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Hematoxylin, the most widely used nuclear stain was extracted from logwood. Hematoxylin was not a dye.
Hematain, the oxidation product of hematoxyli,n was a weak anionic dye. Oxidized hematoxylin (hematein)
has little affinity for tissue, but becomes a strong dye with a particular affinity for nuclei when combined with a
metallic mordant. In some solutions of hematoxylin, the oxidizer also serves as the mordant; these solutions,
most commonly the iron hematoxylins, are not stable. To achieve stability, the mordant shoud not oxidize the
solution. Ammonium or potassium aluminum sulfate, phosphotungstic acid and phosphomolybdic acid were in
this category of nonoxidizing mordants. More selective nuclear staining can be achieved by adding either an
excess of acid or an excess of aluminum. Eosin was the most widely used counterstain in the routine staining of
sections. The best staining with eosin will occur at a pH of approximately 4,6 to 5. Used properly, at least three
shades of pink can be obtained with eosin alone; erythrocytes, collagen, and the cytoplasm of muscle or
epithelial cells should be stained with different shades or intensities of pink.
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Niikleer boya olarak en fazla kullanilan Hematoksilen, aga¢ kabugundan elde edilir. Hematoksilen kendi bagina
bir boya degildir, aslinda oksidasyon iiriinii olan hematein zayif anyonik boyadir. Hemateinin dokuya afinitesi
azdir, fakat metalik mordantlar eklendiginde ozellikle niikleuslara afinitesi artar ve kuvvetli boyar. Bazi
hematoksilen soliisyonlarinda oksidasyon ajanlar1 mordant gorevi yapar, bu soliisyonlar, ki bunlar ¢ogunlukla
demirli hematoksilenlerdir, kalict degildir. Kaliciligi arttirmak i¢in mordantin, oksidasyon ajani olarak gorev
yapmamasi gereklidir. Amonyum veya potasyum aliiminyum siilfat, fosfotungstik asit ve fosfomolibdik asit
non-oksidan mordantlardir. Daha secici niikleer boyanma asit veya aliiminyumun arttirilmasi ile saglanabilir.
Eosin, kesitlerin rutin boyanmasinda en fazla kullanilan zit boyadir. Eosin ile en iyi boyanma yaklasik pH 4-6’
da meydana gelir. Bu boya ile eritrositler, kollajen, kas veya epitelyal hiicre sitoplazmalarin boyanmasinda
pembenin farkli tonlar1 segilmelidir.

Anahtar sézciikler: Hematoksilen, eosin, niikleus, sitoplazma:

Giris genis kullanim1 olan, dokunun farkli bolgelerini farkli
Genel doku boyasi olarak; nukleus ve sitoplazma olarak boyayan Hematoksilen-Eosin boyasidir. ™

aymriminda kullanilan, histolojik boyalar iginde en Hematoksilen - genellikle; nukleusu mavi-siyah

renkte boyayarak intraniikleer detay iyi gdsterir. Eosin
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ise; hiicre sitoplazmasini ve bag dokusu elemanlarini
cesitli varyasyonlarda pembe, turuncu
renkte boyar.”

ve kirmizi

Hematoksilen

Hematoksilen, Yunanca Haimato (kan) ve Xylon
(odun) kelimelerinden koken alir. Meksika’da yetisen
Haematoxylon campechianum L. agacin
kabuklarindan kaynatilarak, ekstraksiyon yontemi ve
rekristalizasyonla elde edilen dogal bir boyadir.
Gortintimii kahverengi-kizil, C.1. ad1 “Natural Black 17
(C.I. 75290) ve molekiil agirligr 302,288 gr/mol’diir.
Coziiniirlik 1 gr/100 ml su, ve 30-40 gr/100 ml etil
alkoldiir.

Hematoksilene bir
kullanilir, kendisi bir boya degildir. Hematoksilen

isimli

boyanin kaynagi olarak

boya ¢ozeltilerinin hazirlanmast esnasinda,
oksidasyonla hemateine doniisiir.”

Bu doniisiim genellikle kimyasal ajanlarla
saglanirken (kimyasal oksidasyon), bazen de

atmosferik oksijen ile (dogal oksidasyon) gerceklesir.
Kimyasal oksidasyon ajani olarak; NalO; (sodyum
iyodat) ve HgO (civa oksit) en sik kullamilanlardir.”
Dogal oksidasyonla hazirlanan boya ¢ozeltilerinin raf
omrii, kimyasal oksidasyonla hazirlananlara gére daha

uzundur.

Olgunlagma (“ripening”), hematoksilenin
kimyasal ya da dogal oksidasyonla hemateine
doniislim siirecini tamimlar. Oksidasyon asamasi

siireklilik gosterebilir ve asir1 oksidasyon (“over
oxidation”) gerceklesir.
istenmeyen ¢okmelere neden olur. Bazi hematoksilen
formiilasyonlarinda asir1 oksidasyonu engellemek i¢in
boya ¢ozeltisine gliserin ilave edilmesi Onerilmektedir.
Gliserin ilavesinin ayni zamanda c¢ozeltide mantar
tiremesini geciktirdigi de bildirilmektedir.*

Hematein yalniz basina doku kesitlerini ¢ok zayif
Hemateinle iyi bir boyama boya
cozeltilerine mordant ilavesi veya boyadan sonra
gereklidir.  Siklikla
kullanilan mordantlar aluminyum, demir ve tungsten
tuzlaridir. Molibden ve kursun tuzlariin kullanimi
sinirlidir (Tablo 1). Aluminyumlu hematoksilenlerle
nukleusun boyanmasinda; boya ¢ozeltisine ilave edilen
asetik asit nukleer kromatin ile reaksiyona girer ve
detaylarin incelenmesine olanak saglar."” ilk olarak

Bu da boya c¢ozeltisinde

boyar. i¢in;

mordantla  diferansiyasyon
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1865’te Boehmer tarafindan bildirilen aluminyumlu
hematoksilen formulasyonundan giiniimiize dek, ¢ok
sayida nukleer boyamada kullanilan aluminyumlu
hematoksilen formulasyonu gelistirilmistir (Tablo 2).
Aluminyumlu hematoksilenlerin tiim formiilasyonlari
progresiv ve regresiv boyama yapar (Tablo 3).

Progresiv boyamada; boyanmanin yeterli oldugu
noktaya dek doku kesiti boya ¢ozeltisi iginde tutulur.
Belirli araliklarla boyanma siddeti mikroskop altinda
kontrol edilir. Boyanma yeterli koyuluga ulasildiginda
boyama islemi sonlandirilir.’ Regresiv boyamada ise;
doku kesiti belirlenen bir siirede boya ¢ozeltisi i¢inde
tutulur, asir1 boyanma (“over staining”) olusur. Doku
kesitinden
uzaklastirilir. Istenen koyuluga ulasilir, boyama islemi
sonlandirilir.

Progresiv genellikle

konsantrasyonlar1 diisiiktiir, yavas boyama yaparlar,
Regresiv  hematoksilenlerde ise;  konsantrasyon
yiiksektir, buna hizli
gergeklesir. Boyanin fazlasinin
diferansiyasyonla birkag
Regresiv boyamada; doku kesitinin 5 veya 15 dakika
boya ¢ozeltisinde kalmasi ¢ok dnemli degildir, her iki
sekilde de asin boyanma gerceklesecek ve
diferansiyasyon islemi sonucunda her iki siirecte de
boyanma ayni siddette olacaktir.?
Regresiv boyama; progresive gore daha hizli ve daha
iyl sonug¢ veren bir yontemdir. Bununla beraber, doku
kesitinden ve lam yiizeyinden fazla hematoksilin
diferansiyasyonla uzaklastirildigindan temiz, berrak bir
zemin goriintiisii olusur.**

Diferansiyasyon saglanir.
Hematoksilenin alkolde yiiksek c¢ozlniirligi goz

boyanin fazlas1 diferansiyasyon ile

hematoksilenlerin

bagli olarakta boyama
alinmasi

saniyelik bir islemdir.

dilue asitle
Online alinarak, dilue asitin alkolde hazirlanmasi
uygundur. Diferansiyasyon islemi basit olarak suyla
yikanarak Diferansiyasyonda
hematoksilenin tamamen kaybedilmesi durumunda
boyama islemin tekrarlanmasi problemi ¢ozecektir.
Aluminyumlu
genellikle hafif asit pH’da oldugundan, nukleus koyu
kirmizidan mora dénen bir renkte boyanir. Bu rengin

durdurulur.

hematoksilenlerin formulasyonu

maviye donmesi ve sonradan uygulanacak kirmizi
renkli zemin boyas1 (eosin) ile kontrast vermesi i¢in
hafif bazik bir ortamla mavilestirme (“blueing”)

yapilir.  Progresiv.  veya  regresiv  boyamada
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Tablo 1. Hematoksilen mordantlari.

Metal Mordant Ornek Boya Boyama Alani
Aluminyum® Al-amonyum silfat + Harris ¢ Nukleus
(amonyum alum) + Mayer
Al-potasyum siilfat ¢ Gill
(potasyum alum) + Delafield
Aluminyum siilfat ¢ Cole
¢ Carazzi
+ Gill
Demir * Demir (Ill) klorGr + Weigert ¢ Nukleus
Feri amonyum sulfat ¢ Verhoeff ¢ Elastik lif
¢ Loyez ¢ Myelin
¢ Heidenhein ¢ Mitokondri,kas
gizgilenmeleri, nukleer
kromatin, myelin
Tungsten * Fosfotungstik asit PTAH Cizgili kas, néroglial lifler,
fibrin
Molibden Fosfomolibdik asit Fosfomolibdik asit- Kollagen, arjentaffin hiicreler
Hematoksilen ve Paneth hicreleri
Kursun Kursun sulfat Kursun-Hematoksilen Endokrin hicre granilleri

*

Sik kullanilan metaller

Tablo 2. Aluminyumlu hematoksilenler

= Anderson » Friedlander = Horneyold = Masson

= Apathy = Gadsdon = Krutsay = Mayer

= Bennett = Gage = Kleinenberg = Mayer-HCI

=  Bohmer = Galigher = Langeron = Mitchell

= Bullard =  Garvey = Launoy = Papamiltiades

= Carazzi* = Gill¥ = Lillie = Psey

= Cole* =  Graham = Lee = Rawitz

= Debiden = Hamilton = MclLachlan = Sass

= de Groot = Harris* = Martinotti = Schmorl

= Delafield* » Harris & Power = Mallory = Unna

=  Duval = Haug = Mann =  Watson

= Ebhrlich* = Hine =  Masson = Weigert & Wright

* Sik kullanilan hematoxylinler

Tablo 3. Aluminyumlu hematoksilenlerde boyama sireleri

Cole Hematoxylin 20-45 dakika  Harris Hematoxylin (R) 5-15 dakika

Delafield Hematoxy. 15-20 dakika  Carazzi Hematoxylin (P) 1-2 dakika

Ehrlich Hematoxylin 20-45 dakika  Carazzi Hematoxylin (R) 10 dakika

Mayer Hematoxylin (P) 5-10 dakika Gill Hematoxylin | 2 dakika

Mayer Hematoxylin (R) 10-20 dakika  Gill Hematoxylin Il 3dakika

Harris Hematoxylin (P) 4-30 saniye Gill Hematoxylin 11l 1,5 dakika
mavilestirme dilue amonyakli su, dilue lityum  gergeklestirilir. Mavilestirme asamasi bazik olmayan

karbonatli su veya bazik karakterli musluk suyu ile  bir su ile durdurulur. Hematoksilen ¢ozeltilerinde
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caligma  esnasinda veya c¢ozeltilerini  saklama
siirecinde, gerek kimyasal gerekse fiziksel etkenlerle
degisiklikler olabilir. Boyama esnasinda hematoksilen
cozeltisine lamlarla su kanigmasi ile boya
konsantrasyonu diiger, boyama zayif olur, boya
¢ozeltisi yenilenmelidir. Cozeltide oksidasyon yavas
ve giinden giine diizensiz olarak devam eder, ¢okelti
olusur, boya c¢ozeltisi siliziilmelidir.  Otomatik
makinelerde bu ¢ékmeler titkanmalara neden olabilir."™

Eosin

Rutin histolojik boyamada aluminyum
hematoxylinlere ~zit boya olarak, sitoplazma
boyamasinda kullanilir.® Giiniimiizde Eosin Y sekli
(Eosine  Yellowish) kullanmilmaktadir. Eosin S
(C.1.45386) ve Eosin B (C.1.454300) kullanimi
sinirlidir. Eosin Y (Bromoeosine, D&C Red No 22,
Tetrabromofluorescein) goriiniimii  yesil-turuncu toz
seklinde, C.I. ad1 “Acid Red 877, C.I. 45380, molekiil
agirligr 691.914 gr/mol ve ¢oziiniirlik: 40 gr/100 ml
su, 2 gr/100 ml etil alkoldiir.

Eosinle boyamada, nukleusa yaptigi kontrastla
beraber parlaklik O6nemlidir. Normalde sari-yesil
cozeltisi olan eosine %1 oraninda asetik asit ilavesiyle,
¢oOzelti kirmizi renge dondsiir. Bu islem hematoksilenle
mavi renge boyanan nukleusa kontrast veren parlak bir
zemin olusturur. Sitoplazmanin yani sira bag dokusu
elemanlar1 da eosinle boyanirlar. Eosinin boyama
siiresi i¢in internal kontrol kullanilir. Doku kesitlerinde
eritrositlerin ~ kiremit  kirmizist  renkte  olmasi
onerilmektedir.””’
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