Histoloji Nedir ?

Histoloji hiicre, doku ve organ bilimi
olduguna gore, bunlarin yapilarinin yani sira
islevierini de ele alrr.

Bu uzden, |histoloji sadece yapan
tanimlamakla kalmaz, ayn1 zamanda
biyokimya, molekuler bly0|0]l ve flz¥(olo|ji
arasinda baglantllar kurar ve hastalik ile
ilgili patogenezde onemli rol oynar.



Histolojik Inceleme Nasil Yapilir ?

> Alnan biyolojik materyaller, belli agamalardan gegirilir. Bunlan, su
sekilde siralayabiliriz:

(1) Tespit (Fiksasyon)

(2) Yikama

(3) Suyunu giderme (Dehidrasyon)
(4) Parlatma veya Seffaflastirma
(5) Emdirme

(6) Gomme veya blokaj (Bloklama)
(7) Kesme

(8) Boyama

(9) Kapatma

~ SwasnYIa izlenen bu agamalann her birinde, 6ngorulen sartlara uyma
zorunlulugu vardir. Bunlardan birinde yapilan bir hata, sonucu olumsuz

yonde etkiler ve uygun bir preparat elde edilemez.



Tespit Islemi

Diger anlami 2> Sabitleme (Fiksasyon)

Hiicre veya dokularin, gercege en
yakin sekliyle korunmasi

Eger bu saglanmazsa - Bozunma olur.



Tespit Islemi

> Sabitleyiciler (Fiksatorler):
Fiziki : Isi, kurutma ve dondurma

Kimyasal : Formaldehit, osmik asit,
pikrik asit, asetik asit, alkol, civa klorir, v.s

Dokularin boyanmasinda
guzel sonuclar almak igin
tespit cok onemlidir.
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http://www.biyolojigunlugu.com/wp-content/uploads/2012/03/5fed267abc92f512df20c88f_tn.jpg
http://www.biyolojigunlugu.com/wp-content/uploads/2012/03/f72d4f043e95aa8b6de6ae54_tn.jpg

BLOK KESME

> Emdirme maddesinin igine gomulerek homojen
bicimde sertlesmis olan blok kitlesi (doku ve

emdirme maddesi), MIKROTOM adi

verilen 0zel bir aletle kesilir




| CEVIRME KOLU |

| BLOK TUTUCU |

| PARAFIN BLOK |

1 DOKU |

| CELiK BICAK |




‘ Boyanmig doku kesiti, yaplﬁlrma materyaliyle

Lamel altina tesbit edilmisg,
mikroskop alti géz- { ® ;

Taze dokunun alinmasi leme hazir
4
lL Diistikten yiiksek derecelilere alkollerden gegi-
rilerek tekrar doku suyunun alinmasi
Cikarilmis doku pargasi 4
Lam dzerine yapistirilan kesitlerin boyanmasi
Gl
lﬁ | viiksekten dustik derecelilere dogru

alkollerden gegirilerek doku

Doku érneginin uygun suyunun geri verilmesi

buyuklikte pargalara
ayrilmasi 4
lr Doku parafininin ksilolle uzaklagtirimasi
4

Tespit| ©/10 Formol, Bouin gibi

I

Diigtikten ylksek derecelilere
dogru alkollerden gegirelerek doku
suyunun alinmasi

Lam uzerine yayilip
kurutulmus doku
kesitleri

dehidrasyon

Xyloller ile Parlatma | w.L

Goémme (6rnek; parafine ya da paraplasta)

4

Gémmenin tamamlanmasi;
iginde doku
bulunan parafin blogu

Bloklama- blokaj




HISTOLOJI BILIM DALINDA DOKULARI KESMEK
ICIN KULLANILAN ALETLER

1- MIKROTOM

(1stk mikroskopik incelemeler igin)
a).KIZAKLI MIKROTOM

b).ROTARY MIKROTOM

2- ULTRAMIKROTOM

(elektronmikroskopik incelemeler icin)

3- KRIYOSTAT (dondurma mikrotomu)

(1sitk mikroskopik incelemeler icin)




Blokladigimiz doku ve organ parcalarinda dizgin ince kesitler almak
icin kullandigimiz aletlere mikrotom denir.

Istk mikroskop incelemeleri icin kullandigimiz mikrotomlar mikron
duzeylerinde ince Kkesitler alabilirlerken elektron mikroskop

arastirmalarinda kullanilan ultramikrotomlar angstrom
Inceliklerinde kesitler saglarlar. Isik mikroskobu icin kesitler almakta
kullandigimiz mikrotomlarda celik bigaklar kullanilirken, EM
icin kesitler aldigimiz ultramikrotomlarda cam ya da daha iyisi
elmas bicgaklar kullanilir.

Istk mikroskop calismalarinda genellikle 6-10 mikronluk kesitler
kullanilir.



MIKROTOM

(1stk mikroskopik incelemeler icin)
a).KIZAKLI MIKROTOM

b).ROTARY MIKROTOM

Mikrotomlarin bicaklarin hareketli oldugu kizakhi mikrotom
denilen tipleri ya da bicaklarinin sabit, kesilecek bloklarin
hareketli oldugu rotari mikrotom tipleri vardir.









SPECIMEN




Xylol gibi bazi solventler doku igindeki lipidler
gibi bazi maddeleri eritebllirler.

Bu istenmeyen etkinin Online gecmek Icin
Cryostat adi verilen dondurma mikrotomlari
kullanilir.

Dokular bu yontemle dusuk isida aniden
dondurularak takip iIslemlerinden
geciriimeden ve bloklanmadan kesit
alinablilir hale gelir.



Isik mikroskopide rutin histolojik boyama disinda histokimya,
immunohistokimya gibi metodlari kullanmak istedigimiz
zaman tespit ve onu takiben kullandigimiz siireclerde bazi
farkliliklar gerekir. Bunun nedeni tespit ve takiben
kullandigimiz slire¢ sirasinda dokulardaki bazi madde ve
enzimlerin inaktive olmasidir. Ya da xylol gibi bazi solventler
doku icindeki lipidler gibi bazi maddeleri eritebilirler. Bu

istenmeyen etkinin 6niine gecmek icin Cryostat adi
verilen dondurma mikrotomlari kullanilir.
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Bu nedenle oncelikle
dondurma tespiti
tercih edilir

(-150 -170 °C'de
suratle dondurma
drnegin sivi azot
gibi), tespiti takiben
takip islemlerinden
gecirilmeden ve
bloklanmadan kesit
alinabilir hale gelir.




Dondurma mikrotomunda kesitler alinir (Soguk alan
icerisinde c}/erlestlrllmls bir cesit rotary mikrotom
yapisindadir). Distile suKa alinan kesitler amacimiz icin
Ozel boyalar ile boyanarak dogrudan uygun bir kapatici
madde ve lamel ile kapatilir.

Yani dokulardaki yaglari boyamak ya da, dokulardaki
bazi enzimleri ATPase, alkalin fosfataz ve asit fosfataz
gibi incelemek |sted|g|m|z zaman bu yontemler tercih
edilir. Acil cerrahi biopsilerde de kullanilir.




KESIT ALMA CESITLERI

Mikrotomla bloklardan alinan kesitler, 151k
gecirgenligine sahip, saydam bir hiicre katmani
kalinhginda olmalidir. Doku kesitinin kalinligi 5-6pu
arasinda olmaldrr.

1- Seri kesit alma: Birbirini takip eden kesitlerin
kayba ugratilmaksizin tamamini lama alma islemidir.
Birden fazla lama seri kesit yapilacaksa lamlar
numaralandirilir.

2- Atlamali veya basamakli kesit alma: Doku buyUk
Ise belirli araliklarla kesitlerin lama alinmasidir.



islem Basamaklari

Oneriler

1- Lama blok numarasi yaziniz.

* Blok numaralarini kurgun kalemle yaziniz.

2- Doku su banyosu cihazini hazirlayiniz.

* Doku su banyosu sicakligini ayarlayiniz. * Kullandiginiz
parafinin erime derecesine goére su banyosu sicakhgini
ayarlayiniz.

3- Rotary mikrotomu kesite hazirlayiniz.

* Mikrotom temizligini kontrol ediniz.

4- Parafin bloklari buzdolabindan c¢ikariniz.

* Bloklar, istenen sertlige gelmeden kesite baglamayiniz.
* Buz kalibi/kuru buz tepsisi igcinde kesim hizini g6z 6niinde
bulundurarak bir miktar blogu kesim alanina getiriniz.

5- Disposable mikrotom bigagini bigak
tutucuya monte ediniz.

* Bigagi monte ederken mikrotom kesit kolu kilidini kapali
konuma getiriniz. * Bigak sitkma koluyla bigag: sikistiriniz.
* Bigak agi ayarini yapiniz.

6- Blok tiraglamasi yapiniz.

* Mikrotom —kaba besleme kolunu gevirerek  blogu bigaga
yaklastiriniz. * TiraSlamayi yuksek mikronda yapiniz.
* Doku tiraSlamasini dokunun tiim yapilari

kesitte goziikecek Sekilde yapiniz.

7- Dokudan 5-6 p kalinhginda kesitler aliniz.

* Tiraglamasi biten bloktan ince kesit almak igin mikron
ayarini ayarlayiniz. * Bigaktaki blok tiraglama kalintilarini

temizleyiniz. * Uygun uzunlukta kesit Seridi elde ediniz.
* Kesitte meydana gelen kesit hatalarini  gideriniz.

8- Kesit Seridini sicak su banyosuna atiniz.

* Kesit seridini su banyosuna atmadan once su
yuzeyinde doku kesit kalintilari olmadigindan
emin olun, varsa temizleyiniz.

* Kesit seridinde olusan kinigikliklan firgayla
aginiz.




BOYAMA

BOYAMA : Dokular olusturan hucreler canlida
renksizdir. Isik mikroskop altinda inceleyebilmek icin
boyanmasi gereklidir.

Boyalar genellikle suda hazirlanir. Alkolde hazirlanmis
olsalar bile bunlarin da bilesiminde su vardir.

Dondurma mikrotomu ya da kriyostat ile elde edilen
kesitler direkt olarak boya eriyigine konabilirler.

Ozellikle parafin kesitleri, kurumus sekilleriyle
boyanamazlar. Bunlarin oncelikle suyla uyusabilir duruma
gelmeleri gerekir. Bunun icin de dnce parafin giderilir.
Parafinli kesitler, pespese 2-3 kez tekrarlanan Xylol kaplari
icerisinde 5'er dakika birakilarak parafinden arindirilir.



Boyanma Ozellikleri

Asidofili: Bazik yapidaki bir doku yapisinin asit bir boya
ile boyanmasi 6zelligine asidofili denir. Eozin bir asit
boyadir; sitoplazmay! pembe-kirmiziya boyar (eozinofili).

Bazofili: Asit yapidaki bir doku yapisinin bazik bir boya
ile boyanmasi 6zelligine bazofili denir, cekirdegi mavi-
mor renge boyar.

Monokromazi: Doku yapisinin boyanin gercek renginde
boyanmasi 6zelligi

Metakromazi: Bir doku yapisinin kullanilan boya

solusyonunun renginden farkl bir renge boyanmasina
denir.
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e GIEMSA VEYA WRIGHT

e Bunlar kan ve kemik iligi
yaymalarinin boyanmasinda
siklikla kullanilan

yontemlerdir.

e Nukleus: kirmizi-menekse

e Sitoplazma: soluk mavi

o Eritrositler: soluk pembe
boyanir.




PERIODIK ASIT-SCHIFF REAKSIYONU (PAS)

PAS glikojen gibi doku karbonhidratlarinin gésterilmesinde kullanilan
bir tekniktir.

Ornegin sindirim ve solunum sistemlerindeki goblet hiicreleri (sol
sekil), kikirdak matriksi ve bobrek tlubdullerinin epitel hicrelerinin
mikrovillus-lan (fircamsi kenar) ve bazal membranlari (sag sekil)
PAS (+) olarak adlandirilan menekse renginde boyanirlar.




e MASSON TRIKROM

 Uc farkli boyanin
kullanildigi bu teknik ile
bag dokusunun
boyanmasi saglanir.
Sonucta:
— Nukleus: mavi

Bazofilik yapilar: mavi
Sitoplazma: kirmiz
Kas htcreleri: kirmizi

Eritrositler: kirmiz
Bag dokusu: mavi veya yesil




TOLUIDIN BLUE
Bazik bir boyadir.

Asidik doku yapilarini
mavinin degisik tonlarinda
boyar.

Elektron mikroskobu igin
hazirlanmis ve rezine

gomulmus yari ince doku
kesitlerinin boyanmasinda
siklikla kullanilr.

Bazi doku yapilarini
metakromatik olarak boyar.




e Alcian blue

e Asit mukopolisakkaritleri
ve glikozaminoglikanlari

Van Gieson:

e Bag dokusunu boyama
tekniklerinden biridir;

— kollageni kirmiziya,
— nukleusu maviye,

— eritrosit ve sitoplazmayi sariya
boyar.

e Bir elastik boyasi ile kombine
edildiginde elastin mavi-siyaha
boyanir.

e Bu boyama teknigi 6zellikle kan
damarlari ve deri icin faydahdir.

maviye boyar.




BOYAMA

Bir kesit icindeki butun yapilari
tek bir boyama metodu ile ayirt
etmek mimkiin degildir.

istenilen vyapilan gorebilmek
Icin onlara ozgun boyama
metodlarini uygulamak zorundayiz.



SOLUNUM EPITELI
YALANCI COK KATLI
PRIZMATIK EPITEL




BOYAMA

Kuruyan ve lama iyice yapismis olan kesitler tek tek veya
6zel kaplarda gok sayida boyamaya alinir.

Kesitler oncelikle ggmme materyalinden kurtulmasi igin
xylollerden, xylolden kurtulmasi igin de absolu alkol ve
dereceli alkollerden gegirilir.

Boyama yapilir,

Sonra tekrar dereceli alkollerden gegirilerek sudan
arindirilir, xylollerden gegirilerek parlatilir ve boyanin
kalici olabilmesi igin xylol ile uyum saglayabilen bir kapatici
madde ve lamel ile kapatilir.

Kesitlerin diizgin bir ylizeyde kurumasi saglanir. Bundan
sonra preperatlar 1sitk mikroskop altinda incelenmeye
hazirdir.




Isik mikroskopide rutin histolojik boyama disinda
histokimya, immunhistokimya gibi metodlar: kullanmak
istedigimiz zaman tespit ve onu takiben kullandigimiz
sureglerde bazi farkliliklar gerekir. Bunun nedeni tespit ve
takiben kullandigimiz sire¢ sirasinda dokulardaki bazi madde
ve enzimlerin inaktive olmasidir. Bu nedenle dncelikle

dondurma tespiti tercih edilir( -150 -170 °C'de siiratle
dondurma 6rnegin sivi azot gibi ), tespiti takiben dondurma
mikrotomunda kesitler alinir, distile suya alinan kesitler
amacimiz igin 6zel boyalar ile boyanarak dogrudan
uygun bir kapatici madde ve lamel ile kapatilir. Ornegin
dokulardaki yaglar: boyamak ya da, dokulardaki baz:

enzimleri ATPase, alkalin fosfataz ve asit fosfataz gibi
incelemek istedigimiz zaman bu yéntemler tercih edilir.



Yaygin olarak kullanilan diger bir trikrom metodu da
Masson'un boyama metodudur. Bunda ise bag dokusu lifleri
mavi, cekirdek siyah veya mor, sitoplazmik yapilar kirmiziya

boyanir.
Elastik lifler secici olarak Orcein veya Resorcin fuchsin ile boyanirlar

Retikuler lifler bir alkali solusyon icerisinde gumus ile presipite edilirler,
dolayisi ile bu lifler Argyrophil olarak tanimlanir.




d follikuller
Uclu boyma

Irol
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BOYANIN
HAZIRLANMASINDA
OLCULERE,

PREPERATLARIN BOYAMASI
SIRASINDA SUREYE DIKKAT

ETMEK GEREKLIDIR'!







Tr'lpple Boyama Tekn gi

> Xylol I.... ..5 dk.
> Xylol II 5 dk.
> Absolu alkol 13 dk.
> Absolu alkol II............anenn.3 dK.
> % 96 Alkol.........eeeeeene . 3 dK,
> %80 Alkol...........erennnnininenne e e 3 dKL
> %70 Alkol...........eeneneenecninenne e e 3 KL
> Todin Alkol solusyonu................... 3 dk.
> Sodyum Tiyosiilfat sol. ...............30 sn.
> Distile suda ¢alkalama.........................2 sale
> Akarsuda yikama............erceene. . D dK.



Weigert Hematoxylin......................... .8 dk.
(boyanin tazelik derecesine gére)
Akarsuda calkalama...............................B dk.

Metil alkolde ¢alkalama........................1 dk.
(yariyariya metil alkol ve su karisimina biraz
sodyum karbonat ilave edilerek hazirlanir
veya asit alkol)

Akarsuda ytkama.............ccceueeeennnn. D dK.
Distile suda ¢alkalama..........................D dk.
Asit Fuksin...........onicennenne. . 1 dK.

( 5-10 sn kafidir)

Distile suda ¢alkalama......................( 2 kez )

Phosfotungstic asitle dekolere........15 dk.
( bag doku beyazlasincaya kadar)

Distile suda ¢alkalama ........................7 dk.
Distile suda calkalama .......cc.ooee.....7 dk.



Anilin-Blue ( Light Gren) de boyama.......1
dk.

Distile suda calkalama.......................10-15 sn.
752 Asetik asitte..........oe . 1-5 dk
Distile suda ¢alkalama.......................10-15 sn.
7596 alkolde calkalama..........................2 sale
7100 alkolde ¢alkalama......................... 3 sale
Xylolde ¢alkalama....................................2 gale
Entellan ve lamelle kapatma
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Kapatici ya da ortiicii medyum, su ile bagdasmaz.
Bu ylzden suyun giderilmesi gerekir. Boylece, sudaki
preparat dereceli alkollerden gecirilir. Ancak, dlsuk
dereceli alkoller boyay! dokulardan soker alir. Bu
Ozellikten, sitoplazmadaki boyanin fazlasini atmak icin
yararlanilir. KontrollU bir sekilde boyanin fazlasi
giderilince hemen, daha yukari alkol kademesine
gecilir. Genellikle sudan sonra % 96'lik alkole gelmek,
preparatl burada birkac kez calkalayip absolu alkollere
gecmek uygundur; 2-3 kez tekrarlanan absolu
alkolden sonra, yine 2-3 kez tekrarlanan Xylol serisine
gelinir. Bu bolimde, boyanmis olan kesitler uzunca
sure kalabilirler. Xylol hem kapatici medyumla uyusur,
hem de dokulari parlatir, saydamlastirir.




Xylol'den cikan kesitlerin tGzerine bir damla kapatici medyum
damlatilir ve bunun Gzerine de bir lamel konur. Lameli
koyduktan 2-3 dakika sonra bunun da Gzerine bir kursun agirlik
konur.

Preparat

STTNATTTT

e P

Bu sirada preparatin, zemini tamamen duz bir yerde kurumaya
birakilmasi gerekir. Aksi taktirde agirligin etkisiyle lamel, kesitin
Uzerinden kayar. Agirlik, kapatici medyum sertlesinceye kadar
lamelin Uzerinde kalir. Boylece, boyanmis olan kesitte dalgal
bir durum sekillenmeden duzgun bir ylzey elde edilmis olur ;
artik preparat tamamlanmistir ve mikroskop altinda
incelenmeye hazirdir.
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Boyama - PAS

» Polisakkaritler: Glikojen, nisasta ve sellloz

» Notral mukopolisakkaritler: Mide musini, bazal membran
salgilari, hipofizin gonadotrop hormon salgilayan hucreleri,
tiroid bezinde mevcut olan tiroglobulin gibi glikoproteinler.

» Glikolipitler: Pek cok hiicre zarinin 6gesidirler ve sinir
hucrelerinin plazma zarinin onemli bilesen kismini
olustururlar.

» Doymamis lipit ve fosfolipitler

» Bazal membran

» Glikokaliks

» Goblet hucrelerince Uretilen mukoz salgi
» Kollajenler







PLIKLERL

I

RETIKULUM




> Cekirdek DNASim gostermek icin kullaniir.  DONA
kirmizi renk alir.




BOYAMA = Metil green—Pironin

» DNA ve RNA, birbirlerinden
kullanilmasi yoluyla ayirt edilebilir. RNVA
pironin ile xirmizi, DIVA ise metil yesiliyle mavimsy -
yes/| renkte boyanir.

» ORNEK , PLAZMA HUCRESI
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Lipitler, xylol'un  normal Kkesitlere  girmesi
durumunda erirler ve dolayisiyla, % 107uk veya
notral formalin/e tespit edilirler. Doku dondurulur
ve dondurma mikrotomunda kesitler alinir.

Eger yag dokusu

edilirse, siyah renkli osmiyum yag dokusuna coker
ve oksidasyon reaksiyonu meydana gelir. Sonucta,
osmiyum dioksit agiga gikar ve dokulara siyah renk
VETir.

,Sudan [l Sudan [V, sarlak
Kirmizisi ve OJff Red 0 ile kirmiziya, Studan Black
Ve osmiyum tetraoksitie de siyaha boyanir.




osmiyum tetraoksitle tespit edilmis




Bazi boyalar dokulari veya  doku
elemanlarini boyanin renginden daha farkl
bir renge boyarlar. Bu olaya

bu boyalara da metakromatik boyalar
denir.

Bunlar tolurdin mavisi, thionin, metilen
mayvisive azure A boyalaridir.

Ornek: Toluidin mavisinin

granullerini mor-Kirmizi
boyamasl metakromatik boyanmadir.






