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OZET

RUTIN DOKU BOYAMADA KULLANILAN HEMATOKSILEN VE EOZIN
YERINE SAFRAN, KURKUMIN VE KINA EKSTRAKTINDAN ELDE EDIiLEN
BOYALAR iLE DOKULARIN BOYANMASI

Tuncel S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve

Embriyoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Yapilacak olan bu ¢alismada rutin doku boyama yontemi olan hematoksilen ve eozin
yerine safran, kurkumin ve kina ekstraktlarindan elde edilen boyalarla dokularda boyama

saglayarak elde edilen boyalar1 giinliik hayatta kullanilabilir hale getirmek amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada; 4 haftalik yetiskin erkek Wistar albino rattan karaciger,
pankreas ve dalak dokular1 alinarak doku takibi, bloklama ve kesit alma islemlerinden sonra
boyama iglemlerine gegilmistir. Safran, kurkumin ve kina ekstraktlar1 hazirlanarak karaciger,

pankreas ve dalak dokular1 boyanmustir.

Bulgular: Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen boyama goriintiileri hematoksilen ve
eozin boyama gorintiileri ile karsilagtirtlmistir. Safran ve kurkumin ekstraktlar1 ile boyanan
dokularda karacigerin fagositik sisteme ait olan kupffer hiicreleri hematoksilen ve eozin
boyamaya kiyasla net ve yogun bir sekilde goriilmiistiir. Kina ekstrakt: ile boyanan dokularda

ise hepatositler ve hiicre ¢ekirdekleri izlenmistir.

Sonu¢: Bu c¢alisma, safran, kurkumin ve tas kina ekstraktlarinin histolojik doku
boyamalarinda hematoksilen ve eozin boyalarina bir alternatif olarak kullanilabilecegini
goriilmiistiir. Bu baglamda, safran, kurkumin ve tas kina gibi dogal boyalarin, geleneksel
sentetik boyalar yerine kullanilmast hem ekonomik a¢idan hem de gevre agisindan daha

surdurilebilir bir alternatif sunabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Doku Boyama, Hematoksilen ve Eozin, Kina, Kurkumin, Safran
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ABSTRACT

STAINING TISSUES WITH DYES OBTAINED FROM SAFRAN, CURCUMIN
AND HENNA EXTRACT INSTEAD OF HEMATOXYLIN AND EOSIN USED IN
ROUTINE TISSUE STAINING

Tuncel S. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Histology and
Embryology Program, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: In this study, it is aimed to dye the tissues with dyes obtained from saffron,
curcumin and henna extracts instead of hematoxylin and eosin, which are routine tissue

dyeing methods, and to make the obtained dyes usable in daily life.

Material and Methods: In this study; Liver, pancreas and spleen tissues from 4-week-old
adult male Wistar albino rats were taken and staining was started after tissue tracking,
blocking and sectioning procedures. Saffron, curcumin and henna extracts were prepared and

liver, pancreas and spleen tissues were stained.

Results: The staining images obtained as a result of the studies were compared with
hematoxylin and eosin staining images. In tissues stained with saffron and curcumin extracts,
Kupffer cells belonging to the phagocytic system of the liver were seen clearly and intensely
compared to hematoxylin and eosin staining. Hepatocytes and cell nuclei were observed in the

tissues stained with henna extract.

Conclusion: This study showed that saffron, curcumin and stone henna extracts can be used
as an alternative to hematoxylin and eosin dyes in histological tissue staining. In this way, the
use of natural dyes such as saffron, curcumin and stone henna instead of traditional synthetic

dyes can offer a more sustainable alternative both economically and environmentally.

Keywords: Curcumin, Henna, Hematoxylin and Eosin, Saffron, Tissue Staining
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1.GIRIS

Gliniimiizde hayvan ve bitki dokularinin 151k ya da elektron mikroskobunda incelenip
ayirt edilebilmesi i¢in dokularin kesit alinarak boyanmasi gerekmektedir. Bu amagla histolojik
preparatlar hazirlanirken ¢esitli yontemler kullanilarak boya maddeleriyle birlikte bir dizi
islemden gecer (Black, 2012; Anderson, 2011). Tim diinyada histoloji ve patoloji
laboratuvarlarinda doku preparatlar1 hazirlamak icin sik¢a hematoksilen ve eozin boyasi
kullanilmaktadir. Hematoksilen bazofilik yapilari boyayan bazik bir boya iken eozin ise
asidofilik yapilar1 boyayan asidik bir boyadir (Chan, 2014; Fischer ve digerleri, 2008).
Hematoksilen bu formu ile boyama o6zelligine sahip degildir. Hematoksilenin oksijen ile
tepkimesi sonucunda oksitlenerek hematein haline doniismesi boyar ozellige sahiptir
(Avwioro, 2010; Marshall ve Horobin, 1972). Hematoksilen oksitlenerek hematein formu
amfoteriktir ve asidik pH’da rengi kirmizi, bazik pH’da rengi mavi goriniir (Titford, 2005).
Hematoksilenin aktif bir boya maddesi olan hemateine doniismesi dogal ve yapay yollar
olmak iizere iki yolla gerceklesir. Hematoksilen dogal yolla hemateine doniisiirken 6 ila 8
hafta boyunca havaya ve giines 1s1gina maruz birakilir (Lalor ve Martin, 1959; Drury ve
Wallington, 1980). Hematoksilenin dogal yollarla hemateine dontismesi ¢ozeltinin kullanim
Oomriiniin uzun olmasi agisindan daha avantajh bir yontemdir. Hematoksilenin yapay yollarla
hemateine doniismesi siirecinde ise sodyum iyodat, hidrojen peroksit, civa oksit ve potasyum
permanganat gibi oksitleyici maddelerle birlikte muamele edilmesi gerekir. Bu tiir oksitleyici
maddeler ile birlikte hizli bir sekilde hematoksilen oksitlendigi i¢in ¢dzeltinin dmrii daha kisa
olmaktadir (Marshall ve Horobin, 1972; Clark, 1974). Hematein anyonik bir madde
olmasindan dolay1 dokular1 boyamakta zayiftir ve oksitleyici bir mordant olmadan dokulari
iyi bir sekilde boyayamaz. Cozeltinin bu haline hematoksilen denir (Titford ve Bowman,
2012). Hematoksilen i¢in en yaygin kullanilan ve kuvvetli mordantlar olan krom, demir,
aliminyum, molibden, Kursun ve tungsten gibi metal katyonlardir (Ali ve Orchard, 2017,
Titford, 2005). Hematoksilen igerdigi mordant maddelere gore siniflandirilmaktadir ve doku
tiplerine gore farkli boyama niteliklerine sahip ¢ok sayida farkli hematoksilin tiiri
bulunmaktadir (Jocelyn ve Bruce-Gregorios, 1974). Ehrlich, Mayer’s, Harris’s, Gill’s,
Delafield’s, Cole’s ve Carazzi’s gibi ¢ozeltiler aliiminyum bazli hematoksilinlerdir. Weigert's,
Heidenhain's, Verhoeff's ve Loyez's gibi ¢ozeltiler demir bazli hematoksilinlerdir. Mallory's

ise kursun bazli hematoksilindir (Suvarna ve digerleri, 2018; Jocelyn ve Bruce-Gregorios,



1974). Hemateinle birlikte mordant olarak aliminyum ve potasyum tuzlar1 birlikte
kullanildiginda mavi-mor, demir tuzlari mordant olarak kullanildiginda ise siyah-lacivert
olarak reaksiyon verir (Gurr, 1962). Hematoksilen hiicre ¢ekirdegini boyarken mavi ve mor
renge boyar. Organeller yliksek oranda RNA igerdiginden dolayr hematoksilenin boyadigi
bazofilik yapilar arasinda ribozom ve graniiler endoplazmik retikulumda bulunur. Eozin ise
sitoplazma, bag dokusu lifleri, kas ve eritrositleri sitoplazmik proteinlerle etkilesime girerek
asidofilik yapilar1 kirmizi ve pembe renge boyar (Bancroft ve Gamble, 2008; Fischer ve
digerleri, 2008; Suvarna ve digerleri, 2018; Kiernan, 2015). Karsit bir boyama teknigi olan
hematoksilen ve eozin yiiksek kontrasti sayesinde doku kesitlerinde hiicrelerin morfolojik
olarak ayirt edilmesine olanak saglar ve histopatolojik uygulamalarda sik¢a tercih edilen bir
yontemdir (Lowe ve Anderson, 2015). Hematoksilen; Meksika’nin Campeche kentinden adini
alan, Haematoxylum campechianum agacindan elde edilen, 6z odununun ve geng
yapraklarmin kirmizi yapisindan dolayr bu ismi almistir. Hematoksilen histolojik boyama
tekniklerinde rutin olarak kullanilan dogal bir boyadir (Rojas-Sandoval ve Acevedo-
Rodriguez, 2013; Titford, 2005; Faisal ve Orchard, 2017; Cook, 2015). Hematoksilenin gram
biriminden maliyeti 50-100 USD arasinda degisiklik gostermektedir ve artan maliyetler
akademik ve klinik laboratuvarlarinda biiylik Olciide bir biitge yiikii olusturmaktadir
(Orchard, 2019; Lendrum, 1947). Eozin 1871 yilinda Heinrich Caro tarafindan kesfedilmis ve
baslangicta tekstil boyasi olarak kullanilmistir (Cooksey, 2018). Giiniimiizde ise eozin,
hematoksilen ve eozin boyama protokoliinde hematoksilen ile birlikte kullanilmaktadir
(Fischer ve digerleri, 2008). Eozinin maliyeti hematoksilene gore daha diisiik olsa da
laboratuvarlarin kullanmis oldugu miktar ve kalite agisindan bakildiginda maliyet acisindan
bir zorluk olusturmaktadir (Titford, 2009). Son yillarda hematoksilen ve eozin yerine
kullanilabilecek ¢evre dostu ve maliyet agisindan laboratuvarlara 6nemli Ol¢lide kazang

saglayan bitkisel boyalar gibi alternatifler {izerinde yogunlasilmistir (Sing ve digerleri, 2020).

Bu caligmanin amaci rutin doku boyama yontemi olan hematoksilen ve eozin yerine
bitki ekstraktlarindan elde edilen boyalarla dokularda boyama saglayarak elde edilen boyalar1
giinliik hayatta kullanilabilir hale getirmektir ve laboratuvarlar biit¢elerine katki saglayarak

maliyeti diislirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Histokimyasal Boyalar

Isik mikroskobunda boyanmayan doku preparatlari renksizdir ve ayirt edilemez. Farkl
doku bilesenlerinin kirilma indisleri dokularin optik ozelliklerini belirler ve mikroskopta
analiz ederken bilesenlerin ayirt edilmesini saglar. Kirilma indisleri birbirine yakin olan doku
elemanlar1 151k mikroskobunda yeterli kontrast olusturamaz. Bu durum dokularin ve hiicresel
yapilarin ayirt edilebilmesini zorlastirir (Murphy, 2001; Ross ve Pawlina, 2011; Wang ve
digerleri, 2014). Doku ve hiicrelerin mikroskopta ayirt edilebilmesini saglamak adina
dokularin  kontrastlarinda degisiklikler yapilmasi gerekmektedir. Histolojide doku
kontrastinda degisiklik yapilirken bazi teknikler kullanilmaktadir. Bu teknikler dokularin
farkli Ozelliklerinden yararlanarak ya da dokularin farkli bilesenlerini boyayarak
gerceklestirilir. Bu yontemler arasinda boyama teknikleri, polarizasyon, metal ¢oktiirme ve
faz-kontrast mikroskobu bulunmaktadir (Bancroft ve Gamble, 2008; Kiernan, 2015; Bancroft
ve Stevens, 1996; Black, 2012). Histolojik boyama yontemlerinde dokularin ve hiicresel
yapilarin ayirt edilebilmesi i¢in dokularin boyanmasi gerekmektedir. Histokimyasal boyalar
dokularin belirli bilesenlerini mikroskop altinda iyi bir sekilde analiz edebilmeye olanak
saglar ve klinikte patolojik analizlerde, hastaliklarin teshisinde, noropatik incelemelerde
yaygin olarak kullanilir (Cai ve digerleri, 2014; Musumeci, 2014; Weiss ve digerleri, 2011;
Kasper ve digerleri, 2020; Togo ve digerleri, 2019). Histolojik boyamalar yapilirken
dokularin boyanmasinin yani sira doku bilesenlerinin nasil baglandigi da ¢ok Onemlidir.
Boyalarin doku bilesenlerine baglanmast kimyasal ve fiziksel baglanma yollart ile
gerceklestirilir. Bu baglanma yollar1 arasinda elektrostatik ¢ekim, van der waals kuvvetleri,
hidrofobik etkilesimler ve kovalent baglanma gibi metotlar bulunmaktadir. Histolojik
boyamalarda dokular1 boyarken kimyasal ve dogal boyalar kullanilir. Her iki boyama metodu
doku bilesenlerini belirginlestirerek ayirt edilmesine yarar ve histolojik analizlerin dogru bir
sekilde yapilmasina olanak saglar (Fischer ve digerleri, 2008; Melo ve digerleri, 2015;
Bancroft ve Gamble, 2008; Gallyas, 2018).
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2.1.1. Kimyasal Boyalar

Histolojik boyamalarda kullanilan kimyasal boyalar sentetik olarak iiretilen ve ¢esitli
doku bilesenlerini segici olarak boyayan maddelerdir. Kimyasal boyalar histolojik
boyamalarda stabiliteyi arttirarak dokularin daha belirgin goriinmesinde rol oynar. Kimyasal
boyalarin dokular1 boyarken asidik, bazik veya noétral ozellikleri doku bilesenleri ile

etkilesimlerini ve ¢esitli baglanma mekanizmalarini etkiler (Bancroft ve Gamble, 2008).

2.1.1.1. Hematoksilen ve Eozin

Hematoksilen ve eozin boyasi histolojik boyamalarda rutin olarak kullanilan bir boya
olup dokularin mikroskopta incelenmesini saglar (Avwioro, 2010; Titford, 2005; Dapson ve
digerleri, 2010). Hematoksilen dogal ve bazik (asidofilik) bir boyadir. DNA’nin asidik fosfat
gruplarina elektrostatik olarak baglanmasi ile hiicre ¢ekirdeklerini, niikleuslar1 ve ribozomlari
mavi-mor renge boyar (Slaoui ve digerleri, 2017; Salerno ve Chiaravalli, 2022; Chan, 2014).
Hematoksilen yalniz basina boyar 6zellige sahip degildir ve boyama 6zelligini kazanabilmesi
icin en kritik adimlardan bir tanesi olan oksidasyon siirecini tamamlayarak hemateine
doniismesi gerekir (Shostak, 2013; Titford ve Bowman, 2012; Horobin ve Bancroft, 1998).
Hematoksilenin hemateine donilisme siireci iki dogal ve kimyasal olmak tizere iki sekilde
gerceklesmektedir (Kiernan, 2015). Atmosferik oksidasyon hematoksilenin havadaki oksijen
ile reaksiyona girmesi ile dogal bir sekilde hemateine donlismesidir. Bu yontemin avantajlari
basit ve maliyeti diisiiktiir ancak silireci uzattifi i¢in ve c¢evresel kosullarin kontrol
edilebilirligi acgisindan dezavantajlara sahiptir (Horobin ve Kiernan, 2002; Sheehan ve
Hrapchak, 1980; Bancroft ve Gamble, 2008). Hematoksilenin kimyasal yollarla okside olma
stireci dogal yolla okside olma siirecine gore daha hizli gergeklesir ve genellikle sodyum
iyodat (NalO4) ve potasyum permanganat (KMnO4) gibi oksidanlar kullanilir. Bu yontemin
en biiylik avantaji boyama yontemlerinde doku bilesenlerine gii¢lii bir baglanma yetenegi
kazandirdigi i¢in tutarlilign arttirmasidir (Cook, 2009; Titford, 2005; Horobin ve Bancroft,
1998). Okside olan hematein hiicre ¢ekirdekleri ve niikleer yapilarin belirginlestirilmesi igin
gereklidir (Bancroft ve Layton, 2013; Titford ve Bowman, 2012). Hematoksilenin dokulara
etkin bir sekilde baglanabilmesi ve doku bilesenlerinin ayirt edilebilmesi i¢in mordantlar ile

birlikte kullanilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in genellikle metal tuzlar1 kullanilir. Bunlar;



aliminyum tuzlar1 (alum), demir tuzlari, krom tuzlar ve bakir gibi maddelerdir (Carson ve
Hladik, 2009; Fischer ve digerleri, 2008). Aliiminyum tuzlar1 hematoksilenin ¢ekirdekleri
mavi-mor boyanmasint saglarken demir tuzlari hiicre g¢ekirdeklerinin daha koyu ve siyah
tonlarda boyanmasini saglar (Kim ve digerleri, 2019; Titford, 2010). Mordantlarin
hematoksilen ile birlikte kompleks olusturmasi dokulara kovalent baglanmasi ve elektrostatik
baglarla baglanmasi ile olur. Bu kompleksin olusmasi hiicre cekirdeklerinin ve niikleer
yapilarin belirginlestirilmesinde dnemli rol oynar (Gill ve Frost, 2019; Horobin ve Kiernan,
2002). Eozin ise sentetik asidik (bazofilik) bir boya olup sitoplazmadaki amino gruplarina
hem elektrostatik hem de hidrofobik etkilesimlerle baglanarak sitoplazmayi, hiicre ici
elemanlari, kolajen, kas ve bag dokusu elemanlarini pembe-kirmizi renge boyar. Eozin Y ve
Eozin B olmak iizere iki tiir eozin vardir. Eozin Y formu rutin olarak sik kullanilmaktadir

(Groover ve digerleri, 2009; Hari ve Konig, 2014).

Resim 1. Karaciger dokusu hematoksilen ve eozin boyama goriintiisii (Tektemur ve
digerleri, 2021)



2.1.1.2. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyasi

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi histolojik boyamalarda kullanilan kimyasal
boyalardan bir tanesidir. Karbonhidrat bilesenlerini gdstermek amaciyla yapilan bir boyadir
Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi glikojen, bazal membran, mukoproteinler, glikoproteinler,
notral mukopolisakkaritler, bazi lipoproteinler, hepatositler, mukus salgilari gibi karbonhidrat
iceren yapilarin belirginlestirilmesi i¢in yapilan bir boyama teknigidir (Shafiei ve digerleri,
2014).

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi, notr bir karaktere sahiptir ve dokular1 boyarken
periyodik asit ile karbonhidratlardaki diol gruplarmi aldehit gruplarina okside eder. Daha
sonra Schiff reaktifi ile birlikte aldehit gruplar1 arasinda reaksiyon gelistirerek dokulart mor-

pembe renkte boyar (Erdogan ve digerleri, 1990; Drury ve Wallington, 1967).

Resim 2. PAS boyasi ile boyanan karaciger dokusu (Ayaz ve digerleri, 2022)



2.1.1.3. Masson Trikrom Boyama

Masson’un trikrom boyast histolojik boyamalarda kullanilan kimyasal boyalardan bir
digeridir. Bu boya kolajen, kas dokusu ve bag dokusu bilesenlerini ayirt etmek i¢in kullanilir.
Doku bilesenlerinin morfolojik &zelliklerini belirginlestirmek boyanin temel amacidir.
Masson’un trikrom boyasinda bulunan hematoksilen, asidik fuksin, Biebrich sarlak kirmizist
ve anilin mavisi boyanin temel bilesenlerini olusturur (Garvey, 1984; Standish ve digerleri,

2006).

Hematoksilen DNA’nin asidik gruplarina elektrostatik baglanip hiicre g¢ekirdeklerini
mavi-mor renge boyarken asidik fuksin ve Biebrich sarlak kirmizisi kas dokusundaki bazik
proteinlere iyonik baglanarak dokuyu kirmiz1 renkte boyar. Anilin mavisi ise kolajen liflerine
ve bag dokusu bilesenlerine baglanarak dokuyu mavi-yesil renge boyar. Masson’un trikrom
boyamasi 0Ozellikle karaciger, bobrek ve kalp gibi dokularin boyanmasinda fibrozis
degerlendirmesinde, gastrointestinal sistem ve diger organlarda stroma ve epitel bilesenlerini

ayirt etmede kullanilir (Smith, 1981; Carriel ve digerleri, 2011).

Resim 3. Bagirsak duvarinin i¢ kisminin masson trikrom ile boyanmasi (Zidar ve digerleri,
2020)



2.1.1.5. Immunohistokimya (IHC)

Immunohistokimya histolojik boyamalarda doku Kesitlerinde spesifik antijenlerin;
proteinlerin dagilimin1 ve lokalizasyonunu belirlemek i¢in antikorlarin kullanildig1 kimyasal
bir boyama teknigidir. IHC’nin temel prensibi hedef olan antijenin spesifik bir antikorla
baglanmasidir (Shi ve digerleri, 2018; Brandtzaeg, 1998). Antijen — antikor baglanmasini
kolaylastirmak ic¢in antijenlerin epitoplarini ortaya cikarirken yiliksek 1s1 veya enzimatik
sistem yolu kullanilir. Bu islemlerden sonra birincil antikor hedef antijene baglanir. ikincil
antikor ise bir enzim veya floresan molekiil ile isaretlenir (Ramos-Vara ve digerleri, 2008;
Dey, 2021). IHC patoloji laboratuvarlarinda kanser teshisinde, kanserlerin tipi ve derecesi
belirlenirken ve tiimor baskilayic1 bazi biyomarkerlerin tespitinde siklikla kullanilmaktadir

(Bancroft ve Gamble, 2008).
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Resim 4. Timér hiicrelerinin IHC boyama yontemi kullanilarak gosterimi (Vincenten
ve digerleri, 2012)



2.1.1.6. Giimiis Boyama

Gimils boyama histolojik boyamalarda kullanilan retikiiler lifler, ndronlar, glia
hiicreleri, karaciger, dalak, kemik iligi ve bazi patojen mikroorganizmalarin boyandigi
kimyasal bir boyama teknigidir. Giimiis boyamada yonteminde doku bilesenlerinde bulunan
amino, karbonil ve hidroksil gruplari glimiis iyonlarina baglanarak indirgeyici ajanlar
sayesinde metalik ¢okeltiler olusturur. Bu ¢okeltiler koyu kahverengi ve siyah renklerde
goriiliir. Glimiis boyamada giimiis iyonlar1 doku bilesenlerine baglanirken elektrostatik ve
kovalent baglarla baglanir (Grizzle, 1996; Kiernan, 2002; Heukeshoven ve Dernick, 1985;
Rabilloud, 1990).

Resim 5. Giimiisleme metodu kullanilarak boyanan 6n bobrek dokusunun hematopoetik
alandaki retikulum ipligi goriintiisii (Eren ve Bozkurt, 2017)
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2.1.2. Dogal Boyalar

Dogal boyalar histolojik uygulamalarda doku bilesenlerini belirginlestirmek amaciyla
kullanilan ve yaygin kullanimda bitki kaynakli oldugu kadar hayvanlardan da elde edilebilen
pigmentlerdir. Dogal boyalarin en biiylik avantaji toksik olmamasi sebebiyle ¢evre dostu
olarak nitelendirilmeleri ve maliyetlerinin oldukga diisiik olmasidir (Suvarna ve digerleri,
2018; Bhuyan ve Saikia, 2005). Dogal boyalarin avantajlar1 oldugu kadar dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Dogal boyalar kimyasal boyalara gore kararliliklarmmin daha diisiik olmasi
sebebiyle doku boyama sonuglarini etkileyebilir. Renk yogunluklar1 ve boyalarin kalitesi de
dogal boyalarin dezavantajlari arasindadir. Dogal boyalar hazirlanirken bitki ve hayvan
kaynakli materyallerin ekstraktlarinin ¢ikarilmasi ve saflagtirilmasi islemlerinden gegerek
cozeltiler hazirlanir. Dogal boyalarin kimyasal kararlilig1 pigmentlerin saflastirilmastyla olur.
Pigmentler saflastirilarak boyalar homojen hale getirilir ve renk yogunlugu arttirilir (Bancroft
ve Layton, 2019; Vankar, 2000; Mahltig ve Bottcher, 2020).

2.1.2.1. Hematoksilen

Hematoksilen Haematoxylum campechianum agaci odunundan elde edilen ve
oksidasyonu sonucu hemateine doniistiiriilerek kullanilan dogal bir boyadir. Hematein hiicre
cekirdeklerini mavi mor renge boyayarak etki gosterir. Genellikle eozin ile birlikte
histopatolojik incelemelerde siklikla kullanilir (Avwioro, 2010; Ali ve Orchard, 2017).
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Resim 6. Haematoxylum Campechianum bitkisi ve odunu (Ortiz-Hidalgo ve Pina-
Oviedo, 2019)
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2.1.2.2. Safranin

Safranin Crocus sativus bitkisinin stigmasindan elde edilen histolojik analizlerde ve
genellikle bitki histolojisinde doku bilesenlerini gostermek igin kullanilan katyonik bir
boyadir. Safranin; bitki hiicre duvarlarini belirginlestirmede, lignin igeren yapilar
gostermede, bazi bakterilerin ve mikroorganizmalarin boyanmasinda ve doku bilesenlerini
ayrintili olarak incelemek icin kullanilir. Safranin boyasi hiicre duvarlarinda bulunan
polianyonik bilesenler ile iyonik baglar olusturarak hiicre duvarlarina tutunur. Lignine ise
elektrostatik baglanma yoluyla baglanarak dokulari kirmizi — turuncu renkte boyar. Gram
bakterilerini ise kirmizi renkte boyamaktadir. Histopatolojik uygulamalarda safranin O boyast
kikirdak dokusunun boyanmasi i¢in kullanilir ve doku bilesenlerini kirmizi renkte boyar.
Safranin  boyasi;  biyolojik  arastirmalarda,  bitki  histolojisinde,  mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siklikla tercih edilmektedir (Bancroft ve Layton, 2013; Mazidi ve digerleri,
2016; Johansen, 1940).

Resim 7. Safran bitkisi (Mustu, 2021)
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2.1.2.3. Orcein

Orcein boyama histolojik uygulamalarda kullanilan dogal bir boyadir. Rocella tingtoria,
orchella gibi liken tiirlerinden elde edilir. Likenlerde bulunan orselik asitin amonyak ve hava
ile muamele edilmesi sonucunda orcein boyasi elde edilmektedir. Orcein boyast histolojik
uygulamalarda elastik lifleri, kromozomlari ve bazi mikroorganizmalar1 gostermek igin
kullanilir. Bir bag doku boyasi olan bu boya doku bilesenlerinin net bir sekilde ayirt
edilmesine olanak saglar. Orcein elastik liflerin amino hidroksil gruplarina elektrositatik ve
hidrojen baglar1 ile baglanarak doku bilesenlerini mor — kahverengi boyar (Shikata ve
digerleri, 1974; Jain ve digerleri, 1978).

Resim 8. Rocella Tingtoria bitkisi (Rabitsch ve digerleri, 2020)
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2.1.2.4. Karmin

Karmine boyasi histolojik uygulamalarda kullanilan kosenil boceklerinden elde edilir ve
hayvansal kaynakli dogal bir boyadir. Kosenil boceklerinden sentezlenen karminik asit bu
boyanin yapilmasi kullanilir. Karminik asit aliiminyum ve kalsiyum tuzlari ile kompleks bir
yap1 olusturarak DNA ve RNA bilesenlerine elektrostatik baglarla baglanir. Karmin boyasi
hiicre cekirdeklerini ve niikleoproteinleri belirginlestirmek i¢in kullanilir ve kirmizi renk
verir. Karmin boyasi hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasinin yani sira bitki hiicrelerinde hiicre
duvarlarimi ve lignin yapilarii gostermek icinde kullanilmaktadir (Altug, 2001; Dapson,
2006).
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Sekil 2. Karmin béceginden ekstrakt elde edilmesi kurutma (a), Ogiitme (b), Su ile
karistirma (c), Filtreleme (d), Ag nanostarlari ve siipernatandan elde edilen numune ile alinan
SERS spektrumu (e), Elde edilen numune (f). (Celis ve digerleri, 2021)
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2.2. Karaciger

2.2.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger; insan viicudunda toplam viicut agirliginin %2,5’ini kaplayan, yetiskinlerde
ortalama 1500 gr agirliginda olan normal fizyolojik homeostazin fonksiyonel bir sekilde
stirdiiriilmesini  saglayan en biiyiikk bezdir (Si-Tayeb ve digerleri, 2010; Ozan, 2004,
Karincaoglu, 2009). Karaciger karm boslugunun sag iist tarafinda ve diyaframin sol alt
kisminda bulunur ve bag dokusundan olusan glisson kapsiilii ad1 verilen kollojendz bir zarla
cevrilidir (Schulick, 2006; Kuran, 1983; Mortele ve Ros, 2001; Hosoyamada ve digerleri,
2002; Acharya ve digerleri, 2021). Glisson kapsiilii tip I kolajen, kiigiik miktarda tip Il
kolajen, kiigiik kan damarlar1 ve elastik liflerden meydana gelmektedir ve kapsiilden igeriye
dogru uzanan uzantilar sayesinde karacigeri iki ayr1 bolmeye ayirir (Aktiimsek, 2004; Birvar
ve Dergiin, 1989; Blackbourne ve digerleri, 2001; Kuran, 1993). Karacigerin temel anatomik
yapisi iki ayr1 ana lobdan olusur ve bunlar lobus hepatis dexter (sag lob) ve lobus hepatis
sinister (sol lob) olarak adlandirilir. Lobus hepatis dexter, karacigerin biiylik bir kismin
olusturur ve diyaframin (diaphragma) sag altinda yer alir. Sag lob, vesica biliaris (safra
kesesi) ve vena cava inferior ile komsudur ve ligamentum falciforme tarafindan sag ve sol lob
birbirinden ayrilir (Gray, 2008; Moore ve Dalley, 2018; Gilroy, 2016; Perek ve Kapan, 2000).
Lobus hepatis sinister ise daha kiiciiktiir ve karacigerin medial kisminda yer alir. Ligamentum

teres hepatis ve ligamentum venosum tarafindan sag lobdan ayrilir (Netter, 2014). Sag lobun
viseral yiizii ise iki ayri ek loba ayrilir. Bunlar Lobus quadratus, lobus caudatus olarak

isimlendirilir (Yildirim, 2002; Standring, 2016; Fischer, 2011; Sancak ve digerleri, 2002).
Lobus quadratus, karacigerin alt yiizeyinde yer alir ve safra kesesi ¢ukuru (fossa vesicae
biliaris) ile yuvarlak bag (ligamentum teres hepatis) arasinda ve porta hepatis'in 6n tarafinda

yer alir.
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Sekil 3. Karacigerin 6n yiizii (Schiinke ve digerleri, 2009)

Lobus caudatus ise karacigerin arka yiizeyinde, vena cava inferior ve ligamentum
venosum arasinda yer alir. Lobus caudatus bagimsiz bir kan akisi ve safra drenaji sistemibe
sahip olmasi nedeniyle diger loblardan ayrilir (Heller ve digerleri, 2024; Arinci1 ve Elhan,
1997; Moore ve Dalley, 2007). Karaciger anatomik olarak iki adet yilizeye sahiptir ve bunlar
diyafragmatik (facies diaphragmatica) ve visseral yiizeyler (facies visceralis) olarak
adlandirilir. Karacigerin st kisminda bulunan facies diaphragmatica, diyafragma
(diaphragma) ile komsudur. Sag lobun biiyiik bir kismin1 kapsar ve kostal bolgede yer alir
(Moore ve Dalley, 2017; Standring, 2020). Visseral yiizey ise karacigerin sag lobunun alt
bolgesinde safra kesesi (vesica biliaris) ile, sol lobun alt bolgesinde ise mide (ventriculus) ve
duodenum ile temas halindedir (Gray ve Williams, 2016). Facies visceralis lizerinde ayrica
porta hepatis ad1 verilen ve karacigerin damar ve sinirlerinin giris ¢ikis yaptigi bolge yer alir.
Bu boélge, hepatik arter (arteria hepatica), portal ven (vena portae) ve safra kanallarinin gegis
noktasidir (Arinc1 ve Elhan, 2001; Moore ve Dalley, 2005; Kuran, 1983; Schulick, 2006).
Karacigerin kanlanmasi portal ven (vena porta) ve hepatik arter (arteria hepatica) adi verilen
bu iki damar sayesinde olur. Hepatik arter abdominal aorttan kdken alarak karacigere kadar
ulasir ve oksijence zengin kani tasir ve hapetik arterler sayesinde karacigere kanin %20-25’1
gelmis olur (Netter, 2014; Rumack ve digerleri, 2005; Kuran, 1983). Portal ven ise
gastrointestinal sistemden gelen besinden zengin vendz kanin %75-80’ini tasir ve bu

organlardan gelen kani karacigerin siniizoidlerine iletir. Splenik ven ve siiperior mezenterik
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ven birleserek pankreas hizasi boyunca ilerler ve pankreas basinda inferior mezenterik
veninde katilmastyla portal ven meydana gelir (Townsend ve digerleri, 2001; Abraham ve
Kierszenbaum, 2006; Williams ve digerleri, 1992; Junqueira ve digerleri, 2009). Safra
karaciger dokusundaki hepatositler tarafindan {retilir ve safra kanallar1 araciligiyla
dopalanmak {iizere safra kesesine tasinir. Kanalikiiller birleserek interlobiiler safra kanallarini
meydana getirir ve bu kanallarda daha sonrasinda birleserek daha biiyiik bir kanal olan
intrahepatik safra kanallarini meydana getirir. (Ross ve Pawlina, 2016; Netter, 2014).
Intrahepatik kanallar birleserek ana safra kanali olan hepatik ductusu olusturur. Hepatik
duktus ise safra kesesinden gelen sistik duktus ile birleserek ortak safra kanali olan koledok
duktusu olusturur. Uretilen safra koledok ductus araciligiyla ince barsaga iletilir (Mortele ve
Ros, 2001; Karaliotas ve Broelsch , 2006).
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caudatus inferior caudatus
| /7

Appendix
fibrosa hepatis
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sinister ~ A. hepatica propria,
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A. hepatica propria
ramus sinister T Ducus hepaticus
dexter
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A hepatica <8
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Lig. teres ~
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N\

Lobus Ductus Ductus Vesica biliaris
quadratus choledechus cysticus

Sekil 4. Karacigerin arka yiizii (Schiinke ve digerleri, 2009)
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2.2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger, ¢esitli fonksiyonel ve anatomik yapilardan olusmakta olup, viicudumuzdaki
en biiyiik ve en dnemli metabolik organ olarak kabul edilmektedir (Ersoy, 2012). Yaklasik
1500 gram agirliginda olup viicut agirliginin %2.5'ini olusturan karaciger, en biiyiik i¢ organ
olarak nitelendirilmektedir. Abdominal kavitenin iist sag ve iist sol kadraninda konumlanmis
olup, kaburgalar tarafindan dis etkenlere karsi korunmaktadir. Fibréz bir bag dokusu
yapisinda olan ve Glisson kapsiilii olarak adlandirilan bir kapsiil ile g¢evrelenmistir.
Karacigerin diger organlara veya diyaframa temas eden bolgeleri harig, visseral periton ile
kaplanmistir (Kiernan, 2015; Mescher, 2019).

Karaciger, viicuttaki en biiylik bez olarak goérev yapar ve dort adet lobdan olusur.
Karacigerin disini kaplayan ser6z zar, visseral periton olarak adlandirilir. Karacigerin i
kisminda ise elastik lif ve kollajen iceren Glisson kapsiili bulunur. Glisson kapsiili,
karacigerin seklinin korunmasina ve disaridan desteklenmesine yardimci olur. Karacigerin i¢
tarafinda bulunan bag dokusu, lobiillerin olusumunu saglar. Lobiillerin kesistigi alanlarda bag
dokusu kalinlasarak tiggen sekilli portal alanlar olusturur. Kesisen bu yerlerde portal ven,
hepatik arter ve safra kanali yer alir. Karacigerin parankimasi, lobiillerin merkezinde bulunan
hepatosit olarak adlandirilan hiicrelerden meydana gelir. Hepatositler, siniizoid kapillerlerle
birleserek klasik karaciger lobiiliinii olusturur. Klasik lobiillerin koselerinde ise portal kanallar
bulunur. Karacigerin histolojik yapisi, bu stroma ve parankima unsurlarina dayanir (Gog,
2019; Trefts ve digerleri, 2017). Karacigerin yapisi, fonksiyonel mekanizma olarak ti¢ farkl
sekilde gosterilmektedir: klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniisii. Genellikle klasik
lobiil, karaciger parankimini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir ve digerlerine gore daha kolay
goriintiilenebilir. Ornegin, domuz gibi baz1 hayvanlarda portal alanlar kalin bag dokusu ile
cevrili oldugundan kolayca taninabilmektedir; ancak insanda bu durum s6z konusu degildir.
Lobiillerin boyutlar1 2,0 x 0,7 mm'dir (Ross ve Pawlina, 2014; Gouw ve digerleri, 2019).

Lobiillerin merkezinde, siniizoidlerden gelen kani toplayan santral ven bulunmaktadir.
Altigen seklindeki lobiillerin kdselerinde portal triadlar yer almaktadir. Siniizoidleri dolduran
kan, portal triadlarda bulunan arter ve ven damarlarindan gelmektedir. Altigen kdselerdeki
portal triad elemanlarin1 ¢evreleyen gevsek stromal bag dokusu ile karakterize portal kanallar
bulunmaktadir. Bu portal kanallar, lobiillerin en dis kismindaki hepatositlerle sinirlidir. Portal

kanal ile hepatositler arasindaki bosluk, periportal aralik veya Mall araligi olarak
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adlandirilmaktadir ve bu aralik karacigerde lenfin baslangi¢ noktasidir (Ross ve Pawlina,
2016).

Portal lobiiliin merkezinde, portal triadin bir parcasi olarak interlobiiler safra kanali
bulunmaktadir. Portal lobiiliin en yakininda bulunan ii¢ santral ven, lobiiliin kenarlarinda yer
alir ve bu venler arasinda hayali bir ¢izgi ¢izilir. Bu liggen alan, safra tiretiminin gergeklestigi
ve merkezdeki safra kanalina drene olan safra iiretim bolgesini tanimlar. Bu yaklasim, diger
ekzokrin bezlerde oldugu gibi, periferden iiretilen salgi maddesinin merkezdeki toplayici
kanala dokiildiigiinii gostermek amaciyla kullanilmaktadir (Young ve Heath, 2000 ; Ross ve
Pawlina, 2014).

Yukarida bahsedilen iki yontem, karaciger perflizyonunu, metabolik aktiviteyi ve
karaciger patolojilerini agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, oksijen perfiizyonunu
veya patolojileri belirlemek igin daha islevsel olan karaciger asiniisii tanimlanmistir (Mescher,
2018). Bu tanimlamada, karsilikli olarak iki portal triad ve iki santral ven temel alinir. Bu dort
yap1 arasinda hayali bir ¢izgi ¢izilir ve dortgen bir alan olusturulur. Bu yapisal alan, kanlanma
miktarma gore ti¢ bolgeye (zona) ayrilir (Akbulut, 2021).

Zon 1- Bu bolge, portal triad alanlarina en yakin yerdedir. Kan akisi asiniisiin
periferinden merkezine dogru oldugundan, bu zonda oksijen bakimindan zengin kan miktar1
en fazladir. Zon 1'deki hiicreler, lobiil i¢inde en aktif olan hiicrelerdir. Glikojen burada yogun
olarak depolanir ve aglik durumunda glikozu kana ilk olarak bu hiicreler salgilar. Ayrica,
kandan gelen toksik maddelerle de ilk temas eden hiicrelerdir.

Zon 2- Bu bolgedeki hiicreler, Zon 1'deki hiicrelere gore daha az oksijenlenir ve
dolayisiyla daha az aktiftir.

Zon 3- Bu bolge, santral vene en yakin hiicre topluluklarini igerir. Zon 1 ve Zon 2'deki
hiicrelere gére daha az aktif olan bu hiicrelerin organelleri daha az gelismistir. Karacigerdeki
patolojik ve fizyolojik yag birikimi bu bolgedeki hiicrelerde daha belirgindir. Zon 3'teki
hiicreler, karaciger nekrozunun ilk belirtilerini gosteren hiicrelerdir (Trefts ve digerleri, 2017;

Ross ve Pawlina, 2016; Godoy ve digerleri, 2013).
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Sekil 5. Karaciger dokusunda lobiiller ve zonlar (Akbulut ve digerleri, 2008)

2.2.3. Karaciger Embriyojisi

Karaciger embriyogenezin erken asamalarinda gelisen ilk organlardan biridir.
Embriyonun yaklagik tigiincii haftasinda 6n bagirsagin distal ucunda endodermal kdkenli olan
hepatik divertikiilden gelisir. Hepatik divertikiil karaciger tomurcugu ya da hepatik halka
olarak da adlandirilir (Esrefoglu ve digerleri, 2017; Moore ve digerleri, 2002). Hepatik
divertikiil kranial ve dorsal plak olarak ikiye ayrilir. Kranial plak karacigerin ilk taslagi olarak
bilinir. Hepatik divertikiil hiicreleri septum transversum i¢ine dogru uzanarak safra kanallarini
meydana getirir. Gelisimin ilerleyen asamalarinda safra kanallarindan olusan ventral ¢ikinti
ise safra kesesi ve sistik kanali meydana getirir (Sadler, 2002; Strazzabosco ve Fabris, 2012;
Mills, 2012). Karaciger hizli biiyiiyen bir organdir ve epitel hiicrelerinin hizla ¢ogalmasiyla
hepatik kordonlar meydana gelir. Hepatik kordonlar ise siniizoidleri meydana getirir.
Karaciger kordonlari parankimi meydana getirir ve bu kordonlar safra kanalin1 doser.
Hematopoetik hiicreler, kupffer hiicreleri ve bag dokusu hiicreleri septum transversumdan
gelisen mezenkimal kokenli hiicrelerdir (Souba ve Wilmore, 2001; Lade ve Monga, 2011).
Karaciger hiicreleri septum transversumu tiimiiyle kapladiginda karaciger karin boslugunun

kaudal yoniinde biiylimeye baglar. Septum transversum mezodermi karaciger ile duedonum
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arasinda kalan bolgeyi ve karaciger ile karin 6n duvari arasinda kalan bolgeyi membrandz bir
yapi haline getirir. Bu membrandz yapi1 ise omentum minus ve ligamentum falciforme hepatisi
olusturmaktadir. Bu iki ligament 6n bagirsak ve 6n karin duvar arasinda birleserek peritoneal
baglantiyr olusturmaktadir. Bu baglantiya ventral mezogastrium adi verilir (American
Gastroenterological Association, 2002). Karaciger yiizeyindeki mezoderm tabakasi {ist
yiizeydeki kiiciik bir alandan viseral peritona doniigiir. Bu yap1 septum transversumun bir
parsasidir ve mezenkimal hiicrelerden olusur. Bu yap1 ilerleyen asamalarda diyaframin
tendindz parcasini olusturur. Diyaframla temas edecek olan bu yap1 peritona sahip degildir ve
karacigerin ¢iplak ylizeyi olarak adlandirilir. Karacigerin hematopoetik fonksiyona sahip
olmasi1 ve 12. Haftadan itibaren safra liretmeye baslamasi en 6nemli fonksiyonlarindandir

(Moore ve digerleri, 2002; Sadler, 2002; Kayali, 1992).
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Sekil 6. Karacigerin erken gelisimi. 4 haftalik embriyonun orta kismi (a), Periton
boslugunun genislemesini gésteren embriyonun enine kesiti (b), 5 haftalik embriyonun
saggital kesiti (c), Dorsal ve ventral mezenterin olusumundan sonra embriyonun ¢apraz Kesiti
(d) (Moore ve digerleri, 2013).
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2.3. Dalak

2.3.1. Dalak Anatomisi

Dalak anatomik olarak karnin sol iist kadraninda 9. ve 11. kostalar hizasinda bulunur.
Diiz oval sekillidir ve koyu kirmizi bir organdir. Dalak viicutta bulunan en biiyiik lenfoid
organlardan biridir. Eriskinlerde 12 cm uzunlugunda, 7 cm genisliginde, 3-4 cm kalinliginda
ve 150-200 gr agirhigindadir (Riva ve digerleri, 2019; Arinct ve Elhan, 2001; Engin, 2000).
Anatomik olarak dalagin etrafi fibroz bag dokudan olusan bir kapsiille ¢evrilidir. Bu kapsiil,
bazi bolgelerde organin igine dogru girer ve i¢ yapisini destekleyen trabekiiller olusturur.
Dalagin iki yiizeyi, iki kenar1 ve iki ucu vardir. Disa dogru kivrilan ve diyaframin karsisinda
bulunan yiizeye facies diaphragmatica denir. Dalagin i¢ yiizeyinde bulunan mide, sol bobrek,
kolon gibi organlara komsu olan yiiziine ise facies visceralis denir. Facies visceralis
ylizeyinden damar ve sinirlerin gectigi bolgeye hilum lienalis denir ve alt kenara daha
yakindir. Midenin arka yiiziine yakin olan ve facies visceralisin iist kisminda kalan c¢ukur
bolgeye ‘facies gastrica’ adi verilir. Dalagin i¢ ylizeyinde yer alan ve bobregin sol tarafina
yakin olan yiiziine ise ‘facies renalis’ adi verilir. Dalagin iist kenar1 'margo superior' ve alt
kenar1 'margo inferior' olarak bilinir. Ayrica, dalagin iki ucu vardir: 6n ug 'extremitas anterior'
ve arka ug¢ ‘'extremitas posterior' olarak adlandirilir. Dalagin baslica ligamentleri
bulunmaktadir. Bu ligamentler dalagin karin boslugunda sabit kalmasina komsu organ ve
karin bosluguna baglanmasina yardime1 olur. Gastrosplenik ve splenorenal ligamentler biiyiik
ligament, splenofrenik ve splenokolik ligamentler ise kiigiik ligamentler olarak geger (Marieb
ve Hoehn, 2018 ; Ross ve Pawlina, 2014; Porembka ve digerleri, 2009).
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Sekil 7. Dalagin anatomik gdsterimi

2.3.2. Dalak Histolojisi

Dalak, insan viicudundaki lenfatik ve bagisiklik sistemlerinin 6nemli bir pargasidir.
Dalak, sik1 bag dokusu yapisinda sarili bir kapsiille ¢evrilidir ve parankimi, birbirine bagl
trabekdilleri olan dalak pulpasina ayrilmistir. Dalak, orta ¢izgi hizasindaki hilumda kapsiil
tizerinde ¢ok sayida trabekiil bulundurur; bu trabekiiller, dalak pulpasina sinirleri ve arterleri
tasir (Mescher, 2018). Parankimde olusan venler ve bag dokusundan baslayan lenfatik
damarlar, hilumdan organi terk ederler. Dalak pulpasinda lenf damarlar1 bulunmaz (Ozer,

2023; Porembka ve digerleri, 2009).

Sekil 8. Dalak dokusunda trabekiil beyaz pulpa ve kirmizi pulpa (Jungueira, 2003)
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Insanlarda dalak, bag dokusundan olusan bir kapsiil ve trabekiillerle ¢evrili, yumusak ve
morumsu renkte bir organdir. Kapsiil ve trabekiillerde az sayida diiz kas hiicresi bulunurken,
dalagin islevini yerine getiren asil doku retikiiler dokudur. Retikiiler doku, lenfoid hiicreler,
makrofajlar ve antijen sunan hiicreler gibi bagisiklik sisteminin énemli hiicrelerini barindiran
bir ag Orgiisii olusturur. Bu hiicreler, kan dolasimindan gelen eski ve hasarli kirmizi kan
hiicrelerini  filtreleyerek yok etme, enfeksiyonlarla savasma ve bagisiklik sistemini
gliclendirme gibi 6nemli gorevler istlenirler (Devi, 2016). Dalak pulpasi, taze dalakta ¢iplak
gozle goriilebilen beyaz noktalar barindirir. Bu noktalar, lenf nodiilleri olarak adlandirilir ve
beyaz pulpanin bir kismini olusturur. Lenf nodiilleri, kanla dolu ve koyu kirmizi renkte olan
kirmizi pulpa ile cevrilidir. Mikroskop altinda diisiik biiylitme kullanildiginda, kirmizi
pulpanin siniizoidler arasinda uzanan dalak kordonlar1 tarafindan olusturuldugu goézlemlenir

(Ozer, 2023).

Sekil 9. Dalak kesiti (Jungueira, 2003)

Beyaz pulpa, santral arterleri ve kiliflar1 ¢evreleyen lenfoid dokudan olusur. Bu arterleri
cevreleyen temel hiicreler T lenfositleridir ve periarteriyel lenfatik kiliflar1 (PALS)
olustururlar. Lenf nodiilleri ise agirlikli olarak B lenfositleri igerir. Beyaz ve kirmizi pulpa
arasinda yer alan, siniizlerin yogun oldugu gevsek lenfoid dokuya marjinal zon denir (Devi,
2016; Karagali, 2003; Valli ve digerleri, 2002). Bu bolgede bol miktarda aktif makrofaj ve az
sayida lenfosit bulunur. Kandaki antijenlerin toplandigi bu bdlge, dalagin bagisiklik

fonksiyonunda kritik bir rol oynar. Periarteriyel lenfatik kilifin artere yakin i¢ kisminda
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bulunan lenfositler, timus kaynakli T lenfositleridir. Buna karsin, marjinal zon ve nodiiller,
yani periferik beyaz pulpa, B lenfositlerini barindirir.

Kirmizi pulpa, dalak kordonlar1 ve vendz siniizoidlerden olusur. Dalak kordonlari, tip
III kolajen olan retikiiler liflerle desteklenmis gevsek bir retikiiler hiicre ag1 igerir. Bu
kordonlar, makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri ve ¢ok sayida kan hiicresi (eritrosit,
trombosit ve graniilositler) barindirir. Dalak sintizoidleri ise uzun eksenleri siniizoidin uzun
eksenine paralel yerlesmis yassi endotel hiicreleriyle kaplanmistir (Mescher, 2018; Cesta,
2006; Kuper ve digerleri, 2013).

2.3.3. Dalak Embriyolojisi

Dalak gestasyonun 5. Haftasindan itibaren gelismeye baslayan ve dorsal mezenterin sol
tarafinda bulunan mezensimal hiicrelerden kdken alan lenfatik bir organdir (Porembka ve
digerleri, 2009; Varga ve digerleri, 2009). Dalagin primordiumunda bulunan mezensimal
hiicreler dalak kapsiiliinii, bag dokusunun g¢evresini ve parankimay1 olusturur. Dalak taslagini
sarmalayan sd6lom mezotel ise kapsiiliin {izerinde bulunan peritonu olusturur. Dalak kirmizi
kan hiicrelerini meydana getiren hematopoetik kan yapict bir organdir. Midenin rotasyon
hareketi ile birlikte dalak dorsal mezenter gelistik¢e, midenin sol tarafinin arkasi, sol bobregin
tist tarafinin arka yiiziine yerlesir. Mide ile dalak arasinda kalan dorsal mezenter kismu lig.
Gastrolienale, dalak ise sol bobrek arasinda kalan kismini ise lig. Lienorenale meydana getirir.
Ligamentler dalagin anatomik olarak pozisyonunu ve hareketliligini belirler. Gelisimin 13.
haftalarinda lenfoid yapilar dalak gelisimini destekler. 24-28. haftalarda ise kirmiz1 ve beyaz
pulpa ortaya ¢ikar. 28. haftada ise dalak tipik yapisini kazanmis olur (Sadler, 2012; Arinci ve
Elhan, 2001).
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Sekil 10. Dalak organinin gelisimi (Gartner ve Hiatt, 2011)

2.4. Pankreas

2.4.1. Pankreas Anatomisi

Pankreas karin boslugunda midenin arkasinda ve duedonumun yaninda yer alan
yumusak, sarimsi ve hafif kirmizi renkte, yaklasik 15-20 c¢cm uzunlugunda, 1-1,5 cm
kalinliginda, 70-120 gr agirliginda bir organdir. Hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlara
sahiptir. Pankreas bas (Caput Pancreatis), boyun (Collum Pancreatis), govde (Corpus
Pancreatis) ve kuyruk (Cauda Pancreatis) olmak tizere dort boliimden olusmaktadir (Gékmen,
2003; Standring, 2008; Borley, 2005). Duedonumun C seklindeki kavisli yapisinin igerisinde
yer alan ‘Caput pancreatis’in kanlanmasi superior ve posterior Pancreaticoduodenalis arterler
tarafindan saglanir. ‘Collum pancreatis’ ‘Caput pancreatis’ ile ‘Corpus pancreatis’ arasinda
superior mezenterik arter, superior mezenterik ven ve hepatik portal ven arkasinda yer alir.
‘Corpus Pancreatis’ midenin arkasinda L1-L2 vertebralar arasinda yer alan pankreasin en

genis boliimiidiir. ‘Corpus Pancreatis’ pankreas boynunda yer alan ‘bursa omentalis’ ile
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komsuluk yapar ve bu sayede midenin arka duvarina yapisiktir. Pankreas govdesinin {ist arka
kismindan ise splenik ven ve splenik arter gegmektedir. Bu bolgenin beslenmesi ise splenik
arterlerden gelen kiiciik dallar sayesinde olur. ‘Cauda Pancreatis’ periton ile kaplidir ve dalak
hilumuna kadar uzanmaktadir. ‘Wirsung kanali” pankreasin ana kanalidir ve pankreasin
kuyrugunda baslaylp gévde ve boyun iizerinden gecerek bas kisminda major duodenal
papilla’ya ulasir. Pankreasin aksesuar kanali olarak da bilinen ‘Santorini kanali’ ‘ductus
pancreaticus’tan baslayarak minér duodenal papilla’ ya ulasir (Moore ve Dalley, 2018; Arinci
ve Elhan, 2006; Standring, 2020).

M. sphincter pylorcus

Ductus chaledachus [bliars]

Ductus pancresticus accessotius
(Santorini)

Papilla duodenl minor
Ductus choledochus [blars
Ducdanum, Pars descandens

Plica icngtucinals duoden)

Papille duodeni major
Ducderum, Pars sscendens

Phcan ceculives

Caput pancreats

Sekil 11. Pankreas anatomisi (Paulsen ve Waschke, 2018)

2.4.2. Pankreas Histolojisi

Pankreas histolojik olarak embriyonik gelisim siirecinde, gestasyonun dordiincii
haftasinda foreguttan (6n bagirsak kaudal kismi) hepatik divertikiil ve dorsal pankreas
tomurcuguyla baglamaktadir (Zhang, 1999; Moore ve digerleri, 2016; Schoenwolf ve
digerleri, 2009). Histolojik olarak pankreas hem sindirim enzimlerini hem de hormonlar
iireten karigik bir bez olup, endokrin ve ekzokrin islevleri vardir. Retroperitoneal konumda
bulunan pankreas, bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana bolgeden olusur. Bas kismi
duodenuma baglanir, gévde kisminda Wirsung kanali pankreas boyunca uzanir, kuyruk kismi
ise dalak hilusuna yakindir. Ince ve gevsek bir bag doku kapsiilii ile cevrelenen pankreas, bu

kapsiilden igeri uzanan bag doku septumlari ile lobiillere ayrilir (Asir, 2021; Ross ve Pawlina,
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2014). interlobiiler bag doku septumlar1 boyunca pankreasin bosaltim kanallari, kan damarlar
ve sinirler gecer. Pankreasin ekzokrin kismi, endopeptidazlar, ekzopeptidazlar, alfa amilaz ve
niikleolitik enzimler gibi sindirim enzimlerini salgilayan saf serdz tiibiiloalveoler bezlerden
meydana gelir. Endokrin kismi ise, kan glukoz seviyesini diizenleyen insiilin ve glukagon
hormonlarint salgilayan Langerhans adaciklarindan olusur (Ross ve Wojciech, 2011;
Junqueira ve digerleri, 1990; Kogar ve digerleri, 2004). Pankreasin ekzokrin kismi, sindirim
enzimlerini salgilayan serdz asinus hiicrelerinden ve bu salgilar1 bagirsak liimenine ileten
bosaltim kanallarindan meydana gelir. Piramidal sekilli asinus hiicreleri yuvarlak ¢ekirdekler
tasir. Hiicrelerin bazal bolgeleri, bol miktarda graniiler endoplazmik retikulum (GER)
icermesi nedeniyle bazofilik, apikal bolgeleri ise sindirim enzimleri Onciilerini barindiran
salg1 graniilleri nedeniyle eozinofilik olarak boyanir. Bu hiicreler birleserek asinus yapisini

olusturur ve bazal sitoplazma ile ¢evrelenirler (Asir, 2021; Young ve digerleri, 2014).

alfa hiicresi

b\ beta hiicresi

Sekil 12. Pankreas anatomisi (a), Ekzokrin pankreas (b), Tek bir asiniis (c), Ekzokrin
doku igerisindeki pankreatik adacik (d) (Bardeesy ve Depinho, 2002)

28



Asinus  hiicrelerinin  apikal  sitoplazmalarinda  tripsinojen, kemotripsinojen,
prokarboksipeptidaz, proaminopeptidaz, alfa amilaz, lipaz, deoksiriboniikleaz ve riboniikleaz
gibi pankreatik sindirim enzimi Onciileri bulunur. Bu enzimler, inaktif formda olup tripsin
tarafindan aktif hale getirilir. Pankreasin ekzokrin fonksiyonlari, entero endokrin hiicrelerin
salgiladigr sekretin ve kolesistokinin tarafindan diizenlenir (Mescher, 2013; Guyton ve Hall,
2006).

Pankreasin endokrin kismi, Langerhans adaciklar1 olarak adlandirilan hiicre
kiimelerinden olusur. Bu adaciklar, hormon salgilayan hiicre gruplarin1 ve salgilanan
hormonlarin dolagima gegtigi kan kapillerlerini igerir. Asiner hiicrelere gore daha soluk renkte
boyanan bu hiicreler, alfa, beta ve delta hiicreleri gibi 6nemli hiicre tiplerini barindirir.
Adaciklarin periferinde bulunan alfa hiicreleri, diisiik kan glikoz seviyesine yanit olarak
glukagon hormonu firetirler (Goldman ve Schafer, 2011 ; Asir, 2021; Eroschenko, 2001). Beta
hiicreleri, adacik hiicrelerinin biiyiik bir kismini olusturur ve adaciklarin merkezinde yer alir.
Bu hiicreler, yiiksek kan glikoz seviyelerine yanit olarak insiilin hormonu iiretir. Delta
hiicreleri ise adaciklarin ¢evresinde bulunur ve insiilin ile glukagon hormonlarina karsi
inhibitor etkisi olan somatostatin hormonunu salgilar (Ross ve Wojciech, 2011; Gartner ve
Hiatt, 2007).

Resim 9. Langerhans adacigi histolojik goriintiisii (Jain ve Hrudka, 2023)
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2.4.3. Pankreas Embriyoloji

Pankreas intrauterin yasamin 4. ile 7. haftalar1 arasinda duodenum i¢ boliimiinde yer
alan endoderm hiicrelerinin ventral ve dorsal pankreas tomurcuklarina doniismesiyle
gelismeye baglar. Dorsal pankreatik tomurcuk dorsal mezenter tarafindan gelismeye baglayan
ilk yapidir. Daha sonra safra kanalinin duodenuma giris yaptigir noktaya yakin bir konumda
ventral pankreatik tomurcuk ortaya ¢ikar ve ventral mezenterin yapraklari arasinda hizla
bliylimeye baglar. Ventral ve dorsal pankreas 6. haftada birbirlerine yaklagirlar. Bu
yaklagmanin sonucunda ventral tomurcuk duodenumun sagina dogru 270 °C doner ve dorsal
tomurcuk da ayni sekilde duedonumun sagma dogru 90 °C donerek yeniden sekillenir.
Boylelikle pankreas taslagi meydana gelir (Soker ve Asir , 2019; Larsen, 1997; Ball ve
Barber, 2003). Pankreas basmnin biiyiik bir ¢ogunlugunu ventral tomurcuk olusturmaktadir.
Gelisimin ilerleyen haftalarinda ventral pankreatik ile dorsal pankreatik tomurcugunun
birlesmesiyle kanal yapilart meydana gelmektedir. Ventral tomurcuk kanali ‘Wirsung kanal1’
ad1 verilen pankreas kanallarim1 olugsmaktadir ve bu kanallar safra kanallar1 ile birlesir.
Pankreasin gévdesini ve kuyruk tarafini dorsal tomurcuk meydana getirir ve dorsal tomurcuk
kanali aksesuar pankreas kanali ad1 da verilen ‘Santorini kanalin1’ olusturmaktadir. Bu kanal
duedonuma agilmaktadir. Pankreas tomurcuklarinin endoderminden tiibiiler bir agin
gelismesiyle pankreas parankimasi meydana gelir. Daha sonra bu hiicrelerin uglarindan
pankreatik asinus hiicreleri meydana gelir. Langerhans adaciklari, fetal donemin 3. ayinda
farklilasarak pankreas i¢inde yerlesir. 8-9. haftalarda baslayan ilk hiicresel farklilagma,
Langerhans adaciklarinda alfa ve delta hiicrelerinin olusumunu saglar. Glukagon ve
somatostatin salgilayan ve endodermal hiicrelerden meydana gelen alfa ve delta hiicreleri ise
gelisimin 14-15. haftalarinda olusmaya baslar (Skandalakis, 2008; Moore ve digerleri, 2016;
Ozmen, 2011; Jeon ve digerleri, 2009; Sadler, 2012).
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Sekil 13. Pankreas embriyolojisi (Casillas ve digerleri, 2015)

2.5. Safran

[ran safrani Iridaceac familyasina ait olan Crocus Sativus L. Bitkisinin kurutulan
stigmalarindan elde edilen bir baharattir. Crocus Sativus bitkisi beslenme ve tibbi
uygulamalarda ¢ogunlukla tercih edilen bir bitkidir ve gida endiistrisinde gida katki maddesi
olarak, giyim endiistrisinde renklendirici boya olarak kullanilmaktadir (Mazidi ve digerleri,
2016; Tamaddonfard ve digerleri, 2012). Ortadogu ve Giiney Asya’da yetisen kirmizi altin
olarak adlandirilan bu bitki en yaygin olarak iran’da yetismektedir (Talaei ve digerleri, 2015;
Cardone ve digerleri, 2020).

Resim 10. Crocus Sativus L. ¢igegi ve stigmasi (Alhumaydhi ve digerleri, 2021)
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Safranin  tibbi  kullamimlar1 arasinda antihipertansif, antidepresan afrodizyak,
antioksidan, antikanser, antienflamatuvar gibi etkileri yer almaktadir (Bukhari ve digerleri,
2018; Giaccio, 2004). Safranin ii¢ tiir kimyasal bileseni bulunmaktadir. Bunlar; crocin,
picrocrocin ve safranal’dir. Crocin safranin karakteristik kirmizi renginden sorumlu olan 20
karbonlu karotenoid bir pigmenttir ve suda ¢oziinebilmektedir. Crocin safranin tepeciginde
bulunur ve karbonhidrat igeren bir bilesiktir (Shahi ve digerleri, 2016; Bathaie ve Mousavi,
2010; Farkhondeh ve digerleri, 2018). Picrocrocin safrana aci tadini veren bilesiktir ve
safranin iglenmesi sirasinda safranal formuna ayrisir. Safranal ise safranin lezzet aromasindan
sorumlu olan bilesiktir (Rezaee ve Hosseinzadeh, 2013; El Midaoui ve digerleri, 2022).
Safran histolojik uygulamalarda doku boyamalarinda bag dokusu bilesenlerini, kollajen lifleri
ve hiicre hasarlarini tespit etmek ve gostermek amaciyla tercih edilmektedir (Edston ve
Grontoft, 1997, Pearse, 1983; Ceccopieri ve digerleri, 2021). Safran bitkisi suda
¢cozlindiigiinde sari renk vermektedir. Crosinlerin sart rengi vermesi dikarboksilik asit,
krosetin mono- ve diglikosil esterlerini igermesinden kaynaklanmaktadir. Safranin ana kirmizi
— sar1 rengini olusturan pigment crocin-1’dir ve hidrofilik anyonik bir yapiya sahiptir
(Bolhasani ve digerleri, 2005; Ruiz-Anchondo ve digerleri, 2010). Crocin-1 turuncu sar1 rengi
verir ve etonol, eter gibi maddelerde kolaylikla ¢oziinebilmektedir. Crosinlerin seyreltilmesi
sonucu hidrolize edilen karboksilik asit sonunda crocetin elde edilir ve polien zincirinin iki
ucunda karboksil grubu igerdiginden boyamalarda asidik boya olarak kullanilir (O Neil ve
digerleri, 2001; Lillie, 1977, Wang ve digerleri, 2009). Asidik boyalar doku proteinlerine
aminoasitler ile amin gruplari arasinda elektrostatik baglar kurarak segici olmadan dokuyu
boyamaktadirlar (Horobin, 2013; Jones, 2010).

2.6. Kurkumin

Kurkumin Zingiberaceae familyasina ait olan zerdecal (Curcuma Longa) bitkisinin
rizomlarindan elde edilen polifenol bir bilesiktir (Lakhan ve digerleri, 2015; Amalraj ve
digerleri, 2017; Soleimani ve digerleri, 2018). Curcuma longa bitkisi gida endiistrisinde,
kozmetik sektoriinde, tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitki
antienflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, bagisiklig1 diizenleme gibi etkileri
sayesinde bir¢ok hastalik tedavisinde 6ne ¢ikmaktadir (Goel ve digerleri, 2008; Vallée ve

Lecarpentier, 2020; Abrahams ve digerleri, 2019; Giordano ve Tommonaro, 2019).
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Curcuma Longa bitkisinin yetistiriciliginde 06zellikle Hindistan’in 6ne ¢ikmasiyla
birlikte ¢ogu Asya iilkelerinde yaygin olarak yetistirilmektedir (Prasad ve Aggarwal, 2011,
Alves ve digerleri, 2019).

Resim 11. Zerdecal ve zerdecal tozu (Mishra ve Goel, 2020)

Kurkumin zerdegal bitkisinin ana bilesenidir ve zerdegal ekstraksiyonu ile elde
edilmektedir. Bitkiye parlak sar1 rengini veren temel olarak kurkumin pigmentidir. Zerdecal
bitkisinin kurkumin disginda demetoksi kurkumin ve bisdemetoksi kurkumin gibi pigmentleri
de bulunmaktadir (Paulucci ve digerleri, 2013; Lee ve digerleri, 2012; Li ve digerleri, 2014).
Kurkuminin keto ve enol olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Zerdegal bitkisinden
kurkumin ekstrakte etmek i¢in en uygun coziiclilerden biri etanoldiir. Bunun yani sira aseton,
hekzan gibi organik ¢oziiciilerde kullanilabilmektedir. Notr ve asidik ¢oziiciilerde keto formu
aktitken bazik ¢oziiciilerde enol formu aktiftir ve molekiiller birbirine hidrojen baglar ile
baglanmaktadir. (Kim ve digerleri, 2013; Priyadarsini, 2014; Payton ve digerleri, 2007).
Curcuma Longa bitkisi polifenolik bir bilesik oldugundan igerisinde bulunan fenollerin
hidroksil gruplarindaki hidrojenleri serbest birakmasi nedeniyle asidiktir ve histolojik
uygulamalarda boya maddesi olarak kullanilabilmektedir (Horobin ve Kiernan, 2002;
Cooksey, 2017).

33



2.6. Kina

Tas kina birgok iilkede alman tas1 olarak adlandirilan dogada kat1 halde bulunan ve toz
haline getirilip kullanilabilen dogal bir tastir. Kina tas1 parafenilendiamin icermektedir ve
alerjik bir maddedir. Tas kina igeriginde parafenilendiamin bileseninin bulunmasi sebebiyle
siyah renktedir. Siyah kina olarak da bilinen tas kina sa¢ boyasi ve gecici ddvme yapiminda
kina ile birlikte karigtirilarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Handa ve digerleri, 2012;
Ozkaya ve Yazganoglu, 2013; Al-Suwaidi ve Ahmed, 2010).

Resim 12. Tas kina (Ozkaya ve Yazganoglu, 2013)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligma; Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
64583101/2024/50 Sayili izni ile 4 haftalik yetiskin erkek Wistar albino rat kullanildu.
Sicanlar Aydin Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edildi. Deney siiresince hayvanlarin bakimi, Adnan Menderes
Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Daha sonraki ¢alismalar
Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Deney siiresince sicanlar 12;12 aydinhik/ karanlik
1siklandirmasi olan, 1s1 (21+1 °C) ve nemi (%45-65) olarak ayarlanmis odalardaki kafeslerde
yasatildi. Deney baslangicindan bir hafta siireyle hayvanlarin ortam kosullarina adaptasyonu

saglandi.

3.1. Dokularin Hazirlanmasi

Hayvanlarin 6tenazisi 100 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin anestezisi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye yapilmistir. Karaciger, pankreas ve dalak dokular1 alinarak

formaldehite birakilmistir.

3.2. Doku Takibi, Bloklama ve Kesit Alma

Parafin incelemeler i¢in alinan doku o6rnekleri %10 formalin ¢ozeltisi ile 4 giin fikse
edildi. Siire sonunda akarsuda 1 gece yikanan dokular, doku takip islemine alindi.
Dehidrasyon i¢in dokular %50, %70, %80 %90, %100’lik alkol serilerinden 1’er saat siireyle
gecirildikten sonra 2 saat ksilene birakilarak saydamlastirma islemine tabi tutulduktan sonra 2
saat 55 °C’lik etiivde parafinde bekletildi. Takip islemi biten dokular dokiim cihazi ile parafin
bloklar haline getirildi. Elde edilen parafin bloklardan mikrotom ile Sum kalinliginda kesitler

alindu.
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3.3. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

3.3.1. Kina Ekstraktinin Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan 1 gr kina organik bir ¢oziicii olan %96’lik 20 ml etanol
karistirilarak ¢ozdiiriildii. Karigim oda sicakliginda 3-4 saat karanlik bir ortamda bekletildi ve
aralikli olarak karistirildi. Ekstraksiyon siiresi sonunda karisim 3 kez olmak {izere filtrelendi
ve s1vi kisim ayr bir kaba alinarak oda sicakliginda karanlik bir ortamda histolojik boyama

islemlerinde kullanilmak iizere saklandi.

Resim 13. Tas kinanin hassas terazide tartilmasi (a), Tas kina ¢ozeltisi (b)
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3.3.2. Kurkumin Ekstraktinin Hazirlanmasi

Toz halinde bulunan 1 gr kurkumin organik bir ¢oziicii olan %96’lik 20 ml etanol
karistirilarak ¢ozdiiriildii. Karigim oda sicakliginda 5-6 saat karanlik bir ortamda bekletildi ve
aralikli olarak karigtirildi. Ekstraksiyon siiresi sonunda karisim 3 kez olmak iizere filtrelendi
ve s1vi kisim ayr1 bir kaba alinarak oda sicakliginda karanlik bir ortamda histolojik boyama
islemlerinde kullanilmak tizere saklandi (Rubina ve digerleri, 2020; Kumar ve digerleri, 2014;

Shet Verenkar ve Sellappan, 2020).

Resim 14. Kurkuminin hassas terazide tartilmasi (a), Kurkumin ¢ozeltisi (b)
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3.3.3. Safran Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ogiitiilmiis iplikcik halinde bulunan 0,5 gr safran iplikgikleri organik bir ¢dziicii olan
%96’lik 20 ml etanol karistirildi. Karisim oda sicaklifinda 24 saat karanlik bir ortamda
bekletildi. Ekstraksiyon siiresi sonunda karisim 2 kez olmak iizere filtrelendi ve sivi kisim
ayr1 bir kaba alinarak oda sicakliginda karanlik bir ortamda histolojik boyama islemlerinde
kullanilmak iizere sakland1 (Hadizadeh ve digerleri, 2010 ; Rezaee-Khorasany ve digerleri,

2019).

Resim 15. Safranin hassas terazide tartilmasi (a), Safran ¢ozeltisi (b), Filtrelenmis safran

cozeltisi (¢)
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3.4. Ekstraktlarin Mordant ile Birlestirilmesi

3.4.1. Safran Ekstraktimn Mordant ile Birlestirilmesi

Hazirlanan safran ekstraktt 0,5gr Bakir 1T Siilfat (CuSOgs) ile karistirildi. Karistirilan
cozelti filtrelendi ve oda sicakliinda karanlik bir ortamda uygun bir kaba alinarak histolojik

boyama islemlerinde kullanilmak tizere saklandu.

Resim 16. Bakir II Siilfat ve Safran ¢6zeltisi (a), Cozeltinin filtrelenmis hali (b)
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3.4.2. Kurkumin Ekstraktinin Mordant ile Birlestirilmesi

Hazirlanan kurkumin ekstrakti 0,5gr Bakir II Siilfat (CuSOg) ile karistirildi. Karigtirilan
cozelti filtrelendi ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda uygun bir kaba alinarak histolojik

boyama islemlerinde kullanilmak iizere sakland1 (Shet Verenkar ve Sellappan, 2020).

Resim 17. Bakir II Siilfat ve Kurkumin ¢ozeltisi (a), Filtrelenmis ¢ozelti (b)
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3.5. Boyama Yontemleri

3.5.1. Hematoksilen ve Eozin Boyama Prosediirii

Tablo 1. Hematoksilen ve Eozin Boyama Prosediirii

Madde Siire (dakika)

Ksilol

Ksilol
%100’liik alkol
%96’ 11k alkol
%80’lik alkol
%70’lik alkol

Distile su

Akarsuda yikama
Eosin soliisyonu
%70’lik alkol
%80’lik alkol
%96’ 11k alkol
%100’liik alkol
Ksilol

Ksilol

Hematoksilen soliisyonu

DPX ve lamel ile kapatma

4 (deparafinizasyon)
4

1 (hidrasyon)

1

1

1
1
2 (dehidrasyon)
1

1

41



3.5.2. Safran Boyama Prosediirii

Tablo 2. Safran Boyama Prosediirii

Madde

Ksilol

Ksilol

%100’1iik alkol
%96’ 11k alkol
%80’lik alkol
%70’lik alkol
Distile su
Hematoksilen soliisyonu
Akarsuda yikama
Safran soliisyonu
%70’lik alkol
%80’lik alkol
%96’ 11k alkol
Ksilen

Ksilen

DPX ve lamel ile kapatma

Siire
3dk
3dk
30 sn
30 sn
40 sn
40 sn
1 dk
5dk
1 dk
5-10 dk
10 sn
10 sn
10 sn
3dk

3dk
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3.5.3. Kurkumin Boyama Prosediirii

Tablo 3. Kurkumin Boyama Prosediirii

Madde

Ksilol

Ksilol

%100’1iik alkol

%96’ 11k alkol
%80’lik alkol
%70’lik alkol

Distile su
Hematoksilen soliisyonu
Akarsuda yikama
Kurkumin soliisyonu
%70’1ik alkol
%80’1ik alkol

%96’ 11k alkol

Ksilen

Ksilen

DPX ve lamel ile kapatma

Siire
3dk
3dk
30 sn
30 sn
40 sn
40 sn
1 dk
5dk
1 dk
5-10 dk
10 sn
10 sn
10 sn
3dk

3dk
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3.5.4. Kina Boyama Prosediirii

Tablo 4. Kina Boyama Prosediirii

Ksilol 3 dk
Ksilol 3 dk
%100’lik alkol 30sn
%96°11k alkol 30sn
%80’1ik alkol 40 sn
%70’1ik alkol 40 sn
Distile su 1dk
Kina soliisyonu 5-10 dk
%70’1ik alkol 10 sn
%80’1ik alkol 10 sn
%96°11k alkol 10 sn
Ksilen 3 dk
Ksilen 3 dk
DPX ve lamel ile kapatma
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3.6. Boyama Gruplarinin Olusturulmasi

Tablo 5. Boyama Gruplari
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen ve Eozin Boyama

4.1.1. Karaciger Dokusu Hematoksilen ve Eozin Boyama

Hematoksilen ve eozin boyama prosediiriiniin ardindan karaciger dokusunun 1sik
mikroskobu ile yapilan incelemesinde, dokunun histolojik yapilar1 karakteristik renklerinde;

hiicre ¢ekirdekleri mor, sitoplazma ise pembe renkte gozlendi.

s

¥

Resim 18. Karaciger dokusu (H&E boyama x20)
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4.1.2. Pankreas Hematoksilen ve Eozin Boyama

Hematoksilen ve eozin boyama yontemiyle islenen pankreas dokusunun 151k
mikroskobu incelemesi sonucunda, dokunun histolojik yapilart olagan renklerinde izlendi.
Hiicre cekirdekleri mavi-mor, sitoplazma pembe, siniis asiniisler ve Langerhans adaciklar ise

belirgin gozlendi.

Resim 19. Pankreas dokusu (H&E boyama x20)
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4.1.3. Dalak Hematoksilen ve Eozin Boyama

Hematoksilen ve eozin boyama teknigiyle islenmis dalak dokusunun 1s1ik mikroskobu
incelemesi sonucunda, histolojik yapilar karakteristik renklerinde izlendi. Hiicre
cekirdeklerinin mavi-mor, sitoplazmanin pembe oldugu gozlendi. Ayrica beyaz pulpa, kirmizi

pulpa ve trabekiiler yapilar net bir sekilde ayirt edildi.

Resim 20. Dalak dokusu (H&E boyama x20)
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4.2. Hematoksilen Boyama

4.2.1. Karaciger Hematoksilen Boyama

Hematoksilen boyama prosediirii uygulanarak 1sik mikroskobu ile incelenen karaciger
dokusunda hiicre ¢ekirdekleri soluk mor renkte sitoplazmik yapilarin ise gozlenemedigi

goriildii.

Resim 21. Karaciger dokusu (Hematoksilen boyama x20)
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4.2.2. Pankreas Hematoksilen Boyama

Hematoksilen boyama metodu uygulanarak 1sik mikroskobu ile incelenen pankreas
dokusunda, asiniis hiicrelerinin, Langerhans adaciklarinin sitoplazmalar1 ile bag dokusu ve
kan damarlarinin duvarlari net bir sekilde gézlemlenemedi. Buna karsin, hiicre ¢ekirdekleri

soluk mavi olarak izlendi.

Resim 22. Pankreas dokusu (Hematoksilen boyama x20)
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4.2.3. Dalak Hematoksilen Boyama

Hematoksilen boyama yontemi kullanilarak 1s1tk mikroskobu ile incelenen dalak
dokusunda, kirmiz1 pulpa, beyaz pulpa ve trabekiiler yapilar net olarak gozlendi, ancak santral

arterler acik¢a izlenemedi.

Resim 23. Dalak dokusu (Hematoksilen boyama x20)
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4.3. Kurkumin Boyama

4.3.1. Karaciger Kurkumin ve Hematoksilen Boyama

Karaciger dokusunun ikili boyamasi, rutin hematoksilen ve eozin boyama ile
karsilastirildiginda, pembe rengin sari, agik kahve ve yesilimtirak renklere doniistiigii goriildi

ve bu soluklagma hem g¢ekirdeklerde hem de sitoplazmada gozlendi.

Resim 24. Karaciger dokusu (Kurkumin ve Hematoksilen boyama x10)
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Hematoksilen-eozin boyamadan farkli olarak yapilan ikili boyamada, Kupffer hiicreleri
net ve yogun bir sekilde gozlendi. Hepatosit ¢ekirdekleri belirgin lacivert renkte,

sitoplazmalari ise agik kahve ve yesilimsi tonlarda izlendi.

Resim 25. Karaciger epitel hiicreleri (Kurkumin ve Hematoksilen boyama x20)
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Karaciger dokusunun kurkumin ve hematoksilen ile boyanmasinda Hematoksilen
boyasina kurkumin ilave edilmesiyle karacigerin mononiikleer fagositik sisteme ait kupffer

hiicrelerinin daha net bir sekilde boyandig1 gdzlemlendi.

Resim 26. Karaciger dokusu; kupffer hiicreleri (Kurkumin ve Hematoksilen boyama x40)
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4.3.2. Pankreas Kurkumin ve Hematoksilen Boyama

Pankreas Dokusunu kurkumin ve hematoksilen ile birlikte boyadigimizda c¢ekirdekler
koyu kahve sitoplazma ise acik kahve boyandi ve net bir sekilde secilebildi. Hiicre ¢eperi ve

hiicre ¢ekirdekleri daha belirgin oldugu i¢in Langerhans adaciklar1 daha net gézlemlendi.

N Lt

Resim 27. Pankreas dokusu (Kurkumin ve Hematoksilen boyama x20)
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4.3.3. Dalak Kurkumin ve Hematoksilen Boyama

Dalak Dokusunun kurkumin ve hematoksilen boyama metodu ile boyanmasi
sonucunda, hiicre ¢ekirdekleri mavi-mor renkte, kirmizi pulpa, beyaz pulpa ve trabekiil yapisi

ise belirgin bir sekilde goriildii.

Resim 28. Dalak dokusu (Kurkumin ve Hematoksilen boyama x10)
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Kurkumin ve hematoksilen ile boyanan dalak dokusu, 151k mikroskobunda x20 biiyiitme
altinda incelendiginde, ¢ekirdeklerin mavi-mor renkte ve net bir sekilde ayirt edildi,
sitoplazma smirlariin altin sarisi-agik kahve renkte izlendigi gozlemlendi. Isik kaynagi

kisildiginda ise trabekiiler yapilar daha belirgin goriildii.

Resim 30. Dalak dokusunda beyaz pulpa yapis1 (Kurkumin ve Hematoksilen boyama
x20)
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Dalak dokusunun kurkumin ve hematoksilen ile boyanmasiyla, 151k mikroskobunda x40
bliylitme altinda bakildiginda, ¢ekirdekler mavi-mor renkte ve gesitli boyutlarda secilebildi,

ancak sitoplazma alanlari net bir sekilde goriilemedi.

Resim 31. Dalak dokusunda beyaz pulpa ve trabekiil yapist (Kurkumin ve
Hematoksilen boyama x40)
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4.4. Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

4.4.1. Karaciger Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

Kurkumin, hematoksilen ve Bakir II Siilfat ile boyanan karaciger dokusu, 1s1k
mikroskobunda x20 biiyilitme altinda incelendi. Hiicre ¢ekirdeklerinin ve Kupffer hiicrelerinin
soluk sar1 renkte oldugu gozlendi. Diger yandan, kurkumin ve hematoksilen ile boyanan
grupta Kupffer hiicreleri daha net bir renkte goriilebilirken, kurkumin, hematoksilen ve Bakir
I Siilfat ile boyanan grupta Kupffer hiicreleri ve hiicre g¢ekirdekleri soluk sari-kahve

tonlarinda izlendi.

Resim 32. Karaciger dokusu (Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x20)
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4.4.2. Pankreas Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

Pankreas dokusunun kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanmasi
sonucunda, hiicre cekirdekleri soluk lacivert, sitoplazma ise soluk sar1 renkte boyandi.
Kurkumin ve hematoksilen ile boyanan grupta kapillerler net olarak goériilemezken, kurkumin,
hematoksilen ve Bakir II Siilfat ile boyanan grupta kapillerler soluk sari-acik kahve olarak

belirginlesti.

Resim 33. Pankreas dokusu (Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x20)
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Kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan pankreas dokusunda, 1s1k
mikroskobunda x40 biiyiitme altinda bakildiginda, siniis asinuslar, zimojen graniilleri,
pankreatik adacigin bag dokusu kapsiilii ve adacikta bulunan endokrin hiicrelerin net bir
sekilde goriildiigi belirlendi. Kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan pankreas
dokusunda, kurkumin ve hematoksilen ile boyanan dokuya kiyasla kontrastlama farkinin

oldugu tespit edildi.

Resim 34. Pankreas dokusu (Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama x40)
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4.4.3. Dalak Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

Dalak dokusunun kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat kullanilarak boyanmasiyla,
sik1 bag dokusuyla cevrili kapsiil, kirmiz1 pulpa, beyaz pulpa, santral arterler ve trabekiil

yapilarinin net bir sekilde goriildiigii saptanda.

Resim 35. Dalak dokusu (Kurkumin, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x10)
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Kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan dalak dokusunun, 11k
mikroskobunda x20 biiyiitme altinda incelenmesi sonucunda, hiicre ¢ekirdeklerinin mavi-mor
rengini kaybedip koyu kahverengiye doniistligii; santral arterlerin ve trabekiil yapinin net bir
sekilde izlendigi ve dalak dokusu kesitinde yogun koyu sart bir rengin oldugu gézlemlendi.
Kurkumin, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan dalak dokusunda, sadece kurkumin ve

hematoksilen ile boyanan dokuya gore belirgin bir kontrastlama farki oldugu izlendi.

Resim 36. Dalak dokusu beyaz pulpa ve trabekiil yapis1 (Kurkumin, Hematoksilen ve
Bakar II Siilfat boyama x20)
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4.5. Safran Ekstrakt1 ile Boyama

4.5.1. Karaciger Safran ve Hematoksilen Boyama

Safran ve hematoksilen boyama yoOntemiyle boyanmis karaciger dokusu, 151k
mikroskobu altinda incelendiginde, hiicre ¢ekirdeklerinin belirgin fakat soluk mavi renkte
oldugu, bunun yaninda sitoplazma alanlar1 koyu sar1 kahverengiye yakin bir renkte

gozlemlendi.

Resim 37. Karaciger dokusu (Safran ve Hematoksilen boyama x20)
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4.5.2. Pankreas Safran ve Hematoksilen Boyama

Safran ve hematoksilen ile boyanan pankreas dokusunda, Langerhans adaciklar1 ve
siniis asinuslar agikga goriildii; hiicre ¢ekirdekleri net bir lacivert tonunda, sitoplazma ise

belirgin koyu sari-kahvemsi renkte izlendi.

A

Resim 38. Pankreas dokusu (Safran ve Hematoksilen boyama x10)

65



Pankreas dokusunun safran ve hematoksilen boyama yontemiyle islenmesi sonucunda,
151k mikroskobunda x20 biiyiitme altinda hiicre cekirdeklerinin lacivert tonundan soluk

maviye gegtigi, sitoplazmada ise belirgin koyu sari-haki tonlarin gézlemlendigi goriildii.

Resim 39. Pankreas dokusu (Safran ve Hematoksilen boyama x20)
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4.5.3. Dalak Safran ve Hematoksilen Boyama

Isik mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda, safran ve hematoksilen ile boyanan
dalak dokusunda, sadece hematoksilen ile boyanan dalak dokusuna kiyasla, kirmiz1 pulpa,

beyaz pulpa, santral arterler ve trabekiiller net bir sekilde gozlemlendi.

Resim 40. Dalak dokusu (Safran ve Hematoksilen boyama x10)
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Safran ve hematoksilen boyama yontemiyle boyanana dalak dokusunun, 11k
mikroskobunda x20 biiylitme altinda merkezi arter, lenfatik nodiil net izlendi, ¢ekirdekler

soluk mavi renkte etrafindaki sitoplazma ise belirgin koyu sar1 renkte goriildii.

Resim 41. Dalak dokusu (Safran ve Hematoksilen boyama x20)
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4.6. Safran ve Bakur II Siilfat ile boyama

4.6.1. Karaciger Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

Karaciger dokusu, safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyandiktan sonra 1s1k
mikroskobu ile incelendiginde, hiicre ¢ekirdeklerinin kahverengi renkte oldugu ve kolayca
segilebildigi gozlendi. Sitoplazma alanlari, sart ve yesil tonlari arasinda goriildii. Buna
karsilik, yalnizca safran ve hematoksilen ile boyanan dokulardan farkli olarak, bu boyama
yontemiyle Kupffer hiicreleri soluk renkte izlendi ve kontrastlamada onemli farkliliklar

oldugu gozlemlendi.

Resim 42. Karaciger dokusu (Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x20)
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4.6.2. Pankreas Safran, Hematoksilen ve Bakar II Siilfat Boyama

Safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan pankreas dokusu, 1sik mikroskobu
altinda incelendiginde, hiicre ¢ekirdeklerinin mavi renkte oldugu, ser6z asiniislerin sinirlarinin
belirginlestigi ve zimojenik hiicrelerin agik bir sekilde gozlemlendigi goriildii. Bu bulgular,
sadece safran ve hematoksilen ile boyama yapilmis pankreas dokusuyla kiyaslandiginda,
safran, hematoksilen ve bakir II siilfat kombinasyonunun kontrastlama 6zelliklerinde énemli

degisiklikler olusturdugu gozlemlendi.

Resim 43. Pankreas dokusu (Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x20)
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Safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan pankreas dokusunun x40 biiyiitme
altinda 151k mikroskobu ile yapilan incelemesinde, hiicre c¢ekirdeklerinin hafif soluk mavi
renkte oldugu, sitoplazma alanlariin koyu sari-yesil tonlarinda oldugu ve pankreatik

adaciklarin ve sinirlarinin net olarak izlenemedigi gorildii.

il | . aly ~

Resim 44. Pankreas dokusu (Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x40)
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4.6.3. Dalak Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat Boyama

Dalak dokusu safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyandiktan sonra 11k
mikroskobu altinda yapilan analizde, bag dokusu kapsiiliiniin, kirmizi pulpanin, beyaz

pulpanin ve merkezi arterin net bir sekilde gozlemlendigi gorildii.

Resim 45. Dalak dokusu (Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x10)
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Safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan dalak dokusunun, 11k
mikroskobunda x20 biiylitme altinda incelenmesi sonucunda, hiicre ¢ekirdeklerinin soluk
mavi-mor rengini kaybedip koyu kahverengi gri tonlarinda; lenfatik nodiiliin ve merkezi
arterin net bir sekilde izlendigi ve dalak dokusu kesitinde yogun sar1 bir rengin oldugu izlendi.
Safran, hematoksilen ve bakir II siilfat ile boyanan dalak dokusunda, sadece safran ve

hematoksilen ile boyanan dokuya gore kontrastlamada belirgin bir farkin oldugu gézlemlendi.

Resim 46. Dalak dokusu (Safran, Hematoksilen ve Bakir II Siilfat boyama x20)
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4.7. Kina Ekstrakti ile Boyama

4.7.1. Karaciger Kina Boyama

Isik mikroskobunda yapilan incelemenin ardindan sadece tas kina ile boyanan karaciger
dokusunda tiim alanlarin kahverengi seklinde boyandigi, portal alan, karaciger kordon
yapilari, hepatositlerin net bir sekilde sec¢ildigi ve hiicre ¢ekirdeklerinin koyu kahve renkte

boyandig1 gozlemlendi.

Resim 47. Karaciger dokusu portal alan (a), Kordon yapilari (b) (Kina Boyama x20)
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4.7.2. Pankreas Kina Boyama

Pankreas dokusunun yalniz tas kina ile boyanmasimin ardindan 151tk mikroskobunda
incelenmesiyle ve 151k kaynaginin arttirilmasiyla kapiller damarlar segildi. Siniis asiniisler
koyu kahve ancak sinir olarak net bir sekilde segilemedi. Langerhans adaciklari net bir sekilde
izlenemedi. Ancak graniiller hematoksilen ve eozinle boyamadan farkli olarak net bir sekilde

goriildii.

Resim 48. Pankreas dokusu (Kina Boyama x20)
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4.7.3. Dalak Kina Boyama

Dalak dokusunun sadece kina ile boyanmasinin ardindan 1s1ik mikroskobunda yapilan
incelemesiyle damar yapilarinin net bir sekilde gézlemlendigi goriildii. Eritrositler agik kahve
seklinde izlendi. Kordon yapilari, kirmizi pulpa, beyaz pulpa, trabekiiler yapilar ve liimenli

yapilar goriilebildigi izlendi.
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Resim 49. Dalak dokusu (Kma Boyama x10)
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Isik mikroskobunda incelenen dalak dokusunun yalniz kina ile boyanmasinin ardindan

151k kaynaginin kisilmastyla santral arterler ve trabekiil yapilar1 daha net segildi.

Resim 50. Dalak dokusu (Kina Boyama x20)
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4.8. Kina ve Hematoksilen Boyama

4.8.1. Karaciger Kina ve Hematoksilen Boyama

Karaciger dokusunun hematoksilen ve tas kina ile boyanmasinin sonra 1sik
mikroskobunda yapilan incelemede sadece tas kina ile boyamadan farkli olarak hiicre

cekirdekleri daha koyu ve belirgin siyaha yakin bir renkte boyandigi izlendi.

Resim 51. Karaciger dokusu (Kia Boyama x20)
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4.8.2. Pankreas Kina ve Hematoksilen Boyama

Hematoksilen ve tas kina ile boyanan pankreas dokusunun 1sik mikroskobundaki
incelemesinde sadece tas kina ile boyamadan farkli olarak siniis damar yapilar1 ve siniis

asinuslar net bir sekilde segildi.

Resim 52. Pankreas dokusu (Kina ve Hematoksilen boyama x20)
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Pankreas dokusunun hematoksilen ve tas kina ile boyanmasinin ardindan 1s1k
mikroskobunda x40 biiylitme ile yapilan incelemesinde, siniis asinuslarin sinirlari ve

zimojenik graniiller daha belirgin izlendi ve pankreatik adacik sinirlar1 agikca goriildii.

Resim 53. Pankreas dokusu (Kina ve Hematoksilen boyama x40)
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4.8.3. Dalak Kina ve Hematoksilen Boyama

Hematoksilen ve tas kina ile boyanan dalak dokusunun 1sik mikroskobu altinda
incelenmesinden sonra kirmizi pulpa, beyaz pulpa, santral arterler, kordonlar ve venoz

siniisler agikea se¢ildi.

Resim 54. Dalak dokusu (Kina ve Hematoksilen boyama x10)
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Isik mikroskobunda dalak dokusunun incelenmesi sonucunda, tag kina ve hematoksilen
ile boyanan dokunun, sadece hematoksilen ile boyanan dokuya kiyasla daha iyi kontrast
verdigi, sinirlarin daha net se¢ilebildigi, santral arterler ve trabekiillerin daha belirgin oldugu

gbzlendi

Resim 55. Dalak dokusu (Kina ve Hematoksilen boyama x20)
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5. TARTISMA

Dokularin 1s1k ya da elektron mikroskobu ile incelenebilmesi ve ayirt edilebilmesi i¢in
hayvan ve bitki dokularindan Kkesitler alinarak boyanmasi gerekmektedir. Histolojik preparat
hazirlama siirecinde, ¢esitli yontemler kullanilarak dokular boya maddeleriyle islenir ve bir
dizi islemden gegirilir (Anderson, 2011; Black, 2012). Histoloji ve patoloji laboratuvarlarin
hematoksilen ve eozin boyasi sik¢a kullanilmaktadir. Hematoksilen bazik eozin ise asidik bir
boyadir. Hematoksilenin boyama 6zelligini kazanabilmesi oksijen ile tepkimesi sonucunda
hematein haline donlismesi gerekmektedir (Chan, 2014; Marshall ve Horobin, 1972).
Oksitlenme dogal ve yapay olmak iizere iki sekilde olusturulmaktadir. Hematoksilenin hava
ve giines 15181 ile temasi sonucunda dogal bir sekilde oksitlenmis olur. Sodyum iyodat,
hidrojen peroksit, civa oksit ve potasyum permanganat gibi maddelerle muamelesi sonucunda
ise hematein yapay yollarla oksitlenmektedir. Hematoksilenin anyonik bir madde olmasindan
dolay1 dokulara afinitesi zayiftir ve mordant olmaksizin dokulari iyi bir sekilde boyayamaz.
Yaygin olarak kullanilan mordantlar krom, demir, aliiminyum, molibden, kursun ve tungsten
gibi metallerdir (Titford, 2005; Clark, 1974). Hematoksilen hiicre ¢ekirdeklerini mavi-mor
renge boyarken eozin kirmizi-pembe renge boyamaktadir. Dokularda bulunan yiiksek oranda
RNA hematoksilenin bazofilik yapilar1 da boyamasina neden olur. Eozinin ise proteinler ile
birlikte etkilesmesi asidofilik yapilari boyamasina neden olmaktadir (Bancroft ve Gamble,
2008; Fischer ve digerleri, 2008). Laboratuvarlarda kullanilan hematoksilenin gram
biriminden maliyeti olduk¢a yiiksektir. Bu durum akademik ve Klinik laboratuvarlarinda
meydana gelen maliyetlerin, biitge yonetimi {izerinde biiyiik bir yiik olusturdugunu gosterir.
Hematoksilen ve eozin yerine kullanilabilecek ¢evre dostu ve diisiik maliyetli bitkisel boyalar
son yillarda alternatif olarak kullanilmaya baslanmistir (Orchard, 2019; Titford, 2009; Singh
ve digerleri, 2020).

Hematoksilen ve eozin ile boyanan karaciger, pankreas ve dalak dokular1 151k
mikroskobunda inceledikten sonra histolojik yapilarin karakteristik renklerinde oldugunu,
hematoksilenin hiicre ¢ekirdeklerini mavi-mor, eozinin ise hiicre sitoplazmasini pembe renkte

boyadig1 goriilmiistiir.

Yalnizca hematoksilen ile boyanan karaciger, pankreas ve dalak dokularmin 11k
mikroskobu incelemesinde, hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan niikleik asitler (DNA ve RNA) ile

etkilesime girerek mavi-mor renkte boyandigi gézlemlenmistir. Bu bulgu, hematoksilenin
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niikleik asitlere 6zgiin olarak baglanma 06zelligini dogrulamakta ve hiicre ¢ekirdeklerinin
belirginlesmesini saglamaktadir. Ancak, karsit boyama olarak eozin kullanilmadiginda,
sitoplazmik yapilarin boyanmadigi ve bu durumun doku organizasyonunda hiicresel islevlerin

ve yapisal biitlinliiglin belirlenmesini zorlagtirdig1 goriilmiistiir.

Hematoksilen boyamaya kurkumin ekstrakti eklenerek karaciger, pankreas ve dalak
dokularinin ikili boyanmasi sonucunda 1s1ik mikroskobu altinda yapilan incelemelerde hiicre
cekirdeklerinin mavi-mor, sitoplazmik alanlarin ise sar1, agik kahverengi ve yesilimsi tonlarda

boyandig1 izlenmistir.

Avwioro ve ark. (Avwioro ve digerleri, 2007) Kurkumin ekstraktinin hematoksilen
karsit boyasi olarak kullanildiginda, sar1 renk disinda eozin'e benzer bir boyama reaksiyonu
gosterdigini ortaya Kkoymustur. Ayrica, bir boyanin belirli doku yapilarii boyama
kapasitesinin belirli faktorlere bagli oldugunu ve bu faktdrlerden birinin boyanin asidik yapist

oldugunu belirtmislerdir.

Hematoksilen boyamasina ek olarak kurkumin ekstraktinin kullanildig: ikili boyama
sonucunda, karacigerin makrofaj hiicreleri olan Kupffer hiicrelerinin net ve yogun bir sekilde
goriintiilendigi gozlemlenmistir. Hematoksilen ve eozin boyast kullanildiginda, Kupffer
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin mavi-mor renkte, sitoplazmalarmin ise soluk pembe renkte
boyandig1 goézlemlenmektedir. Sitoplazmanin bu soluk renk almasi, Kupffer hiicrelerinin
hepatositlere gore daha diisiik eozinofilik 06zellik gostermesinden kaynaklanabilir.
Hematoksilen, asidik niikleik asitlerle, eozin ise bazik yapidaki hiicresel bilesenlerle, 6zellikle
sitoplazmik proteinlerle etkilesime girerek bu boyanma reaksiyonunu olusturdugu
bilinmektedir. Bu bulgu sonucunda, kurkuminin lipofilik ve hidrofilik 6zellikler sergileyen
dogal bir polifenol olmasi nedeniyle, eozine kiyasla daha genis ve giicli etkilesim

potansiyeline sahip oldugunu diisiinmekteyiz.

Hematoksilen boyamaya ilaveten kurkumin ekstrakti ve ardindan bakir II siilfat
karigtirilmasiyla gerceklestirilen {icli boyama teknigi ile boyanan karaciger, pankreas ve
dalak dokularmmin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda kontrastlamada belirgin

farklar oldugu goriilmiistiir.

Kumar ve ark (Kumar ve digerleri, 2014) kurkumin ekstraktina mordant eklenerek
boyanin yiiksek ilgi gosterdigini ileri stirmiislerdir. Ayrica, mordantlama islemlerinin
gelistirilmesi ve standardizasyonu sayesinde, hematoksilenin karsit boyasi olan eozin yerine

kurkumin ekstraktinin histolojik boya olarak kullanilabilecegini ifade etmiglerdir.

84



Hematoksilen boyamasina safran ekstraktinin eklenmesinden sonra, 151k mikroskobu ile
yapilan incelemelerde, hiicre ¢ekirdeklerinin mavi-mor ve hiicre sitoplazmasinin koyu sari
renkte boyandigi izlenmistir. Eozin boyasmin asidik bir boya oldugu ve negatif yikli
molekiiller olarak pozitif yiliklii bazik bilesenlerle iyonik baglanma gercgeklestirdigi
bilinmektedir. Bu baglamda, safran ekstraktinin da asidik yapilarla yiiksek ilgi gostererek

dokular1 boyama kapasitesine sahip olabilecegi diisiinmekteyiz.

Hematoksilen ve eozin boyalari, laboratuvarlarda doku boyama siireglerinde yaygin
olarak kullanilan boyalar olup, hematoksilenin oksitlenmis formu yiiksek toksisite riski
tasirken, eozin sentetik bir boya olarak siniflandirildigr bilinmektedir. Calismamizda,
kurkumin ve safran bitkilerinden elde edilen ekstraktlarla karaciger, dalak ve pankreas
dokularinin boyanmasinda basarili sonuglar elde ettik. Bu veriler 1s18inda, dogal bitki
ekstraktlarinin hematoksilen ve eozin yerine kullanilarak, daha diisiik toksisite ve ¢evresel

stirdiiriilebilirlik sunan yeni doku boyama tekniklerinin gelistirilebilecegini diisiinmekteyiz.

Hematoksilen ve eozin boyalari, laboratuvarlarda dokular1 boyamak amaciyla siklikla
kullanilan klasik bir ikili boyama yontemidir. Ancak, bu boyalarin yiiksek maliyetinin
laboratuvarlar igin Onemli bir gider kalemi olusturmakta oldugunu bilmekteyiz.
Calismamizda, kurkumin, safran ve tas kinadan elde ettigimiz ekstraktlarla dokular1 boyadik
ve bu dogal boyalarin maliyetinin hematoksilen ve eozine kiyasla belirgin sekilde daha diisiik
oldugunu gozlemledik. Bu bulgular dogrultusunda, dogal ekstraktlarin laboratuvar

maliyetlerini 6nemli dl¢lide azaltma potansiyeline sahip olabilecegini diislinmekteyiz.

Tas kina ile boyanan karaciger dokusunun isik mikroskobu ile incelenmesinde
karacigerin ana islevsel hiicreleri olan hepatositlerin se¢ilebildigi ve hiicre ¢ekirdeklerinin
koyu kahverengi boyandig1 gézlemlenmistir. Hematoksilen boyama isleminde hematoksilenin
niikleik asitlerle “elektrostatik baglanma” yolunu kullanarak etkilesime gegtigini ve mavi-mor
rengini verdigini, ayrica hepatositlerin ¢ekirdeklerinde niikleik asitlerin oldugunu bilmekteyiz.
Yapmis oldugumuz c¢alisma neticesinde tas kinanin niikleik asit igeren yapilari
boyayabilecegini  ve bunu elektrostatik baglanma yoluyla gerceklestirebilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu c¢alisma sonucunda, safran, kurkumin ve tas kina ekstraktlarinin
hematoksilen ve eozin yerine histolojik doku boyamalarinda kullanilabilecegi gortldii.
Yapilan analizler 15181nda elde edilen bu dogal boyalarin mordantlarla birlikte kullanildiginda
yiiksek ilgi gosterdikleri ve dokular1 basarili bir sekilde boyadiklar1 gézlemlendi.
Calismamizda safran, kurkumin ve tag kina ekstraktlarinin toksik olmamalari, diisiik maliyetli
olmalar1 ve kolay erisilebilir olmalar1 agisindan bu boyalarin laboratuvarlarda rutin olarak
kullanilabilirligini gostermeyi hedefledik. Bu baglamda, safran, kurkumin ve tas kina gibi
dogal boyalarin, geleneksel sentetik boyalar yerine kullanilmasi hem ekonomik agidan hem de

¢evre agisindan daha siirdiiriilebilir bir alternatif sunmaktadir.

Dogal boyalarin ¢esitli doku tiplerinde ve farkli histolojik yontemlerle daha genis
kapsamli test edilmesi, boyalarin uzun vadeli stabiliteleri ve boyama etkinliklerinin detayli
olarak incelenmesi gerekmektedir. Ayrica, bu boyalarin klinik laboratuvarlarda rutin
kullanimina ge¢ilmeden Once, genis capli standardizasyon ¢alismalarinin gerceklestirilmesi ve
kalite kontrol islemlerinin belirlenmesi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Boylece, safran, kurkumin
ve tas kina gibi dogal boyalarin histolojik boyamalarda daha yaygin ve giivenilir bir sekilde

kullanilmas1 miimkiin hale gelecektir.
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