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

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada hematoksilen-eozin boyalı bir preparatta boyanın kaldırılması ve bu preparatın farklı histokimyasal ve immünohistokimyasal 
boyamalar için uygun hale getirilmesi için bir protokol oluşturulması amaçlandı.
Gereç ve yöntemler: Sıçan karaciğer ve böbrek preparatları kullanılarak yapılan bu teknik çalışmada hematoksilen-eozin boyasının, geliştirilen 
protokolle uzaklaştırılması sağlandı ve ardından anti-iNOS boyası uygulandı.
Bulgular: Hematoksilen-eozin ile boyalı preparatlara, geliştirilen protokol uygulandığında preparat üzerinde histolojik boyaya ait hiçbir kalıntının 
kalmadığı saptandı. Sıçan karaciğer ve böbrek preparatlarında, hematoksilen-eozin boyası ile boyama yapılan preparatlarda bu dokulara ait temel 
yapılar protokol sürecinin neden olduğu bir bozulmaya maruz kalmadan görüntülendi.
Sonuç: Bu çalışmada oluşturulan protokol ile boyasız hale getirilen preparatların ekonomik ve etkin bir şekilde hem histokimyasal hem de 
immünohistokimyasal olarak tekrar boyanması sağlanabilmiş ve histoloji laboratuvarlarının arşivlerindeki preparatların etkin şekilde yeniden 
değerlendirebileceği gösterilmiştir.
Anahtar sözcükler: Hematoksilen-eozin boyama; histokimyasal boyama; immünohistokimyasal boyama; tekrar boyama.

Hematoksilen, Meksika’da yetien 
Haematoxylum campechianum L. isimli a¤acın 
kabuklarından kaynatılarak, ekstraksiyon yön-
temi ve rekristalizasyonla elde edilen do¤al bir 

boyadır. Hematoksilen-eozin (H-E), çekirdek ve 
sitoplazma ayırımında kullanılan, histopatolojik 
boyalar içinde en geni kullanım alanı olan 
boyadır.[1-4] Hematoksilen genellikle; çekirde¤i 
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mavi-siyah renkte boyayarak intranükleer detayı 
iyi gösterir. Eozin ise; hücre sitoplazmasını ve 
ba¤ dokusu elemanlarını çeitli varyasyonlarda 
pembe, turuncu ve kırmızı renkte boyar.[2]

Eozin, katrandan elde edilen turuncu-pembe 
renkli bir boyadır. Eozin boyamada, çekirde¤e 
yaptı¤ı kontrastla beraber parlaklık önemlidir. 
Normalde sarı-yeil çözeltisi olan eozine %1 ora-
nında asetik asit ilavesiyle, çözelti pembe-kırmızı 
renge dönüür. Bu ilem hematoksilenle mavi 
renge boyanan çekirde¤e kontrast veren parlak 
bir zemin oluturur. Sitoplazmanın yanı sıra ba¤ 
dokusu elemanları da eozinle boyanır.[2]

Bu çalımada amaç H-E ile boyanan bir prepa-
ratta boyayı kaldırmak ve bu preparatı farklı bir his-
tokimyasal ve immunohistokimyasal iaretleyiciler 
ile boyanmasına olanak sa¤layacak bir protokol 
oluturmaktır. Ayrıca, parafin blo¤u olmayan eski 
preparatların yeni tekniklerle de¤erlendirilmesine 
olanak sa¤lamaktır.

GEREÇ VE YÖNTEMLER
Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı preparat arivine kayıtlı 
preparasyonu yapılmı sıçan karaci¤er ve böbrek 
preparatları kullanıldı. Be mikronluk kesitlere 
ilem yapabilmek için öncelikle kanada balzamı adı 
verilen bir yapıtırıcı madde ile kapatılan preparat-
lar ksilol (Merck 1.08681.2500) içinde bir gece 
bekletildi ve lam ve lamelin birbirinden ayrılması 
sa¤landı. Bu ilem sonrası lam üzerine yapımı 
haldeki doku kesitine ulaıldı. Hematoksilen-eozin 
boyasının uzaklatırılması için aa¤ıdaki protokol 
uygulandı;

1. %100 Alkol 2 dakika

2. %95 Alkol 2 dakika

3. %80 Alkol 2 dakika 

4. Distile su 5 dakika
 (preparatlar iyice süzülecek)

5. Asit alkol 3-5 defa batırıp çıkarma

6. Akarsu Daldır çıkar

7. Amonyaklı su 3-5 defa batırıp çıkarma 

8. Akarsu Daldır çıkar

9. Distile su 5 dakika
 (preparatlar kurutulur)

Yukarıdaki protokol seti uygulanırken sürekli 
mikroskop altında gözle takip edilmesi gerekmek-

tedir. Bu protokol seti 15-20 kez uygulama sonrası 
sonuç vermektedir ve boyasız bir doku görünümü 
sa¤landı¤ında ilem kesilmelidir. Daha uzun süreli 
uygulamada doku bütünlü¤ü açısından kimya-
sal maddelerin doku üzerinde dejenerasyona yol 
açması söz konusudur. Daha sonra bu preparat-
lar anti-‹NOS (Santa Cruz, SC-651; Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) boyası ile 
boyandı. 

Anti-‹NOS boyama için uygulanan protokol 
aa¤ıdaki gibidir;

1. %100 Alkol 2 dakika

2. %95 Alkol 2 dakika

3. %80 Alkol 2 dakika 

4. Distile su 2 dakika 
  (preparatlar iyice 
  süzülecek)

5. Tris-EDTA  30 dakika
 tampon 90 °C

6. So¤uk su 15 dakika
 banyosu

7. Distile su 5 dakika 

8. PBS 5 dakika

9. %0.1 Triton X 5 dakika

10. %3’lük H2O2 10 dakika

11. PBS 6 dakika

12.  Serum bloklama 30 dakika
 (A solüsyonu)

13. Primer antikor  Geceboyu (1/100 dilue)
 +4 °C 

14. PBS 6 dakika

15. Sekonder antikor 10 dakika 
 (B solüsyonu)

16. PBS 6 dakika

17. HRP streptoavidin 30 dakika
 (C solüsyonu)

18. PBS 6 dakika

19. DAB Kahverengi renk alana 
  kadar

20. Distile su 3 dakika

21. Mayer’s  1 dakika
 hematoksilen

22. Akar su Daldır çıkar

23. Distile su Daldır çıkar

24. %80 Alkol Daldır çıkar
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ekil 1. Karaci¤er dokuları (H-E x 20 ve H-E x 100 büyütme).

(a)

(c)

(b)

(d)

25. %90 Alkol Daldır çıkar

26. %95 Alkol Daldır çıkar

27. %100 Alkol Daldır çıkar

28. Kurutma

29. Ksilol 15 dakika

EDTA: Etilenediamintetraasetik asit; PBS: Fostat tamponlu 
tuz çözeltisi; HRP: Yabanturpu peroksidaz enzimi; DAB: 

3,3’-Diaminobenzidin.

BULGULAR
Yukarıdaki protokolün uygulanması ile H-E 

ile boyalı preparatlar üzerinde boya materyali ve 
boyanın etkisine dair hiçbir kalıntının kalmadı¤ı 
saptandı (ekil 1). Daha önce boyama yapılmamı 
preparatlardakine benzer ekilde boya kaldırma 
ilemine maruz bırakılan preparatlarda da anti-
‹NOS boyasının dokuda uygun ve özgün olarak 
iaretleme yaptı¤ı saptandı (ekil 2).

Hematoksilen-eozin ile boyanmı karaci¤er 
preparatlarında x20 ve x100 büyütmede çeki-
len foto¤raflarda karaci¤er dokusunun normal 

histolojik yapısında görülen vena centralis, radi-
yal yerleimli hepatositlerden oluan Remark 
kordonları saptandı. Hepatositlerin aralarında 
karaci¤erlere ait sinüzoidal yapılar görünmektedir. 
Hematoksilen-eozin ile boyanmı bu preparasyon-
da boya kaldırılma ileminden sonra anti-‹NOS 
boyaması yapıldı. Hematoksilen-eozin ile boyalı 
haldeki aynı alanlar bire bir foto¤raflandı. Bu 
yapılarda da yukarıda bahsedilen histolojik görü-
nüm birebir saptandı. Anti-‹NOS ile boyanmı 
kesitlerde vena centralis çevresinde hepatositler, 
makrofajlar ve endotel hücrelerinde özgün boyan-
ma saptandı.

Böbrek preparatlarında, H-E boyası ile boya-
ması yapılan preparatlarda normal histolojik 
görünüm arz etmektedir. Korteks ve medulla 
ayırımı yapılan boyalı kesitlerde, kortekse ait 
kısımda glomerül, distal ve proksimal tübülle-
rin varlı¤ı saptandı. Medulla’da Henle kulbu, 
böbre¤e ait toplayıcı kanalların varlı¤ı saptandı 
(ekil 3a, b). Aynı preparatın H-E boyası kal-
dırılma ileminden sonra anti-‹NOS boyaması 
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ekil 2. Anti-iNOS boyasıyla uygun ve özgün olarak iaretlenmi karaci¤er dokuları 
(x20 ve x100 büyütme).

(a)

(c)

(b)

(d)

yapıldı ve aynı alan foto¤raflandı. Bu yapılar-
da da yukarıda bahsedilen histolojik görünüm 
birebir saptandı. Bunun dıında anti-‹NOS için 
özgün olan hücreler de de boyama elde edildi 
(ekil 3c, d).

TARTIMA
Hematoksilen’in kökenleri 17. yüzyıla kadar 

dayanır. Ekstrakte edildi¤i, Meksika ile Orta 
Amerika kökenli Haematoxylum campechianum 
L. a¤acından adını alır. Kuma boyama amacıy-
la Avrupa’ya ithal edilmesi bu bitkinin bilimsel 
serüvenin de balangıcı olmutur. 1863 yılında 
alman anatomist Heinrich Wilhelm Gottfried 
von Waldeyer-Hartz (Waldeyer) hematoksileni 
histokimyasal amaçlı kullandı¤ı ilk deneyi içe-
ren yayını yapmıtır.[5] 1865 yılında Böhmer’in 
bu boyanın bir mordant ile kombine edilmesini 
anlamasına kadar geçen sürede hematoksilen 
boyası temel yayınlar seviyesinde kalmıtır.[6] 
Mordant, boyanın dokuya tutunmasına yardım-
cı olan metal tuzu olarak tanımlanır. En sık 
kullanılanları alüminyum ve demir tuzlarıdır. 

Böhmer’den ba¤ımsız olarak; Polonyalı kimyager 
Heinrich Caro, floresan üzerinde çalıırken Eosin 
adını verdi¤i sarı-kırmızı boyayı sentezlemitir.[7] 
Aynı alanda çalıan baka bir kimyager olan Emil 
Fischer 1875 yılında eosin Y (Y, sarımsı anlamın-
da “yellowish” kelimesinin ba harfidir) üzerine 
ilk çalımayı yayınlamıtır.[8] Bir yıl aradan sonra 
da histoloji alanında günümüze kadar halen en 
popüler boyası olan aynı anda H-E kullana-
rak yapılan ilk çalıma Wissowzky tarafından 
yayınlanmıtır.[9]

‹ndüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) 
aracılı¤ıyla üretilen NO’nun iskemik akut renal 
yetmezlikteki sitotoksik etkisinin gösterildi¤i önemli 
bir çalımada iNOS ve H-E boyaları kullanılmıtır. 
‹ndirekt immünofloresan tekniklerin uygulandı¤ı 
bu çalımada; 8 μm’lik frozen kesitlere %0.1 tri-
ton x100, 20 dakika uygulanmı ve özgün olma-
yan ba¤lanma bölgeleri %0.1 bovine serum albü-
min (BSA) ile bloke edilmitir. Ardından kesitler 
60 dakika iNOS ve eNOS için monoklonal antikor-
larla (0.5 mg/mL) muamele edilmitir. Rodamin-
konjuge anti-fare immünoglobulin G’de eklenip 
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ekil 3. (a, b) x20 ve x100 büyütmede, H-E boyanmı böbrek dokuları. (c, d) x20 
ve x100 büyütmede, anti-iNOS boyasıyla uygun ve özgün olarak iaretlenmi böbrek 
dokuları.

(a)

(c)

(b)

(d)

ıık mikroskobunda incelenmitir. Morfolojik 
de¤erlendirmeler için de formalin ile fikse edilen 
örnekler H-E ile boyanıp akut renal yetmezlik için 
skorlama yapılmıtır.[10]

Karaci¤er tümörleriyle ilgili baka bir önemli 
çalımada ise makroskopik inceleme yapmak 
üzere nekroz ve kanama olmayan tümör örnekleri 
histolojik de¤erlendirme için seçilip örnekler rutin 
olarak %10 formalin ile fikse edilip parafine 
gömülmütür.[11] 4 μm kalınlı¤ında kesitler depa-
rafinize edilip ksilen ve dereceli alkol serilerin-
de hidrate edilmitir. %3’lük H2O2 ile endojen 
peroksidaz aktivitesini engellemek için 30 dakika 
inkübe edilen örnekler iNOS boyaması önce-
si hazır hale getirilmitir. iNOS boyaması için 
kesitler %2 ya¤sız sütle 10 dk inkübe edilmi, 
ikinci antikor olarak spesifik olmayan boyama-
yı engellemek için 30 dakika aynı türden elde 
edilen normal serum ile muamele edilmitir. 
Ardından örnekler 1: 500 konsantrasyonda oda 
sıcaklı¤ında 60 dakika primer antikor ile muame-
le edilmitir. Son olarak kesitler hematoksilen ile 
karı boyanmıtır. iNOS immünreaktivitesi esas 

olarak hepatositlerde gözlenip sitoplazmik boya-
ma gözlenmitir. Tümör dokusu ve çevresindeki 
dokuyu beraber boyamıtır. ‹ndüklenebilir nitrik 
oksit sentaz ekspresyonu karaci¤ere nüfuz eden 
mononükleer hücreler, vasküler endotel hücrele-
rinde gözlenmitir.[11]

Yapılan literatür taramasında daha önce pre-
parasyonu yapılmı bir preparatta rutin bir boya 
olan H-E ile boyanmı bir dokunun boyasız hale 
getirilip tekrar farklı histokimyasal ve immünohis-
tokimyasal boyalar ile tekrar boyanması ile ilgili 
bir çalımaya rastlanmamıtır.

Sonuç olarak, bu çalıma literatür taraması 
sonucunda, histolojik boya kaldırmanın etkin 
olarak gösterildi¤i ilk çalımadır. Histoloji labo-
ratuvarlarında arive girmi preparatların tekrar 
de¤erlendirilebilmesi için laboratuvarda rutin kul-
lanılan malzemelerle preparatın boyasız bir hale 
getirilip histokimyasal ve immünohistokimyasal 
olarak boyanmasını sa¤layan bu teknik modifi-
kasyon, hem görüntü kalitesi yüksekli¤i hem de 
maliyetinin düük olması ile oldukça efektif bir 
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tekniktir. Ariv preparatlarının yeni tanımlanan 
belirteçlerle tekrar iaretlenmesi yeni gelimelere 
ıık tutacaktır.

Çıkar çakıması beyanı
Yazarlar bu yazının hazırlanması ve yayınlanması 

aamasında herhangi bir çıkar çakıması olmadı¤ını beyan 
etmilerdir.

Finansman
Yazarlar bu yazının aratırma ve yazarlık sürecinde 

herhangi bir finansal destek almadıklarını beyan 
etmilerdir.
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