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HUCRE VE DOKULARIN KARBOHIDRAT ICERIGININ HISTOKIM-
YASAL YAPILARI VE OZEL GOSTERILME YONTEMLERI
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OZET :

Review niteliginde . olan bu g¢alismada karbohidratlarin  kimyasal yapilar,
gruplar1 ve organizmadaki sekilleri ile doku ve hiicrelerde histoloiik gdsterilme
yontemleri incelendi ve orjinal preparasyonlarda gésterildi. Son verilerin dogrultu-
sunda bu konuda yararli clabilecek yontemler saptanmaya calisildl.

Kezrbohidratler karbon, hidrojen ve oksijenden olusan basit molekiiller veya
bunlarin polimerizasyonu ile protein bilesiklerinden olusan kompleks mekromole-
kiiller olerzk bulunurlar. Genelde sakkeritler, polisakkarit-protein kompleksi,
glikoproteinler ve glikolipidler olarak 4 grupta toplanabilirler(5). Organizmadaki
monosakkeritlerin en Snemlileri niikleik asidlerin yapisina katilan riboz, dezoksiri-
boz veya enerji kaynagi olan glikoz’dur. Disakkaritlere laktoz, maltoz; polisakka-
ritlere ise glikojen Ornek olarak gdsterilebilir. Makromolekiiler veya kompleks
kerbohidratlar ise organizmenin yapisina katilir (bag ve destek dokusunda oldugu
gibi), bir yiizeyi 1slak ve kaygan tutmak iizere orter (gostrointestinal sistemde
oldugu gibi) ve enerji meddesi olarak depolanirler veya selgi olerak sentez edilir
veya salgilanirler (5). i

Mukopolisakkaridler; molekiil agirligi yiiksek olan azotlu karbohidratlardir.
Asit ve notral.-mukopolisakkeritler olerak iki gruba ayrilabilirler. Asit mukopoli-
sakkaritlere hyaluronik esit, mukoidin suiilfat asidi, kondroitin siilfat asidi veya
heperin, nétral mukopolisekkaritlere ise mide mukusu &rnek olarak gésterilebi-
lir. Mukoprotein ve glikoproteinler bir proteine bagli mukopolisakkaritlerdir.
Crnek olarak hipofizin gonadotrop ve tirerotrop hormonlari ile hiicre yiizeyinin
glikokeliksi gosterilebilir (5).

Mukolipidler ise polisakkarit ile yag bilesikleridir.

Bu ii¢ grup, dokularm‘hemen her yerinde dagilmistir. Genellikle saf olarak
degil de karisim halinde bulunurler. Dokudzki karbohidrat: géstermek icin iki te-
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mel 6zellik gozoniine almir, glikojen ve musinler (es anlamh olarak mukopolisak-
karitler, mukoid maddeler ve giiniimiizde ise glikokonjiugatlar terimi kullanilir) (2).

GLIKOJEN: Enerji kaynag olan D-glukoz biriﬁﬂerinin dallanmis veya diiz
bir zincir seklinde birlesmesinden olusan basit yapili bir polisakkarittir. Normal
sartlar altinda hiicre 1(;,1nde bulunur. .

- Gosterilmesi: Glikojen rutin hematoksilen solusyonla.n ile boyanmaz ve sa-
dece zayif olarak boyanir, eosinle hi¢ boyanmaz. Pratikte bol miktarda glikojen
igeren hiicreler, daha az glikojen igeren hiicrelerden daha zayif boyanir. Glikojenin
- boyanmasi iodin veya Best’s karmin gibi iki klasik metodla basarilabilir, bunlar
diastaz kontrolu ile birlikte olan periyodik asid Schiff tekniginin yerini almstir.
Glikojen, Langhans’m iodin metoduyla maun rengi, doku elemanla1i ise sar1 bo-
yanir. Best’in karmin metoduyla glikojen, parlak kirmizi graniiller seklinde, hiicre
" nukleusu mavi boyanir. Diastaz kontroluyla birlikte PAS reaksiyonunda isleme
tabi tutulmayan kesit PAS (), glikojeni sindirerek iizerine alan kesit ise PAS (—)
reaksiyon verir (3).

MUSINLER: Bunlar; degisik miktarlardaki proteinlere ‘kovalent bagla
baglanmis heksozamin igeren polisakkaritlerdir(2).
Musin terimi Carpenter tarafindan kullanilmistir(2,4). Daha sonra musinler, mu-
kopolisakkaritler, glikozaminoglikanlar, mukoid maddeler ve en son olarak gli-
glikokonjugatlar terimi gibi ifadeletle anlatildilar. Hiicrede musin sentezi agra-
niiler endoplazmik retikulumda baslar ve Golgi apparatus’ta tamamlanir. Hekso-
zamin molekiiliiniin siilfatianmasimin da. Golgi bélgesinde meydana geldigi gos-
terilmistir(2,4). Musinler histokimyasal olarak ssagidaki gibi ayrilabilir.

1. Asidik musinler; o

A) Kuvvetli siilfatli miisinler: 1-Kuvvetli siilfatli bag ve destek dokusu
miisinleri ve heparin: Bunlar katyonik boyalarla diisitk pH degerlerinde reaksiyo-
na girerler ve genellikle PAS-negatif boyanirlar. Kikirdak dokusu, acrta, kalp
kapakgiklari, derinin dermis tabakasi, g&bek bag1 ve mast hiicrelerinde bulunurlar -
(Resim 1). ‘ :

2. Kuvvetli siilfath epitelyal miisinler: Esas olarak ser6z bronsial bezlerde
ve daha az olarak incebarsak goblet hiicrelerinde gésterilebilir. Histokimyasal
olarak kuvvetli siilfatli bag dokusu musinleri gibi diisiik pH degerlerinde katyonik
boyalarla reaksiyona girer fakat onlardan farkli olarak PAS pozitif boyanlrlar
(Resim 2).

B) Zayif siilfatl miisinler( siilfomusinler): Epitelyal tip i¢indedirler ve gluko-
zamin gibi gesitli heksozaminlere baglh siilfat radikali igindeki polisakkarit-siilfat
esterleri yapisindadirlar. Dokuda genis bir dagiiim gosterirler ve gogunlukla
kolon goblet - hiicrelerinde bulunurlar. Kuvetli siilfatli musinlerden katyonik
boyalarla biraz daha yiiksek pH degerlerinde reaksiyona girerek ayrilirlar.
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. Resim 1- Kuvvetli sulfath musinleri igeren,
leri (okla isaretli gorilityor. Toluidin mavisi) X 900.

Resim 2- Trakea duvarinda kuvvetli silfath epitelyal musinleri igeren ortil epitelinin gob-
let hiicreleri (tek oklar) ve lamina propriyadaki miikoz bezler (cift oklar) gorii-
;lﬁyor.‘ Hematoksilen-Eozin X 300.

C) Histokimyasal olarak atipik siilfatll miisinler: Alcian blue ile boyanirlar
ve siilfath miisinler i¢in kullanilan olagan tekniklerle boyanmazlar. Trakeobron-
sial bezlerdeki musinler 6rnek verilebiiir.

D) Karboksilathi musinler (siyalomusinler): Ikiye ayrilirlar. Siyalidaz ile eri-
yebilen tip ve siyalidaza direngli tip. Siyalidazla eriyebilen tip prensip olarak
epitelyal kokenlidir ve hem tek basina, hem de asidik ve notral musinlerin diger
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tipleriyle karisim halinde yaygin bir dagilim gosterirler. Bronsial submiikéz bezler,

submandibuler tiikriik bezleri (Resim 3) ve incebarsaklarin goblet hiicrelerinde

bulunurlar. Siyalidaza direngli tip PAS-negatif reaksiyon verir, dagilim azdir,
kalin barsak mukozasi, mide ve bronsta bulunur.

Resim 3- Gl. sutiiduuivuldils ki UUsOZ SO0 KISildl rAo-poltil goruuyor (oklar) Peri-
yodik asit Schiff X 150, '

E) Siilfatli siyalomusinler: Zayif siilfatli musinler i¢in beklenen reaksiyonla-
11 verir, siyalidez enzimiyle denatiirasyon yapilmissa bunu 6nler, Prostat kanserin-
de, koyun kalibarsaginda’ ve malign sinovioma’da gosterilmistir.

F) Hyaluronik Asid (Karboksileth siilfatsiz iironik asid): Bag dokusu mu-
sinlerinin genis bir kismini olugturur. Genellikle fibroblastlardan sentezlenir.
Histokimyasal olarak katyonik boyelarla siyalik aside benzer reaksiyon verir.
Enzim kullanilarak (hyaluronidaz ve siyalidaz) birbirinden ayrilir. Hylaruronik
asid sinovial stvinin 6nemli bir unsurudur, ayrica gobek bagi, kalbin bag dokusu,
derinip dermis tabakasi, aorta, kemik ve kikirdakta. bulunur.

~ II. Nétral musinler: Asidik reaktif gruplari olmayan bu tip musin, serbest
heksoz grupleriyla birlesmis cesitli heksozaminlerden olusur. Epitelyal tiptedir
ve en ¢ok Brunner bezlerinde ve mideyi doseyen epitel hiicrelerinin salgiladigs,
mukus (mukoid madde) i¢inde bulunur (Resim 4). Bazik boyalarla bazofil boya-
nir, metakromazi géstermez (Resim 5).

KARBOHIDRATLARIN TESPITi VE BOYANMASI :

Kismen genis bir dagilima sahip olan karbohidratlarin demonstre edilmesi
onlarin iyi tespit edilmesine baghdir. Kitin, nigasta ve selliiloz gibi polisakkaritlerin
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Resim 4- Notral musinlerin en iyi 6rnegi olan mide mukozasi, Orti epiteli (tek oklar) ve bo-
yun mukus hiicreleri (gift oklar) PAS pozitif goriiliiyor Periyodik asid-Schiff X 600.

Resim 5- Mide ortii epiteli hiicreleri notral musinleri nedeniyle boyaimazken, aradaki ter-
minal tikag¢ asid musin yapisi nedeniyle metakromatik boyanmis olarak goriilii-
. yor. Toluxdm mavxsx X 550, :
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gosterilmesi igin fiksasyona gerek yoktur. Bu durum, glikojen ve daha az dagilima
sahip olan musinler i¢in gecerli degildir. Glikojenin fiksasyonu igin en uygun
fiksatifler genellikle alkol veya pikrik asit icerirler, érnegin Bouin ve Rossman
solusyonu gibi. Glikojenin fiksasyonu en iyi sekilde, dokunun 6liimiinden sonra-
veya viicuttan uzaklagtirildiktan sonra miimkiin olan en kisa siirede alinan mater
yalin tespit solusyonuna atilmasiyle basarilir (1,2,3).

Genelde musinlerin en uygun fiksasyonu alt gruplariyla ilgilidir. Kullanilan
pek ¢ok islemde ¢abuk fiksasyona daha az ihtiyag gosterirler ve formalin gibi
fiksatiflerle iyi sonug alinabilir. Pek ¢cok metakromatik boyamada doku fiksas-
yonunda civa klorid kullanildiginda metakromazi artar. Pek ¢ok hayvanda
mast hiicreleri Carnoy solusyonuyla fiksasyondan sonra ardistk olarak Alcian
blue ile boyanirsa faydali olur, eger aldehid fuksin boyasi kullanilacaksa for-
malinle fiksasyon tercih edilir. Karbohidrat - histokimyasinda birbirini izleyen
kesit hazirlama iglemi oldukga 6nemlidir. Dondurma-kurutma metodu en iyi $o-
nucu verir. '

MUSINLERIN GOSTERILMESI

Musinler genellikle Hematoksilen Eosin (H.E) ile eosini alarak asidofilik
boyanirlar, fakat boyanma zayiftir.

Periyodik Asid Schiff Reaksiyonu: Temeli karbohidratlardaki 1:2 glikol
gruplarinin gercek iiriinlerinin periyodik asid tarafindan aldehitlere gevrilmesiyle
PAS reaktif gruplarinin oldugu sahalarda renksiz Schiff ajan: tarafindan aldehid-
lerin yeniden renklendirilip kirmiz1 olarak goriilmesidir. Sonugta PAS-pozitif ma-
teryal mor olarak, nukleus mavi veya soluk mavi olarak boyanir. PAS-reaksiyonu -
normal ve patolojik pek¢ok doku kismint demonstratif olarak gosterir. En 6-
nemlileri sunlardir (1,2,3,6).

Bazal membran (Resim 6), amiloid, kikirdak, sellﬁloi, mide mukozasi boyun,
értii epiteli ve boyun hiicreleri (Resim 4), epitelyal musinler, serebrosidler, hyalin
dejenerasyon, glikojen, hipofiz 6n lob mukoid hiicreleri, pankreasin Zymogen
graniilleri, nisasta, tiroid kolloid maddesi (Resim 6), elastin, fibrin, melanin.

Musinler PAS pozitif boyanan reaktif bir heksoz grubu igerirler ve buna
notral musinler (Resim4) ve siyalidazla eriyen siyalomusinler (Resim 3) de dahil-
dir. Siilfatl grup kuvvetli PAS negatif boyanirken, siyalidaza direngli siyalomusin-
ler degisken olarak PAS-pozitif olurlar. Hyaluronik asid ve bag dokusu musinleri
kuvvetli olarak PAS-pozitif reaksiyon verirler, fakat keratan siilfat yapisinda
iironik, asid olmadig igin PAS-pozitif boyanmaz.
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Resim 6- Troid follikiil epitelininin bazal membrani (tek oklar ve kolloid maddesi (Gift
oklar) PAS-pozitif goriilityor. Periyodik asid Schiff X 600.

~ ASIDIK MUSINLER ICIN KULLANILAN METODLAR

Alcian Blue Teknigi: Alcian boyalari i¢inde alcian blue, alcian yellow ve bun-
bunlarin bir karsimi olan alcian green vardir. Bunlar katyonik boyalardir ve pozi-
tif olarak yiikliidiirler. Hem karboksil hemde siilfat gruplarini tastyan belirli doku
anyonlariyla bagl elektrostatik baglar seklindedirler. Alcian blue en Once tanim-
lanan ve bakir ftalosiyanin bilesiminde bir alcian boyasidir. Asid musinler alcian
blue ile koyu olarak boyanirlar. Bu boya diisiik pH degerlerinde asidik gruplarin
tuz. baglantistyle, siilfat iceren asidik musinleri boyar (1,2,3,6,7). Sonugta asidik
musinler mavi, nukleus kirmizi renkte boyanir.(Resim 7) Alcian green ile dsidik
musinler yesil, hiicre nukleusu kirmizi,zemin sari renkte boyanir.

- Resim 7- G1. submandibularisin miikdz son kisimlari (oklar) goriiliiyor. Alcien blue X 300.
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Kullanilan alcian 'blue solusyonlarinin degisik pH larde sunulmasi, ferkl
asidik musinlerin taninmasinda yerdimci olabilir. Genel olerek siilfat esterleri
karboksilatlarden daha diisiik pH larda reaksiyona girer.. Kuvvetli siilfath mu-
sinler devamli diisitk pH degerletinde reaksiyona girerler pH 1,0’in iizerinde
pozitiften negatife kader kararsiz reaksiyonlar gosterecek sekilde boyanirlar. Zayif
sillfatl musinler ¢ogunlukla pH 2,5-1,0 arasinda iyi boyanir. Hyaluronik asid ve
siyelidazla etiyen siyalumusin pH 3,2-1,7 arasinda iyi boyanir. Siyalidaza direncli
siyalomusin daha diisitkk pH larda (pH. 1,5a kadar) iyi boyanir.

Diyalize Demir Teknigi: Bu teknik diisiik pﬁ’da kolloidal demir ile "asidik
gruplarin kargilikli etkilesimine baglhdir. Demirin selat formuyla reaksiyona giren
asidik musinlerin asid gruplaridir, bu prusya mavisi reaksiyonuyla gosterilir.
Sonugta asid musinler ve hemosiderin koyu mavi, kollaﬂen acik mavi, hiicre nuk-
leusu kirmizi boyanir (1,3).

NOTRAL MUSINLER ICIN KULLANILAN METODLAR

Notral musinler epitelyzl orijinli olup karbohidratlarin genis bir kismini olug-
tururlar. Histokimyasal olarak anyonik radikalleri demonstre edilemez ve bu- se-
beple zalcian blue ile reaksiyona girmezler. Fakat gayet iyi PAS pozitif reaksiyon
verirler. No6tral musinler igin fenilhidrazin-PAS  teknigi; aldehidler, nétral
musinleri fenilhidrasin vasitasiyle bloklerler, boylece ardisik olarak Schiff negatif
olurlar. Asid musinler bloklanmaz. Glikojen ve mukoproteinler gibi diger normal
PAS-pozitif mddeler bloklanirler. Sonugta nétral musinler negatif, periyodik asid
reaktifi olan asid musinler mor ve hiicre nukleusu mavi boyanir.

Nétral musinler icin karmin teknigi: Epitelyal musinin gosterilmesi igin kulla-
‘nilan klasik histolojik tekniklerden birisidir ve hala tavsiye edilir. Sonugta nétral
musin ve glikojen kirmizi, hiicre nukleusu, keratin ve elastin soluk k1rrr1121 asid
musinler mavi boyanir (1,2,3,6).

ASID VE NOTRAL MUSINLERIN AYRILMASI

Kombine Alcian Blue-PAS Teknigi: Bu teknikle asid ve nétral musinler iyi
bir gekil le ayrilir. Biitiin asid musinler alcian blue ile ilk boyanmalarinda iyi sonug
verirler, keza PAS-pozitif reaksiyon veren bu asid musinler ardisik PAS reaksiyon-
larinda reaksiyora girmez ve PAS pozitif boyanmaz. Sadece notral musinler
PAS-pozitif reaksiyon verirler. Sonucta asid musinler mavi, nétral musinler
kirmizi, bunlarin karisimi mor renkte ve hiicre nukleusu soluk mavi renkte boya-
nir (1,2,3).

MUSINLER ICIN METAKROMAZININ KULLANILMASI

Metakromazi 1875’de .degisik aragtiricilar tarafindan kesfedildi. Metakro-
matik terimini 1876’da Ackroyd buldu. Kromotroplar olarak bilinen baz1 doku
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yapilar1 veya doku maddeleri negatif olarak yiiklii ve aralarindaki komsuluk 0,5
nm’den biiyiik olmayan minimum yiizey yogunluguna sahip asidik gruplar tasirlar.
Bu kromotroplar aldigi boyanin renginden farklt bir renk olusturmak: uzere
metakromatik boyalarla reaksiyona girerler. Boyalar normal monomerik (ortokro-
romatik) form ve potansiyel polimerik (metakromatik) form gosterirler, metakro-
matik form kromotroplar iizerindeki negatif yiiklii gruplar ile boya molekiilleri
iizerindeki yeterince pozitif yiiklii polar gruplarin reaksiyona girmesiyle agregatlar
olusturmast ve polimerize olmastyla meydana gelir. Boya polimerleri hipsokro-
mik bir etki gosterirler yani 1s131n absorbsiyonu kisa dalga boyuna dogru yer degis-
tirir. Ornegin toluidin mavisi normal olarak menomerik formda mavi rengi gos-
. terir ve kromotropsuz olarak mavi renktedir. Ote yandan kromotroplar boyalarin
polimerize olmasiyle mor veya kirmizi renkte boyama yaparlar. Ornegin Azur A,
tiyonin, metilen mavisi gibi boya 6rnekleri bu hipsokromik yer degistirmeyi ya-
parlar (1,2,6). .

Karbohidratlerin metakromatik boyanmastyle kuvvetli ve zayif siilfatlimu-
sinlerle, karboksilatli musinler metakromatik boyanirken, (Resim 1,5,7) nétral
musinler beklendigi gibi metakromatik boyanmazlar. Genellikle metakramatik
boyalar ¢ok kullanish ve faydalidir, farkli pH ve elektrolit konsantrasyonlarinda
mevcut musin tipini ayirrmamizda yardimci olurlar. Ornegin siilfath musinler
pH 3,0%iin altinda metakromazi gostererek karboksilatli musinlerden ayrilirlar.
Sonugta metakromatik boyanmanin musinlerin ayrilmasinda gok cazip bir metod
oldugu séylenebilir. '

SUMMARY

HISCTOCHEMICAL STRUCTURE OF THE CELL AND TISSUE
CARBOHYDRATES AND SPECIAL DEMONSTRATION METHODS.

In this study carbohydrate structure, group and organisation were examined
in animal tissues. Histological demonstration methods were assessed on paraffin
sections. As a result useful demonstration methods were obtained, comparable
to recent studies relevant to this subject.
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