» HISTOKIMYASAL VE
IMMUNOHISTOKIMYASAL
YONTEMLER



Histokimyasal yontemler
(karbonhidrat, protein ve
lipidlerin demonstrasyonu)

Histokimya; maddeleri, hiicre ve doku
duzeyinde ayirt etmeye, yerlesimlerini ve
miktarlarini saptamaya yarayan kimyasal
tekniklerin ortak adidir.



a. Karbonhidratlarin demonstrasyonu

« Karbonhidratlar cogunlukla karbon, hidrojen ve
oksijenden kurulu organik maddelerdir.

Polisakkaritler, glikozaminoglikanlar ve
proteoglikanlar olarak siniflandirilirlar.

» Polisakkaritler vlcutta ya serbest ya lipidlerle ya
da proteinlerle birleserek kompleks gruplar
olustururlar.

* VUcutta serbest olarak bulunan polisakkarid,
yalnizca glikojendir.




Karbonhidratlar, esas olarak PAS (Periyodik
Asit Schiff) reaksiyonu ile belirlenirler.

*PAS reaksiyonunun ozgunlugu, ardisik
kullanilan iki ayiraca dayanir. Bunlar, Periyodik
asit (HIO,) ve Schiff ayiracidir.




* Periyodik asit, iki komsu
karbon atomlar| arasi
baglari acarak aldehidler
olusturur. Meydana

Schiff ayiraci ile
reaksiyona girerek mor
veya morumsu Kirmizi
renkte kompleks bir
bilesik sekillendirir. Bu
bilesik 1sik
mikroskobuyla gorulebilir
ve PAS pozitif maddeler
olarak adlandirilir.




* Karponniaratiardan zengin
maddelerin
saptanmasinda kullanilan
bir diger yontem bazofili
derecesinin
belirlenmesidir.

» Glikozaminoglikan’larda
siyalik asit veya sulfat
gruplarinin bulunusu,
uygun tespit ediimis
materyale belirgin bir
bazofili verir. Ornegin;
mast htcre granullerindeki
heparin kuvvetli bazofili
gosterir.



« Glikojenin Demonstrasyonu

* Glikojen normal kosullarda
Intrasitoplazmik olarak kalp ve
iskelet kaslarinda,
karaciger, kil follikulleri,
retina, servikal ve vaginal
epitelde, megakaryosit ve
|0kosit gibi hiicrelerde
bulunur.

« Tespit islemi, dokulardaki
glikojenin korunmasinda
oldukca 6nemlidir. Bu konuda
genel kani, Rossman’in
solusyonu, %10 formol-alkol
veya %80 alkol gibi tespit
solusyonlarinin ¢gok guvenilir
oldugudur.



. Glikojenin suda Best carmin
cozunebilirligi goz
onunde bulundurularak
formalin
kullanimindan
kaciniimalidir. Tespit
solusyonunun +4 "C’de
olmasi onerilmektedir.

 PAS ve Best's carmin
teknikleri glikojen
demonstrasyonunda
oncelikle kullanilan
tekniklerdir.




Dokularda diger PAS
nozitif maddelerin de
pulunmasi nedeniyle
reaksiyonun spesifikligi

Kontrol preparasyonlari g
lle saptanir.

Bu amacla kontrol

kesitlerine glikojeni |
hidrolize eden a- amllaz ..
uygulanir.

PAS reaksiyonu ile
yogun olarak boyanan
ancak a-amilaz on |
uygulamasindan sonra
boyanmayan yapilarin
glikojen icerdigi
dusunulur.




Alcian Blue Metodu:

* Bu metot ile glikozaminoglikanlar, karboksil ve stlfat
gruplari yonunden ayirim yapilmadan demonstre
edilir. Reaksiyon parlak mavi renkte goruldr.




 Aldehit fuksin, Kuvvetli bir asit boya
maddesidir ve secici olarak sulfatl
mukopolisakkaridler ile reaksiyona girer.







LIPIDLERIN GOSTERIMI

* Diger doku bilesenleri gibi lipidler de ender
olarak saf halde bulunurlar. Cogunlukla
glikolipid veya lipoprotein seklinde yer alirlar.

* En yaygin hucresel I|p|dler trigliseridler ve
fosfolipidlerdir. N R o




 Trigliseridler,
sitoplazmik
damlaciklar seklinde
gortlen metabolik .
birikimlerdir. Bunlarin
dokulardaki
fonksiyonlari
sitokimyasal olarak
1zlenebillir.




» Fosfolipidler ise membranlarin
yapisal bilesenleri olup,
sitokimyasal olarak yerlesimlerini
belirlemek oldukca guctur.



* Lipidlerin fiziksel ozelliklert,
demonstrasyonlarinda onemili bir faktordur.
Boyamada, hidrofobik veya hidrofilik
lipidlerin belirlenmesi amaclanir. Hidrofobik
lipidler Sudan boyalari ile reaksiyona
girdikleri halde hidrofilik lipidler diger
yontemlerle gosterilirler.



 Lipidler organik fiksatifler ile eriyorlar, ancak
donmus kesit ile korunuyorlar. Bu yuzden rutin
parafin teknigi kullaniimaz.

 Donmus dokulardan alinan kriyostat kesitleri
bircok yontem icin Iyl sonuclar vermektedir.
Bununla birlikte bazi histokimyasal yontemlerde
tespit gereklidir. Bu amacla Baker'in formol
kalsiyum soltsyonu kullanilabilir.




* Sudan boyalari
hucrelerde esasini
trigliseridlerin olusturdugu
lipid damlaciklari
iIcerisinde dagilarak onlari
yogun bir sekilde
boyarken, yag asitleri ve K&
fosfolipidleri boyamazlar. Sk

* Sudan boyalari igin bir
tasiyici gereklidir. Bu
tasiyict % 70 etanol,
propilen glikol, % 60
izopropil alkol gibi
nisbeten ¢c6zunmeyen
lipidler iceren organik bir
solventtir.




Cogu gercek anlamda boya
eqildirler, fakat kromojen (renk
eren) maddelerdir.

Kesitler, boya ile doyurulmus
aslyicl solusyona daldirilir ve
oylece boya tasiyicidan lipid
amlaciklarina gecer.




* Yag boyamalari icin de
kontrol preparasyonlari
uygulanabilir. Bunun
Icin boyama oncesinde
kontrol kesitleri aseton,
kloroform veya
metanol gibi organik
cOzUculerden gecirilir.
Bu islem yaglari
uzaklastiracagindan
doku
boyanmayacaktir.
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PROTEINLERIN GOSTERIMI

* Proteinler organik azotlu bilesiklerdir.
Karbonhidrat ve lipidlerle birlikte
dokularin temel yapisini olustururlar.
Demonstrasyonlari pratik
histokimyada onemli bir yer
tutmaktadir.



* Proteinler, dokularda ya tek
baslarina bulunurlar ya da
lipidler (lipoprotein) veya
baska maddelerle birlesirler. =~
Bunlarin boyanma g =
reaksiyonlari, amino asit "
kompozisyonlarina baglidir.

* Fibroz proteinler (kollagen,
fibrin, elastin ve keratin),
trikrom boyamasi 6rneginde & &
oldugu gibi histolojik on R
yontemlerle demonstre
edilirler.




 Amino asit metotlari ile
butln proteinlerin
degil, ancak bazi
aminoasitlerin varligi
gosterilebilir.

e Sistin, sistein ve
metiyonin amino
asitleri arasinda
disulfid ve sulfidril
baglar vardir.
Performik asit-Alcian
blue metodu bu
aminoasitler
arasindaki baglari
demonstre eder.




 Disulfid baglari
mavi renge
boyanir. Rengin
yogunlugu
disulfit baglarin
miktarina
baglidir.




2.Immunohistokimya

Hulcre ve dokularda yer alan endojen
ve/veya ekzojen immunojenik yapidaki
maddelerin 0zel yontemlerle hazirlanmis
isaretli antikorlar araciligiyla 1sik, floresan
veya elektron mikroskopta saptanmasina

Immunohistokimya’ denir.

Immunohistokimyasal yontemlerde (¢
onemli temel yapi antijen (immunojen),
antikor ve kromojendir.




» Antijen: Organizmada immun
yanit olusturabilen ve bunun
sonucunda kendilerine karsi ozel
antikor sekillendirebilen
maddelere antijen veya
Immunojen denir. Bu maddeler
protein, glikoprotein veya
lipoprotein yapisindadirlar.



* Immunolojik yanitta T ve B
lenfositler en 6nemli role
sahip hucrelerdir. T
lenfositler antijene karsi
lenfokin salgilayarak doku
dlzeyinde; B lenfositler ise
Immunglobulin adi verilen
bir grup protein salgilayarak
sistemik immun yanit
olustururlar. Antijene karsi
Immun sistem tarafindan
olusturulmus olan Ig
yapisindaki tum bu
maddelere ‘antikor’ denir.




* Monoklonal
— Antijenin tek bir epitopuna
karsi uretilmistir.
— Antikor cok spesifiktir
— Tek bir epitopu tanimaya
yonelik oldugu icin yanlis
negatif sonuc verebilir



* Poliklonal
— Antijenin birden fazla epitopuna karsi uretilmistir.
— Basari sansi daha yuksektir.
— Farkli hayvan turlerinde uretilebilir.
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 Immunohistokimya, tam anlamiyla antijen
antikor eslesmesine dayanan bir tekniktir. Bu
Incelemeler icin hicre veya doku orneklerinden
yararlanilir.

* Bir dokunun incelenebilecek hale gelmesi icin
uygulanan her islem, dokuda bulunan antijen
yapisinda bozulmaya ya da antijen kaybina
sebep olabilir. Bu ylizden immunohistokimyasal
calismalarda kullanilan tespit solusyonlari
dikkatli secilmelidir.

» |saretlenmis antikorlar dokuda spesifik
antijenlerine baglanir. Bu antijen antikor
kompleksi yerlesimleri 1sik, floresan veya
elektron mikroskopu ile incelenebillir.
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« Antijenler,
— Nukleer
— Sitoplazmik
— Membranda
— Ekstraselluler matriks yerlesimli olabilir.



e A-Direkt metot:

 Belli bir antijeni tasiyan doku
kesiti isaretli antikor ile inkube
edilir ve olusan isaretl
kompleks, mikroskopta antijenin
yeri olarak gozlenir.



Mide, gastrin hucreleri, kirmizi




B-Indirekt metod: 2 veya daha
fazla antikor kullanilarak
yapilir.

[k antikor (primer antikor)
Ilgilenilen doku veya hiicre
antijenine spesifiktir.
Ikincil (sekonder) veya tersiyer
antikorlar primer antikoru
tanimaya yonelik isaretlenmis
antikorlardir. Sekonder antikor
farkli bir hayvan tiirtinde,
primer antikorun iiretildigi
hayvan tlrdntn
Immunglobulinini tanimaya
yoneliktir.



e Ornegin farede iiretilmis
primer antikoru tanimak 1¢in,
fare immunglobulinini
tanimak 1¢in, keci, tavsan
veya farkli bir hayvan
tirunde tretilmis antikor
kullanilir. Hazirlanan 1saretsiz
birinci (primer) antikorlar
normal dokuda bulunan
antijenle reaksiyona sokulur.
Sonra bu kesitler 1sareth
IKinci (sekonder) antikor ile
InkUbe edilir. Antijenin yeri
1saretlenmeye uygun
mikroskopda gorultr



Peroksidaz-antiperoksidaz
metodu:

» Indirekt yonteme benzemekle
birlikte bu yontemde sekonder
antikor isaretlenmemistir. Ancak,
enzimle isaretli antikor kompleksi
kullanilir.

« Sekonder antikor hem bu
kompleksle hem de antijene bagli
primer antikorla baglanir. Burada
onemli olan nokta primer antikorla
enzim-antienzim kompleksinin ayni
hayvandan elde edilmesidir.







Strep-ABC metodu:

» Streptomyces avidinii'den elde
edilen Strepavidin’in biyotine
kuvvetli bir sekilde baglanma
ozelliginden yararlanilir.



 Biotinlenmis sekonder antikor
Uzerine avidin-biotin
peroksidaz kompleksi konur.
Eger streptavidin-biotin
peroksidaz kompleksi
konursa adi Strept ABC
metodu olur.



AN
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Birden daha fazla antijeni ayni anda
gorunur yapmak icin kullantlr

ki farkli boyama veya florokrom
kullanilir

Deney dizayni dikkat gerektir.

Primer antikorlar farkl turlerde
gelistiriimis olmali.

Sekonder antikorlar primerleri
taniyacak sekilde farkli renkteki
florokromla isaretlemeli (FITC, Texas
Red, DAPI, Rhodamine gibi).
Florokrom isaretli antikor eklendikten
sonra guvenli i1sikta veya karanlik
ortamda calisiimalidir.
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kili boyama, teknigi




Ucll boyama
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* Genellikle TEM icin
kullantlir

o Altin taneleri
kullanilir




Coklu teknik icin farkli buyuklukteki
altin taneleri kullanilir



Rutin histolojik doku takip islemleri
e Dokunun fiksasyonu (immersiyon, perflizyon

e Dokunun takip iglemleri ( doku takip cihazi, parafine
gomme, kesme ve arsivieme) veya dondurma
mikrotom icin islemler

* Deparafinizasyon
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e Antijen retrival (dogru yontemin seciimesi)

Antijen maskelenmesinden kaynaklanan sikintilari
gidermek

Sitrat tamponunda kaynatma
Enzimlerin kullanimi (Tripsin, pepsin vb)

e Enzim eliminasyon (quenching)

Peroksidaz tekniginde dokuda bulunan (endojen) perokidaz
enziminin yok edilmesi gerekir.

Bunun i¢in metanol icerisinde hidrojen peroksit kullanilir.
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o Paraffin  Frozen

— Parafin erimesi icin — Antijenler icin daha
yapilan isitma ve \ilollg
ksilolden gecirme — Fakat zayif morfoloji
antijen bolgelerne veririr

zarar verebillir.
— Sik kullantlir.



» |ntraselltler ve membranin icinde kalan
tarafindaki epitoplar icin gerekir.

o Deterjanlar siklikla kullanilir
o Triton-X
o Tween

0 Deterjanlar ayni zamanda yuzey gerilimini
azaltir.



* Pozitif kontrol
— Antijen kesin oldugu bilinen doku

* Negatif kontrol
— Primer antikorun yerine antikor sulandirma solusyonu



IHK Kullanim Alanlari

* Hucresel proteinlerin yerlesimleri ve

aktivite gosterdikleri alanlari saptamada

«  Cesitli endokrin hastaliklarin veya

kanser tiplerinin ayrimlanmasinda

Gelisim biyolojisi calismalarinda



