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1-Preparasyon Yontemleri
Taze hucre ve Dokular:
e Zarlar gib1 ¢ok ince yapilar, kan ve lenf gib1 sivisal

ornekler, derialt1 bag dokusu hiicreler1 direkt olarak
Incelenebilir.

Doku kalin ise veya kati ise 1zotonik ¢ozeltide parcalara
ayrilarak incelenebilir. Taze preparatlarda hiicreler gercek
yapilarini yitirmeden incelenebilir ancak kontrast
azligindan dolay vital boya uygulanmali ya da faz kontrast
mikroskop kullanarak incelenmelidir.

Vital boyama ile hiicrelerin sitoplazmasina renk ve
kontrast kazandirilir. Vital boya c¢ozeltisine canli hiicrelerin
katilmasi ile (supravital boyama) ile canliya vital boyanin
Injeksiyonu (intravital boyama) ile uygulanabilir. Vital
boyama ile sitoplazmik yapilar gosterilir.




/Z-Sitoloj ik Yontemler:

e Hiicre iceren sivilar, aspire kemik iligi gibi ince doku
parcalar1 lam uzerine alinarak tespit edilir. Organlarin
veya dokularin lama siirlinmesi ile veya vaginal ve
burun siirtintiilerinin lama yayilmasi ile hiicrelerin
yapisi ortaya konabilir.

e Dalak ve kemik 1l1g1 gibi organlarin kesi yiizeyine veya
organin bir parcasina lam degdirilerek uygulanan baski
yontemi (Impression yontemi) ile dokunun yapisi
hakkinda bilgi edinilebilir




Smearlerde hiicreler canli hale gore daha biiyiiktiir ve
hiicresel ayrint1 daha rahat 1zlenir. Kesitsel tekniklere ek
olarak smearler kullanilabilir.

3-Kesitsel Yontemler:

e Bircok kesitsel yontem vardir. Ser1 kesitlerin alinmasi 1le
dokunun tli¢ boyutlu yapis1 hakkinda bilgi edinilebilir. Doku
bliytik 1se belli araliklarla kesit alinir. Bu yontem
basamakl kesit alma olarak bilinir.

e Taze veya tespit edilmis dokulardan jilet ile mikrotomsuz
kesit alinabilir, boyanabilir.
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e Mikrotom kullanarak uygulanan kesitsel yontemlerde uygun A
kivama getirilen dokular parafin, selloidin veya sentetik rezinlere
gomuilr.

 Ya da dondurma uygulanabilir. Dondurma kesitler taze
dokulardan alindig1 i¢in tespit gerekli degildir.

» Histolojik kesitler genellikle 4-7 um kalinliginda alinr.

e Yag damlaciklari, sinir lifler1 ve kan damarlar1 gib1 bluytlk yapilar
icin 10-25 um lik kesitler alinabilir.

e Rezinlere gomiilen dokulardan 1 um lik kesitler alinabilir.

 Elektron mikroskopik gézlemler i¢in 50-100 nm’lik ¢ok ince
kesitler alinirken egitim i¢in 6zel mikrotomlarla 300-400 um lik
cok kalin kesitler de alinabilir.
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e Disler, kemik gibi sert dokularin kesit alinmadan once
dekalsifiye edilmeleri gerekir.

o Matriks bileseni calisilacaksa dekalsifiye edilmemis 6rnekler
gdmme ortamlara gomiilerek agir mikrotomlarla kesit
aliarak incelentr.

e Mikroskobik inceleme i¢in kesitlerin boyanmasi gerekir.

e Dokularin renklendirilmesi, renkli boyalar veya floresansi
artiran boyalarla, renkli son tiriinler olusturan kimyasal
reaksiyonlarla veya agir metal tuzlar1 dokuya ¢oktiiriilerek

yapilabilir,




/RUTiN HISTOLOJIK TAKIP
e 1-Parca alma

o 2-Tespit

e 3-Sudan kurtarma

o 4-Seffaflandirma

e 5-GOmme

» 6-Kesit alma

e /-Boyama

e 8-Kapatma

PARCA ALMA:

Parcalar 6liimden, biyopsiden ve cerrahi islemden hemen sonra
veya en kisa zamanda alinmalidir. Biiyiik parcalar, dokunun
ezilmesini dnlemek icin ¢ok keskin bistiiri veya jiletle daha
kiiclik pargalara ayrilmalidir. Par¢alarin kalinlig1 2-4 mm’yi (1
mm3) gecmemelidir.
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a o TESPIT: A

e Canl1 6ldiigiinde i¢erdigi katabolik enzimler nedeniyle otoliz
olmaya baslar. Bu olay, 6liim sonrasi1 bozulma (postmortem
dejenerasyon) olarak bilinir.

e Otolizde hiicre i¢i enzim hareketleri degistiginden proteinler
yikilarak hiicreler s1v1 hale gecer. Otoliz, sogukta geciktirilir,
37 9C‘de hizlanir. 57 °C*de otoliz tamamen durur. Otolizde
beyin, bobrek gibi 1yi farklanmis organlar, elastik ve kollajen
fibrillere gore daha ¢ok etkilenir.




Tespitin (fiksasyonun) amaci:

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

2-0tolizi, bakteriyel bozuma ve ¢iirlimeyi 6nlemek.
3-Kolaylikla diffiizyon olan maddelerin kaybini onlemek.
4-Sagliga zararl kot etkilere karsi dokuyu kuvvetlendirmek.

5-Dokunun boyalarla ve diger reaktiflerle boyanmasini
kolaylastirmak.
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FIKSASYONUN UYGULANMASI:
e Fiziksel (1s1, kurutma ve dondurma) ve kimyasal yolla

yapilabilir. Is1 ile fiksasyon, bozulmaya yol a¢tigindan artik
kullanilmamaktadir. Kurutma ile fiksasyon, kan ve kemik 1ligi
yaymalarinda kullanilir. Dondurma ile fiksasyon, lipitler,
enzimler ve ameliyat parcalarinin hizli tespitinde kullanilir.
Dondurulan 6rnekler ayni zamanda sertlestiginden hemen
dondurma mikrotomu ile kesit alinr.

Kimyasal fiksasyon en ¢ok uygulanan yontemdir. Cesitli
kimyasal maddeler kullanarak fiksatif adi verilen ¢cozeltiler
hazirlanir. Alinan o6rnekler ya fiksatife atilir
(daldirma=immersiyon yontemi) ya da anestezi altinda organi
besleyen arter yolu 1le dnce serum fizyolojik verilerek
damardaki kan bosaltilir ardindan fiksatif verilerek organ daha
viicutta iken kismen tespit edilir.
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a TESPIT AJANLARI

A-S1vi Tespit Ajanlan

e Absolu etil alkol: Glikojeni 1yi korur ancak ¢ekirdek
ayrintilar1 kaybolur ve sitoplazma biiziliir.

* Soguk aseton: Lipazlar ve fosfatazlar gibi enzimlerin
calisilmasinda kullanilir. Cekirdek ayrintilar1 kaybolur ve
sitoplazma biiziliir ve glikojen 1y1 korunmaz.

e Formaldehit: Ticari olarak % 40’lik formaldehit olarak

bulunur. Proteinleri presipite etmez diger hiicre bilesenlerini
ise kismen presipite eder




e Gluteraldehit: Formaldehitten daha yavas etkiler ve daha
pahalidir. Elektronmikroskopi ve enzim histokimyasinda ¢ok
kullanilir. Elektronmikroskopide OsO,’den once 1. fiksatif
olarak kullanilir. Fikse edilen 6rnekler ¢ozeltide aylarca
saklanabilir. Trikloroasetik asit: Siilfiir grubu amino asitleri
Iyl korur. Dekalsifiye ajan1 olarak kullanirlar.

e Asetik asit: Tek olarak kullanilmaz. Dokuya hizl1 ve iyi1 isler
ancak alyuvarlarin lizisine yol acar, kollajen fibrilleri sisirir.
Niikleoproteinleri ¢oktiiriir. Bazi sitoplazmik graniiller
lizerine ¢ozici bir etkiye sahiptir.
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B-KATI TESPIT AJANLARI

e Civa Kloriir: Cok zehirli ve metallere korozivdir. Kaplar ve
kapaklar kesinlikle metal olmamalidir. Metal aletler parafine
daldirlarak kullanmilmalidir. Dokuya hizla etki eder ve
dokuyu sertlestirir. Dokuyu biraz biizer. Proteinler lizerine
etkilidir. Hem ¢ekirdegi hem de sitoplazmayi 1y1 tespit eder.




e Potasyumdikromat: Cozeltinin pH’s1 fiksasyonu etkiler.
pH=3.4-3.8 iken sitoplazma ve mitokondri 1yi korunurken,
niikleoproteinler 1yl korunmaz. Daha asidik oldugunda hem
cekirdek hem sitoplazma mitokondri harabiyeti ile birlikte
presipite olur.

o Kromik Asit: % 2’lik ¢ozeltileri kullanilir. karbohidratlar
tespit eder.
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e Pikrik Asit: Isitilirsa patlayici 6zelligi vardir. Suda oda

1s1s1na % 1 oraninda ¢Oziiniir. Fiksasyonda suda doygun
¢oOzeltisi kullanilir. Fiksasyondan sonra alkole alinmalidir.

e Osmiyum tetroksit: 0.25-0.5 ve 1 g lik ampiillerde satilan
sar1 renkl1 kristalli bir maddedir. Kristalin ve ¢ozeltinin
dumani goze ve solunum yollarina zararlidir. Calismalar ¢eker
ocakta yapilmalidir ve siki gozlik kullanilmalidir. Is1 ve 1s1k
etkisi ile ¢6zelti siyahlasir




