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PANKREASIN FARKLI YAPILARININ BELIRLENMESINDE UYGUN
HISTOLOJIK BOYAMA YONTEMLERININ KIYASLI INCELENMESI

Sacide Gazilerli* Cengiz Giiven®#*

Pankreas hem endokrin (i¢ salgi) hemde ekzokrin (dis salgi) yapan bir bez-
dir. Pankreasin ekzokrin salgist sindirimde is gbren enzimlerdir. Bu salgi tubu-
loalveoler bez yapisindaki ekzokrin son kisimlarda yapilip duodenuma akitilir. Ek-
zokrin son kisimlar protein tabiatinda salg: sentez eden serdz son kisimlarm ya-
pisin1 yansitir. Bdylece son kisim hiicreleri apikal boliimlerinde salg: icerigine bagh
asidofili yaninda bazal boliimlerinde ergasitoplazma nedeniyle bazofili gosterirler.
Bu &zellikleri yoniinden hiicreler uygun boyama yontemleriyle incelenebilir. En-
dokrin pankreas veya Langerhans adaciklar ise bashca insulin ve glukagon sal-
gilayan cesitli endokrin hiicrelerden yapilmistir. Boylece endokrin pankreasda glu-
kagonun kaynag A hiicreleri, insiilinin kaynagi B hiicreleri ve arjirofil graniillii
hiicreler ile graniil icermeyen C hiicreleri yer alir (2,5,16). Bu hiicrelerin sapta-
nabilmesi amaciyla 6zel histolojik veya histokimyasal yontemler uygulanir. Bu
amagla Azan yontemi eskiden beri Langerhans adacik hiicrelerinin saptanmasinda
kullanilir (2,4,5,12,16). Bu yontemle endokrin pankreasda 3 tiir hiicre saptanabilir.
Ancak endokrin pankreasda salgi icerigi yoniinden farkli endokrin hiicrelerin belir-
lenmesinde her hiicre i¢in ayr1 dzel boyama yontemleri de uygulanir (1,6.7,8,9,10,
13,14,15). Bu calismada hem Langerhans adaciklarmin farklr endokrin hiicre’e-
rini birarada gosterebilmek ve hem de ekzokrin béliimler yaninda stromanin da ya-
pisim belirlemek amaciyla cesitli boyama ydntemleri uygulandi ve birbirleriyle
kiyaslanarak en elverisli olaninin saptanmasma calisildi.

MATERYEL VE YONTEM

Materyel olarak cinsiyet ayrimi yapilmadan 200 - 250 gr. agirhfmda 7 adet
normal ergin kobay kullanildi. Hayvanlar eter anestezisiyle birka¢ dakikada uyu-
tulup acildi ve pankreas: alindi. Alinan parga'ar dnce laboratuvarin alisiimis tes-
bit soliisyonu % 10 formalin ve ayrica Bouin (Pikrik asit, formalin, asetik asit) ve

#*A, U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Kiirsiisii Dogenti
##A, U, Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Kiirsiisii Asistani
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Zenker (asetik asit, merkiirik klorid, potasyum dikromat, sodyum siilfat) soliis-
yonlarinda 18-24 saat siire ile tesbit edildi. Deneme preparasyonlarinda Bouin so-
liisyonunun uygulanan 6zel yontemlerde daha bagarili sonuglar verdigi goriilerek,
¢alismada Bouin tesbit soliisyonu kullanildi. Parafin bloklar: yapi'di, bu bloklar-
dan aliman 3-5 mikron kalinhgindaki kesitlere asagidaki boya yOntemleri uygu-
lands.

Pankreasin genel yapisimi belirlemek amaciyla laboratuvarin alisilmis boya-
ma yontemi Hematoxylin-Eosin :

Hem parankima hemde stromanin bazi elemaniarim spesifik boyayarak daha
ayrintili yapisini gostermek amaciyla Azan (azocarmine, orange G, anilin mavisi)
yontemi;

Ozellikle Langerhans adactklarinin fark!t endokrin hiicrelerini gozleyebilmek
amaciyla, Aldehyde fuohsin, ayrica Aldehyde fuchsin ile birlikte toluidin mavisi
veya orange G ve Light Green boyalarn kul'anilan iki ayr modifiye sekli;

Endokrin pankreasin arjirofil hiicrelerini saptayabilmek amaciylada giimiis
impegnasyon yontemleri uyguland.

Boyanan preparasyonlar Kanada balsamu ile kapatilip, Zeiss foto - mikros-
kobunda gozlenerek mikrofotograflari gekildi.

BULGULAR

Laboratuvanin alisiimis boyama yontemi Hematoxylin - Eosin ile pankreasin
yapisi genelde incelenebilmektedir. Bu boyama yontemi ile stroma ve parankima
elemanalr1 ayrilabilmekde, ancak bir asit bir bazik boya iceren bu ydntemle ya-
pmin belirlenmesi daha ¢ok hiicre tertiplenmesindeki farklilik nedeni iledir. Or-
ganin gerek stroma gerek parankimasindaki yapt veya icerik farkliliini belirle-
mek amactyla gesitli boya karisimlar iceren yontemler kullanmak gerckmektedir.
Bu nedenle gesitli asit ve bazik boya karigimi olan Azan boyama y&ntemi organ-
da farkli yapt elemanlarint belirler. Bu yontemle stromanin bag dokusu lifleri 6zel-
likle kollagen lifer boya karistmindaki anilin mavisi ile mavi renkte izlenebiliyor.
Béy'lece loblar arasindaki genisce bag dokusu bélmelerde, bosaltma kanallar ve
damarlar cevresinde kollagen lifler belirgin olarak goriilebiliyor. Loblar iginde
ise son kisimlar ve Langherhans adaciklar: gevresinde ancak ince mavi gizgiler
seklinde cok az bag dokusu lifi secilebiliyor. Genel olarak biitiin hiicre nukleuslari
kromatin icerigine bagl olarak ya ince kirmizi graniillii veya kromatini yogun
olan nukleuslarda daha yogun vapida kirmizi goriiliiyor. Bu boyama yontemi ile
parankimanin belirlenen boliimleri ise sovle :

Egzokrin pankreas asinus hiicrelerinin RNA dan zengin bazal sitoplazmalar:
boya karistmindaki bazik boya anilin mavisi ile mavi renkde izleniyor. Asiniis
hiicrelerinin apikal sitoplazma béliimleri hiicrelerin fonksiyon durumuna gbre ge-
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nis veya dar boliimler seklinde azokarmin ile kirmizi renkde goriililyor. Bazi asi-
niis hiicrelerinin apikal boliimleri ise salgilama periyoduna bagl olarak az boya-
nmiyor veya bazan bir boyanma gostermiyor (Resim 1). Endokrin pankreasin ge-
sitli hiicrelerini belirlemede kullanilan spesifik boya Azan yontemi ile Langerhans
adaciklarinda 3 farkli renkte boyanan hiicre tipi griiliiyor. Bir adacik hiicreleri-

Resim 1 : Pankreasda ekzokrin son kisimlar (asinuslar) ve arada intralobuler bogaltma
kanali (okla isaretli) goriiliyor, Azan X 700

nin bilyiik ¢cogunlugu (B hiicreleri) boya karnistmindaki orange G ile sar1 portakal
rengi boyanan hafif graniiller yapida sitoplazma iceriyor. Bunlar arasimnda anilin
mavisi ile boyanan hafif graniiler materyel tasiyan mavi sitoplazmali daha az hiic-
re (D hiicreleri) goriiliiyor (Resim 2). Bazi Langerhans adaciklarinda goriilemi-
yecek kadar az sayida hiicre (A hiicreleri) ise Azocarmine ile boyanan sitoplaz-
mik hiicre icerifine bagl olarak koyu pembe-kirmiz1 sitoplazmalan ile ayrlabili-
yorlar. Son zamanlarda 6zellikle endokrin pankreasin hiicrelerini sitoplazmik ige-
rikleri nedeni ile be!irlemekde kullanilan diger bir boya da aldehyde fuchsindir. An-
cak endokrin pankreasin fark't hiicreleri yaninda ekzokrin boliimleri ve stroma
elemanlarmi da belirlemek amaciyla aldehvde fuchsin ile birlikte gesitli asit ve
bazik boyalar kullanihir, Biz de bu amacla preparasyonlarimizda aldehyde fuchsin
ile birlikte toluidine mavisi veya orange G-light green birlesik boyama ySntemle-
rini uyguladik. Aldehyde fuchsin kullanilan biitiin =~ preparasyonlar Langerhans
adaciklarinin B hiicreleri aldehyde fuchsin ile boyanarak kirmizi-mor renkte go-
riiliiyor. Ayni sekilde stroma elemanlarindan bag dokusunun elastik lifleri de ay-
n1 renge boyantyor. Bdylece elastik liflerin yogunlasma bélgeleri olan arter du-
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Resim 2 : Langerhans adaciginda B ve D (okla isaretli) hiicreleri. Azan X 700

varlarmin membrana elastika internalars kiiciik biiyiiltmelerle bile dikkati cekecek
kadar belirgin goriiliyor (Resim 3). Aldehyde fucsin ile birlikte bazik boya to-
luidine mavisi kullanilan yontemde ise endokrin pankreasn kirmizi - mor sitop-
lazmalt B hiicreleri yaninda difer hiicreler toluidine mavisi ile boyanarak agik

Resim 3 : Bir arter ve membrana elastika internasi (okla igaretli). Aldehyde-fuchsin X 250
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mavi renkte izleniyorlar (Resim 4). Bu ydntemle stromanm mastositleri de tolu-
idine mavisi ile spesifik olarak boyantyor. Bosaltma kanallar1 ve damarlar gevre-
sindeki interlobular alanlarda bu hiicreler bazik boya toluidine mavisi ile metak-
romatik boyanan graniillii sitoplazmalar: ile belirgin olarak ayrilabiliyor. Ekzok-

A

Resim 4 : Largerhans adacigt. Koyu renk ve fazla sayida olanlar B hicreleri, agik renk ve
iri gorilenler A veya D hiicreleri olabilir. Aldehyde-fuchsin ve toluidin mavisi X 800

rin pankreasmn asiniis hiicreleri ise bu yontemle bazal sitoplazmalart RNA igeri-
gine bagh olarak bazik boya toluidine mavisi ile mavi boyanirken apikal boliim-
leri az veya cok oranda salgt icerigine bagh olarak pembe renkte ve hafif granii-
ler yapida gbriiliiyor. Aldehyde fuchsin ile birlikte orange G-Light Green kulla-
nilan modifiye yontem ile bag dokusunun elastik lifleri aldehyde fuchsin ile kir-
miz1 - mor, digerleri Light Green ile yesil, biitlin hiicre nukleuslar1 orange G ile
portakal renginde izlenyor. Bu yidntem ile Langerhans adaciklarinda fuchsin ile
kirmiz1 - mor boyanan hiicreler (B hiicreleri) ¢ogunlugu olustururken daha az
oranla portakal rengi nukleuslu ve Light Green ile yesil boyanan sitoplazmalartyla
iri poligonal veya iicgenimsi yapida hiicreler belirleniyor. Bunar D hiicre'eri ol-
mali. Her adacikta saptanamiyan ¢ok az sayida hiicre ise sar1 renkde sitoplazmali
ve cogunlukla uzunca veya mekik bicimi hiicreler seklinde beliriyor. Bunlar ise
A hiicreleri olmal (Resim §). Bu yontemle ckzokrin pankreasin asinus hiicre-
lerinin bazal sitoplazmalari morumsu boyanirken apikal sitoplazmalart bii-
yik biiyiitmelerle belirgin, portakal rengi graniiller igeriyor. Aldehyde
fuchsin ile toluidine mavisi kullanilan modifiye yontemde endokrin pankreasta
farkli renkte sitoplazmik graniil iceren iki hiicre tiirii belirmesine karsm, aldehyde
fuchsin yaninda orange G ve Light Green kullanilan modifiye yéntemde ise Lan-



470 Sacide Gazilerli - Cengiz Giiven

S b

Resim 5 : Langerhans adacigi. B; B hilcreleri, D; D hiicreleri, A; A hiicreleri. Aldehyde-
fuchsin, Orange G ve Light green X 600

gerhans adaciklarinin farkl renkte graniil icerikleriyle 3 tiir hiicresini ayirabilmek
olanagt doguyor.

Endokrin pankreasin arjirofil hiicrelerini belirlemek amaciyla kullamilan gii-
miis impregnasyonu ile Langerhans adaciklarinda {icgen veya ig bigimi hiicreler
goriiliiyor. (Resim 6,7). Beraber bulunduklar1 endokrin hiicrelerin sitoplazmalari

.

Resim 6 : Pankreas. Resmin sag alt kigesinde endokrin sol kige ve iist kisimlarinda
ekzokrin bélimler goriiltyor. Arjirofil hilcreler okla isaretli. Giimsleme X 800
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i

Resim 7 : Langerhans adacidinda arjirofil hiicreler (okla isaretli). Giimiisleme X 800

graniilsiiz goriilmesine karsm, bu hiicreler koyu siyah boyanan iri sitoplazmik gra-
niilleri ile saptanabiliyorlar. Bu ydntemle ekzokrin pankreasin asinus hiicreleri ise
bazal boliimlerinde siyah renkte goriiliirken apikal sitoplazmalar spesifik olmayan
sekilde sar1 renkte izleniyor-

Langerhans adaciklarinda her tiir boyama ydntemiyle sitoplazmasi boyana-
miyan veya salgt niteligini belirleyen graniil icermeyen hiicreler ¢ok seyrek olarak
goriildii. Bunlar C hiicreleri olmali.

TARTISMA

Bilindigi gibi pankreas, endokrin (i¢salgl) ve ekzokrin ¢dis salgr) salgt yapan
iki farklt yap1 icermektedir. Sa'g: icerikleri nedeniyle dis salgi yapan hiicreler asit
boyalarla gosterilebilirler. Ayrica bu hiicreler ergastoplazma igerikleri nedeniyle
bazik boyalarla da 1s1k mikroskopik diizeyde gozlenebilirler (2,5,16). Pankreasin
endokrin kisimlarmndaki (Langerhans adaciklari) hiicrelerin gdsterilmesi ise asit
ve bazik boya karisimlarmi iceren boya yontemleri ile saglanabilir (2,4,5,12,16).

Endokrin hiicrelerin icerdikleri salgi graniillerinin korunabilmesi icin secile-
cek tesbit sivisinin (fikzatér) onemi biiyiiktiir. Farklt arastiricilar tarafindan bu
amacla &nerilenler Bouin (1,6,9,10,14,15), Halmi (4), Susa (9) veya Zenker (2,
9,13) gibi asit veya afir metal tuzlari iceren tesbit sivilaridir. Gabe’a (4) gore
potasyum bikromatl: stvilar her sartta bagarili sonuglar vermektedir. Bizde labora-
tuvarm alisilmis tesbit sivist formalin yaninda Bouin (11) ve Zenker (4) tesbit
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swvilarnt denedik. Bouin sivisinin yapilan cesitli boyama yontemleri igin daha
uygun oldufunu gordiik. Laboratuvarm aligilmig boyama yontemi Hematoxilin-
Eosin ile pankreasda parankima ve stroma elemanlart ayrilabilir. Bu yOntemle
ekzokrin son kisimlar arasinda, agik renk boyanan ve kapillerler cevresinde kii-
melenen hiicre topluluklari seklinde endokrin béliimler (Langerhans adaciklar) gb-
riiliir. Ancak Hematoxilin-Eosin boyas: ile endokrin pankreasda bulunan salgt ve
buna bagh olarak icerik yoniinden farklt hiicreler belirlenemez. Farkli salgt mad-
deleri olusturan degisik tipdeki bu hiicrelerin ayrilabilmesinde genellikle Azan bo-
yama yontemi kullanilmaktadir (2,5,16). Bu yontemle endokrin pankreasda iger-
dikleri salgt graniillerinin boyanmasmna gbre 3 tiir hiicre saptanabilir. Bunlar oran-
ge G ile sarituruncu boyanan B hiicreleri Azocarmin ile kirmizi boyanan A hiic-
releri ve anilin mavisi ile mavi boyanan D hiicreleridir.

Endokrin pankreasin farkli salgt hiicrelerini belirlemek amaciyla son yillarda
Aldehyde fuchsin boyama ydntemide dnerilmektedir (1,6,9,11,13,15,16). Ancak
Aldehyde fuchsin Langerhans adaciklarinda sadece B hiicrelerini dzel olarak be-
lirler. Endokrin pankreasda B hiicreleri yannda diger endokrin hiicrelerin de sap-
tanabilmesi amactyla Aldehyde-fuchsin ile toluidin mavisi (9) veya trikrom (1,6,
13) boyalart karisimlarmi kullanmak gerekir. Biz de uyguladigimiz benzer yén-
temlerle aldehyde-fuchsin ve toluidin mavisi ile endokrin pankreasda B hiicrelerini
mor bunun yamnda difer biitiin hiicreleri mavi boyanmig olarak izledik. Gozlem-
lerimize gdre Langerhans adaciklarmda farkly hiicre tiplerini ayirmakta aldehyde-
fuchsin ile uygulanan toluidin mavisi B hiicreleri disinda farkli hiicre belirleme-
digi icin kammizca biitiin endokrin hiicrelerin saptanmasinda uygun bir yontem
degildir. Gabe (4) asit hidrolizini izleyen toluidin mavisi ile boyamada D hiicrele-
rinin koyu kirmizi gegici bir metakromazi verdigini belirtmektedir. Ancak bu me-
takromatik boyanma gegici oldugu icin D hiicreleri uzun siire gizlenemez ve de-
vaml preparasyonlarda kanimizea yararh olamaz.

Aldehyde-fuchsin, orange G ve light green boya karsimiyla hazirlanan pre-
paratlarmizda B hiicreleri mor (1 16,9,13,15), D hiicreleri yesil (3,11,15) ve A hiic-
releri sar1 - portakal renginde yeterli kontrasda ayrilabilmekteydi. Kanimizca bu
yontem endokrin pankreasda farklt hiicre tirlerini ayirmakta toluidin mavisi ve
aldehyde-fuchsin ydntemine oranla daha uygundur.

Endokrin pankreasda uygun birlesik boyama yéntemleriyle cesitli hiicreler bir
arada belirlenebildigi gibi yalmz tek tiir hiicre veya salgi materyelini saptayabil-
meyi amaglayan boyama yontemleri de kullanilir. Aldehyde-fuchsin, insiilin salgi-
layan B hiicrelerinin (1,6,9,13,15,16), giimiis tuzlari veya arjirofil reaksiyonda
A ve D hiicrelerinin (7,8,14) 6zel boyalaridir. Biz de aldehyde - fuchsin ile B
hiicrelerini Langerhans adaciklarinda belirgin olarak izledik. Ancak glimiig tuz-
lartyla belirlencn az sayidaki arjirofil graniillii hiicreler A veya D hiicreleri ola-
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bilir (6,15). Bazilarma gore ise A ve D hiicreleri farkli biiyiikliikde aym yapida
iki graniil iceriginden biri veya Obiiriiniin belirledigi hiicre sekilleridir. Bu hiic-
reler birbirlerine doniisebilirler (2,11), veya A hiicreleri giimiis tuzlarim rediikte
eden veya etmeyen graniile sahip iki tiirde olabilitler (4,6). Biz de 151k mikrosko-
pik diizeyde giimiis tuzlarim rediikte eden graniil iceren hiicreleri saptadik, ancak
bu hiicreler A veya D hiicreleri olabilirler.

Her boyama yénteminde sitoplazmasi boyanabilen graniil icermedigi i¢in bo-
yanmayan veya spesifik olmayan sekilde acik renk goriilen hiicreler C hiicreleri
olmal (2,5,16).

Uyguladigimiz yontemlerden endokrin pankreasda B hiicreleri aldehyde-fuch-
sin veya A ve D hiicreleri giimiis tuzlariyla 6zel olarak boyanabilirler- Ancak farkls
endokrin hiicrelerin bir arada belirlenmesinde aldehyde-fuchsin, orange G ve light
green yontemi, eskiden beri kullanilan Azan yontemi kadar baganli olabilir. Ay-
rica bu yontemle ekzokrin boliimler veya stromanin bazi yapilar: da ayn renk
veya belirgin kontrasda agikca izlenebilmektedir.

OZET

Bu c¢alismada pankreasda endokrin ve ekzokrin parankima ile stromanm ya-
pisit belirlemek amaciyla gesitli histolojik boyama yontemleri denendi. Labora-
tuvarin alisilmis yontemi hematoxylin - eosin ile endokrin pankreasm aligtimig bo-
yama yontemi azan yaninda gesitli 6zel boyama yontemleri uygulandi. Uygulanan
bu yéntemlerden aldehyde-fuchsin’in B hiicrelerini, giimils tuzlarmm ise A veya
D hiicrelerini 6zel olarak belirlemesi yaninda, aldehyde - fuchsin, orange G ve
light green boya karigimmin endokrin pankreasda farkli renkde ii¢ tiir hiicre ile
ekzokrin boliimlerde ve stromada da farkl yapilar saptamaya uygun bir boyama
yontemi oldugu goriildi. -

SUMMARY
The Comperative Study of Useful Stiaining Procedures for Demonstration of
Different Stuructures of Pancreas

In this study various histological staining methods were examined for the de-
monstration of endocrine and exocrine parenchymal and stromal sturucture of
pancreas. In addition to the rutin Hematoxylin - Eosin staining procedures of la-
boratory and habitual Azan staining procedure of endocarine pancreas, various
special staining techniques were applied. From these aldehyde - fuchsin showed
B cells and argentum salts showed A or D cells specially. But aldehyde - fuchsin,
orange G and light green mixed staining procedures, showed 3 types of cells with
distinct colors in endocrine pancreas and demonstrated different stuructures in
~ exocrine parts and stroma.
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