Patoloji laboratuvarini
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Bu sufiumda yer alan resimler yazarin izni
olmadan kullanilamaz.






HEMATOKSILEN- BOYASI

Histopatolojik tani icin encok kullanilan boya
kombinasyonu Hemotoksilen ve eozin (H.E.)

dir.

Tercih edilmesinin en onemli sebebi cok cesitli
hiicreleri ortaya koyabilmesidir.

Cekirdek ve kromatin ayrintisini ¢ok iyi ortaya
koymaktadir.
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Cekirdek ve Sitoplazma detay! ornek preparatlar
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log agaci xSt

Hematoksilen “log agac1” (Haematoxylum
campechianum)veya “ kalp agac1” adi
verilen meksika kaynakli bir bitkinin
kabuklarinin sicak su ile islenmesi ve tire
ile karistitilarak suda ¢oziintir hale
getirilmesiyle hazirlanir.

http://waynesword.palomar.edu/ecoph4.htm



Hemotoksilen bazik bir boya olarak kullanilsa da aslinda bir boya
degildir.

Boya olarak etki etmesi i¢in zincirlerinden birinde bulunan guioid'
in hematein' e okside olmasi gerekir.

Ana oksidasyon iriini olan Hematein asil reklendirme isinden
sorumlu maddedir.

OKSIDASYON

1-Dogal oksidasyon (ripening):

Isik ve havayla maruz birakilarak yapilir. Aylar siiren uzun bir siirectir. Bu
sekilde okside olan boyalarda dayaniklilik da daha fazladir. (Ehrlich ve
Delafield)

2- Kimyasal oksidasyon:

Sodium iodat (Mayer’s) veya civa choloride ( Harris) kullanilarak ¢ok hizli
gerceklesir. Bunlarin hazirlandiktan sonra kisa siire iginde kullanilmasi
gereklidir. Omiirleri dogal okside hematoksilene gore daha kisadur.




Kimyasal okside hematoksilenlerde hava ve 1sikla temas nedeniyle
oksidasyon devam eder ve zaman i¢cinde hematein pargalanarak
boyanma yetenegini kaybeder.

Hematein zayif, anyon ytiklii, kirmizimtirak - sar1 bir boyadir.
PH s1 notrale yakin 6,5 tur. Dokulara baglanma kapasitesi dusiiktiir.

Boyanin dokulara baglanmasinda kovalen baglarin bulunmasi boyanmasinin etkinligini
arttirmaktadir. Burada metal iyonlariyla mordantlamanin rolii oldugu kabul edilmektedir.

Mordant kullanilmadig: takdirde ¢ekirdek boyamasi basarili degildir. Metal kompleks boyalar
genellikle hidrofiliktir. Bu nedenle alkolik (Yehidratasyonlara irenclidir.

En s1ik Mordant olarak :

aluminyum tuzlari,

Demir,

Tungsten

Molybdenum

Kursun (seyrek argyrofil cekirdeklerin gosterilmesinde )

Kullanilan mordantin 6zelligi de dokunun cekirdegin boyanma o6zelligini etkiler.

Guntumiuzde artik ¢ogu laboratuarin tercihi olarak kullanilan hazir soliisyon seklindeki
boyalarda hemateinle mordant olarak kullanilan maddeler genellikle Aliminyum ve demir
tuzlari, Aliminyum ve demir saplar ( alum) dur.



En ¢ok kullanlan saplar
Potasyum alum: K2So4Al2 (SO4)3 24 H20
Ammonium alum : (NH4)2 SO4'A12 (SO4)324 H20

Demir alum : (NH4)2SO4 Fe2(SO4)324 H2o0 dur.

Aliminyum ile demirin verdigi renk morlugu birbirinden
farklidir. Aliminyum mavi-mor bir renk verir. Suda erir,
dokuya temas ettikten sonra ne su ne de etil alkol onu
tekrar cikartabilir.

Aliminyum hematein, bazik boya gibi etki eder (yani
katyonik bir boya vazifesi gortir).

Demirli hematein ise siyah veya lacivert renk verir , fakat
etkisi birincisi kadar bazik degildir.



Rutin teknikte, kesitler once mordantladir sonra boya ile
hematein muamele edilir, fazla mordant soliisyonda
differansiye edilir.

Bu sartlar altinda hematin bazik boya olarak tesir eder.

Differansiyasyon islemi genellikle % 1 lik HCL soltisyonu ile
beraber ¢esme suyu ya da amonyakli su ile saglanir.



~ Differansiyasyon isle

uygulanmadigi preparat érnekleri

Differansiyon uygulanan preparat Differasiyon uygulanmayan preparat



Normal preparat

Differasiyon sorunlu preparat



Gunumiuzde histopatoloji laboratuarlarinda en sik iki tip
hematoksilen kullanilmaktadir:

Mayer ve Harris metodlari. Ortopedik ornekler calisan
laboratuarlarda regressif bir metod olan Harris metodu
kullanilir.

Dekalsifikasyon genellikle cekirdegin bazofilik boyanmasini
azalttig1 icin bu metod tiim hiicre kisimlarini boyar ornegin
cekirdek sitoplazma bag doku vs. ve bu boyamay1 optimum
cekirdek boyanmasi i¢in kontrolli renk cikarma ve “bluing”
islemi takip eder.

Diger laboratuarlar Mayer hematoksilen kullanirlar bu sadece
cekirdegi boyayan progresif bir yontemdir. Mavi rengi
arttirmanin yolu lamelleri akan su altinda tutmaktir.



HEMATOKSILEN EOZIN
BOYAMA YONTEMI VE
BILIMSEL KONTROLU



Histolojik olarak H-E boyamanin kesin kimyasal reaksiyonlarla ve
metotlarla basarilabildigi gosterilmistir,

Fakat daha az kesinlik kazanmis kimyasal ve fiziksel yontemlerle
de basarilmaktadir.

Bu boyama yontemlerinin ¢ok sayidaki farkli faktorlere gore
oldukca degisecegi anlamina gelmektedir.

Bu ayni zamanda gelistirilen boyama tekniklerinin coklugunun
nedenini ortaya koymaktadir.

Fakat her patoloji teknisyeninin bu yontemlerde basarisizliga
ugradig olmustur.

Bunun nedenleri sunlar olabilir:



BOYANMA SORUNLARI

I-Dokularin kendine ait boyanma yetersizligi (boya icin dokunun yeterli
miktarda reaktif olmamasi)

2-Uygun olmayan fiksasyon,

3-Boyalarin kompozisyonundaki ve ¢ozuntrligindeki farkliliklar,
4-Boya soliisyonunun yetersiz olgunlagsma veya bozulmasi,
5-Boyanin ve cesme suyunun PH' sindaki veya isisindaki degismeler,
6-Kalin kesit.

7-Dekalsifikasyon yetersizligi

8-Deparafinizasyon yetersizligi

o-Diger faktorler



BOYAMA SORUNLARI'ILE ILGILI ORNEK

PREPARATLAR

Doku takip sorunlu preparat



t sorunlu preparat

Kalin kesi



Deparafinizasyon sorunlu preparat



Hematoksilen boyasini iyi almamis preparat




Doku takip sorunlu preparat
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ince ve giizel kesilmis bir preparat



Normal doku Deparafinizasyon sorunu







Boyamadaki kesinligin veya yorumlanabilir bir preparat
eksikliginin nedeni teknisyenin en iyi sonuclar elde
etmek icin kendi yontemlerini kontrol etmesi
gerektigi anlamina gelmektedir.

Eger cesme suyunun PH' s1 veya yapisi degisirse veya
iklimsel durumlar farkliysa, ya da farkli markali bir boya
alindi ve icerigine bakilmadan boyama vyapildi ise
boyamizdaki oksidasyon suresi farklik gosterebilecegi icin
bir tilkede iyi calisan bir yontem diger bir tilkede hatta ayni
tilkenin bir baska boliimiinde tatminkar olmayabilir.

Bir boyama yonteminde verilen direktifler dikkatli olarak
takip edilmelidir ancak degistirilemez diye de
distintilmemelidir.



Laboratuarda, patolojik degisiklikler, bakteriler, metaller gibi
maddeler icerdigi bilinen dokulara ait kapatilmis boyanmamis
parafin kesitlerin stoku bulundurmalidir.

Bunlar kontrol kesitler olarak kullanilmalidir. Incelenecek
kesitle ayni anda ve ayni yolla boyanmalidir.

Her laboratuar calisani boyama tekniginin kontrol edilmis
varyasyonlarini yapma becerisinde olmalidir.

Bir boyama yonteminin rastlantilara dayanan cok sayidaki
farkli sekilleri, sans eseri miilkemmel sonuclar verebilir, fakat
sonradan genellikle tekrar ayni sonucu almak mimkin

degildir.



Aymi doku blogundan c¢ok sayida kesit alinmali ve
yontemin her basamagindaki degisikliklerin bir serisi,
teker teker ve her kesitte sadece bir degisiklik yapilarak
yapilmalidir.

Teknigin geri kalan boliimiini sabit tutarak, bu kesitlerle
yontemin hangi kisminin kusurlu oldugu ve nasil
diizeltilebilecegi daha kolay goriilecektir.



H-E BOYAMA VE KAPAMA
ISLEMI SIRASINDA TEKNISYENIN
YAPMASI GEREKENLER



Hematoksilen pH'1 diizenli olarak kontrol edilmelidir.

Mavilestirme soltisyonundan (amonyakli su gibi) ciktiginda kesitler
mikroskopta kontrol edilmeli, hematoksileni aldig1 ve fazlaligin
uzaklastirlldigindan emin olunmalidir.

Boyama sonrasi ise H-E boyasi tam olarak kontrol edilmelidir.
Niikleus ve sitoplazma dogru ve yeterli boyanmis mi1?
Seffaflanma tam mi?

Kabarcik, kir, parmak izi, boya ¢okeltisi var m1?

Dogru etiketlenmis mi?

Hafta icerisinde boyanan preparat sayisina gore soliisyonlar
degistirildi mi?



BOYAMA YONTEMI

Lamlar1 parafinden arindir (deparafinizasyon) ve su ile muamele et

1-Xylen 3dk

2-Xylen 3dk

3-Xylen 3 dk

4-Alkol %70 2dk — deparafinizasyon
5-Alkol%80 2dk

6-Alkol%9go 2dk

7-Alkol%100 2 dk 5|

Harris hematoksilen ile 6 ila 15 dakika boyayin.

Akan musluk suyunda 2 ila 5 dakika yikayin.



%1’lik asit alkolle 1-2 kez batirarak ayirin
Musluk suyunda yikayin.

Zayif amonyak soltisyonu ya da doymus lityum karbonat
solisyonu ile preparatlar parlak mavi bir renge
boyanincaya kadar bekletin.

Akan musluk suyunda sdakika stireyle yikayin.
%80 etil alkolde 1-2 dakika bekletin-

Eozin-phloxine soliisyonunda 2 dakika zemin boyama
(counterstain) yapin.



1-%095 lik Alkol 3dk =
2-%095 lik Alkol 3dk
3-Absolu Alkol 3 dk
4-Absolu Alkol 3 dk o seffaflanma

5-Xylen 2dk

6-Xylen 2dk

7-Xylen 2 dk
=

Kapama islemi



A.U.Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvarinda Kullanilan H-E
Boyama Yontemi

Xylen | Xylen | Xylen | Xylen Alkol Alkol Alkol | Yikama
2dk 2dk 2dk 2dk 2dk 2dk 2dk 2dk

e — ——— e l
Amonyakli su %1 lik asit Hematoksile
| dk Yikama 2 dk Alkol 1 dk Yikama 5 dk n 7 dk

Yikam Eozin | Alko | -0 [ Alkol Xylen | Xylen | Xylen | Kurutma
Alkol 12
a 2 dk R ndk |12dk dk 2dk | 2dk | 2dk | 2dk 5 dk




KAPAMA [SLEMI



Preparasyondaki son asama lam tizerindeki dokuyu
tizerine lamel kapatarak yapilan kapama islemidir.

Bu islem lamin kalici olarak kapatilmasina ve
mikroskobik olarak incelenmesine izin verir.

Lameli sabitlemek icin ti¢ tip kapama maddesi
kullanilabilir: dogal recine, sentetik recine ve su
icerikli media.



Dogal recineler arasinda uzun kuruma siiresi yuziinden
rutin kullanimda pratik olmayan “Kanada Balzami”
gecmiste standart olmustur.

Kanada balzamu ile kapatilan kesitlerde eozin birkag yilda
solar ve basit anilin boyalarinin korunmasinda yetersizdir.
Ayrica “Prusya mavisi’ reaksiyonlarinin erken solmasina
sebep olur.

Bu sebeplerden dolayr glinimiizde laboratuarlarda
hematoksilen eozin boyama ve ozel diger boyamalardan
sonra sentetik recineler kullanilir.(Entellan veya Balzam)












LABORATUVARDA H-E BOYAMA VE
KAPAMA ISLEMINDE RUTIN
OLARAK YAPILMASI GEREKEN
ISLEMLER



Boyama islemine baslamadan oOnce farkli dokulardan
preparatlar alip deneme boyasi yapallm ve mikroskopta
]();elkuidek ve sitoplazma boyamasinin tam olup olmadigina
akalim

Seffalandirma yeterlimi ve artefak varmi kontrol edelim.

Boyama cihazlarimizi kaplarini her hafta mutlaka temizleyelim
ve kaplarm uygun soliisyonda beklettikten sonra durulama
islemini tam yapalim

Boyama islemi yaparken kaplarin hacmine gore kendimize alkol
ve ksilen degistirme araligi belirleyelim bir tablo hazirlayarak
alkol ve ksilenleri degistirip tablomuza isleyelim



Laboratuvarimiz da her teknisYenin gorebilecegi bir yerde
tablo bulundurallm ve tabloya Hematoksilen Eozin
degistirme bilgilerini girelim.

Kullandigimiz boya soliisyonlarinin icerigini bilerek
boyama prosediirimuzu belirleyelim.

Hematoksilen c¢ozeltisinde oksidasyon yavas ve giinden
gine diizensiz olarak devam eder, c¢okelti olusur boya
cozeltisi stizilmelidir.

Otomatik makinalarda bu cokelmeler tikanikliklara neden
olabilir.



Kapama islemi yaparken otomatik makineler icin
kuru kapamayi tercih edelim.

Lamel secimini iyi yapalim lamellerin et
kalinliklarinin bile mikroskopta goruntiyu
etkiledigini bilelim.

Kapattigimiz preparatlar1 rutin olarak mikroskopta
incelelim parmak izi olup olmadigina mutlaka
bakalim.



Sonu¢ olarak boyama islemine otomatik makine
yapiyor benim bir sey yapmam gerekmiyor diye
diistinmeyip yukarida benim yasayarak gordigim ve
siraladigim  maddeleri  biitin ~ teknisyenlerin
uygulamasi gerektigini distiniiyorum .

Kalitenin sadece kaliteli malzemeyle
yakalanamayacagini kaliteli ve iyi bir boya icin kaliteli
ve yetismis teknisyenler olmasi  gerektigini
diistintiyorum.



Sunuma katkilarindan dolay1

Sn Prof.Dr.Isinsu Kuzu
Sn Doc.Dr Aylin OKCU HEPER
Sn Kaplan Firmasi

calisanlarina tesekkiir ederim.



