SVAIY 954V

1207

IZAL SNVSI'T MASMOA I'TVA WI'TIGVNV IfOTOARIIING FA IFOTOLSIH

T.C.

BURSA ULUDAG UNIiVERSITESIi
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIP FAKULTESI
HISTOLOJIi VE EMBRIYOLOJI
ANABILIM DALI

FARKLI BOYAMALARIN CESIiTLI DOKULARIN PARAFIN
VE YARI INCE EPON KESITLERINE UYGULANMASININ
ISIK MIKROSKOBIiK DUZEYDE KARSILASTIRILMASI

Ayse AKBAS
0000 0002 0091 9012

(YUKSEK LISANS TEZI)

BURSA-2021




T.C.

BURSA ULUDAG UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIP FAKULTESI
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJi
ANABILIM DALI

FARKLI BOYAMALARIN CESITLI DOKULARIN PARAFIN
VE YARI INCE EPON KESITLERINE UYGULANMASININ
ISIK MiKROSKOBIK DUZEYDE KARSILASTIRILMASI

Ayse AKBAS
0000 0002 0091 9012

(YUKSEK LISANS TEZI)

DANISMAN:
Prof. Dr. Semiha ERSOY

BURSA-2021




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ETIK BEYANI

Yiksek Lisans tesi olarak sundugum

“Farkh Boyamalann Cesitli Dokulann Parufin ve Yan ince Epon Kesitlerine
Uygulanmasinin 11k Mikroskobik IMizeyde Karsilagtinimasi™ adl ¢aligmanin,
praje salhnsindan sonuglanmasion kadar gegen biitiin siireglerde hilimsel etk
Kurallarina uypun bir sekilde hazwlandifint ve vararlandifim eserlerin kaynaklor
bélumtinde gtisterilenlerden olugtugunu belirtir ve beyan ederim.

Adi Soyad
Tarih ve imza
375 - ﬂuﬁ?
/’ W
Lo

-9

11




TEZ KONTROL ve BEY AN FORMU

Adi Sovadn Avse AKBAS
Amnahilim Dahb: Histeleji ve Embriyolaji Anabilim Dal

Q%.i0li2a24

Ter Konusu: Farkli Bavamalarin Cestli Dokularm Parafin ve Yar fnce Fpon

Kesitlerine Uveulanmasimn [sik Mikroskobik Direyde Kuorglasticilmis

OLELLIKLER LYGUNDUR
Texin Boyutlar

[z Kapak Savias

T Eapuk Sy lus
Kabul Onay Savias
SavTa Difeni
lyindekiler Saylas
Yazi Karakteri

Sanr Araliklan
Basliklar

Savfa Mumaralarn
Eklerin Yerlegtirilmesi

Tablolarm Yerlestirilmesi

Kavnaklar

DANTSYAN (ONAYI

Unvam Adi Sovadi: Prof. Dr. Semiha ERSOY

Tmea: /&;Zé/—"

IRy

UYGLN DEGILDIR ACIKLAMA

L

[ Iy oy [y [ Ay Iy Wy I



ICINDEKILER

Dis Kapak

I¢ Kapak

ETIK BEYAN .....oooiiiiiiiiiieteeete et I
KABUL ONALY oottt ettt et e et e ante et e e ta e s e e nneaetaeaneee e 11
TEZ KONTROL BEYAN FORMU ......oooiiiiiiccie e v
L (01 100 01 36 1 35 D) 2 TR \Y;
TURKCE OZET ......ocooooioeeeeeeeeeeeeee ettt en st en et n s X
INGILIZCE OZET .......cooooiiiiicieeeeeeee e X1
| IR 0 28 1R 1
2. GENEL BILGILER ............cooooiiiiiiiiiitcecese s 4
2.1. Histolojik Yontemler ve Boyamalar Hakkinda Genel Bilgiler.................. 4
2.1.1.Is1tk Mikroskobik Yontemlerde Boyalar, Boyanmalar ve Mekanizmalar ... 4
2.1.2. Asidik (Anyonik), Bazik (Katyonik), Notr ve Amfoterik Boyalar.............. 4
2.1.3. Bazofilik ve Asidofilik BOYanNMa...........cccveiiiieiiiie e 5
2.1.3.1. Bazik (Katyonik) Doku Komponentleri...........ccccoovvvviiiiieniie e 5
2.1.3.2. Asidik (Anyonik) Doku Komponentleri...........ccccoovveiiiiieiiie e 5
2.1.3.3. Bazik-Asidik-Amfoterik Doku Bilesenleri......................ccocoeeeiiiiineeninnen.. 6
2.1.4. Metakromazi ve Metakromatik Boyanma ............cccccceevveeiieciiee e, 8
2.2. Isik ve Elektron Mikroskopisinde Kullanilan Boyalar Hakkinda Genel Bilgi
................................................................................................................................ 8
2.2.1. HEMATOKSIIEN ...ttt 8
2.2.2. BEOZIN .ottt 9
2.2.3. ASIT TUKSIN ..o 9
A S I o] ] Ao =TT o PSPPSR 9
2.2.5. MBI GIEBN ... ..ot 10
2.2.6. NOLral red .........ooooiiiiiiiiii e 10
2.2.7. TOIUIAINE DIUB ...t 10
2.2.8. Baz1 Ozel Doku Komponentleri I¢in Histokimyasal Boyamalar ............... 11
2.2.8.1. Kollajen Lifler (Tip I KOHAJEN) ...ccvveeiiiieiie e 11
2.2.8.2. EIaStIK LITIEK ... 11



2.2.8.3. Retikiiler Lifler ( Tip III Kollajen) ..............ccccccooviiiniiiiiii, 11

2.2.8.4. IMITOKONNT ..ottt 11
2.3. Transmisyon Elektron Mikroskopide Fiksatifler ve Gomme Ortamlari.....12
2.3. 1. FIKSAUITIEE ... 12
2.3.1.1. GIUteraldenit...........oouieiiieie e 12
2.3.1.2. OSMIYUM TEEFOKSIT......ooiiiiiieiii e 12
2.4. Regine ile INfIltrasyon .............ccccocovoviiiiiieiicceeee e, 13
2.5. POIIMEFIZASYON ...ttt 13
2.6. GOMME Ortamlari............ccccooiiiiiiiiiiiii e 13
2.6.1. Epoksi Regineler.............cccoooiiiiiiii e 14
2.6.1.0. EPON .. 14
2.6.1.2. ATAIAIT. ... 15
2.6.0.3. SPUIT .ottt ettt 15
2.6.2. Polyester Recineler................ocooiiiiiiiiiiiii 15
2.6.2.1. VESTOPAI Wi 15
2.6.3. AKrilik Regineler .................ccccoiiii 15
2.6.3.1. MetaKIilatlar ..........cocvoiiiiiieiie e 16
2.6.3.2. LOWICKHYHEY ..ottt e e e e e e e 16
2.6.3.3. LR Regineler..................cccccooiii 17
2.7 KESTE AIMA ... 17
2.8. Etching ve DeoSMIKASYON .......c.vveiiiieeciie ettt sneae e 18
2.9. Yar1 ince Kesitlerin Boyanmasi.................c.cocoovevieiivivieeieieeeseessseneseee s 20
2.9.1. Monokromatik Boyamalar.............ccccceeiiiiiiiie i 20
2.9.2. Polikromatik Boyamalar............ccccoouiiiiiii i 20
3. GEREC Ve YONTEM .......coo oottt ettt ettt 23
3.1. Doku Disseksiyonu, Takip, Bloklama ve Kesit Alimi ......................oooennee 23
3.1.1. DOKU DiSSEKSIYONU .....occiviieiiiie e srae e 23
3.1.2. Doku Takibi, Bloklama ve Kesit AlmiI...............ccooooooviiiiiiiinn, 23
3.1.2.1 Parafin Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alimi......................ocoeviiivinnnnn. 23
3.1.2.2. TEM Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Allm1 ................cccoooeeeeiiiiiiiinnnn. 23
3.2, Etching YONtemi..........oooooiiiiiiiiiiiiiicic e 24
3.2.1. NaOH ile EtChING ......voeiiiiecee e 24
3.2.2. %2,5 Periyodik Asit ile EtChING.......ccccoiiiiiiiicc e, 24
3.2.3. Aseton ile EXCHING.........ccoviiiiee e 25
3.3. Boyama YOntemleri...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiic e 25
3.3.1. Monokromatik Boyama Soliisyonlar1 ve Boyama Yontemleri .................. 25

v



3.3.1.1. HemMatoKsilen BOYAMASI ............cccuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 25

3.3.1.2. E0zin BOYamasl ............cccccooiiiiiiiiiiiiiic e 26
3.3.1.3. Toluidine blue BOyamasl...............ccccviiiiiiiiiiiiiiiic e 27
3.3.1.4. Asit fuksin Boyamasi.............ccccccooiiiiiiii 27
3.3.1.5. Metil green BOoYamasI.............cooiiiiiiiiiiieiiieiie e 28
3.3.1.6. Notral red Boyamasl.............cccccooviiiiiiiiniiiii e 28
3.3.2. Dikromatik Boyama Soliisyonlar1 ve Boyama Yontemleri........................ 29
3.3.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ...............c.cccoooviiiiiiiiiniiiiiciic e 29
3.3.2.2. Toluidine blue ile Kombinasyonlar.............cccccooioiiiiiiiicic e 30
3.3.2.2.1. Toluidine blue-Eozin Boyamasi ...............ccocerviiiiiiiiiieiiieiiecee e 30
3.3.2.2.2. Toluidine blue-Asit fuksin Boyamasi.................cccccoooiniiiiiinninniiennns 30
3.3.2.2.3. Toluidine blue-Metil green Boyamasi................c.ccooviiiiiiiniinieninennnnn 31
3.3.2.2.4. Toluidine blue-Notral red Boyamast.................cccocooviiiiieiieinieniiennns 31
3.3.2.3. Asit fuksin ile Kombinasyonlar............ccccoiiiiiiiiiieee e 32
3.3.2.3.1. Asit fuksin-Toluidine blue Boyamasi.................ccccoviiiiieiiiiiieniieinnn 32
3.3.2.3.2. Asit fuksin-Metil green Boyamasi...............ccoooeeiiiiiiiiiieiiesnie e 32
3.3.2.4. Metil green ile Kombinasyonlar.............ccooviiiiieiiinccce e 33
3.3.2.4.1. Metil green-Toluidine blue Boyamasi.................ccccccoeveeiiiieeiieeesinnene, 33
3.3.2.4.2. Metil green-Asit fuksin Boyamasi.................ccccovvveiiiie e, 34
3.3.2.4.3. Metil green-Notral red Boyamasi ...............cccccvevvireiiiieeiiieesiie e 34
3.3.2.5. Notral red ile Kombinasyonlar ...................cccoooiiiiiiii, 35
3.3.2.5.1. Notral red-Toluidine blue Boyamasi...................cccoooviiiiiiiiiinnnninne, 35
3.3.2.5.2. Notral red-Metil green Boyamasi ...............ccccceeeieiiiiiiiiiiini i, 35
3.3. OZel BOYAMAIAT ...........c.ooovieiiicieecceceeeeeeee et 36
3.3.1. Verhoeff BOyamasl .............ccccueeiiiiiiiiie e see e e 36
3.3.2. Gordon&Sweet Giimiisleme Boyamasi ................ccccccoviiiiiiiiiniiiiin, 37
3.3.3. Toluidine blue-Light green (Tip I kollajen) Boyamasi ................c...cc.ccu... 38
3.3.4. Altmann Metodu (Mitokondri Boyamasl.............ccccceverveniieiiiennieesiineninens 38
4. BULGULAR. ..ot 40
4.1. MONOKROMATIK BOYANMA BULGULARI ............cccoooeiriririirnnne, 40
4.1.1. Parafin kesitlerde Hematoksilen boyama sonuclari.................................. 40
4.1.2. Yar ince epon kesitlerde Hematoksilen boyama sonuclari ....................... 40
4.1.3. Parafin kesitlerde Eozin boyama sonuglari......................ccooooiiniene, 43
4.1.4. Yan ince epon kesitlerde Eozin boyama sonuclary ...........................ce 43
4.1.5. Parafin kesitlerde Toluidine blue boyama sonuclari ................................. 46
4.1.6. Yan ince epon kesitlerde Toluidine blue boyama sonuglari...................... 47

\Y



4.1.7. Parafin kesitlerde Asit fuksin boyama sonuglar: ...................ccceoiiienn. 51

4.1.8. Yan ince epon kesitlerde Asit fuksin boyama sonuclari............................ 52
4.1.9. Parafin kesitlerde Metil green boyama sonuclar: ........................ocoeee 56
4.1.10. Yarn ince epon Kesitlerde Metil green boyama sonuglari........................ S7
4.1.11. Parafin kesitlerde Notral red boyama sonuglari.....................ccocoeveenn 61
4.1.12. Yar ince epon Kesitlerde Notral red boyama sonuclari.......................... 62
4.2. DIKROMATIK BOYANMA BULGULARL.........cooooviiinininiinnincneeens 65
4.2.1. Hematoksilen-Eozin Kombinasyonu ..o 65
4.2.1.1.Parafin kesitlerde Hematoksilen-Eozin boyama sonugclari...................... 65
4.2.1.2. Yan ince epon kesitlerde Hematoksilen-Eozin boyama sonuglari ......... 65
4.2.2. Toluidine blue kombinasyonlart ................c..cccoooiiiiii 67
4.2.2.1. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Eozin boyama sonugclari.................... 67
4.2.2.2. Yan ince epon kesitlerde Toluidine blue-Eozin boyama sonuclari ........ 67
4.2.2.3. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Asit fuksin boyama sonuclari ........... 69
4.2.2.4. Yar ince epon kesitlerde Toluidine blue-Asit fuksin boyama sonug¢lari 69
4.2.2.5. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Metil green boyama sonuglari .......... 71
4.2.2.6. Yari ince epon kesitlerde Toluidine blue-Metil green boyama sonuglar:

............................................................................................................................... 71
4.2.2.7. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Nétral red boyama sonuglari............. 73
4.2.2.8. Yar ince epon Kesitlerde Toluidine blue-Nétral red boyama sonuclar 73
4.2.3. Asit fuksin kombinasyonlari..................ccccoiiiiiii, 75
4.2.3.1. Parafin kesitlerde Asit fuksin-Toluidine blue boyama sonuglari ........... 75
4.2.3.2. Yarn ince epon Kesitlerde Asit fuksin-Toluidine blue boyama sonuclari175
4.2.3.3. Parafin kesitlerde Asit fuksin-Metil green boyama sonuglari ................ 77
4.2.3.4. Yan ince epon Kesitlerde Asit fuksin-Metil green boyama sonuglari.....77
4.2.4. Metil green kombinasyonlari................cccccoiiiiiiiiiii e, 79
4.2.4.1. Parafin kesitlerde Metil green-Toluidine blue boyama sonuglari .......... 79
4.2.4.2. Yan ince epon kesitlerde Metil green-Toluidine blue boyama sonuclar

............................................................................................................................... 79
4.2.4.3. Parafin kesitlerde Metil green-Asit fuksin boyama sonuglari ................ 81
4.2.4.4. Yan ince epon kesitlerde Metil green-Asit fuksin boyama sonuglari.....81
4.2.4.5. Parafin kesitlerde Metil green-Nétral red boyama sonuglari................. 83
4.2.4.6. Yar ince epon kesitlerde Metil green-Notral red boyama sonuglar .....83
4.2.5. Notral red kombinasyonlari.................cccooiiiiiiiiii e 85
4.2.5.1. Parafin kesitlerde Notral red-Toluidine blue boyama sonuclari............ 85

4.2.5.2. Yar ince epon kesitlerde Notral red-Toluidine blue boyama sonuclari 85

VI



4.2.5.3. Parafin kesitlerde Notral red-Metil green boyama sonuclari................. 87

4.2.5.4. Yar ince epon kesitlerde Notral red-Metil green boyama sonuglan .....87
4.3. SPESIFIK BOYAMALARA AIT BULGULAR .........cccooiiiiiiiiiiniininns 89
4.3.1. Elastik Liflerin Identifikasyonu.................cccccococoeviviioveieciieeeeeenecee, 89
4.3.2. Retikiiler (Tip III Kollajen) Liflerin Identifikasyonu.................c.c.c.c........ 92
4.3.3. Tip | Kollajen Liflerin identifikasyonu....................cccooovruereererererenenecnnne, 95
4.3.4. Mitokondri Identifikasyonu...................c.ccccoveueveviieioieeececcee e, 99
TARTISMA Ve SONUQ .....ooiiiiiiiiiiie ittt 101
6. KAYNAKLAR ..ottt 124
7. SIMGELER ve KISALTMALAR ...........cocooooiiiiiieeeeeeeeeeece e, 129
G PP PP PP PPRTPPRPPRTS 130
TESEKKUR.........cocoiiiiiieeeeeeee et en et st n s s st 134
OZGECMIS ...ttt ettt ettt 135

VII



TURKCE OZET

Histolojide mikroskobik degerlendirme amaciyla alinan doku Ornekleri,
parafine veya plastik ortamlara gomiiliir. Plastik yar1 ince kesitler, 151k mikroskobu
ile elektron mikroskobu arasinda bir koprii gorevi goriir. Bu kesitler parafinden daha
ince, ince kesitlerden daha kalindir. Bu sayede 151k mikroskopide yar1 ince kesitler,
parafine gore daha ileri detay saglar. Ancak plastik kesitlerin ¢ogu hidrofobiktir ve
bir¢ok boya ile boyanmazlar. Bu ¢aligmada; parafin ve epon kesitlerde daha ¢ok
doku komponentinin ayrimina imkan verecek boyama metotlarnin gelistirilmesi
amaclanmistir.

Calismada; cesitli doku ornekleri ikili fiksasyon sonrasi Epon ile bloklanda.
Ayn1 dokularin diger grubu, rutin takip sonrasi parafin ile bloklandi. Toluidine blue,
hematoksilen, eozin, asit fuksin, metil green ve notral red boyalari hem tekli, hem
ikili kombinasyonlar seklinde her iki kesit grubunda denendi. Ayrica elastik,
retikiiler ve kollajen lifler ile mitokondri boyamalar1 da ¢alisildi. Epon kesitlere
boyalarin penetrasyonunu kolaylastirmak amaciyla, ii¢ ayr1 etching ajani (sodyum
hidroksit, periyodik asit ve aseton) uygulandi. Sonuglar 151k mikroskobunda
degerlendirildi.

Eponun uzaklastirilmasinda aseton en basarili bulundu. Epon kesitlerde tekli
boyamalarda en iyi sonuglar toluidine blue ile saglandi. Ayrica asit fuksin ve metil
green de olumlu bulundu. Tekli boyamalar parafin kesitlerde basarili bulunmadi.
Epon kesitlerde ikili boyamalarda; toluidine blue-eozin, toluidine blue-asit fuksin,
toluidine blue-metil green ve asit fuksin-toluidine blue kombinasyonlarinda basarili
sonuglar elde edildi. Parafin kesitlerde hematoksilen-eozin ile en iyi sonuglar alindi.
Ayrica; toluidine blue-eozin ve asit fuksin-metil green kombinasyonlarmmdan da
yararlanilabilecegi diistiniildii. Parafin ve epon kesitlerde dort 6zel boyama ile
elastik, retikiiler ve kollajen lifler ile mitokondri demonstrasyonunda da basarili
sonuglar elde edildi. Olumlu bulunan boyamalarm rutinde kullanilabilecegi sonucuna
varildi.

Anahtar Sozciikler: yar1 ince epon Kesit, etching, boyama, 151k mikroskopi
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INGILIZCE OZET
Light Microscopic Comparison of the Different Staining Methods on the
Staining of Paraffin or Semithin Epon Sections of Various Animal Tissues

Tissue samples received for microscopic evaluation in histology are
embedded in paraffin or plastic media. Plastic semithin sections serve as a
connection between light and electron microscopies. These sections are thinner than
paraffin sections, and thicker than thin sections. This helps semi-thin sections in light
microscopy provide more advanced details than paraffin sections do. Most plastic
sections are hydrophobic, however, and cannot be stained with many stains. In this
study, the aim is to develop staining methods that allow more tissue components to
be differantiated in paraffin and epon sections.

Various tissue samples were subjected to double fixation and epon blocking
in the study. Another group of the same tissues was subjected to routine tissue
processing and paraffin blocking. Toluidine blue, hematoxylin, eosin, acid fuchsin,
methyl green, and neutral red stains were tested in both section groups as single
stains or dual combinations. Elastic, reticular, and collagen fiber stains and
mitochondrial stains were tested additionally. Three different etching agents (sodium
hydroxide, periodic acid, and acetone) were applied to facilitate the penetration of
stains into the epon sections. The results were evaluated under a light microscope.

Acetone was found to be the most successful in removing epon. The best
results in epon sections with single stains were attained with toluidine blue. Acid
fuchsin and methyl green were also found satisfactory. Single stains were not
successful in paraffin sections. Among the dual stainings in epon sections, toluidine
blue-eosin, toluidine blue-acid fuchsin, toluidine blue-methyl green, and acid
fuchsin-toluidine blue combinations yielded successful results. The best results in
paraffin sections were obtained with hematoxylin-eosin. Toluidine blue-eosin and
acid fuchsin-methyl green combinations were also considered useful. Four special
stainings yielded good results in demonstration of elastic, reticular, and collagen
fibers and mitochondria in paraffin and epon sections. It was concluded that the
stainings that are found successful can be used routinely.

Key Words: Semithin epon section, etching, staining, light microscopy



1. GIRIS

Histolojide almman doku oOrnekleri uygun fiksasyon ve takip islemlerinin
ardindan parafine veya plastik gdmme ortamlarina gomiilerek blok haline getirilir.
Parafin bloklardan alinan kesitler (3-5 um) 151k mikroskobu ile incelenirken, elektron
mikroskopik 6n incelemede kullanilan plastik yar1 ince kesitler (0,2-2 pum) 151k
mikroskobu ile, ince kesitler (80 nm) ise transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ile
incelenir. Isik mikroskobik diizeyde kesit inceligi sayesinde yar1 ince kesitler, parafin
kesitlere gore daha ileri identifikasyona imkan verir.

TEM caligsmalarinda; 1) epoksi regineler (rezin), 2) polyester regineler ve 3)
akrilik regineler olmak iizere baslica iic grup gémme materyali kullanilmaktadir.
Rutin elektron mikroskopide sahip olduklari avantajlar nedeniyle en yaygin olarak
epoksi recineler tercih edilmektedir. Araldit ve epon, en ¢ok kullanilan epoksi
recinelerdir (Hayat, 2000; Robinson, & Gray, 1996). Rezin kesitler, plastik yapida ve
hidrofobik olduklar1 i¢in histolojide bir¢ok metotta kullanilan boyalara kars1 affinite
gostermezler ve bu boyalar ile boyanmazlar. Bu karakterde olan epon da, 151k
mikroskobik  degerlendirme amagli boya ajanlarinin  dokulara  gecisini
smirlandirmaktadir. Bu sinirlamay1 azaltmak veya yok etmek amaciyla boyama
oncesinde kesitlerden eponun uzaklastirilmasina (etching) yonelik asit ve alkali
uygulamalar1 gibi teknikler kullanilabilir (Hayat, 2000; Horobin, 1983; Robinson et
al., 1996). Degisik epon solventleri kullanilarak etching sonrasi yapilan bir¢ok
boyama ¢alismasi bulunmaktadir (Cai, Manavis, Cash, Thompson, & Blumbergs,
2005; Erenpreisa, & Enkuzens, 1980; Grimley, 1964; Haraguchi, & Yokota, 2002;
Krueger, Phillips, Frederick, & Johnson, 1999; Roberts, & Hutcheson, 1975;
Tzitsikas, Rdzok, & Vatter, 1962; Zhai, Kristoffersen, & Christensen, 2007).

Isik mikroskopide histopatoloji laboratuvarlarinda Hematoksilen-Eozin
(H&E) metodu, parafin kesitlerde uygulanan, toluidine blue metodu ise yar1 ince
kesitlerde uygulanan rutin iki temel boyama protokoliidiir. Bu baglamda; genel doku
morfolojisinin ayrimma imkan veren H&E ve toluidine blue boyamalari, histolog ve

patologlar i¢in altin standart metotlardir. Asit karakterdeki boyalar, plastik kesitlerde



sonu¢ vermemektedir. Amfoterik karakterde olan hematoksilen de epon kesit
boyamalarinda istenen diizeyde basar1 saglamamistir. Bu nedenle bazik karakterdeki
toluidine blue, metilen blue, bazik fuksin ve azur B, hidrofobik plastik kesitlerin
boyanmasinda etching uygulanmadan kullanilan ve boyanma saglayabilen en yaygin
boyalardir (Hayat, 2000; Horobin, 1983; Robinson et al., 1996).

Onerilen bazik boyalarm tek olarak daha pratik kullanilabilmelerine yonelik
calismalar mevcuttur (Calkins, Pocius, Marracci, & Chaudhary, 2020; Feirabend,
Choufoer, & Ploeger, 1998; Gevondian, & Avtandilov, 1982; Loginov, Sokolova, &
Gromow, 1987; Lynn, 1965). Ayrica, literatiirde yar1 ince kesit boyanmasina yonelik
farkli boya ve/veya boya kombinasyonlarmin kullanildig: tekli ve c¢oklu boyama
metotlarinin denendigi bir¢ok arastirmaya da rastlanmistir (Aoki, & Gutierrez, 1967;
Aparicio, & Marsden, 1969; D'Amico, 2005; Grill et al., 1995; Huber, Parker. &
Odland, 1968; Humphrey, & Pittman, 1974; Iwadare, & Arai, 1995; Krueger et al.,
1999; Manokhina, & Bakhtydaev, 1978; Manskikh, & Sheval, 2020;.0ldmixon,
1988; Oztiirk, 2003; Sato, & Shamoto, 1973; Schroeder, Rossinsky, & Miiller, 1980;
Smith, 1981; Tolivia, Navarro, & Tolivia, 1994; Van Reempts, & Borgers, 1975).

Calismalarin bazilarinda yar1 ince plastik kesitler, parafin yerine daha fazla
detay eldesi ve stereolojik degerlendirmeler gibi amaglarla elektron mikroskobik
seviyeye ilerletilmez. Bu durumda genellikle boyanma iizerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle osmiyum tetroksit postfiksasyonunun uygulanmadigi goriilmektedir
(Armas-Portela, Gutierrez-Gonzalvez, & Stockert, 1984; Cannon, McGuinn, &
Stuth, 1992; Cerri, & Sasso- Cerri, 2003; Crivellato, Zweywr, Basa, & Mallardi,
1990; Morikawa, Sato, & Ezaki, 2018; Scala et al., 1993; Tato, Planes, Ramos,
Stockert, & Ferrer, 1991). Bu c¢alismalarin dezavantaji; dokulardaki lipidlerin
korunamamasi, arastirmalardaki sonuclarin 151k mikroskopi diizeyinde kalmasi, ince
yapiya taginamamasidir.

Bu ¢alismada; (a) epon kesitler i¢in dnerilen, (b) parafin kesitler i¢in dnerilen
hem konvansiyonel asit/bazik/amfoterik karakterdeki boyalar ve kombinasyonlarmin,
hem de baz1 6zel boyamalarin her iki tip kesit grubuna uygulanmasi planlanmigtir.
Rutin TEM takibi ile elde edilecek epon kesitlerde boyama metotlarnin etching
yapilmadan uygulanmasinin yani sira, farkli etching iglemleri sonras1 da denenerek

histolojik detaylarin artirilabilecegi diisiiniilmiigtiir. Tim bunlarin ¢iktis1 olarak;



ayrimi saglanan hiicre ve doku bilesenlerinin lokalizasyon ve kuantifikasyonunun
151tk mikroskobik diizeyde kolaylikla yapilabilmesi, gerektiginde ultrastriiktiirel
korelasyon i¢in c¢alismanin elektron mikroskobik diizeye de ilerletilmesi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Histolojik Yontemler ve Boyamalar Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1.Isik Mikroskobik Yontemlerde Boyalar, Boyanmalar ve Mekanizmalar

Istk mikroskobik boyanmamig preparatlarda doku elemanlarmin kirma
indisleri birbirine yakin oldugundan ayrintilar izlenemez. Farkli boyalar kullanarak
dokular ve hiicre bilesenleri birbirinden ayrilabilir. Doku bilesenlerinin ayirt edilmesi
icin kullanilan histolojik tekniklerde; ya doku kontrastinda degisiklik ya da renkte
degisiklik yapilir. Doku kontrastinda degisiklikler; faz-kontrast ve polarizasyon
mikroskobu ile veya, metal ¢oktiirme yontemleri ile gergeklestirilir. Histolojik
boyama yontemlerinde; genellikle renkli bir boya ile boyanarak renk olusturulur.
Boylelikle boyanmis dokunun i¢inden gegen 15181n dalga boyu degistirilir.
2.1.2. Asidik (Anyonik), Bazik (Katyonik), Notr ve Amfoterik Boyalar

Bir boya renkli bilesikler olusturmak {iizere hazirlanan sulu ¢ozeltilerde
iyonize olarak anyon ve katyonlarina ayrilir. Boyalarin renk verme 6zellikleri anyon
ve katyonlardaki boya tasiyan organik gruplara baghdir. Asidik boya negatif (-)
yiiklidiir (anyonik), bazik bir boya pozitif (+) yiiklidiir (katyonik). Asidik bir boya,
renkli boliimii iizerinde net olarak negatif yiik tasir ve [Na+ boya-] genel formiilii ile
tanimlanir. Bazik bir boya ise, renkli boliimii lizerinde net olarak pozitif yiik tasir ve
[boya+ CI-] genel formiilii ile tanimlanir. No6tr bir boya; bir asidik ve bir bazik
boyanin belli oranlarda karistirilmas: ile elde edilir, hem katyon hem de anyon
gruplar1 igerir. Boya molekiiliiniin her iki kisminda renkli bir boya vardir. Biiyiik
molekiiller icerdiginden ¢dzeltileri siklikla kolloidaldir. Notr boyalar alkolde kolayca
¢oziiniirken, suda nadiren ¢oziiniirler. Asidik ve bazik boyalar ise her ikisinde de
¢Oziiniir. Notr boyalar hiicrelerdeki hem asidik hem de bazik yapilara ilgi duyarlar.
Amfoterik boya; Ph degisikligine gore asidik veya bazik davranabilme 6zelligine

sahiptir. .Hematein ve karminik asit, amfoterik boyalardir.



pH 3(4]5|6(7(8]9]10

Kristal Viyole | + | + |+ [+ | + | + | + | + | Bazik boya (katyonik)

Orange G -l -1-1-1-1-1-1 - | Asidik boya (anyonik)

Hematein + 1+ +[+]-]-]-1 - Amfoterik boya
Bazik (Katyonik) boyalar _Renk Asidik (Anyonik) boyalar Renk
Metil green Yesil Asit fuksin Kirmizi
Metilen blue Mavi Anilin blue Mavi
Pironin G Kirmizi Eozin Kirmizi
Toluidine blue Mavi Orange G Turuncu
Alcian blue Mavi Light green Yesil

2.1.3. Bazofilik ve Asidofilik Boyanma

Boyalarm ¢ogu asidik veya bazik bilesiklerdir ve dokularin iyonize olabilen
radikalleri ile elektrostatik baglar olustururlar. Iyonize olan ve kompozisyonlarinda
asit karakterde yapilara sahip olan temel doku komponentleri, bazik boyalar ile
reaksiyona girer. Dokulardaki bazik komponentler ise, asit boyalar ile boyanir.
Anyonik doku gruplarmin bazik bir boya ile reaksiyona girme 06zelligi “bazofili”
(Gr.,baz-seven), katyonik doku gruplarinin asit bir boya ile reaksiyonu ise “asidofili”
(Gr., asit-seven) olarak tanimlanir.
2.1.3.1. Bazik (Katyonik) Doku Komponentleri

Hiicre igindeki ve ekstraselliiler matriksteki komponentlerin ¢ogu baziktir.
Ozellikle kas hiicrelerindekiler olmak iizere sitoplazmik filamentlerin ¢ogu,
intraselliiler membranéz komponentlerin ¢ogu, sitoplazmanm 6zellesmemis geri
kalan bolimleri ve ekstraselliiler liflerin ¢ogu bazik karakterdedir ve asidofilik
boyanma egilimindedirler.
2.1.3.2. Asidik (Anyonik) Doku Komponentleri

Hiicrelerin i¢indeki komponentlerin sinirli bir bolimii ve ekstraselliiler
matriks bu 6zelliktedir. Nukleuslarm heterokromatini ve nukleoluslar1 (her ikisinde
de baslica niikleik asitlerin iyonize fosfat gruplari bulunmasi nedeniyle), ribozomlar
ve graniiler endoplazmik retikulum (GER) gibi sitoplazmik komponentler (ribozomal
RNA’da da iyonize fosfat gruplar1 vardir), kikirdak matriksindeki kompleks

karbonhidratlar gibi ekstraselliiler materyaller (iyonize siilfat gruplarma sahiptirler)



ve proteinlerin karboksil gruplari, asidik karakterdeki doku komponentleridir ve

bazofilik boyanma egilimi gosterirler.

2.1.3.3. Bazik-Asidik-Amfoterik Doku Bilesenleri

BAZIK/KATYONIK (+) ASIDIK/ANYONIK (-) AMFOTERIK
Kollajen DNA, RNA, kromatin Sitoplazma
Eritrositler Glikozaminoglikanlar (GAG) Kas

Salgi graniilleri Kikirdak matriksi

Eozinofillerin graniilleri Asit glikoproteinler

Mitokondri Mast hiicre graniilleri

Kontraktil filamentler Ribozom, GER

Degisik boyama prosediirlerinin kimyasal temeli, bazofili ve asidofili
mekanizmalarindaki elektrostatik etkilesimlerden daha komplike ve farkli olabilir.
Doku komponentlerinin boyalar tarafindan selektif boyanmasinda; boya
molekiillerinin boyutu ve agregasyon derecesi ile dokunun permeabilitesi ve
kompakthig1 gibi faktorler etkilidir.

Cogu boyama prosediiriinde ilk olarak gosterilmesi istenen belli 6zel yapilar
(6rnegin; nukleuslar) isaretlenir, hiicrenin diger boliimleri genellikle gériinmez. Bu
durumda goériinmeyen boliimlerle ilgili ilave bilgi elde etmek igin “‘counterstain”
olarak tanmimlanan ilave boyama uygulanwr. Counterstain;  nukleuslarin veya
hiicredeki diger yapilarin daha iyi belirlenmesine imkan veren 6zel bir boyama
metoduna ilave olarak, esas amacin disinda kalan diger yapilarm da boyanmasini
saglayacak bir bagska boyanin kesitlere uygulanmasidir. Boylece esas goriilmesi
hedeflenen yap1 ile kontrast olusturacak ikinci bir boya ile diger yapilarin boyanmas1
anlamina gelen “kontur boyama (zit boyama)” saglanir.

Bircok asidik boyama tekniklerinde oOnce nukleuslar1 boyamak icin
hematoksilen kullanilir, sonra sitoplazma ve ekstraselliiler lifleri selektif olarak
boyamak igin asit boyalar uygulanir. Hematoksilenden farkli olarak, gergek bazik
boyalarla, genellikle bazik boyadan sonra asit bir boya ile boyamaya devam edilmez.
Ciinkii ¢ogunlukla bazik boya, yikama sirasinda dokudan ayrilma/¢ikma egilimi

gosterir.



SITOPLAZMIK BOYALAR

Kirmizi Sar Yesil
Eozin Y Pikrik asit Light green SF
Eozin B Tartrazine Fast green FCF
Erythrosin B Metanil yellow | Lissamine green
Phloxine B Aurantia
Biebrich scarlet | Orange G
Rose bengal

NUKLEAR BOYALAR

Kirmzi Mavi
R Metilen blue
Notral red .
. Toluidine blue
Safranin O .
. Celestine blue
Karmin .
Hematoksilen

Fikse dokunun permeabilitesi ve por biylkligli, boyalarm dokuya
penetrasyonunda ve yerleserek boyanma saglamasinda 6nemlidir. Bu konuda farkl
molekiil biiyiikliigiinde olan anyonik boyalarin boyama reaksiyonundan yola
cikilarak bazi sonuglara varilabilir. Fikse bir kesit, tek tek sulu olarak hazirlanmis
anyonik boya soliisyonlarina ya da bu soliisyonlarin kombinasyonuna batirilirsa;
eritrositlerin kiiclik molekiillii ve kollajenin yalnizca biiylik molekiillii boyalarla
boyandig1 goriiliir. Bu da, eritrositlerin boyalara karsi daha impermeabl (daha kiigiik
porlu), kollajenin ise daha permeabl (daha biiyiik porlu) oldugunu gosterir.

Boyanmn nisbi molekiiler biiyiikliigii de 6nemlidir. Ornegin; asit fuksin boyas1
ile pikrik asit (asit fuksine gore kiiclik molekiillii bir boya) kullanilirsa kollajen asit
fuksin ile kirmiz1 boyanir. Asit fuksin, metil blue (asit fuksine gore biiyiikk molekiillii
bir boya) ile kombine edilirse, diger dokular asit fuksin ile kirmizi boyanirken,
kollajen metil blue ile mavi boyanir. Diger deyisle; ilk olarak dokuya kiigiik
molekiillii boya penetre olur ve boyanma olusturur. Daha biiyiik molekiillii boya ayni1
dokuya penetre olunca, ilk boyanmn yerini alir. Boyalarm molekiil biiytikligi
genellikle bilinemeyebilir, ancak boyanmn molekiil agirligi, molekiil biiyiikliigiine
iliskin bir fikir verebilir. Coklu boyamalarda ayrica daha az gézenekli olan dokularin,

daha kiiclik molekiillii boyalar tarafindan boyandigi da bilinmektedir.



2.1.4. Metakromazi ve Metakromatik Boyanma

Doku komponentleri ile reaksiyona giren bazi bazik boyalarin beklenen mavi
boyama rengine ek olarak, bazi komponentlerde kirmizi ya da morumsu renkte
boyanma da ortaya ¢ikar. Bu absorbans degisikligi “metakromazi” olarak tanimlanir.
Metakromatik boyanmada dokudaki polianyonlar rol oynar. Bu tip dokular konsantre
bir bazik boya soliisyonu ile (6rnegin; toluidine blue) ile boyandiginda, boya
molekiilleri dimerik ve polimerik agregatlar olusturmak iizere birbirine yakinlagir.
Bu agregatlarin absorbsiyon 06zellikleri, agrege olmayan boya molekiillerinin
absorbsiyon Ozelliklerinden farklidir. Yiiksek konsantrasyonlarda iyonize siilfat ve
fosfat gruplarina sahip olan hiicre ve doku yapilar1 (6rnegin; kikirdak ara maddesi,
mast hiicrelerinin heparin-igeren graniilleri) metakromazi gosterir. Bu ylizden
toluidine blue boyamasindan sonra bu komponentler mor-kirmiz1 renkte boyanirken,
diger komponentler mavi renkte boyanir. Toluidine blue, thionin ve metil viyole
metakromatik boyalar olarak kullanilmaktadir (Clark, Dougherty, & Kasten, 1981,
Drury, & Wallington, 1967; Green, 1991; Ross, & Pawlina, 2011).
2.2. Isik ve Elektron Mikroskopisinde Kullanilan Boyalar Hakkinda Genel Bilgi
2.2.1. Hematoksilen

Hematoksilen, dogal bir 16ko bilesigidir (MW: 302,29). Boyar 6zelligini
ancak oksidasyonu sonrasi hematein’e doniismesi ile kazanir. Hematoksilen tam
bazik bir boya tanimini karsilamaz, amfoterik karakterdedir. Ancak sahip oldugu
Ozellikler bazik bir boyaya benzerlik gosterir ve asidofilik doku komponentlerini
boyar. Bir mordant ile kullanilir ve bu amagla genellikle demir tuzlar1 tercih edilir.
Mordant, doku komponentleri ile boya arasindaki baglanmanin kalici olmasini
saglar. Bazik bir boyaya benzer boyanmayi, mordant saglar. Degisik amaclar ile
kullanilan ¢esitli hematoksilen tipleri ve boyama metotlar1 bulunmaktadir. En yaygin
kullanim amaci, nuklear boyamadir. Bu amagla kullanildiginda hematoksilenden
sonra genellikle asit boyalarin sulu soliisyonlar1 ile boyamaya devam edilir. Harris
hematoksileni (Harris, 1900); civa oksit ile kimyasal olarak olgunlastirilmis sapli bir
hematoksilendir. Genel amaglar i¢cin yaygm olarak kullanilir ve ozellikle iyi bir

nuklear boyanma sagladigi i¢in, histolojide en yaygin kullanilan hematoksilendir.



2.2.2. Eozin

Floresan 6zelligi de gosteren anyonik (asit) bir boyadir (MW: 691,88). Eozin,
dokunun genel histolojik yapisini gostermek igin bir sapli hematoksilen ile kombine
edilebilen en uygun sitoplazmik boyadir. Degisik tipleri arasinda Eozin Y, en yaygin
kullanilanidir ve alkolde de eriyebilir. Sitoplazmik bir boya olarak genellikle su ile
hazirlanmis %1°lik soliisyonlar1 kullanilir. Farkli amaglar i¢in azur II ve metil blue
gibi boyalar ile kombine edilerek kullanimi da s6z konusudur.

Hematoksilen ve eozin (H&E), en yaygm kullanilan genel amacli ikili
boyama yontemidir. Cok yaygin kullanilmasmnin nedeni, ¢ok sayida farkli doku
yapilarin1 belirgin olarak gosterebilmesi, farkli sekilde hazirlanmis ve farkh
yerlerden almmis dokulara uygulanabilmesidir. Hematoksilen hiicre nukleusunun
DNA’sm1 ve diger asidik yapilart (sitoplazmanin RNA’dan zengin boliimleri ve
kikirdak matriksi gibi) mavi-lacivert boyar. Ozellikle iyi nuklear detay saglar.
Kontrast olusturacak sekilde eozin ise, hiicre sitoplazmasimi ve bag dokusu liflerini,
pembeden oranj/kirmiziya degisen tonlarda boyar. Bununla beraber hematoksilen,
eozin ile kombine kullanilmasinin disinda farkli amaglar igin tek olarak veya baska
boyalarla kombine edilerek de kullanilir.

2.2.3. Asit fuksin

Asit fuksin, bazik fuksin (pararosanilin)’in kontrolli sulfonasyonu ile elde
edilen anyonik (asit) bir boyadir (MW: 579,65). Biyolojik uygulamalarda yaygin
olarak sitoplazma, doku ve kollajen boyamalar1 amaciyla tercih edilir. Bag doku
protokolleri olan Van Gieson, Mallory ve modifikasyonu olan Masson trikrom
boyamalarida kullanilir.

2.2.4. Light green

Light green, anyonik (asit) bir boyadir (MW: 792,86). Twort, Twort boyas1
olarak bilinen notral boyayr olusturmak i¢in light green ile nétral red’i kombine
etmistir. Bu boya ilk olarak hayvan parazitlerini, mikroorganizmalar1 ve dokular1
boyamak i¢in kullanilmistir. Sonralar1 ¢esitli yontemlerle bakteri, yosun ve mayalar1
boyamak i¢in de kullanilmaya baslanmistir. Light green, hematoksilen veya safranin
gibi zit bir nuklear boya ile sitoplazmik boyama i¢in 6nemli bir kontrast boyadir.
Lillie, light green’in, Mallory yonteminin modifikasyonu olan Masson trikrom

metodunda anilin blue yerine kullanildiginda, kollajen lifleri ¢ok tatmin edici sekilde



boyadigin1 bildirmistir. Papanicolau boyamasinda Bismarck brown, eozin ve
fosfotungstik asit ile birlikte kullanilir. Light Green, bazi protokollerde fast green
yerine de kullanilmaktadir.
2.2.5. Metil green

Dikatyonik (bazik) karakterde nuklear bir boyadir, ancak nukleoluslari
boyamaz (MW: 472,51). Benzer karakterdeki Bismarck brown ile kombine edilerek
embriyonik dokular, trake ve bagirsaklardaki musinin boyanmasinda yararlanilmistir.
Pironin Y ile milkemmel sinerji saglar. Metil green ile boyanmayan nukleoluslar ve
bircok doku komponenti, pironin Y ile boyanarak kontrast saglar.
2.2.6. Notral red

Su ve etanol i¢inde az ¢oziiniir olan bu katyonik azin boya, vital boyamalar da
dahil biyolojik boyama uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan zayif nuklear bir
boyadir (MW: 288,78). Notral red taze kan yaymalarininin supravital boyamasinda,
"olgunlastirilmis" soliisyonlar1 ise Nissl boyasi olarak kullanilmistir, ancak krezil
viyole kadar kalic1 olmamustir. Twort ise light green ile birlestirerek nétr bir boya
kompleksi olan, Twort boyasini gelistirmistir.
2.2.7. Toluidine blue

Toluidine blue ilk olarak 1856’da William Henry Perkin adli ingiliz bir
kimyager tarafindan bulunmustur (Vidal, & Mello, 2019). Biyolojik boyama
uygulamalarinda siklikla thionin ve metilen blue yerine kullanilan metakromatik,
katyonik bir tiazin boyadir (MW: 305,83). Azur B’ye benzer bir nuklear boyadir.
Toluidine blue, in vitro biyolojik uygulamalarda yaygm olarak kullanilmaktadir.
Kromatin  DNA-protein  komplekslerinin, nukleolus lokalizasyonunun ve
ekstraselliiller matriks proteoglikan komplekslerinin identifikasyonu amaciyla en
yaygin kullanilan boyadir. Nissl graniillerinin  boyanmasinda, memeli i¢
organlarindaki ganglion hiicrelerini ortokromatik ¢evre dokunun metakromatik
olarak boyanmasinda kullanilmistir. Toluidine blue, malahit yesili ve bazik
fuksin’den olusan tribazik boya karisimimin; elektron mikroskopi i¢in osmiyum
tetroksit ile fikse edilen ve plastige gomiilii doku Kesitlerinde, 1sik mikroskobu ile
mitkemmel detaylar sagladig1 bildirilmistir. Metakromazisi degiskendir. Boyanma
sonucunda metakromatik maddeler kirmizi-pembe veya mor, g¢ekirdek ve diger

bilesenler mavi renkte goriiniir. Sitoplazmik graniillerdeki heparin sayesinde mast
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hiicrelerini tanimlamak i¢in, kikirdak gibi dokularda proteoglikanlar1 boyamak i¢in
kullanilir (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967; Green, 1991).

2.2.8. Baz1 Ozel Doku Komponentleri icin Histokimyasal Boyamalar

2.2.8.1. Kollajen Lifler (Tip I Kollajen)

“Trikrom boyamalar1”; {i¢ boyanin kullanildigi, kas ile kollajen lifleri
birbirinden ayirt etmek icin gelistirilmis tekniklerdir. U¢ boyadan birisi nuklear
boyadir, ikincisi sitoplazmik boyadir ve ligiinciisii de kollajen lif boyasidir. Van
Gieson ve Masson trikrom metotlari, giiniimiizde de yararlanilan kollajen
boyamalaridir. Kollajen lifler van Gieson metodunda asit fuksin tarafindan kirmizi
renkte, Masson metodunda ise kullanilan boyaya gore yesil/mavi renkte boyanarak
diger komponentlerden ayirt edilir.
2.2.8.2. Elastik Lifler

Elastik liflerin boyanmasinda kullanilan ¢ok sayida teknik vardir, fakat en cok
kullanilanlari; Verhoeff, orcein, Weigert'in rezorsin fuksin'i ve aldehit fuksin’dir.
Verhoeff'in hematoksileni (1908); demirli bir hematoksilendir. Elastik lifleri siyaha
boyar.
2.2.8.3. Retikiiler Lifler ( Tip III Kollajen)

Retikiiler liflerin gdsterilmesi teknikleri; renklendirme i¢in kullanilan
boyamalar ve metal impregnasyon metotlar1 olarak gruplandirilabilir. Boyama
teknikleri, retikiiler lifleri gostermek icin tam olarak giivenilir degildir. Boyanmanin
yogunlugu ince lifleri gostermek i¢in yeterli olmaz, bu nedenle kollajen ve retikiiler
liflerin ayrimini iyi bir sekilde saglamaz. Metal impregnasyon teknikleri kaprisli ise
de, kontrast saglayarak en ince liflerin bile goriilmesini miimkiin kilar.
Gordon&Sweet ile Gomori’nin retikiiler lif metotlari, bu amagla en yaygin kullanilan
metotlardir. Retikiiler lifler siyah renkte boyanr.
2.2.8.4. Mitokondri

Mitokondrionlar 151k mikroskobunda parafin kesitlerde ancak 6zel teknikler
uygulandiginda identifiye edilebilir. Champy-Kull metodu iyi sonuglar vermekle
birlikte teknik olarak zordur. Altmann teknigi bu alanda iyi sonu¢ veren daha kolay
bir tekniktir. Mitokondrionlar ve nukleuslar, sar1 zemin dokusunda kirmizi renkte

boyanarak kolaylikla ayirt edilir (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967).
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2.3. Transmisyon Elektron Mikroskopide Fiksatifler ve Gomme Ortamlar
2.3.1. Fiksatifler

Elektron mikroskobik ¢alismalarda gluteraldehit fiksasyonundan sonra
genellikle osmiyum tetroksit ile postfiksasyon yapilarak ikili fiksasyon uygulanir.
2.3.1.1. Gluteraldehit

Diisiik viskozite ile karakterize gluteraldehit, suda ve/veya organik
coziiclilerde kolaylikla ¢oziiniir. Doku oOrnekleri bu fiksatif i¢cinde belirgin bir
bozunmaya ugramadan uzun siire birakilabili. On islemin bu esnekligi
gluteraldehitin sagladig1 en énemli avantajlardan biridir. Ince yapmin korunmasinda
bilinen tiim fiksatiflerden iistiin olan gluteraldehit; proteinleri, karbonhidratlari
ozellikle glikojeni ¢apraz baglar olusturarak korur. Buna karsilik fosfolipidler disinda
lipidleri koruyamaz. Gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu; aldehit
fiksasyonundan sonra 6nemli 6l¢iide hareket edebilen membran lipidlerinin, 6zellikle
negatif yiikli sivi1 lipidlerin hareketini Onleyerek lipidlerin korunmasmi ve
boyanmasini saglar.
2.3.1.2. Osmiyum tetroksit

Osmiyum tetroksit 151tk mikroskobide doymamis lipidlerin ve dejenere
myelinin gosterilmesi gibi 6zel amaglar diginda, elektron mikroskobiye nazaran daha
az kullanilir. Bunun sebebi, fikse ettigi dokuyu siyahlastirma etkisidir. Ayrica 151k
mikroskobide kullanimi ekonomik degildir.

Osmiyum tetroksit elektron mikroskobisinde sadece fiksatif olarak degil, ayni
zamanda bir elektron boyasi olarak da hareket eder ve bu, bilinen diger fiksatiflerin
¢oguna gore en biiyikk avantajidir. Diisiik konsantrasyonlardaki osmiyum,
numunedeki osmiyofilik yapilarda yiiksek kontrast saglar. Ayni zamanda bir mordant
gorevi goriir. Genellikle su veya tampon iginde %1-%2 konsantrasyonlarda
kullanilir. Osmiyum tetroksit proteinlerin yapisal 6zelliklerinin ¢gogunu bozmadan
stabilize eden bir fiksatiftir. Bu reaktifle stabilize edilen doku proteinleri dehidrasyon
sirasinda alkoller tarafindan ¢oktiirlilmez. Osmiyum tetroksit, lipidlerin ¢ogunu
muhafaza ettigi ve hiicre bilesenlerine elektron yogunlugu kazandirdig: i¢in elektron
mikroskopide postfiksatif olarak tercih edilir.

Osmiyum tetroksit’in elektron mikroskopi alanindaki birincil rolii, giivenilir

bir fiksatif olmasidir. Lipidlere ek olarak membranli yapilari, ribozomlari, Golgi
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kompleksini de boyama Ozelligine sahiptir. Boyanma, osmiyumun dokuda
birikmesinden kaynaklanmaktadir. Fakat bu islem ayni zamanda dokularda siyah
pigment ¢okeltisi de olusturur. Bu dezavantajdan dokular1 korumak maksadiyla bazi
calismalarda osmikasyon asamasi atlanmaktadir. Osmiyum tetroksitin diger
dezavantaji, cogu dokuya yavas penetre olmasi, ¢ogu proteini ¢apraz baglayamamasi
ve karbonhidratlar1 koruyamamasidir. Doku bloklarmin boyutu 0,5 ile 1 mm arasinda
degisse bile nukleuslar tam olarak fikse olmayabilir. Sonug olarak osmiyum tetroksit
elektron mikroskopide birincil fiksatif olarak kullanilmaz. Diger taraftan hiicre yapisi
zaten glutaraldehit ile kismen stabilize edildigi i¢in postfiksasyon sirasinda osmiyum
tetroksitin yavas penetrasyon hizi zararli degildir. Gluteraldehit ile fiksasyon ve
ardindan osmiyum tetroksit ile elde edilen doku koruma kalitesi, glinlimiizde halen
baska bir fiksasyon kombinasyonu ile agilamamustir.
2.5. Recine ile Infiltrasyon

Fiksasyonu izleyen ideal bir dehidrasyondan sonra dokular infiltrasyona tabi
tutulur. Uygun bir gdmme ortamina doku orneklerinin tam ve homojen bir sekilde
niifuz etmesi, basarili bir kesit i¢in 6n kosuldur. Infiltrasyon esas olarak, dehidrasyon
ajaninin bir gdémme ortam ile kademeli ve siirekli olarak degistirilmesini igerir ve
dokunun saf gdmme ortamina gomiilmesiyle son bulur. Infiltrasyonun siiresi
kullanilan doku ve gomme ortaminin 6zelliklerine baghdir.
2.6. Polimerizasyon

Recgineler 1s1yla ve bazen de ultraviyole (UV) 1sinimi ile polimerize edilir. En
yaygm olarak kullanilan gémme ortami olan epon ve tiirevleri, 1s1 ile polimerize
olurlar. Is1 ile polimerizasyon yiiksek sicakliklarda, ¢ogunlukla da 35-60°C’de
gerceklesir. Cogu epoksi recinesi ise, dnce 45°C’de 18-24 saat ve daha sonra 60°C’de
24 saat etiivde bekletmek suretiyle polimerize edilir (Hayat, 2000).
2.7. Gomme Ortamlan

Rutin 151k mikroskobik histopatolojide parafin, dokularin ¢ogu i¢in hala en
uygun gémme ortamidir. Doku ve godmme ortami sertlik agisindan 6nemli dlgiide
farklilik gosterdiginden bazi durumlarda parafin yeterli destegi veremeyebilir
(Ornegin; dekalsifiye edilmemis kemik dokusunda oldugu gibi). Bu gibi durumlarda

numuneye daha gii¢lii bir sekilde yapisan, daha sert ve daha destekleyici bir gomme
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ortam gereklidir. Regine gdmme ortamlar1 151k mikroskopide kullanilmakla birlikte,
daha ¢ok elektron mikroskopisinde kullanilan gomme ortamlaridir.

TEM’nun c¢aligma prensibi, elektronlarin kesitten gegirilerek numune
gorlintiisiiniin elde edilmesine dayanir. Elektron 11 maksimum 100 nm incelige
niifuz edebildiginden dolayi, yiliksek kaliteli bir goriintii elde edebilmek igin
dokularin 60-80 nm inceliginde kesilmesi gerekir. Bu incelikte kesit alinabilmesi i¢in
de dokularin son derece sert bir gdbmme ortamma gomiilmesi gerekir. Parafin,
elektron bombardimanma kars1 dayanikli olmadig: i¢cin kullanimi uygun degildir.
Parafinin aksine bir¢cok recine gdmme ortami, Gzellikle epoksi regineler elektron
1stnimi1 karsisinda son derece kararli bir yap1 sergilerler. Bu 6zellik, hacim kaybi1 ve
boyut degisikliklerini en aza indirir. Bu durum elektron mikroskobisi i¢in oldukga
onemlidir ¢linkii bu sekilde hiicrenin tic boyutlu yapis1 ve molekiiler bilesenlerinin
biitiinliigii korunmus olur. Dolayisiyla kesit hasar1 en aza indirgenerek, yiiksek
verimli sonug¢ eldesi saglanir. Rutin TEM preparasyonunda TEM’daki vakum ve
elektronlarm yaydigi isiya dayanabilen hidrofobik plastik recineler (rezin) tercih
edilmektedir. Gomme ortamu olarak kullanilacak regineler, ¢alismanin amacina
uygun olarak segilmelidir. Elektron mikroskopisi igin kullanilan gomme ortamlar1
kimyasal bilesimlerine gore epoksi, polyester ve akrilik olarak siniflandirilir.

2.7.1. Epoksi Reg¢ineler

Epoksi regineler numune ile c¢apraz baglant1 sagladiklari, miikemmel
ultrastriiktiirel koruma sagladiklar1 ve elektron 1sinimi karsisinda stabil kalabildikleri
i¢in rutin elektron mikroskobisinde en ¢ok tercih edilen gomme ortamlaridir (Woods,
& Stirling, 2013). Epoksi regineler birgok agidan diger gémme ortamlarindan
istiindiir. Bu regineler, molekiil agirliklarina bagh olarak viskoz sivilardan, eriyebilir
katilara kadar degisir. En istenmeyen Ozellikleri arasinda 1513a maruz kalindiginda
bozunma ve nispeten yiiksek viskoziteleridir. Epoksi recineler molekiiller arasi
capraz baglar saglar, bdylece bazi proteinler ve niikleik asitler i¢in sabitleyici gorevi
goriirler. Elektron bombardimani altinda epoksi kesitlerinin dikkat ¢ekici stabilitesi,
elde edilen goriintliniin mitkemmel netliginin temel nedenidir.
2.7.1.1. Epon

Epon 812, ticari olarak en yaygin olarak kullanilan epoksi regine cesididir.

TEM’deki yogun 1s1 ve 1smima, gilicli vakuma dayaniklidir. Doku orneklerine
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araldit’den daha hizli niifuz eder ve araldite gore daha yogun bir kontrast olusturur.
Cilinkii bu ortam fosfolipid kaybina daha az sebep olur.
2.7.1.2. Araldit

Araldit; ilk olarak Glauert (1958) tarafindan elektron mikroskobisi igin
gdmme ortami olarak tanitilmistir. Polimerizasyondan sonra c¢ok az biiziilme
gosteren gliserol bazli aromatik bir epoksi recinedir. Cok viskozdur ve oldukca
diisiik bir yumusama sicakligina sahiptir. Eponla kiyaslandiginda daha az kontrast
VErir.
2.7.1.3. Spurr

Spurr rezin, ilk olarak Spurr (1969) tarafindan elektron mikroskobisi i¢in
gomme ortami olarak tanitilmis epoksi re¢inedir. TEM’de kullanilan gémme
ortamlar1 iginde en diisiik viskoziteye sahiptir. Ozellikle sert, odunlasmis hiicre
duvarlarmma sahip bitki dokularmin ve kemik dokularinin penetrasyonu igin
uygundur. Elektron iginimina karsi ¢cok direnglidir.
2.7.2. Polyester Recineler

Polyester regineler monomer formunda, diger maddelerle ¢ok cesitli
karisabilirlik sergiler. Epoksi reginelere benzerler, hidrofobiktirler. Polimerizasyon
sirasinda bilizilmenin ¢ok az olmasi, kabarcik olusumunun olmamasi numunenin
zarar gormesini biiylik oranda engeller. Bu regineler, ii¢ boyutlu ¢apraz bagl yapilar
nedeniyle elektron bombardimani altinda ¢ok az bozunmaya ugrarlar. Vestopal W ve
Rigolac, en yaygin kullanilan iki polyester re¢ine olmakla birlikte, giiniimiizde ¢ok
tercih edilmemektedirler.
2.7.2.1. Vestopal W

Vestopal W, diger polyester reginelerden ve metakrilat reginelerden daha
Ustiindiir. Hizli penetrasyon ve polimerizasyon ile karakterizedir. Vestopal,
metakrilatlardan {ic 6nemli yonden farklhidir: (1) belirgin bir biiziilme olmaksizin
sertlesir, (2) dilizensiz polimerizasyon gostermez ve (3) elektron bombardimani
altinda stabildir. Yiiksek kontrast sagladigi i¢in, yiiksek ¢oziiniirliiklii ¢aligmalar i¢in
kullanishdir (Hayat, 2000).
2.7.3. Akrilik Recineler

Akrilik regineler daha ¢ok 1s1k mikroskobisinde tercih edilen ancak birgok

cesidi elektron mikroskopisinde de kullanilan gdmme ortamlaridir. Ozellikle
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sitokimyasal c¢alismalarda diisiikk sicaklikta polimerize olabilmelerinden dolay1
protein bozunmasini ve hiicresel yapilara verilen zarari en aza indiren reginelerdir.
Akrilik recinelerin epoksi recinelere gore en biiylik avantaji, hidrofilik olduklar1 i¢in
kesitlere etching islemi yapilmasma gerek kalmadan boyanma imkani sunmalaridir.
Epoksi reginelerde kullanilan alkali toluidine blue boyamasi, bu reginelere de
uygulanabilir. Parafin kesitlere uygulanan yontemlerde degisiklik yapilmadan H&E,
PAS, Alcian blue, elastin boyalar1 da yapilabilir. Akrilik recineler; metakrilatlar,
lowicryl ve LR regineler olmak tizere 3 gruptur (Hayat, 2000; Woods et al., 2013).
2.7.3.1. Metakrilatlar

Metakrilatlar, cok fazla biiziilme ve gaz kabarciklarinin eslik ettigi diizensiz
polimerizasyon ile karakterizedirler. Ayrica elektron bombardimani altinda
stabiliteden yoksundur. Bazi prosediirler metakrilatlarla gomiilii dokudaki hasar1
azaltmaya yardimci olsa da, ince yapimnin bozulmasini ortadan kaldirmak miimkiin
degildir. Geleneksel gdmme isleminde, metakrilatlar tatmin edici sonuglar vermez ve
bu nedenle genellikle epoksi regineler tercih edilir.
Metil metakrilat, istenen sertlikte blok eldesine imkan wverir. Mineralize ve
demineralize dokularin 151k mikroskopisinde gdmme ortami olarak yaygin bir sekilde
kullanilir.
Glikol metakrilat (GMA), elektron mikroskopi i¢in ve giiniimiizde 151k mikroskopi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. 0,5-4 pm araliginda tatmin edici morfolojik
ayrintilar ve tekrarlanabilir kesitler rahatlikla elde edilebilir. Glikol metakrilatin metil
veya butil metakrilat ile kombinasyonu, dekalsifiye kemigin 1s1k mikroskopisinde
ideal gdomme ortami olarak dnerilmektedir. Isik mikroskopide enzimatik aktiviteyi ve
kararsiz doku antijenlerini lokalize etmek icin 6zellikle yararlidir. Bu regine ayni
zamanda yumusak dokularda elektron mikroskobik immiinositokimya i¢cin de gdmme
ortami olarak kullanilmaktadir. GMA su igerdiginden suda ¢dziinen boyalarin
dokuya kolay niifuz etmesini saglar.
2.7.3.2. Lowicryller

Lowicryller, akrilat-metakrilat karisimlaridir. Bu regineler temel olarak,
dokunun molekiiler yapisinin daha iyi korunmasi i¢in diisiik sicakliklarda
kullanilabilen, diisiik viskoziteli gomme ortamu olarak tercih edilmektedir.

Immiinositokimyada epoksi reginelere alternatiftirler. Lowicryl igine gdmme
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antijenik verimi arttirmaz, immiinlokalizasyonu giivenilir olarak saglar. Lowicryller
polimerizasyon sirasinda numunenin kiiciilmesi, diizensiz polimerizasyon, blokta
kabarcik olusumu, 1s1 olusumu ve tekrarlanamayan sonuclar gibi bazi dezavantajlara
sahiptirler.

2.7.3.3. LR Recineler

LR Gold, biiyilk doku orneklerinin immiinositokimyasinda gémme ortami
olarak kullanilan bir akrilik re¢inedir.

LR White, immiinositokimya igin etching gerektirmemesi avantajina sahiptir.
Etching, doku antijenlerini olumsuz etkiler. Sitokimyasal reaktiflerin sulu ¢ozeltileri
(6rnegin; immiinoglobulinler, kolloidal altin ve lektinler) LR White’a kolayca niifuz
eder. Diger bir avantaji, nonspesifik boyanmanin minimal olmasidir. LR White,
gdmme sonrast immiinogold metotlarda epoksi re¢inelerden iistiindiir. Hem 151k hem
elektron mikroskopide sitokimya ve immiinositokimyada kullanilabilir.

2.8. Kesit Alma

Yari ince kesitlerin kullanimi histolojik ve klinik tani ¢alismalarinda énemli
bir yere sahiptir. Yar1 ince kesitler, 151k mikroskobuyla elde edilen goriintiilerle
elektron mikroskobu ile elde edilen goriintiiler arasinda bir kdprii gorevi goriir. Yari
ince kesitler (1 um) parafin kesitlerden (5 pm) daha ince; ince kesitlerden (60-80
nm) ise daha kalindir. Re¢ineye gomiilen dokulardaki hiicresel bilesenlerin parafin
kesitlere nazaran daha iyi korunmasi ve dokularda daha az biiziilme olmasi, yar1 ince
kesitlerin en biliyiik avantajidir. Parafin kesitlere kiyasla dezavantaji ise numune
boyutunun kiigtikligii ve ¢alisma zorlugudur. 60 mm’lik parafin kesitler kolaylikla
kesilebilirken bir ultramikrotomda kesilen yar1 ince kesitler yaklasik 1 mm
boyutlarindadir ve kesit eldesi olduk¢a zordur. Yari ince kesitlerdeki hiicresel
bilesenler arasindaki uzamsal iligkiler, olduk¢a iyi korunur. Yari ince kesitler
boyandiktan sonra standart bir 151k mikroskobu altinda incelenir. Ince kesitten 6nce
alinan yar1 ince kesitlerle, ilgi alan1 kesin olarak belirlenerek ¢aligmanin dogrulugu
artirilir ve zamandan 6nemli 6l¢iide tasarruf edilir. Hiicresel detaylar yar1 ince kesitte
acikca goriilebildiginden, blok tam olarak istenilen alani gormek amaciyla
trimlenerek, elektron mikroskobu ile incelenmek iizere ince kesit diizeyine ilerletilir.

Bu iki evreli islem, korelatif calismalara izin vermesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
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Yari ince kesit kalinlig1, oncelikle uygulanacak boyama da dahil olmak iizere
caligmanin amacina ve gdmme ortaminin tiirline gore belirlenir. Genel olarak 0,2
um’den daha ince kesitlerin alinmasi oldukga zordur. Bu incelikte bir kesitte boya ile
reaksiyona girecek kisim da az oldugundan boyanma yeterli olmaz ve zayif boyanir.
0,5- 2,0 um’lik kesit kalmligi araligi ¢ogu amag i¢in uygundur. Ultramikrotomlar ile
ve daha ¢ok elmas bigak tercih edilmesine ragmen cam bigaklar kullanilarak da
kaliteli kesit eldesi saglanabilmektedir (Hayat, 2000).

2.9. Etching ve Deosmikasyon

Elektron mikroskopisinde kullanilan gomme ortamlarinin en biiylk
dezavantaji; hidrofobik yapilarindan dolay: hidrofilik boyama ajanlarinin dokuya
penetre olmasini simirlayarak, boyama kalitesini diisiirmeleri ve boyanin dokulara
ulagsmasin1  engellemeleridir. Isik  mikroskopide bu sorun yoktur ¢linkii
deparafinizasyon isleminden sonra doku ile boya arasinda boyanmay1 engelleyecek
bir engel kalmaz. Parafin kesitlere monokromatik veya polikromatik boyamalar
herhangi bir 6n isleme gerek kalmadan kolaylikla uygulanabilir ve stabil sonuglar
elde edilir. Elektron mikroskopisinde kullanilan gomme ortami olan reginede ise,
capraz baglanmanin artisi boyanma o6zelligini digiiriir. Capraz bag olusturmayan
metil metakrilat ile re¢inelerde daha iyi bir boyanma gergeklesirken, glikol metakrilat
ve Ozellikle epoksi recinelerde capraz baglanmanin ¢ok sayida olmasi nedeniyle
boyanma kalitesi diismekte ve re¢inenin dokudan uzaklastirilmasi zorlagmaktadir.
Recine kesitlerde parafin kesitlerdeki gibi homojen bir boyanma goriintiisii elde
etmek oldukca zordur. Ciinkii re¢ine ile tamamen infiltre olan doku bdéliimleri, boya
ajanlarinin dokuya ulasmasima izin vermez. Bununla birlikte mitokondri, mitotik
kromozomlar, eritrositler, nukleolus ve salgi graniilleri gibi fiziksel olarak yogun
olan doku komponentleri, regineyi daha az infiltre ettigi i¢in daha iyi boyanirlar.
Ayrica PAS (Periyodik asit-Schiff) (+)yapilar da daha az infiltrasyonun oldugu
yapilardir ve nispeten daha iyi boyanirlar. Bunun sebebi sudur: PAS (+) yapilar
karbonhidrat acisindan zengindir ve suyu ¢ekerek hidrofilik karakter kazanirlar. Bu
durumda hidrofobik karakterdeki gomme ortamlar1 dokuya infiltre olamaz. Yogun
yapilara boyanin difiizyonu yavas oldugundan daha uzun siirede boyanmakla birlikte,
boyanma daha kalici olur. Bu nedenle polikromatik boyamalarda ilk boyanin

baskmligi, daha sonra uygulanan boyanmn dokuya ulagsmasini kismen engelleyebilir.
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Regine kesitlerde goriilen bu kismi infiltrasyon, parafin kesitlerde elde edilen
homojen goriintiiniin eldesini zorlagtiran en 6nemli faktordiir.

Plastik gomme ortamlarinin yarattigi bu problemlerin ¢éziimii igin; (a)
gobmme Oncesi dokuyu boyamak ya da (b) boyama isleminden dnce dokulardaki
boyamay1 zorlagtran gémme ortammi uzaklastirmak (etching/deeponizasyon)
onerilmektedir. Yart ince plastik kesitler, dogrudan boyanabilecekleri gibi, gémme
ortami1 uygun bir ¢oziicii ile uzaklastirildiktan sonra boyanabilir. Kesitlerden gomme
ortammin uygun ¢Oziicii ile uzaklastirilmasi islemine “etching” denir. Reginenin
uzaklastirildigi kesitlerin daha parlak boyandigi ve hiicresel ayrintilarin daha iyi
ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir.

Polimerize  epoksi regineler standart organik ¢Oziicliler iginde
coziilemediginden, epoksi regineleri ¢dzebilen 6zel coziiciilere ihtiyag vardir. Bu
amagcla genellikle sodyum metoksit, benzen ve metil alkol karigimi kullanilir. Bu tiir
¢oOziiciilerin saptanabilir sitolojik bozulmaya neden olmaksizin regineyi etkili bir
sekilde ¢ikardigi kanitlanmistir. Ayrica asit veya alkali hidrolizi, halojen veye
perasidler ile oksidasyon gibi c¢esitli yontemler Onerilmektedir. Genellikle
alkalik/bazik soliisyonlar olarak mutlak etanol iginde doymus potasyum hidroksit
(KOH) veya sodyum hidroksit (NaOH) soliisyonu, epoksi kesitlerde regineyi
uzaklastirmada kullanilan gilivenilir ¢oziiciilerdir. Sodyum metilat da birgok regineyi
ortamdan uzaklastirmak i¢in kullanilan bir baska giivenilir ¢oziiciidiir ve metil alkol
icinde ¢oOzdiiriilerek hazirlanir. Epoksi regineleri kesitlerden uzaklastirmak igin iyot
veya brom da kullanilabilir. Kesitler 30-60 saniye iyot/brom buharma maruz
birakildiktan sonra asetonla yikanarak regine yumusatilir ve ¢ikarilir. Etching
isleminin asindirict  etkisinden dolayr recine ile doku arasindaki baglar
kopartabilecegi ve boyanma kalitesini olumsuz ydnde etkileyebilecegi de
unutulmamalidir.

Postfiksatif olarak osmiyum tetroksit kullanildiginda, boyamay1 kolaylastirmak ve
osmiyumun verdigi grimsi rengi soldurmak icin bazi durumlarda osmiyumun da
dokudan uzaklastirilmasi gerekmektedir (deosmikasyon). Hidrojen peroksit (H20:),
periyodik asit veya performik asit gibi giiclii oksidan soliisyonlarina kisa stireli
maruz kalma, doku Kkesitlerinden indirgenmis osmiyumun uzaklastirilmasi igin

yeterlidir. Sonrasinda ise genellikle asidifiye potasyum dikromat yardimi ile boyalar
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ile renklendirme saglanir. Bu islemleri yapmak oldukca kritiktir ¢iinki
konsantrasyonlar1 ve islem siiresini ayarlamak zordur. Islem sirasinda diger hassas
gruplar da zarar goriip tahrip olabilir. Ornegin hematoksilenin H.O: islemini takiben
zaylf bir boyanma gosterdigi gozlenmistir. Bu nedenle perasetik asit, potasyum
peroksimonosiilfat ve potasyum permanganat-okzalik asit karisimi da gibi hafif etkili
oksidanlar da indirgenmis osmiyumu dokudan uzaklagtirmak amaciyla kullanilabilir.
(Hayat, 2000; Horobin. 1983; Robinson et al., 1996).

2.10. Yan Ince Kesitlerin Boyanmasi

2.10.1. Monokromatik Boyamalar

Epon kesitlerde monokromatik boyama i¢in en ¢ok bazik boyalar olan
toluidine blue, metilen blue, bazik fuksin, azur Il, kristal viyole, safranin O ve
thionin boyalar1 kullanilir. Alkalinitenin artirilmasi, boyalarin plastik kesitlerdeki
dokuya penetrasyonunu artirir.

Toluidine blue gesitli doku bilesenleriyle kimyasal olarak nasil baglandigina
bagl olarak farkli renklerde boyama 06zelligi gdsteren metakromatik, biyolojik
boyama uygulamalarinda siklikla thionin veya metilen blue yerine kullanilan,
dokudaki asidik bilesenlere kars1 yliksek afinite gosteren katyonik bir tiazin boyadir.
Elektron mikroskopisinde, yar1 ince kesitlerde 1s1k mikroskobisindeki rutin H&E
boyamasi yerine kullanilir. Toluidine blue boyamasi yari1 ince kesitlerde 151k
mikroskobik goriintii eldesinin yaninda, sonraki elektron mikroskobik diizeyde
yapilacak olan ¢aligmanin devami i¢in doku oryantasyonunu da saglar. Toluidine
blue’nun alkali ¢ozeltileri, 6zellikle rezine gomiilii dokularin yar1 ince kesitlerini
(0,5-2 um) boyamak i¢in kullanilir. Yiiksek pH’da (genellikle 10) niikleik asitlere ve
tiim proteinlere baglanir. Kesitlerin inceliginden dolay1 ayrintili yapisal detay verir.
Soliisyonun kolay hazirlanmasi, uzun siire bozulmadan muhafaza edilmesi 6zellikleri
ile de tercih sebebidir. En verimli boyanma ise soliisyon hazirlandiktan 1 hafta sonra
yapilan boyamadir.

2.10.2. Polikromatik Boyamalar

Rutin olarak kullanilan toluidine blue boyamasi transmisyon elektron
mikroskopisi 6ncesinde yar1 ince kesitlerin hizli bir sekilde gozlenmesi i¢in yeterli
olsa da, monokromatik olmasi nedeniyle 151k mikroskobunda farkli doku

bilesenlerinin dogru tanimlanmast i¢in yetersiz kalmaktadwr. Bu ihtiyag
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dogrultusunda zaman igerisinde epon kesitlere polikromatik boyamalar da denenmis
fakat hidrofobik karakterde olduklar1 i¢in toluidine blue boyamasindan elde edilen
verim almamamistir. Oysa dikromatik ya da polikromatik boyamalar, epoksi
recinelere gore hidrofilik olduklar1 i¢in akrilik reginelerde uygulanabilmektedir.
Polikromatik boyama yontemleri sayisiz karmasik reaktife ihtiya¢c duyulmasi, uzun
inkiibasyon siiresi, renk tonu dengeleme zorlugu, boya soliisyonlarinin kullanim
stirelerinin kisa olmasit ve en Onemlisi son boyanin baskinligi nedeniyle epon
kesitlerde ¢ok fazla tercih edilir olamamistir. Bu temel sebeplere ek olarak kesitlerin
birkag basamakli isleme dayanikli olmayip dokiilmesi, kesitler tizerinde kirigikliklar
ve presipitat olugsmast gibi sebeplerle de epon kesitlerde ¢coklu boyamalarin rutinde
kullanimi1 yayginlasamamustir.

Cesitli boyama kombinasyonlari ile regine kesitlerde ana hiicre bilesenlerinin
farkli boyanmalar1 saglanabilir. Anilin, asit fuksin, periyodik asit-Schiff, alcian
blue’nun kullanildig ¢esitli boyama kombinasyonlar1 bilinmektedir. Bununla birlikte
diferansiyel boyama elde etmedeki basar1 bircok faktore baghdir. Kullanilan
fiksatifler, tamponlar, pH, sicaklik, boyama ¢6zeltisinin konsantrasyonu, boyama
stiresi, kesit kalmligi, kullanilan gémme ortaminin 6zellikleri boyanmay1 etkileyen
faktorlerdendir. Coklu boyanma eldesi i¢in temel boyalarin baglanma kapasitesi pH
ile iligkilidir. Bu nedenle ¢oklu boyamalar farkli pH seviyelerinde maksimum
baglanma gosteren iki veya daha fazla bazik boyanmn kombinasyonunun
kullanilmasiyla elde edilebilir. Farkli boyanmalar elde etmek i¢in boyama sicakligi
da 6nemlidir. Boyama sirasinda optimum sicakligin korunmasi énemlidir. Optimum
sicakliktaki dalgalanmalar, asir1 boyanmaya ve yetersiz boyanmaya neden olabilir.
Cesitli boyama yontemleri, sicakliktaki degisikliklere duyarliliklar1 agisindan
farklilik gosterebilir. Tiim hiicre yapilar1 esit hizda boyanmadigindan, boyanma
yogunlugu degerlendirilmeli ve uygun goriildiigiinde boyanma sonlandirilmalidir.
Boyama siiresi kismen boya soliisyonunun konsantrasyonu ve kesit kalinligia da
baglidir. Ayrica sabitleyici olarak kullanilan tampon tiirii, kullanilan fiksatif tipi de
kesitlerin boyanma yogunlugunu etkileyen faktorlerdendir.

Aldehitlerle fikse edilmis dokularm dehidrasyonu, lipidlerin ekstraksiyonuna
ve boyanmamasina neden olur. Osmiyum tetroksit ile fikse edilmis dokularda farkli

renkte boyanmalar elde etmek de oldukga zordur. Indirgenmis osmiyum varhg,
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boyalarin kesite niifuz etmesini zorlastirmaktadir. Ayrica osmiyum dokudaki belirli
reaktif gruplar1 bloke edebilir, 6zellikle hematoksilen boyamasinda diizensiz
boyanmaya neden olur. Tim bu nedenlerden dolayr lipid tutulumunun 6nemli
olmadig1 durumlarda genellikle gluteraldehit fiksasyonu tercih edilir. Osmiyumla
postfiksasyon yapilmadan yalnizca gluteraldehit fiksasyonunun hematoksilen
boyanmasini arttirdigi bilinmektedir.

Hidrofobik plastik kesitlerin ¢oklu boyama protokollerinde; (1) bazik bir
boyay1 takiben, farkli bir bazik boya kullanimi, (2) iki ayr1 bazik boyadan olusan
karisimi takiben, farkli tiglincii bir bazik boya kullanimi ve (3) bazik bir boyay1
takiben, farkli bir bazik boya kullanim1 ve sonrasinda asidik bir boya kullanim1 bazi
alternatif uygulamalardan yararlanilmaktadir (Hayat, 2000; Horobin, 1983; Robinson
et al., 1996).

Calismamizda; epon ve parafin kesitler asit/bazik/amfoterik karakterdeki
boyalar ile tekli (monokromatik) ve ikili (dikromatik) kombinasyonlar olusturularak
boyanacaktir. Bilinen klasik boya ve boyama metotlari, kontrol degerlendirmeleri
icin kullanilacaktir. Planlanan diger boya ve boyama denemeleri, daha once farkli
amaglar ile kullanilmis veya hi¢ ¢alisilmamistir, bu nedenle her iki kesit grubunda da
uygulanacaktir. Ayrica bazi 6zel histokimyasal boyamalar her iki tip kesit grubunda
caligilacaktir. Rutin TEM takibi ile elde edilecek epon kesitlerde boyama metotlar1
bir grup kesitte epon uzaklastirilmadan, diger kesit gruplarinda etching amacgh iig¢
farkli ajan sonras1 denenecektir. Bu ajanlardan sodyum hidroksit ve periyodik asit,
klasik kitaplarda onerilmektedir. Literatiirde asetonun bu amag ile kullanilmasima
yonelik bir bilgi ve ¢alismaya rastlanmadi. Aseton, TEM laboratuvarlarinda bazi yari
ince epon kesit boyamalarinda ksilen yerine seffaflandirma asamasinda
onerilmektedir. Ayrica epon bulasiklarinin temizligi amaciyla da kullanilmaktadir.
Calismamizda asetonun boyama Oncesi kesitlerdeki eponu da uzaklastirabilecegi
diisiincesinden yola c¢ikilarak, icilincii etching ajani olarak aseton kullanilmasi
diistiniildii.

Bu planlar sonucunda; ayrimi saglanan hiicre ve doku bilesenlerinin
lokalizasyon ve kuantifikasyonunun 1sik mikroskobik diizeyde kolaylikla
yapilabilmesi, gerektiginde ultrastriiktiirel korelasyon ig¢in g¢aliymanin elektron

mikroskobik diizeye de ilerletilmesi amaglanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM
Bu calisma; Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden egitim amagli kullanim i¢in temin edilen
Wistar albino tiirii erigkin sigan kullanilarak, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Parafin Laboratuvar1 ve Elektron
Mikroskopisi Laboratuvarinda gergeklestirildi.
3.1. Doku Disseksiyonu, Takip, Bloklama ve Kesit Alim
3.1.1. Doku Disseksiyonu
Calismada kullanilan deney hayvanlari eter anestezisi altinda uyutulduktan
sonra disseke edildi. Sonrasinda ince bagirsak, pankreas, karaciger, aort ve deri
dokularindan parafin incelemeler icin 1x1x1 cm, elektron mikroskopi incelemeleri
icin 1x1x1 mm boyutlarinda 6rnekler alindu.
3.1.2. Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alinm
3.1.2.1 Parafin Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alim1
Parafin incelemeler icin alinan doku 6rnekleri %10 formalin (EK 1) ¢ozeltisi
ile 5 giin fikse edildi. Siire sonunda akarsuda yikanan dokular, takip islemine alindu.
Dehidrasyon i¢in dokular %50, %70 ve %90°lik alkol serilerinden 2’ser saat siireyle
gecirildikten sonra, tiim gece boyunca absolii alkolde bekletildi. Daha sonra ksilen ile
3 saat saydamlastirma islemine tabi tutulan dokular, 4 saat 55°C’lik etiivde parafinde
bekletildi. Takip islemi biten dokular dokiim cihazi (Diapath) ile parafin bloklar
haline getirildi. Elde edilen parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2245) ile 2pm
kalinliginda kesitler alind1.
3.1.2.2. TEM Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alim
Alman doku ornekleri 0,13M Soérensen’in fosfat tamponu (EK 1) ile
hazirlanmis %35 gluteraldehit ile (EK 1) 1 gece +4°C’de fikse edildi. Siire sonunda
fosfat tamponu ile yikanan 6rneklere daha sonra 1 saat %1 osmiyum tetroksit (EK 1)
ile postfiksasyon islemi uygulandi. Fiksasyon sonrasi tampon soliisyonu ile yikanan
dokular elektron mikroskobik incelemeler i¢in takibe alindi. Oncelikle dehidrasyon
icin 10’ar dk. % 50, %70, %96’lik alkollerde ve iki kez 15’er dk. absolii alkolde
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tutuldu. Daha sonra dokular 2 kez 30’ar dk. propilen oksit (EK 1) soliisyonunda
bekletildi. Bir sonraki gdomme ortamina hazirlik asamasi i¢in dokular 1:1 oraninda
karigtirilmig Propilen oksit:Epon karisiminda 5-6 saat bekletildi. Bu islemin ardindan
saf epona (EK 1) alman dokular gece boyu bekletildikten sonra Epon 812 (EK 1) ile
blokland1. Polimerizasyon isleminin gergeklesmesi igin bloklar 60°C’lik etiivde 48
saat bekletildi. Siire sonunda elde edilen epon bloklar Ultratrim (Reichert) cihazi ile
trimlenerek, yar1 ince kesit alimimna hazir hale getirildi. Trimlenen dokulardan
Ultramikrotom (Reichert Supernova) ile cam bicaklar kullanilarak 2 pm kalinliginda
yar1 ince kesitler alindi. Tiim kesitler dokiilme riskini en aza indirmek i¢in jelatin
kapl lamlara (EK 1) alindi. Alinan tiim doku 6rneklerine kontrol grubu olarak rutin
toluidine blue boyamasi yapild.
Ince bagirsak ve pankreas kesitlerine Toluidine blue, Hematoksilen, Eozin, Asit
fuksin, Metil green, Notral red ve bunlarm ikili kombinasyonlar1 uygulandi.
Karaciger kesitlerine Altmann metodu ve Gordon-Sweet giimiisleme boyamasi, aort
kesitlerine Verhoeff boyamasi, deri kesitlerine ise Toluidine blue-Light green
boyamasi yapildi.
3.2. Etching Yontemi

Etching islemi yalnizca epon kesitlere uygulandi. Bu iglem 3 farkli soliisyon
(Solvent I, 11, IIT) ile tiim doku kesitlerinde ¢aligildi.
3.2.1. NaOH ile Etching
Solvent I: Absolii alkolde sature NaOH soliisyonu (EK 1)
Metot:
1- Solvent I (RT [Room Temperature]/2-10 dk.)
2- Filtre kagidina emdirme
3- Absolii alkol (5 dk.)”
4- Filtre kagidina emdirme
5- Akarsuda yikama (5 dk.)”
6- Kurutma
7- Boyama (Hayat, 2000).
“%70 alkol (3 dk.)
“Akarsuda yikama (3 dk.) olarak uygulanda.
3.2.2. %2,5 Periyodik Asit ile Etching
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Solvent II: %2,5 Periyodik asit soliisyonu (EK 1)
Metot:
1- Solvent II (60°C/5 dk.)”
2- Filtre kagidina emdirme
3- Akarsuda yikama (5 dk.)”
4- Kurutma
5- Boyama (Hayat, 2000).
“Solvent II (80°C/2 dk.)
“Akarsuda yikama (2 dk.) olarak uyguland.
3.2.3. Aseton ile Etching
Solvent 111: Aseton (EK 1)
Metot:
1- Aseton (damlatma-salede/60°C/5-60 dk. veya RT/12-18 saat)”
2- Kurutma
3- Akarsuda suyunda yikama (5 dk.)”
4- Kurutma
5- Boyama
“Salede (5 dk.)
“Distile suda (2 dk.) olarak uygulandu.
Etching islemi dncesinde; dokiilmeyi en aza indirmek igin lamlar, 60°C’de hotplate
iizerinde 1 dk. 1sitilip oda 1sisina getirildikten sonra kullanildi.
Etching islemi sonrasinda en iyi sonucun aseton ile alindigi1 konusunda karar
verilerek sonraki tiim iglemlerde epon kesitlere boyama oncesinde aseton ile etching
islemi uygulandu.
3.3. Boyama Yontemleri
3.3.1. Monokromatik Boyama Soliisyonlar1 ve Boyama Yontemleri
Parafin ve epon kesitlere; Hematoksilen, Eozin, Toluidine blue, Asit fuksin,
Metil green ve Notral red monokromatik boyamalar1 yapildi. Boyamalardan 6nce
tiim epon kesitlere aseton ile etching islemi uygulandi.
3.3.1.1. Hematoksilen Boyamasz:
Calismada Harris hematoksileni kullanildi (EK 1).

Parafin kesitler icin metot:
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1- Deparafinizasyon ve kurutma

2- Hidrasyon (absolii alkol, %90, %70 alkol x3 dk.)

3- Akarsuda yikama (3 dk.)

4- Hematoksilen soliisyonu (8-10 dk.)

5- Akarsuda yikama (kesitler mavilesinceye kadar)

6- %1 Asit alkol (1-2 dips.)

7- Akarsuda yikama (kesitler mavilesinceye kadar)

8- %1 Amonyakli su (7-10 dips.)

9- Akarsuda yikama

10- Dehidrasyon (%70, %90 ve absolii alkol x10 dips.)
11- Kurutma, ksilen ile seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Hematoksilen soliisyonu (60°C/12-24 saat)

2- Distile suda yikama (15 dk.)

3- Emdirme ve oda 1sisinda kurutma

4- Absolii alkol ile yikama

5- Ksilen: Absolii alkol karigiminda (1:1) bekletme (2 dk.)
6- Ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.1.2. Eozin Boyamasi:

Calismada alkolik Eozin Y soliisyonu kullanildi (EK 1).
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon ve kurutma

2- Hidrasyon (Absolii alkol, %90 ve %70 alkol x3 dk.)
3- Akarsuda yikama (3 dk.)

4- Eozin soliisyonu (1-5 dk.)

5- Akarsuda yikama

6- Dehidrasyon (%70, %90 ve Absolii alkol x10 dips.)
7- Kurutma, ksilen ile seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Eozin soliisyonu (RT/5-10 dk.)"

2- Akarsuda yikama (2 dk.)

3- Absolii alkol (3-4 dips.)
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4- Kurutma, aseton ile seffaflandirma (2 dk.)”, DPX ve lamel ile kapatma
" Eozin 2 dk.

“Ksilen 5 dk. olarak uygulandi.

3.3.1.3. Toluidine blue Boyamasi:

Calismada toluidine blue soliisyonu kullanildi (EK 1).

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon ve hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (10 sn.)”

4- Distile suda yikama

5- Dehidratasyon

6- Kurutma, ksilolde seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma (Drury et al., 1967)
“1dk. olarak uygulandu.

Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue soliisyonu (60-70°C/10-30 sn.)”

2- Sicak distile su ile yikama™

3- Kurutma, DPX ve lamel ile kapatma (Robinson et al., 1996).
"80°C vel dk.

“Sicak distile su dokiilme riskini artwrdigi icin akarsuda 1 dk. yikama olarak
uygulandi. Ayrica kurutma oncesinde %50 alkolden gecirildi.
3.3.1.4. Asit fuksin Boyamasi:

Calismada asit fuksin soliisyonu kullanild1 (EK 1)

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon ve hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- 9%0,5 Asit fuksin soliisyonu (5 dk.)”

4- Distile suda yikama

5- Fosfomolibdik asit soliisyonu (5 dk.) (EK 1)

6- Drene edildikten sonra alkollerde dehidrasyon

7- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
"1 dk. olarak uygulandu.

Epon kesitler i¢in metot:
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1- %1 Asit fuksin soliisyonu (RT/15 sn.-5 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Oda sicakliginda kurutma

4- Aseton ile seffaflandirma (2 dk.)*

5- Kurutma, DPX ve lamel ile kapatma (Clark, 1981).
“Ksilen ile seffaflandirildu.

3.3.1.5. Metil green Boyamasi:

Caligmada metil green soliisyonu kullanildi (EK 1)
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon ve hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %0,5 Metil green soliisyonu (kesitler koyu yesil oluncaya kadar)
4- Dehidrasyon”

5- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma (Clark, 1981).
“Dehidrasyon sadece %50 alkol ile uygulandi.

Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Metil green soliisyonu (RT/15-20 dk.)”

2- Distile su ile yikama ™

3- Kurutma (70°C)™"

4- DPX ve lamel ile kapatma™ (Hayat, 2000).

"80°C ve 5 dk.

“Distile su ile ykamanin ardindan %350 alkol uygulandu.

*hKk

RT
“Kurutmanmn ardindan ksilen ile seffaflandirildi.
3.3.1.6. Notral red Boyamasi:

Caligmada notral red soliisyonu kullanildi (EK 1)
Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon ve hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %1 Notral red soliisyonu (RT/5-30 dk.)

4- Distile su ile yikama

5- Diferansiyasyon (%95 alkol)
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6- Kurutma, ksilen ile seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma (Drury et al., 1967)
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Nétral red soliisyonu (60°C/5-30 dk.)”

2- Distile su ile yikama

3- Diferansiyasyon (%95 alkol)™

4- Oda 1s1sinda kurutma

5- Aseton ile seffaflandirma (2 dk.)”

6- Kurutma, DPX ve lamel ile kapatma (Drury et al., 1967)
"80°C/5 dk.

"%50 alkol

“"Ksilen ile seffaflandirma uygulandiktan sonra DPX ve lamel ile kapatildu.
3.3.2. Dikromatik Boyama Soliisyonlari1 ve Boyama Yontemleri
3.3.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi:

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon ve kurutma

2- Hidrasyon (absolii alkol, %90, %70 alkol x3 dk.)

3- Akarsuda yikama (3 dk.)

4- Hematoksilen soliisyonu (8-10 dk.)

5- Akarsuda yikama (kesitler mavilesinceye kadar)

6- %1 Asit alkol (1-2 dips.)

7- Akarsuda yikama

8- %1 Amonyakli su (7-10 dips.)

9- Akarsuda yikama

10- Eozin soliisyonu (1-5 dk.)

11- Akarsuda yikama

12- Dehidrasyon (%70, %90, absolii alkol x 10 dips.)

13- Kurutma, ksilen ile seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma.
Epon kesitler i¢in metot:

1- Hematoksilen soliisyonu (60°C/12-24 saat)

2- Distile suda yikama (6x15 dk.)

3- Eozin soliisyonu (1-5 dk.)

4- Distile su ile yitkama
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5- Absolii alkolden hizlica gegirme

6- Ksilen: Absolii alkol karigimi (1:1) (2 dk.)

7- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.2. Toluidine blue ile Kombinasyonlar
3.3.2.2.1. Toluidine blue-Eozin Boyamasi:
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Eozin soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Eozin soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6-Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.2.2. Toluidine blue-Asit fuksin Boyamasi:
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- 9%0,5 Asit fuksin soliisyonu (1 dk.)

6- Fosfomolibdik asit soliisyonu (1 dk.)

7- Akarsuda yikama

8- %70 alkol

9- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
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Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile su ile yikama

3- %1 Asit fuksin soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Fosfomolibdik asit soliisyonu (RT/1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %50 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.2.3. Toluidine blue-Metil green Boyamasi:
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %0,5 Metil green soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- %1 Metil green soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.2.4. Toluidine blue-Nétral red Boyamasi:
Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama
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5- Notral red soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Notral red soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.3. Asit fuksin ile Kombinasyonlar
3.3.2.3.1. Asit fuksin-Toluidine blue Boyamasi:
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %0,5 Asit fuksin soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Fosfomolibdik asit soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

8- Akarsuda yikama

9- %70 alkol

10- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Asit fuksin soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Fosfomolibdik asit soliisyonu (RT/1dk.)

4- Distile suda yikama

5- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %50 alkol
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8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.3.2. Asit fuksin-Metil green Boyamasi:
Parafin kesitler igin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- 9%0,5 Asit fuksin soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Fosfomolibdik asit soliisyonu (1 dk)

6- Akarsuda yikama

7- %0,5 Metil green soliisyonu (5 dk)

8- Akarsuda yikama

9- %70 alkol

10- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Asit fuksin soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Fosfomolibdik asit soliisyonu (RT/1 dk.)

4- Distile suda yikama

5- %1 Metil green soliisyonu (80°C/2 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %50 alkol

8-Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.4. Metil green ile Kombinasyonlar
3.3.2.4.1. Metil green-Toluidine blue Boyamasi:
Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %0,5 Metil green soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol
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8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Metil green soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.4.2. Metil green-Asit fuksin Boyamasi:

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %0,5 Metil green soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %0,5 Asit fuksin soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- Fosfomolibdik asit soliisyonu (1 dk.)

8- Akarsuda yikama

9- %70 alkol

10- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Metil green soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Distile suda yikama

3- %1 Asit fuksin soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Distile suda yikama

5- Fosfomolibdik asit soliisyonu (RT/1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %50 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.4.3. Metil green-Nétral red Boyamas:

Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon
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2- Akarsuda yikama

3- %0,5 Metil green soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Notral red soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Metil green soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Notral red soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2.5. Notral red ile Kombinasyonlar
3.3.2.5.1. Notral red-Toluidine blue Boyamasi:
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Notral red soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢cin metot:

1- Nétral red soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
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3.3.2.5.2. Notral red-Metil green Boyamasi:

Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Notral red soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %0,5 Metil green soliisyonu (5 dk.)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Nétral red soliisyonu (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- %1 Metil green soliisyonu (80°C/1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3. Ozel Boyamalar

Ozel boyamalar; aort Kkesitlerine Verhoeff boyamasi, karaciger kesitlerine
Gordon&Sweet giimiisleme boyamasi ve Altmann boyamasi, deri kesitlerine
Toluidine blue-Light green boyamasi seklinde gergeklestirildi.
3.3.1. Verhoeff Boyamasi (EK 1):

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Verhoeff soliisyonu (15 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %2 Ferric chloride ile diferansiyasyon (elastik lifler gri zemin {izerinde siyah
renkte goriiniinceye kadar)

6- Akarsuda yikama

7- %70 alkol

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
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Epon kesitler i¢in metot:

1- Verhoeff soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Akarsuda yikama

3- %2 Ferric chloride ile differansiyasyon (80°C/elastik lifler gri zemin iizerinde
siyah renkte goriiniinceye kadar))

4- Akarsuda yikama

5- %095 alkolden gecirme (zemindeki iyodin boyasi uzaklastirilincaya kadar)
6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.2. Gordon&Sweet Giimiisleme Boyamasi (EK 1):

Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- %1 Potasyum permanganat soliisyonu 5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %1 Oksalik asit soliisyonu ile agartma

6- Akarsuda yikama

7- %2 Iron alum soliisyonu (en az 15 dk.)

8- Distile su ile yikama

9- Giimiis soliisyonu (2 dk.)

10- Distile su ile yikama

11- %10 Formalin ile indirgeme (2 dk.)

12- Akarsuda yikama

13- %5 Sodyum tiyosiilfat soliisyonu (3 dk.)

14- Akarsuda yikama

15- Dehidrasyon

16- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- %1 Potasyum permanganat soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Distile suda yikama

3- %1 Oksalik asit soliisyonu ile agartma (80°C)

4- Distile suda yikama

5- %2,5 Iron alum soliisyonu (80°C, en az 15 dk.)
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6- Distile su ile yikama

7- Giimiis soliisyonu (80°C/2 dk.)

8- Distile su ile yikama

9- %10 Formalin ile indirgeme (80°C/2 dk.)

10- Akarsuda yikama

11- %S5 Sodyum tiyosiilfat soliisyonu (80°C/3 dk.)

12- Akarsuda yikama

13- Dehidrasyon

14- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.3. Toluidine blue-Light green (Tip I kollajen) Boyamasi (EK 1):
Parafin kesitler i¢in metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Toluidine blue soliisyonu (1 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- Light green soliisyonu (5 dk.)

5- Akarsuda yikama

8- %70 alkol

10- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
Epon kesitler i¢in metot:

1- Toluidine blue (80°C/1 dk.)

2- Distile suda yikama

3- Light green soliisyonu (80°C/5 dk.)

4- Akarsuda yikama

5- %50 alkol

6- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma
3.3.4. Altmann Metodu (Mitokondri Boyamasi) (EK 1):
Parafin kesitler icin metot:

1- Deparafinizasyon, hidrasyon

2- Akarsuda yikama

3- Anilin-Asit fuksin soliisyonu (5 dk.)

4- Akarsuda yikama
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5- Differansiyator-I (boyanin fazlasi giderilinceye kadar)

6- Differansiyator-II (mikroskobik kontrol, differansiyasyon tamamlanincaya kadar)
7- Absolii alkolde differansiyasyon x2

8- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma (Bancroft, J. D., &
Stevens, A. 1996; Drury et al., 1967)

Epon kesitler i¢in metot:

1- Anilin-Asit fuksin soliisyonu (80°C/5 dk.)

2- Sogutma (5 dk.)

3- Akarsuda yikama

4- Differansiyator-I (boyanin fazlasi giderilinceye kadar)

5- Differansiyator-II (mikroskobik kontrol, differansiyasyon tamamlanincaya kadar)
6- Absolii alkolde differansiyasyon x2

7- Kurutma, ksilende seffaflandirma, DPX ve lamel ile kapatma.
Sonuglar 151k mikroskobu (Zeiss-Primostar) ile degerlendirildi ve fotomikroskop

(Olympus BX50) kullanilarak 6zel boyamalar i¢cin 20x, 40x ve 100x; diger tim

boyamalar i¢in 40x ve 100x biiyiitmelerde goriintiiler elde edildi.
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4. BULGULAR
4.1. MONOKROMATIK BOYANMA BULGULARI
4.1.1. Parafin kesitlerde Hematoksilen boyama sonuglari

Sadece hematoksilen ile boyanan ince bagirsak (Sekil la,b) ve pankreas
(Sekil 3a,b) dokularina ait parafin kesitlerde; karakteristik mavi-lacivert renklerde
nuklear boyanmaya ek olarak, bazofilik sitoplazmik komponentlerin boyandig:

goriildii.
4.1.2. Yartince epon kesitlerde Hematoksilen boyama sonuglart

Etching uygulamasi1 yapilmadan hematoksilen ile boyanan ince bagirsak
boyamasinda sadece soluk bazofilik tonda nukleus boyanmalar1 goriildii (Sekil 2a,b).
Aseton etchingi sonrasi yapilan boyamada, epon uzaklastirilmasi sonucu daha seffaf
ve acik zemin sayesinde hematoksilenin boyadigi nukleuslar biraz daha belirgin
olarak izlendi (Sekil 2c,d). Pankreas dokusunda epon etchingi yapilmadan
hematoksilen ile boyanan kesitlerde (Sekil 4a,b) soluk olmakla birlikte nuklear
boyanmalarin yanisira sitoplazmik boyanmalar da izlendi. Aseton etchingini izleyen
boyama sonuglarmin da benzer oldugu goriilmekle birlikte renkler daha bazofilik
tonlardaydi, histolojik detaylar daha belirgindi (Sekil 4¢,d).

Bu bulgular dogrultusunda hematoksilen ile tekli boyama; (a) parafin
kesitlerde kontur boyanma olmamakla birlikte, klasik bilgilerle paralel olarak nuklear
boyanma ve detaylar1 saglamasina ek olarak genel morfoloji ve doku ayrimimi da
imkan vermektedir. Parafin kesitlerde bu amacla yararlanilabilecegi diisiiniildii. (b)
Yar1 ince epon kesitlerde her iki dokuda da sagladigi detaylar, sadece nukleuslar

diizeyinde ve parafin kesitlere gore ¢cok zayif oldugundan olumlu bulunmadi.
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Sekil 1. Ince bagirsagin parafin kesitlerinde Hematoksilen boyamasi (a,b).

Sekil 2. ince bagirsagm yar1 ince epon kesitlerinde; etching uygulanmadan (a,b) ve aseton ile etching
sonrasi (c,d) Hematoksilen boyamasi.
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Sekil 3. Pankreas dokusunun parafin kesitlerinde Hematoksilen boyamasi (a,b).

Sekil 4. Pankreas dokusunun yar1 ince epon kesitlerinde; etching uygulanmadan (a,b) ve aseton ile
etching sonrasi (c,d) Hematoksilen boyamasi.
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4.1.3. Parafin kesitlerde Eozin boyama sonuclart

Sadece eozin ile boyanan ince bagirsak (Sekil 5a,b) ve pankreas (Sekil 7a,b)
dokularma ait parafin kesitlerde; tekdiize karakteristik pembe renkte sitoplazmik

boyanma gozlendi.
4.1.4. Yartince epon kesitlerde Eozin boyama sonucglart

Eponun uzaklastirilmadan (Sekil 6a,b) ve aseton ile uzaklastirma sonrasi
(Sekil 6c,d) eozin ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde; iki uygulamada da yogun
eozinofili nedeniyle detaylar secilemedi. Eponun uzaklastirilmadan (Sekil 8a,b) ve
aseton ile uzaklastirma sonrasi (Sekil 8c,d) eozin ile boyanan pankreas kesitlerinde;
acik pembe sitoplazmik boyanmalara ek olarak daha koyu ve canli eozinofilik
boyanan zimojenik graniiller ayirt edildi. Aseton ile eponun uzaklastirilmasi sonrasi
boyama sonuglar1 ¢cok daha berrak ve net olarak izlenirken, nuklear yapilar da pembe

tonlarinda olmakla birlikte ayirt edildi (Sekil 8c,d).

Bu bulgular 1s1ginda eozin ile tekli boyama; (a) parafin kesitlerde genel
morfoloji ve doku ayriminda yeterli bulunmadi. (b) Yar1 ince epon kesitlerde ince
bagirsakta hi¢ detay saglamadi. Aseton ile eponun wuzaklastirildigi pankreas

dokusunda, verdigi detaylar dogrultusunda tercih edilebilecegi diistiniildii.
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Sekil 5. Ince bagirsagin parafin kesitlerinde Eozin boyamast (a,b).

Sekil 6. ince bagirsagm yari ince epon kesitlerinde; etching uygulanmadan (a,b) ve aseton ile etching
sonrasi (c,d) Eozin boyamasi.



Sekil 7. Pankreas dokusunun parafin kesitlerinde Eozin boyamasi (a,b).

Sekil 8. Pankreas dokusunun yar1 ince epon kesitlerinde; etching uygulanmadan (a,b) ve aseton ile
etching sonrasi (c,d) Eozin boyamasi.



4.1.5. Parafin kesitlerde Toluidine blue boyama sonuclart

Ince bagirsak parafin kesitlerinin toluidine blue ile boyamasi sonrasi; tek diize
morumsu-lacivert boyanma gozlendi. Hiicresel ve nuklear detaylar se¢ilemedi (Sekil
9a,b). Pankreasa ait toluidine blue ile boyanan parafin kesitlerde; agik mavi, lacivert
ve mor renklerden olusan heterojen boyanmaya bagli olarak endokrin ve ekzokrin
alanlarin ayrimi miimkiin oldu. Ekzokrin asinar hiicrelerdeki koyu bazofilik
sitoplazma ile soluk mavi graniillerin bulundugu apikal sitoplazma kontrasti s6z

konusuydu. Ancak nuklear ayrim yapilamadi (Sekil 9¢c,d).
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Sekil 9. ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Toluidine blue
boyamasi.
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4.1.6. Yartince epon kesitlerde Toluidine blue boyama sonuclari

I. Grup kapsaminda ince bagirsak ve pankreas dokularmna ait etching
uygulanmadan yar1 ince epon kesitlerde calisilan toluidine blue boyamalarinda
sirastyla; borakssiz toluidine blue soliisyonu ile boyama sonuglar1 (Sekil 10a,b)
(Sekil 11a,b), konvansiyonel boraksli toluidine blue boyamasi (Sekil 10c,d) (Sekil
11c,d) ile karsilastirildiginda genel olarak bilindik mavi-lacivert-mor ve tonlarindaki
boyanmalar, boraksh grupta daha bazofilik olarak izlendi. Sitoplazma ve nukleus
ayrimi, ekzokrin pankreastaki ser0z asinar hiicre graniilleri borakssiz boyamalarda
daha belirgindi. Her iki tip soliisyon ile; ince bagirsaktaki mor-viyole renkteki goblet
hiicreleri ile Paneth hiicreleri, pankreastaki soluk pembe boyanan endokrin bélimler

ile ekzokrin komponentler kolaylikla ayirt edildi.

II. Grup kapsaminda sodyum hidroksit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde ¢aligilan ince bagirsak (Sekil 10e,f) ve pankreas (Sekil 11e,f) dokularina
ait toluidine blue (boraksli) boyamalarinda; her iki dokuda da litik dejenerasyon
benzeri goriintiiler izlendi. Mavi-mor ve tonlarinda boyanan sitoplazma ve nukleus
ayrimi belirgin degildi. Nuklear detaylar segilemedi. Ince bagirsaktaki mor-viyole
renkteki goblet hiicreleri ile Paneth hiicrelerinin ayrimi miimkiin oldu. Pankreastaki
endokrin boliimler, ekzokrin komponentlerden ayirt edilmekle birlikte hiicrelerde

sisme oldugu goriildii. Ekzokrin serdz asinar hiicre graniilleri ayirt edilemedi.

III. Grup kapsaminda peryodik asit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde cgalisilan ince bagirsak (Sekil 10g,h) ve pankreas (Sekil 11g,h) dokularina
ait toluidine blue (boraksli) boyamalarinda; her iki dokuda da litik dejenerasyon ve
bulaniklasma seklindeki goriintiiler nedeniyle mavi-mor ve tonlarinda boyanan
hiicresel ve nuklear detaylar net olarak segilemedi. Ince bagirsaktaki goblet hiicreleri
ayirt edilebilmekle birlikte Paneth hiicreleri ve ekzokrin pankreastaki ser6z asinar

hiicre graniilleri net olarak izlenemedi.

IV. Grup kapsaminda aseton ile etching sonrasi yari ince epon Kesitlerde
calisilan ince bagirsak (Sekil 101,j) ve pankreas (Sekil 111,j) dokularna ait toluidine
blue (boraksli) boyamalarinda; konvansiyonel boraksli toluidine blue boyamasi
sonuglarmna benzer goriintiiler izlendi. Mavi-mor ve tonlarinda boyanan sitoplazma

ve nukleus ayrimi, nuklear detaylar, pankreastaki endokrin boliimler kolaylikla ayirt
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edildi. Ekzokrin ser6z asinar hiicre graniilleri ¢ok net ayirt edilemedi. Mor-viyole
renkte boyanan mukus igerigi ile ince bagirsaktaki goblet hiicreleri ve Paneth

hiicrelerinin ayrim1 miimkiin oldu.

Bulgularimiz dogrultusunda toluidine blue ile tekli boyama; (a) parafin
kesitlerde pankreasta genel morfoloji hakkinda az da olsa histolojik detay vermekle
birlikte ince bagirsakta olumsuz olarak degerlendirildi. Tki dokuda da ek bir avantaj
saglamadig1 diisiiniildii. (b) Yar1 ince epon kesitlerde her iki dokuda bes ayri
uygulamada da; konvansiyonel epon kesit boyas1 olarak ¢ok {istiin histolojik detaylar
sagladi. Toluidine blue’nun epon kesitlerdeki monokromatik bes deneme sonucunda
her iki dokuda da; aseton ile etching sonrasi yapilan boraksh toluidine blue
boyamalarmin, etching uygulanmadan konvansiyonel boraksli boyamalara esdeger

oldugu hatta daha berrak ve detay sagladig1 seklinde degerlendirildi.
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Sekil 10. Ince bagirsagin yari ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-gtching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching ve boraksli (e,f), Peryodik asit ile etching ve boraksli (g,h), Aseton ile
etching ve boraksli (i,j) Toluidine blue boyamalari.
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Sekil 11. Pankreas dokusu yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-etching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,j) sonrasi
Toluidine blue boyamalari.
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4.1.7. Parafin kesitlerde Asit fuksin boyama sonuglari

Asit fuksin ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde; tekdiize sklamen renkte-
fuksinofilik boyanma gozlendi. Ancak daha parlak renkte boyanan graniilleri ile
Paneth hiicreleri ayirt edilebildi (Sekil 12a,b). Pankreasa ait asit fuksin ile boyanan
parafin kesitlerde; pembe ile sklamen tonlarindaki heterojen boyanma sonucu

endokrin ve ekzokrin alanlari ayrimi miimkiin oldu (Sekil 12¢,d). Ancak iki dokuda

da nuklear ayrim yapilamadi.

Sekil 12. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Asit fuksin boyamast.
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4.1.8. Yartince epon kesitlerde Asit fuksin boyama sonuclari

I. Grup kapsaminda ince bagirsak ve pankreas dokularmna ait etching
uygulanmadan yar1 ince epon kesitlerde calisilan asit fuksin boyamalarinda sirasiyla;
borakssiz asit fuksin soliisyonu ile boyamalar1 (Sekil 13a,b) (Sekil 14a,b), boraksh
asit fuksin boyama sonuglar1 (Sekil 13c,d) (Sekil 14c,d) ile karsilastirildi. Pembe ve
tonlarinda boyanma hakimdi. Borakssiz hazirlanan asit fuksin boyama sonuglarmnin
nukleus-nukleolus yapilar1 da dahil, daha net detay verdigi goriildii. Ozellikle
pankreasta sitoplazma ve nukleus ayrimi, nuklear detaylar, endokrin bdliimler
kolaylikla ayirt edildi. Ekzokrin serdz asinar hiicre graniilleri parlak ve canli sklamen
renkte ¢ok net ayirt edildi. Ince bagirsakta her iki tip soliisyon ile soluk boyanmalar
elde edildi. Goblet hiicreleri boyanmamis goriiniirken, Paneth hiicreleri graniilleri

sayesinde net olmasa da secilebildi.

I1. Grup kapsaminda sodyum hidroksit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde ¢aligilan ince bagirsak (Sekil 13e,f) ve pankreas (Sekil 14e,f) dokularina
ait asit fuksin boyamalarinda; pembe ve tonlarinda boyanan her iki dokuda da litik
dejenerasyon benzeri goriintiiler izlendi. Sitoplazma ve nukleus ayrimi belirgin
degildi. Pankreastaki endokrin boliimler, ekzokrin komponentlerden ayirt edilmekle
birlikte hiicrelerde sisme oldugu goriildii. Ekzokrin seréz asinar hiicre graniillerinin
kesitin her alaninda homojen boyanmadig1 izlendi. ince bagirsaktaki goblet hiicreleri

ve Paneth hiicreleri net olarak sec¢ilemedi.

III. Grup kapsaminda peryodik asit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde calisilan ince bagirsak (Sekil 13g,h) ve pankreas (Sekil 14g,h) dokularina
ait asit fuksin boyamalarinda; pembe ve tonlarmda boyanan sitoplazma ve nukleus
ayrimi ve nuklear detaylar net olarak gdzlendi. Ince bagirsakta goblet hiicreleri,
ekzokrin pankreastaki ser6z asinar hiicre graniilleri parlak ve canli sklamen renkte

spesifik olarak kolaylikla ayirt edildi.

IV. Grup kapsaminda aseton ile etching sonrasi yari ince epon kesitlerde
calisilan ince bagirsak (Sekil 131,j) ve pankreas (Sekil 141,j) dokularina ait asit fuksin
boyamalarinda; pembe ve tonlarinda boyanan sitoplazma ve nukleus ayrimi
yapilabildi. Ozellikle pankreasta sitoplazma ve nukleus ayrimi, nuklear detaylar,

endokrin boliimler kolaylikla ayirt edildi. Ekzokrin ser6z asinar hiicre graniilleri
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parlak ve canli sklamen renkte ¢ok net ayirt edildi. ince bagirsakta daha soluk
boyanma elde edildi. Goblet hiicreleri secgilemedigi halde Paneth hiicreleri ayirt
edilmekteydi.

Bu sonuglar dogrultusunda asit fuksin ile tekli boyama; (a) parafin kesitlerde
eozin sonuclarmma benzer olarak, genel morfoloji ve doku ayriminda yeterli
bulunmadi. (b) Ince bagirsak yar1 ince epon kesitlerinde, peryodik asit sonrasi
boyama 06zellikle goblet hiicre ayrimini saglamada basarili olarak degerlendirildi.
Pankreas kesitlerinde ise; etching uygulanmadan borakssiz asit fuksin boyamasi,
peryodik asit ve aseton etchingi sonrast verdigi detaylar dogrultusunda

kullanilabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 13. Ince bagirsagin yari ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-gtching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,j) sonrasi
Asit fuksin boyamalari.
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Sekil 14. Pankreas dokusu yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-etching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,j) sonrasi
Asit fuksin boyamalari.
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4.1.9. Parafin kesitlerde Metil green boyama sonuglar

Metil green ile boyanan ince bagirsak goriintiilerinde; epitelyal komponentler
ve lifler yesil renkte, diiz kas hiicreleri ise soluk viyole renkte izlendi. Yesil refle
veren graniilleri ile Paneth hiicre ayrimi yapilirken, beklenen nuklear boyanma tiim
hiicre tiplerinde goriilmedi (Sekil 15a,b). Pankreas kesitlerinde; ekzokrin asinar
hiicrelerde canli yesil bazal sitoplazma, agik yesil apikal sitoplazmik boyanma
g6zlendi, nukleus boyanmasi se¢ilemedi. Endokrin adacik hiicrelerinde soluk viyole

sitoplazmalar i¢inde yesil nuklear boyanma s6z konusuydu (Sekil 15¢,d).

Sekil 15. Ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Metil green boyamast.

57



4.1.10. Yart ince epon kesitlerde Metil green boyama sonuclari

I. Grup kapsaminda ince bagirsak dokusuna uygulanan metil green
boyamasinda; borakssiz soliisyon ile genel morfoloji ¢ok net olmamakla birlikte,
yesil-mavi tonlarinda boyanan mukus igerigi ile goblet hiicrelerinin ayrimi ¢ok
belirgindi (Sekil 16a,b). Boraksli metil green ile boyanan ince bagirsak, mavi
tonlarinda soluk boyanmis toluidine blue boyamasina benzer olarak degerlendirildi.
Goblet hiicreleri seg¢ilemezken, Paneth hiicreleri aywt edilebildi (Sekil 16c¢,d).
Pankreas dokusuna uygulanan metil green boyamasinda ise; yine boraksli boyama
sonuclar1 toluidine blue renklerine benzerlik gostermekteydi. Serdz hiicrelerdeki
zimojenik graniiller koyu mavi boyanmalar1 ile, soluk mavi sitoplazma i¢inde
belirgin olarak secilebildi (Sekil 17¢,d). Borakssiz soliisyon ile boyanan pankreas
kesitlerinde, agik yesil boyanan asinar hiicre sitoplazmasinda apikal lokasyonlu ve
kontrast olusturan morumsu-viyole renkteki zimojenik graniiller ¢ok carpici olarak

izlendi (Sekil 17a,b). Her iki doku ve her iki boyamada nuklear boyanma yetersizdi.

II. Grup kapsaminda sodyum hidroksit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde calisilan ince bagirsak (Sekil 16e,f) ve pankreas (Sekil 17e,f) dokularina
ait metil green boyamasinda; ¢ok soluk pembe ve yesil tonlarindaki yetersiz

boyanma nedeniyle doku detaylar1 degerlendirilemedi.

III. Grup kapsaminda peryodik asit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde calisilan ince bagirsak (Sekil 16g,h) ve pankreas (Sekil 17g,h) dokularina
ait metil green boyamasinda; yesil ve mavi-mor tonlarmda boyanmalar izlendi. Ince
bagirsak soluk boyanmis toluidine blue gibi degerlendirildi. Pankreasta acik yesil
boyanan asinar hiicre sitoplazmasinda apikal lokasyonlu ve kontrast olusturan
morumsu-viyole renkteki zimojenik graniiller belirgin olarak izlenmekle birlikte

homojen boyanma goriilmedi. Nuklear boyanmalar iki dokuda da yetersizdi.

IV. Grup kapsaminda aseton ile etching sonrasi yari ince epon kesitlerde
calisilan ince bagirsak (Sekil 16i,j) ve pankreas (Sekil 171,j) dokularina ait metil
green boyamalarinda; ince bagirsak soluk boyanmis toluidine blue gibi
degerlendirildi. Goblet hiicrelerinin mukus igerigi mor-viyole tonlarinda izlendi.
Pankreasta acgik yesil boyanan asinar hiicre sitoplazmasinda apikal lokasyonlu ve

kontrast olusturan morumsu-viyole renkteki zimojenik graniiller belirgindi. Soluk
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pembe renkte boyanmis endokrin adaciklar rahathkla ayirt edildi. iki dokuda da
mavi-lacivert tonlarinda nukleus boyanmasi ve detaylari gozlendi. Sonu¢ olarak

pankreasta bu monokromatik boyama ile trikromatik sonug elde edildi.

Bu gozlemler sonucunda metil green ile tekli boyama; (a) ince bagirsak
parafin kesitlerinde genel morfoloji ve doku ayrimmna imkan verse de yeterli
bulunmadi. Pankreastaki boyanma daha da yetersizdi. (b) Ince bagirsak epon
kesitlerinde, peryodik asit ve aseton etchingi sonrasi verdigi detaylar dogrultusunda
metil green tekli boyamasinin tercih edilebilecegi diisiiniildii. Pankreas kesitlerinde
ise; sodyum hidroksit uygulamasi sonrasi yapilan boyama olumsuz bulundu. Aseton
disindaki diger uygulamalarin, nuklear detaylar eksik olmak iizere kullanilabilecegi
diistiniildii. Aseton etchingi sonrasi ise, soluk olmakla birlikte ii¢ renkte sagladigi

detaylar sayesinde tercih edilebilecegi diisiiniildii.
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Sekil 16. Ince bagirsagin yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-gtching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,j) sonrasi
Metil green boyamalar.
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Sekil 17. Pankreas dokusu yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-etching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,j) sonrasi
Metil green boyamalar.
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4.1.11. Parafin kesitlerde Notral red boyama sonucglart

Notral red ile boyanan ince bagirsak goriintiilerinde; epitelyal komponentler
koyu kirmizi renkte, diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasi soluk pembe, nukleuslar
koyu kirmizi renkte izlendi. Kahverengimsi boyanmalar1 ile goblet hiicre ayrimi
yapilabilmekteydi (Sekil 18a,b). Pankreas kesitlerinde soluk pembe endokrin alanlara
karsilik, ekzokrin asinar hiicrelerde apikal acik pembe ve koyu kirmizimsi bazal
sitoplazmik boyanma s6z konusuydu. Koyu boyali bazal sitoplazma iginde detaylar1
goriinmemekle birlikte soluk pembe renkteki nukleus ayrimi yapilabilmekteydi
(Sekil 18c,d).

Sekil 18. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Nétral red boyamast.
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4.1.12. Yart ince epon kesitlerde Notral red boyama sonucglart

I. Grup kapsaminda noétral red boyamasinda; borakssiz soliisyon ile hem ince
bagirsak (Sekil 19a,b), hem de pankreasta (Sekil 20a,b) cok soluk tonda pembe
boyanma elde edildi. Ince bagirsakta genel morfoloji ve goblet hiicre ayrimu,
pankreasta endokrin alan ile ekzokrin asinar yapilarin ayrimi izlendi. Boraksli notral
red soliisyonu ile her iki dokuda da (Sekil 19c; Sekil 20c,d) boyanmalar ve morfoloji
olumsuz olarak degerlendirildi. iki tip soliisyon ile iki dokuda da nuklear ve

sitoplazmik ayrimlar degerlendirilemedi.

II. Grup kapsaminda sodyum hidroksit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde ¢alisilan notral red boyamasinda; ince bagirsakta soluk kahverengimsi-
pembe genel boyanma igerisinde Paneth hiicreleri ve 6zellikle kahverengi boyanan
goblet hiicreleri ¢cok belirgin olarak ayirt edildi (Sekil 19e,f). Pankreas dokusundaki
boyanmalar ve morfoloji olumsuz olarak degerlendirildi (Sekil 20e,f). iki dokuda da

nuklear ve sitoplazmik ayrimlar degerlendirilemedi.

III. Grup kapsaminda peryodik asit ile etching sonrasi yari ince epon
kesitlerde ¢alisilan notral red boyamasinda; hem ince bagirsak (Sekil 19g,h), hem de
pankreasta (Sekil 20g,h) cok soluk tonda pembe boyanma saglandi. Doku ayrimi
yapilabilmekle birlikte, detaylar belirgin olarak goériilemedi.

IV. Grup kapsaminda aseton ile etching sonrasi yari ince epon kesitlerde
calisilan nétral red boyamasinda; her iki dokuda ¢ok soluk tonda pembe boyanma
elde edildi. Ince bagirsakta genel morfoloji ve goblet hiicre ayrmm (Sekil 19ij),
pankreasta endokrin alan ile ekzokrin asinar yapilarin ayrimi (Sekil 201i,j) yapilabildi.

Soluk olmakla birlikte iki dokuya ait nukleuslar segilebildi.

Sonuglarimiz dogrultusunda notral red ile tekli boyama; (a) ince bagirsak
parafin kesitlerinde genel morfoloji ve doku ayrimmi yeterince saglamadigi igin
olumlu bulunmadi. Pankreasta daha fazla histolojik detay izlenmekle birlikte rutinde
kullanilmasinm uygun olmadig1 diisiiniildii. (b) Ince bagirsak epon kesitlerinde, tiim
uygulamalarin sonuglar1 olumsuz olarak degerlendirildi. Pankreas Kkesitlerinde ise;
aseton etchingi sonrasi soluk olmakla birlikte detaylar secilebilmekteydi. Buna

ragmen histolojik agidan ek bir katkis1 olmadig: diisiiniildii.
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Sekil 19. Ince bagirsagin yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-gtching ve
borakslt (c), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (1,i) sonrasi
Notral red boyamalari.
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Sekil 20. Pankreas dokusu yar1 ince epon kesitlerinde non-etching ve borakssiz (a,b), non-etching ve
boraksli (c,d), NaOH ile etching (e,f), Peryodik asit ile etching (g,h), Aseton ile etching (i,,j) sonrasi
Noétral red boyamalari.
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4.2. DIKROMATIK BOYANMA BULGULARI

Epon kesitlerde kombinasyon uygulamalari, tiim boyamalarda aseton ile epon

uzaklagtirildiktan sonra gergeklestirildi.
4.2.1. Hematoksilen-Eozin kombinasyonu
4.2.1.1.Parafin kesitlerde Hematoksilen-Eozin boyama sonuglar

Hematoksilen-eozin kombinasyonu ile boyanan ince bagirsak (Sekil 21a,b) ve
pankreas (Sekil 21c,d) dokularinda; hematoksilenin nuklear bazofili ve sitoplazmik
bazofilik komponetleri klasik beklenti ve bilgilere paralel olarak mavi-lacivert
tonlarinda boyadigi gozlendi. Eozinin ise; asidofilik karakterdeki intra- ve
ekstraselliiler komponentlerin pembe ve tonlarinda boyanmasmi istenen diizeyde

sagladig1 goriildii. Her iki dokuda da genel morfoloji net olarak ayirt edildi.
4.2.1.2. Yari ince epon kesitlerde Hematoksilen-Eozin boyama sonuglari

Ince bagirsak boyamalarinda istenen kontrast ve detaylar gdzlenmedi (Sekil
22a,b). Pankreas boyamalarinda ise; eozinin ¢ok etkinlik gdsteremedigi goriildii.
Parafin kesitlerdeki Hematoksilen&Eozin boyanmasinin daha soluk tonlar1 seklinde

degerlendirildi (Sekil 22c,d).

Bu sonuglar dogrultusunda Hematoksilen-Eozin kombinasyonu ile boyamada;
(a) ince bagirsak ve pankreasa ait parafin kesitlerde genel morfolojiyi
degerlendirmek anlamimda tamamen klasik bilgilerle paralellik s6z konusuydu. (b)
Ince bagirsak epon kesitlerinde, boyama olumsuz bulundu. Pankreas dokusunda da
cok soluk tonlar nedeniyle kontrast ve detay vermedigi diisiiniildii. Epon kesit

boyamasinda bir avantaj saglamadigi seklinde yorumlanda.
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Sekil 21. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Hematoksilen-Eozin
boyamasi.

Sekil 22. ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Hematoksilen-
Eozin boyamasi.
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4.2.2. Toluidine blue kombinasyonlar:
4.2.2.1. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Eozin boyama sonuglar

Ince bagirsak yapisinda genel goriiniim, hematoksilen-eozin boyamasma
esdeger bulundu. Toluidine blue’nun hematoksilen yerine davranan boya olarak
nukleus ve bazofilik komponentlerde lacivert renkte boyanma sagladigi goriildii.
Diger sitoplazmik ve ekstraselliiler matriks komponentleri ise eozin tarafindan
pembe tonlarinda boyanmist1 (Sekil 23a,b). Pankreas yapisinda; endokrin béliimler
eozin ile canli pembe alanlar olarak ayirt edildi. Ekzokrin asinuslarda ise; toluidine
blue tarafindan boyanmis bazal sitoplazmadaki dar bir lacivert serit, eozin ile pembe
renkte sitoplazmik boyanma izlendi. Pankreasta tiim nukleuslarin toluidine blue ile

lacivert boyandig1 gortldi (Sekil 23c,d).
4.2.2.2. Yari ince epon kesitlerde Toluidine blue-Eozin boyama sonuclart

Ince bagirsak ve pankreas dokularma ait epon kesitlerin toluidine blue-e0zin
ikili boyamalarinda; toluidine blue ile morumsu lacivert ile ona eslik eden eozinin
pembe-viyole renk etkisi izlendi. ince bagirsakta; mavi-viyole tonlarinda sitoplazmik
boyanmalar, mor-lacivert nukleuslar ve detaylar1 gozlendi (Sekil 24a,b). Soluk
pembe boyanan sitoplazma ile lacivert-mor renkteki nuklear detaylar sayesinde
pankreastaki endokrin boliimler kolaylikla ayirt edildi. Ekzokrin asinar hiicrelerde;
mor-viyole renkte boyanan bazal sitoplazmik alan, burada lokalize lacivert
nukleuslar ve mavimsi-pembe refle veren zimojenik graniillerin yerlestigi apikal

sitoplazma birbirinden ¢ok net olarak ayirt edildi (Sekil 24¢,d).

Bu bulgular sonucunda toluidine blue-eozin kombinasyonu ile boyamanin; (a)
ince bagirsak ve pankreasa ait parafin kesitlerde hematoksilen-eozin kombinasyonu
yerine kullanilabilecegi sonucu cikarildi. (b) Ince bagisak epon kesitlerinde,
toluidine blue ile tekli boyama sonuglarma bir istiinliik saglamadigi diistiniildii.
Bununla birlikte pankreas dokusunda toluidine blue’ya kontur boyama etkisi ile
eozin tarafindan saglanan pembe eozinofili, anlamliydi. Hematoksilen-eozin ile
boyanmis pankreas parafin kesitlerine esdeger renkler ve daha ince detaylar
saglamasi sayesinde, bu kombinasyonun pankreas dokusunda kullanilmasinin yararl

olacagi sonucuna varildi.
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Sekil 23. ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Toluidine blue-Eozin
boyamasi.

Sekil 24. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Toluidine
blue-Eozin boyamasi.
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4.2.2.3. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Asit fuksin boyama sonuglart

Bu kombinasyon ile boyanan ince bagirsak (Sekil 25a,b) ve pankreas (Sekil
25c,d) dokularinda; asit fuksinin dominans gosterdigi ve sklamen rengin hakimiyeti
gbzlendi. Toluidine blue’nun ince bagirsakta goblet hiicrelerinin, pankreasta bazal
sitoplazmanin bazofilik boyanmasma neden oldugu diisiiniildii. Iki dokuda da

nuklear ayrim net olarak yapilamadi.
4.2.2.4. Yari ince epon kesitlerde Toluidine blue-Asit fuksin boyama sonuglari

Ince bagirsak ve pankreas dokularina ait epon kesitlerin toluidine blue-asit
fuksin ikili boyamalarinda; genel olarak toluidine blue boyamasi sonuglarina benzer
gorintiiler izlendi. Ancak morumsu lacivert yerine asit fuksine baglh olarak sklamen
renginin de etkisi izlendi. Ince bagirsakta; sklamen-mor tonlarinda sitoplazmik
boyanmalar, mor-viyole nukleuslar ve detaylar1 ve de canli sklamen rengi mukus
icerigi ile kolaylikla ayirdedilen goblet hiicreleri gozlendi (Sekil 26a,b). Soluk
viyole-pembe boyanan sitoplazma ve nukleus ayrimi, nuklear detaylar ile
pankreastaki endokrin bdliimler kolaylikla ayirt edildi. Ekzokrin seréz asinar hiicre
graniilleri sklamen renkleri ile ¢ok net ayirt edildi. Mor-viyole renkte boyanan bazal
sitoplazmik alan ve burada lokalize nukleuslar arasinda kontrast olmadigindan

ayrimlar1 ¢ok net yapilamadi (Sekil 26¢,d).

Bu bulgulara bagli olarak toluidine blue-asit fuksin ikili kombinasyonu; (a)
ince bagirsak ve pankreasa ait parafin kesitlerde 6zel bir avantaj saglamadigi igin,
kullanilmasiin anlamli olmadig1 seklinde yorumlandi. (b) Her iki dokunun epon
kesitlerinde toluidine blue’ya kontur boyama etkisi ile asit fuksin tarafindan saglanan
pembe-sklamen tonlarindaki  eozinofili, kombinasyonun {istiinligii olarak
degerlendirildi. Kontrast renkler ve daha ince detaylar saglamasi sayesinde, bu

kombinasyonun epon kesitlerde kullanilmasinin yararl olacagi diisiiniildii.
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Sekil 25. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Toluidine blue-Asit
fuksin boyamasi.

Sekil 26. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon Kesitlerinde Toluidine
blue-Asit fuksin boyamasi.
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4.2.2.5. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Metil green boyama sonuglari

Bu kombinasyon ile boyanan ince bagirsak yapisinda; toluidine blue’nun morumsu-
lacivert renk hakimiyetine karsilik, metil green ile ¢cok soluk yesil tonda bag doku
komponentlerinin renklendigi gozlendi (Sekil 27a,b). Pankreas yapisinda; endokrin
boliimlerde toluidine blue ile koyu tonda nukleuslar, daha acik tonda sitoplazmik
boyanma goriildii. Ekzokrin asinuslarda ise; toluidine blue tarafindan boyanmis bazal
sitoplazmadaki dar bir lacivert serit disinda, metil green tarafindan agik yesil

boyanmis sitoplazmik ve nuklear boyanma izlendi (Sekil 27c,d).
4.2.2.6. Yari ince epon kesitlerde Toluidine blue-Metil green boyama sonuglari

Bu kombinasyon ile boyanan ince bagirsak yapisinda; toluidine blue’nun
morumsu-lacivert renk hakimiyetine karsilik, metil green ile ¢ok soluk acik yesil
boyanmis bag doku komponentleri ile goblet hiicreleri gozlendi (Sekil 28a,b).
Pankreas yapisinda; endokrin bdliimlerde toluidine blue ile koyu tonda nukleuslar,
daha eflatun tonda sitoplazmik boyanma goriildii. Ekzokrin asinuslarda ise; canli
morumsu-pembe boyanmis bazal sitoplazma, metil green tarafindan agik mavi-yesil
boyanmis zimojenik graniiller ile lacivert ve tonlarinda nuklear boyanma izlendi

(Sekil 28c,d).

Bu sonuglar dogrultusunda toluidine blue-metil green ikili kombinasyonunun;
(a) ince bagirsak parafin kesitlerinde toluidine blue renginin baskinliginda olup,
hematoksilen-eozin kombinasyonuna iistiinliik saglamadig: diisiiniildii. Pankreasa ait
parafin kesitlerde her ne kadar kontrast ikili boyanma goézlense de ek bir avantaj
saglamadigr sonucuna varildi. (b) Epon kesitlerde ince bagirsakta bir avantaj
saglamadig1 diisiiniilmekle birlikte, pankreas dokusunda toluidine blue’ya metil
green tarafindan saglanan mavi-yesil renk kontrast1 sayesinde detaylarin daha rahat

identifikasyonuna imkan verdigi i¢in yararlanilabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 27. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Toluidine blue-Metil
green boyamasi.

Sekil 28. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon Kesitlerinde Toluidine
blue-Metil green boyamasi.
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4.2.2.7. Parafin kesitlerde Toluidine blue-Ndétral red boyama sonuglart

Bu kombinasyon ile genel gdriiniim, hematoksilen-eozin boyamasina benzer
bulundu. Ince bagirsak yapisinda; toluidine blue ile notral red’in nuklear boya olarak
birbirlerine istiinliik saglayamadiklar1 ve net bir nuklear boyanmanin olmadigi
gbzlendi. Sitoplazmik boyanmanin notral red ile ortaya ¢iktig1 ve buna bagl olarak
pembe tonlarinda renklenme oldugu gorildi (Sekil 29a,b). Pankreas yapisinda;
endokrin boliimler notral red ile soluk pembe alanlar olarak ayirt edildi. Ekzokrin
asinuslarda ise; toluidine blue tarafindan boyanmis bazal sitoplazmadaki dar bir
lacivert serit disinda, ndétral red ile soluk pembe renkte sitoplazmik ve nuklear

boyanma izlendi (Sekil 29¢,d).
4.2.2.8. Yari ince epon kesitlerde Toluidine blue-Nétral red boyama sonuglart

Toluidine blue’nun nétral red ile kombinasyonunda ince bagirsak yapisinda;
iki boyanin nuklear boya olarak birbirlerine istiinlik saglayamadiklari ve net bir
nuklear boyanmanin olmadig1 gozlendi. Sitoplazmik boyanmanin nétral red ile soluk
pembe tonlarinda, goblet hiicrelerinin ise kirmizimsi-mor boyandigi goriildii (Sekil
30a,b). Pankreas yapisindaki ekzokrin asinar hiicrelerde; toluidine blue’nun
boyanmada etkisi olmadigi, nétral red ile nuklear komponentlerin kirmizi-bordo,
bazal sitoplazmanin kirmizi, apikal sitoplazmanin soluk pembe renkte boyandigi

izlendi (Sekil 30c,d).

Bu bulgular dogrultusunda toluidine blue-nétral red kombinasyonunun; (a)
ince bagmwsak ve pankreasa ait parafin kesitlerde hematoksilen-eozin
kombinasyonuna {istiinlik saglamadigi diisiiniildii. (b) Epon kesitlerde ince
bagirsakta bir avantaj saglamadigi, pankreas dokusunda da nétral red ile tekli
boyama sonuclarina benzer oldugu i¢in toluidine blue ile kombinasyon olarak

uygulanmasia gerek olmadigi sonucuna varildi.
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Sekil 29. Ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Toluidine blue-Nétral
red boyamasi.

Sekil 30. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon Kesitlerinde Toluidine
blue-Nétral red boyamasi.
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4.2.3. Asit fuksin kombinasyonlart
4.2.3.1. Parafin kesitlerde Asit fuksin-Toluidine blue boyama sonuclar:

Bu kombinasyon ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde; asit fuksinin
toluidine blue tarafindan maskelenerek varligimi gosteremedigi gozlendi. Tiim
yapilarin toluidine blue tarafindan olusturulan morumsu-lacivert ve daha soluk renkte
boyandig1 goriildii (Sekil 31a,b). Pankreastaki endokrin adaciklar ile ekzokrin ser6z
hiicre bazal sitoplazmalarinin toluidine blue ile morumsu-lacivert, diger alanlarin

soluk mavi boyandigi izlendi (Sekil 31c,d).
4.2.3.2. Yari ince epon kesitlerde Asit fuksin-Toluidine blue boyama sonuglart

Asit fuksin-toluidine blue ikili boyamasinda; ince bagirsakta; pembe-sklamen
tonlarinda sitoplazmik boyanmalar, mor-viyole nukleuslar, canli sklamen rengi
mukus igerigi ile goblet hiicreleri ve ayni renkteki graniilleri ile Paneth hiicreleri
kolaylikla ayirt edildi (Sekil 32a,b). Endokrin pankreatik alanlarda acik pembe
sitoplazma ve mor-viyole nuklear boyanmalar s6z konusuydu. Ekzokrin serdz asinar
hiicre graniilleri canli sklamen renkleri ile ¢ok net ayirt edildi. Mor-viyole renkte
boyanan bazal sitoplazmik alan ve burada lokalize lacivert nukleuslarin ayrimi

yapilabildi (Sekil 32¢,d).

Bu bulgular 1s1ginda asit fuksin-toluidine blue kombinasyonunun; (a) ince
bagirsak parafin kesitlerinde toluidine blue renginin baskinhiginda olup,
hematoksilen-eozin kombinasyonuna iistiinliik saglamadig: disiiniildii. Pankreasa ait
parafin kesitlerde kontrast ikili boyanma gozlenmekle birlikte ek bir avantaj
saglamadigi diisiiniildii. (b) Her iki dokunun epon kesitlerinde asit fuksin’in pembe-
sklamen tonlarindaki eozinofilisi ile toluidine blue’nun kontrast diizeyinin, toluidine
blue-asit fuksin kombinasyonuna gore daha keskin oldugu diisiiniildii. Kontrast
renkler ve daha ince detaylar saglamasi iistiinliigli nedeniyle, bu kombinasyonun

epon kesitlerde kullanilmasimin yararli olacagi sonucuna varild.
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Sekil 31. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Asit fuksin-Toluidine
blue boyamasi.

Sekil 32. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Asit fuksin-
Toluidine blue boyamasi.
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4.2.3.3. Parafin kesitlerde Asit fuksin-Metil green boyama sonuglar

Asit fuksin-metil green kombinasyonu ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde;
asit fuksinin canli sklamen renginin baskin oldugu, metil green ile sadece goblet
hiicrelerinin yesilimsi-lacivert renkte boyandigi goriildii (Sekil 33a,b). Pankreasta
metil green boyanmasinin hi¢ olmadigi, sadece asit fuksinin hakim oldugu; endokrin
adaciklarin daha canli sklamen renginde, geri kalan tiim parankimin detay vermeyen

daha acik pembe renkte boyanmis oldugu gozlendi (Sekil 33c,d).
4.2.3.4. Yari ince epon kesitlerde Asit fuksin-Metil green boyama sonucglart

Asit fuksin-metil green ikili boyamasinda ince bagirsakta; pembe-sklamen
tonlarinda sitoplazmik boyanmalar, mor-viyole nukleuslar, canli sklamen rengi
mukus icerigi ile goblet hiicreleri ayirt edildi (Sekil 34a,b). Pankraesta endokrin
adaciklar acik pembe renkte kolaylikla ayirt edilmekteydi. Ekzokrin ser6z asinar
hiicre graniilleri morumsu renkte ¢ok net ayirt edildi. Pembe-viyole renkte boyanan

bazal sitoplazmik alandaki nukleuslar da goriilebilmekteydi (Sekil 34c,d).

Bulgularimiza gore asit fuksin-metil green kombinasyonunun; (a) ince
bagirsak parafin kesitlerinde asit fuksin renginin baskinliginda olmakla birlikte, metil
green ile boyanan goblet hiicrelerinin spesifik calismalarinda yararlanilabilecegi
seklinde yorumlandi. Pankreasta ise; eozinin ve asit fuksinin tekli boyamalari ile ayn1
hatta daha kotii oldugu ve hi¢ detay vermedigi i¢cin kombinasyonun kullanilmamasi
sonucuna varildi. (b) Ince bagirsak epon kesitlerinde asit fuksin’in pembe-sklamen
tonlarindaki hakimiyeti, peryodik asit etchingi sonrasi uygulanan tekli asit fuksin ile
esdeger olarak degerlendirildi. Bu nedenle metil green ile kombinasyonu ¢ok anlamli
bulunmadi. Pankreasta da etchingsiz boraksl metil green ile esdeger bulundugu i¢in

kombinasyonun avantaj saglamadig diisiiniildii.
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Sekil 33. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Asit fuksin-Metil
green boyamasi.

Sekil 34. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Asit fuksin-
Metil green boyamast.
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4.2.4. Metil green kombinasyonlart
4.2.4.1. Parafin kesitlerde Metil green-Toluidine blue boyama sonuglari

Bu kombinasyon ile boyanan ince bagirsak yapisinda; toluidine blue’nun
morumsu-lacivert renginin, metil green boyanmasini tamamen baskiladigi goriildii
(Sekil 35a,b). Pankreas yapisinda; endokrin boliimlerde toluidine blue ile
nukleuslarin mavi, sitoplazmalarin daha agik mavi boyandigi goriildii. Ekzokrin
asinuslarda ise; toluidine blue tarafindan boyanmis bazal sitoplazmadaki dar bir
lacivert serit disinda, metil green ile acik yesil boyanmis sitoplazmik ve nuklear

boyanma izlendi (Sekil 35¢,d).
4.2.4.2. Yari ince epon kesitlerde Metil green-Toluidine blue boyama sonuglart

Metil green-toluidine blue ile boyanan ince bagirsak yapisinda; metil green’in
higbir komponenti boyamadigi, toluidine blue’nun morumsu-lacivert renginin hakim
oldugu gozlendi. Morumsu-kirmiz1 renkteki igerikleri ile goblet hiicre ayrimi da
yapilabilmekteydi (Sekil 36a,b). Pankreas yapisinda da sadece toluidine blue’nun
baskin oldugu ve metil green’i baskiladigir goriildii. Endokrin boliimlerde toluidine
blue ile koyu tonda nukleuslar, daha pembe-eflatun tonda sitoplazmik boyanma
goriildii. Ekzokrin asinuslarda ise; canli morumsu-pembe boyanmis bazal sitoplazma,
mor-lacivert boyanmis zimojenik graniiller ile lacivert tonlarinda nuklear boyanma

izlendi (Sekil 36¢,d).

Gozlemlerimiz dogrultusunda metil green-toluidine blue kombinasyonunun;
(a) ince bagirsak parafin kesitlerinde toluidine blue renginin baskinliginda olup,
hematoksilen-eozin kombinasyonuna iistiinliik saglamadig: diisiiniildii. Pankreasa ait
parafin kesitlerde, toluidine blue-metil green seklindeki kombinasyonunda oldugu
gibi kontrast ikili boyanma gozlense de ek bir avantaj saglamadigi sonucuna varildi.
(b) Epon kesitlerde toluidine blue ile tekli boyama sonuglarina benzer oldugu igin

kombinasyon olarak uygulanmasina gerek olmadig1 sonucuna varild.
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Sekil 35. Ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Metil green-Toluidine
blue boyamasi.

Sekil 36. ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yari ince epon kesitlerinde Metil green-
Toluidine blue boyamasi.
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4.2.4.3. Parafin kesitlerde Metil green-Asit fuksin boyama sonuglari

Metil green-asit fuksin kombinasyonu ile boyanan ince bagirsak kesitlerinde;
asit fuksinin canli sklamen renginin baskin oldugu, metil green ile bir boyanma
saglanamadig1 gorildi (Sekil 37a,b). Pankreasta ise metil green ile 6zel bir
komponentin homojen bir sekilde boyanmadigi, tiim parankimin asit fuksin ile detay

vermeyen canli pembe renkte boyanmis oldugu gozlendi (Sekil 37c,d).
4.2.4.4. Yari ince epon kesitlerde Metil green-Asit fuksin boyama sonuclart

Metil green-asit fuksin ikili boyamasinda ince bagirsakta; pembe sitoplazmik
boyanmalar, eflatun-viyole nukleuslar, sklamen rengi mukus igerigi ile goblet
hiicreleri ve mor graniilleri ile Paneth hiicreleri ayirt edildi (Sekil 38a,b). Pankraesta
serdz asinar hiicre graniilleri morumsu renkte ¢ok net aymt edildi. Yesil-pembe
boyanan bazal sitoplazmik alandaki pembe renkteki nukleuslar da goriilebilmekteydi

(Sekil 38¢,d).

Degerlendirmelerimiz dogrultusunda metil green-asit fuksin
kombinasyonunun; (a) ince bagirsak parafin kesitlerinde asit fuksin ile tekli boyama
sonuglarma benzer oldugu i¢cin kombinasyon olarak uygulanmasina gerek olmadigi
ve hematoksilen-eozin kombinasyonuna iistiinliik saglamadig: diistiniildii. Pankreas
parafin Kkesitlerinde de, metil green tonlar1 goriilmekle birlikte, spesifik boyanma
olmadig1 diisiiniildii. Asit fuksin dominans1 ve detay saglamamasi nedeniyle basarili
bulunmadi. Epon kesitlerde asit fuksin-metil green seklindeki kombinasyonuna
benzer olarak; (b) ince bagirsakta peryodik asit etchingi sonrasi uygulanan tekli asit
fuksin ile esdeger olarak degerlendirildi. Bu nedenle kombinasyon cok anlamli
bulunmadi. Pankreasta da etchingsiz boraksli metil green ile esdeger bulundugu i¢in

kombinasyonun avantaj saglamadig diisiiniildii.
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Sekil 37. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Metil green-Asit
fuksin boyamasi.

Sekil 38. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Metil green-
Asit fuksin boyamasi.
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4.2.4.5. Parafin kesitlerde Metil green-Notral red boyama sonuglart

Metil green-nétral red ile boyanan kesitlerde her iki dokuda da; metil green
etkinligi hi¢ goriilmedi, sadece notral red ile yapilan boyama sonuglar1 ile esdeger
goriintiiler izlendi. Ince bagirsakta; epitelyal komponentler bordomsu-kirmiz: renkte,
diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasi soluk pembe renkte, nukleuslar1 bordomsu-kirmizi
renkte izlendi. Kahverengimsi boyanmalar1 ile goblet hiicre ayrimi yapilabilmekteydi
(Sekil 39a,b). Pankreas kesitlerinde soluk pembe endokrin alanlara karsilik, ekzokrin
asinar hiicrelerde acik pembe ve koyu kirmizimsi apikal ve bazal sitoplazmik
boyanma s6z konusuydu. Koyu boyali bazal sitoplazma i¢inde detaylari
goriinmemekle birlikte soluk pembe renkteki nukleus ayrimi yapilabilmekteydi
(Sekil 39¢,d).

4.2.4.6. Yari ince epon kesitlerde Metil green-Notral red boyama sonuglar

Bu kombinasyonda ince bagirsak yapisinda; metil green’in etkili olmadigi,
soluk pembe ve kirmizi renklerde nétral red boyamasinin gerceklestigi izlendi.
Goblet hiicreleri bordo renkte goriildii (Sekil 40a,b). Pankreas yapisinda da ayni
sekilde soluk pembe endokrin adaciklar, kirmuzi-bordo nukleuslar, bazal
sitoplazmanin kirmizi, apikal sitoplazmanin soluk pembe renkte boyandigi ser6z

asinuslar izlendi (Sekil 40c,d).

Bu bulgular dogrultusunda metil green-nétral red kombinasyonunun; (a) her
iki dokunun parafin kesitlerinde ve (b) epon kesitlerinde, notral red ile tekli boyama

sonuglarma benzer oldugu i¢cin bu kombinasyonun Ustiinliik saglamadigi diisiintildii.
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Sekil 39. ince bagirsagm (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Metil green-Notral
red boyamasi.

Sekil 40. Iince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Metil green-
Noétral red boyamasi.
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4.2.5. Notral red kombinasyonlari
4.2.5.1. Parafin kesitlerde Notral red-Toluidine blue boyama sonuclar

Ince bagirsak parafin kesitlerinin nétral red-toluidine blue ile boyamasi sonrasi; koyu
morumsu-lacivert boyanma gozlendi. Hiicresel ve nuklear detaylar secilemedi (Sekil
41a,b). Pankreasa ait parafin kesitlerde; eflatun ve mor renklerden olusan heterojen
boyanma izlendi. Cok koyu mor renkteki endokrin alanlarin ayrimi ¢ok rahat
yapilamadi. Ekzokrin asinar hiicrelerdeki koyu mor bazal sitoplazma ile eflatun

nukleuslar ve apikal sitoplazma ayrimi yapilabilmekteydi (Sekil 41c,d).
4.2.5.2. Yari ince epon kesitlerde Notral red-Toluidine blue boyama sonucglart

Notral red-toluidine blue ile boyanan ince bagirsak yapisinda; nétral red’in
higbir komponenti boyamadigi, toluidine blue’nun morumsu-lacivert renginin hakim
oldugu gozlendi. Morumsu renkteki igerikleri ile goblet hiicre ayrimi da
yapilabilmekteydi (Sekil 42a,b). Pankreas yapisinda da sadece toluidine blue’nun
baskin oldugu ve noétral red’i baskiladigr goriildii. Endokrin bdliimlerde toluidine
blue ile koyu tonda nukleuslar, daha pembe-eflatun tonda sitoplazmik boyanma
goriildii. Ekzokrin asinuslarda ise; canli mor boyanmis bazal sitoplazma, mor
boyanmis zimojenik grantiller ile lacivert tonlarmda nuklear boyanma izlenmekle

birlikte detaylar cok net degildi (Sekil 42¢,d).

Sonuglara gore nétral red-toluidine blue kombinasyonunun; (a) her iki
dokunun parafin kesitlerinde hematoksilen-eozin kombinasyonuna {istiinliik
saglamadig1 diisiiniildii. (b) Her iki dokunun epon kesitlerinde, toluidine blue tekli
boyama sonuglarina benzer boyanmalar goriildiigii i¢cin bu kombinasyon basarili

olarak degerlendirilmedi.

86



Sekil 41. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Nétral red-Toluidine
blue boyamasi.

Sekil 42. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Nétral red-
Toluidine blue boyamasi.
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4.2.5.3. Parafin kesitlerde Notral red-Metil green boyama sonuclari

Bu kombinasyon ile ince bagirsakta; epitelyal komponentler bordomsu-
kirmiz1 renkte, diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasi ¢ok soluk renkte, nukleuslar
kirmizimsi-mavimsi renkte izlendi. Kahverengimsi boyanmalar1 ile goblet hiicre
ayrimi yapilabilmekteydi. Metil green ile herhangi bir yapi boyanmamisti (Sekil
43a,b). Pankreas kesitlerinde soluk mavi endokrin alanlara karsilik, ekzokrin asinar
hiicrelerde acik mavi ve koyu kirmizimsi apikal ve bazal sitoplazmik boyanma sz
konusuydu. Koyu boyal1 bazal sitoplazma i¢inde detaylar1 gériinmemekle birlikte

mavimsi renkte nukleus ayrimi yapilabilmekteydi (Sekil 43¢,d).
4.2.5.4. Yari ince epon kesitlerde Notral red-Metil green boyama sonuglari

Bu kombinasyon ile ince bagirsak yapisinda; iki boyanin da etkili olamadigi,
sadece mor renkteki icerikleri ile goblet hiicreleri zorlukla segilebildi (Sekil 44a,b).
Pankreas yapisinda da soluk kirmizimsi nukleuslar, agik yesil bazal sitoplazma, mor
renkte boyanan zimojenik graniiller ile dolu apikal sitoplazmaya sahip asinar

hiicreler gozlendi (Sekil 44c,d).

Bulgularimiz dogrultusunda nétral red-metil green kombinasyonunun; (a)
ince bagirsak parafin kesitlerinde iki boyanin kontrast yaratamadigi ve sadece notral
red’in etkili oldugu, pankreasta kontrast renkler izlenmekle birlikte hematoksilen-
eozin kombinasyonuna iistiinlik saglamadig1 diisiiniildii. (b) Ince bagirsak epon
kesitlerinde Notral red ile yapilan tekli boyama sonuglarma benzer boyanma
gbzlendi. Pankreasta ise metil green tekli boyama sonuglarma esdeger sonuglar elde
edildi. Ustiinliik goriilmedigi icin, kombinasyonun avantaj saglamadig1 sonucuna

varildL
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Sekil 43. ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) parafin kesitlerinde Nétral red-Metil
green boyamasi.

Sekil 44. Ince bagirsagin (a,b) ve pankreas dokusunun (c,d) yar1 ince epon kesitlerinde Nétral red-
Metil green boyamasi.

89



4.3. SPESIFIK BOYAMALARA AIT BULGULAR

Parafin kesitlerde hematoksilen-eozin boyamas: ile bag dokusu lif tipleri,
eozin ile pembe tonlarda boyanir ve birbirinden spesifik olarak identifiye edilemez.
Bu nedenle elastik, retikiiler (Tip III kollajen) ve Tip I kollajen lifleri 6zgiin olarak
ayirt etmek tizere spesifik boyamalar 6nerilmektedir. Yine rutin hematoksilen-eozin
ile boyanmis parafin kesitlerde spesifik olarak aymrt edilemeyen mitokondri
demonstrasyonu igin de bazi 6zel boyamalar onerilmektedir, Altmann metodu da

bunlardan birisidir.
4.3.1. Elastik Liflerin Identifikasyonu

Elastik lifler, aort duvarinda hematoksilen-eozin boyamasinda birbirine
paralel pembe renkte demetler seklinde goriilmektedir (Sekil 45a,b,c). Aort parafin
kesitlerinin toluidine blue ile boyanmasi sonrasi mor demetler seklinde goriilen
elastik lifler (Sekil 46a,b,c), epon kesitlere esdeger hatta daha net goriintiiler sagladi.
Aseton ile etching sonrasi konvansiyonel toluidine blue ile boyanan aort yar1 ince
epon kesitlerinde ise; klasik boyanma renkleri olan koyu mavi-mor demetler olarak
gozlendi (Sekil 46d,e,f). Ancak hematoksilen-eozin boyamasina benzer sekilde,
toluidine blue protokolii elastik liflerin ayrimini saglamada oOnerilen 6zgiin bir
boyama degildir. Verhoeff hematoksileni ile boyama metodu, parafin kesitlerde
elastik liflerin identifikasyonu i¢in Onerilen spesifik boyamalardan birisidir. Bu
metodun uygulandigi aort parafin kesitlerinde; elastik lifler gri-siyah renkte boyanan
demetler seklinde goriilmektedir (Sekil 47a,b,c). Aseton ile etching sonras1 Verhoeff
hematoksileni ile boyanan aort yar1 ince epon kesitlerinde ise; berrak zemin iizerinde

siyah demetler seklinde ve parafin kesitlere gore cok daha net olarak ayrt

edilmektedir (Sekil 47d,e,f).

Bu bulgular dogrultusunda, elastik liflerin demonstrasyonunda; (a) parafin
kesitlerde ¢ok Ozglin olmamakla birlikte toluidine blue metodundan
yararlanilabilecegi, (b) yar1 ince epon kesitlerde Verhoeff hematoksileni metodundan

yararlanilabilecegi diisliniildii.
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Sekil 46. Aort parafin kesitlerinde (a,b,c) ve yar1 ince epon kesitlerinde (d,e,f) Toluidine blue
boyamasi.
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Sekil 47. Aort parafin kesitlerinde (a,b,c) ve yar1 ince epon kesitlerinde (d,e,f) Verhoeff hematoksileni
boyamasi.
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4.3.2. Retikiiler (Tip III Kollajen) Liflerin Identifikasyonu

Karaciger stromasinda da bulunan retikiiler (Tip III kollajen) lifler de elastik
liflere benzer sekilde parafin kesitlerin rutin hematoksilen-eozin ile boyanmasi
sonrast ayirt edilememektedir (Sekil 48a,b,c). Toluidine blue boyamasinin karaciger
parafin kesitlerine uygulanmasi ile, epon kesitlere esdeger sonuglar elde edilmistir ve
retikiiler liflerin ayrimi yapilamamistir (Sekil 49a,b,c). Aseton ile etching sonrasi
konvansiyonel toluidine blue ile boyanan karacigere ait yar1 ince epon kesitlerde de,
retikiiler lif ayrimi yapilamamaktadir (Sekil 49d,e,f). Gordon-Sweet giimiisleme
protokolii, parafin kesitlerde retikiiler liflerin identifikasyonu i¢in onerilen spesifik
boyamalardan birisidir. Bu metodun uygulandigi karaciger parafin kesitlerinde
retikiiler lifler; siyah renkte boyanmis, agsi diizenlenimdeki ince ipliksi yapilar
seklinde kolaylikla ayirt edilmektedir (Sekil 50a,b,c). Gordon-Sweet giimiisleme
protokolii, aseton ile etching sonrasi karaciger yar1 ince epon kesitlerine
uygulandiginda; retikiiler lifler parafin kesitlere esdeger veya daha net olarak

secilebilmistir (Sekil 50d,e.,f,g).

Elde edilen sonuglar dogrultusunda retikiiler liflerin demonstrasyonunda;
parafin kesitler i¢cin onerilen Gordon-Sweet giimiisleme protokoliiniin, yar1 ince epon

kesitlerde de uygulanabilecegine karar verildi.

93



Sekil 49. Karaciger parafin kesitlerinde (a,b,c) ve yar1 ince epon kesitlerinde (d,e,f) Toluidine blue
boyamasi.
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Sekil 50. Karaciger parafin kesitlerinde (a,b,c) ve yar1 ince epon kesitlerinde (d,e,f,g) Gordon-Sweet
giimiigleme boyamasi.
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4.3.3. Tip I Kollajen Liflerin Identifikasyonu

Derinin dermis (stratum reticulare) tabakasinda diizensiz kompakt bag dokusu
yapisinda yer alan Tip | kollajen lifler, parafin kesitlerin rutin hematoksilen-eozin ile
boyanmasi sonrasi pembe tonlarinda boyandigi i¢cin diger eozinofilik
komponentlerden spesifik olarak ayirt edilememektedir (Sekil 51a,b,c). Tip I
kollajenin parafin kesitlerde identifikasyonu i¢in Onerilen spesifik boyamalardan
birisi Masson trikrom metodudur. Bu metodun uygulandig: kesitlerdeki kollajen
lifler; light green tarafindan parlak yesil renkte boyanarak, epitel ve kas gibi diger
komponentlerden kolaylikla ayirt edilir (Sekil 51d,e,f). Toluidine blue boyamas1 deri
parafin kesitlerine uygulandiginda (Sekil 52a,b,c); epon kesitlere esdeger, daha koyu
viyole tonda demet gorselleri elde edildi. Aseton ile etching sonrasi konvansiyonel
toluidine blue ile boyanan deri yar1 ince epon Kesitlerinde de; Tip | kollajen lifler
acik eflatun tonda diizensiz demetler olarak goézlendi (Sekil 53a,b,c,d). Ancak
hematoksilen-eozin boyamasina benzer sekilde, dnerilen 6zgiin bir boyama olmadigi

icin toluidine blue boyamasi ile Tip I kollajen liflerin spesifik ayrimi saglanamadi.

Parafin kesitlerde Tip I kollajenin identifikasyonu i¢in Onerilen trikrom
teknikleri; li¢ boyanm kullanildigi, ¢cok sayida soliisyonun uygulandigi uzun ve zor
protokollerdir. Masson trikrom tekniginde Tip I kollajen boyanmasmin yesil/mavi
boya tarafindan saglandig1 bilindiginden, toluidine blue ile light green
kombinasyonunun hem parafin hem de epon kesitlerde ¢alisilmasi diisiiniildii. Deriye
ait kesitlerin bu kombinasyon ile boyanmasi sonrasi parafin kesitlerdeki kollajen
lifler light green ile yesil renkte, diger komponentler ise toluidine blue ile mor-
lacivert renkte kontrast olusturdugu icin birbirinden kolaylikla ayirt edilebildi (Sekil
52d,e,f). Aseton ile etching sonrasi ayni kombinasyon ile boyanan epon kesitlerde de
Tip | kollajen lifler berrak zemin iizerinde canli yesil renkte, toluidine blue ile mor-
lacivert boyanarak kontrast olusturan diger yapilardan kolaylikla ayirt edildi. Parafin

kesitlere gore ¢ok daha net detaylar izlendi (Sekil 53e,f,g,h).

Bulgularimizin sonucunda, Tip | kollajen liflerin demonstrasyonunda; hem
parafin kesitlerde hem de yar1 ince epon kesitlerde, trikrom tekniklerine alternatif
olarak toluidine blue ile light green kombinasyonundan yararlanilabilecegi

diistiniildii.
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Sekil 51. Deri parafin kesitlerinde; H-E (a,b,c), Masson trikromu (d,e,f) boyamalari.
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Sekil 52. Deri parafin kesitlerinde; Toluidine blue (a,b,c), Toluidine blue-Light green (d,e,f)
boyamalari.
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Sekil 53. Deri yar1 ince epon kesitlerinde; Toluidine blue (a,b,c,d), Toluidine blue-Light green
(e,f,g,h) boyamalari.
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4.3.4. Mitokondri Identifikasyonu

Hiicresel organellerden olan mitokondri, parafin kesitlerin  rutin
hematoksilen-eozin ile boyanmasi sonrasi ayirt edilemez. Karacigere ait
hematoksilen-eozin ile boyanmis parafin kesitlerdeki hepatositlerde de bu ayrim
yapilamamaktadir (Sekil 48a,b,c). Benzer olarak aseton ile etching sonrasi
konvansiyonel toluidine blue ile boyanan karacigere ait yar1 ince epon kesitlerde de,
mitokondrial ayrim c¢ok spesifik olarak yapilamamaktadir (Sekil 49d,e,f). Altmann
protokolii, parafin kesitlerde mitokondrial identifikasyon i¢in Onerilen spesifik
boyamalardandir. Bu metodun wuygulandig1 karaciger parafin kesitlerinde
mitokondrionlar; sarims sitoplazmik zemin {izerinde kontrast olusturan canli kirmizi
renkte boyanan graniiler yapilar seklinde kolaylikla ayirdedilmistir (Sekil 54a,b,c).
Protokol, aseton ile etching sonrasi karaciger yar1 ince epon kesitlerine
uygulandiginda; mitokondri profili soluk pembemsi-sar1 sitoplazmik zemin {izerinde
kontrast olusturan canli sklamen renkte graniiler yapilar olarak net olarak

secilebilmistir (Sekil 54d,e,f).

Bu bulgular dogrultusunda mitokondri demonstrasyonunda; (a) parafin
kesitler i¢in Onerilen Altmann protokoliiniin, yar1 ince epon kesitlerde de

uygulanabilecegi sonucuna varildi.
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Sekil 54. Karaciger parafin kesitlerinde (a,b,c) ve yari ince epon kesitlerinde (d,e,f) Altmann teknigi
boyamasi.
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TARTISMA ve SONUC

1960’11 yillarda baslayan plastik kesitlerin boyanmasi alaninda; klasik olarak
kullanilmakta olan bazik boyalarin tek olarak daha pratik kullanilabilmelerine
yonelik pH, 1s1, mikrodalga 1smimi gibi etkenlerin arastirildigi bir¢ok c¢alisma
yapilmistir. Mevcut metotlarin veya yeni gelistirilecek metotlarin daha hizli, kolay,
pratik ve giivenilir 6zellikte olmasi, en lstiin histolojik detaylarm elde edilmesine
imkan vermesinin hedeflendigi bu alandaki arastirmalara giiniimiizde halen devam
edildigi goriilmektedir.
Plastik kesitlerde monokromatik boyama alaninda; toluidine blue ilk olarak bir grup
aragtirmaci tarafindan (Trump, Smuckler, & Benditt, 1961) osmiyum tetroksit
fiksasyonu sonrasi yar1 ince epon kesitlerin boyanmasinda denenmistir. Toluidine
blue’nun yiiksek alkali soliisyonu ile yaptiklar1 boyama ve aldiklar1 olumlu sonuglar,
protokoliin ve boyanin giiniimiizde de tiim laboratuvarlarda bu alanda yaygin olarak
kullanilmasinin miladi olmustur. Bu boya plastige gomiilii tiim dokularda genel
olarak mavi tonlarmda boyanma saglarken, baz1 hiicrelerde ve doku
komponentlerinde kirmizimsi-mor renkte metakromatik boyanmaya neden olur.
Alkali 6zelligi, soliisyon igerisine eklenen sodyum tetraborat (boraks) tarafindan
saglanir.
Lynn (1965); yar1 ince epon kesitleri gii¢lii alkali olan sodyum karbonat ile
hazirladig1 toluidine blue ile boyamis ve doyurucu sonuglar aldigmi rapor etmistir.
Metot, elektron mikroskopik oryantasyon i¢in de uygun bulunmustur.
Diger bir ¢alismada yar1 ince epon kesitler alkalik toluidine blue ile boyandiktan
sonra kesitler agarincaya kadar yag icinde bekletilmistir. Baz1 hiicrelerin oldukca
koyu renkte kaldig1 ve yag uygulamasmin olasilikla diferansiyasyon etkisi gosterdigi
diistiniilmiistiir (Stockert, & Colman, 1978).
Bir bagka ¢alismada, yari ince kesitlerde metilen blue ve sodyum tetraborat
uygulanmasit sonrasi kardiyomiyositlerdeki mitokondri morfometrisi ¢alisilmistir.
Calismanin elektron mikroskopi diizeyine ilerletilmesine gerek olmayacak kadar

basarili oldugu bildirilmistir (Gevondian, & Avtandilov, 1982).
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Araldite gomiilen dokularin yari ince kesitlerinin hafif 1sitillmig metilen blue ile 1-3
dakika boyanmasi arastirildigi calismada; hizlica gerceklesen polikromatik
kontrastlar saglandigi, ayrica elektron mikroskopik olarak da karsilagtirmali analiz
yapilabilecegi belirtilmistir (Loginov et al., 1987).

Bir baska c¢alismada aldehit kullanilan ve aldehit kullanilmayan iki fiksasyon
kategorisini izleyen mutlak osmikasyon sonrast myelinli sinir liflerinin korunmasi ve
boyanmasi arastirilmistir. Yari ince epon kesitlerde toluidine blue boyamasinda
mikrodalga desteginden yararlanilmis ve doyurucu sonuclar elde edildigi ifade
edilmistir (Feirabend et al., 1998). Mikrodalga i1sinimindan yararlanilan bir diger
caligmada; sinir sistemi dokularmm gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ile ikili
fiksasyonu, doku takibi ve plastife gomme asamalarinda mikrodalga 1smimi
uygulanmistir. Arastirmacilar konvansiyonel toluidine blue ile boyadiklar1 yar1 ince
epon kesitlerde yapilarin olduk¢a iyi korunup boyandigmi, elektron mikroskobik
diizeyde de kaliteli goriintiiler elde ettiklerini bildirmislerdir (Calkins et al., 2020).
Alkalinitenin artirilmasinin amaglandig1 bir boyama arastirmasinda; yari ince epon
kesitler bazik fuksin-metilen blue-borik asit-sodyum hidroksit karisimindan olusan
soliisyon ile 45-50°C’de 4-5 saniye boyanmus ancak sonuglar yetersiz oldugu i¢in
protokolde degisiklikler yapilmasi gerektigi rapor edilmistir (Sato, & Shamoto,
1973).

2018 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, yar1 ince epon kesitlerde kolay ve tek asamali
polikromatik boyama metodu degerlendirilmistir. Azur B ve bazik fuksin
karistmmdan hazirlanan boya soliisyonu karisimi  kesitlere farkli  sekillerde
uygulanmistir. Alkalinizasyon i¢in kullandiklar1 boraks soliisyonunun boyalara ayr1
ayr1 degil, boya karisimma ve boyama isleminden 20 dakika 6nce eklendiginde;
ayrica epon kesitlerin hot plate iizerinde 50°C yerine 100°C’de boyandiginda en iyi
sonuglar1 aldiklarin1 saptamiglardir (Morikawa et al., 2018).

Calismamizda epon kesitlerdeki dokulara boyalarin penetrasyonunu arttirmak
amaciyla literatiir bilgisi dogrultusunda hem bazik hem de asidik karakterdeki boya
soliisyonlarmna alkalinite saglamak/ytlikseltmek icin boraks ilavesi yapilarak tekli
boyama denemeleri calisildi. Ancak toluidine blue disinda calisilan diger tiim bazik
ve asidik boyalar ile basarili sonuclar alinamadi. Bu nedenle ikili boyamalara boraks

ilavesiz sulu soliisyonlar ile devam edildi. Bir arastirmadaki olumsuz bulgular
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sonrasi ifade edildigi gibi (Sato, & Shamoto, 1973); farkli formiilasyonlar, farkli
alkali diizeyleri, 1s1 gibi boyanmay1 etkileyen faktorlerde yapilacak degisik
denemeler ile sonuglarin iyilestirilebilecegi diistiniildii.

Calismamiz kapsaminda gluteraldehit-osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu
sonrasi ince bagirsak ve pankreas dokularina ait yar1 ince epon kesitlere alt1 farkli
monokromatik boyama uygulandi.

Hematoksilen ile tekli boyama her iki dokuda da, sadece nukleuslar diizeyinde
detaylar sagladigi i¢in olumlu bulunmadi ve kullanilmasi uygun bulunmadi. Harris
hematoksileni epon kesitlerde tekli boyama olarak ilk kez c¢alisildi, ancak olumlu
bulunmadi. Taranan literatiirde de yar1 ince epon kesitlerde ve osmikasyonun
atlandig1 hidrofilik rezin kesitlerde hematoksilen boyamasindan, nuklear kontur boya
olarak farkli boyalar ile farkli metotlarda yararlanildig1 goriildii (Iwadare, Harada,
Yoshino, & Arai, 1990; Scala et al., 1993).

Epon kesitlerde tekli boyama olarak ilk kez ¢aligilan eozin, ince bagirsakta hig detay
saglamadi. Literatlirde de yar1 ince epon kesitlerde eozin boyamasinin, farkli boyalar
ile kombine edilerek kullanildig1 goriilmiistiir (Scala et al., 1993).

Toluidine blue ile monokromatik denemelerde hem ince bagirsak hem de pankreasta;
tiim boyamalarda konvansiyonel epon kesit boyas1 olarak klasik bilgilere paralel ¢cok
iistiin histolojik detaylar izlendi.

Literatiirde yar1 ince epon kesitlerde asit fuksin, farkli boyalar ile kombine edilerek
kullanilmistir (Smith, 1981; Van Reempts, & Borgers, 1975). Anyonik boya oldugu
icin daha 6nce epon kesitlerde ¢alisilmadig: diistiniilen asit fuksin, ¢alismamizda ilk
kez denenmistir ve pankreas dokusunda kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.
Taranan literatiirde metil green tekli boyamasi yerine, fosfotungstik asit ile karisim
olarak kullanildig1 gériilmistiir (Tato et al., 1991). Metil green bu formiilasyonda ilk
kez calisildi ve pankreas i¢in basarili oldugu diistiniildii.

Notral red, fast green ile karisim olarak kullanilmistir (Manskikh, & Sheval, 2020).
Monokromatik boyamasina taranan literatiirde rastlanmamistir. Bu alanda ilk kez
calisilmistir, ancak olumlu bulunmamastir.

Renkli parafin kesit boyamalarinda monokromatik tekli boyamalar yerine
yaygm olarak kontur boyamanin da oldugu ikili veya ii¢lii boya soliisyonunun

kullanildig1 polikromatik boyamalar tercih edilir. Kullanilan boya soliisyonlar: su ile
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veya bazen alkol ilavesi ile hazirlanir. Hematoksilen ve eozin kombinasyonunda
goriilen histolojik  detaylardan hangi komponent/lerin hangisi tarafindan
boyandiginin degerlendirilebilmesi amaciyla bu iki boya tekli olarak da calisilmstir
ve sonuclar histoloji ve histoloji teknikleri alaninda temel ve klasik bilgi olarak
yerini almistir (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967; Green, 1991; Ross et al., 2011).
Olumlu sonuglar alma konusunda beklentimiz yiiksek olmamakla birlikte,
calismamizda epon kesitlere kontrol olusturmak ve karsilastirma yapmak amaciyla
parafin kesitlere tekli boyamalar da uygulanmstir.

Parafin kesitlerdeki hematoksilen tekli boyama sonuglari, klasik bilgiler ile tamamen
paraleldir. Nuklear boyanma ve detaylar1 saglamasima ek olarak, genel morfoloji ve
doku ayrimini da imkan vermektedir.

Eozin ile parafin kesitlerde tekli boyama; literatiir ile uyumlu olarak genel morfoloji
ve doku ayriminda detay saglamamuistir.

Katyonik ve metakromatik 6zellikli toluidine blue ile parafin kesitlerde tekli boyama,;
mast hiicre graniilleri ile kikirdak matriksi i¢in, ayrica polarizasyon mikroskobunda
amiloid depozitlerinin gosterilmesi igin Onerilmektedir (Clark et al., 1981; Drury et
al., 1967; Green, 1991). Bu komponentlerden farkli olarak ¢alismamizda
kullandigimiz dokulardan pankreasta toluidine blue genel morfoloji hakkinda az da
olsa histolojik detay vermekle birlikte, ince bagirsakta olumsuz bulundu. Literatiir ile
paralel olan sonug¢larimiz 1s1¢1nda, ¢alisilan iki dokuda da ek bir avantaj saglamadigi
diistiniilmiistiir.

Mitokondri identifikasyonu amaciyla 6zel metot kapsaminda farkli formiilasyonda
kullanim1 onerilen asit fuksinin, parafin kesitlerde tekli anyonik bir boya olarak
kullanim alan1 yoktur (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967; Green, 1991). Bu bilgi
ile paralel olarak, bu boyanin ince bagirsak ve pankreasta tekli uygulama sonuglari
genel morfoloji ve doku ayriminda detay vermemistir.

Metil green, bazik karakterde nuklear bir boyadir ancak genellikle baska bir boya ile
kombine olarak kullanilir (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967; Green, 1991).
Caliymamizda da ikinci bir kontur boyamanm olmamasi ve yaygin olarak yesil
tonlarinda boyanma olmasi nedeniyle detay saglamamistir. Bu sonug, literatiir bilgisi

ile uyumludur.
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Notral red, katyonik zayif niiklear bir boyadir ve parafin kesitlerde kontur boya
olarak onerilir (Clark et al., 1981; Drury et al., 1967; Green, 1991). Bu bilgi ile
uyumlu olarak ¢aligmamizda tekli olarak yaptigimiz boyamalarda, ikinci bir kontur
boyamanin olmamasi ve yaygin olarak kirmizi tonlarinda boyanma olmasi nedeniyle
detay elde edilememistir.

Degisik boya ve kombinasyonlarinin epon kesitlerde kolaylikla
uygulanmasima imkan vermek tiizere ¢esitli ajanlar ve protokoller (alkali hidrolizi,
halojenizasyon, asit aracili-oksidasyon) ile de-eponizasyon (etching) ve de-
osmikasyon mekanizmalar1 lizerinden Oneriler ve arastirmalar bulunmaktadir. Bu
solvent ve ajanlarin rezin kesitler izerindeki etkisi ¢ok fazla bilinmemektedir (Hayat,
2000; Robinson et al., 1996). Ancak kesitlerde hasarlanmadan kalan kisimlarda 1s1k
mikroskopi diizeyinde bir¢ok klasik ve 6zel boyamalarm uygulandigi, ozellikle
immiinohistokimya i¢in etching sonrasi basarili sonuclar elde edildigine dair
calismalar bulunmaktadir.

Bir calismada, yar1 ince epon kesitler tek asamali Mallory-Heidenhain boyas1 ile
boyanmistir. Kisa bir hidrojen peroksit muamelesi, celestine blue ile nuklear boyama
ve son olarak modifiye Cason soliisyonu (sodyum bikarbonat) uygulanan kesitlerde;
bircok yapinin farkli renklerde boyandigi bildirilmistir (Van Reempts, & Borgers,
1975).

Osmiyum tetroksit fiksasyonu sonrasi yari ince epon kesitlere boyama oncesinde
aseton ile hazirlanan potasyum permanganat uygulanan bir calismada, kesitler
toluidine blue-malahit green karisimindan olusan soliisyon ile boyanmistir. Kontur
boyama i¢in bazik fuksin kullanilmistir ve birgok komponentte ayirt edici boyanma
saglandigi bildirilmistir (Grimley, 1964).

Bir baska arastirmada, insan parazitlerinin boyanmasi i¢in gelistirilmis Stevenel’s
blue karigimi, farkli dokulara ait yar1 ince epon kesitlerde denenmistir. Potasyum
permanganat ile metilen blue karisiminin 60°C’de 10 dakika siire ile tek asama
seklinde uygulanmasi sonrasi; nuklear, sitoplazmik ve ekstraselliiler komponentlerin
canli ve kontrast olusturan boyanma sagladig: ifade edilmistir (del Cerro, Cogen, &
del Cerro, 1980).

Yar1 ince epon kesitlerde farkli boyamalarin ¢aligildigr bir diger arastirmada; Azan

boyamasi i¢in Oncesinde potasyum dikromat muamelesinin gerekliligi, H&E
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boyamasi i¢in deosmikasyon gerekliligi, PAS-methenamin silver boyamasi igin
herhangi bir modifikasyona gerek olmadig bildirilmistir (Iwadare, & Arai, 1995).
Bir diger boyama ¢alismasinda; gluteraldehit-paraformaldehit ile fikse ve osmiyum
tetroksit ile postfikse dokularin ii¢ farkli epon tipine gomiilmesi ile elde edilen yar1
ince kesitlere boyama Oncesi oksidasyon ve agartma islemi uygulanmistir.
Sonrasinda karbol metilen blue-karbol gentian violet soliisyonu ile boyama ve
pararosanilin ile kontur boyamasi yapilmistir. Farkli epon tiplerinde standart
boyanma saglayan bir metot gelistirildigi rapor edilmistir (Tolivia et al., 1994).
Alkalik ajanlarla yapilan calismalar arasinda; insan periferik sinir dokularmin
gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu sonrasi yari1 ince kesitlerine
potasyum hidroksit ile epon uzaklastirma islemi uygulanmistir. Sonrasinda hidrojen
peroksit ile de-osmikasyon uygulanan kesitler, mikrodalga aracili antijen retrieval’a
tabi tutulmus ve immiinohistokimyasal uygulamalar gergeklestirilmistir. Zemin
boyanmasinin olmadig1 ifade edilen ¢alismada, immiin boyamalar son derece basaril
bulunmustur (Cai et al., 2005).

Gluteraldehit ile fikse fare ve sican bobrek dokularinda yapilan bir arastirmada,
osmiyum tetroksit postfiksasyonu uygulanan ve uygulanmayan yari ince epon
kesitlerde bazi membran proteinlerinin immiinositokimyasi ¢alisilmistir. Potasyum
hidroksit ile epon uzaklastirmasi isleminin ardindan mikrodalgada antijen retrieval
uygulamas1 sonras1 gerceklestirilen immiinoperoksidaz ve immiinofloresan
isaretlemelerde olumlu sonuglar alindig1 bildirilmistir (Zhai et al., 2007).

Siganlara ait sinir dokularinda myelinli liflerin gosterilmesi amaclanan bir ¢calismada,
gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu sonrasi yari ince kesitlere alkali
etching ajanlarindan sodyum etoksit ile etching uygulanmistir. Sonrasinda
diaminobenzidin (DAB) soliisyonu ile muamele edilen kesitlerde myelinli lifler
kolaylikla izlenebilmistir. Metot, osmiyum ile DAB’mn reaksiyona girme
mekanizmasina dayandigi i¢in, osmiyum fiksasyonunun sart oldugu belirtilmistir
(Krueger et al., 1999).

Yine bir arastirma calismasinda gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon
uygulanmadan epona gomiilen sican bobrek ve karaciger dokularindan 100-1000 nm
arasinda yar1 ince kesitlere immiinofloresan teknik uygulanmistir. Arastirmacilar

sodyum etoksit ile epon etching islemi sonrasi yapilan immiin boyamalarda en net
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floresan goriintiiniin 100-250 nm kalinliktaki kesitlerde elde edildigini bildirmislerdir
(Haraguchi, & Yokota, 2002).

Loeffler’in metilen blue metodu, peryodik asit-methenamine silver boyamasi,
Giemsa, PAS ve hematoksilen kontur boyamalarinin bobrek biyopsisi yar1 ince epon
kesitlerine uygulanmasmin denendigi bir ¢alismada; boyama Oncesi diisiik alkali
soliisyon amagli dimetil siilfoksit i¢inde eritilen crown eter ile epon uzaklagtirmasi ve
sonrasinda boyamalar uygulanmus, tanisal anlamda oldukc¢a tatminkar sonuglar elde
edildigi bildirilmistir (Iwadare et al., 1990).

Calismamizda da yukaridaki arastirmalara benzer olarak; gluteraldehit-
osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu sonrasi ince bagirsak ve pankreas dokularma ait
yar1 ince epon kesitlerde dort monokromatik boyamada alkali ajan olarak sodyum
hidroksit ile etching uygulanmis ve sadece toluidine blue boyamasinda basarili
sonuglar elde edilmistir. Diger boyamalarda olumlu sonuclar saglanamamstir. Alkali
ajan ile etching uygulanan diger calismalar ile bulgularimizin uyumlu olmayisi,
kullandigimiz boya ve dokularin farkli olmasi nedeniyle olabilecegi seklinde
yorumlanmistir.

Asit ajanlarm etching amaci ile kullanildig1 aragtirmalardan birinde, yar1 ince

epon kesitlerin toluidine boyamas1 dncesi HCI ile muamele edildiginde ¢ok daha iyi
kontrast olustugu bildirilmistir (Erenpreisa, & Enkuzens, 1980).
Bir baska caligmada elektron mikroskopi i¢in hazirlanan epon bloklardan alinan yar1
ince kesitler, lamel iizerine toplanarak seri kesitler seklinde boyanmistir. Hot plate
iizerinde kurutulan kesitler periyodik asit muamelesi sonrasi bazik fuksin ve alkalik
metilen blue ile boyanmistir. Kesit almaya ara vermeksizin seri kesit eldesi ve
boyanmasi basarili bir sekilde saglanmistir (Roberts, & Hutcheson, 1975).

Calismamiz kapsaminda dort monokromatik boyamada asit etching ajani
olarak periyodik asit uyguladigimiz kesitlerde; toluidine blue boyamasinda,
konvansiyonel boyamaya gore daha iyi kontrast elde edilmistir.

Ince bagirsak kesitlerinde periyodik asit etchingi sonrasi asit fuksin boyamasinda,
goblet hiicrelerinin sklamen tonda boyanmasi ve ayrimi dikkat cekiciydi. Etching
amaciyla kullanilmakla birlikte, periyodik asitin PAS reaksiyonundaki etkisinin bu
boyamada benzer bir rol oynamis olabilecegi, asit fuksinin de Schiff ayracinda

kullanilan bazik fuksinin bir tiirevi olarak ona benzer boyama davranisi gdstermis
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olabilecegi diisiiniildi. Bu nedenle periyodik asit etchingi sonrasi asit fuksin
boyamasinin bazi modifikasyonlar ile PAS (+) komponentler iceren farkli dokularda
da calisilarak gelistirilmesine karar verildi.

Metil green tekli boyamasinda periyodik asit etchingi, sagladig1 detaylar nedeniyle
basarili bulundu, ancak noétral red tekli boyama sonuglart olumlu degildi.

Boyama Oncesi asit etchingi yapilan ve olumlu sonuc¢larin alindig1 ¢aligmalar ile
paralel olarak, c¢aligmamizda da toluidine blue, asit fuksin ve metil green
boyamalarmdaki sonug¢larimiz oldukg¢a tatminkar bulunmustur. Sadece notral red
sonuglar1 yetersiz olup, bunun da zaten zayif nuklear bir boya olan nétral red’in tekli
kullanimda zay1f penetrasyonu ve etkinligi nedeniyle olabilecegi diistiniildii.

Bir caligmada, yar1 ince epon kesitlere boyama Oncesinde aseton
uygulanmistir. Oil red O boyamasi sonrasi thionin ve azur B ile kontur boyama
uygulanan kesitlerde, intraselliiler lipidler kirmizi renkte ¢ok belirgin olarak
izlenmistir. Ancak renklerin kalic1 olmadig1 ifade edilmistir (Tzitsikas et al., 1962).

Iyot/brom buharma maruz birakildiktan sonra asetonla yikanarak eponun
kesitlerden uzaklastirilmasi bilgisinin haricinde, asetonun tek olarak uygulanmasi ve
sonrasinda {iclii boyamanm yapildigi bu calismadan bagka aseton kullanimimin
oldugu literatiire rastlanmamustir. Calismamiz kapsaminda; {i¢iincli etching ajani
olarak uyguladigimiz aseton sonrasi yapilan tiim monokromatik boyama sonuglari,
alkali ve asit etchingi sonrasi boyamalara ve etching uygulanmadan yapilan
boyamalara gére ¢ok daha basarili olarak degerlendirildi. Aseton etchingi sonrasi
toluidine blue boyamalari, 6zellikle pankreasta etching uygulanmadan konvansiyonel
boyamalara esdeger hatta daha berrakti ve daha c¢ok detay sagladi. Taranan
literatiirde aseton ile etching uygulamasinin, toluidine blue ve diger iic boyamada
denendigine rastlanmamistir. Bu anlamda buldugumuz sonuclar hem ilk, hem
olumludur. Bu bulgularimiz nedeniyle epon Kesitlerdeki kombinasyon
uygulamalarinin, tiim boyamalarda aseton ile epon uzaklastirildiktan sonra
gerceklestirilmesine karar verilmistir.

Epon Kkesitlerde daha ¢ok renk ile kontrast yaratma ve daha g¢ok doku
komponentininin identifikasyonunu saglamak diisiincesi ile iki (dikromatik) veya
daha ¢ok (polikromatik) boya soliisyonunun karistirilarak veya kombine edilerek

ardisik kullanilmasina yonelik pek cok calisma yapilmastir.
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Ikili boyama arastirmalar1 arasinda 1967°de yapilan bir calismada; sican ve hamster
testis, epididimis dokularmin epon ve araldit yar1 ince kesitlerinde spermlerin
hiicresel komponentlerinin diferansiyal boyanmasi amaclanmistir. Toluidine blue ve
onu izleyen bazik fuksin uygulanmasi sonrasinda spermiumlarda akrozom, orta
par¢adaki mitokondrial kilif ve kuyrugun farkli boyanmasi ve ayrimi saglanmustir.
Protokole fosfotungstik asit ve light green ile devam edilmesi durumunda ise epon
kesitlerde kollajenin de ayr1 renkte boyanmasmi saglayan polikromatik bir metot
gelistirilebilecegi belirtilmistir (Aoki, & Gutierrez, 1967).

Yar1 ince epon kesitlerin bazik fuksin ve alkali metilen blue ile boyandigi
arastirmada; hizli ve kolay oldugu ifade edilen teknigin, 6zellikle hiicre ve bag doku
ayrimini iy1 sagladigi bildirilmistir (Huber et al., 1968).

Dikromatik bir boyama ¢alismasinda; insan, kobay ve siganlardan elde edilen farkli
dokulara ait epon, araldit ve glikol metakrilat yar1 ince kesitler boraksl metilen blue
ve bazik fuksin ile boyanmistir. Bircok yapida izlenen boyanmalar sonucu metot,
ozellikle periferik sinir ve damar incelemeleri icin oOnerilmistir (Aparicio, &
Marsden, 1969).

Jha (1976); fare meme dokusuna ait epon kesitlerde iki farkli pH’da iki boya olan
bazik fuksin-metilen blue karisimindan olusan tek soliisyon ile polikromatik
boyanma sonuglar1 elde etmistir. Meme dokusundaki epitelyal hiicreler, bag dokusu
ve yag hiicrelerinin kontrast renklerde boyandigini; mide, adrenal bez, meme timori
ve arter dokularinda da polikromatik boyanmalar gdzlendigini bildirmistir.

Bir bagka ikili boyama calismasinda, rutin toluidine blue boyamasini izleyen bazik
fuksin uygulamasi ile sinir dokusundaki kollajendz bag dokusunun kolaylikla
secilebilmistir (Menovsky, & van den Bergh Weerman, 1999).

2020 yilinda yayinlanan bir ¢aliymada arastirmacilar, yar1 ince epon kesitlere Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilerin ayrimi igin kullanilan Twort’un boyama
metodunu (ndtral red ve fast green FCF karisimi) adapte ederek uygulamislardir.
Arastirmacilar konvansiyonel monokromatik metilen blue boyamasi ile yaptiklari
karsilastirmada, uyguladiklar1 metot ile bir¢ok yapmm farkli renklerde kolaylikla
birbirinden ayirt edilebildigini belirtmislerdir. Basit ve kolay bir dikromatik boyama

uyguladiklar1 ¢aligmanimn, osmiyum postfiksasyonu sayesinde elektron mikroskopi ile
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devamma ve boylece 151k ve elektron mikroskobi korelasyonuna da imkan
sagladigimi vurgulamiglardir (Manskikh, & Sheval, 2020).

Ug ya da daha fazla boya veya metodun kullanildig1 polikromatik yar1 ince
kesit boyama arastirmalar1 da denenmistir. Bunlardan birinde; c¢esitli rezinlere
gomiiliip elde edilen yar1 ince epon kesitler 65°C’de metilen blue-azur II soliisyonu
ile boyandiktan sonra bazik fuksin kontur boyamasi uygulanmistir. Beklemis eski
epon blok kesitlerininin yeni olanlara gore daha az boyandig1 goézlenmistir. Hizli ve
kolay olan bu teknik, fotograflama ve elektron mikroskopik oryantasyon i¢in uygun
bulunmustur (Humphrey, & Pittman, 1974).

Bir baska polikromatik boyama denemesinde; cesitli dokulara ait yari ince epon
kesitler tek asamali Mallory-Heidenhain boyasi ile boyanmistir. Celestine blue ile
nuklear boyama uygulanan kesitlerde bircok komponentin farkli renklerde boyandig:
bildirilmistir (Van Reempts, & Borgers, 1975).

Retina tabakalarindaki hiicresel yapilarin sitolojik ozelliklerinin  analizinin
amaglandig1 bir ¢alismada, yar1 ince epon kesitler bazik karakterdeki toluidine blue,
metilen blue ve thionin ile konvansiyonel olarak boyanmistir. Isik mikroskobik
diizeyde retinanin 3x8mm’lik nispeten genis segmentinde sitolojik analize imkan
veren li¢lii boyama, oldukca basit ve uygun bulunmustur. Dokularin ultrastriiktiirel
incelemeye devam imkani da 6nemli bir avantaj olarak belirtilmistir (Manokhina, &
Bakhtybaev, 1978).

1980 yilinda yapilan bir arastirmada; yar1 ince epon kesitlerde PAS boyamasina
kontrast olusturmak amaciyla sonrasinda uygulanan metilen blue-azur II boyamasi
denenmistir. Elde edilen basarili 1s1k mikroskobik sonuglara ek olarak, ultrastriiktiirel
incelemeye devam imkani da 6nemli bir avantaj olarak goriilmiistiir (Schroeder et al.,
1980).

Smith (1981); rutin parafin boyama protokollerinden olan Masson trikrom metodunu
modifiye ederek glikol metakrilat kesitlerine uygulamistir. Sirasiyla demirli
hematoksilen, Biebrich scarlet-asit fuksin ve anilin blue boyamasmi izleyen 2-
butoksietanol yikamasi sonrasi oldukca basarili sonuglar elde ettigini ifade etmistir.
Oldmixon (1988); biiylik boyutlu epoksi kesitlerin boyanmasinda Onerilen
Mallory’nin phloxin B-metilen blue-azur II tekniginin bir versiyonunu akciger

dokusunda arastirmaistir.
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Polikromatik bir diger boyama ¢aligmasinda; yar1 ince kesitlerde karbol metilen blue-
karbol gentian violet soliisyonu ile boyama ve pararosanilin ile kontur boyamasi
yapilmistir. Oda sicakliginda ve on dakika kadar bir siirede oldukga sabit ve homojen
sonuglar elde edilmistir. Polikromatik boyamalar literatiirde karmasik ve uzun zaman
gerektiren metotlar olarak belirtilmekle birlikte, bu ¢alismada kolay, kisa siireli ve
farkli epon tiplerinde de standart boyanma saglayan bir metot gelistirildigi ifade
edilmistir (Tolivia et al., 1994).

Fare fetiislerinden elde edilen vertebral kikirdak ve kemiklerin plastige gomiilii yar1
ince epon kesitlerinde tiglii boyama calismasinda; Metilen blue ve Azur A
boyamalarmi izleyen Pararosanilin kontur boyamasi (MAP) uygulanmistir. Sonuglar,
toluidine blue boyamasi ile karsilastirilmistir. MAP boyamasi uygulanan kesitlerde
enkondral kemiklesme siirecinde vertebral kemiklesme merkezlerindeki gerek
kikirdak ve kemik dokusu hiicrelerinin, gerekse ekstraselliiler matriks yapismnin
ayrimi ¢ok rahat saglanmistir. Uygulamasi kolay ve kisa siireli olan bu protokol,
ultrastriiktiirel incelemeye devam imkan1 da sagladigindan basarili olarak
degerlendirilmistir (Grill et al., 1995).

Baska bir ¢alismada; cesitli dokularda iron alum hematoksilen boyamasi, H&E
boyamasi, metilen blue-bazik fuksin ikili boyamasi ve metilen blue-azur Il-bazik
fuksin boyamalar1 ile toluidine blue boyamalar1 karsilastirilmistir. Uygulanan
metotlar ile basarili sonuglar saglanmakla birlikte; toluidine blue’nun yine de hizl,
kolay ve histolojik detaylarin eldesine imkan veren iistiinliigiinli ifade etmislerdir
(Oztiirk, 2003).

D’Amico (2005); yar1 ince epon kesitlerde iiglii boyama calismistir. Metilen blue-
azur B’nin iki farkli konsantrasyon karisiminin uygulandigi kesitlere bazik fuksin de
uygulamistir ve sonuglarm olumlu oldugunu bildirmistir.

Yar1 ince plastik kesitlerin boyanarak 151k mikroskobik diizeyde
degerlendirilmesinden; stereoloji, klinikte patoloji ve tanisal alanlarda da
yararlanilmaktadir.

Bir ¢alismada epona gomiilmiis biiyiik boyutlu normal ve patolojik insan dokularina
ait yar1 ince kesitler bazik fuksin ve metilen blue ile boyanarak degerlendirilmistir.
Hematoksilen-eozin sonuglarina benzer boyanmalara ek olarak, ultrastriiktiirel

incelemeye devam imkani da sagladigindan, metot genel histoloji ve tanisal cerrahi
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patoloji alaninda yararlanilacak bir ¢alisma olarak degerlendirilmistir (di Sant’
Agnese, & De Mesy Jensen, 1984).

Korneal hasar ve iyilesme mekanizmasmin 11k mikroskobik diizeyde arastirildigi bir
caligmada; epona gOmiilmiis yar1 ince korneal kesitlerde modifiye bir trikrom
boyamasi denenmistir. Azur II-metilen blue-bazik fuksin kombinasyonundan olusan
metot ile korneal hiicrelerin ve onlar1 kusatan ekstraselliiler matriksin kontrast
renklerde net ayrimi yapilabildigi rapor edilmistir. Protokol, ultrastriiktiirel
incelemeye devam imkani da sagladigindan basarili olarak degerlendirilmistir (Rock,
Anderson, & Binder, 1993).

Spurr plastik yar1 ince kesitlerde yapilan bir ¢alismada; metilen blue-azur 11-bazik
fuksin boyamalar1 ile toluidine blue boyamalar1 karsilastirilmigtir. Tanisal patoloji ve
arastirma alanlar1 i¢in uygulanabilir sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Graham, &
Orenstein, 2007).

Diger bir klinik calismada, insan karotid arterine ait yar1 ince epon kesitlerde farkli
boya karisimlarit denenmistir. Bir grupta metilen blue-azur B ile alizarin red (Von
Kossa) boyalar1 uygulanmustir. Ikinci grupta metilen blue-azur B-bazik fuksin ile
alizarin red (Von Kossa) boyalar1 uygulanmustir. Ugiincii gruba ise metilen blue-azur
B-bazik fuksin-alizarin red dortlii karigimi uygulanmustir. Aterosklerotik plaklardaki
mikrokalsifikasyonlar degerlendirildiginde, dortli boya karisimmin ¢alismanin
amacina yonelik en basarili sonuglar sagladig: bildirilmistir. Son derece kolay ve kisa
stiren boyama, olduk¢a basarili bulunmustur (Relucenti et al., 2010).

Sicanlarda spinal kord hasarlarinda Schwann hiicrelerinin remyelinasyonunun
arastirildigr morfolojik arastirma c¢alismasi kapsaminda plastik yar1 ince kesitler
metilen blue ve azur Il ile boyanmis ve morfometrik sonuglar kolaylikla
degerlendirilebilmistir (Li et al., 2013).

Kopeklerde diz eklemi sinoviyal membraninda histomorfometrik analiz amaciyla
hazirlanan yar1 ince epon kesitlerde toluidine blue ve ayrica metilen blue ve bazik
fuksin  polikromatik  boyama  metotlar1  uygulanarak  degerlendirmeler
gergeklestirilmistir (Stupina, Shchudlo, & Stepanov, 2017).

Bir diger klinik aragtirma calismasinda; cesitli katarakt ekstraksiyon yontemleri ile
elde edilen insan lens kapsiilii 6rnekleri epona gomiilmiistiir. Metilen blue ve bazik

fuksin ile boyanan yari ince kesitlerde, lens kapsiilindeki morfolojik degisikliklerin
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ayrimmin yapilabildigi belirtilmistir.(Avetisov, Gamidov, Fedorov, & Rozinova,
2016).

Elektron mikroskobik c¢alismalarda gluteraldehit fiksasyonundan sonra
lipidleri fikse etmek i¢in postfiksasyon amaciyla kullanilan osmiyum tetroksit, ince
kesitlere yonelik bir fiksatiftir. Ayn1 zamanda elektron boyasi olarak da kullanilir ve.
dokularda siyah pigment ¢okeltisi olusturur. Yine osmiyum fiksasyonu yar1 ince kesit
boyamalarmi da olumsuz etkiler. Bu dezavantajdan dokular1 korumak ve daha
basarili boyamalar elde etmek amaciyla bazi calismalarda osmikasyon asamasi
atlanmaktadir. Ancak bu durumda lipid fiksasyonu eksik kalacaktir. Onemli bir
dezavantaj olarak, calismanin ince kesit ve elektron mikroskopi diizeyine
ilerletilmesi miimkiin olmayacaktir.

Boyle bir ¢alismada; gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan
epona goémiilen yar1 ince epon kesitler, ortokromatik ve metakromatik boyanma
saglamak icin farkli konsantrasyonlardaki pyronin Y ile boyanmustir. mustir.
Mukopolisakkarit igeren goblet hiicrelerindeki musin ile diger doku komponentleri
ve kromatin birbirinden kolayca ayirt edilebilmistir (Armas-Portela et al., 1984).
Osmikasyon uygulanmayan bir baska calismada; gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi
epona gOmiilen yar1 ince epon kesitler rutenyum red ile boyanmistir. Polianyon
iceren yapilar ve reaktif hiicre komponentlerinin, basit ve hizli bir sekilde 1s1k- ve
elektron mikroskobik diizeyde goriiniir hale geldigi ifade edilmistir (Gutierrez-
Gonzalvez, Stockert, Ferrer, & Tato, 1984).

Fritsch (1989), formaldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon ve dekalsifikasyon
uygulanmadan epona gomiilen insan fetuslarma ait kesitleri 90°C’de ii¢ dakika
metilen blue-azur II soliisyonu ile boyamustir. Bazik fuksin ile ayni sicaklikta yapilan
kontur boyama sonrasi; bircok komponentin birbirinden farkl renklerde boyandigini
belirtmistir.

Asit mukopolisakkaritlerin hiicrelerin yiizeyinde bir kilif seklinde birikmesini
onlemek amaciyla TEM fiksatiflerine eklenen rutenyum red, bir calismada
osmikasyon uygulanmadan epona gomiilen kas dokusu yar1 ince kesitlerinde direkt
boyama ajani olarak kullanilmistir. Toluidine blue ile kontur boyama uygulanan bu
iki evreli protokol; son derece hizli, kolay ve giivenilir olarak degerlendirilmistir

(Crivellato et al., 1990).
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Bagka bir calismada, gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan
epona gomiilen sican kalin bagirsak yar1 ince epon kesitlerinde goblet hiicrelerindeki
musin graniillerinin diferansiyel boyanmasi arastirilmistir. Fosfotungstik asit-metil
green ile 60°C’de bes dakika siire ile boyama sonrasi bazi musin graniilleri ve
glikokaliks ayn1 renkte boyanirken diger musin graniilleri, luminal musin ve kollajen
liflerin farkli ve kontrast bir renkte boyandigi izlenmistir. Musin graniillerinde
gozlenen renk farkinin ultrastriiktiirel diizeye de farkli dansiteler seklinde yansidigi
ve 1g1k-elektron mikroskobik korelasyonun anlamli oldugu belirtilmistir (Tato et al.,
1991).

Osmiyum tetroksit postfiksasyonu uygulanmayan ve glikol metakrilata gomme
sonrasi elde edilen sinir dokusu ve bag dokusu kesitlerinde mikrodalga 151mimi aracili
boyamalar denenmistir. Bodian gilimiislemesi, rezorsin fuksin ve sonrasinda
picrosirius red F3BA boyamalarinin mikrodalga 1smimi sayesinde siirelerinin ¢ok
kisaldig1; farkli renklerde boyanan bir¢ok yapinm ayrimmin kolaylastig bildirilmistir
(Cannon et al., 1992).

1993 yilinda yapilan bir denemede, osmiyum tetroksit postfiksasyonu uygulanmayan
insan dokularmm hidrofilik rezin (Bioacryl)’e gomiilmesi sonrasi elde edilen yar1
ince kesitlerde ayni kesit Tlzerinde sirasiyla Harris hematoksileni, silver
methenamine, light green, eozin ve safranin boyalar1 uygulanmistir. Bulgular
dogrultusunda tiim hiicresel doku mimarisinin oldukca spesifik identifikasyonuna
imkan veren histolojik, histokimyasal ve immiinositokimyasal bir metot olarak
degerlendirilmistir (Scala et al., 1993).

Insan periferik sinir dokularmda myelinsiz akson kuantifikasyonu amaglanan bir
calismada, gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan yar1 ince
epon kesitler Bodian-Luxol teknigi ile boyanmustir. Boyama Oncesi eponun
uzaklastirildigr calismada amag¢ dogrultusunda akson sayimlarinin kolaylikla
degerlendirildigi rapor edilmistir (Deprez, Ceuterick-de Groote, Fumal, Reznik, &
Martin, 1999).

Bir diger caligmada, formaldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan
glikol metakrilata gomiilen ¢esitli dokularin 2-3 mikrometre kalinliktaki kesitlerine
farkli boyama protokolleri uygulanmistir. H&E, picrosirius red, Sudan black,
toluidine blue, periyodik asit-Schiff (PAS) metodu, alcian blue (AB)-PAS
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kombinasyonu, AB-picrosirius red kombinasyonu ile pekc¢ok intra- ve ekstraselliiler
doku komponentinin farkli renk ve tonlarda boyanmasi gergeklestirilmistir. Parafin
kesitlerde Onerilen bu metotlarin teknik artefaktlar nedeniyle sorun olusturdugu
halde, bu géomme ortaminin kullanildigr kesitlerde artefakt olusmadigr ve bu
protokolden histopatoloji alaninda yararlanilabilecegi ifade edilmistir (Cerri, &
Sasso-Cerri, 2003).
Myelinli sinir liflerinin 151k mikroskopisinde toluidine blue ile boyanmis yari ince
epon kesitler, altin standarttir. Ancak myelin kiliflarin ¢ok koyu boyanmasi da
sozkonusudur ve bu durumun osmiyum tetroksit ile postfiksasyon sonucu oldugu
distiniilmiistiir. Bu dogrultuda paraformaldehid ile fikse edilen sinir 6rneklerine ii¢
farkli protokol uygulanmistir: (1) GOmme Oncesi osmiyum tetroksit ile
postfiksasyon-yari ince epon kesitler-toluidine blue boyamasi, (2) Gomme Oncesi
osmiyum tetroksit ile postfiksasyon-parafin kesitler-hematoksilen&eozin boyamasi-
Masson trikrom boyamasi, (3) Gomme Oncesi osmiyum tetroksit ile postfiksasyon
uygulanmadan-parafin  kesitler-hematoksilen&ecozin boyamasi-Masson trikrom
boyamasi. Arastirmacilar, 2. protokole ait kesitlerin, 6zellikle Masson trikromu
uygulanan kesitlerin ¢ok iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir (Di Scipio, Raimondo,
Tos, & Geuna, 2008).
Yaymlanan bir diger c¢alismada, dokularda osmiyum tetroksit postfiksasyonu
uygulamadan sadece paraformaldehit ve gluteraldehit fiksasyonu sonrasi yar1 ince
epon kesitlerde tek asamali polikromatik boyama metodu denemeleri
degerlendirilmistir. Arastirmacilar konvansiyonel toluidine blue sonuglarina gore
bir¢ok komponentin ayrimini sagladiklarini belirtmislerdir (Morikawa et al., 2018).

Osmikasyonun atlandig1 yukaridaki literatiirlerde, boyama sonuglarinin
neredeyse tamaminin basarili oldugu belirtilmektedir. Caliymamizda kullandigimiz
tim boyamalar, gluteraldehit-osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu uygulanan ve
deosmikasyon yapilmadan gergeklestirimistir. Basarisiz ya da ¢ok olumlu
bulunmayan sonug¢larimizin buna bagli olabilecegi diisiiniildii.

Hidrofobik plastik kesitlerin ¢oklu boyamalarmma ait farkli boya ve
protokollerin az sayida calismada arastirildigi, buna karsilik ¢aligmalarin ¢ogunda
onerilen klasik boyalar olan toluidine blue, metilen blue, bazik fuksin ve azur II ile

denemeler yapildig1 goriilmektedir. Bazik bir boyayi takiben, farkli bir bazik boya
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kullanimi bilgisi 1s1ginda (Hayat, 2000; Horobin, 1983; Robinson et al., 1996);
calismamizda daha once denenmemis, ardisik iki bazik boya denemeleri yapildi
Tercih edilen bazik boyalar kontrast renklerde olacak sekilde secildi (6rnegin; ndtral
red-metil green kombinasyonu). Ikili boyamalar 6ncesinde epon kesitlerde aseton
etchingi uygulanmasina karar verildigi i¢in bazik boya-asit boya ve asit boya-bazik
boya denemeleri de calisildi (6rnegin: metil green-asit fuksin kombinasyonu, asit
fuksin-metil green kombinasyonu). Ayrica ikili boyamalarda tiim kombinasyonlarda
kombine edilen boyalarin sirasinin degistirilmesi ile; boyalarin ilk ya da son boya
olarak ve ayrica molekiiler agirliklarmin boyanma iizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi diisiiniildii.

Caligmamizda ikili kombinasyonlarda kullandigimiz asit fuksin, metil green
ve notral red’in, az sayidaki calismada farkli amag¢ ve farkli sekillerde uygulandig:
goriildii.

Asit fuksinin kombine edilerek kullanildigi bir ¢alismada Mallory-Heidenhain
boyamasindaki soliisyon karigiminda kullanilmistir (Van Reempts, & Borgers, 1975).
Masson trikrom metodunun modifiye edilerek glikol metakrilat kesitlere uygulandigi
bir diger ¢alismada (Smith, 1981); swrastyla demirli hematoksilen, Biebrich scarlet-
asit fuksin ve anilin blue dortlii boyamasinda {i¢iincli sirada yer almistir. Bir bagka
calismada ise paraformaldehit fiksasyonu sonrasi osmiyum tetroksit ile post-
fiksasyon uygulanan ve uygulanmayan sinir érneklerinin parafin kesitlerinde Masson
trikrom boyamas1 kapsaminda kullanilmistir (Di Scipio et al., 2008).

Metil green, gluteraldehit ile fiksasyon sonrasi osmikasyon uygulanmadan yar1 ince
epon kesitlerde goblet hiicrelerindeki musin graniillerinin diferansiyel boyanmasi
amaciyla fosfotungstik asit-metil green karisimi olarak kullanilmistir (Tato et al.,
1991).

Notral red’in kombine edilerek kullanildig1 bir calismada, epon kesitlere notral red
ve fast green FCF karigimindan olusan Twort’un boyama metodu adapte edilerek
uygulanmistir (Manskikh, & Sheval, 2020).

Caliymamizda hem parafin hem de yar1 ince epon kesitlerde denedigimiz;
Toluidine blue-Eozin, Toluidine blue-Asit fuksin, Toluidine blue-Metil green,
Toluidine blue-Nétral red, Asit fuksin-Toluidine blue, Asit fuksin-Metil green, Metil

green-Toluidine blue, Metil green-Asit fuksin, Metil green-Notral red, Notral red-
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Toluidine blue, Notral red-Metil green ikili kombinasyonlarina taranabilen literatiirde
rastlanmadig1 i¢in sonuglarimizin tartigilmasi miimkiin olmadi.

Hematoksilen-Eozin kombinasyonu ile parafin kesitlerin boyanmasinda; her iki doku
icin genel morfolojiyi degerlendirmek anlaminda tamamen klasik bilgilerle paralellik
s06z konusuydu. Epon kesitlerde her iki dokuda da detay vermedigi izlendigi i¢in,
epon kesit boyamasinda metodun bir avantaj saglamadig1 diisiintildii. Epon kesitlerde
coklu boyamalarda bazik bir boyay1 izleyen asit boya alternatifi klasik Kitaplarda
onerilmedigi i¢cin, olumsuz sonuglarimiz bu bilgi ile uyumludur. Bir arastirmada
epon etchingi uygulanan yar1 ince epon kesitlerde H&E boyamasi i¢in deosmikasyon
gerekliligi rapor edilmistir (Iwadare, & Arai, 1995). Calismamizda, gluteraldehit-
osmiyum tetroksit ikili fiksasyonu sonrasi hazirlanan bloklardan alinip deosmikasyon
uygulanmadan epon kesitlerde boyama gerceklestirildigi icin sonucun yetersizligi,
literatiir bilgisi ile uyumlu gériinmektedir. Bir baska arastrmada (Oztiirk, 2003);
toluidine blue kadar kolay ve iyi sonuglar vermemekle birlikte epon kesitlerde H&E
boyamasinin kullanilabilecegi rapor edilmistir. Calismalarinda periyodik asit etchingi
sonrasi kendi hazirladiklar1 boya soliisyonlarmni kullandiklar1 goriilmiistiir. Bizim
uyguladigimiz aseton etchingi ve sonrasinda kullanmayi tercih ettigimiz hazir boya
soliisyonlari, ayni sonuglarin elde edilemeyisinin nedeni gibi goriinmektedir. Parafin
kesitlerde onerilen H&E boyamasmin denendigi bir diger caligmada, osmikasyon
uygulanmadan glikol metakrilata gomiilen kesitler kullanilmistir ve bu gomme
ortamu ile basarili sonuglar elde edildigi ifade edilmistir (Cerri, & Sasso-Cerri, 2003).
Glikol metakrilat, hidrofilik oldugu i¢in suda c¢oziinen boyalarin dokulara
penetrasyonuna imkan veren bir gdmme ortamuidir. Calismamizda osmikasyona ek
olarak gdmme ortami olarak kullandigimiz eponun, hidrofobik olmasi ve boyalarin
dokuya girisine imkan vermemesi nedeniyle sonuglarimizin paralellik gostermedigi
diisiiniildii. Diger bir calismada paraformaldehit fiksasyonu sonrast osmiyum
tetroksit ile post-fiksasyon uygulanan sinir 6rneklerinin parafin kesitlerinde H&E
boyamasi denenmistir. Ayni protokol ile hazirlanan yari ince epon kesitlerdeki
toluidine blue sonuclarina gore ¢ok basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Di
Scipio et al., 2008). Bu calismada elde edilen basarili sonu¢larin, H&E boyamasinin
parafin kesitlerde uygulandigi i¢in alindigi, bizim boyamamizin epon kesitlerde

uygulanmasi nedeniyle benzer sonuglarin alinamadig: diisiiniildii.
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Regine kesitlerin boyanmasinda yogun yapilara boyanin diflizyonu yavas
oldugundan daha uzun siirede boyanmakla birlikte, boyanma daha kalic1 olur. Bu
nedenle polikromatik boyamalarda ilk boyanin baskinligi, daha sonra uygulanan
boyanin dokuya ulagsmasini kismen engelleyebilir. Recine kesitlerde goriilen bu
kismi infiltrasyon, 6nemlidir. Diger taraftan ¢oklu boyamalarda boyalarin molekiiler
agirliklar1 ve son boyanin dokuda kalicilik derecesi de boyanma sonuglari iizerinde
etkilidir (Hayat, 2000; Horobin, 1983; Robinson et al., 1996). Calismamizda hem
epon kesitler hem de parafin kesitlerde denedigimiz ikili kombinasyonlarin sonuglari
bu acilardan da degerlendirildi.

Toluidine blue-Asit fuksin/Asit fuksin-Toluidine blue boyamalarinda; parafin
kesitlerde son uygulanan boyanin hakimiyeti izlendi. Epon kesitlerde ise, ilk
uygulanan boyanin dokulardaki baskinliginin devam ettigi gozlendi.

Toluidine blue-Metil green/Metil green-Toluidine blue sonuglarinda; parafin
kesitlerde ince bagirsakta toluidine blue’nun baskinligmi korudugu gozlendi.
Pankreasta toluidine blue’nun yerini metil green’in aldigi1 goriildii. Epon kesitlerde
ise, son uygulanan boyanm dokulardaki baskinlig1 gozlendi.

Toluidine blue-Noétral red/Notral red-Toluidine blue sonuglarinda; parafin kesitlerde
ince bagirsakta son boyanin baskmligini korudugu, pankreasta ise toluidine blue’nun
notral red’in yerini aldig1 gézlendi.

Asit fuksin-Metil green/Metil green-Asit fuksin sonuglarinda; hem parafin hem de
epon kesitlerde asit fuksin’in baskin oldugu izlendi.

Metil green-Notral red/Notral red-Metil green sonuglarinda; parafin kesitlerde ince
bagirsaklarda nétral red’in baskmligmi korudugu goézlendi. Pankreasta ise metil
green’in noétral red’in yerini aldigr gozlendi. Noétral red’in baskin oldugu epon
kesitlerde ise; metil green’in ilk ya da son boya olarak etkinlik saglayamamakla
birlikte, pankreasta son boya olarak mavi tonlarinda kontrast yarattigi gézlendi.
Denedigimiz ikili kombinasyonlardaki boyanma sonuglar1 ile boyalarin molekiiler
agirliklary, ilk ya da son boya olarak baskimliklar1 agisindan bir standart ve
korelasyon saptanmadi. Bu durumun, boyalarin birbiri ile yarigmasi ve ve doku tipine
gore boyama davraniglarinin farklilik gdstermesi nedeniyle olabilecegi diisiiniildii.

Parafin kesit boyamalarinda; -hematoksilenden farkli olarak- gercek bazik

boyalar kullanildiginda, genellikle bazik boyadan sonra asit bir boya ile boyamaya
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devam edilmez. Ciinkii cogunlukla bazik boya, yikama sirasinda dokudan
ayrilma/gikma egilimi gosterir (Robinson et al., 1996). Calismamiz kapsamina dahil
ettigimiz anyonik boya olan asit fuksin kombinasyonlarinda (Toluidine blue-Asit
fuksin ve Metil green-Asit fuksin); bu bilgi ile paralel olarak parafin kesitlerde bazik
boyalar olan toluidine blue ile metil green’in dokulardan uzaklastig1 ve asit fuksin’in
hakim oldugu gozlendi.

Calismamiz kapsamimda demonstre etmeye calistigimiz bag doku lifleri
(elastik, tip I ve tip III kollajen) ve mitokondri 6zgiin boyamalarmma (Verhoeff
hematoksileni, Toluidine blue, Toluidine blue-Light green kombinasyonu, Gordon-
Sweet glimiislemesi, Altmann protokolii) yonelik olarak; taranabilen literatiirde epon
kesitlere ait arastirmalara rastlanmamistir. Ancak genel ya da farkli amaclarla yapilan
boyamalar kapsaminda, bu komponentlere ait boyanma sonuglar1 ve ayrimlarindan
da so6z edildigi gorilmiistiir.

Yar1 ince plastik kesitlerde yapilan ¢aligmalardan birinde toluidine blue ve onu
izleyen bazik fuksin uygulanmasi sonrasinda spermiumlarda akrozom, orta parcadaki
mitokondrial kilif ve kuyrugun farkli boyanmasi ve ayrimi saglanmstir. Protokole
fosfotungstik asit ve light green ile devam edilmesi durumunda ise kollajenin de ayr1
renkte boyanmasmin da saglandigi bildirilmistir (Aoki, & Gutierrez, 1967).
Dikromatik bir boyama c¢alismasinda; yar1 ince kesitler boraksli metilen blue ve
bazik fuksin ile boyanmistir. Nukleus, sitoplazma, kollajen, elastin, myelin ve
aksoplazmada izlenen boyanmalar sonucu metot, 6zellikle periferik sinir ve damar
incelemeleri i¢in Onerilmistir (Aparicio, & Marsden, 1969).

Diger bir arastirmada; ¢esitli dokulara ait yar1 ince epon kesitler tek agamali Mallory-
Heidenhain boyasi ile boyanmistir. Celestine blue ile nuklear boyama sonrasi;
cekirdek, sitoplazma, kollajen ve elastik liflerin, glikojen ve mukus gibi
intrasitoplazmik komponentlerin farkli renklerde boyandigi bildirilmistir (Van
Reempts, & Borgers, 1975).

Mallory’nin phloxin B-metilen blue-azur II tekniginin bir versiyonunun arastirildigi
bir ¢aliymada; bu i¢lii kombinasyon ile, phloxin B ¢ikarilarak uygulanmasinin
sonuglarini karsilastirmistir. Phloxin B’nin sadece kollajen ve elastik lif boyanmasini

sagladig1 belirtilmistir (Oldmixon, 1988).
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Fritsch (1989), epon kesitleri metilen blue-azur II soliisyonu ile boyamistir. Bazik
fuksin ile yapilan kontur boyama sonrasi; kemik, kikirdak, kollajen lifler, elastik
lifler ve kas liflerinin farkli renklerde boyanarak birbirinden kolaylikla ayirt
edilebildigini belirtmistir.

Bagka bir c¢alismada, yar1 ince epon kesitlerde fosfotungstik asit-metil green ile
boyama sonrast bazi musin graniilleri ve glikokaliks ayni renkte boyanirken diger
musin graniilleri, luminal musin ve kollajen liflerin farkli ve kontrast bir renkte
boyandig1 izlenmistir (Tato et al., 1991).

Bir arastirmada; glikol metakrilata gdomme sonrasi elde edilen sinir dokusu ve bag
dokusu kesitlerinde Bodian giimiislemesi, rezorsin fuksin ve sonrasinda picrosirius
red F3BA boyamalarinda mikrodalga isinimindan yararlanilmistir. Sirelerin ¢ok
kisaldigi; sinir lifleri, elastik ve kollajen liflerin farkli renklerde boyanarak
ayrimlarmin kolaylastig1 bildirilmistir (Cannon et al., 1992).

1993 yilinda yapilan bir denemede, yar1 ince kesitlerde ayni kesit {izerinde sirasiyla
Harris hematoksileni, silver methenamine, light green, eozin ve safranin boyalari
uygulanmistir. Bulgular dogrultusunda tiim hiicresel doku mimarisinin oldukga
spesifik identifikasyonuna imkan veren histolojik, histokimyasal ve
immiinositokimyasal bir metot olarak degerlendirilmistir (Scala et al., 1993).

Karbol metilen blue-karbol gentian violet soliisyonu ile boyama ve pararosanilin ile
kontur boyama sonrasi damarlardaki bag doku ve elastik laminalarin farkli renklerde
boyandigi i¢in kolaylikla ayirt edilebildigi belirtilmistir (Tolivia et al., 1994).
Periferik sinirlerdeki kollajen kompozisyonunun yar1 ince epon kesitlerde
demonstrasyonunun amaclandigr ikili boyama ¢alismasinda, toluidine blue
boyamasini izleyen bazik fuksin uygulamasi ile enine ve boyuna kesitlerde sinir
dokusundaki kollajen6z bag dokusunun miktar1 ve oryantasyonu kolaylikla
secilebilmistir (Menovsky, & van den Bergh Weerman, 1999).

D’Amico (2005); yart ince epon kesitlerde metilen blue-azur B karigimi ve
sonrasinda bazik fuksin uygulamistir. Sitoplazma, nukleus, kollajen, elastin, mukus
ve lipid komponentlerde ayrimi saglayan farkli renkler elde etmis ve sonuglari
olumlu olarak degerlendirmistir.

Yine bir ¢aligmada, yar1 ince epon kesitlerde azur B ve bazik fuksin karigmu ile

bir¢ok intra- ve ekstraselliiler (kollajen ve elastik lifler) komponentin farkli renk ve
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tonlarda ayriminin saglandigi ve metodun patolojik dokular i¢in de yararli olacagi
bildirilmistir (Morikawa et al., 2018).

Yar1 ince epon kesitlerde Twort’un boyama metodunun (nétral red ve fast green FCF
karigimi) adapte edildigi calismada; bir¢ok intraselliiler yapiya ek olarak,
ekstraselliiler kollajen ve elastik liflerin de farkli renklerde kolaylikla birbirinden
ayirt edilebildigini belirtmislerdir (Manskikh, & Sheval, 2020).

Bir diger ¢aligmada; toluidine blue-malahit green karisimmdan olusan soliisyon,
kontur boyama icin de bazik fuksin kullanilmistir. Nukleus, eritrosit, mitokondri,
kollajen ve elastik lifler ile kikirdak yapilarda aywt edici boyanma saglandigi
bildirilmistir (Grimley, 1964).

Kalp kasma ait yar1 ince kesitlerde metilen blue ve sodyum tetraborat uygulanmasi
sonras1 kardiyomiyositlerdeki mitokondri morfometrisinin arastirildigi ¢alismada;
15tk mikroskobik sonuglar, elektron mikroskobik sonuglar ile karsilastirilmistir.
Calismanm elektron mikroskopi diizeyine ilerletilmesine gerek olmayacak kadar
basarili oldugu bildirilmistir (Gevondian, & Avtandilov, 1982).

Taranabilen literatiirde 0zgiin boyamalarimiza karsilik tam esdeger
boyamalara rastlanmadigi i¢in sonuglarimizin birebir tartigilmasi miimkiin olmadi.
Ancak tip I kollajeni boyadig1 bilinen light green, fast greenFCF ve bunlarin da
kullanildig1 teknikler -6zellikle trikrom teknikleri- kapsaminda kollajen ve elastik lif
(bag dokusu) ayriminin yapilabildiginden s6z edilmistir (Aoki, & Gutierrez, 1967;
Manskikh, & Sheval, 2020; Scala et al., 1993; Van Reempts, & Borgers, 1975) ve bu
sonuglar ile calisma sonuglarimiz uyumludur.

SONUCLAR:

Ince bagirsak ve pankreas dokularmimn alt1 ayr1 tekli boyanmasinda;

Parafin  kesitlerde intraselliiler ~ve ekstraselliiler histolojik  6zelliklerin
degerlendirilmesinde genel amag¢ i¢in kullanilmasinin uygun olmadigi, beklenen
sonug olarak teyit edildi.

Epon kesitlerde aseton etchingi uygulamasi sonrasi sonuglar daha basarili olarak
degerlendirildi. Denenen diger bes tekli boyamanin, toluidine blue’dan daha iyi bir
alternatif olmadig1 diisiiniildii. Bununla birlikte pankreas dokusunun epon

kesitlerinde toluidine blue yerine, komponentlerin tanimlanan boyanma 6zellikleri ile
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ama¢c dogrultusunda “asit fuksin” ve “metil green” boyamalarmdan
yararlanilabilecegi sonucuna varildi.

Ince bagirsak ve pankreas dokularmnimn ikili boyamalarinda;
Hematoksilen-Eozin kombinasyonunun; parafin kesitlerde klasik bilgilerle paralel
olarak genel morfolojiyi degerlendirmek anlaminda tartismasiz, ¢ok basarili bir
yontem oldugu teyit edildi. Epon kesit boyamasinda bir avantaj saglamadig seklinde
yorumlandi.

Toluidine blue-Eozin kombinasyonunun, parafin kesitlerde hematoksilen-eozin
kombinasyonu yerine kullanilabilecegi diisiintildii. Epon kesitlerde pankreas
dokusunda H&E boyamasina esdeger renkler ve daha ince detaylar sagladigi i¢in,
kullanilmasmin yararl olacagi sonucuna varildi.

Toluidine blue-Asit fuksin boyamasinin; toluidine blue tekli boyamasina gore daha
Kontrast renkler ve daha ince detaylar saglamasi sayesinde epon Kkesitlerde
kullanilmasimin yararl olacag diistiniildii.

Toluidine blue-Metil green ikili boyamasindan; epon kesitlerde 6zellikle pankreas
dokusunda renk kontrast1 sayesinde detaylarin daha rahat identifikasyonuna imkan
verdigi i¢in yararlanilabilecegi diisiiniildii.

Asit fuksin-Toluidine blue kombinasyonunun; kontrast renkler ve daha ince detaylar
saglamasi {istiinliigli nedeniyle, epon kesitlerde kullanilmasmnin yararli olacagi
sonucuna varildi.

Asit fuksin-Metil green kombinasyonundan; ince bagirsak parafin kesitlerinde metil
green ile boyanan goblet hiicrelerinin spesifik calismalarinda yararlanilabilecegi
diistintildi.

Ozel histokimyasal boyamalar ile ilgili olarak:

Elastik liflerin demonstrasyonunda; parafin kesitlerde ¢ok 6zgilin olmamakla birlikte
toluidine blue metodundan yararlanilabilecegi, epon kesitlerde ise parafin kesitler
icin Onerilen Verhoeff hematoksileni metodundan yararlanilabilecegine,

Retikiiler liflerin demonstrasyonunda; parafin kesitler i¢in onerilen Gordon-Sweet
giimiisleme protokoliiniin, yar1 ince epon kesitlerde de uygulanabilecegine,

Tip I kollajen liflerin demonstrasyonunda; hem parafin kesitlerde hem de yar1 ince
epon kesitlerde, trikrom tekniklerine alternatif olarak Toluidine blue-Light green

kombinasyonundan yararlanilabilecegine,
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Mitokondri demonstrasyonunda; parafin kesitler i¢in Onerilen Altmann
protokoliiniin, yar1 ince epon kesitlerde de uygulanabilecegi sonucuna varildi.

Calistigimiz dokularin epon kesitlerinde aseton etchingini izleyen boyama
sonuglarinin, alkali ve asitlere gore daha basarili oldugu goriildiglinden,
kullandigimiz doku ve boyama metotlarinda eponu uzaklastirmak ve daha iyi
boyamalar elde etmek amaciyla asetondan yararlanilabilecegi diisiiniildii.

Ince kesit diizeyinde ultrastriiktiirel korelasyonun gerekmedigi ¢alismalarda
yararlanmak amaciyla; epon kesitlerde calisilan boyama sonuglarinin osmiyum
fiksasyonu yapilmadan denenerek daha iyiye ilerletilebilecegi diistiniildii.

Olumlu sonuglar elde ettigimiz boyamalar sayesinde ¢alismamizin hedefleri
olan;

*hiicre ve doku bilesenlerinin lokalizasyon, kuantifikasyon ve boyanma
yogunluklarmin 151k mikroskobik diizeyde kolaylikla ayrimini saglayabilecek,
*osmiyum postfiksasyonuna bagli olarak epon bloklarm, ultrastriiktiirel diizeylere de
ilerletilerek 1s1k- ve elektron mikroskobik korelasyonuna imkan verebilecek,
*bilimsel arastirmalar, histopatolojik tanisal degerlendirmeler ve egitsel alanlarda
yararlanilabilecek,

*konvansiyonel metotlara alternatif olabilecek protokoller

gelistirildigi kanisina varild1.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

: Santigrat derece

: Santimetre

: Diaminobenzidin

: Dakika

: Gram

: Graniiler Endoplazmik Retikulum
: Glikolmetakrilat

: Hidroklorik asit

: Hematoksilen-Eozin

-Hidrojen peroksit

: Potasyum hidroksit

. Litre

: Mikrometre

- Miligram

: Mililitre

: Milimetre

:Molekiiler agirhik

: Sodyum hidroksit

: Nanometre

: Periyodik Asit Schift

: Room Temperature (Oda Sicaklig1)
: Saniye

: Transmisyon Elektron Mikroskopu
: Ultraviyole 1smimi

: Yiizde
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EK1
Solvent I: Absolii alkolde sature NaOH soliisyonu
Soliisyonun hazirlanist:
100 ml alkolde doygun hale ulasincaya kadar NaOH ¢6zdiriildii. Hazirlanan
soliisyon oda sicakliginda 2-3 giin bekletildi. Soliisyon rengi koyu kahverengi
oldugunda kullanild1.
Solvent 11: %2,5 Periyodik asit soliisyonu
Soliisyonun hazirlanist:
Periyodik asit (Hs1Og) 2,50
Distile su 100 ml
Solvent I11: Aseton
Calismada kimyasal aseton (BDH, Technical) kullanildi.

Hematoksilen soliisyonu
Papanicolaou’s solution 1a Harris hematoxylin solution (Merck) kullanildi.

Eozin
Eosin Y (Histomed) soliisyonu kullanildi.

Toluidine blue soliisyonu

Parafin kesitler igin soliisyonun hazirlanigi:

Toluidine blue (C.I. 52040, Merck) 19

Distile su 100 ml

En az 2-3 hafta olgunlasmasi beklendi. Boyamadan once filtre edilerek kullanildi.
Epon kesitler icin soliisyonun hazirlanisi:

Toluidine blue (C.I. 52040, Merck) 19
Distile su 100 ml
Sodyum tetraborat 19

Coziiniince koyu renk sisede saklandi ve filtre edilerek kullanildi.

Asit fuksin soliisyonu

Parafin kesitler icin soliisyonun hazirlanisi:

Asit fuksin (C.1. 42685, Merck) 05¢

Distile su 100 ml

Glacial asetik asit 0,5 mi

Distile su i¢inde c¢ozdiiriilen asit fuksin soliisyonu iizerine glasiyal asetik asit
eklenerek hazirland1.

Epon kesitler i¢in soliisyonun hazirlanisi:

Asit fuksin (C.1. 42685, Merck) 19

Distile su 100 ml
Fosfomolibdik asit soliisyonu
Fosfomolibdik asit 19
Distile su 100 ml
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Metil green soliisyonu

Parafin kesitler igin soliisyonun hazirlanigi:
Metil green (C.1. 42585, Merck) 059
Distile su 100 ml
Epon kesitler i¢in soliisyonun hazirlanisi:
Metil green (C.1. 42585, Merck) 1g
Distile su 100 ml

Notral red soliisyonu
Parafin ve Epon kesitler icin soliisyonun hazirlanigi:
Notral red (C.1. 50040, Merck) 1g

Distile su 100 ml
Verhoeff Boyamasi

Soliisyonlarin Hazirlanigi:

Soliisyon A:

Hematoksilen (C.1. 75290, Merck) 5g
Absolii alkol 100 ml
Soliisyon B:

Ferric chloride 10 g
Distile su 100 ml
Soliisyon C:

lodine 1g
Potassium iodide 29
Distile su 100 ml
%2 Ferric chloride Soliisyonu:

Ferric chloride 29
Distile su 100 ml
Calisma soliisyonu:

Soliisyon A 20 ml
Soliisyon B 8 mi
Soliisyon C 8 mi

Strayla ve karistirilarak birlestirilir.

Gordon&Sweet Giimiisleme Boyamasi

Soliisyonlarin Hazirlanigi:

A- Giimiis soliisyonu:

Silver nitrat 10¢g

Distile su 100 ml

Hazirlanan soliisyondan 5 ml alinir ve iizerine 5 ml %3’liikk Sodyum hidroksit
soliisyonu eklenir. Bu karisim c¢okelti olusturur. Olusan c¢okeltinin iizerine damla
damla konsantre amonyak eklenerek karistirilir. Cokelti eriyip soliisyon berrak hale
gelince kullanilir. Koyu renk sisede saklanir ve kullanmadan once filtre edilir.

B- %1 Potasyum permanganat soliisyonu:

Potassium permanganat 19

Distile su 100 ml
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C- %1’lik Oksalik asit soliisyonu:

Oxalic acid 1g
Distile su 100 ml
D- %2.,5 Iron alum soliisyonu

Iron alum 2,59
Distile su 100 ml
E- %10 Formalin soliisyonu:

Formalin 10 ml
Distile su 90 ml
F- %5 Sodyum tiyosiilfat soliisyonu:
Sodium thiosulphate 5¢
Distile su 100 ml

Light green soliisyonu

Parafin ve epon kesitler i¢in soliisyonun hazirlanisi:
Light green (C.I. 42095, Sigma) 29

Glacial asetik asit 2,5 ml

Distile su 100 ml

Altmann Metodu Soliisyonlar

Anilin-Asit fuksin soliisyonu:

Aniline oil 5ml

Distile su 100 ml

Bu soliisyon yavas yavas eklenen ve yaklasik 24 saat siiren asit fuksin ile sature
edilir. Yaklasik %15 oldugunda saturasyon tamamlanir.(100 ml Anilin soliisyonuna
~15-20 g Asit fuksin eklenir.) Soliisyon kullanilmadan once filtre edilir.
Differansiyator I:

Sature alkolik (absolii alkol ile) pikrik asit 10 ml

%30 alkol 40 ml

Diferansiyator 11:

Sature alkolik(absolii alkol ile) pikrik asit 5 ml

%30 alkol 40 ml

Sorensen’in Fosfat Tamponu

Soliisyon A: Na, HPO412H,0 (0,13M) 23,28 g/lt

Soliisyon B: KH,PO4 (0,13M) 18,6 g/lt

Her iki soliisyon distile su ile hazirlandi. Tampon soliisyonu, Soliisyon A iizerine
Soliisyon B pH=7,2 oluncaya kadar yavas yavas eklenerek olusturuldu.

%05 Gluteraldehit

%25’lik Gluteraldehit 5mi
Fosfat tamponu 20 ml
Islem 6ncesinde taze hazirlanir.

%1 Osmiyum tetroksit

0s04 100 mg (1 ampul)
Fosfat tamponu 10 ml
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Aliminyum folyoya sarili OsO4 ampulii kirilarak, iginde tampon soliisyonu olan
koyu renkli siseye aktarildi. Tam olarak ¢oziinmenin gergeklesmesi igin
uygulamadan 1 giin 6nce hazirlandi. Aliminyum folyoya sarilarak, buzdolabinda
muhafaza edildi.

Epon

Soliisyon A:

Epon 812 18,6 ¢

DDSA (CsHz2605) 24 g

Soliisyon B:

Epon 812 24,89

MNA (Ci0H1005) 21,79

Hava kabarcig1 olmayacak sekilde yavasca karistirilarak elde edildi ve kullanim
oncesinde hazirlandi.

Lamlarin Kaplanmasi

Jelatin: 1g

Distile su 1000 ml

Lamlar soliisyona daldirilarak jelatin ile kaplandi. Oda 1sisinda kurutuldu.
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TESEKKUR

Calisma hayatim ve yiiksek lisans egitimim boyunca bana her zaman yol
gosteren, tezimin olusturulmasi siirecinde bilimsel ve manevi destegini esirgemeyen,
dikkati, disiplini ve sabriyla tezimde benden ¢ok emegi olan ¢ok degerli danisman
hocam Prof. Dr. Semiha ERSOY’a, bana elektron mikroskobunu 6greten hocam
Prof. Dr. ilkin CAVUSOGLU’na, bdliim hocalarim Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’e,
Prof. Dr. Zehra MINBAYa, Prof. Dr. Berrin AVCI’ya; asistan arkadaslarrm Senem
E. CAYIR, Doruk BASAR ve Aynur AGAYEVA’ya, hayattaki en biiyiik
zenginligim canim ailem ve Ozellikle artik aramizda olmayan halam Fatma
AKBAS’a manevi destekleri, yardim ve katkilar1 i¢in tesekkiir ederim.
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