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Hematoksilen-eozin ile boyal1 preparatlarin immiinohistokimyasal
olarak tekrar boyanmasi: Histoteknik bir ¢caligsma

Immunohistochemical restaining of hematoxylin and eosin stained slides:
a histotechnical study
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6z

Amag: Bu calismada hematoksilen-eozin boyall bir preparatta boyanin kaldiriimasi ve bu preparatin farkli histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyamalar icin uygun hale getirilmesi icin bir protokol olusturulmasi amaglandi.

Gereg ve yontemler: Sican karaciger ve bobrek preparatlar kullanilarak yapilan bu teknik ¢alismada hematoksilen-eozin boyasinin, gelistirilen
protokolle uzaklastiriimasi saglandi ve ardindan anti-iNOS boyasi uygulandi.

Bulgular: Hematoksilen-eozin ile boyali preparatlara, gelistirilen protokol uygulandiginda preparat lizerinde histolojik boyaya ait hicbir kalintinin
kalmadigi saptandi. Sican karaciger ve bobrek preparatlarinda, hematoksilen-eozin boyasi ile boyama yapilan preparatlarda bu dokulara ait temel
yapilar protokol siirecinin neden oldugu bir bozulmaya maruz kalmadan gériintilendi.

Sonug: Bu calismada olusturulan protokol ile boyasiz hale getirilen preparatlarin ekonomik ve etkin bir sekilde hem histokimyasal hem de
imminohistokimyasal olarak tekrar boyanmasi saglanabilmis ve histoloji laboratuvarlarinin arsivlerindeki preparatlarin etkin sekilde yeniden
degerlendirebilecegdi gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Hematoksilen-eozin boyama; histokimyasal boyama; immunohistokimyasal boyama; tekrar boyama.

ABSTRACT

Objectives: This study aims to set up a protocol that makes the removal of the stain possible and that it is suitable for different histochemical and
immunohistochemical stains in a hematoxylin and eosin stained slide.

Materials and methods: Hematoxylin and eosin staining was removed with the developed protocol, followed by anti-iNOS staining, in this technical
study done by using rat liver and kidney slides.

Results: We detected no residual of histological stains on the hematoxylin and eosin stained slides when the developed protocol was applied. The
basic structures of rat liver and kidney tissues were displayed in the slides stained with hematoxylin and eosin without any exposure to degradation
caused by the protocol process.

Conclusion: In this study, we showed that it was possible to economically and effectively restain the unstained slides with the developed protocol,
both histochemically and immunohistochemically, and to effectively re-evaluate the slides in the archives of histology laboratories.

Keywords: Hematoxylin and eosin staining; histochemical staining; immunohistochemical staining; restraining.

Hematoksilen, Meksika’'da yetisen boyadir. Hematoksilen-eozin (H-E), cekirdek ve

Haematoxylum campechianum L. isimli agacin sitoplazma ayiriminda kullanilan, histopatolojik
kabuklarindan kaynatilarak, ekstraksiyon yon- boyalar icinde en genis kullanim alami olan
temi ve rekristalizasyonla elde edilen dogal bir boyadir.4 Hematoksilen genellikle; ¢ekirdegi
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mavi-sivah renkte boyayarak intraniikleer detayi
iyi gosterir. Eozin ise; hiicre sitoplazmasini ve
bag dokusu elemanlarini cesitli varyasyonlarda
pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar.?

Eozin, katrandan elde edilen turuncu-pembe
renkli bir boyadir. Eozin boyamada, cekirdege
yaptigi kontrastla beraber parlaklik 6nemlidir.
Normalde sari-yesil ¢ozeltisi olan eozine %1 ora-
ninda asetik asit ilavesiyle, cozelti pembe-kirmizi
renge dontstir. Bu islem hematoksilenle mavi
renge boyanan cekirdeGe kontrast veren parlak
bir zemin olusturur. Sitoplazmanin yani sira bag
dokusu elemanlari da eozinle boyanir.?

Bu calismada amag¢ H-E ile boyanan bir prepa-
ratta boyay1 kaldirmak ve bu preparati farkh bir his-
tokimyasal ve immunohistokimyasal isaretleyiciler
ile boyanmasina olanak saglayacak bir protokol
olusturmaktir. Ayrica, parafin blogu olmayan eski
preparatlarin yeni tekniklerle degerlendirilmesine
olanak saglamaktir.

GEREC VE YONTEMLER

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali preparat arsivine kayitli
preparasyonu yapilmis sican karacigGer ve bobrek
preparatlar1 kullanildi. Bes mikronluk kesitlere
islem yapabilmek icin 6ncelikle kanada balzami adi
verilen bir yapistirict madde ile kapatilan preparat-
lar ksilol (Merck 1.08681.2500) icinde bir gece
bekletildi ve lam ve lamelin birbirinden ayrilmasi
saglandi. Bu islem sonrasi lam iizerine yapismis
haldeki doku kesitine ulasildi. Hematoksilen-eozin
boyasinin uzaklastirilmas: icin asagidaki protokol
uyguland;

1. %100 Alkol 2 dakika

2. %95 Alkol 2 dakika

3. %80 Alkol 2 dakika

4. Distile su 5 dakika

(preparatlar iyice stiziilecek)

5. Asit alkol 3-5 defa batirip ¢ikarma
6. Akarsu Daldir ¢cikar

7. Amonyakh su  3-5 defa batirip cikarma
8. Akarsu Daldir cikar

9. Distile su 5 dakika

(preparatlar kurutulur)

Yukaridaki protokol seti uygulanirken siirekli
mikroskop altinda goézle takip edilmesi gerekmek-

tedir. Bu protokol seti 15-20 kez uygulama sonrasi
sonuc vermektedir ve boyasiz bir doku goriiniimii
saglandiginda islem kesilmelidir. Daha uzun siireli
uygulamada doku biitiinliigii acisindan kimya-
sal maddelerin doku tizerinde dejenerasyona yol
acmasi s6z konusudur. Daha sonra bu preparat-
lar anti-INOS (Santa Cruz, SC-651; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) boyasi ile
boyandi.

Anti-INOS boyama icin uygulanan protokol
asagidaki gibidir;

1. %100 Alkol 2 dakika
2. %95 Alkol 2 dakika
3. %80 Alkol 2 dakika
4. Distile su 2 dakika
(preparatlar ivice
stiziilecek)
5. Tris-EDTA 30 dakika
tampon 90 °C
6. Soguk su 15 dakika
banyosu
7. Distile su 5 dakika
8. PBS 5 dakika
9. %0.1 Triton X 5 dakika
10. %3’litk H202 10 dakika
11. PBS 6 dakika
12. Serum bloklama 30 dakika

(A soliisyonu)

13. Primer antikor Geceboyu (1/100 dilue)

+4 °C
14. PBS 6 dakika
15. Sekonder antikor 10 dakika
(B soliisyonu)
16. PBS 6 dakika

17. HRP streptoavidin 30 dakika
(C soltisyonu)

18. PBS 6 dakika
19. DAB Kahverengi renk alana
kadar
20. Distile su 3 dakika
21. Mayer’s 1 dakika
hematoksilen
22. Akar su Daldir cikar

23. Distile su
24. %80 Alkol

Daldir ¢ikar
Daldir ¢ikar
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25. %90 Alkol
26. %95 Alkol
27. %100 Alkol
28. Kurutma
29. Ksilol 15 dakika

EDTA: Etilenediamintetraasetik asit; PBS: Fostat tamponlu
tuz c¢ozeltisi; HRP: Yabanturpu peroksidaz enzimi; DAB:

Daldir ¢ikar
Daldir ¢ikar
Daldir cikar

3,3-Diaminobenzidin.

BULGULAR

Yukanidaki protokoliin uygulanmas: ile H-E
ile boyali preparatlar {izerinde boya materyali ve
boyanin etkisine dair hicbir kalintinin kalmadig:
saptandi (Sekil 1). Daha énce boyama yapilmamis
preparatlardakine benzer sekilde boya kaldirma
islemine maruz birakilan preparatlarda da anti-
INOS bovasinin dokuda uygun ve 6zgiin olarak
isaretleme yaptigi saptandi (Sekil 2).

Hematoksilen-eozin ile boyanmis karaciger
preparatlarinda x20 ve x100 biyiitmede ceki-
len fotograflarda karaciger dokusunun normal

Sekil 1. Karaciger dokular1 (H-E x 20 ve H-E x 100 biiyiitme).
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histolojik yapisinda gériilen vena centralis, radi-
yal yerlesimli hepatositlerden olusan Remark
kordonlar1 saptandi. Hepatositlerin aralarinda
karacigerlere ait siniizoidal yapilar goriinmektedir.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis bu preparasyon-
da bova kaldirilma isleminden sonra anti-INOS
boyamasi yapildi. Hematoksilen-eozin ile boyah
haldeki ayni alanlar bire bir fotograflandi. Bu
vapilarda da yukarida bahsedilen histolojik gorii-
niim birebir saptandi. Anti-INOS ile boyanmuis
kesitlerde vena centralis cevresinde hepatositler,
makrofajlar ve endotel hiicrelerinde 6zgiin boyan-
ma saptandi.

Bobrek preparatlarinda, H-E boyasi ile boya-
mas1 yapilan preparatlarda normal histolojik
goriinim arz etmektedir. Korteks ve medulla
ayirimi yapilan boyali kesitlerde, kortekse ait
kisimda glomeriil, distal ve proksimal tiibiille-
rin varligi1 saptandi. Medulla’da Henle kulbu,
bébrege ait toplayici kanallarin varligi saptandi
(Sekil 3a, b). Aymi preparatin H-E boyasi kal-
dirlma isleminden sonra anti-INOS boyamasi
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(x20 ve x100 buyiitme).

yapildi ve ayni alan fotograflandi. Bu yapilar-
da da yukarida bahsedilen histolojik goriiniim
birebir saptandi. Bunun disinda anti-INOS icin
6zgilin olan hiicreler de de boyama elde edildi
(Sekil 3c, d).

TARTISMA

Hematoksilen’in kokenleri 17. yiizyila kadar
dayanir. Ekstrakte edildigi, Meksika ile Orta
Amerika kokenli Haematoxylum campechianum
L. agacindan adini alir. Kumas boyama amaciy-
la Avrupa'ya ithal edilmesi bu bitkinin bilimsel
serlivenin de baslangici olmustur. 1863 yilinda
alman anatomist Heinrich Wilhelm Gottfried
von Waldeyer-Hartz (Waldeyer) hematoksileni
histokimyasal amach kullandigi ilk deneyi ice-
ren yayini yapmistir.® 1865 yilinda Béhmer’in
bu boyanin bir mordant ile kombine edilmesini
anlamasina kadar gecen siirede hematoksilen
boyasi temel yayinlar seviyesinde kalmistir.!®
Mordant, boyanin dokuya tutunmasina yardim-
c1 olan metal tuzu olarak tanimlanir. En sik
kullamlanlar1 aliiminyum ve demir tuzlandir.

Sekil 2. Anti-iNOS boyasiyla uygun ve &zgiin olarak isaretlenmis karaciger dokulari

4 . ; 'r /4

Boéhmer’den bagimsiz olarak; Polonyali kimyager
Heinrich Caro, floresan tizerinde calisirken Eosin
adin1 verdigi sari-kirmizi boyay: sentezlemistir.!”’
Ayni alanda ¢alisan baska bir kimyager olan Emil
Fischer 1875 yilinda eosin Y (Y, sarimsi1 anlamin-
da “vellowish” kelimesinin bas harfidir) {izerine
ilk calismay1 yayinlamistir.® Bir yil aradan sonra
da histoloji alaninda giiniimiize kadar halen en
popiiler boyasi olan aymi anda H-E kullana-
rak vapilan ilk calisma Wissowzky tarafindan
yayinlanmistir.””)

indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
aracih@yla tretilen NO’nun iskemik akut renal
yetmezlikteki sitotoksik etkisinin gdsterildigi dnemli
bir calismada iNOS ve H-E boyalar1 kullanilmistir.
Indirekt immiinofloresan tekniklerin uygulandig:
bu calismada; 8 um’lik frozen kesitlere %0.1 tri-
ton x100, 20 dakika uygulanmis ve 6zgiin olma-
yan baglanma bolgeleri %0.1 bovine serum albii-
min (BSA) ile bloke edilmistir. Ardindan Kkesitler
60 dakika iNOS ve eNOS icin monoklonal antikor-
larla (0.5 mg/mL) muamele edilmistir. Rodamin-
konjuge anti-fare immiinoglobulin G’de eklenip
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Sekll 3. (a, b) x20 ve x100 buyutmede H E boyanm1§ bobrek dokularl (c, d) x20
ve x100 biiyiitmede, anti-iINOS boyasiyla uygun ve 6zgiin olarak isaretlenmis bdbrek
dokulari.

15tk mikroskobunda incelenmistir. Morfolojik
degerlendirmeler icin de formalin ile fikse edilen
ornekler H-E ile boyamp akut renal yetmezlik icin
skorlama yapilmustir.!1%

Karaciger tiimorleriyle ilgili baska bir énemli
calismada ise makroskopik inceleme yapmak
lizere nekroz ve kanama olmayan timér érnekleri
histolojik degerlendirme icin secilip érnekler rutin
olarak %10 formalin ile fikse edilip parafine
gémiilmustiir.™ 4 pm kahnh@inda kesitler depa-
rafinize edilip ksilen ve dereceli alkol serilerin-
de hidrate edilmistir. %3’lik H202 ile endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 30 dakika
inkiibe edilen &6rnekler iNOS boyamasi dnce-
si hazir hale getirilmistir. iINOS boyamasi icin
kesitler %2 vagsiz siitle 10 dk inkiibe edilmis,
ikinci antikor olarak spesifik olmayan boyama-
y1 engellemek icin 30 dakika ayni tiirden elde
edilen normal serum ile muamele edilmistir.
Ardindan 6rnekler 1: 500 konsantrasyonda oda
sicakhginda 60 dakika primer antikor ile muame-
le edilmistir. Son olarak kesitler hematoksilen ile
karst boyanmustir. iNOS immiinreaktivitesi esas

olarak hepatositlerde gozlenip sitoplazmik boya-
ma gozlenmistir. Tiimoér dokusu ve cevresindeki
dokuyu beraber boyamustir. Indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz ekspresyonu karacigere niifuz eden
mononiikleer hiicreler, vaskiiler endotel hiicrele-
rinde gézlenmistir.!!

Yapilan literatiir taramasinda daha &nce pre-
parasyonu yapilmis bir preparatta rutin bir boya
olan H-E ile boyanmis bir dokunun boyasiz hale
getirilip tekrar farkh histokimyasal ve immiinohis-
tokimyasal boyalar ile tekrar boyanmasi ile ilgili
bir calismaya rastlanmamustir.

Sonu¢ olarak, bu calisma literatiir taramasi
sonucunda, histolojik boya kaldirmanin etkin
olarak gosterildigi ilk calismadir. Histoloji labo-
ratuvarlarinda arsive girmis preparatlarin tekrar
degerlendirilebilmesi icin laboratuvarda rutin kul-
lanilan malzemelerle preparatin boyasiz bir hale
getirilip histokimyasal ve immiinohistokimyasal
olarak boyanmasini saglayan bu teknik modifi-
kasyon, hem goriintii kalitesi yiiksekligi hem de
maliyetinin diisiik olmasi ile oldukca efektif bir
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tekniktir. Arsiv preparatlarinin yeni tanimlanan
belirteclerle tekrar isaretlenmesi yeni gelismelere
151k tutacaktir.
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