CALISMAIAR

HISTOLOJIK CALISMALAR ICIN DOKU ORNEKLERI
ALMA VE ISLEME PROSESI

Sirin FIRIDIN — SUMAE

Histolojik g¢alismalar, genel olarak cesgitli

organlardan doku kesitleri alinarak bu
orneklerin histo-patolojik yénden
degerlendiriimesini kapsamaktadir. Diger

canlilarin dokularinda oldugu gibi baliklarda da
hastalikli doku ornekleri histoloji
laboratuarlarinda bir dizi islem neticesinde
incelenmektedir.

Histoloji canliyr olusturan elemanlarin
yapisini mikroskobik dizeyde inceleyen ve
degerlendiren bilim dalidir. Terim Yunanca olup
Tarkceye “doku bilimi “olarak ¢evrilmektedir.

Histolojide, O©ncelikle organizmanin en
kuguk canl birimi olan hicrenin temel yapisal
Ozellikleri ve fonksiyonlari incelenmektedir.
Bunu takiben doku, organ ve sistemlerin
mikroskobik yapisi ele alinmaktadir. Yapilacak
calismalarda hayvan turleri arasindaki
farkhliklar géz énune alinarak hicrelerin yapisal
ve fonksiyonel d6nemine goére islemlere yon
verilir.

Histoloji  laboratuarlarinda  dokularin
incelenmek Uzere hazirlanmasi igin yapilan
gereken iglemler genel olarak yedi asamadan
olusur. Bunlar;

- Tespit (Fiksasyon)

- Suyunu alma (Dehidratasyon)

- Saydamlastirma

- Parafinle muamele (Parafinizasyon)
- Blok hazirlama

- Kesit hazirlama ve

- Boyama iglemleridir.

Tespit

Histolojik preperasyon icin alinacak doku
orneginde oOzellikle dikkat edilmesi gereken
faktorlerden birisi, 6rnegin alinip fiksasyona
konma surecidir. Tespit isleminde &ncelikli
hedef, dokuyu olabildigince hizli ve bozmadan
stabil hale getirmektir.

Tespit isleminde c¢esitli amaglara goére
farkh sollsyonlar kullanilir. Rutin olarak en ¢ok
kullanilan sollisyon formalin sollisyonudur. ideal
tespit igin %10’luk konsantrasyonda
kullaniimasi  yeterlidir.  Formalin  disinda

kullanilan diger bazi sollsyonlar sunlardir:

* %2'lik gluteraldehit sollsyonu
* %70-90 etanol solusyonu

* Bouin solusyonu

* Zenker sollsyonu

SolUsyon segimi dokunun 6zelligine bagli
olarak degisebilir. Ornedin yag bakimindan
zengin dokularin tespitinde alkol uygun degildir.

ideal bir tespit igin;

Dokunun hacminin 10 kati miktarda tespit
solisyonuna gereksinim vardir. Materyalin
konuldugu kabin  hacminin  buna gore
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica, tespit olan
dokular sertleseceklerinden, bunlarin
konuldugu kaplarin agiz kisimlarinin materyalin
sertlestikten sonra, pargalanmadan, kolaylikla
¢ikariimasina olanak verecek genislikte olmasi
gerekir. Materyallerin konuldugu kaplarin, tespit
solisyonunun buharlasmasini ve ddékilmesini

Onleyecek sekilde kapakl olmasi
gerekmektedir. BuUylUk materyaller sollisyon
Uzerinde yuzecek sekilde birakilmamali,

bunlarin batin yuzeylerinin sollisyonla temas
etmesini saglamalidir. Bunun icin gerekirse
Uzerlerine dokuya zarar vermeyecek sekilde
agirlik konularak bekletiimesi gerekmektedir. Bu
asamanin suresinin bir geceden az olmamasi
gerekmektedir.

Suyunu Alma (Dehidratasyon)

Dokularin  mikrotom yardimiyla birkag
mikron kalinhdinda kesilebilmesi, dokunun sert
olmasi halinde mumkin olur. Bu amagla
oncelikle doku icindeki suyun alinip su yerine
alkolin geg¢mesi saglanmalidir. Daha sonra
alkol alinip yerine ksilol ve en son olarak ksilol
alinip yerine parafin gegirilir. Her bir basamakta
tutma sdresi doku tirline ve uygulanacak
boyama ydntemine gbére dedismektedir. Bu stire
15 dakika ile 1 saat arasindadir.

Saydamlagtirma

Kesit alma &ncesi
asama dokudaki

uygulanan ikinci
alkolu alp vyerine ksilol
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gecirme iglemidir. Ksilol yaglar eritir ve dokuyu
saydamlastirir. Biz ¢alismalarimizda balik
dokusuna daha uygun oldugunu gérdigimuz
creostat adi verilen maddeyi ksilolle karistirarak
bu uygulamay! yapmaktayiz. Bu asamada da
sure  dokunun  o6zelligine bagh  olarak
degismektedir.

Parafinizasyon

Bu asamada dokular kullanilan parafinin
Ozelligine bagli olarak 58-65 °C sicakliktaki
parafin icinde en az 2 saat bekletilir. Bdylece
dokulardaki ksilol yerine parafin gegirilir.

Kemik ornekleri bu islemlerden
gecirmeden 6nce iclerindeki kalsiyum alinarak
yumusatiimaldir. Bu islem icin 6zel olarak
hazirlanmis %5%’lik formik asit veya %8‘lik HCL
+ %10luk formik asit karisimi kullanihir. Bu
isleme dekalsifikasyon denir.

Blok hazirlama

Sertlestirilen dokularin kesilecek yuzleri
alt tarafa gelecek sekilde parafin igine
gOmudlerek bloklar hazirlanir. Hazirlanan bloklar
soguduktan sonra kesilmeye hazir hale gelir.

Kesit hazirlama

icerisinde doku bulunan parafin blok,
mikrotom olarak adlandirilan dilimleyici alete
monte edilerek kesilir. Bloktan kesilen kesitler

35-40°C sicakliktaki su banyosuna (benmari)
atilir ve kesilme esnasinda kivrilan dokunun
dlzgln bir sekilde yayilmasi saglanir. Dizgln
doku lam yardimiyla sudan alinir. Lamlar
etlivde bekletilir. Bu sirada doku igindeki parafin
erir ve akar. Lam Uzerinde sadece doku kesiti
kalir.

Boyama
Lam Uzerine alinan doku kesitinin
boyanabilmesi  igin  dncelikle  parafinden
kurtariimasi  gerekmektedir. Bu  amacla

preparatlar tim parafini temizlemek ve dokuyu
saydamlastirmak Uzere en az 1,5 saat ksilolde
tutulur. Daha sonra absolu alkolden baslamak
suretiyle alkol serilerinden gegcirilir. Bundan
sonra gerekli boyama yontemleri uygulanir.

Boyanmamis parafin kesitlerde ¢ogu
doku elemani renksizdir. Isik mikroskobu ile
histolojik yapiyi ayirt etmek oldukca glictiir. Bu
nedenle doku kesitlerinin boyanmasi gerekir.
Boyama, cesitli hicre ve doku kisimlarinin
boyalari farkli sekilde tutmalari esasina dayanir.

Boyalarin ¢ogu suda, bazilari ise alkol
veya asetonda eritilerek hazirlanir. Tek bir
boyama ydntemi ya da c¢odu zaman birkag
boyama yontemi bir arada kullanilarak boyama
gerceklestirilir. Histoloji ve patoloji
laboratuarlarinda  rutin  olarak  genellikle
hematoksilen-eosin birlesik boyama yontemi
kullaniimaktadir. Ama dokunun 6zelligine bagh
olarak da farkli boyamalar yapilabilir.

Biz kendi laboratuarimizda bu boyama
yonteminin disinda PAS, AZAN, May-Giemsa
gibi birlesik ~ boyama  yontemleri  de
kullanmaktayiz. Bu yodntemlerden hangisinin
kullanacagina dokunun 6zelligine ve arastirilan
doku kesimine bagli olarak karar verilmektedir.

Burada anlatilan islemler genel olarak
yapilan histolojik calisma prosesi olmakla
birlikte balik dokusu Uzerinde bazi degisiklikler
de icermektedir. Dokunun takibi ve kullanilan

boyalar ballk dokusuna uygun olarak
secilmelidir. Genellikle kullanilandan farkl
olarak  ballkk  dokularinin  boyanmasinda

kulanilan eosin boyasi igeriginde Ploxine B ve
Eosin Y boyalari da bulunmalidir.

Boyanan d&rnekler daha sonra entellan
adi verilen 6zel bir madde ile kapatilarak
kurumaya birakilir.

Dokulardan alinan kesitler Gzerinde
uygulanan bu islemler dizisi neticesinde
hazirlanan preparatlar mikroskop altinda

incelenmeye hazir hale gelmis olur.
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