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Histochemistry is a special chemical procedure of which substances within cells or tissues become visible for

subsequent microscopic examination. Besides developing new techniques, many of the traditional

histochemical dyes remain useful for diagnostic utility since they were discovered.
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Histokimya, maddeleri hiicre veya doku i¢inde mikroskopik inceleme igin goriiniir hale getiren 6zel bir

kimyasal prosediirdiir. Tanisal amagli kullanim igin gelistirilen yeni teknikler yanmi sira, gelencksel

histokimyasal boyalarin pek¢ogu da kesfedildiklerinden bu yana yararliliklarini siirdiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Histokimya

Histokimya

Histokimya Pears’in tanimi ile, maddeleri hiicre ve
doku diizeyinde ayirt etmeye,
miktarlarin1 saptamaya yarayan kimyasal tekniklerin
ortak adidir. Bu amagla spesifik maddeler, reaktif
gruplar ve enzim katalizorleri kullanilabilir.

Raspail ve Pears doku ve hiicrenin mikroskopik
kimyasal
kombinasyonunu 1825°te gergeklestirmis olmalarina
karsin, teknigin histoloji laboratuarlarinda rutin olarak
kullanilmasi

yerlesimlerini ve

incelenmesi  amaciyla reaksiyonlarin

1860’larda baslamig ve vazgecilmez
1930’lar
kimyasal

olarak nitelendirilmesi bulmustur.
Histokimyasal
degerlendirilip agiklandig: ilk kitap 1930°da basilmus,
ardindan 40 yillik bir duraksama donemi yasanarak
nihayet 1970°de  bu  bilgiler  gelistirilerek

giincellestirilmistir.

analizlerin zemininin

Bundan sonra immiinohistokimyasal prosediirler
gelistirilmig, in situ hibridizasyon ve molekiiler
biyolojik teknikler histokimyaya eklenmistir. Patolojik

tan1 i¢in hemotoksilen-eosin boyasi cogu zaman yeterli
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iken, nadir olmayarak ek histokimyasal boyalara
ihtiya¢ duyulur. Son yillarda siklikla karsimiza g¢ikan
“Non-immiinolojik, niikleik asit temeli olmayan
prosediirlerin giinlimiizde degeri var midir?”” Sorusuna
verilecek yanit ise tek kelime ile “Evet” olmalidir.
Ciinkii histokimya daha ucuzdur, tanisal Onemini
korumaktadir, gelistirilebilir ve daha ¢ok uzun yillar

patolojinin 6nemli bir yardimcisi olmayi siirdiirecektir.

Histokimyanin ilkeleri

Histokimyasal prosediirler doku ya da hiicrelerin temel
ozellikleri esas almarak uygulanir. Tim boyama
yontemleri i¢in su sorulara yanit verilebilmelidir:

a. Boya hangi doku komponenti i¢in yapilmaktadir?
b. Nigin boya
komponentler ise almaz?

bazi komponentler alir, baz

¢. Her doku komponenti i¢in boya yapilabilir mi?

Klasik olarak histokimyasal reaksiyonlar 4 temele
dayanir:



1. Basit iyonik etkilesimler
2. Aldehitlerin Schiff reajan1 veya glimiis bilesikleri
ile reaksiyonlari.
3. Aromatik diazonyum taglarinin proteinler veya
hormonlardaki aromatik tuzlar ile birlesmesi
4. Enzimlerin  primer iiriinlerinin
renklendirilmis ¢okeltiye doniistiiriilmesi
Bazi maddeler yukaridaki reaksiyonlar ile direkt
olarak ayirt edilmezler. Bu durumda oksidasyon gibi
indirekt kimyasal degisiklikler gerekir. Histokimyasal
reaksiyonlarin modifiye
reaksiyonlarla; Ornegin oldukg¢a spesifik substratlar
veya inhibitorlerin kullanimi ile pH ‘in degistirilmesi
gibi  tekniklerle edilebilir.  Ciinkii
histokimyasal metodlar reajanlarin selektif olarak doku
icine alimi ya da dokudan uzaklagsmasi faktorlerine
baglhdir.

Ideal histokimyasal boyamanin gerceklesebilmesi

reaksiyon

O0zgiinliigi bazi

kontrol tim

icin;
1. Test edilen komponentin dokudaki yerlesimi
veya korunmasinda bir yetersizlik olmamali;
2. Tim reajanlar hiicre veya dokuya ayni oranda
penetre olabilmeli;
3. Reaksiyon rdlatif olarak spesifik olmali;
4. Son renklendirilmis
edilebilmeli ve bu boya kalic1 olmalidir.
Bu durumda histokimyada iki fazin gerekliliginden sz
edilebilir:
a. Doku kurudugunda boyay1
olmalidir.

reaksiyon {riinii tespit

kuvvetle almis

b. Afinite zorlamalar ile mutlaka gelistirilmis
olmalidir.

Her bir hiicre i¢in gecerli degisik biyokimyasal
maddeler vardir. Ancak bazi 6zel hiicreler goreli 6zgiin
bir yap1 igerebilir veya her hiicre icin degisik
miktarlarda kimyasal madde kullanimi gerekebilir.
Genel icindeki su komponetlerin
histokimyasal analizleri yapabilir:

1. Niikleik asitler.

olarak hiicre

2. Proteinler ve peptidler (enzimler ve hormonlar)
3. Mukosubstanslar

4. Lipidler

5.

Inorganik tuzlar

Bu maddelerin pek ¢ogu geleneksel histokimyasal
prosediirler kullanilarak gosterilebilir. Immiinolojik
reaksiyonlar veya in situ hibridizasyon ise Ozgiin
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proteinlerin veya niikleik asitlerin ayirt edilmesini
saglar. Ayrica bazi maddelerin degisik karbonhidrat
gruplarina secici baglanmasini saglayan teknikler de
vardir.

Spesifik organlarda vygulama

Sinir sistemi

Sinir sisteminin hastaliklarinin, Ozellikle
demiyelinizan, dejeneratif ve depo hastaliklarinin
saptanmasinda histokimyanin 6nemli bir rolii vardir.

Ornegin  aksonlarda
sekonder demiyelinizan hastaliklarda (Wallerian) veya
miyelin kilifin selektif olarak zedelendigi primer
demiyelinizan hastaliklarda histokimyasal
tekniklerden 6nemli 6lciide yararlanilir. Her ne kadar
bu hastaliklarda etyoloji ve patogenez oldukca
degiskense de, miyelin iizerindeki etkileri aynidir ve
gosterilebilir. hidrofiliktir,
zedelenmeden sonra hidrofobik lipid damlaciklarina
cevrilir. Bu degisiklik zedelenmeden yaklasik 10 giin
sonra goriilebilir hale geger; lizozomal enzim ve ndtral
lipid boyalari ile frozen kesitlerde gosterilebilir. Bazen
bu reaksiyonlar [-galaktosidaz ve oil red O gibi
boyalarda kombine edilebilir.

Fikse edilmis dokularda ise miyelinin durumu
luxol fast blue ile gosterilir Bu boya normal miyeline

kuvvetle baglanir, miyelin yikimi olan alanlar ise boya

zedelenmeye yol agan

tanida

Normal miyelin

almazlar.

Histokimyasal reaksiyonlar noronal
dejenerasyonu  gostermede daha az  yararhidir.
Kromotolizis ndronal dejenerasyonu gostermede

karakteristiktir ve rutin boyalarla izlenebilir. Parkinson
hastaliginda “Lewy cisimcikleri”, NaOH-dikromat
asit-hematin reaksiyonu ile izlenebilir.
hastaliginda goriilen plaklar ise Congo red boyasi ile
gosterilebilir.

Lipid ya da mukopolisakkarit metabolizmasinda

Alzheimer

bozukluga yol acan metabolik sinir sistemi
hastaliklarmin  pek ¢ogu enzim eksiligi sonucu
herediter olarak meydana gelir. Her ne kadar

histokimyasal metodlar depo iiriinlerini ayirt etmekte
cok basarili degilse de, klinik Oykii, histolojik
degisiklikler ve histokimyasal reaksiyonlar kombine
edilerek sonuca ulasilabilir. Daha ince ayrintilar igin
ozel analiz

laboratuarlarda biyokimyasal

prosediirlerine ihtiya¢ duyulur.
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Gangliosidozis’de (Tay-Sachs ve digerleri) farkli
enzim defektlerinin olusturdugu benzer degisiklikler
goriiliir. Hem santral hem periferal sinir sisteminde
fazla miktardaki
noéronlar balonlasmis sekilde izlenir. Bu materyal
diastaza direncli

gangliosidin varligi nedeni ile

PAS pozitif boyanma gosterir.

Feyter’s thionin metodu da bir metakromatik
reaksiyondur.
Batten hastaliginda  (ceroid lipofuscinosis)

lipofusine benzer bir maddenin néronal depolanmasi
s0z konusudur. Bu maddeyi igceren noronlar PAS ve
Sudan black ile
kloroform/metanol soliisyonu ile materyal muamele
edilirse gangliosidozisde solma, Batten hastaliginda ise
Bu hastalikta rektal biyopsi
ornegindeki ganglion hiicrelerinde histokimyasal tani

koyu boyanir. Eger bir

rezistans  gOriiliir.
mimkiindiir.

Demiyelinizan bir konjenital hastalik olan Krabbe
lokodistrofisinde ise (galaktoserebrosidaz eksikligi)
globoid hiicrelerde beyaz bir madde birikir. Bu
hiicreler kuvvetli PAS (+)’dir, Sudan-Black ile zayif
boyanirlar, asit fosfataz ile reaksiyonlarn ise gii¢lidiir.
Globoid periferik
izlenmezler, ancak Schwann hiicrelerinin asit fosfataz
ile kuvvetli boyanmasi taniy1 oldukga destekler.

Aryl sulfataz  A’nin  bir defekti sonucu
galaktoserebrosid siilfat makrofajlarda ve farkh
dokulardaki bazi hiicrelerde birikir. Bu madde kristal
viole, toluidine blue gibi bazi boyalarla metakromatik
boyandigindan Gtiiri bu hastaliga metakromatik

hiicreler sinir  sisteminde

lokodistrofi de denir. Deride ve Schwann hiicrelerinde
biriken bu madde bobrek tiibiillerinde de izlenir ve
buralarda santral sinir sisteminden daha kolay
gosterilir.

Noronal balonlagsma yalnizca Tip A ve Tip C’de
izlenir. Sifingomiyelin, kolesterol ve gangliosid Tip
A’da birikir; PAS ve ferrik hemotoksilen ile pozitif
boyanma gosterir. Feyter’s thionin ise metakromatik
boyanma saglar. Aymi reaksiyon makrofajlar i¢in de
s0z konusudur. Kemik iligi ya da diger bolgelerdeki
makrofajlarda bu maddeyi gostermek daha kolaydir.
Tip C’de ise suda ¢oziinen oligosakkaridin ndronal
birikimi s6z konusudur ve bu madde frozen kesitlerde
kuvvetli PAS pozitif boyanir. Hiicreler ayrica asit
Feyter’s

gosterir.

thionin ile ise
black

fosfataz ile kuvvetli,

metakromatik  boyanma Sudan

negatiftir. Gastrointestinal sistemdeki ndronlar da ayni
degisiklikleri gosterdiklerinden bunlarin incelenmesi
santral sinir sistemine gére daha uygundur.

Pompe hastalig1 (Asit a-glukosidaz eksikligi)
glikojenin néronlar ve astrositler pek ¢ok farkli
hiicrede birikimi sonucu olusur. Gastrointestinal
sistemden alinan biyopsi Ornekleri tani i¢in yeterlidir.
Bu hastaligin eriskin formunda ise sinir sistemi
genellikle etkilenmez.

Mukopolisakkaridozlarin bazi tiplerinde ndronlar
balonlasma  gosterirler ancak depo  materyali
gangliosidlerin bir karigtmi olup mukopolisakkarid
ozelliginde degildir. Noronlar frozen kesitlerinde PAS,
Sudan black ve Luxol fast blue ile pozitif boyanir.
Mukopolisakkaridler frozen kesitlerinde toluidin blue

ile perivaskiiler bolgelerde gosterilebilir.

iskelet kasi

Kas biyopsi Orneklerinde histokimyasal teknikler hala
tanisal Onemlerini korumaktadir. Degisik kas lifleri
arasindaki morfolojik benzerliklere ragmen aslinda
bunlar heterojendir. Bu farkliliklar histokimyasal
teknikler kullanilarak ortaya ¢ikarilabilir ve kas
hastaliklar bdylece

aktivitesinin rutin takipte yok olmasini engellemek i¢in

aydinlatilabilir. Enzim

hemen tiim tekniklerde dokularmn buz kristal
formasyonunu koruyan sivi azot ile -150°C’ta
dondurulmas: ve kriyostatla kesilmesi gerekir.

Boyamada temel kas fibrillerinin tipleri o6zellikle
onemlidir, asidik ve bazik preinkiibasyonlar ile
miyofibriler ATP’azlar bu amagla uygulanan yararl
tekniklerdir. Kas fibrilleri genel olarak kontraktil
yapilarina gore iki temel gruba ayrilir. Yavas (Tip 1) ve
hizli (Tip II) fibrillerden Tip I olanlan diisiik diizeyde
ATPaz ile yiiksek miktarda mitokondrial oksidatif
enzim igerirler. Tip II fibriller ise diisiik orandaki
mitokondrial oksidatif enzimlerine karsin yiiksek
miyofosforilaz aktivitesi gosterirler ve bu nedenle
anaerobik glikolizisi kullanirlar. Kullanilan enzime
gore histokimyasal olarak boyanan fibriller iki temel
ve ikincisi ii¢ alt tipe ayrilirlar (Tablo 1).

Kas histokimyasal prosediirlerinin ikinci amaci
tespit
etmektir. Mitokondrianin incelenmesi igin siiksinat

belirleyici enzimlerle saglikli kas liflerini
dehidrogenaz (SDH) en elverisli enzimdir, ancak
NADH dehidrogenaz da kullanilabilir. Miyofibriler

ATPaz miyofibrillerdeki anomalileri belirleyen bir
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Tablo 1. Enzim boyanma 6zelligine gdre kas fibrilleri.

Kas fibril tipleri

Tip | Tip HA Tip 1B Tip lIC
ATPase pH 10.2 - ++ +++ +
ATPase pH 4.3 +++ - - +
Succinate dehydrogenase +++ ++ + i+
Myophosphorylase + ++ +++ +

enzimdir. Asit fosfataz ya da a-naftil asetat esteraz
inflamasyona ugramis kastaki fagositik hiicrelerin
tespiti i¢in kullanilabilir.

Yaygin metabolik hastaliklarin  taranmasinda
glikojen veya lipidlerin tespiti i¢in kullanilan
histokimyasal teknikler PAS ve Sudan black boyasidir.
Pek c¢ok spesifik enzim defekti, miyofosforilaz,
fosfofriiktokinaz, sitokrom oksidaz ve miyoadelinat
deaminaz gibi
goriilmesiyle ortaya ¢ikarilir.

Kas biyopsi orneklerinin seri kesitleri yapilmali,
en azindan asidik ve bazik preinkiibasyonla ATPaz,
SDH ve miyofosforilaz ¢alisilmalidir. Ayrica kesitler
hemotoksilen eosin ve Masson trikrom ile boyanmali,
histokimyasal bulgular ile histolojik goriiniim korele
edilmelidir.

Kas biyopsi incelemeleri denervasyon hastaliklari
konusunda da bilgi verir. Normal kas fibrilleri diizgiin
diizenlenmistir. Eger birka¢ motor sinir etkilenmigse
atrofik fibriller dagmik goriiniir ve etkilenmis birim
kolayca  fark
gergeklesmisse,

enzimlerin katalitik aktivitelerinin

edilir. ~ Sinirin  reinnervasyonu

biyopsi Orneginde atrofi kismen
maskelenebilir. Reinnervasyon Tip II C fibrillerinde
artma ile sonuglanir, bu durumda mitokondrial enzim
aktivitesi degiseceginden hedef (target) fibriller olugur.
Miiskiiler distrofiler de
incelenebilir. Duchenne tipi miiskiiler distrofide tip I
fibrilleri artar, Tip I ve Tip II fibrilleri arasindaki
ATPaz farklilig1 kaybolur, Tip 1IB fibrilleri ise azalir.

Hastaligin erken doénemlerinde miyosit nekrozu olur,

histokimyasal tekniklerle

ile demonstre
de tip I

bu da lizozomal enzim teknikleri
edilebilir.
fibrillerinin baskindir.

Becker miuskiiler distrofide

Myotonik distrofi Tip I fibrillerinde atrofi ve Tip
ITA ve IIB fibrillerinde hipertrofi yanisira ¢ok sayida
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halka lif (ring fiber) ile karakterizedir. Burada
sarkoplazmik kitle halkanin disina ¢ikmistir. Myotonia
congenita’da fibril tiplerinden Tip IIB’de biiyiik
oranda kayip meydana gelir.

Kas histokimyasi birka¢ konjenital miyopatide de
tanisal
hastaliginda NADH dehidrogenaz boyasi ile santral
bolgede
Santroniikleer miyopatilerde Tip I fibrilleri anormaldir
ve histokimyasal olarak gosterilebilir.

Metabolik  miyopatilerin
histokimyasal tekniklere
Glikojenosisde kas lifleri glikojen birikimi nedeniyle
vakuolizasyon gosterir ve bu durum PAS boyas: ile
kolayca gosterilebilir. Bu degisiklikler
glikojenozis tip II ve tip lII’de belirgindir (McArdle
Hastalig1). Bu hastalikta miyofosforilazin yoklugu
Lipid depo
hastaliklarinda, lipidin iskelet kasinda nonspesifik
intraselliiler birikimi
zincirdeki enzim defektleri mitokondrial miyopatilerin
onemli bir kisminda gézlenir. Bu grupta morfolojik
olarak “kirmizi pacavra lif” (“ragged red fiber”)
denilen bir goriinim olusur ve Gomori’nin trikrom
boyasiyla mitokondrilerin periferde akiimiilasyonu
seklinde izlenir; daha demonstratif olarak da SDH ve
NADH dehidrogenaz reaksiyonlar1 ile gdosterilir. Pek
cok spesifik enzim defektinin s6z konusu oldugu bu
hastaliklarda enzim defektlerini gostermek ise zordur.
Iglerinde sitokrom oksidaz eksikligi Seligman’m
teknigi kullanilarak taninabilir.

Enzim

Onem tasir. Bunlar iginden santral kor

boyanma olmadig1 gosterilebilir.

tanis1  i¢in  de

gereksinim vardir.

ozellikle

histokimyasal  olarak izlenebilir.

s0z konusudur. Respiratuar

teknikleri  endokrin

miyopatilerin tanisinda nadiren yararli olur. Cushing

histokimyasal

sendromunda ve eksojen glukokortikoid aliminda
selektif tip II atrofi genellikle gosterilebilir. Burada
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aynm fibriller miyofosforilazin1 kaybetmistir. Bu tiir
degisiklikler diabette de izlenir. Tiroid anomalilerinde
tip I ve tip II fibrillerinin oranlar degisir ¢linkii ATPaz
iizerine hormonun belirgin bir etkisi bulunmaktadir.

Lizozomal enzimlerin gosterilmesi inflamatuar
miyopatilerin
dermatomiyozitisde perivaskiiler zedelenme vardir,
ancak bunun aktif inflamasyonun olmadig1 bir
olabilir. Kas
zedelenmesi sonucu santral bolgede ATPaz’in ve
aktivitesinin kaybi1  goriiliir.
Hastaligim ge¢ donemlerinde tipik
goriiniimii  golgeler, fakat rejenere liflerin dagilimi
farklidir  ve  methyl-green-pyronin
gosterilebilir. Ayni
dermatomiyozitisinde de izlenir.

Kas fibrillerinin zedelenmesinin gosterilmesi
polimiyopatilerden
Polimiyopatilerde inflamasyon kas zedelenmesi ile
birlikte goriilmez.

taninmasinda  yararhidir.  Jiivenil

donemde taninmasi zor liflerinin

mitokondrial enzim
rejenerasyon

boyast ile

goriiniim erigkin

ayirict  tanmida da  Onemlidir.

Hemopoetik sistem

Histokimyasal tekniklerin hemopoetik hastaliklarin
degerlendirilmesinde kullanimlar1 giderek azalmakta,
bu tekniklerin yerini immiinohistokimyasal analizler
almaktadir. Yine de histokimya l6semilerin tanisinda
kritik bir 6nem tasir ve diger hastaliklarin ayirict
teknikler
kombine

tanisinda da yararhdir.
immiinohistokimyasal  prosediirler ile
edilerek kullanilir. Bdylece normal yapi ile patolojik
fark daha Dbelirgin olarak
izlenebilir. Enzim histokimyasi frozen kesitlerde hatta
fikse edilmis parafin ya da plastige gOomiilmiis
dokularda da kullanilabilir.

Insan kemik iligi hemopoetik prokiirsdrler ile yag
hiicrelerinin bir karigimi seklindedir. Bu hiicrelerin
organizasyon semalar1 histokimyasal tekniklerle agiga
cikarilabilir. Normal kosullar altinda ilik dokusu bir
miktar retikiilin lifi de igerebilir. Alkalin fosfataz ile
stromal hiicreler ve bunlarin uzantilar1 daha net olarak
gozlenir. Makrofajlar asit fosfotaz ve a-naftilbutirat
esteraz gibi lizozomal enzim metodlan ile gosterilir.
Miyeloid hiicreler klorasetat esteraz ile boyanir, hatta
bu boyama

Histokimyasal

durumlar arasindaki

parafin  kesitlerde de
bu  hiicrelerin dagilimin1  ve
dagilimin bozuldugu alanlar1 gdstermekte kullanilan
yararli bir tekniktir.

basarilabilir.

Klorasetat esteraz,

Kemik iliginde oldugu gibi, lenf nodlarinin
yapisal catis1 ve burada meydana gelebilecek tanisal
degisiklikler de histokimya ile
gosterilebilir. Lenf nodunda retikiilin fibrilleri kemik
iligine gore daha boldur. Enzim histokimyas1 destek
hiicrelerin dagilimim izlemekte de onemlidir. Alkalin
fosfataz pozitif boyanan dallanmis retikiiler hiicreler
parakorteksde bulunur. Follikiiler stromal hiicreler
(dendritik retikiilin hiicreleri) ise 5[1-niikleoksidaz ile
kuvvetli pozitif boyanma gosterir. Makrofajlar her iki
kompartmanda ve siniislerde lizozomal enzimler ile
fark edilir.

Vaskiiler yapilar ise spesifik enzim profilleri

6nemi olan

sergilerler.
Metabolik  hastaliklarda  hiicre  iriinlerinin
anormal birikimi goriilir, bu birikim en ¢ok

makrofajlarda izlenir. Lenfoid hiicreler ve graniilositler
de metobolik hastalik tarafindan tutulabilir. Bunun
klasik  Ornegi hastaligidir.
glukoserebrositlerin makrofaj iginde bulunmasi PAS

Gaucher’s Anormal
(+) bir reaksiyon ile sonlanir. Sudan-black ile bu
boyanma zayiftir, oysa asit fosfotaz ile beklenen
boyanma siddeti yiiksektir. Bu goriiniim yalnizca
kemik iliginde degil lenf nodu ve dalakta da izlenir.
Makrofajlarin Niemann-Pick Hastaligindaki
morfolojileri de gorece karakteristiktir. Bu hiicreler
biiylik miktarda sifingomiyelin, kolesterol, gangliosid
igerir ve bu nedenle Sudan black ile soluk mavi
boyanir, polarize 1sikta ise kirmizi refle verir. Ayni
hiicreler ferrik hematoksilen metodu ile koyu mavi bir
renk alirlar. PAS reaksiyonu degiskendir, fakat asit
fosfataz reaksiyonlar1 hiicrenin kopiiksii yapisim ilik
dokusunda, lenf nodunda ve dalakta belirgin bicimde
ortaya c¢ikarir. Bu hastaligin erigkin tipinde deniz
mavisi histiositler Romanowsky ile boyanmis ve
havada kurutulmus materyallerde ¢ok daha fazla
saylda izlenebilir. Bu hiicreler Sudan-black ile koyu
gri ve asit fosfatoz ile pozitif boyanirlar.
GM1-gangliosidozis Tip I’de ¢ok sayida genis,
kopiiksit  depo hiicreleri, hemopoetik dokuda ve
lenfositlerde, sitoplazmik vakuolleri olan hiicreler
seklinde periferal kanda izlenirler. Spesifik depo
materyali sergilenemez, fakat depo hiicreleri asit
fosfataz ile gosterilebilir. Depo hiicreleri tip II’de daha
azdir, vakuolize lenfositler de bu tipte daha az izlenir.

Depo hiicreleri Gaucher Hastaligindan farkli oldugu
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halde ayni histokimyay1 sergilerler. Her iki hastalikta
da [J-galaktosidaz eksikligi gosterilmistir.

Wolman hastalig1 (kolesteril ester depo hastalign)
asit esteraz eksikligi ile karakterizedir. Bu hastalikta
kopiiksii makrofajlar bol miktarda nétral yag icerirler
ve Oil red O ve Sudan black ile boyanirlar. Kiigiik yag
vakuolleri periferal kan lenfositlerindeki gibidir. Doku
kesitlerinde enzim defekti eger nonspesifik esteraz
eksikligi varsa gosterilebilir.

Sistin kristalleri sistinozis hastaliginda alkol ile
fikse edilmis smearlerde alkolik bazik fuksin boyasi ile
makrofajlar igerisinde gosterilebilir. Polarizasyon ile
karakteristik olarak refle veren kristaller izlenir.

Mukopolisakkaridosis dokuda ya da kanda
kolayca  gosterilemez.  Metakromatik ~ boyama
reaksiyonlar1 ile vakuolize lenfositlerin gosterilmesi
bazi durumlarda miimkiin olabilir. Tip VII’de spesifik
[J-glukoronidaz eksikligi histokimyasal olarak hem
lenfositlerde hem noétrofillerde  periferik  kanda
izlenebilir.

Depo hiicreleri, nispeten yaygin olmayan diger
bazi hastaliklarda da izlenebilir. Ancak en Onemlisi,
kopiiksii makrofajlarin, hiperlipidemi,
hematolojik ~ hastaliklar  ve
hastaliklarinda, hatta bazi ila¢ tedavilerinden sonra da

goriilebileceklerinin akilda tutulmasidir.

bazi

bazi  infeksiyon

Gastrointestinal sistem

Histokimyasal prosediirler gastrointestinal sistemin
inflamatuar hastaliklarinin ortaya ¢ikarilmasinda simirl
bir yere sahiptir. Bu genellemeyi bakteriyolojik,
parazitolojik ile hastaliklar bozar. Ciinkii bakteri ya da
parazit boyalarla gosterilebilir.

Gastrointestinal kanalda miisinler hem notral hem
asidik karakterdedir(sialomiisin ve sulfomiisin). PAS-
Alcian blue boyasi notral miisinleri koyu mor, asit
miisinleri mavi veya pembemsi mavi boyar. Midede,
miisinler hemen her zaman nétraldir, eser miktarda
asid miisinler vardir. Ince barsakta ise baskin olan
asidik sulfomiisindir ve alt 2/3 kriptlerde bulunur. 1/3
iist kisimda ise sialomdisin yer alir.

Sialomiisinler PAS-Alcian blue ile eflatunumsu
mavi boyanir, ¢linkii hem PAS hem Alcian blue ile
reaksiyona girer; sulfomiisinler ise baskin olarak mavi
boyanir, ¢iinkii PAS reaksiyonu olduk¢a zayiftir. Eger
gerekliyse sialomiisinin sulfomiisinden ayiriminda pH
0.5’de Alcian blue boyasi veya high iron diamine
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boyasi kullanilmalidir. Her iki reaksiyonda da
sulfomiisinler boyanir, sialomiisinler ise negatiftir.
Miisin boyanma paterni
hastaliklariin ~ ayrict
hastaliginda normal boyanma paterni
sekresyonu gosterilebilir, hatta bu durum belirgin
kronik inflamasyonda bile siirer. Ulseratif kolitte ise

miisin sekresyonu siklikla kaybolmustur.

inflamatuar barsak
Crohn
ile miisin

tanisinda Onemlidir.

Soliter rektal iilser sendromunda miisinlerin
dagilimi degisir ve sialomiisin baskin hale geger. Son
yillarda barsagin bazi displastik hastaliklarinda miisin

karakterinin degistigi konusunda yaymlar
yapilmaktaysa ~da  bunlarin  klinik  degerleri
kanitlanmamugtir.

Metaplastik ve reaktif degisikler histokimyasal
tekniklerle gosterilebilir. Ozefagusta reflii genelde
bazal zon hiperplazisi ile birliktedir. PAS reaksiyonlari
ile matiir skuamoz hiicrelerde glikojenin boyanmasi
sayesinde gercek bazal zon boyanmadigi ig¢in net
olarak gosterilebilir. Barrett 6zefagusunda inkomplet
intestinal metaplazi en iyi PAS Alcian Blue boyasi ile
gosterilebilir (pH 2.5). Bu yaklagimla PAS pozitif
noétral miisinlerin ve Alcian blue pozitif asit miisinlerin
karisimi izlenebilir. Barrett 6zefagusunda yeterli bir
ayirim ¢ok Onemlidir, ¢ilinkii adenokarsinom bu
odaklardan kaynaklanir. ince barsagin, kalin barsagin
ya da mikst tip metaplazinin midede gdsterilmesi
atrofik gastrit veya gastrik atrofiyi isaret edebilir.
Miisin boyanma paterni morfolojik patern ile korele
edilmeli ve histolojik tani teyid edilmelidir. Gastrin
hiicre  hiperplazisi  (primer veya  sekonder)
argyrohpylic/argentafftin (6rn: Grimelius) boyasi ile
gosterilebilir, bu boya da immiinolojik boyalar ile
desteklenmelidir.

Kollajendz kolit tanisi icin kollajen boyamada
kullanilan trikrom boyasi olduk¢a yararli olabilir. Bu
boya, hastalik icin karakteristik olan subepitelyal
kollajen tabakasindaki kalinlagmay1 net olarak gdsterir.

Hirschsprung hastaliginin tanisi iginse ganglion
distalinde

dokiimante edilmesi gerekir. Pek ¢ok patolog tani igin

hiicrelerinin kolonun yoklugunun
50 kesitlik bir seride hematoksilen eosin boyali
orneklerde inceleme yapmayi tercih etmektedir. Oysa
ki frozen kesitlerde calisilan enzim histokimyasal
tekniklerle, definitif

olarak tek bir kesit sonuca ulagmak i¢in yeterlidir. Bu

ornegin  asetilkolinesterazla,
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enzim ile pozitif boyanan sinir lifleri ve ganglion
hiicreleri
gosterilebilir. Normal biyopsi orneklerinde ganglion
hiicreleri hatta immatiir ganglion hiicreleri bu boya ile
kuvvetli boyanir ve kolayca fark edilir.

Psodoobstriiksiyonlar ise yaygin olmayan motilite
hastaliklar1 olup hem sinirleri hem de diiz kasi tutarlar.
Noral anomaliler en yaygin olarak hiperganglionosis
ve hipoganglionosistir. Artmada da azalmada da sinir
fibrilleri ve ganglion hiicreleri en iyi asetilkolinesteraz
boyasi ile gosterilir.
boyalarindan Smith tekniginin kullanimi ile ortaya
cikabilir. Diiz kastaki degisiklikler artmis bag dokusu
ile birliktedir ve bu durum bag dokusu boyalari ile
gosterilebilir.

Histokimya geleneksel morfolojik yaklagimlara
bir  destek malabsorbsiyon
sendromlarinda da Ozel bir 6nem tasir. Kriyostat
kesitlerde ince barsak mukozasinda en iyi boya metodu
PAS’tir.  Whipple goblet
arttminin bu boya ile gosterilmesi sayesinde taninir.
Ayni durum celiac hastaliginda, protein intoleransinda
ve kistik fibrozis’te de izlenir. Firgams1 kenar mukozal
enzimlerinin
Histokimyasal teknikler kullanilarak disakkaridozlarin
(laktaz,
olasidir. Bu teknikler disakkaridaz enzim eksiklerinin

muskularis mukoza ve submukozada

Anomaliler ayrica glimiis

olarak  intestinal

hastaligi, hiicrelerinin

izlenmesi ise Ozellikle Onemlidir.

stikroz ve trehalaz) semikantitatif tayini

yaniti olarak da gdsterilebilir.

Karaciger

Histokimyasal =~ boyalar  karacigerin  histolojik
incelenmesi icin standarttir. Retikiilin boyalar1 ve
kollajen boyalar1 karacigerin yapisal c¢atisin1  ve
patolojik durumlardaki fibrotik reaksiyonlar1 gosterir.
PAS boyast diastazla muameleden Once karacigerin
glikojen sitoplazmik
inkliizyonlarin  dagilimmi ve ceroid pigmentinin
hepatosit i¢indeki varligin1 gosterir. Perls reaksiyonu
ise demirin varligr ve dagilimi isaretlemede &zel bir
Onem tasir.

depolama durumumu,

Bakirin varligi direkt p-dimethyl-
aminobenzylidine rhodamine veya copper-associated
proteinlerinin orsein metodu ile boyanmasi sayesinde
gosterilebilir. Bakir safra icinde ekskrete edilir ve
karacigerin bilier obstriiksiyonlarinda birikir. Hem
copper-associated protein hem bakir siroz veya primer

sklerozan kolanjitte periferal bolgede izlenebilir. Bu

depositlerin yogunlugunun artmasi hastaligin evresi ile
iligkilidir. Siroza yol acan diger hastaliklarin pek
cogunda sirozun ortaya ¢ikmasindan Once bakir
depozisyonu ¢ok azdir ya da yoktur. Siroz olustuktan
sonra ise bakir depozitleri artar ve yamasal bir dagilim
sergiler. Nadir hastaliklardan Hindistan ¢ocukluk ¢agi
sirozunda yogun ve diffiiz bir bakir depozisyonu
mevcuttur. Yamasal depozitler Wilson’un sirotik
goriilmesine ragmen daha
donemlerde izlenmez.

Alfa-1-Antritripsin eksikliginde hepatositlerden
bu anormal proteinin eksportu yoktur. Rutin parafin
kesitlerde degisik boyutlarda ve kuvvetle PAS pozitif,
diastaza direngli eosinofilik globiiller goriiliir. Bu
immiinohistokimyasal
gosterilebilir. Karacigerde amiloid depozitleri en iyi
Kongo red veya kristal violet boyalar ile gosterilir.
Primer (AL tip) amiloidozis potasyum permangarat ile
muamelede solmaz, bu madde genellikle siniizoidal bir
dagilim gosterir. Sekonder amiloidoz da (AA tip) ise

evresinde de erken

cisimcikler olarak da

congo red reaksiyonu solma gosterir ve dagilim
genellikle vaskiilerdir.

Reye sendromunun tanis1 histokimyasal olarak
kanmtlanmalidir. Karaciger panlobiiler mikrovezikiiler
yagl infiltrasyon gosterir ve bu durum Oil-red O ile
boyanarak izlenebilir. Glikojenin belirgin bir kaybi
mevcuttur, bu da PAS ile izlenebilir. Daha spesifik
olarak, siiksinat dehidrogenaz aktivitesinin tlimiiyle
yok oldugu karaciger dokusunda frozen kesitlerde
izlenebilir. Bu durum mitokondrilerin zedelenmesine
eslik eder. Jamaica kusma hastaliginda ve valproic asit
benzer

yagl
karacigerinde, alkolik yaglh karacigerde ve lipid depo

zehirlenmelerinde de bu  degisikliklere

kombinasyonlar izlenebilir. Gebeligin akut
hastaliklarinda siiksinat dehidrogenaz aktivitesi kaybi
olmaksizin mikrovezikiiler yaglanma izlenir. Siiksinat
dehidrogenaz aktivitesi mantar zehirlenmesi gibi
toksik durumlarda da goriiliir, ¢iinkii bu durumda
mitokondrial zedelenme gergeklesmistir.

Viktorya blue B ve benzer boyalar Hepatit B
ylizey antijeninin (HBsAg) gosterilmesinde gogunlukla
immiinohistokimyasal ~metodlarin  uygulanamadig1
durumlarda kullanilir.

Karaciger bir ¢ok metabolik hastaligin da
aynasidir. Ciinki hem hepatositlerin anormal birikim
hepatik siniizoidleri

driinleri mevcuttur hem de
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doseyen hiicrelerin  depo mevcuttur.

Histokimyasal teknikler siklikla taniya yardimci olur,

gorevleri

ancak biyokimyasal analizler kesin tan1 igin
vazgecilmezdir.
Glikojen depo hastaliginda karaciger glikojeninin

tipi ve dagiliminda degisiklikler izlenir. Rutin
histolojik progesler glikojenin degisikliklerini gosterir
bdylece glikojen depo hastalig1 siiphesi dogar. Tip O
(Glikojen sentez eksikligi) glikojen depo hastaliginda
ve tip [ (Glukoz-6-fosfataz eksikliginde) karaciger
bliyilk ve yaghdir, fakat tip 0 glikojende belirgin
azalma ve kayip gosterirken tip I de normal glikojen
artmustir. Infantil form tip II glikojen depo hastaliginda
(Pompe hastaligi) artmis monopartikiilat (daha solubl)
glikojen hepatositler ve Kupffer hiicreleri iginde
birikir.  Glikojenin
(amylopectin) tip IV’de hepatositlerde birikir. Bu tipte
soluk sitoplazmik inkliizyon cisimcikleri vardir ve
PAS, Lugol’s iodine ve kolloidal demir ile boyanirlar.
Tip VI (Karaciger fosforilaz kinaz eksikligi) glikojen
depo hastaliginda ise karakteristik olarak normal
glikojenin hiicreden disa ¢ikis1 s6z konusudur. Tip V
ve Tip VII’de ise karacigerde bir anomali goriilmez.

Glukoz 6 fosfataz (Glikojen depo hastaligi Tip 1)
histokimyasal olarak Tip IA’da gosterilemez.
Lizozomal asit fosfataz ise histokimyasal olarak
normal veya yalnizca hafif glikojen depo hastaliginda
izlenebilir.

Lipid depo hastaliklart da karacigeri
Gaucher hastaliginda biliyiik Gaucher’e benzeyen
degisiklikler Kupffer hiicrelerinde goriiliir. Aymi iri
hiicreler portal alanlarda da karsimiza ¢ikar. Boyama
reaksiyonlar1 diger bolgelerdeki gibidir. Hepatositler
tutulmamistir. Niemann-Pick hastaliginda hepatositler
gibi Kupffer hiicreleri de genis ve kopiiksiidiir. Yag,
kolesterol ve
pozitiftir. Oysa asit fosfataz reaksiyonu kopiiksi
hiicrelerin karakterini belirgin kilar. Kolesteril ester
depo hastaliklarinda, karaciger biiylimiistiir, turuncu
renktedir, hepatositler lipid ile doludur. Hiicreler lipid
boyalart ile pozitif boyanir, frozen kesitlerde asit
esteraz aktivitesi izlenmez.

GMI1 gangliosidozisde [-galaktosidaz enzimi
indoksil metodu ile frozen kesitlerde gosterilebilir.
Karaciger degisiklikleri jiivenil formda pek belirgin
degilken enzim yoktur. Infantil formda ise belirgin

olduk¢a  insolubl  formu

tutar.

sfingomyelin i¢in yapilan boyalar
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hepatosit ve Kupffer hiicre vakuolizasyonu wvardir,
fakat yag demonstre edilemez.

Asit mukopolisakkaridler mukopolisakkaridozda
hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde bulunur ve
Haust ve Landing metodu ile frozen kesitlerde
gosterilebilirler. Suda ¢oziinme yetenegi ¢cok fazla olan
bu maddelernin histokimyasal olarak gosterilmesi
zordur.

Deri

Histokimyasal prosediirler deri patolojisi i¢in de rutin
olarak kullanilmaktadir. PAS
elemanlari, bazal membrani, (lupus eritematosusda
kalin bazal membran) profirya ve diabette depositleri
gostermek i¢in kullanilir. Ayrica graniiler hiicreli
timor ve Paget hastaligi baz1 neoplazmlarda da PAS
pozitifligi durumlarda (follikiiler
miisinozis, miksdédem ) deride miisin birikimi izlenir.
Bunlar genelde glikozaminoglikanlardir ve alcian blue
reaksiyonu ile edilebilirler. Amiloid
boyalari, pigment ve mineral reaksiyonlar1 yararli
olabilir.
choloracetat esteraz metodu ile gosterilebilir. Ayrica
bu hastalikta toluidin blue ve pH 1 Alcian blue da
kullanilabilir.

reaksiyonu fungal

onemlidir. Bazi

demonstre

Urtikerya pigmentozada mast hiicreleri

Kardiovaskiiler sistem

Aterosklerozun gelisimini anlamada histokimyadan
yararlanilabilir, fakat bu giin nadiren bu metod
kullanilmaktadir. Bazi histokimyasal tekniklerin gross
diizeyde otopsi patolojisinde yeri vardir. Oil red O
reaksiyonu ile damarlarda erken ateromatdz
degisiklikler ozellikle geng
hastalarda pulmoner hipertansiyonu ortaya koymak

gosterilebilir.  Bu

icin onemli olabilir. Nitroblue tetrazolium reaksiyonu

erken myokardial infaktiisii = ortaya koyabilir.

Miyokardin endojen dehidrogenazi hizlica bir
reaksiyonla koyu mavi bir alan yaratir. iskemi alaninda
ise boyanma yoktur, infarktlis boylece izlenebilir.
Amiloid depozitleri kalpde kongo red reakiyonu ile
veya diger amiloid boyalar1 ile gosterilir. PAS boyasi
glikojenin myokardial depozitlerinin glikojen depo
hastaliginda gosterilmesinde oldukg¢a yararlidir. Bazi
(ilag  ve alkol)

trigliseritlerin miyokardda birikimi izlenir ve oil red O

metabolik  kardiomyopatilerde

veya sudan black B reaksiyonu ile gosterilebilir.
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Genitoiiriner sistem

Histokimyasal teknikler rutin olarak glomeriiler
hastaliklarin tanisinda kullanilmaktadir. Pek ¢ok renal
patolog giimiis (Jones), PAS, Masson’s trikrom
boyalarin1 standart hematoksilen eosin boyalarina ek
olarak istemektedir. Giimils boyalar1 bazal membrani
gosterir. PAS reaksiyonu ile glomeriiler depozitler,
trikrom ile fibrozis izlenebilir.

Respiratuar sistem

Histokimyasal teknikler pulmoner neoplazmlar ve
infeksiyonlarin ayirici tanisinda 6nemlidir. Ayrica bazi
pnomokonyozislerde 6rnegin nophthochrom B metodu
ile berilyumun gosterilmesinde, Perls ve alizarin
reaksiyonu ile demir ve kalsiyumun gosterilmesinde,
Morin yontemi ile zirkonyumun gosterilmesinde yine
Pure black B ile aliiminyum ve dimetil glikoksin
gosterilmesinde  histokimya
kullanilabilir. Pulmoner alveoler proteinosisde ise
homojen PAS pozitif protein alveoler bosluklarda
birikir.

metodu ile nikelin

Tiimor tanisi

Immiinohistokimyadan  sonra  tiimér  tamisinda

histokimya popiilaritesini yitirmistir. Yine de bazal

membran — kollajen boyalar1 dokunun ya da
neoplazmin temel yapisini ortaya koymada &zel bir
deger tasir. Bu Dboyalar immiinohistokimyasal

yaklagima zemin hazirlar. PAS, retikiilin, van Gieson
veya trikrom bu amagla kullanilabilir. Yine miisin ve
glikojenin gosterilmesi bazi tiimdrlerde Onemlidir.
graniiller
argyrophilic’tir ve indirekt giimiis boyalan ile
taninabilirler. Melanin soldurma yontemleri ile,
karsinoidler ve Masson fantona ile melanositik
tiimorler gosterilebilir. Bazi mezenkimal tiimorlerde
kollajen ve yagin gozlenmesi 6dnemli olabilir. PTAH
boyasi ise kas tiimdrleri i¢in degerlidir. Enzim
histokimyasal prosediirleri ise en ¢ok hematopatolojide

Noroendokrin timorlerde dens

kullanilir.
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