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Histos; doku, logos; bilimi= Doku bilimi

Hucre, doku ve organlarin mikroskobik yapisini
inceleyen bilim dali olarak da ifade edlilir.



Histolojik Teknik

Canlilardan alinan doku ve organ parcalarinin yapisal 6zelliklerinin
mikroskop altinda incelenebilir hale getiriimesini saglayan preparat
hazirlama yontemlerine histoloji teknigi adi verilir.

Hucre ve dokulari iki sekilde incelemek mumkundur.
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v Sivi ortamda birbirinden ayri duran hucreler

(kan, lenf, sperm, beyin omurilik sivisi,
sinoviyal sivi vb.)

v Dokular ozel iglemlerle hucrelere ayrilarak izole
hale getirilip hucreler incelebilir

v Kuguk memelilerin seroz zarlari, or: mezenter
gibi ince zarlar



Faz kontrast mikroskobu
Hoffman Modulasyon Kontrast Mikroskobu
Diferansiyel interferans mikroskop

Vital boyalar (az toksik) Or: Cini murekkebi,
tripan mavisi



Tespit edilmis ve boyanmisg
hucreler/ince doku kesitleri
uzerinde yapilir



v Rutin preparat hazirlanmasi
v Ogzel tekniklerin uygulanmasi
v Mikroskobik incelemeler
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Ornek alinmasi

Tespit (fixation)

Yikama (washing)

Suyunu giderme (dehydration)
Saydamlastirma (clearing)
Infiltrasyon (infiltration)
Gomme (embedding)

Kesme (cutting)

Boyama (staining)

Kapatma (mounting)

Rutin preparat hazirlanmasi



Hucreleri ve hucrelerarasi materyali yasamin
durdugu andaki yapisal ve kimyasal durumunda
sabitlestirmek ve otolitik degisiklikleri onlemek

amaciyla yapilan islemlerdir.

Rutin preparat hazirlanmasi



Dokuyu korumak,
Zar yapisini sabitlestirip otolizi onlemek,

Lipoproteinler, glikoproteinler, nukleoproteinler,
karbonhidratlar, lipitler vb. maddeleri
sabitlestirmek

Proteinlerde koagulasyon ve ¢cokme,
Dokuda sertlesme ve kesilebilirlik,
Boyanmanin kolaylastiriimasi.

Rutin preparat hazirlanmasi
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Kimyasal Fiziksel
v Isi

v Dondurma
v Kurutma

Rutin preparat hazirlanmasi



v Proteinler koagule olur, yaglar erir
v Buyuk parcgalarin tespitinde kullanilir

v Mikrodalgayla reaksiyon hizlandirilir; 1Isima ile
osilasyon (salinim) meydana gelir ve kinetik
enerjinin 1slya donusumu sonucunda ani
sicaklik artisi dokularda koagulatif bir fiksasyon
olusmasini saglar.

Rutin preparat hazirlanmasi



v Doku kalinligi 2mm. ‘den
kucuk olmalidir

v Buz kristali olusmasi

FREEZING MIKROTOM

Kriyoprotektanlarla s

kesitler alinmasim saglar.

azaltilir. Or: gliserol,
dimetilsulfoksit, sukroz

v Sivi azot (-196 °C), solid
karbon dioksit (kuru buz)
(-75 0C)

Ince kesitleri lam tzerine yerlegtir.

\
Havuzda bulunan kesiti lam lizerine al.

Rutin preparat hazirlanmasi
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Tespit sivisinin amaca gore secimi,
Tespit sivisinin miktari (en az 20 kat),

Tespit sivisinin pH’sI (uygun hidrojen iyonu
konsantrasyonu),

Tespit sivisinin osmolaritesi,

Tespit suresi, dokunun buyuklugu, ortamin isisi,
difuzyon gucu.

Rutin preparat hazirlanmasi



. Immersiyon (daldirma)
- Perfuzyon

Rutin preparat hazirlanmasi



Formaldehit; Proteinlerle hidroksimetdil
kopruleri olusturur

Gluteraldehit
Aseton

Osmiyum tetroksit
Etil Alkol
Bouin, Zenker vb.

Rutin preparat hazirlanmasi



v Tespitte kullanilan kimyasallarin tortu ve
cokeltilerini uzaklastirmak igin yapilir. Tespit
turune gore:

Rutin preparat hazirlanmasi



Dokudaki suyun uzaklastiriimasini amacilar.
Dusuk dereceden baslayarak yukselen
konsantrasyonlarda etil alkol kullantlir

Rutin preparat hazirlanmasi



v Dokudaki alkolu cikarip gomme materyaliyle
yer degistirebilen bir maddenin dokuya
sokulmasi amaclanir.

v Bu maddeler ayni zamanda 1sik gecirgenligini
de arttirarak dokuyu seffaflastirir.

v’ ksilol
v

N N X X

Rutin preparat hazirlanmasi



Alkollu giderilmis doku
parcalari gomme
materyaline alinir

v parafin
v

v
v
v

Rutin preparat hazirlanmasi



Emdirme materyalini
icine almis parcalar
ayni materyal
icinde uygun
pozisyonda ozel
kaliplara gomulur

Rutin preparat hazirlanmasi



Mikrotom

/\

Sliding Rotary

Bicak hareket eder Blok hareket eder
(buyuk bloklarda)

6-20 um kalinliginda kesitler alinir

Rutin preparat hazirlanmasi



Rutin preparat hazirlanmasi



Kuruduktan sonra parafini uzaklastir ve kesiti boya

Parafini ¢z =~ .

Hematoxylin ile boya- mavi

yvika

Eosin ile boya - kirmizi

yika

Nukleus - mavi

Rutin preparat hazirlanmasi
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Rutin preparat hazirlanmasi



Rutin preparat hazirlanmasi



Rutin preparat hazirlanmasi



Sert Dokularin Takibi



v Dokuya sertligini veren kalsiyum tuzlarinin dokudan
uzaklastirilmasidir.

v Sonucta sert dokular yumusayarak histolojik
iInceleme amaciyla kesilebilir hale gelir.

v Bu yontemle dokunun inorganik kismi uzaklastirilir,
organik kismi gozlenir.



v Asitlerle dekalsifikasyon

v Selasyon yapan ajanlarla dekalsifikasyon



Dokudan kalsiyum tuzlarini tamamen

uzaklastirmalidir.
Doku uzerine olumsuz etkileri olmamalidir.

Boyama uzerine olumsuz etkileri

olmamalidir.



1. Fiksasyon (Tesbit)
2. YiIkama

4. Yikama

5. Dehidratasyon (Dokunun Suyunu Alma)
6. Seffaflandirma

/. Emdirme

8. Gomme

9. Kesit Alma

10. Boyama



Dekalsifikasyon solusyonu segilir
Dekalsifiye edilecek doku once tesbit edilir, yikanir

Cam, kapakli bir kap icerisine doku ve dokunun hacminin en az 20

kati kadar solusyon konulur.

Kullanilan solusyona da bagli olmak uzere ortalama 2-3 gunde bir
solusyon deqistirilir

Degistirme islemi yapilirken dekalsifikasyon isleminin tamamlanip

tamamlanmadigi kontrol edilir



ki parmak arasinda veya pensetle hafifce sikistirarak

(incelenecek alanin ortasindan
gecmemeli) kontrol

Son dekalsifikasyon solusyonundan 5 ml alinip Uzerine

solusyonu damlatilir (sari bir renk olusuncaya kadar)
notralize edilir. Uzerine 5ml. amonyum oksalat ilave edilir. 1
saat icerisinde beyaz kalsiyum oksalat cokuntusu olugsmamasi
dekalsifikasyonun tamamlandigini gosterir.



Dokunun buyuklugu
Dokunun yogunlugu
Kullanilan solusyon
Ortamin isisi




v Kuvvelli asitler zayiflatilarak kullanilir. orn: formik asit, nitrik
asit, hidroklorik asit vs. (genellikle %5-10’luk solusyonlari
kullanilir). Bu yontemle kalsiyum dokudan ayrilarak ¢cozulmus
kalsiyum iyonlari seklinde solusyona gecer.

v Asitlerle dekalsifikasyon nukleik asitler ve enzimler uzerine
zararli olabilir. Bu nedenle histokimyasal calismalarda yanlis
sonug verebilir. Daha ¢ok histolojik yapinin incelenmesinde
kullanilirlar.

v Solusyonun 1-2 gunde bir degistirilmesi gerekir.



*Formik Asit
-Tamponlu Formik Asit
Formik Asit %90
Su
Sodyum Format

*Nitrik Asit
-De Castro Sivisi
Alkol
Kloral Hidrat
Su
Nitrik Asit

250m|
750ml|
34gr

%100 300ml
50gr

670ml
%70 30ml



v Selasyon yapan ajanlar ya organik bilesiklerdir ya da
iyonlardir. Selasyon yoluyla kalsiyumu uzaklastiririar.
orn. etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)

v Alkali olarak kullanilirlar. Bu nedenle nukleik asitler ve
enzimler uzerinde zararli etkileri yoktur, histokimyasal
calismalar icin uygundurlar.

v EDTA'nin en onemli dezavantaji asitlerden daha yavas
etkili olmasidir. Solusyon 2-3 gunde bir degistirilir.



Sert Dokulari Inceleme
Yontemleri

v" Dekalsifikasyon: inorganik kisimlar
uzaklastirilir, organik kisimlar incelenir.

Dekalsifiye Kemik



Sert Dokulari Inceleme

Yontemleri

v' Masserasyon: organik kisimlar ortadan
kaldirilir, inorganik yapl incelenir.

Massere Kemik



