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OZET

Dogal boyalarin bitkisel, hayvansal ve mineral olmak iizere ii¢ kaynaktan elde edilebilecegi
uzun zamandir bilinmektedir. Tekstil, gida, ilag gibi pek ¢ok alanda bitkisel kaynakli dogal
boyalar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Histolojide dogal boyalarin kullanimi son birkag
yildir ¢aligilan bir konudur. Bu konuda calisilmamis pek ¢ok boya bitkisi, mordanlar1 (metal
tuzlari) bulundugundan basar1 odakli bir proje yapmak miimkiin olacaktir. Boyarmadde orani
yiiksek ve mavi, pembe, siyah, lacivert gibi koyu renkli 6ziitler elde edebilecegimiz nargigegi,
havaciva, kirmizilahana, reyhan bitkilerinin su, kloroform ve etil alkol ¢oziiciileri ile ayr1 ayri
extraksiyonlar1 yapilacaktir. Oziitlerdeki biyoaktif kimyasal bilesenlerin tespiti icin standart
prosedure gore kalitatif fitokimyasal ve GC-MS analizleri yapilacaktir. Doner buharlastiricida
coziiciileri uzaklastirilip konsantre hale getirilen ekstreler ile rattan alinan cesitli doku
kesitlerine histolojik takip sonrasi boyama islemleri uygulanacaktir. Bu projede hazirlanan
boyasiz lamdaki doku kesitleri farkli bitki oziitleri ile muamele edildikten sonra yikanip
kapatilan doku kesitlerinin 151k mikroskobu goriintiileri alinacaktir. Saledeki her bir 6ziite ayni
anda bobrek, karaciger, beyin, kalp, akciger doku kesitleri (preparatlar) konularak boyama
gergeklestirilecektir. Boyanma durumuna gore 0zitlere FeSOs, Sap, SnCl, mordanlari ilave
edilecektir. Dokularin bir kism1 6nce oda sicakliginda 15-30 dakika arasi siirelerde salelerde
bekletilecek, daha sonra yikanip 151k mikroskop fotolar1 alinir. Dokularin diger kismi 50
derecedeki etiivde 15-30 dakika arasi bekletildikten sonra yikanan doku kesitlerin 151k
mikroskop goriintiileri alinacaktir. Sonuclar1 kiyaslamak i¢in herbir doku preparatina
hematoksilen-eozin boyama islemi uygulanacaktir. Bu sekilde boyali dokular standart olarak
kullanilip bitkisel boyali preparatlarin goriintiileri ile kiyaslanarak, degerlendirmeler
yapilacaktir. Boylece Hematoksilen de bitkisel kaynakli ilk ve tek doku boyasi oldugundan,
proje sonucunda bitkisel 6zltlerden boyama sonucu iyi olan ile hematoksilen-eosin muadili bir

bitki boya kombinasyonuda olusturulacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bitkisel boya, Histolojik teknikler, Mordanlar, Nar¢igegi



ABSTRACT

It has long been known that natural dyes can be obtained from three sources: vegetable, animal,
and mineral. Natural dyes of plant origin are widely used in many fields such as textile, food,
and medicine. The use of natural dyes in histology has been studied for the last few years. Since
there are many dye plants and mordants (metal salts) that have not been studied on this subject,
it will be possible to make a success-oriented project. Separate extractions will be made with
water, chloroform, and ethyl alcohol solvents of hibiscus, aviator, red cabbage, basil plants,
from which we can obtain dark-colored extracts such as blue, pink, purple, and dark blue.
Qualitative phytochemical and GC-MS analyzes will be made according to the standard
procedure to determine the bioactive chemical components in the extracts. After histological
follow-up, staining will be applied to various tissue sections from Wistar rat with extracts whose
solvents are removed and concentrated in a rotary evaporator. In this project, light microscopy
images of tissue sections that are washed and closed after treating the tissue sections on the
unpainted slide prepared with different plant extracts will be taken. Staining will be performed
by placing kidney, liver, testis, uterus, heart, lung tissue sections (preparations) on each extract
in the shawl beaker at the same time. FeSO4, Alum, SnCl> mordants will be added to the extracts
according to the staining condition. Some of the tissues will first be kept in shawls for 15-30
minutes at room temperature, then washed and light microscope photos are taken. Light
microscope images of the washed tissue sections will be taken after the other part of the tissues
are kept in the oven at 50 degrees for 15-30 minutes. A hematoxylin-eosin staining procedure
will be applied to each tissue preparation to compare the results. In this way, the dyed tissue
will be used as a standard and will be compared with the images of the plant dyed preparates.
Thus, since Hematoxylin is also the first and only tissue dye of plant origin, couple of a plant
dyes equivalent to hematoxylin-eosin will be produced with a good dyeing result from plant

extracts.

Key Words: Plant dye, histological tecniques, mordants, roselle



GIRIS
AMAC VE KAPSAM

Histoloji laboratuvarlarinda yaygin bir sekilde kullanilan hematoksilen- eozin boyalari dokulardaki
cekirdek ve sitoplazma boyasi olarak bilinmektedir. Hematoksilen Isvigredeki bir agactan elde edilen
dogal boyadir. Hazirladigimiz 6ziitler ile bunun yerini tutacak baska boyalarin olmamasindan dolay1
bunun muadili olacak baska bitkisel kaynaklarin kesfi i¢in bir proje ¢alismasina gerek duymaktayiz.
Kesfedilecek boyanin milli olmasi i¢in boya kaynag bitkiler iilkemiz topraklarinda yetisen bitkilerden
secilecektir. Hematoksilen mor renkte cekirdegi, eosin ise sentetik kaynakli ve pembe renkte
sitoplazmay1 boyamaktadir. Buna uygun renkte boyama olmasi acisindan boya bitkisi segerken 6ziitii
pembe, kirmizi, mor renkte olacak, antosiyanin boya grubunu icerecek bitkiler bu g¢alisma igin
secilmistir. Hematoksilen-eozin muadili olacak bitkilerin kesfi bu projedeki temel amacimizdir.
Kesfedilen bitkilerden oziitiinde daha fazla antosiyanin boyarmadde igerdigi HPLC-MS ya da GC-MS
ile tespit edilen bitkiler ticari amac¢li kullanima sunulabilir. Bu bitkilerden reyhan ve kirmizilahana her
yerde yetisen market ve pazarlarda bol ve uygun fiyatl bitkiler oldugundan bunlardan alinacak olumlu
sonuglar daha ¢ok dnem arzetmektedir. Sonrasinda boyalarin iiretimi, depolanmasi ve pazarlamasinin

nasil yapilacagi iizerine ¢aligmalara yer verilecektir.

GENEL BILGILER
Bitkilerin yapisindaki pigmentler

Bitkilerin farkli kisimlarinda (kok, govde, yaprak ve cicek) ¢esitli boyar maddeler yani organik yapilar
mevcuttur. Bunlar arasinda antosiyaninler ve kuersetin bitkilerin yapisinda yer alan ortak yapilardir.
Nerdeyse her renkli, cicekli bitkide mutlaka bulunmaktadirlar (Saxena and Raja, 2014). Antosiyaninler
suda ¢oziinen flavonoid pigmentlerdir. 1913 yilinda mavi ¢icekli Centaura cyanus’ta ilk antosiyanin
yapisal olarak tanimlanmis olup, yapisi belirlenmis antosiyanin sayist gliniimiizde 600’1 asmistir.
Antosiyaninler en uzun dalga boylu 15181 absorbe ederler ve turuncu, pembe, kirmizi, magenta, mor,
mavi, mavi-siyah ¢icek renklerini olustururlar. Bu renk gesitliligini saglayabilmeleri, antosiyanidinlerin
(antosiyaninlerin merkezi kromatoforudur, aglikon da denir) oksijenasyon derecelerine ve bu
kromatoforlara eklenen maddelerin (sekerler gibi) ¢esitlerine ve sayilarina baghdir (Sing and
Srivastava,2015; Cardon,2007). Antosiyaninler primer, sekonder ve tersiyer yapilara sahiptirler.
Antosiyaninler, ci¢ekli bitkilerin renklenmesindeki 6nemli rolleri disinda, mikroorganizmalar igin
sinyal olmasi, patojenlere kars1 koruma, biyotik ve abiyotik streslerin etkilerini azaltma islevlerine de
sahiptirler (Batta and Rangaswami, 1973). Asagida temel formiilii verilen antosiyanin yapisindaki R1,
R2, R3, R4, R5, R6, R7 gruplart OH ya da H yapilar1 olabilmektedir. Boylece olusan yapilar
pelargonidin, delfinidin ve siyanidin adlarin1 almaktadirlar (Chigurupati et al., 2002).



Bitkilerde ortak pigment olarak bulunan diger yapr ise kuersetindir. Kuersetin bircok bitkide, meyve ve
sebze kabuk yapisinda bulunan flavonoid yapidaki molekiildiir (Davulcu et al., 2014). Uziimsii
meyvelerde bulunan fenolik Yazim alanlar1 gerektigi kadar uzatilabilir bilesiklerden antosiyanin,
kuersetin, kamferol, mirisetin ve ellagik asit antikanserojenik, antibakteriyal, antiviral ve antioksidan
aktiviteye sahiptirler. Kuersetin’in de dahil oldugu flavonoidler difenil propan iskeletine sahip
polifenollerdendir. Brokoli, karnibahar, kirmizi biber, dolmalik biber, kus biber, sogan yapraklar1 ve
siyah cay gibi bitkilerin yapisindaki kuersetin miktarlar1 HPLC ydntemi ile tayin edilmistir (Llewellyn,
2003; Uddin, 2014).

Dogal boya cesitleri

Bitkilerdeki bu renkli pigmentler dogal boyar maddeler olarak bilinmektedirler. Dogada sadece bazi
bitkilerden degil, hayvanlar, likenler ve mantarlar tarafindan sentezlenen maddelerdir. En yaygin olarak
kullanilmig sar1 dogal boyarmadde igeren bitkiler muhabbet ¢igegi (Reseda luteola L.), boyact sumagi
(Cotinus coggyria Scop.), boyaci katirtirnagi (Genista tinctoria L.), Serratula tinctoria L. Gaud ve bazi
cehri (Rhamnus) tiirleridir. Eski caglarda ozellikle kirmizi renk elde etmek igin diinyanin gesitli
bolgelerinde bazi boceklerden yararlanilmistir. Kirmizi boyarmaddeler igeren pek ¢ok bocek tiirii
arasinda 6nem kazanmis olanlar, lak bocegi (Kerria lacca Kerr), Amerikan kosinili (Dactylopius coccus
Costa) , kermes (Kermes vermilio Planchon), ekin kosinil (Porphyrophora tritici Bod.), Polonya kermesi
(Porphyrophora Polonica L.) dir. Kirmizi renk elde edilen en dnemli bitkisel dogal boyarmadde kaynagi
ise kokboya (Rubia tinctorum) bitkisinin kdkleridir. Dogada yesil renk boyar madde veren bir bitki veya
bocek bulunmamaktadir (Zeliha et al., 2016; Ciicer et al., 2005; Rodriguez et al., 2001). Bitkilerin
yapisindaki boyarmaddeler ile boyanan dokular ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur. Avwioro ve ark.
tarafindan yapilan bir c¢alismada curcumin (zerdecal) kullanilarak DNA ve kromatine floresan
isaretleme, histolojik boyamalar yapilmistir. Rosemarry ve arkadaslari, Thounaojam ve ark. tarafindan
yapilan bagka ¢alismalarda ise, Hibiskus bitkisinin alkoldeki 6zutu ile farkli sicaklik ve konsantrasyonda
rat testis ve fare dokusundaki farkli kisimlar1 boyamislardir. Daha once yapilan yayin ¢alismasinda,
nargigegi, kirmizilahana bitki dziitleri ile kan sekilli elemanlar1 ve anemili kan hiicrelerinde boyama

caligmalar1 yapilmustir.

Cesitli hiicrelerde dogal boyalar

Hiicre ¢ekirdeginde bir leke saglamak i¢in kullanilan birkag histolojik teknigin yapisal olarak
antosiyaninlerle iligkili dogal fenolik bilesiklerden olustugu bilinmektedir [1]. Bunlar, boya
kaynaklar1 olarak karminik asit (karmin boyamada kullanilir) ve hematoksilini igerir [2].
Kirmiz1 lahana ve yildiz ¢igegi, hibiscus sabdariffa, Curcuma longa'daki antosiyaninler

histolojik boyamada da kullanilmustir [3, 4]. Ayn1 zamanda kirmizi lahana boyasi, esas olarak



gida boyasi olarak kullanilan dogal bir kaynaktir. Cogu dogal olarak, olusan antosiyaninler bir
glikozit olarak ortaya ¢ikar ve birkag aglikon g¢ekirdekten birini igerir [5]. Anemi, normalin
altinda olan hemoglobin konsantrasyonu olarak tanimlanir. Giinliik hayatimizdaki aneminin
smiflandirilmasi, eritrositlerin morfolojik yapisina veya retikulosit sayisina dayanmaktadir [6].
Kemik iligi yanitinin degerlendirilmesinde retikilosit sayis1 cok 6nemli oldugu icin boyanmasi
da 6nemlidir. Retikulosit say1si, dolasimdaki eritrositlerin bir yuzdesi olarak rapor edilir [7, 8].
Iyot, safran ve amonyak karmin dokulari ve hiicreleri boyamak icin uygundur, morfoloji
hakkindaki bilgilerimizde pratikte hicbir ilerleme kaydedilmemistir. kan hiicrelerinin [9]. Son
zamanlarda kirmizi kan hicreleri secici bir boyama yontemi ile incelenmis ve Giemsa [10, 11]

gibi sentetik boyalarla boyanmustir.

Doku boyamanin degerlendirilmesi

Bu calismada kullanilmak {izere, Nargigcegi, havaciva, kirmizilahana ve reyhan bitkileri yerel
marketlerden temin edilecektir. Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 16/144
nolu karari ile daha 6nce alinan doku 6rnekleri boya materyali olarak kullanilacaktir. Farkli dokularin,
cesitli bitki oziitleri ile farkli sicaklik, pH ve kimyasal gradientleri ile boyama c¢alismalar1 temel
konudur. Dokularda boyamanin gergeklesmesi i¢in, dokularda ortak olan ve olmayan yapilar1 bilmek
ve ona gore boyama teknikleri uygulamak gerekmektedir. insan viicudu 4 temel dokudan meydana gelir.
Bunlar, epitel, bag, kas, sinir dokularidir. Epitel dokulari, sikica biraraya gelmis ¢ok yiizeyli hiicreler
ve ¢ok az miktarda hiicreler arast maddeden olustugu icin epitel dokunun boyarmadde ile etkilesimi
daha kolay gerceklesecektir. Boylece bu dokular daha koyu renkte boyanabilecektir. Bag dokusu ise
kendi hiicreleri tarafindan iiretilen hiicreler aras1 maddedeyi bol igerdiginden epitele gore ayni oziit ile
daha ag¢ik renkte boyanacaktir. Sinir dokusu, hiicre gévdesinden ¢ikan, sinir uyartilarini tagimak,
yaymak, iletmek ile gorevli uzantilara sahip hiicrelerden olusur. Yani organlarin ¢ogunda ortak olarak
bulunur ve bir 6ziitiin, farkli dokularda verdigi ayni renkler sinir hicrelerine ait olabilir. Kas dokusu
0zellesmis kasilma iglevine sahip olan 6zellesmis, uzamig hiicrelerden olusur. Organlar kendisine 6zgi
ana islevleri yiirlitmekten sorumlu hiicrelerin olusturdugu parenkim ve destek dokusu olan stroma
bolimlerine ayrilir. Dokular hakkinda ki boyle bilgileri temel alarak yola ¢ikilacak ve boyama amacina
ulasacagini diisiinmekteyiz. Dokular boyandiktan sonra boliimleri ve sekilli elemanlarinin mikroskop
gozlemleri ile hangi renkte boyanip boyanmadigi hakkinda bilgi sahibi olunacaktir. Bu yiizden
¢oOziiniirligii yiiksek 151k mikroskobu kullanilarak dokudaki sekilli elemanlarin digerlerinden ayirt

edilmesi ve boyanin hangi eleman ile etkilestigini isaretlemek miimkiin olacaktir.



GEREC VE YONTEM

Boya kaynagi olarak secilen bitkiler:
Kuru Nargicegi, havaciva, taze olarak kirmiz1 lahana ve reyhan gibi bitki 6rnekleri Kayseri ili, Talas

Bolgesi yerel marketlerinden ve aktarlardan temin edilecektir.

Mordan maddesi olarak kullanilacak metal tuzlar1 ve diger kimyasallar: KAI(SO4)2.12H,0 (sap),
FeSQs, , SnCly, Ure, amonyak, xylen, salisilaldehit yada formaldehit, asetik asit, HCI, Mutlak Etil alkol,

damuitik su.

Boyanacak dokunun temini: Bu caliymada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde (DEKAM) yetistirilen 150-250 gr agirhginda 2 adet Wistar albino tiirii disi ve erkek rat
kullanilmistir. Kafesler igcinde tutulan siganlara giinlin normal diizeninde 21 °C ve 12 saatlik aydinlik/
karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaclar1 saglanmistir. Ketamin+ xylazin anestezisi altinda uyutulan

sicanlarin doku ornekleri alindiktan sonra hayatlarina son verilmistir.

Dokulara uygulanmis olan histolojik prosediir: Wistar ratlardan alinan doku &rnekleri %4’°liik
formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit islemini takiben rutin histolojik doku takibi uygulanda.
Doku oOrnekleri 6nce artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi, daha sonra ksilol ile
seffaflandirildi ve parafine gomiilerek bloklandi. Boyama yapmak amaciyla belirlenen dokuyu iceren

parafin bloklarindan alinan S5pm’lik kesitlerden boyasiz preparatlar hazirlandi.

Boya éziitlerinin hazirlanmasi:Yas olan bitkiler 80 derecedeki etiivde kurutulduktan sonra kuru
olanlar direk mikserde toz haline getirilecektir. Toz halindeki bitki; su, etil alkol, hekzan ve kloroform
ile ayr1 ayr1 %20 oraninda karigim yapilarak extraksiyon islemi uygulanacaktir. 250 ml erlene alinan 20
gr bitkiye 100ml c¢oziict ilave edildikten sonra aliminyum folyo ile erlen agzi kapatilarak oda
sicakliginda ti¢ giin bekletilecektir. 3 gilinliik bekletme esnasinda karigim 75 rpm de calisan galkalayici
tizerinde birakilacaktir. Daha sonra karigim 50 ml tiiplerde 15 dakika 4000rpm 25 derecede santrifiij
edilecektir. Santrifuj sonras1 6ziit ependorf tiiplere alinip daha sonraki islemler i¢in +4 derecedeki
buzdolabinda saklanacaktir. Burada bitkisel boyalarin daha saf eldesi i¢in 3 giinliik bekletme sonras1
oOzltlerdeki ¢cozuculer doner buharlastirict yardimi ile uzaklastirilacak kati1 boya eldesi yapilacaktir. Elde
edilen kat1 boyanin saflig1 yapilacak flavonoid varligi fitokimyasal analizi ile test edilecektir. Yukardaki

islemler boya kaynag1 olarak segilen dort bitki i¢in ayr1 ayr1 uygulanacaktir.

Bitki Oziitlerindeki Fitokimyasallarin Kalitatif Analizi
1- Saponin Varlig1 Testi: Dolaptan alinan 2ml ekstract tlipe alinacak, kuvvetli bir ¢alkalamaya maruz

birakilmasi i¢in vortexlenecek. Eger kopiik olusumu gozlenirse dziitte saponin var demektir.
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Fenol ve Tanin Varligi Testi: 2 ml extrakta %2’lik FeCl3 ¢ozeltisinden 2ml konulacak
karigtirilacaktir. Karisimdaki mavi-yesil yada siyah renk olusumu 6ziitte fenol ve tanin varligini
gosterir.

3- Terpenoid Varligi Testi: 2ml 6ziit, 2ml kloroform ile karigtirilacak, daha sonra 2ml konsantre
stilfirik asit ilave edilecek dikkatli bir sekilde karistirilacaktir. Kirmizi renkte ara faz olusumu
oziitte terpenoid varligini gosterir.

4-  Flavonoid Varlig1 Testi: 2ml 6ziit, bir miktar ¢inko tozu ile karistirlacak tizerine damla damla
konsantre hidroklorik asit ilave edilecektir. Birka¢ dakika sonra kirmizi renk gozlenirse 6ziitte
flavonoid var demektir.

5- Glikozid Varlig1 Testi: 2ml oziite, 2 damla %2’lik FeCl3 igeren glasiyal asetik asitten 2ml ilave

edilecek ve karistirilacaktir. Karisim 2ml konsantre siilfirik asit igeren tiipe aktarilacaktir. Ara

fazda kahverengi halka olusumu 6ziitte glikozid varligin1 gosterir (12).

» Fitokimyasal analiz sonuglar1 +/- seklinde bir tablo haline getirilecek.

GC-MS Analizi: Gaz kromatografisi-kitle spektroskopisi (GC-MS) analizi GC-MS analizi Hewlett-
Packard 6890 serisi GC-MS analiz cihaz1 kullanilarak gergeklestirilecektir. Cihazin kolonu HP-5MS
fused silica column (5% phenyl methyl polysiloxane 30 m 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 um) ve
dedektorli Hewlett-Packard mass selective detector 6890°dir. GC-MS analizi literattrde belirtilen
prosediire gore gerceklestirilecektir. Firm 60 °C’ye 1sitilip bu sicaklikta 1 dakika beklenecek. Daha
sonra sicaklik dakikada 5 derece arttirilarak 200 °C’ye ylkseltilecek 1 dakika bekletilecektir. Son olarak
sicaklik dakikada 20 derece artirilarak 280 °C’ye yiikseltilecek ve 21 dakika beklenecektir. Helyum
(%99.9999) tas1yici1 gaz olarak ve 1 mL/dakika akis hizinda kullanilacaktir. Enjektor sicakligi 200°C’de

Yazim alanlar1 gerektigi kadar uzatilabilir tutulacaktir. Ayrilma orani 1:5°dir (13).

Dokulardan parafin uzaklastirmasi (Deparafinizasyon): Boyama éncesinde parafin igeren doku
preparatlar1 50°C etiivde 1 gece bekletilecektir. Sonra Xylol ¢ozeltisine aktarilacak. Doku

preparatlarindaki parafin uzaklagmasi gozlemlenecektir.

Preparatlardaki dokularin boyanmasi

Boyamada degisken olacak parametreler; sicaklik, pH, dehidratasyon ve mordan maddeleridir. Bir
bitkiden hazirlanan boya ¢ozeltisine farkli dokulari iceren preparatlar daldirilip dnce oda sicakliginda
25°C, 50°C sicakliklarda etiivde (NUVE 500) 1’er saat bekletilecek. Bu islem diger bitkilerden
hazirlanan o6ziitlere de ayr ayr1 uygulanacaktir. Boya ¢6zeltisinden ¢ikartilan preparatlar bol saf su ile
yikandiktan sonra ksilene daldirilip entellan ile kapatilacaktir. Preparatlarin 151k mikroskop goriintiileri
degerlendirilerek kayit altina aliacaktir. Dokular 6n mordanlama yapilarak ve yapilmadan boyamalar

gerceklestirilecektir. Destaining olmamasi (boya sokiilmemesii) i¢cin boyamadan ¢ikan preparatlarin
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farkli derecedeki alkollerde bekletilmesi yapilmayacaktir. Boyama sonrasi bol su ile durulama sonrasi
ksilene daldirilip kapatma islemi yapilacaktir. Bu durum kullanilan boyarmaddelerin ¢ozicilerinin
alkol olmas1 durumunda gegerli olacaktir. Bunun gibi bir¢cok aplikasyon boyama islemi esnasinda ve

sonrasinda karsilasacagimiz duruma gore uygulanacaktir.

Doku Boyamada Farkh Parametreler
1- Boyama Oncesi islemlerde yapilacak ¢oziicii degisimleri polar, apolar ¢oziicii kullanimi
2- Boya ¢ozeltisinde yapilacak mordan degisimi ile pH degisimleri
3- Boya extraksiyonunda farkli ¢6ziiciilerin kullanimi
4- Dokulara boyama 6ncesi metal tuzlar1 uygulayarak metal takilmasi sonrasinda boyanmasi
(komplex olusumu)
5- Doku boyama esnasinda boya ¢6zeltisine farkli metal tuzlari ilave edilmesi

6- Ikili boyama regetesinin uygulanmasi

Dokularin Hematoksilen-Eosin ile Boyanmasi
Rutin olarak kullanilan boya hematoksilen (mavi) ve eosindir (kirmizi). Kisaca “HE” veya “H&E”
denilir. Otomatik boyama aygitlarinda yaygin olarak uygulanmakta olan program sdyledir: Projede bu
prosediir manuel olarak boyasiz rat bobrek, karaciger, akciger, over, testis doku kesitlerine
uygulanacaktir.

* Ksiloller (6 dakika),

« alkoller (3 dakika), * su (2 dakika),

* hematoksilen (6 dakika), ¢ su (1 dakika),

« asit-alkol (10 saniye),

* su (1 dakika),

« amonyak (5 saniye),

* su (1 dakika),

* €0zin (45 saniye),

* su (1 dakika),

« alkoller (1 dakika),

» ksiloller (5 dakika)



BULGULAR

Havaciva (Alkanna tinctoria) bitkisinden elde edilen 6ziitler boyanmis karaciger dokusunun
151k mikroskobu altinda ¢ekilmis fotograflar1 incelendi. Ekstrakta mordan ilave edilmeden
yapilan boyamada, sitoplazmada soluk kahverengi boyama Sekil 1A'da gosterilmistir. CuSO4
eklendiginde agik pembe renk boyama Sekil 1B'de gosterilmektedir. Alum ilavesiyle boyama
yapildiginda koyu pembe-kirmizi renklendirme goriilmektedir. Sekil 1C ve ayrica NiSO4

eklenmis acik mor boyama Sekil 1D'de gosterilmistir.

Sekil 1. Havaciva 6ziitiinde farkli mordanlarla boyal1 karaciger dokusunun fotografi x40
A) Mordansiz  B)CuSOgsile  C)Sapli D)NiSOs ile

Havaciva (Alkanna tinctoria) bitkisinden elde edilen Oziitler boyanmis

bobrek dokusunun 151k mikroskobu altinda ¢ekilmis fotograflari incelendi. Oziite mordan ilave
edilmeden yapilan boyamada, sitoplazmada soluk kahverengi boyama Sekil 2A'da
gosterilmistir. CuSO4 eklendiginde agik pembe renk boyama Sekil 2B'de gosterilmektedir.
Alum ilavesiyle boyama yapildiginda koyu pembe-kirmizi renklendirme gériilmektedir. Sekil

2C ve ayrica NiSO4 eklenmis agik mor boyama Sekil 2D'de gosterilmistir.



C | D

Sekil 2. Havaciva oziitiinde farkli mordanlarla boyali bobrek dokusunun
fotografi x40 A) Mordansiz  B)CuSO4ile  C)Sapli  D)NiSO4 ile



TARTISMA VE SONUC

Daha 6nce yaptigim calismalarda, yayinlarda nargicegi bitkisinin sulu 6ziiti Wistar rattan
alinan karaciger, bobrek, kalp, akciger dokularina uygulandi (14). Bu ¢alismada mordan
maddesi kullanilmadan sadece sulu 6ziit ile boyama yapildi ve dokuda soluk renklerde ¢ok
belirgin olmayan boyamalar elde edildi. Kirmiz1 lahana 6ziitii ile de rat dokular1 degil sadece
kan hiicreleri boyamasi iizerine ¢alismalar yapildi (15). Ayrica nar ¢igeginin ethanol 6ziitii ile
wistar ratin ovary ve testis dokularinda farkli pH ortamlarinda boyama c¢alismasi da yapildi
(16). Fakat bu ¢alismalarda kullanilan 6zutlerin GC-MASS analizleri i¢in imkan olmamisti. Bu
devam eden NAP projemde 2 bitki i¢in yapilmaktadir. Bu projede doku boyama ¢alismasi hig
yapilmamis Havaciva 6ziitii kullanildi. Wistar rat’in karaciger ve bobrek dokularinda farkl
mordanlar1 havaciva 0ziitlinde kullanarak hiicre ¢ekirdek ve sitoplazmasinda daha canl
boyamalar yapilmistir. Bu ¢alismalar uluslararasi yayin ¢alismalari igin yeterli gelmektedir.
Fakat diger projeden GC-MASS analizleri ile boyamalar desteklenince SCI yayinlar yapmak
mimkun olacaktir. Bu projeden alinan santriftlj aleti NAP projesinde gereken DNA izolasyonu
ve daha analitik boya ¢0zeltisi hazirlamakta, biyokimya ve tibbi lab derslerinde

kullanilabilecektir.
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