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PANKREASIN FARKLI YAPILARININ BELİRLENMESİNDE UYGUN 

HİSTOLOJİK BOYAMA YÖNTEMLERİNİN KIYASLI İNCELENMESİ 

Sacide Gazilerli* Cengiz Güven** 

Pankreas hem endokrin (iç salgı) hemde ekzokrin (dış salgı) yapan bir bez- 

dir. Pankreasın ekzokrin salgısı sindirimde iş gören enzimlerdir. Bu salgı tubu- 

loalveoler bez yapısındaki ekzokrin son kısımlarda yapılıp duodenuma akıtılır. Ek- 

zokrin son kısımlar protein tabiatında salgı sentez eden seröz son kısımların ya- 

pısını yansıtır. Böylece son kısım hücreleri apikal bölümlerinde salgı içeriğine bağlı 

asidofili yanında bazal bölümlerinde ergasitoplazma nedeniyle bazofili gösterirler. 

Bu özellikleri yönünden hücreler uygun boyama yöntemleriyle incelenebilir. En- 

dokrin pankreas veya Langerhans adacıkları ise başlıca insulin ve glukagon sal- 

gılayan çeşitli endokrin bücrelerden yapılmıştır. Böylece endokrin pankreasda glu- 

kagonun kaynağı A hücreleri, insülinin kaynağı B hücreleri ve arjirofil granüllü 

hücreler ile granül içermeyen C hücreleri yer alır (2,5,16). Bu hücrelerin sapta- 

nabilmesi amacıyla özel histolojik veya histokimyasal yöntemler uygulanır. Bu 

amaçla Azan yöntemi eskiden beri Langerhans adacık hücrelerinin saptanmasında 

kullanılır (2,4,5,12,16). Bu yöntemle endokrin pankreasda 3 tür hücre saptanabilir. 

Ancak endokrin pankreasda salgı içeriği yönünden farklı endokrin hücrelerin belir- 

lenmesinde her hücre için ayrı özel boyama yöntemleri de uygulanır (1,6.7,8,9,10, 

13,14,15). Bu çalışmada hem Langerhans adacıklarının farklı endokrin hücre!'e- 

rini birarada gösterebilmek ve hem de ekzokrin bölümler yanında stromanın da ya- 

pasını belirlemek amacıyla çeşitli boyama yöntemleri uygulandı ve birbirleriyle 

kıyaslanarak en elverişli olanının saptanmasına çalışıldı. 

MATERYEL VE YÖNTEM 

Materyel olarak cinsiyet ayrımı yapılmadan 200 - 250 gr. ağırlığında 7 adet 

normal ergin kobay kullanıldı. Hayvanlar eter anestezisiyle birkaç dakikada uyu- 

tulup açıldı ve pankreası alındı. Alınan parça'ar önce laboratuvarın alışılmış tes- 

bit solüsyonu 96 10 formalin ve ayrıca Bouin (Pikrik asit, formalin, asetik asit) ve 
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Zenker (asetik asit, merkürik klorid, potasyum dikromat, sodyum sülfat) solüs- 
yonlarında 18-24 saat süre ile tesbit edildi. Deneme preparasyonlarında Bouin s0- 
lüsyonunum uygulanan özel yöntemlerde daha başarılı sonuçlar verdiği görülerek, 
çalışmada Bouin tesbit solüsyonu kullanıldı. Parafin blokları yapı'dı, bu bloklar- 
dan alınan 3-5 mikron kalınlığındaki kesitlere aşağıdaki boya yöntemleri uygu- 
landı. 

Pankreasın genel yapısını belirlemek amacıyla laboratuvarın alışılmış boya- 
ma yöntemi Hematoxylin-Eosin : 

Hem parankima hemde siromanın bazı elemanlarını spesifik boyayarak daha 
ayrıntılı yapısını göstermek amacıyla Azan (azocarmine, orange G, anilin mavisi) 
yöntemi; 

Özellikle Langerhans adacıklarının fark'ı endokrin hücrelerini gözleyebilmek 
amacıyla, Aldehyde fuohsin, ayrıca Aldehyde fuchsin ile birlikte toluidin mavisi 
veya orange G ve Light Green boyaları kul'anılan iki ayrı modifiye şekli; 

Endokrin pankreasın arjirofil hücrelerini saptayabilmek amacıylada gümüş 
impegnasyon yöntemleri uygulandı. 

Boyanan preparasyonlar Kanada balsamı ile kapatılıp, Zeiss foto - mikros- 
kobunda gözlenerek mikrofotografları çekildi. 

BULGULAR 

Laboratuvarın alışılmış boyama yöntemi Hematoxylin - Eosin ile pankreasın 
yapısı genelde incelenebilmektedir. Bu boyama yöntemi ile stroma ve parankima 
elemanalrı ayrılabilmekde, ancak bir asit bir bazik boya içeren bu yöntemle ya- 
pının belirlenmesi daha çok hücre tertiplenmesindeki farklılık nedeni iledir. Or- 
ganın gerek stroma gerek parankimasındaki yapı veya içerik farklılığını belirle- 
mek amacıyla çeşitli boya karışımları içeren yöntemler kullanmak gerekmektedir. 
Bu nedenle çeşitli asit ve bazik boya karışımı olan Azan boyama yöntemi organ- 
da farklı yapı elemanlarını belirler. Bu yöntemle stromanın bağ dokusu lifleri özel- 
likle kollagen lifer boya karışımındaki anilin mavisi ile mavi renkte izlenebiliyor. 
Böy'ece loblar arasındaki genişçe bağ dokusu bölmelerde, boşaltma kanalları ve 
damarlar çevresinde kollagen lifler belirgin olarak görülebiliyor. Loblar içinde 
ise son kısımlar ve Langherhans adacıkları çevresinde ancak ince mavi çizgiler 
şeklinde çok az bağ dokusu lifi seçilebiliyor. Genel olarak bütün hücre nukleusları 
kromatin içeriğine bağlı olarak ya ince kırmızı granüllü veya kromatini yoğun 
olan nukleuslarda daha yoğun yapıda kırmızı görülüyor. Bu boyama yöntemi ile 
parankimanın belirlenen bölümleri ise şöyle : 

Egzokrin pankreas asinus hücrelerinin RNA dan zengin bazal sitoplazmaları 
boya karışımındaki bazik boya anilin mavisi ile mavi renkde izleniyor. Asinüs 
hücrelerinin apikal sitoplazma bölümleri hücrelerin fonksiyon durumuna göre ge-
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niş veya dar bölümler şeklinde azokarmin ile kırmızı renkde görülüyor. Bazı asi- 
nüs hücrelerinin apikal bölümleri ise salgılama periyoduna bağlı olarak az boya- 
nıyor veya bazan bir boyanma göstermiyor (Resim 1). Endokrin pankrcasın çe- 
şitli hücrelerini belirlemede kullanılan spesifik boya Azan yöntemi ile Langerhans 
adacıklarında 3 farklı renkte boyanan hücre tipi görülüyor. Bir adacık hücreleri- 

Resim i : Pankreasda ekzokrin son kısımlar (asinuslar) ve arada intralobuler boşaltma 

kanalı (okla işaretli) görülüyor. Azan X 700 

nin büyük çoğunluğu (B hücreleri) boya karışımındaki orange G ile sarı portakal 
rengi boyanan hafif granüller yapıda sitoplazma içeriyor. Bunlar arasında anilin 
mavisi ile boyanan hafif granüler materyel taşıyan mavi sitoplazmalı daha az hüc- 
re (D hücreleri) görülüyor (Resim 2). Bazı Langerhans adacıklarında görülemi- 
yecek kadar az sayıda hücre (A hücreleri) ise Azocarmine ile boyanan sitoplaz- 
mik hücre içeriğine bağlı olarak koyu pembe-kırınızı sitoplazmaları ile ayrılabili- 
yorlar, Son zamanlarda özellikle endokrin pankreasın hücrelerini sitoplazmik içe- 
rikleri nedeni ile be'irlemekde kullanılan diğer bir boya da aldehyde fuchsindir. An- 
cak endokrin pankreasın fark'ı hücreleri yanında ekzokrin bölümleri ve stroma 
elemanlarını da belirlemek amacıyla aldehyde fuchsin ile birlikte çeşitli asit ve 
bazik boyalar kullanılır. Biz de bu amaçla preparasyonlarımızda aldehyde fuchsin 
ile birlikte toluidine mavisi veya orange G-light green birleşik boyama yöntemle- 
rini uyguladık. Aldehyde fuchsin kullanılan bütün preparasyonlar Langerhans 
adacıklarının B hücreleri aldehyde fuchsin ile boyanarak kırmızı-mor renkte gö- 
rülüyor. Aynı şekilde stroma elemanlarından bağ dokusunun elastik lifleri de ay- 
nı renge boyanıyor. Böylece elastik liflerin yoğunlaşma bölgeleri olan arter du-
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mavi renkte izleniyorlar (Resim 4). Bu yöntemle stromanin mastositleri de tolu- 

idine mavisi ile spesifik olarak boyanıyor. Boşaltma kanalları ve damarlar çevre- 

sindeki interlobular alanlarda bu hücreler bazik boya toluidine mavisi ile metak- 

romatik boyanan granüllü sitoplazmaları ile belirgin olarak ayrılabiliyor. Ekzok- 

iii 

Resim 4 : Largerhans adacığı. Koyu renk ve fazla sayıda olanlar B hücreleri, açık renk ve 

iri görülenler A veya D hücreleri olabilir. Aldehyde-tuchsin ve toluidin mavisi X 800 

rin pankreasın asinüs hücreleri ise bu yöntemle bazal sitoplazmaları RNA iiçeri- 

gine bağlı olarak bazik boya toluidine mavisi ile mavi boyanırken apikal bölüm- 

leri az veya çok oranda Salgı içeriğine bağlı olarak pembe renkte ve hafif granü- 

ler yapıda görülüyor. Aldehyde fuchsin ile birlikte orange G-Light Green kulla- 

nılan modifiye yöntem ile bağ dokusunun elastik lifleri aldehyde fuchsin ile kir- 

mızı - mor, diğerleri Light Green ile yeşil, bütün hücre nukleusları orange G ile 

portakal renginde izlenyor. Bu yöntem ile Langerhans adacıklarında fuchsin ile 

kırmızı - mor boyanan hücreler (B hücreleri) çoğunluğu ( oluştururken daha az 

oranla portakal rengi nukleuslu ve Light Green ile yeşil boyanan sitoplazmalarıyla 

iri poligonal veya üçgenimsi yapıda hücreler belirleniyor, Bunar D hücreleri ol- 

malı, Her adacıkta saptanamıyan çok az sayıda hücre ise sarı renkde sitoplazmalı 

ve çoğunlukla uzunca veya mekik biçimi hücreler şeklinde beliriyor. Bunlar ise 

A hücreleri olmalı (Resim 5). Bu yöntemle ekzokrin pankreasın asinus hücre- 

lerinin bazal sitoplazmaları morumsu boyanirken apikal sitoplazmaları bü- 

yük büyütmelerle belirgin, portakal rengi granüller içeriyor. o Aldehyde 

fuchsin ile toluidine mavisi kullanilan modifiye yöntemde endokrin pankreasta 

farklı renkte sitop'azmik granül içeren iki hücre türü belirmesine karşın, aldehyde 

fuchsin yanında orange G ve Light Green kullanılan modifiye yöntemde ise Lan-
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Resim 7 ; Langerhans adacığında arjirofil hücreler (okla işaretli). Gümüşleme X 800 

granülsüz görülmesine karşın, bu hücreler koyu siyah boyanan iri sitoplazmik gra- 

nülleri ile saptanabiliyorlar. Bu yöntemle ekzokrin pankreasın asinus hücreleri ise 

bazal bölümlerinde siyah renkte görülürken apikal sitoplazmaları spesifik olmayan 

şekilde sarı renkte izleniyor. 
Langerhans adacıklarında her tür boyama yöntemiyle sitoplazması boyana- 

mıyan veya Salgı niteliğini belirleyen granül içermeyen hücreler çok seyrek olarak 

görüldü. Bunlar C hücreleri olmalı. 

TARTIŞMA 

Bilindiği gibi pankreas, endokrin (içsalgı) ve ekzokrin (dış salgı) salgı yapan 

iki farklı yapı içermektedir. Sa'gı içerikleri nedeniyle dış salgı yapan hücreler asit 

boyalarla gösterilebilirler. Ayrıca bu hücreler ergastoplazma içerikleri nedeniyle 

bazik boyalarla da ışık mikroskopik düzeyde gözlenebilirler (2,5,16). Pankreasın 

endokrin kısımlarındaki (Langerhans adacıkları) hücrelerin gösterilmesi ise asit 

ve bazik boya karışımlarını içeren boya yöntemleri ile sağlanabilir (2,4,5,12,16). 

Endokrin hücrelerin içerdikleri salgı granüllerinin korunabilmesi için seçile- 

cek tesbit sıvısının (fikzatör) önemi büyüktür. Farklı araştırıcılar tarafından bu 

amaçla önerilenler Bouwin (1,6,9,10,14,15), Halmi (4), Susa (9) veya Zenker (2, 

9,13) gibi asit veya ağır metal tuzları içeren tesbit sıvılarıdır. Gabe'a (4) göre 

potasyum bikromatlı sıvılar her şartta başarılı sonuçlar vermektedir. Bizde labora- 

tuvarın alışılmış tesbit sıvısı formalin yanında Bouin (11) ve Zenker (4) tesbit
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sıvılarını denedik. Bouin sıvısının yapılan çeşitli boyama yöntemleri için daha 

uygun olduğunu gördük. Laboratuvarın alışılmış boyama yöntemi Hematoxilin- 

Eosin ile pankrcasda parankima ve stroma elemanları ayrılabilir. Bu yöntemle 

ekzokrin son kısımlar arasında, açık renk boyanan ve kapillerler çevresinde kü- 

melenen hücre toplulukları şeklinde endokrin bölümler (Langerhans adacıkları) gö- 

rülür, Ancak Hematoxilin-Eosin boyası ile endokrin pankreasda bulunan salgı ve 

buna bağlı olarak içerik yönünden farklı hücreler belirlenemez. Farklı salgı mad- 

deleri oluşturan değişik tipdeki bu hücrelerin ayrılabilmesinde genellikle Azan bo- 

yama yöntemi kullanılmaktadır (2,5,16). Bu yöntemle endokrin pankreasda içer- 

dikleri salgı granüllerinin boyanmasına göre 3 tür hücre saptanabilir. Bunlar oran- 

ge G ile sarıturuncu boyanan B hücreleri Azocarmin ile kırmızı boyanan A hüc- 

releri ve anilin mavisi ile mavi boyanan D hücreleridir. 

Endokrin pankreasın farklı salgı hücrelerini belirlemek amacıyla son yıllarda 

Aldehyde fuchsin boyama yöntemide önerilmektedir (1,6.9,11,13,15,16). Ancak 

Aldehyde fuchsin Langerhans adacıklarında sadece B hücrelerini özel olarak be- 

lirler. Endokrin pankreasda B hücreleri yanında diğer endokrin hücrelerin de sap- 

tanabilmesi amacıyla Aldehyde-fuchsin ile toluidin mavisi (9) veya trikrom (1,6, 

13) boyaları karışımlarını kullanmak gerekir. Biz de uyguladığımız benzer yön- 

temlerle aldehyde-fuchsin ve toluidin mavisi ile endokrin pankreasda B hücrelerini 

mor bunun yanında diğer bütün hücreleri mavi boyanmış olarak izledik. Gözlem- 

lerimize göre Langerhans adacıklarında farklı hücre tiplerini ayırmakta aldehyde- 

fuchsin ile uygulanan toluidin mavisi B hücreleri dışında farklı hücre belirleme- 

diği için kanımızca bütün endokrin hücrelerin saptanmasında uygun bir yöntem 

değildir. Gabe (4) asit hidrolizini izleyen toluidin mavisi ile boyamada D hücrele- 

rinin koyu kırmızı geçici bir metakromazi verdiğini belirtmektedir. Ancak bu me- 

takromatik boyanma geçici olduğu için D hücreleri uzun süre gözlenemez ve de- 

vamlı preparasyonlarda kanımızca yararlı olamaz. 

Aldehyde-fuchsin, orange G ve light green boya karışımıyla hazırlanan pre- 

paratlarımızda B hücreleri mor (1,6,9,13,15), D hücreleri yeşil (3,11,15) ve A hüc- 

releri sarı - portakal renginde yeterli kontrasda ayrılabilmekteydi. Kanımızca bu 

yöntem endokrin pankreasda farklı hücre türlerini ayırmakta toluidin mavisi ve 

aldehyde-fuchsin yöntemine oranla daha uygundur. 

Endokrin pankreasda uygun birleşik boyama yöntemleriyle çeşitli hücreler bir 

arada, belirlenebildiği gibi yalnız tek tür hücre veya salgı materyelini saptayabil- 

meyi amaçlayan boyama yöntemleri de kullanılır. Aldehyde-fuchsin, insülin salgı- 

Tayan B hücrelerinin (i ,6,9,13,15,16), gümüş tuzları veya arjirofl reaksiyonda, 

A ve D hücrelerinin (7,8,14) özel boyalarıdır. Biz de aldehyde - fuchsin ile B 

hücrelerini Langerhans adacıklarında belirgin olarak izledik. Ancak gümüş tuz- 

larıyla belirlenen az sayıdaki arjirofil granüllü hücreler A veya D hücreleri ola-
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bilir (6,15). Bazılarına göre ise A ve D hücreleri farklı büyüklükde aynı yapıda 

iki granül içeriğinden biri veya öbürünün belirlediği hücre şekilleridir. Bu hüc- 

reler birbirlerine dönüşebilirler (2,11), veya A hücreleri gümüş tuzlarını redükte 

eden veya etmeyen granüle sahip iki türde olabilirler (4,6). Biz de ışık mikrosko- 

pik düzeyde gümüş tuzlarını redükte eden granül içeren hücreleri saptadık, ancak 
bu hücreler A veya D hücreleri olabilirler. 

Her boyama yönteminde sitoplazması boyanabilen granül içermediği için bo- 
yanmayan veya spesifik olmayan şekilde açık renk görülen hücreler C hücreleri 
olmalı (2,5,16). 

Uyguladığımız yöntemlerden endokrin pankreasda B hücreleri aldehyde-fuch- 
sin veya A ve D hücreleri gümüş tuzlarıyla özel olarak boyanabilirler. Ancak farklı 

endokrin hücrelerin bir arada belirlenmesinde aldehyde-fuchsin, orange G ve light 

green yöntemi, eskiden beri kullanılan Azan yöntemi kadar başarılı olabilir. Ay- 

rıca bu yöntemle ekzokrin bölümler veya stromanın bazı yapıları da ayrı renk 
veya belirgin kontrasda açıkca izlenebilmektedir. 

ÖZET 

Bu çalışmada pankreasda endokrin ve ekzokrin parankima ile stromanın ya- 

pısını belirlemek amacıyla çeşitli histolojik boyama yöntemleri denendi. Labora- 

tuvarın alışılmış yöntemi hematoxylin - eosin ile endokrin pankreasın alışılmış bo- 

yama yöntemi azan yanında çeşitli özel boyama yöntemleri uygulandı. Uygulanan 

bu yöntemlerden aldehyde-fuchsin'in B hücrelerini, gümüş tuzlarının ise A veya 

D hücrelerini özel olarak belirlemesi yanında, aldehyde - fuchsin, orange G ve 
light green boya karışımının endokrin pankreasda farklı renkde üç tür hücre ile 
ekzokrin bölümlerde ve stromada da farklı yapıları saptamaya uygun bir boyama 
yöntemi olduğu görüldü. 

SUMMARY 

The Comperalive 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 €xocrine 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 technigucs were applied. From these aldehyde - fuchsin showed 
B cells and argentum salts showed A or D celis specialIy. 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 
&xocrine parts and stroma.
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