Hazirlayan: . Dr Klara Dalva
HISTOKIMYASAL BOYALAR HK NOTLAR

Rutin Boyalar disinda lokositlerin tanimlanmasi icin spesifik boyalar da kullanilabilir.
Ozellikle 16semik blastlarin akut lenfoblastik 16semiden mi yoksa akut miyeloid 16semilerden
mi (6zellikle de maturasyon gostermeyen miyeloblastik olan M1, akut monoblastik l6semiler,
MS5A ve akut megakaryoblastik 16semi M7) kaynaklandiklar1  gesitli sitokimyasal boyama
islemleri ve Romanowsky boyalar1 ile alinan sonuglarin birlikte degerlendirilmesi ile
anlasilabilir.

Sudan Black B bovasi ve Miyeloperoksidaz:

Sudan Black B fosfolipid ve sterolleri boyar. Bu boya, ndtrofillerdeki azurofilik ve spesifik
graniilleri boyarken peroksidazin sadece azurofilik graniillerde bulundugu bilinmektedir.
Sudan black B ile 6ncli nétrofiller soluk boyanirken olgun olanlar daha koyu boyanir;
eosinofilik graniiller ise ortas1 soluk olarak boyanirlar. Monositlerde boyanma olmayabilir ya
da az sayida boyanma gosteren graniil izlenebilir. Lenfosit ve lenfoblastlar ise negatiftir;
miyeloblastlarda ise az sayida da olsa pozitif boyanma beklenir.

Peroksidaz reaksiyonunda ise:

Lokositlerin  graniillerinde bulunan miyeloperoksidaz enzimi, ortamda hidrojen peroksit
varhiginda substrat olarak kullanilan benzidin dihidrokloridi renksiz bir yapidan mavi-
kahverengi renk veren bir tiirevine cevirir. Miyeloperoksidaz aktivitesi, noétrofillerin
gelisiminin her evresinde mevcut olup; azurofilik (nonspesifik) graniillerde bulunur.
Eozinofillerde koyu bir boyanma izlenirken; lenfositler, olgun bazofiller, eritroid hiicreler
boyanma gdstermezler. Monositler nétrofillerden daha zayif renk verir ve graniiler ¢okmeler
daha ufaktir. Substrat olarak benzidin HCL yerine DAB (3,3’Diaminobenzidin) HCL
kullanildiginda AML olgularinda daha ¢ok sayidaki blastta boyanma oldugu gézlenir. DAB,
miyeloperoksidaz yami sira katalaz varligimi da gosterir ve sitokimyasal reaksiyon da
hidroperoksidaz olarak adlandirilir. Sudan black B ve hidroperoksidazin miyeloperoksidaz
dan daha duyarli olduklar1 diisliniilmektedir. Enfeksiyonu olan, AML tanisi alan bazi
bireylerde bulunan toksik nétrofillerde, nadir goriillen  dogustan miyeloperoksidaz
eksikliklerinde peroksidaz aktivitesi izlenmeyebilir.

Esterazlar:

Lokosit esterazlar, naftalen derivesi olan bir esteri hidrolize ugratirlar. Agiga ¢ikan naftol
(veya naftil) hizla ortamda bulunan diazonyum tuzlar ile birlesir ve enzimin bulundugu
yerlerde renkli, parlak bir ¢okiintii olugur. Kloroasetat esteraz reksiyonunda nétrofiller ve
onciileri pozitif boyanirken monositler ve onciileri , diger kan hiicreleri zayif ya da negatif
boyanma gosterirler. Akut 16semilerde kloroasetat esteraz reaksiyon 6zellikleri, sudan black
B ve peroksidaz ile benzerlik gosterse de bu reaksiyon, ndtrofil serisi icin daha 6zgiindiir.
Non spesifik esterazlar ( substrat olarak alfa naftil asetat veya alfa naftil butirat kullanilir) ise
monositlerde kuvvetle pozitif iken notrofillerde zayif reaksiyon verirler. Megakaryositler alfa
naftil asetat ile pozitif , alfa naftil butirat ile negatif reaksiyon verirler. Makrofajlar iki
substrat ile de pozitif boyanma gdsterir. Alfa naftil asetat esteraz, bazofiller ve plazma
hiicrelerinde pozitiftir, istirahat halindeki T lenfositlerde fokal (yerel odaklar) pozitiflikler
goriiliir, normoblastlar da zayif boyanma gosterebilirler. Ortama eklenen sodyum florid
notrofiller ve lenfositler digindaki hiicrelerde goriilen pozitiflikleri engeller. Alfa naftil
asetat esteraz reaksiyonu, akut lenfoblastik 16semilerin az bir kisminda (6zellikle T hiicreli
olanlar) fokal pozitiflikler olarak kendisini gosterebilir, megakaryositik, eosinofilik, ve
bazofilik 16semilerde ve eritrolosemilerde goriilen eritroblastlarda pozitif izlenebilir.



“Periodik Acid-Schiff” (PAS) Reaksiyonu:

“Periodic Acid”’(HIO4), komsu iki karbondaki hidroksi guplarini aldehitlere g¢eviren
oksitleyici bir ajandir. Olusan dialdehitler “Schiff” reaktifi ile birleserek kirmizi renk veren
bir iirlin olustururlar. Kan hiicrelerinde PAS reaksiyonunun pozitif olmast hiicrelerin
glikojen tasidiklarinin bir gostergesidir. Notrofiller, eosinofiller, matiir formlarinda daha
kuvvetli olmak iizere evrimlerinin tim asamalarinda pozitif reaksiyon verirler. Pozitif
boyanma graniillerde degil, sitoplazmada serbest olarak izlenir. Miyeloblastlarda az sayida
ufak PAS pozitif graniil izlenebilir, monositlerdeki boyanma da c¢ok soluk boyanan ince
graniiller seklindedir.Lenfositlerde az sayida kiigiik ya da biiyiik graniiller seklinde boyanma
izlenebilir, Normoblastlarda PAS reaksiyonu negatiftir. Eritrolosemiler ve bazi talasemi
olgularinda nadiren de demir eksikligi anemilerinde ve sideroblastik anemilerde eritroid 6ncii
hiicrelerde PAS pozitifligi goriilebilir. Akut lenfoblastik 16semilerde lenfoblastlarin iri PAS
pozitif reaksiyon veren yapilar tagidiklar: goriiliir. Kronik lenfositik 16semi ve Non Hodgkin
lenfoma olgularinda , Enfeksiyoz Mononukleozda lenfositlerin artmis sayida PAS pozitif
grantiller tagidiklar1 goriilebilir.

Asit Fosfataz :

Hiicrelerdeki asit fosfataz, kendisi i¢in bir substrat olan Naftol AS-BI fosforik asidi hidrolize
ugratarak, ¢ozlinmez bir yapt olan ve heksazotize edilmis pararosaniline ile kompleks
olusturan naftol iin agiga ¢ikmasina sebep olur. Hiicrelerdeki renkli ¢okiintii (kirmizi renkli
graniiller), asit fosfataz aktivitesinin varligini isaret eder. Ortamda bulunan L (+) tartarik
asit, “Hairy Cell Leukemia”(HCL) hiicreleri diginda cesitli hiicrelerde bulunan asit fosfataz
izoenzimlerini inhibe eder. Normal ve anormal lokositlerin ¢ogunda asit fosfataz aktivitesi
vardir. Monositler, notrofiller ve 6nciilerinden daha koyu boyanir. T lenfositler zayif pozitiflik
verirken B lenfositler reaksiyon gostermez. TRAP (Tartarik asit Rezistan Asit Fosfataz)
pozitifligi ise HCL(sagli hiicreli 16semi) i¢in karakteristik olup; bu hiicrelerde nadiren negatif
reaksiyon goriilebilir.

Notrofil Alkalen Fosfataz

Notrofillerin metamiyelositten segmente kadar olan evrelerinde bu enzimin {igiincii bir
graniiler bolmede yer aldig1 diistiniilmektedir. Enzim, alkali bir ortamda, diazonyum tuzlarinin
(“fast blue” veya “fast violet) varliginda, substrati olan bir Naftol fosfat ile karsilaginca onu
hidrolize edip, ortama fosfat ve arilnaftolamid salinmasina sebep olur. Arilnaftolamid hemen
diazonium ile reaksiyona girip bir azo boyasi olusturur. Zit boyanma da saglandiktan sonra
boyanmanin koyuluguna gore 0-4 arasinda bir skorlama yaparak 100 lokosit sayilir ve
skorlar1 toplanir. Bu sekilde 0-400 arasinda bir skor bulunmasi gerekecektir. Referans
degerlerin her laboratuvar tarafindan belirlenmesi gerekse de skorun normalde 20-100
arasinda olmasi beklenmektedir.

Enfeksiyonlarda, Polisitemia Vera, Hodgkin Hastaligi, ve bazi miyelofibroz durumlarinda
skorun yiikselmesi beklenirken; Kronik Miyelojenik Ldsemi, Akut Miyeloid Losemiler,
Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiri, aplastik anemi, bazi1 viral enfekiyonlar 6zellikle de
Enfeksiyoz Mononukleoz ile aktivite azalmaktadir.






