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Ozet

Enzimler biyolojik sistemlerin canli komponentleridir. Bir¢ok biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor
olurlar ve doku igerisinde metabolik siirecin meydana gelmesi i¢in gereklidirler.

Enzim histokimya histolojik boyamalarda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu derlememizde dokularda gesitli

enzimlerin gosterilmesinde kullanilan boyalar ele alinmstir.

Anahtar Kelimeler: Enzyme Histochemistry, enzimlerin korunmasi

Enzyme Histochemistry and Importance
Summary
Enzymes are living components of biological systems. Many would catalysts in biochemical reactions
and are essential for the occurrence of the metabolic processes in tissues. Enzyme histochemistry,
occupies an important place in histological staining.
In this review show the dye used in a variety of tissue enzyme are taken manually .
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GIRIS

1950 ve 1980 yillar1 arasinda icinde  tiketilip  kendileri  olmadan
Enzim histokimya, histopatolojinin bir molekiilleri  reaktif durum  igerisine

parcasi olarak onem kazandi. 1953 yilinda
doku kesitlerinde enzim demonstrasyonu
i¢in mevcut 18 teknik vardi (Pearse, 1953).
Su an ise bu tablo 100’ asmistir. Enzim
demonstrasyonundaki bu artis enzim
histokimyanin,  histopatolojinin ~ genis
alanlarindaki 6nemini yansitmaktadir.

Enzimler biyolojik sistemlerin canli
komponentleridir. Bir¢cok biyokimyasal
reaksiyonlarda katalizor olurlar ve doku
igerisinde metabolik siirecin  meydana
gelmesi igin gereklidirler. Katalizorler siireg

getirerek aktivasyon (ilk hareket enerjisi
gibi) enerjisini  azaltir. Katalizorlerin
karekteristigi olarak madde katalizlemenin
niceligi ile ilgili tam katlama yoktur,
enzimin sadece kii¢iik bir konsantrasyonun
etkili olmasi gereklidir.

Enzimler non-protein prostetik grup
iceren yiiksek molekiiler agirlikli protein
molekiilleridir. Aktif protein (apoenzim)
cesitli iyonize gruplart (6rn. karboksil ve
amino) icerir. Enzimler bagimsiz olabilir ve
spesifik hiicre komponentlerine
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(desmoenzim) bagli veya viicut sivilarina
(lizoenzim) veya  sitoplazma iginde
¢oziilebilir bicimde bulunabilir. Memnun
edici bir enzimatik reaksiyonu basarmak
icin kofaktoriin varhigr gerekir. Bunlar
siklikla ~metal iyonlardir, daha c¢ok
magnezyum, manganez (aktivatorler) ve
koenzim  olan  nikotinamid  adenin
diniikleotid fosfat (NADP), nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) ve niikleotidler
gibi bilesiklerdir.

Substratlarina  6zel bir ilgisi
bulunan enzimler, bu madde grubuna
etkirler. Histokimyasal metodlarla bu
nedenden o6tiirii hiicre veya doku diizeyinde
gosterilirler.  Biitlin  yontemlerin  esast,
enzim molekiiliniin  spesifik  substrati
(dogal veya sentetik) iizerindeki etkisinin
ortaya konmasidir. Enzimler substratlar
iizerine etkilerine gore gruplara
siniflandirilirlar.  Pratikte  histokimyasal
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demonstrasyon amaciyla ¢ogu teknik,
hidrolitik ve oksidatif enzim i¢indir (1).

Metodlardan hangisi kullanilirsa
kullanilsin 6rnek almada ilk adim, 6rnegin
korunmasidir. Ayrica temel bir karar
alinmalidir. Doku frozen (dondurmak) mm
yoksa fikse mi edilecek? Dokular -70 °C
veya asagisinda dondurularak iyi korunur,
enzim aktivitesinde ¢ok az bir kayip goriiliir
ve dokular belirli bir siire saklanabilir.
Korumak ig¢in diger bir se¢im ise fiksatif
kullanmaktir ve fiksatifin se¢imi takip eden
metod tarafindan tayin edilir. Kas biyopsi
orneklerinde =~ ATP-az  metodlar1 ile
demonstrasyon sonuglarint  etkileyecek
fiksasyon veya sonraki islemler i¢in koruma
olarak dondurma kullamlir. Orneklerin
cogu laboratuvara geldiginde fikse edilir.
Birgok teknik igin formaldehit esash
fiksatifler kullanilmaktadir (2).

Sekil-1: Doku Islemine Etkiler

—0da sicakliginda fiksasyon

Enzim aktivitesinde kayip

—>Cogu fiksatifler

Proteinlerin denaturasyonu (fiksasyon siiresi
ve fiksatife bagli), enzimlerin difiizyonu, bazi
karbonhidratlarin kayb1

- Alkolde dehidratasyon (oda sicakligr)

Enzim aktivitesinde kayip, enzimlerin genel
difiizyonu, lipitlerin kaybi, suyun c¢ekilmesi ve
katilagsma

->Ksilen, kloroform, toluen vb. seffaflastirma

Enzim aktivitesinde kayip, lipitlerin kaybu,
dokuda (parlatma ajanina bagli) katilagma

->Parafin 56-60 °C

Enzim aktivitesinde kayip, lipitlerin kayb1

Frozen (Dondurulmus) Kesitler

Kriyostatin gelisimi son 30 yilda,
acil dondurulmus kesitler olarak meydana
gelen kesitlerin kalitesindeki artisa olan
ihtiya¢ ve histokimyanin genislemesinden
dolay1 sekillenmistir. Kriyostatin kullanimi
dondurulmus dokunun kesilmesi anlamina
gelmektedir. Dondurma mikrotomla
karsilastirildiginda daha kisa zamanda ve 2-
3 pum asagis1 ince kesit almak olasidir.

Prensip, parafin gomiilmesi ile
karsilagtirildiginda daha basittir. Doku
igindeki su dondurulur ve buzun formu
icinde dokunun donmus blok’u meydana
gelir. Buz, gomiilme soliisyonu olarak rol
oynar. Dondurulmus blok’larin kivami 2
faktorden, parafin kesitlerde oldugu gibi
dokuda bulunan suyun miktar1 ile ve
dokunun dogasi ile etkilenir. Az su igeren
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dokularin  kesitleri diisilk sicakliklarda, ayarlanarak kriyostat iginde dondurulmus
fazla buz kristallerinden dolay1 fazla su blok’lardan kesit alinmasi saglanir (2).
iceren dokularin kesitleri ise yiiksek

sicaklarda alimir. Doku blok’unda sicaklik

Sekil-2: Fikse Edilmeyen Dondurulmus Dokunun Uygun Kesilme Sicakligi

e Beyin -12°C
e Lenfnodu -15°C
e Karaciger -16°C
e Bobrek -16°C
o Dalak -16°C
o Deri -25°C
o Kas -20°C
e Tiroid -20°C
e Yagli dokular -30°C veya altinda

Kendi dogasi ne olursa olsun fikse edilen dokular en iyi -5 ve -10°C arasinda kesilir (2).
Fikse Edilmeyen Dokularin Dondurulmasi

Genel olarak doku ne kadar hizli dondurulursa mikroskop altinda gériintiisii de o kadar
iyi olur. Kas biyopsilerin dondurulmasinda buz kristali artefaktlarindan kagmmak igin sivi
nitrojenle siiper dondurulmus izopentan gibi bir soliisyon kullanmak zorunludur. Diger dokular
karbondioksit gazi ile dondurulabilir (2).

Fikse Edilen Dokularim Dondurulmasi

Dokunun su miktar1 arttigindan, dokunun bozulmasindan kagmmak i¢in dokuyu
yavag¢a dondurmak Onerilir. Dokunun belki de en iyi konumu kriyostat i¢inde olmasidir ve bu
sekilde donmasina izin verilir (2).

Dondurma Oncesi Fiksasyon

Birgok hidrolitik enzimin (alkalin ve asit fosfataz gibi) demonstrasyonu i¢in dondurma
ve kesit almadan oOnce kontrol fiksasyonu kullanmak daha iyidir. Ilk fiksasyon olmadan
reaksiyon {irliniiniin difiizyonu sekillenir (2).

ENZIMLERIN KORUNMASI
Histokimyasal reaksiyonun en az kayipla hiicre igeriginin difiizyonunu
olusabilmesi i¢in enzimlerin hiicre veya engellemek gerekir. Bu amacla da ¢esitli
dokuda aktivitelerinde kayip olmadan veya tespit soliisyonlar1 kullanilir. En  ¢ok
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kullanilan 4°C’de formol-kalsiyum ve
gluteraldehit-aseton’dur. Bunu takiben
dokular HOLT un soliisyonunda 4°C’de 24
saat tutularak kriyostat ile kesit alinmasini
kolaylastirir ve bu sayede hem dokunun
yapisi hem de enzim lokalizasyonu
bozulmamis olur (1).

Enzimlerin dogasi degisim
egiliminde oldugundan korumalar1 da bir
problemdir. Enzimler dig etkilere cesitli
yollarla tepki verir; birgcok oksidatif enzim
iceren mitokondri, kan akimi kesildiginde
hizlica yikima ugrar. Membran hasara ugrar
ve enzim aktivitesinde kayip sekillenir,
histokimyasal teknigin bu tipi i¢cin doku
hazirlanmasi bosa harcanmis bir zaman
olur. Hidrolitik enzimleri igeren lizozomlar,
dondurmak ve doku blok’larinin erimesi
sonucu hasara ugrar; enzimler hasarl
organellerden  diffiize olurlar.  Biiyiik
difizyon artefaktlarinin esas nedeni asit
fosfatazlarin post fiksasyonlarinda goriiliir.
Inkiibasyon 6ncesi dokunun dikkatli
fiksasyonu ve siikroz islemi difiizyonun
gecikmesine yardimci olur. Fiksatif enzime
lokalize olur, enzimi dondurma ve ¢oziilme
etkilerinden korur. Cok az bir enzim kayb1
meydana gelir fakat bu, fiksatifin 4°C’de
kullanilmasiyla saglanir.

Normal histolojik fiksasyon ile
mitokondriyal enzimlerin ¢ogu uzaklastirilir
veya yok edilir fakat dondurma ve ¢oziilme
mitokondriyal membranda kopma
yapmadigi i¢in dondurma ve c¢oziilmenin
etkisi daha az duyarlidir. Doku, oda
sicakliginda birakildiginda enzim
aktivitesinde kayip sekillenir, bu yiizden
enzim histokimya icin dokunun hizli bir
sekilde islem goérmesi son derece onemlidir.
Mitokondriyal  enzimlerinin  bazilarina
neden olan hasar, polivinil pirolidon (PVP)
gibi  hipertonik  koruma aract ile
sakinilabilir, su an siikroz kullaniliyor.
Farkli enzimler hasar veren ajanlarla cesitli
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derecelerde tepkime wverir. Bunlardan
bazilar1 diger hasar verenlere nazaran daha
direnclidir. Alkalin fosfataz asit fosfataza
oranla fiksasyonun etkisine dayanabilir.
Fiksasyonun olup olmayacagi hidrolitik
enzimlerin uygulanmasindaki se¢imde, bazi
enzimlerde kayip sekillenebilir fakat iyi bir
lokalizasyon istenir; enzimin difiizyonu goz
oniine aliarak enzim aktivitesinin az veya
hi¢ kaybi ile fiksasyonun olmamasi veya
post fiksasyon tercih edilebilir.
Dehidrojenazlar bir koruma soliisyonunun
kullanilip kullanilmamasindaki sec¢im ile
fikse edilmeyen kesitlerde demonstre
edilebilir (2).

Enzim  histokimyanin  gelisimi
siiresince hiicrelerin degerlendirilmesi ve
sitokimyasal kimlik icin frotilerin kullanimi
rapor edilmistir. Doku hiicre
siispansiyonlari, kemikiligi ve kan g¢esitli
yollarla hazirlanan frotilerde demonstre
edilebilir. En ¢ok kullanilan 3 enzim non-
spesifik esteraz, asit fosfataz ve klor asetat
esteraz’dir. Enzim lokalizasyonu ve hiicre
yapisinin korunmasi histokimyasal boyama
oncesi fiksasyon ile miimkiindiir. Popiiler
olan farkli formalin ile birlikte ¢esitli
fiksatifler kullanilir. Asit fosfataz ve non-
spesifik esterazin demonstrasyonu i¢in ya
paraformaldehit ya da gluteraldehit
soliisyonu kullanilir fakat en ¢ok tercih
edilen 4°C’de formol-kalsiyum’dur.

Doku imprintlerinin
hazirlanmasindaki teknik basit, hizlidir ve
dogru bir sekilde tatbik edilirse degerli
diagnostik bilgi saglar. Taze doku kesilir ve
asir1 basingla hiicrelerin seklini bozmaktan
kacinarak temiz lam’a degdirilecek diizgiin
yiizeye kibarca dokunulur. Lamlar hizli bir
sekilde havada kurutulur ve boyama acilen
gerekmiyorsa -70 °C’de fikse edilmeden
saklanir (1).

ENZIM AKTIiVITESINI ETKILEYEN FAKTORLER

Sicaklik: Enzim reaksiyonlarinin biiyiik cogunlugu i¢in optimal sicaklik 37°C’dir.
Enzimler yiiksek sicakliklarda protein igeriklerinden dolay1 hizli bir sekilde denatiire olurlar.
Histokimya i¢in 4 ve 30°C arasindaki diisiik sicakliklar enzim reaksiyonun yavas sekillenecegi

53



Ketani M:A., Akbalik M.E.: Enzim Histokimya ve Onemi .........cceeereerreeereeneesseneneennnnns Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

oranda faydali bigcimde kullanilabilir ve enzimin aktivasyonu iyi bir lokalizasyon ile demonstre
edilebilir.

pH: Enzimlerin biiyiikk ¢ogunlugu reaksiyon oranmin optimal oldugu bir pH’a sahiptir.
Enzimlerin bir¢ogu igin pH 7.0-7.2’dir. Bu kuralin diginda alkalin fosfataz pH 9.2’de ve asit
fosfataz pH 5.0°da etkilidir.

Inhibitorler: Kesitlerdeki enzim aktivitesi inhibitorler olarak bilinen kimyasal maddeler
kullanilarak yok edilebilir. Inhibitorlerin 3 esas tipi vardir:

1. Spesifik inhibitorler, 6rnegin kolinesterazlar i¢in eserin
2. Nonspesifik inhibitdrler, 6rnegin tiim enzimler igin sicaklik
3. Rekabet eden inhibitorler, 6rnegin aktif enzim bolgesi i¢in substrat ile yarigan kimyasallar

Spesifik inhibitdr, enzim molekiiliiniin reaktif bolgesini etkiler. Nonspesifik inhibitér, enzim
proteini denatiire ederek enzim reaksiyonunu yok eder. Rekabet eden inhibitorler ise aktif enzim
bolgesi igin substrat ile yarigan eserin gibi kimyasallardir.

Aktivatérler: Bunlar enzim aktivitesini desteklemek icin kullanilan kimyasallardir. Ornegin
magnezyum iyonlari, alkalin fosfataz igin Gomori’nin metal presipitasyon tekniginde kullanilir

Q).

ENZIiM TURLERI

Oksidorediiktazlar

Enzim histokimyanin genis ve 6nemli grubudur. Bu enzimler oksidaz ve dehidrojenaz
olarak bilinir ve ¢ogu kez oksidatif enzimler olarak soz edilir. Bu sinifta yer alanlar;

=> Oksidazlar: Oksijenin varligiyla substratin oksitlenmesini katalize eder.

= Peroksidazlar: Hidrojen peroksit ile birlesmis hidrojeni uzaklastirarak substratin
oksitlenmesini katalize eder.

=>» Dehidrojenazlar: Hidrojeni uzaklastirarak substratin oksitlenmesini katalize eder.

=> Diyaforazlar: Hidrojeni uzaklagtirarak NADH ve NADPH’1n oksitlenmesini katalize eder.

Diger Onemli Gruplar

Transferazlar
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Bu enzimler su kayb1 veya alimi1 olmadan iki bilesigin radikallerinin transferini katalize
eder.

Hidrolazlar

Cogu durumlarda bazi1 6mek sularin uzaklastirilabilmesine ragmen spesifik substrat
iligkileri igerisine kendi elementleri veya suyun girisini katalize eder. Hidrolaz esterazlari,
lipazlar1, fosfatazlari, peptidazlari, glikosidazlar1 ve pirofosfatazlar1 igerir ve enzim
histokimyanin énemli bir grubunu sekillendirir.

Lizazlar

Bu enzim hidrolizden bagka mekanizma ile substratlardan gruplar1 uzaklastirarak katalize eder.
Bu siireg ikili karbon iligkisinin olugsmasiyla sonuclanir. Bir iist sinif dekarboksilazdir.

Enzimlerin iist simiflamas1 biyokimyasaldir ve histokimyadaki durum ise daha az
hassastir.

Enzimlerin adlandiriimasi baglangigta karigsik ve gelisigiizeldi. Bu vesileyle iki veya
daha c¢ok isim farkli arastiricilar tarafindan ayni enzim i¢in kullanilmig ya da aksine ayni isim
iki veya daha ¢ok enzim i¢in kullanilmig. 1898’te Duclaux, enzimlerin son ekine ‘az’ eklenerek
substrat iizerine etkidikten sonra isimlendirilmesini onerdi. Ornegin siikraz terimi siikroz
iizerine etkiyen enzimi gosterir. Daha sonra sadece substratin degil ayn1 zamanda reaksiyonun
seklinin isim gerekliligi sekillendi (6rn. kolinesteraz). Bundan baska tanimlama iki enzimin
benzer reaksiyonu katalizlemesi arasindaki farkin gerekliligi icin kanitlandi fakat farkli
durumlar altinda 6rnegin asit fosfataz ve alkalin fosfataz (1).

HiSTOKIMYASAL REAKSiYONLARININ CESIiTLERI

Pearse (1968) enzimlerin demonstrasyonu i¢in 4 ¢esit histokimyasal reaksiyonun
mevcut oldugunu bildirdi. Bunlar;

1. Eszamanli yakalama (eslenme, doniisiim ve selasyon)
2. Post-inkiibasyon eslenme (doniisiim ve selasyon)
3. Renkli substrat (Coziilebilir degisim)

4. Molekiil i¢i yeniden diizenleme

Eszamanh Yakalama: Enzimlerin
demonstrasyonu i¢in mevcut tekniklerin en
onemlisidir. Renk reaksiyonu substrat
parcalanmasiyla eszamanli ortaya c¢ikar.
Prensip  olarak ~ Gomori’nin  metal
presipitasyon teknikleri ve azo boya

metodlar1 kullanilir. Eszamanli yakalama
prensibi, hidrolitik enzimler i¢in azo boya
metodlarinin igerigi g0z oniinde
bulunduruldugunda diazonyum tuzu ve
uygun bir substratin kullanimini gerektirir.
Eslenme olayi, ilk reaksiyon {iiriinii (PRP)

55



Ketani M:A., Akbalik M.E.: Enzim Histokimya ve Onemi ..................

olarak bilinen substrat ve enzim arasindaki
reaksiyon tarafindan  olusturulur.  Ilk
reaksiyon {irlinii daha sonra son reaksiyon
driintinii  (FRP) meydana getirmek i¢in
diazonyum tuzu ile birlesir. Bu normal
olarak renkli ¢ozelti seklinde goriiliir. Bu

a. Substratin hidroliz orani
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metod tiirinde temel problem, meydana
gelebilen  ilk  reaksiyon  iirliniiniin
difiizyonudur. Pearse’e (1968) gore bu
difiizyon 3 faktor ile iligkilidir;

b. PRP’nin tampon soliisyonuna diffiize olma katsayisi

. PRP’nin diazonyum tuzu ile eslenme orani

Bu faktorler, diazonyum tuzunun ve
kullanilan substratin degismesiyle enzimin
lokalizasyon = gelisimi  i¢in  maniple
edilebilir. Substratin tiirli, tiim hidroliz
oranin1  etkileyen eslenme orani ve
diazonyum tuzu se¢imi enzimin substrat
etkileme hizin1 belirler. Substrat su i¢inde
¢oziilebilmeli veya enzim tarafindan
maksimum hidrolize izin vererek tampon
soliisyonunda  kullanilabilmelidir. ~ Eger
¢oziilebilir substratin konsantrasyonu ¢ok
yiiksek olursa substratin hidroliz oranini
inhibe etmesi meydana gelir. Tampon
soliisyon enzimin maksimum aktiviteyi
gosterecegi pH’a sahip olmali ve substrat
makul ¢oziinebilirlik gostermelidir.
Reaksiyonun bu sekli i¢in inkiibasyon
soliisyonunda renk veren son reaksiyon
iriinlinliin  diretimi  i¢in diazonyum tuzu
gerekir. Her diazonyum tuzu bunun yaninda
en randimanli eslenme orani igin optimal
pH’a sahip olmalidir. Bunun anlami asit
fosfataz reaksiyonu i¢in bir diazonyum tuzu

Post-inkiibasyon Eslenme: Metodun bu
cesidinde substrat diazonyum tuzu ile ayni
zamanda ortama katilmaz. Enzim ilk
reaksiyon Uriinii olusumunda tanimlanan
tavir icinde substratt hidrolize eder. ilk
reaksiyon {irlinli yeterli sekilde ¢dziinmez
ve ilk inkiibasyon siiresi i¢in iiretim yerinde
kalir ve daha sonraki reaksiyonlar igin
ayrilmig  soliisyonun yliriitiilecegi  son
reaksiyon  {iriininii  olusturur.  Bazi
durumlarda metodun bu avantaji sudan
olugan soliisyon i¢inde oldugundan c¢ogu
diazonyum tuzlar1 yavasca ayristigi i¢in ilk
uzun inkiibasyon asamasi  gereklidir.

asit pH seviyesinde baglanti kurarken, bir
alkalin fosfataz i¢in ise Ornegin Fast Red
TR gibi pH 9.4’te baglantis1 gereklidir.
Diazonyum tuzlarmin asir1 miktarlarinin
birikimi, son reaksiyon iriinii olusum
oranint etkileyecegi i¢in aynen eslenmede
uygun pH araliginin olmasi gerektigi gibi
kullanilmalidir. Pratikte Pearse (1960)
tarafindan oOnerilen 1 mg basina 1 cm?
inkiibasyon soliisyonu memnun edici
sonuglar verir.

Eszamanli eslenme prensibi bunun
yaninda enzimin substrat {izerine etkisinin
oldugu metal presipitasyon tekniklerini
kapsar. Ornegin sodyum B-gliserofosfat ilk
reaksiyon {irliniiniin oldugu fosfat iyonlarim
serbest birakir. Bu ilk reaksiyon riinii
¢cOziinmez ve gozle goriiliir son reaksiyon
triinii  Uretilene kadar metal iyonlar
tarafindan muamele edilir. Substratin
yogunlugu ve pH reaksiyon sonucu
iizerinde etkilidir.

Bundan bagka avantaji ise enzim aktivitesi
icin optimal pH seviyesi ilk inkiibasyon
icinde kullanilabilir ve eslenme igin farkli
optimal pH reaksiyonun ikinci asamasinda
ayrilarak kullanilir. Gergekte reaksiyonun
bu seklinin dezavantaji ise ilk reaksiyon
tiriinii hemen hemen tiim 6rneklerde genis
kapsamda  ¢oziilebilir, sonu¢  olarak
diazonyum  tuzuna uygun  eslenme
uygulanmadan &nce ilk reaksiyon iirliniinde
bazi1 diflizyonlar meydana gelir.
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Renkli_Substrat: Reaksiyonun bu
¢esidi sadece ara sira kullanilir. Renkli
substrat kullanimini igerir ve bunun yaninda
¢Oziilebilir. Hidroliz siiresince enzim renk
etkisi olmadan c¢oziilebilir gruplasmayi
uzaklastirir. Bu  Ornekte iretilen ilk
reaksiyon iiriinii hem renkli hem de
¢Oziilmeyendir ve bundan bagka eslenme
asamast diazonyum tuzu ile birlikte
gereksizdir. Sadece  smirlh  sayida
¢oOziilebilen gruplar enzime duyarhidir ve
metodun kullanimi bu yiizden siirlidir.

Diazonyum Tuzlar

........................ Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

Molekiil ici Yeniden Diizenleme:
Teknigin bu ¢esidi renkli, ¢6ziinmeyen
reaksiyon iiretimi vermek icin molekiiler
diizenlemeye wugrayip hidrolizden sonra
coziilebilir substrat kullanir (1).

Bu tuzlar tetrazolyum tuzlari ile yakindan iligkilidir. Diazonyum tuzlari, yiiksek renkli
ve ¢oOziilmeyen reaksiyon liretimini olugturmak icin ilk reaksiyon {riiniiyle tepkimeye girer.
Tuzlar ¢cogunlukla renksizdirler, cok azi renklidir, 6rnegin pararosanilin ve fast garnet GBC.
Enzimatik olarak naftolleri serbestleyen veya bilesiklerle iliskili (diazonyum tuzlari1 ile
eslendiginde) kromofor azo grup gozle goriilen renkli bir reaksiyon olusturur. Diazonyum
tuzlarinin ¢oziilebilirligi 6zellikle alkalin pH’da sinirlidir (1).

KONTROL KULLANIMI

Kontroller enzim histokimyanin
gerekli bir kismidir. Substratlar, diazonyum
tuzlart ve diger kimyasal soliisyonlarin
kullanimi zamanla bozulur, metodun olasi
basarisizligina yol acar, bazen yanlig
pozitifler  dretebilir.  Tim  kimyasal
soliisyonlarin  ¢alistigin1  gOsteren  test
kesitlerinin inkiibasyonu esnasinda pozitif
kontroliin inkiibasyonu da yapilmalidir.

Inkiibasyon soliisyonuna substratin
katilmamas1 ve eger mevcutsa spesifik
enzim inhibitorlerini dahil etme yeterli
kontrol 6nlemlerini olumlu yonde etkiler.
Bundan baska gerekli kontrolleri sayarsak
rekabet edici inhibitorler inkiibasyon
soliisyonlarina eklenebilir. Bunun yaninda

kesitler birka¢ dakikaligina kaynamis suya
daldirilarak  islemden gecirilebilir ve
bundan sonraki asamalar takip edilerek
metod dinlendirilir veya distile su iginde
inkiibasyon saglanarak negatif kontrol
kesitleri hazirlanabilir. Her durumda
reaksiyon iretimi gosterir ki giivenilir
teknikler kullanilmasiyla enzimin katkisi
hakkinda pozitif sonuglar elde edilir.
Kontrol kesitler negatif sonuglar veriyorsa
non-spesifik zemin boyama olas1i hata
kaynagi olarak disart ¢ikarilir. Kontrol
kesitlerde herhangi bir aktivite, yanlis sonug
olarak degerlendirilmelidir (1).

HIiDROLITIiK ENZIMLER

Fosfatazlar

Bunlar organik fosfat esterlerini
hidroliz etmeye yetenekli enzimlerdir.
Kendi optimal pH seviyelerine gore
smiflandirilirlar. pH 9.0’da  maksimum

aktivite gosterenler alkalin fosfatazlar , pH
5.0’da maksimum aktivite gdsterenler ise
asit fosfatazlar diye isimlendirilir. Bu
enzimlerin ¢ogu non-spesifiktir. Bunlar
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genis Olciide organik fosfat esterlerinin
hidrolizini katalize ederler, fakat cok az
enzim sadece spesifik substrat iizerine etkir.
Ornegin  glukoz-6-fosfataz  pH 6.5’te
glukoz-6-fosfat’n  defosforile  etmeye
yeteneklidir. Bu enzim asit pH’da
tepkimesine ragmen bir spesifik fosfat
olarak g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Fosfatazlar bu yiizden alkalin, asit ve
spesifik fosfatazlar olarak 3 gruba ayrilir

......................... Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

hiicrelerinde de gozlenebilir (3). Alkalin
fosfataz ~ demonstrasyonu i¢in  teknik
soyledir (1);

Metal presipitasyon: Bu teknik enzimin
fosfat iyonlarini iiretmek icin substrati
(sodyum [ gliserofosfat) hidrolize eden
eszamanli eslenme reaksiyonudur.
Kalsiyum fosfati olusturmak i¢in kalsiyum
iyonlariyla birlikte ilk reaksiyon {riini

(1). tepkimeye girer ve kobalt fosfatin
cokmesini meydana getirmek icin kobalt
nitratla muamele edilir. Bu reaksiyon
olusumu 151k mikroskobunda goriinmez ve
bu islem, kobalt siilfitin gozle goriiniir siyah
cokelmesini meydana getirmek igin
sulandirilmis  amonyum siilfite ihtiyag
duyar. Bu olayin ideal kosullar altinda
taneli ¢cokelti olarak goriilmesi gerekir. Plan
akis1 asagida oldugu gibidir;

1. Alkalin Fosfatazlar

Bu enzimler bobrekte ve diger birgok
dokuda hiicre membrani icinde lokalize
olmustur (1). Alkalin fosfataz aktivitesi
sitokimyasal olarak olgun nétrofillerin
sitoplazmasinda demonstrasyonu
yapilabilir. Reaksiyon pargali ¢ekirdekli
hiicrelerde  goézlenir. Bunun yaninda

kemikiligi stromasindaki retikulum

enzim
Sodyum [ gliserofosfat (substrat) ========> fosfat iyonlar1 (PRP) (gbzle goriinmeyen)
Fosfat iyonlar1 + Kalsiyum iyonlar1 =======> kalsiyum fosfat (gozle gériinmeyen)
Kalsiyum fosfat + Kobalt iyonlari ========> kobalt fosfat (gozle goriinmeyen)
Kobealt fosfat + Siilfit iyonlar1 ===========> kobalt siilfit ( ¢6ziinmeyen, gézle goriilen)

Azo0 boya metodu: Eszamanli eslenme reaksiyonudur. Reaksiyonun bu tiirii diazonyum
tuzunun kullanimini gerektirir. Bu tuzlar, substrat {izerine enzimin etkisi ile {lretilen gozle
goriiniir reaksiyon {riiniine lokalize olmay1 saglar. 2 tip substrat kullanilir; 1. tip basit organik
fosfattir (6rnegin sodyum o naftil fosfat); ilk reaksiyon iiriini, ¢ok az ¢oziinmeyen subtrat
tipinin enzim hidrolizi ile olusturulur fakat bazi diflizyonlar gsekillenir. 2. tip substrat ise naftol
gruplarmmn (6rnegin naftol AS-BI fosfat) yerine gecen fosfatlardir. Ilk reaksiyon iiriinii, oldukca
¢Oziinmeyen subtrat tipinin enzim hidrolizi ile olusturulur ve ilk reaksiyon {iriiniiniin difiizyonu
minimaldir bu yiizden son reaksiyon triiniinde daha iyi lokalizasyon elde edilir. Substrat olarak
naftollerin yerine gecenlerin kullanilmasindaki dezavantaj yiiksek maliyetli olmalaridir.

a) Basit naftol kullanimi: Bu substratlarin hidrolizi o naftol iiretir. ilk reaksiyon iiriinii
uygun diazonyum tuzu (6rnegin fast red TR) ile birlestirilir.

Alkaline fosfataz- o naftil fosfat kullanarak Azo boya eslenme metodu; Sonug olarak alkaline
fosfataz aktivitesi kirmizimsi kahverengi ve ¢ekirdek yesil gozlenir. Bu arada inkiibasyon
soliisyonunun final pH’1 yaklagik 9.2 olmalidir. Eger parafin kesit kullaniliyorsa inkiibasyon
zamani uzamaya gereksinim duyar.

b) Naftol yerine gegenlerin kullanimi: Bu substratlari kullanarak reaksiyondaki temel
prensip, basit organik fosfatazlari igcerenlerle aynidir. Histokimyasal teknikler i¢in ticari olarak
hazirlanan yerine gecen substratlar, kompleks karigimlardir. Bunlar diger substratlara oranla su
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icinde daha fazla ¢oziinmezler. Coziicii i¢inde ¢oziilmeye ihtiyag duyulur. Substratin hidrolizi
¢Oziinmeyen naftol tlirevlerini iiretir.

Alkaline fosfataz- naftol AS-BI metod; Sonu¢ olarak alkaline fosfataz aktivitesi kirmizi ve
cekirdek yesil gbzlenir. Bu yontem, enzimin lokalizasyonunun etkili olmasinda giivenilir bir
metodtur. Bu teknikte izlenecek 2 6nemli nokta vardir. a) Molar sodyum karbonat eklenir. Hizlt
bir sekilde pH degisir ve soliisyonun ¢ok fazla alkalin olmamas i¢in dikkat edilir. b) Reaksiyon
hizlidir. Inkiibasyon soliisyonunda ¢cok kalmamasina dikkat edilmelidir (1).

B Resim-1: iki komsu hepatik lobun A4 alanindaki zayif alkalin fosfataz aktivitesi
(www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-
95022006000400020&tIng=&Ing=en&nrm=iso)

2. Asit Fosfatazlar

Asit fosfataz aktivitesi genellikle naftolik substratlar kullanildiginda ortaya cikabilir.
Reaksiyon, sitoplazmada diizensiz graniiller ve bazen de ¢ubuk seklindedir. Monositlerde ise
boyanma tarzi belirgin bir graniilasyonla birlikte diffiiz, pembemsi sitoplazma boyanma
tarzindadir (5).

Asit fosfataz demonstrasyonu igin teknik sdyledir (1);

Metal presipitasyon: Bu metodta pH 5.0’da tampon soliisyonu i¢inde substrat olarak
Sodyum B-gliserofosfat kullanilir. Substratin hidrolizi ilk reaksiyon friinii olarak fosfat
iyonlarim iretir. Fosfat ¢okeltmesini olusturmak i¢in iyonlarla birlikte muamele edilir. Bu
cokeltme 151k mikroskobunda goriilmez, bu yiizden enzim aktivitesinin oldugu yerde gozle
goriiliir ¢okeltmeyi olusturmak i¢in islemin amonyum siilfitle muamelesi gereklidir.

Sonug olarak asit fosfataz aktivitesi siyah, ¢ekirdek yesil veya kirmiz1 goriinmektedir.

Azo boya metodu

a) Basit naftol kullanimi: Enzim o naftol iireterek substrati hidrolize eder. Ilk reaksiyon
iriindi, enzim aktivitesinin oldugu yerde kirmizi ¢dziinmez Azo boya son reaksiyonu {irliniinii
veren uygun diazonyum tuzu (6rnegin fast red GBC) ile birlestirilir.

Asit fosfataz- Azo boya eslenme metodu; Sonug¢ olarak asit fosfataz aktivitesi kirmizi ve
cekirdek yesil gozlenir.
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b) Naftol yerine gegenlerin kullanimi: Bu metodta substrat olarak naftol AS-BI fosfati
kullanilir. Ilk reaksiyon iiriinii oldukca ¢dziinmez ve substrat enzim hidrolizi ile olusturulur.
Barka (1960) en uygun diazonyum tuzu olarak hekzagonyum pararosanilin’in kullanimin
tavsiye etmistir. Diazonyum tuzunun hazirlanmas1 zaman alir fakat son reaksiyon {iriiniiniin en
iyi lokalizasyonu i¢in avantajdir.

Asit fosfataz- naftol AS-BI fosfat metod; Sonug olarak asit fosfataz aktivitesi kirmizi ve
cekirdek yesil gozlenir (1).

Yapilan calismada asit fosfataz demostrasyonu icin kriyostat kesitlerinde en uygun
tespit sollisyonunun formol-kalsiyum oldugu ve siirenin 4-5 °C’de 24-36 saat olmas1 gerektigi
ortaya konmustur. Tespit edilmemis kriyostat kesitlerinde asit fosfatazin yapisal baglar1 hizli bir
bigimde bozuldugu i¢in aktivitenin ortadan kalktig1 goriilmiistiir (6).

Asit fosfataz aktivitesi birgok hiicrenin lizozomunda bulunurken 6zellikle makrofajlar
cok giiclii asit fosfataz pozitivitesi gosterir (7).

B Resim-2: H1’in (hepatosit) gii¢lii asit fosfataz aktivitesine karsilik H2 nin zayif asit
fosfataz aktivitesi (Gomori’nin metodu)
(www.scielo.cl/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0717-
95022006000400020&tIng=&Ing=en&nrm=iso)

3. Spesifik Fosfatazlarin Demonstrasyon Metodlar

5°Niikleotidaz

Bu, metal presipitasyon teknigidir. Substrat Adenozin-5-fosfattir. Enzim substrat
iizerinde rol oynar ve aktivatdor olarak magnezyum iyonlarinin oniinde fosfat iyonlari
olugturulur. Fosfat olusturmak icin inkiibasyon soliisyonunda bulunan iyonlarla ¢oktiirme
saglanir. Amonyum siilfit, enzim aktivitesinin oldugu yerde kahverengi ¢okme olarak goriinen
fosfati, siilfide doniistiirmek i¢in kullanilir. Bu metod pH 7.5’te yiiriitiiliir ve bunun yaninda
non-spesifik alkalin fosfataz aktivitesi de gosterilebilir. Sonug¢ olarak aktivite siyahimsi-
kahverengi gozlenir (1).
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Glukoz-6-fosfataz

Bu, metal presipitasyon teknigidir. Metodun birgok varyasyonu vardir ve birini Meisel
ve Wachstein (1956) vermistir. Enzim, fosfatin ¢okmesini olusturmak i¢in iyonlarda bulunan
glukoz-6-fosfati hidrolize eder. Daha sonra amonyum siilfitin sulandirilmasiyla silfitin
¢Okelmesi doniistiiriiliir. Kontrol kesitler bu teknikle demonstre edilebilen hem asit hem de
alkalin fosfataz i¢in kullanilabilir. Glukoz-6-fosfataz hassas bir enzim oldugu icin fiksasyon
stiresince yikilabilir, fikse edilmeyen kesitler kullanilabilir ve kesitler inkiibasyon sonrasi fikse
edilebilir. Sonug olarak aktivite kahverengimsi-siyah gozlenir (1).

Adenozin trifosfataz (ATP-az)

ATP-az reaksiyonu metal presipitasyon teknigidir. Enzim, fosfatin ¢okmesini
olugturmak i¢in iyonlarla birlesen serbest kalan fosfat iyonlarini ile substrat adenozin
trifosfattan fosfati olusturur. Amonyum siilfitin sulandirilmas: ile siilfitin dontistiirtilmesi
saglanir. Bu, enzim aktivitesinin oldugu c¢okelme koyu kahverengi veya siyah gozlenir.
Adenozin trifosfataz, Gomori’nin tamimladigi alkalin fosfataz ile iligkili kalsiyum-kobalt
metoduna benzer metal presipitasyon teknigi ile demonstre edilebilir. Bu metod iskelet kas
biyopsileri i¢in segilen bir tekniktir (1).

ESTERAZLAR

Bunlar karboksilik asidi hidrolize etme yetenegine sahiptir. Karboksilik asidi hidrolize
etme yetenegine sahip dikkate deger sayida enzim vardir ve bunlardan bazilar1 histokimyasal
olarak demonstre edilebilir. Enzimlerin ¢ogu 5.0 ve 9.0 arasinda optimal pH’ya sahiptir. Her
enzim bir¢ok farkli substrati ve bir¢ok farkli enzim ayni substrati hidrolize etme yetenegindedir.

Esteraz enzimlerin biiylik cogunlugu substrat olarak o naftil asetat1 hidrolize edebilir ki
bu enzimlere non-spesifik esterazlar adi verilir. Bu grup, spesifik inhibitorlerin etkisi ile ve
substrat ilizerine enzimlerin spesifik etkisi ile alt gruba ayrilabilir. Bunun yaninda spesifik
esterazlarin biiylik ¢ogunlugu basit bir ester olan a naftil asetatr hidrolize edebilme yetenegine
sahiptir. Non-spesifik esterazlar 3 gruba ayrilir.

a. Karboksilesterazlar

b. Arilesterazlar

c. Asetilesterazlar

Spesifik esterazlar ise su sekilde alt gruba ayrilirlar;
a. Asetilkolinesterazlar

b. Kolinesterazlar

c. Lipazlar

Non-spesifik esterazlarin siniflandirilmasi enzimin hidrolize edecegi en uygun substrata
dayanarak yukarida verilmistir. Bu siniflandirma bunun yaninda organofosfat inhibitorlerin
etkisi dikkate alindiginda non-spesifik esterazlar i¢in asagidaki terminolojinin kullanilmasi
giindeme gelmistir.
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> A-esterazlar (arilesterazlar)
-> B-esterazlar (karboksilesterazlar)

- C-esterazlar (asetilesterazlar) (1)
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Inhibitérlerin Kullanim: Farkli esteraz enzimlerini ayirmak icin inhibe edicilerin
kullanimi gereklidir. Kendi kullanimlar1 spesifik enzimlerin dogru tanimlanmalarina izin verir.

Cok kullanilan inhibe ediciler dietil-p-nitrofenil

fosfat (E600) iceren organo-fosfatlar, di-

izopropil floro-fosfat (DFP) ve p-kloromerkiiribenzoat’in kullanildigi bazi aromatik civali

bilesiklerdir (1).

Non-spesifik Esterazlarin Demonstrasyonu I¢in Metodlar

Esterazlarin demonstrasyonu ig¢in
kullanilan  substratlar bir ¢ok enzim
tarafindan hidrolize edilebilir, bu yiizden
uygun kontroller ve inhibitorler
kullanilmalidir.

Non-spesifik esteraz =» a naftil
asetat metodu: Bu metod substrat olarak o
naftil asetat’t kullanir. Enzim substratin
hidrolizi siiresince o naftol’ii serbestler. a
naftol daha sonra enzim aktivitesinin
oldugu ¢o6ziinmez azo boyasini olusturmak
icin uygun bir diazonyum tuzu ile eslenir.
Gomori, diazonyum tuzu olarak fast blue
‘B> kullandi. Bu tuz enzimin en iyi

lokalizasyonunu veren hekzazotize
pararosanilin’in yerini aldi. Sonug¢ olarak
esteraz aktivitesi kirmizimsi kahverengi,
cekirdek yesil gozlenir.

Non-spesifik esteraz =» indoksil
asetat metodu: Alternatif metod olarak
indoksil asetat teknigi kullanilabilir. Enzim
bromo-indoksil’i olusturmak i¢in bromo-
indoksil asetati hidrolize eder. Daha sonra
¢Oziinmeyen azo boyasi i¢in okside edilir.
Sonu¢ olarak esteraz aktivitesi mavi,
cekirdek kirmizi gzlenir (1).

B Resim-3: Monositlerin giiglii alfa naftil asetat (nonspesifik) esteraz aktivitesi
(www.vet.uga.edu/vpp/ivevm/1999/fontenot/index.php)

Spesifik Esterazlarin Demonstrasyonu i¢in Metodlar
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Lipaz

......................... Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

Bu terim, 6zellikle doymus yag asitlerini igeren uzun ester zincirlerinin hidrolize etmeye
yetenekli bir grup enzim i¢in kullanilir. Bu enzim esasen pankreasta ve daha az olarak da
bobrekiistii bezinde ve karacigerde bulunur. Lipazlar non-spesifik esterazlarla birlikte aym
substratt hidroliz etmeye yetenekli olduklarindan demonstrasyonlari benzerdir. Lipaz
metodunda yag asitlerini iiretmek i¢in enzimin Tween 60 substratini hidrolize etmesine
giivenilir. Yag asitleri, aktivitenin oldugu yerde siilfit birikimlerinin gozle goriinlir koyu
kahverengiden siyaha doniismesini saglamak i¢in, finalde amonyum siilfitle ve iyonlarla
muamele edilen ¢oziinmez kalsiyum sabunlarini olusturmak i¢in kalsiyum iyonlariyla kombine
edilir. Sonug olarak lipaz aktivitesi saridan kahverengi siyaha, ¢ekirdek ise kirmizi gozlenir. Bu
arada parafin kesitler Gomori’ye gore asetonla fikse edilmelidir. Formalin fikseli frozen kesitler
iyi ¢alisir. Pankreas en 6nemli kontrol dokusudur (1).

Kolinesteraz

Spesifik esterazlarin en Onemlisi
kolinesterazlardir. Iki enzim
asetilkolinesteraz (gercek) ve
psodokolinesteraz  demonstre edilebilir.
Esasen sinir sistemi ve kasta bulunan
asetilkolinesterazlar, asetil tiyokolini
hidrolize eder. Psddokolinesterazlar, asetil
esterlerinden olan asetilkolinesterazlar’dan
daha hizli bir sekilde kolin esterlerini
hidrolize ederler. Eger iki enzimin
gerekliligi arasinda fark olacaksa es kesitler
ve iki substrat gerekli olur; asetil ve
biitiriltiyokolin iyodin (1).

Asetilkolinesteraz ve
psodokolinesterazlar icin standart
metodlarin patolojik uygulamalar1 sayica
siirlandirilmigtir.  Gliyal — hiicreleri  ve
ozellikle fibroz astrositlerin kuvvetli bir
oranda  psodokolinesterazlar icerdikleri
rapor edilmistir.  Asetilkolinesterazlarin
standart histokimyasal metodlar1 duyarls,
spesifik ve giivenilirdir ve bunlarin
noropatolojik sorunlar igin uygulanmasi
sonras1 yararli sonuglar elde dilmistir (4).

Sonu¢ olarak asetilkolinesteraz
iceren sinir lifleri ve hiicreleri koyu
kahverengiden siyaha boyanir (1).

B glukuronidaz

Bu enzim, bobregin kivrimh
proksimal tiibiillerinde, = endometriyal
epitelyumda ve diger epitelyal dokularda
bulunur. Tek bir enzim degildir fakat

glukuronidaz’in genis bir sinifiyla baglantili
B glikozit i¢in spesifik bir grup enzimidir. 3
glukuronidaz’in ~ baglica  lokalizasyonu
lizozomlarin  igerisine oldugu hesaba
katilmalidir (1).

Bir¢ok glikozidaz metodlart
arasinda patolojik sorunlar1 ¢6zmede en ¢ok
uygulanan B-glukuronidaz’dir. B-
glukuronidaz faaliyetinin demonstrasyonu
epitel ve mezodermal farkliligin ortaya
¢ikarilmasinda kullanilabilir (4).

Demonstrasyon i¢in metod:
glukuronidazlar’in demonstrasyonlar1 ig¢in
mevcut birgok metod vardir. Burada verilen
metod substrat olarak naftol glukuronit’in
(naftol AS-BI glukuronit) yerine gegenin
kullanilmasiyla  sekillenen eszamanli
eslenme metodudur. ilk reaksiyon iiriinii,
hekzazotize pararosanilin ile eslenir.

B glukuronidaz: naftol AS-BI
metod

Sonug olarak glukuronidaz
aktivitesi kirmizi, ¢ekirdek ise yesil
gozlenir (1).

Losin Aminopeptidaz (LAP)

Bu metod giivenilir ve icra edilmesi
kolay metal selasyon teknigidir. Substrat
iizerine enzimin etkisi azo boyasi
olusturarak diazonyum tuzu Fast blue B ile
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eslenen [ naftilamin iiretir, daha sonra bakir
iyonlariyla selasyona ugratilir. Sonug olarak
LAP aktivitesi kirmizi, ¢ekirdek ise yesil
gozlenir (1).

OKSIDATIF ENZIMLER

Bu enzimler, enzim aktivitesinin oldugu ¢o6ziinmez formazan birikimleri veren bir
tetrazolyum tuzunun sonug rediiksiyonu ve substratin oksidasyonunu igeren eszamanli eslenme
metoduyla demonstre edilir. Oksidasyon iki yolla meydan gelir. Birincisi, bir¢ok enzim
atmosferik oksijen ve substrat arasinda reaksiyonu katalize eder ki bunlara oksidazlar denir.
Ikinci grup substrattan hidrojeni uzaklastirir ve bunu hidrojen akseptér (alic1) yolu boyunca
transfer eder ki bu enzimler dehidrojenazlart icerir (1).

Tetrazolyum Tuzlar

Birgok oksidatif enzimin demonstrasyonu igin tetrazolyum tuzlari hidrojen akseptdrii
olarak kullanilir. Rediiksiyonda renk birikimleri olustururlar. Su an iki tetrazolyum tuzu yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir, monotetrazolyum ve ditetrazolyum. Ditetrazolyum tuzu, N.B.T.
olarak bilinen ditetrazolyum-klorit-nitro, lipitlerde ¢6ziinmeyen yiiksek renkli formazan iiretir.
Oysa monotetrazolyum 3-(4:5-dimetil tiyazol-2)-2:5-difenil tetrazolyum bromit (MTT),
lipitlerde ¢6zlinen graniiler formazani tiretir (1).

1. Oksidazlar

Bu enzimler oksijen ve substrat arasindaki reaksiyonu katalizleyerek substratlar1 okside
ederler. Bu enzimlerin bir¢ogu histokimyasal olarak demonstre edilebilir ve diagnozlarda
onemli bir rol oynar. (6rnegin tirozinaz (Dopa oksidaz), peroksidazlar) (1)

Tirozinaz

Bu enzim tirozin’in dihidroksifenilalanin’e (DOPA) oksidasyonunu katalize eder ve
final oksidasyonu melanin pigmentinedir. Bu metod melanin iiretmeye yetenekli hiicrelerin
demonstrasyonu i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte peroksidazlar da tirozin’in oksidasyonunu
katalize etmeye yeteneklidir (1).

Monoamin oksidaz

Bu enzim adrenalin ve 5-hidroksitriptamin’in yikilmasini saglar. Tetranitro blue
tetrazolyum’un (TNBT) oksidasyonu ile demonstre edilebilir.

Monoamin oksidaz: tetrazolyum metodu

Sonug olarak monoamin oksidaz aktivitesi mavimsi-siyah gozlenir (1).
Peroksidazlar

Birgok peroksidaz enzimi doku kesitlerinde demonstre edilmeye yeteneklidir (1).

Sitokrom oksidaz

Birgok doku bu enzim yoniinden zengindir. Temel oksidasyon yoluna gerek vardir.
Enzim bunun yaninda sitokrom A3 olarak bilinir (1).

2. Dehidrojenazlar
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Bu enzimler substrattan hidrojeni uzaklastirma kabiliyetindedir ve oksidatif yol boyunca
transfer ederler. Serbest birakilan hidrojen ko-enzim NAD ve NADP tarafindan kabul edilir
veya dehidrojenaz enzimi ko-enzimin gerekmedigi akseptor olarak rol oynar. Hidrojen iyonlari
tetrazolyum tuzuna transfer edilir. Hidrojen tarafindan tetrazolyum tuzunun rediiksiyonu, enzim
aktivitesinin oldugu yerde goriilebilen formazan yigilimlarini iretir. Hidrojen akseptorleri
olarak rol oynayan dehidrojenazlardan daha c¢ok siiksinat ve a gliserofosfat dehidrojenaz
demonstre edilir.

Dehidrojenaz enzimlerinin demonstrasyonu hidrojen iyonlar1 tarafindan tetrazolyum
tuzlarimin rediiksiyonuna baglidir. Bu, suni hidrojen akseptor sisteminde substrattan hidrojenin
transferi ile olur. Birgok tetrazolyum tuzu mevcuttur ve 3 tanesinin kullanimi yaygindir; MTT,
NBT ve TNBT.

Standart dehidrojenaz teknigi; Sonu¢ olarak enzim, MTT ile birlikte siyah formazan
yigilimlari, NBT ile birlikte mor-eflatun formazan yi1gilimlar1 ve ¢ekirdek yesil gozlenir (1).

B Resim-4: Hepatositlerin sitoplazmalarinda giiglii Siiksinik dehidrojenaz aktivitesi,
¢ekirdek bolgesinde bir aktivite yok (NBT metod)
(www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-
95022006000400020&tIng=&Ing=en&nrm=iso)

ENZIiM HISTOKIMYADA DIAGNOSTIiK UYGULAMALAR

Enzim histokimyasal teknikler,
doku tespit edilip parafin blokaji
yapildiginda enzim aktivitesinde kismi veya
total kayip meydana geldiginden diagnostik
amagclar icin cerrahi ve otopsi materyaline

histokimyasal metodlarin gerekli
modifikasyonlar ile hazirlanir.

Cok az enzim (6rnegin klor asetat
esteraz) rutin isleme tabii tutulan parafin

genis capta uygulanmiyor.

Bazi enzim metodlar, genellikle
diisiik  sicaklikta  kontrollii  fiksasyon
saglayarak, dehidrasyon ve gOmiilme
prosediirleri kullanilarak parafin ve akrilik
resin  gomiilii  kesitlere uygulanabilir.
Dokular, dokular i¢inde enzim aktivitesinin
rediilksiyonu  hesaba  katilarak  enzim

kesitlerde tamimlanabilir ve bu sayede
degerli bilgiler boyle metodlarla prospektif
ve retrospektif olarak elde edilebilir.
Bununla birlikte taze frozen (dondurulmus)
materyalin kriyostat kesitleri, ¢ogu enzim
histokimyasal teknikler i¢in gereklidir ve
fiksatif i¢inde laboratuvarda alinan doku
orneklerinin  retrospektif ~ incelemeleri
genellikle uygun olmaz.
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Cerrahi olarak histopatoloji
laboratuvarlarinda enzim histokimya i¢in
var olan yaygin kullanom  soyle
Ozetlenebilir:

1. iskelet kas1 biyopsisi

........................ Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

2. Hirschsprung hastaligindan (Hirschsprung hastaligi kolonun myenterik ve
submukozal sinir pleksuslarinda parasempatik ganglion hiicrelerinin olmamasi ve buna bagh
olarak normal barsak peristaltik hareketlerin goriilmemesiyle karekterize konjenital bir
hastaliktir.) stiphe edilen durumlarda sinirlerin ve gangliyon’un hizli, kolay belirlenmesi

3. Yeyunal biyopsilerde spesifik laktaz ve siikraz eksikliginin demonstrasyonu

4. Cesitli beyaz kan hiicrelerinin demonstrasyonu

5. Mast hiicrelerinin demonstrasyonu (1)

Iskelet Kasi Biyopsisi

Fikse edilmeyen iskelet kasinin
kriyostat kesitinde enzim histokimyasal
metodunun uygulanmasi, farkli lif tiplerinin
varligini, numarasindaki degisimi, hacmini
ve diagnozun dogrulugunu ortaya koymak
icin farkli liflerin orantili boyutlarini
gosterir.

Kas Dbiyopsi oOrnekleri 2 yolla
secilir. Biyopsi drneklerinin operatif yolla,
genellikle genel anestezi altinda uyluk
kismindan alimir ya da igne biyopsi
Ornekleri, yeterli kas hacminin (uyluk
onerilir) oldugu herhangi bir yerden alinir.

Biyopsi ornekleri cerrahi islem biter
bitmez taze bir sekilde almip fizyolojik
tuzlu su emdirilmis beze paketlenmis bir
sekilde operasyon salonundan laboratuvara
transfer edilir ve kurumay1 minimize etmek
icin sadece 1slakligr ile sikigtirilmalidir.
Cerrahi islem ile dondurma arasinda siire
uzarsa istenmeyen dondurma artefaktlar ile
sonuglanabilir;  eger uzun  gecikme
kaginilmazsa (6rnegin transport islemi bir
hastaneden digerine) biyopsi Ornegine
pudrali eldiven giydirilerek sonradan olusan
dondurma artefaktlart minimize edilebilir.
Vardiginda Kkas biyopsisi uygun blok
hacminde (0.5 cm c¢apinda ve 0.5 cm
kalinliginda,  blok'un  gdvde  kismu
dondurma artefakt: gosterebilir) pargalara

ayriir  ve enine kesit alinmasina
yonlendirilir.

Igne biyopsi ornekleri, keskin
bistiiri ile deri siyrildiktan sonra ¢ok hizli
ve kolay bicimde lokal anestezi altinda
uyluk kismindan elde edilir. igne giris yonii
degistirilerek ayn kiigiik deri ensizyonu ile
uylugun farkli kisimlarindan 4 veya 5
iskelet kasi Ornegi almabilir. Biyopsi
ornekleri fizyolojik tuzlu su ile emdirilmis
beze yerlestirilir ve miimkiin oldugunca
cabuk laboratuvara transfer edilir.

Diseksiyon mikroskobu kontrolii
altinda her lifin aym1 yonde bulunmasi i¢in
biyopsiler kibar bir sekilde maniple edilir
ve kesilir. Kompozit blok biitiin érneklere
sahip olmalidir ve elektron mikroskobi i¢in
herhangi bir kesilmis parca gluteraldehit
fiksatifine koyulur. Kompozit blok, kesit
almada liflerin enine kesitini saglamak i¢in
OCT iginde mantar plaga dik bir sekilde
yerlestirilir.

Ornekler ister operatif yolla ister
igne biyopsisi olsun yavas dondurma tam
diagnozu engelleyen buz kristal artefaktlari
olusturabildigi i¢in miimkiin oldugunca
hizli dondurmak hayati Oneme sahiptir.
Doku bloklarmi dondurmak igin birgok
teknik mevcuttur. Kas biyopsisi, yiiksek
termal iletkenlik orani ve onceden siiper
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sogutulmus s1vi nitrojenle birlikte izopentan
gibi ajanlarla dondurularak uygun teknikle
calisir. Izopentan deney sisesine koyulur ve
-160 °C’de sivi nitrojen iginde askiya
alinmasi ile dondurma katilig1 saglanir. Sivi
nitrojenden uzaklastirildiktan sonra
izopentan ¢oziilmek i¢in oda sicakliginda

......................... Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

sira lizerine yerlestirilir. Hizli bir sekilde
blok uygun kesilme sicakligi (-23°C) i¢in
kriyostat odasina alinir, kas iyice kesilir ve
kesitler 8-10 um kesilerek kolayca elde
edilir. Asirn yagh yer degisim varsa
(6rnegin siddetli kas distrofisi) kas kesitleri
-30°C sicaklikta kriyostata gerek duyabilir.

Iskelet kasindaki bircok morfolojik degisim Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamada
gosterilmesine ragmen 6zel metodlar diagnostik 6nem agisindan bazi yapisal anormalliklerin
demonstrasyonu i¢in gereklidir ki bunlardan en 6nemlisi enzim histokimyasal tekniklerdir.

Adenozin Trifosfataz (ATP-az): Bu metod farkli kombinasyonlarda (pH 9.4, 4.6, 4.2)
kullanilarak Tip 1 ve Tip 2 lifler arasindaki ayrimi ve Tip 2 lifini 2A, 2B ve 2C alt gruplara
ayrimini saglar. Spesifik lif tipleri veya alt gruplari, atrofi veya kayip bazi kas hastaliklarinin
karekteristik modeli oldugu i¢in bu ayrim diagnostik olarak Onemlidir. Yapisal lif
anormalliginin bazi tipleri (6rnegin periyodik paraliz) ATP-az metodlari ile demonstre edilir.

NADH Diyaforaz: Bu metod lifin sarkoplazmik retikulumun ince detayini ve
mitokondriyi demonstre eder. Mitokondriyal anormallikler (6rnegin mitokondriyal miyopatiler)
i¢in oldugu kadar lifin sarkoplazmik retikulumunda erken yapisal anormalligi teshis etmek igin
de kullanilir. Bunun yaninda dehidrojenaz enzimleri de biiyiik mitokondriyal anormallikleri
demonstre edebilir fakat sarkoplazmik retikulumu i¢in ¢ok faydali degildir.

Asit Fosfataz veya Non-spesifik Esteraz: Bu metod nekrotik lifler iginde makrofajlari ve
kas lifleri i¢indeki anormal lizozomal aktiviteyi tanimlar.

Kolinesteraz: Bu metod atrofik lifleri vurgular ve kas i¢i ince sinir dallarini demonstre
edebilir (1).

B Resim-5: Iskelet kasinda Tip 1 lifinin (A) giive yemis gériintiisii ve Tip 2B lifinde (B)
miyofibril arasindaki dogrusallasma (NADH boyama)
(www.ispub.com/.../ijn/vol9nl/mcardle.xml)
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jeyunal Biyopsiler
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Yeyunal biyopsiler genellikle malabzorbsiyon (k&tii emilim) arastirmalari i¢in alinir. Esasen
yeyunal villuslarin normal yapida olup olmadig1 degerlendirilir. Malabzorbsiyon’a neden olan
en 6nemli hastaliklardan biri olan ¢6lyak hastaliginda villuslar atrofiye olur ve yeyunal mukozal
ylizeyinde harabiyet sekillenir. Gluten bagimsiz diyetlerle tedavi klinik diizelmelere yol acar.
Eger gluten bagimsiz diyetler siirdiiriiliirse yeyunal villuslarda yeniden diizelme sekillenir.

Yeyunal biyopsiler basta villuslarda
atrofinin varligim tespit etmek i¢in alindi ve
daha sonra tedavi iizerinde gelismeler
izlendi. Gelisimdeki basarisizlik diyete olan
bagliligin tamamlanamamasi olarak goriildii
ve tekrar biyopsi, histolojik diizelmeden
ziyade devam eden villus atrofisini gosterdi.

Colyak hastaligindan siiphe edilen
yeyunal mukozal biyopsileri
degerlendirmek icin Ornekler diseksiyon
mikroskobu altinda incelenebilir ve villusun
yoklugu veya varligi not edilebilir. H&E ile
boyanan parafin kesitler  villusun
yiiksekligi, bez hipertrofisi ve lamina
propriyada inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunun yogunlugu i¢in kullanilir.
Alternatif olarak biyopsi kriyostat kesitlere
ani-frozen yapilabilir ve hizli diagnoz igin
H&E ile boyanir. Bu metod, alkalin fosfataz
metodun  uygulanabilmesi  avantajina
sahiptir. Alkalin fosfataz aktivitesi enterosit

ylizeyine oturur ve mukozal abzorptif
hiicrelerin fonksiyonel biitiinliikk ve yapist
icin hassas bir isaret aract olarak kullanilir.
Bu  ozellikle  histolojik  iyilesmeyi
degerlendirmek igin yararlidir. Asit fosfataz
lamina propriyadaki bazi inflamatuvar
hiicreleri demonstre eder ve bunun yaninda
glanduler kript epitel hiicrelerini ve
enterosit villuslarindaki lizozomal aktiviteyi
tanitir.

Yeyunal biyopsiler siiphe edilen
laktaz ya da siikraz eksikligini arastirmak
icin de yapilabilir. Spesifik enzim
histokimyasal metodlar her iki enzim igin
mevcuttur. Siikraz ve laktaz enterositlerin
luminal yiizeyine lokalize olurlar ve normal
yeyunumda enzim aktivitesinin yoklugu
veya seyrek oldugu villusun ug¢ kismi harig
mukozal yiizeyde enzim aktivitesinin
devamli bir hatt1 varligiyla ortaya konabilir

D).

Miveloid Serilerinde Bevaz Hiicreler ve Mast Hiicrelerinin Demonstrasyonu

Klor asetat esteraz teknikleri son zamanlarda doku mast hiicreleri ve miyeloid beyaz
hiicrelerin tanimlanmasina yardimei olmak i¢in formalin fikseli parafin kesitlere uygulanmgtir.
Uygun 2 metod vardir. Parlak mavi reaksiyon tiriinii (6zellikle sitoplazmadaki mast hiicrelerinde
yogun) veren Fast Blue RR metodu, pembe-kirmizi reaksiyon {iriinii veren pararosanilin

metodudur (1).
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B Resim-6: Mast hiicresinin pararosanilin kullanilarak klor asetat esteraz aktivitesi
(www.ihcworld.com/royellis/gallery/mstchl.htm)

ENZIM HiSTOKiMYANIN
CESITLI DIAGNOSTIK
UYGULAMALARI

Enzim histokimyanin diagnostik kullanimi
icin birgok izole edilmis Ornek vardir.
Ornekler prostat karsinomunu teshis etmek
icin asit fosfatazin kullanimini gerektirir,
Ornegin tiimoriin mesane duvari veya
kolona infiltre olmas1 veya kemik metastazi
gibi. Gluten enteropati i¢in yeyunal
mukozal biyopsi Orneklerinin  kriyostat
kesitler igin asit ve alkalin fosfataz
metodlarinin uygulanmasi, vaskiiler endotel
tiimorleri i¢in alkalin fosfataz metodlarinin
kullanimi gibi uygulamalara sahiptir.

Bunun yaninda asit ve alkalin
fosfatazlar, kemik dokudan kriyostat
kesitleri elde etmedeki zorluga ragmen
trabekiiler kemigin fikse edilmeyen frozen
kesitlerinde  osteoklastlar ~ ve  aktif
osteoblastlar demonstre edilebilir. Eger
trabekiiler kemik dekalsifiye edilirse kesit
alma kolaylagir fakat bdyle bir islemde
doku enzimleri yok olabilir. Eger
dekalsifikasyon, enzim aktivitesinin en az
hasara ugrayacagi etilendiaminotetraasetik
asit (EDTA) soliisyonunda yapilirsa
kalsifiye olmus kemigin miktar1 ve 6rnegin
hacmine bagli olarak 4 °C’de en kisa
zamanda basariyla uygulanir (1).

Lizozomal bir enzim olan o naftil
asetat esterazin reaksiyon {rini T-
lenfositlerde 1-4 adet kirmizi—kahverengi
graniil sekillenirken, monositlerde ise
yaygin graniiller tarzindadir. B-lenfositlerde
bu enzim pozitivitesi gozlenmez. Bu farktan
faydalanarak insanlarda ve bazi hayvan
tirlerinde T-lenfositler, B-lenfositler ve
monositler, hem doku kesitlerinde hem de
kan frotilerinde spesifik olarak ayirt
edilebilmektedir (8).

Yapilan bir arastirmada deneysel
olarak  olusturulan  kopek  genglik
hastaliginda viriis inokulasyonunu takip
eden donemde perifer kan o naftil asetat
esteraz ve asit fosfataz-pozitif lenfosit
oranlarinin  distiigli  belirlenmistir. Bu
bulgunun erken teshiste de kullanilacagi
fikri ileri siiriilmiistiir (9).

Perifer kandaki T-lenfosit
oranlarinin  belirlenmesinin, kanda bu
hiicrelerin artmasiyla karekterize tavuklarin
Marek hastaliginin ayirici teshisinde, klinik
ve otopsi bulgular1 ile histopatolojik
bulgular1 bu hastalikla karigsabilen bazi
enfeksiyoz hastaliklardan ayirt edilmesinde
yararli olacagi bildirilmistir (10).

69


http://www.ihcworld.com/royellis/gallery/mstchl.htm

Ketani M:A., Akbalik M.E.: Enzim HistoKimya ve Onemi ...........ccccvvvreeeeeesiurveeeeenennns Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :2(4):50-71

[N o

B Resim-7: Ustte histiyosit, altta lenfositte asit fosfataz aktivitesi
(www.academic.marist.edu/.../8-21.html)

B Resim-8: Platelet’te asit fosfataz aktivitesi
(www.academic.marist.edu/.../8-21.html)

B Resim-9: Cok ¢ekirdekli osteoklast hiicrelerinde asit fosfataz aktivitesi
(www.chinaphar.com/1671-4083/24/181.htm)
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