Genomdaki yapisal degisiklikleri veya gen ifadesindeki mRNA
seviyelerini saptamak icin uygulanir.

v'Radyoaktif veya kimyasal bir madde ile isaretlenmis ntkleotid
dizisinde olusan tek iplikli DNA veya RNA parcasi

hedefledigimiz zincir ile eslesir.
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In situ hibridizasyon

Zebra balgi, Anti-Prrx1-a, ISH

In situ hibridizasyon
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Trakea-Hiyalin kikirdak, Hematoksilin Eozin Epiglottis- Elastik kikirdak, Orsein



Ovaryum, Hematoksilin Eozin

Sperm Yaymasi, Papanicolaou Boyasi




Deri, Hematoksilin Eozin - Mallory Azan



Buyuk Arter, Hematoksilin-Eozin

BUyuk Arter, Orsein
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Orta Arter, Mallori Azan



Massere Kemik

Dekalsifiye Kemik



Karaciger, Best'in Karmin

Tiroid, PAS (Periodic acid schiff)



Fetus, 3,5 aylik, Hematoksilin-Eozin



