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ISIK MIKROSKOBA DOKU HAZIRLANMASI

Hicreler ile hdcrelerin bir araya gelerek
olusturdugu dokular ve dokularin sekillendirdigi
organlarin mikroskop altinda Incelenebilmesi,
allman organ ya da doku parcalarinin
Incelenecek mikroskop tiriine baglh olarak
uygun sekilde hazirlanmasi ile mumkudnddar.



Isik Mikroskopik Incelemeler

1- Canli Incelemeler

Canli (vital) incelemelerde materyal, kan,
lenf, sperma, 6zel 1slemlerle ayrilmis
hicreler, ince membranlar ve doku kultlrd
olabilir. Bu metodla hticreler ya boyanmadan
faz kontrast mikroskobu ya da vital boyalar
(hlcreye zarar vermeden hlcre icine alinan
boya maddeleri) ile boyanarak incelenebilir.

2- Cansiz Incelemeler

Cansiz incelemeler tespit edilmis ve
boyanmus froti ya da ince doku kesitlerinde

yapilir.



Froti yapimi
Froti yapilarak incelenecek dokular (kan, lenf, sperma
g1b1) bir lam tlizerine damlatildiktan sonra teknigine
uygun sekilde ince bir film halinde lam uzerine yayilir.






Diger dokular ise hayvan derin anestezi altindayken ya da
oliimden hemen sonra kiiciik parcalar halinde alinir. Alinan bu
doku orneklerinden histolojik preparatlarin hazirlanmasi
islemleri histoloji teknikleri olarak isimlendirilir.



Isik Mikroskopik Preparatlarin

Hazirlama Asamalari

Tespit (Fikzasyon)

Yikama

Suyunu giderme (Dehidrasyon)
Parlatma ya da Saydamlastirma
Emdirme

GOmme ya da Blokaj

Kesme

Boyama

Kapatma



 Sirayla 1zlenen bu asamalarin her birinde
ongorulen kosullara uyma zorunlulugu
vardir. Bunlardan birinde yapilan sapma
ya da yanlislik, sonucu olumsuz yonde
etkiler ve uygun bir preparat elde
edilemez.



TESPIT

Hiicre i¢1 ve hiicreler arasi unsurlarin yapisini yasamin
durdugu andaki durumlariyla sabitlemektir.

Canlidan alinan materyalin bozulmaksizin saklanmasi
amaclanur.

Bitinltigu bozulan ve organizma disina ¢ikartilan dokular,
0zel kosullar saglanmadigi takdirde hiicrelerde bulunan
lizozomlar ve ortamdaki mikroorganizmalarin etkisi 1le kisa
stirede degisime ve yikima ugrarlar.

Canli organizmalarin hiicrelerindeki lizozomlarda,
sitosolden lizozomlara dogru bir ozmotik yonlenme vardir.
Bireyde ya da hiicrede oliim sonrasinda membran, kontrol
glicuiini yitirir ve sitosole ¢ikan lizozomal enzimler otolize
neden olur.



Yikim olaylar sekillenmeden ve hiicreler1 yasam
sirasindaki durumlariyla saklayabilmek 1¢cin doku
ya da organ parcalari, en kisa stire 1i¢inde uygun
tespit solusyonuna alinmalidir.

Tespit 1slem1 1le doku unsurlart mimkiin oldugunca
yapilari bozulmadan canli haline en yakin durumda
korunur ve dokunun sertligi artirilarak kesit alma
1slemi1 kolaylasir. Ayrica tespit, mikroorganizmalari
oldiiriir ve bunlarin dokulara zarar vermesini onler.



TESPIT
1- Fiziksel yontemler

e [sitma

Is1 tespiti proteinler1 tamamen denatiire etmesi ve dokuda
istenmeyen goruniim bozukluklarina sebep olmasi nedeniyle
kullanilmamaktadir.

« Kurutma

Kurutma tespiti 1se froti yapilan dokularda doku sivisinin
oda 1s1sinda evaporasyonla dokudan uzaklastirilmasi esasina
dayamr Lam iizerinde ince bir film olusturacak sekilde
hazirlanan frotiler havada kurutulur.

 Dondurma

Dondurma tespiti, donma ile hiicredeki faaliyetlerinin
durdurulmasi ve boylece oliim sonrasi hiicrelerde fazla bir
yikim olusmamasi esasina dayanir.




2- Kimyasal yontem
Bu amacla formaldehid, pikrik asit, asetik asit, etil
alkol, civa-2-klorlr, potasyum bikromat, sodyum

sulfat, glutaraldehid, paraformaldehid, ozmik asit gibi
kimyasal maddeler kullanilir.

Bu maddelerden her biri farkli hiicre kisimlarini 1y1
tespit edebilmesi nedeniyle ¢ogu tek basina biitiin
hiicre yapilari 1¢in yeterli tespiti saglayamaz. Bu
nedenle bu maddeleri belli oranlarda iceren tespit
stvilart kullanilir.

Pek ¢ok tespit sivisinin bilesimine giren formol’iin
%10’luk solusyonu ¢ok yaygin kullanilir.



Histoloj1 tekniginde tespit 1slemi en kritik
ve bu nedenle de en Oneml1 asamadar.

Basaril1 bir tespit 1sleminden sonra, bunu
1zleyen asamalarda aym 0zen gosterilmezse
1y1 sonuca ulasilamaz.



Tespit asamasinda optimal kosullar, cesitli
faktorler dikkate alinarak saptanabilir.

1-Tespit s1visinin amaca gore secimi
2-Tespit sivisinin miktari
3-Tespit s1ivisinin pH’s1
4-Tespit suresi
a-Parcanin buytkligi




1-Tespit sivisinin amaca gore secimi: Butlin dokular
ve hicreler icin ideal olan tek bir tespit sivis1 yoktur.
Incelenecek doku yada hiicrelerin yapisal karakterleri
gbz OnUne alinarak en Iyl sekilde tespit eden tespit
solusyonu secilmelidir. Ornegin sinir doku ve lipidler
icin formol (formalin) idealdir. Karbonhidrat ve
proteinler icin ise etil alkol secilmelidir. Ayrica cesitli
canli tUrleri ve her smiftan canlilarin embriyonal
gelisme donemleri icin secilecek tespit tlrleri farklidir.
Dokularin vital karakterlerine en uygun bir sekilde
birinci derecede ozmik asit, ikinci derecede de formol
lle tespit edilebilir. Ayni arastirmada birden fazla doku
yada hicre incelenecekse her biri icin en ideal olan
tespit solusyonlarinin kullanilmasi gerekir.



2-Tespit s1ivisinin miktari: Tespit sivisi 1le bu s1vi
icersine konacak materyalin oran1 onemlidir. Bir
tespit sivisina gereginden fazla parca (materyal)
konursa, tespit sivisi i¢indeki etkili maddeler
yetersiz kalir ve 1deal bir tespit olay1 gerceklesmez.
Bunun i¢in 1:50 - 1:100 orami bildirilmektedir.
Ancak, kimyasal madde yoniinden olanaklar: sinirli
durumdaki laboratuvarlar icin 1:20 — 1:25 orani ile
de uygun sonug¢ alinabilecegi belirtilmektedir.
Ozmik asit yukarida belirtilen oranlara uymaz.

%1 — 2°lik ozmik asit er1yigi i¢in 1:5 oram
uygundur; ancak, alinacak parcalarin 1-2 mm
kalinlik dolayinda olmasina 6zen gosterilmelidir.



3-Tespit sivisinin pH’s1: Genellikle cekirdek ve
sitoplazma birbirine zit pH degerlerinde 1y1 tespit
olurlar. Asit pH’da ¢ekirdek, alkali pH’da 1se
sitoplazma daha 1y1 korunur. Bazi arastiricilar kan
serumu gib1 viicut sivilarindaki pH degerinde (pH
7,2) ya da pH 6-8 arasindaki nétral pH’ya yakin pH
degerlerinde ¢alismay1 onerirken, digerler: pH 4
dolayinda optimal sartlarin saglandigin
bildirmektedir. Ancak asit pH polarize siyah tortu
goriinimiinde pigment olusumuna neden olabilir.
pH ayarlanmasinda en ¢ok kullanilan tampon
solusyonlar1 fosfat, bikarbonat, kakodilat ve veronal
tampon solusyonlaridir.




4-Tespit suresi: Parcanin tespit sivisi

icerisinde bulundurulma sur

esi asagida

belirtilen faktorlere baghdir:
a)Parcanin biiyiikliigii: Uygun buyuklukte
alinan parcalarin en derin kisimlarinda bile

otoliz sekillenmeden tespit 1sleminin
tamamlanmasi gerekir. Cok yumusak doku

parcalar1 baslangicta bliyiikge
tespite atilir; biraz sertlesme o!

o1r boyutta
duktan sonra

(1-2 saat sonra) uygun buyutklukte kesilir (trim
yapilir); boylece dokunun ezilmesi de

onlenmis olur.



b)Tespit sivisinin difiizyon giicii: Tespit
isleminde kullanilan substanslarin diftizyon
giicli cok cesitlidir. Ozmik asit ve pikrik asit
¢cok yavas yayilma gosterirler. Asetik asit,
formol, triklorasetik asit ve alkol Ise ¢ok seri
bicimde derinligine etki yaparlar. Tespit
stvisinin difuzyon guicunu tespit edilecek
organin struktirel ve fonksiyonel 6zellig1 de
etkiler; ornegin organ kapsiili gibi bagdokusal
membranlar, tespit sivisinin doku icerisine
dogru yayilmasini gu¢lestirir.



¢)Ortamin 1s1s1: Dusuik 1sida difuzyon
gliciiniin zayiflamasi nedeniyle tespit olay1 da
gecikir. Yiksek 1s1 1se kimyasal reaksiyonlarda
oldugu gibi tespit 1slemini de hizlandirir ancak
artefakt olusumuna ve dokularda hasarlara
neden olur. Kimi arastiricilar optimal 1s1
olarak 0-4°C’yi1 onerirlerken, kimileri de 37-
40°C’de 1y1 sonuclar aldiklarini
bildirmektedirler. Histokimyasal cogu
calismalarda 0-4°C secilirken, bunun disinda
genellikle oda 1sisinda (20°C) tespit 1sleminin
yapilmasi yaygindir.



d)Amac: Tespit suresinin
belirlenmesinde amac da onemlidir.
Ser1 teshis 1¢in tespit sivisinda
olabildigince kisa stire birakma soz
konusu 1ken, kimi dokular1 daha uzun
stre (merkezi sinir sistemini %10
formolde en az bir hafta) tespitte
tutmakla daha 1yi sonuc elde edilir.



e)Dokunun cinsi: Embriyonal dokular ve
yumusak dokular daha kisa suirede tespit
edilirken, sert dokular ya da organ kapsulleri
daha uzun sureyi gerektirirler.

Ancak, tespit suresinin asildigi kimi
durumlarda da dokularin asir1 sertlesmesine
bagli kirilma, ufalanma ve kotu boyanma gibi
durumlar ortaya ¢ikar. Parcalarin uzun sure
saklanmalar1 1¢in %10 formol disindaki tespit
stvilart uygun bir ortam degildir.



Tespit 1sleminde baslica 1ki teknik
uygulanir

» Immersiyon teknigi

* Perfuzyon teknigi



« Immersiyon teknigi: Alinan doku
orneklerinin genis agizli ve agzi 1y1 kapanan
cam kaplar i1cerisindeki tespit sivilarinda tespit
1sleminin yapilmasidir. Tespit edilecek
parcalarin, butlin yuzeylerinin tespit sivisiyla
dogrudan 1liskisi gerekir. Bunun 1¢in de, tespit
sisesinin dibine cam yunu, filitre kagidi ya da
pamuk konarak ya da delikli porselen kaplar
(Fairchild kab1) kullanarak parcanin her
taraftan tespit sivisi ile temas etmesi saglanir.
Tespit suresince sisenin ara ara ¢alkalanmasi
ya da karistirilmasi da uygun olur.



 Perflizyon teknigi: Derin narkoz altindaki hayvanin
g0giis boslugu acilarak kalbin sag atriyumu
ensizyonla acilip kan1 bosaltilmaya baslanir. Bu anda
hayvana sol ventrikulusdan (arteriyel sistemden)
viicut 1s1sinda olmak tizere 1zotonik solusyon enjekte
edilir. Diisiik basing altinda verilen 1zotonik
enjeksiyon sivisi sag atriyumdan cikincaya kadar
devam edilir. Kanin bosalmasindan sonra sol
ventrikulusdan bu kez de yine viicut 1s1sinda tespit
s1vis1 enjekte edilir. Perflizyonun tamamlanmasindan
sonra istenilen doku ya da organ parc¢alari uygun
yontemle alinir ve perflizyonda kullanilan tespit s1vis;
icerisine atilir. Bundan sonraki islem, Immersiyon
teknigindeki gibidir.






YIKAMA

Tespitin tiirtine gore su ya da degisik yogunluklardaki alkollerde
yapilir. Boylece tespit sivisinin dokulardan uzaklastirilmasi saglanir.

Akarsuda yapilan yikamada Fairchild delikli porselen kabindan
yararlanilir. Ince bir boru yikama kabinin dip tarafina daldirilir ve
yluzer durumdaki Fairchild delikli porselen kabi i¢indeki pargalar
dipten yukariya su akimi saglanarak yikanir.

Yalin formol ve ozmik asit tespitleri ile krom tuzu i¢eren tespitlerden
sonra yikama asamasinda su kullanilir

Pikrik asitli tespitlerden sonra %70-80’lik alkol ile yikama
gerceklestirilir

Krom icermeyen sublimeli ya da triklorasetik asitli tespitlerden sonra,
parcalar yikama amaciyla %90-96’lik alkole konulurlar.



SUYUNU GIDERME (DEHIDRASYON)

Parafin, plastik madde ya da selloidin 1le blokaj 1slemi yapilacak doku
parcalarina, bu maddelerin su 1le uyusmamasi nedeniyle yikamadan
sonra uygulanan islemdir.

Bu asama sonunda dokularda hi¢ su kalmamasi1 amaclanir.
Bu amagla, en yaygin olarak etil alkol kullanilir.

Etil alkoltin dokular Gzerindeki buztcu etkisini en aza indirmek icin
asamali olarak su giderme 1slemi gerceklestirilir.

Dehidrasyon islemi, diisiik dereceli alkollerden baglayarak gittikce
artan dereceli alkollerle (%50, 60, 70, 80, 90, 96 ve Absolu alkol)
asamali olarak yapilir.

Yikama alkolle yapilmissa dehidrasyona yikamadaki alkol
derecesinden baglanir.

Dehidrasyon sonunda dokularda hi¢ su kalmamasi gerekir.
Dehidrasyon siiresi par¢anin biyiikligiine ve cinsine gore degisir; 1-2
saat yeterli olabilecegi gibi, bu siire 24 saat kadar da stirebalir.

Dokular diisiik derecel1 alkollerde daha uzun zaman birakilabilirken,
yiksek derecelilerde (%96 ve absolu alkol) dokularin sertlesmemesi
IcIn optimal siire asilmamalidir



PARLATMA (SAYDAMLASTIRMA)

Bu 1slem dokulardan alkoliin giderilmesi 1slemidir.

Bu 1slem sirasinda dokulardaki suyu gideren alkol ile gomme
materyalini ¢oziicii 6zellige sahip olan bir madde yer
degistirir.

Bu amagla nispeten ucuz olan xylol yaygin olarak kullanilir.
Ancak xylol’un dokular sertlestirici 6zellig1 vardir.
Methylbenzoate bu yonden daha kullaniglidir.

Dokulardan alkolii uzaklastiran bu maddeler ayn1 zamanda
dokular1 saydamlastirir.

Bu amagcla xylol ya da methylbenzoate kullanilir.

Parlatmada kullanilan kimyasal maddeler yaglar1 ¢oziicui
ozelliktedir.

Bu asamada dokuda bulunan yaglar eridiginden, bu
dokulardan hazirlanan preparatlarda yag iceren kisimlar
bosluklar olarak gozlenir.



EMDIRME

Parlamis ve saydam duruma gelmis doku parcalarina
parafin, plastik madde ya da celloidin emdirmektir.

En yaygin olarak kullanilan1 parafindir. Parafinin ticarette,
erime noktalar1 degisik 1silara gore ayarlanmais, plastik
maddeler eklenerek daha kolay kesit alinabilen ve paraplast
olarak 1simlendirilen sekli bulunur. Genellikle parafinin 58-
60°C’de eriyeni kullanilir.

Dusiik 1s1da ertyen parafin kullanildiginda hazirlanan
bloklar ¢ok yumusak olur, ¢ok yiiksek 1sida eriyen parafin
kullanildiginda ise ytiksek 1s1 dokuya zarar vertir.

Ozel parafin etiivlerinde erimis halde tutulan parafinin
dokulara daha kolay ve derinligine girmesini saglamak i¢in
etiiviin havas1 vakum pompasi 1le bosaltilir.






GOMME ya da BLOKAJ (BLOKLAMA)

Emdirme materyalini 1yice emmis olan dokular, yine
ayni materyal 1¢erisine gomultirler.

Bu amacla, emdirme yapilan etiivde erime derecesine
getirilen emdirme materyali 6zel kaliplar igerisine
doldurulur.

S1vi durumdaki bu maddenin ic¢ine, Kesit yuzleri
uizerine oturtulmak kosuluyla, doku parcalari
yerlestirilir.

Dokunun kesit yliziiniin hazirlanan blogun 6n yuiziine
duzgiin olarak yerlestirilmesi onemlidir.

[slem biter bitmez bloklar, buzdolabinda sertlesmeye
birakilir.












TARIH:

SAAT:

TESPIT:

TESPIT SURESI:
YIKAMA SURESI:

() 9-- %70 Alkol

() 10-- %80 Alkol

() 11-- %96 Alkol

() 12-- Absolu Alkol |
() 13-- Absolu Alkol Il

( ) 14-- Absolu Alkol 111
( ) 15-- Methylbenzoate I

() 9-- Methylbenzoate II
() 17-- Methylbenzoate 111l

()9 Benzol |

() 930 Benzol Il

()10 Benzol Il

( ) 1030 Benzol Paraplast

( ) 1045 Paraplast (Vakum)
()15 Blokaj



