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Onsoz

Sayin Meslektaslarimiz,

8-10 Mayis 1996 tarihinde Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Immiinohistokimya Laboratuvarlarinda teorik ve pratik uygulamali olarak
yiiriitiilecek olan “Uygulamali Immiinositokimya Teknikleri Kursu”na ve Ankara’ya hos geldiniz.
Bu kurs Yrd. Do¢.Dr. Alp CAN tarafindan yiiriitiilecektir. Gliniimiizde yaygin olarak kullanilan,
gelecekte de belki daha yaygin calisma alani bulacak olan adi gecen tekniklerin artik tiim
meslektaglarimizca bilinmesi gerektigi ve bu kursun iyi bir baslangi¢ oldugu diisiincesindeyiz.

Bilgi alma ve beceri kazanma yaninda meslektaglar arasinda tanigmalar, yeni dostluklar ve
arkadasliklarin kurulacagi ayrica kursun bir bagka yoniidiir.

Kurs yiiriitiiciilerine ve tiim katilimcilara basar1 diliyor saygilarimizi sunuyoruz.

Prof.Dr. Ulken Ors

Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi Bsk.

Prof.Dr. Meral Tekelioglu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ABD Bsk.
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Baslarken...

Immiinositokimya tekniklerinin rutin histoloji laboratuvarlarina girmesiyle doku ve hiicre
boyama yontemlerinde yeni bir donem baglamis oldu. Antijen-antikor birlesmesi reaksiyonuna
dayanan ve isaretli antikor komplekslerinin kullanildig1 ¢ok duyarli ve 6zgiil olan bu boyama
yontemleri sayesinde o giine kadar saptanamayan bir¢ok yap1 goriintiilenebilir oldu.
Immiinositokimyasal yontemler tani amaciyla klinik uygulamalarda yerini alirken aragtirma
amaciyla da kendini siirekli gelistirerek gliniimiize geldi.

Immiinositokimya tekniklerini uygulamanin klasik histokimya yontemlerine kiyasla daha
pahali ve karmagik olmasi iilkemizde bu yontemin uygulamasinda gecikmeye neden olmustur.
Kullanilan maddelerin kisa émiirlii olmasi, saklama kosullarinin daha 6zenle segilmesi gibi ek
sinirlamalar nedeniyle bir¢ok merkez bu tiir bir yontemi kullanmaya baslamaktan kaginmistir.
Ancak bir teknigi kullanmada gerekli olan bilgi ve deneyim ise en 6nemli faktor olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Klasik histokimyada oldugu gibi arastirmacinin birkag¢ kez kendi basina yapacag:
uygulamadan sonra ydnteme aligmasi ve bundan sonraki uygulamalar1 kendi basina
planlayabilmesi olasidir. Ancak tetikleyici giicii ve cesareti bulmak ¢ogu zaman gii¢ olmaktadir.

Bu kursun amaci, 151tk mikroskobik diizeydeki immiinositokimyasal yontemleri uygulamaya
yeni baslayanlara yukarida s6zii edilen tetikleyici giicli vermek, bu teknikleri daha 6nce birkag kez
kullanmis ama bu konudaki bilgisinin yetersiz ve giivenilir olmadigin1 diisiinenlere de pratik
yapma ve tartisma olanag yaratmaktir. Ug giinlilk kurs boyunca kursiyerler ve egitmenler
birarada pratik uygulama yapma ve problemlere yanit bulmaya ¢alisacaklardir. Bir uygulamanin
basarili sonug vermesi kadar basarisiz sonug vermesi de en az o kadar dgretici olacaktir. Clinkii
immiinositokimya tekniklerinin bir 6zelligi de boyanmanin varlig1 ya da yoklugudur. Kullanilan
yontemlerin dogasi geregi iki madde arasindaki reaksiyon ya vardir ve sonug alinir ya da yoktur ve
sonu¢ alinmaz. Olumsuz sonuglanan boyama deneyleri aragtirmacida ciddi bir karamsarliga
neden olabilir. Bu ornekleri birlikte ¢alistigimiz aragtirmacilarda zaman zaman gozlemekteyiz.
Immiinositokimya tekniklerinin uygulamada diger yontemlere kiyasla en belirgin dezavantaji
hatanin kaynaklanabilecegi faktoriin ¢ok olmasidir. Primer antikorun diliisyon katsayisindan
sekonder antikorun gapraz reaksiyona girme olasiligina kadar bircok degisken 6zgiil boyanmada
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belirleyici rol oynar. Cok sayidaki degiskenin denenerek optimum sonuglarin alinmasi zaman,
emek ve paraya malolur. Bu kursta bu tiir faktérlerin her zaman goz oniinde bulundurulmasi
geregi ve hi¢bir uygulamanin bir bagkasina benzemeyecegi de vurgulanacaktir. Yani sira, pratikte
¢ok onemli olan materyal hazirlama, saklama ve laboratuvar kullanimina iligskin bilgiler tizerinde
durulucak ve sonuglari dogrudan etkileyen bu faktorlere bizim uygulamalarimizdan Ornekler
verilecektir. Elinizdeki kurs notlar1 kurs sirasinda anlatilan dersleri, ayrintili boyama islemlerini ve
gosterilen slaytlarin bir oOzetini icermesi agisindan laboratuvar uygulamalarinizda kolay
bagvuracaginiz bir kaynak olarak hazirlanmigtir.

Basta Prof.Dr. Ulken Ors olmak iizere Tiirk Histoloji-Embriyoloji Dernegi Yonetim Kuruluna
dernegin katkilarindan dolayi, kursun diizenlenme fikrinin ortaya atilmasi ve yapict Oneriyle
Prof.Dr. Meral Tekelioglu'na, diizenleme ve organizasyondaki katkilarindan dolayr Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Bolim Bagkani Prof.Dr. Canan Akbay’a, teorik
derslerin sunumundaki katkilar1 nedeniyle Dog¢.Dr. Haluk Ataoglu ve Yrd.Dog¢.Dr. Esra
Erdemli’ye, diizenlemede 6rnek bir isbirligi sergileyen Dr. Ayca Isik ve Dr. Okan Toygar’a, tiim
kimyasal materyalin 6zenle saglanmasi ve mali katkilarindan dolayr DATEKS A.S’e igten
tesekkiirler ederim.

Amacimiz, ¢agdas bir bilimsel arastirma yontemini tanitmak ve yayginlastirmaktir. Yararl
olmasi iimidiyle...

Yrd. Dog¢. Dr. Alp Can

Kurs Yiirtticisi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji A.B.D.
Ogretim Uyesi

Mayis, 1996 - Ankara
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1. Immiinositokimya’ya Giris

Immiinositokimya (ISK), hiicre ve dokularda yeralan bir molekiilii (cogunlukla protein) in situ
olarak lokalize edebilmek amaciyla bu molekiile karsi 6zel yontemlerle hazirlanmis isaretli
antikorlarin 151k veya elektron mikroskobik diizeyde kullanilmas: teknigidir'?. Biyolojik bilimlerin
her alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem yardimiyla herhangi bir molekiiliin
hiicrenin/dokunun neresinde ve kabaca ne oranda yer aldig1 gosterilir.

[lk immiinositokimyasal uygulama 1941°de Albert Coons ve arkadaslari® tarafindan fliioresan
bir boyayla bir antikorun birlestirilip doku kesitlerinde bir antijeni gostermek amaciyla
gerceklestirilmistir. Antijen-antikor birlesme reaksiyonundaki yiiksek duyarliliga dayali olan bu
yontemde doku ve hiicre komponentlerinin yerlesimleri kolaylikla belirlenebilmektedir. Ancak
capraz reaksiyon, nonspesifik fon boyanmasi, antijenin ya da antikorun stabilitesindeki degisimler
gibi genel problemler bu teknigin uygulamasinda bir takim sinirlamalar ve zorluklar1 beraberinde
getirmektedir.

Gegtigimiz 15 yil iginde Ozellikle molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, gerek
immiinositokimyasal prensibe dayanan mikroskobik gériintilleme yontemlerinin duyarliliginda
ve giivenilirliginde gerekse bu teknikler yardimiyla gosterilen olusumlarin sayisinda ¢ok hizh
artisa neden olmustur.

[SK’da en onemli rolii oynayan ajanlar antikorlardir. ISK, antikor molekiillerini dogal
ortamlarindan alip onlar1 dokudaki antijenleri tanimalari igin kullanir. Eger antikor s6z konusu
antijeni tanirsa buna baglanir. Antikor molekiillerinin yapisi olduk¢a karmasik olmakla beraber
temel yapis1 “Y” seklinde iki zincirden olusur, Y’nin iki adet olan kisa bacaklar1 antijene baglanir.
[SK’da iki tiir antikor kullanilir; bunlar monoklonal ve poliklonal antikorlardir.

! Polak JM, Noorden SV: An introduction to immunocytochemistry: current techniques and problems. Royal
Microscopical Society Microscopy Handbooks, 1988.

% Osborn M: Immunofluorescence microscopy of cultured cells. “Cell Biology. A Laboratory Handbook” (J.E.
Celis), Academic Press, San Diego, 1994, pp:347.

¥ Coons AH, Creech HJ, Jones RN (1941) Immunological properties of an antibody containing a fluorescent
group. Proc Soc Exp Biol Med 47: 200-202.
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Poliklonal antikorlar, bir hayvanin (genellikle tavsan) ilgili protein molekiiliiyle immiinize
edilmesi sonucu olusan antikorlardir. Tavsanin immiin sistemi zerk edilen proteini yabanci
madde olarak tanir ve buna kars1 antikorlar yapar. Antikorlar antijen molekiiliiniin kiigiik bir
bolgesini tanirlar, bu nedenle bir protein molekiiliiniin farkli bolgelerini taniyan ¢ok sayida
antikor meydana getirilmis olur. Yani s6z konusu proteinle karsilasmis hayvanin kaninda bu
proteinin farkli bolgelerine karsi reaksiyon veren antikorlardan olusan bir poliklonal antikor
kokteylinin (poliklonal serum) varlig1 s6z konusudur.

Poliklonal antikorlarin yeterince 6zgiil olamamasi nedeniyle 1970l yillarin sonlarina dogru
daha 6zgiil olan monoklonal antikorlar gelistirildi. Monoklonal antikor (Mab) iiretim tekniginin
gelisimi immiintisitokimya alanindaki en 6nemli gelismelerden birisidir. Antikor iireten normal
bir B lenfositin ¢ekirdegiyle bunun malign karsilig1 olan multiple myeloma hastalarindan izole
edilen ve tek bir klona ait sonsuz sayida antikor iireten bir hiicrenin ¢ekirdeginin birlestirilmesi
(hibridlenmesi) sonucunda Kohler ve Milstein® tarafindan gelistirilen bu teknik (bu aragtiricilar bu
yontem sayesinde Nobel odiliinti almislardir) kullanilarak iretilen monoklonal antikorlar
giinimiizde rutin olarak tani, tedavi ve aragtirma amaciyla kullanilan ileri derecede o6zgiil
molekiillerdir. Monoklonal antikorlar hedef molekiildeki bir bolgeye (epitop) ozgiidiirler ve
buray1 taniyarak yapisirlar. ISK, monoklonal antikorlarin yaygin olarak kullanildigi alanlardan
sadece birisidir. Bunun disinda hiicre akiskan teknigi (flow cytometry), immiinoelektroforez,
immiinoblotting, immiinopresipitasyon gibi ¢ok yaygin kullanilan tekniklerin vazgegilmez
ajanlarindan birisidir. MA {iretimi ve kullanimiyla ilgili daha ayrintili bilgiyi kurs notlarinin
bundan sonraki béliimiinde bulabilirsiniz. Ozgiillik testleriyle kantite, kalite ve ozgiillik
dereceleri saptanir ve buna gore siniflandirilirlar. Bu denli 6nemli olmalar1 nedeniyle bu kursun
basinda (bkz. Boliim 2) temel immiinolojik kavramlardan ve antikor yapisindan s6z edilecektir.

[SK'da kullanilan ydntemlerden en yaygin olanlari immiinoenzimatik ve immiinofliioresan
yontemlerdir. Enzimatik yontemlerde antikorun enzime baglanmasi, daha sonra da enzimin
stibstrat1 ile reaksiyona girip renkli goriiniir iirin olusturmasi prensibi kullanilir. En yaygin
kullanilan enzimler horseradish peroxidase (bayir turbu peroksidaz) ve alkalin fosfataz'dir.
Piyasada bu iki enzimle de konjuge edilmis antikorlar mevcuttur. Primer antikor uygulandiktan
sonra enzim isaretli sekonder antikor uygulamasi ve arkasindan uygun siibstrat eklemesiyle
istenen doku antijeni goriiniir hale gelir. Dokuda ne kadar ¢ok antijen varsa o kadar ¢ok baglanma
olacak ve dolayisiyla o kadar koyu boyanma olacaktir. Ancak immiinoenzimatik veya
immiinofliioresan yontemlerle isaretlenmis doku kesitlerinde kantitatif analiz yapmak pek
kullanigh ve giivenilir bir yol sayilmayabilir. Son yillarda kullanima giren bilgisayar yardimh
goriintii analizi yontemleri optimum boyanma kosullarinda bir oranda bu a¢ig1 giderebilmektedir.

Bugiin immiinositokimya rutin hale gelmistir. Elektron mikroskobik diizeyde daha iyi
preparasyon hazirlama yontemleri denenmekte ve her gegen giin iyilestirilmektedir. Son yillarda
immiinositokimya prensiplerini kullanarak protein yerine mRNA'nin goriintiilenebildigi in situ
hibridizasyon yontemi kullanilmaya baglanmigtir. Ozellikle proteinlerin sentezlenip hizla
hiicreden salindig1 durumlarda, proteinlerin gegici siireyle var oldugu durumlarda ya da giivenilir
antikorlarin mevcut olmadig1 kosullarda bagvurulan bir yontemdir. Gerek immiinositokimya
gerekse in situ hibridizasyon, doku ve hiicrelerdeki protein ekspresyonlarina iliskin essiz bilgilerin
olugmasini saglayan tekniklerdir.

* Kohler G, Milstein C. (1975) Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specifity.
Nature, 256: 495-497.
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2. Antikor Yapisi, Monoklonal ve Poliklonal Antikorlar

Immiinositokimyay1 yeterince anlayabilmek, kullanim alanlarin1  ve sinirlarini
kestirebilmek i¢in 6nce temel immiinoloji bilgisine gerek duyulur. Bu amagla, bu béliimde
kisaca immiin sistem hiicreleri, antikor yapisi, yapay olarak olusturulan poliklonal ve
monoklonal antikorlarin 6zellikleri aktarilacaktir.

Immiin Sistem Hiicreleri

Immiin sistem viicutta ¢ok iyi caligan bir orkestraya benzetilebilir. Bu orkestranin iiyeleri
¢ok sayidaki immiin sistem hiicresi ve bunlardan salgilanan mediyatér maddelerdir. Bu
hiicrelerin hepsi kemik iliginde bulunan pluripotent kok hiicresinden koken alir ve
farklilagmaler1 lenfoid ve myeloid olmak iizere iki yoldan gerceklesir. Immiinolojik yanitta en
onemli rolii oynayan T ve B lenfositler lenfoid yolla gelisirler. T lenfositler kemik iligini terk
ettikten sonra timusa gelip burada gelismelerini stirdiiriir ve daha sonra dolagima ¢ikarlar. B
lenfositler ise kemik iliginde gelisip buradan kana verilirler ve daha sonra B lenfositlerine
doniigiirler. Yasam siireleri yillarla ifade edilir. Insanda T ve B lenfositlerin birbirine orani
3/2°dir. Kargilikli etkilesimlerle bu denge sabit tutulur. T lenfositlerinin temel fonksiyonu
lenfokin denen bir dizi madde salgilaylp doku diizeyinde immiinojik yanit olusturmak, B
lenfositlerinin temel fonksiyonu da sistemik bir yanit olusturan immiinoglobulinler ad1 verilen
bir grup protein salgilamaktir. B lenfositin immiinoglobulin sentezi T lenfositlerinin alt tipleri
olan T-helper ve T-suppressor hiicrelerin kontrolii altindadir. Antikor dedigimiz proteinler
immiinoglobulin yapisindadir ve immiinositokimyasal ajanlarin temelini olusturur.

Immiinoglobulinler (Ig)

Serumda bulunan immiinoglobulinler ¢oktan aza goére 5 siniftir; IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE
olmak iizere. Bunlar, MA 50.000-75.000 olan iki agir zincir ve MA 25.000 olan iki hafif
zincirden olusan simetrik yapili protein molekiilleridir. Her bir tip Ig molekiiliinde her iki agir
zincir ile her iki hafif zincir birbirinin aynidir. Agir zincir, molekiiliin antijenik ve yapisal
ozelligini tayin eder. Bes tip agir zincir vardir; gamma (y)=IgG, alfa (a)=IgA, mu(u)=IgM,

10
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delta (8)=IgD ve epsilon (&)=IgE olmak tizere. Buna karsin iki tip hafif zincir vardir; lamda (A)
ve kappa (k) olmak tizere. Kappa ve lamda zincirlerinin dagilimi Ig siiflarini ve tiirler
arasindaki farki belirler. Insanda IgG’'deki kappanin lamdaya orani 2:1’dir. Buna kargin
faredeki IgG’in %951 kappa yapisindadir. Hafif ve agir zincirler ile agir zincirlerin birbiri
arasinda disilfit kopriileri vardir. Bu kopriilerin sayist her IgG molekiilleri alt tipinde farklilik
gosterir.

Agr zincir

Fc pargas:

/I

Disilfit bdl,l

\ Hmt zincir

F lb pargasi
F(ab’)

[SK’da kullanilan IgG tipi IgG ve IgM’dir. IgG iki adet gamma ve iki adet kappa veya iki
adet gamma ve iki adet lamda molekiiliiden olusur. $ekil 1’de bir IgG molekiiliiniin yapist
sematik olarak gosterilmistir. Hafif zincirlerin agir zincir uglariyla birlikte bulundugu
heterojen uglar antijene baglanan Fab uglar olarak adlandirilir (antigen binding fragments).
Iki Fab parcasi birlikte F(ab’); olarak adlandirilmistir. Homojen agir zincir uglarrysa Fc olarak
adlandirilir (crystalline fragments). Fc pargasi bir diger antikor molekiiliine baglanabilir. Ttiim
bu pargalar IgG molekiliiniin bir takim hidrolitik enzimlerle fonksiyonel olarak
parcalanabilmesi sonucu ortaya ¢ikmustir.

IgM molekiilityse 180kD’lik 5 adet IG molekiiliiden meydana gelen 900kD biiyiikliigiinde
dev bir molekiildiir. Mu ve kappa/lamda zincirlerinden yapilmistir. Hayvanda genel
immiinitede en ¢ok bulunan antikor tipi IgG iken, bir antijene ilk yanit veren antikor tipinin
IgM oldugu saptanmistir. Antijenin uygulanmasindan 1. haftanin sonuna kadar gegen sessiz
donemde IgM varlig1 s6z konusuyken iki hafta icinde IgG molekiilleri belirmeye baslar.

Antijen ile antikor arasindaki bag ¢ok sayida zayif nonkovalent iliskiden meydana gelir.
Bunlar arasinda elektrostatik baglar, hidrojen baglari, Van der Waals ve hidrofobik baglar
sayilabilir. Tipik dissosiasyon sabiti 10°'”dur. Ag-Ab baglar1 genellikle pH'nin 4-9 oldugu
zaman veya genis iyon konsantrasyonlarinda (0-1M NaCl) sabittir.

11



Poliklonal (Pab) ve Monoklonal (Mab) Antikorlar
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Poliklonal Antikorlar Monoklonal Antikorlar
Ozgiilliik Antijen molekiiliiniin Genellikle antijen
(specifity) yiizeyinde ¢ok sayidaki molekiiliindeki belli bolgelere
antijenik determinant baglanir. Bu nedenle antijen
bolgesine baglanan bir¢ok yiizeyindeki degisimler
klonal iiriinii barindirir. Bu baglanmayi engelleyebilir.
nedenle antijen molekiiliindeki
ufak farklar (6rn. Genetik
polimorfizm vs) Pab’in
baglanmasinda pek bir
degisiklik yapmaz
Afinite * Farkli afiniteye sahip (>10° | ®* Her klonal tiriiniin afinitesi
(affinity) ve >10° litre/mol) antikorlar tanimlanmistir. O nedenle

barindirir. O nedenle
yapisindaki degisimler (6rn
konjugasyon) afinitelerini
anlaml 6l¢tide etkilemez

* Baglanmis antikoru
gidermek i¢in yapilan
siddetli yikamalar bile
problem olusturmaz,
baglanma genis pH (4-9) ve
tuz konsantrasyonunda (0-
1 M NacCl) bile korunur

ayni1 klondan elde edilen
antikorlarin afiniteleri de
homojendir. Bu 6zellikleri
afinite ile ayristirma
yontemlerinde bir
avantajdir (affinity purified
antibody).

* Yapisindaki degisimler
afinite kaybina neden
olabilir.

* Antijen-antikor afinitesi
disiikse siddetli yikamalar
ayrilmaya neden olabilir

Baglanma kinetigi
(kinetics of binding)

Cok 6nemli degil

Antijene baglanma degerleri
tarklidir. Baglanma 15-90 dk
arasinda degisir. Kantitasyon
ve tutarli boyanma derecelerini
saglayabilmek i¢in inkiibasyon
slirelerini sabit tutmak gerekir

Capraz baglanma
(cross binding)

Antikor heterojenitesi capraz
baglanmay1 kolaylastirir

Mab’lar 2 veya daha fazla
antikor baglayan bolgesi olan
antijenlere ¢apraz baglanabilir

Capraz reaksiyonlar
(cross reactions)

Birbirine yakin tiirler arasinda
¢ok sik goriiliir (6rn anti-fare
IgG siklikla anti-sigan IgG ile
reaksiyona girer)

Genellikle azdir

Iyi bir antikorda bulunmasi gereken ii¢ kogul sunlardir;

1. Antijene yiiksek afinite gostermesi. Baglanmadan sonraki yikamalarda baglanmamis
olanlarin ayrilip, baglanmis olanlarin kalmasini saglar.

12
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2. Yuksek ozgiilliik. Antikora antijeninden baska bir molekiiliin baglanmasi ve istenmeyen
fon boyanmasinin engellenmesini saglar.

3. Yiksek titre/diliisyon. Yiiksek diliisyonlarda kullanilabilen antikorlar 6zgiil olmayan
reaksiyonlarin giderilebilmesine olanak verirken daha ekonomik bir kullanim da saglarlar.

Tablo 1.Antikor tiplerinin incelenecek komponentlere gore segimi.

Affinity
fini
1eG F(ab), | Fab Affinity | ified
. purified ,
fraksiyonu | fragmami | fragmam . F(ab’),
antikor .
antikoru
Hiicre i¢i boyama + + +
Doku/hiicre kiiltiiriinde boyama + 0 0 + 0
Doku kesitinde boyama + + + + +
Blot boyamast + o 0 + 0
Hiicre ayristirma (akim sitometresi) o o o + +
Fliioresan immiinoessey + o o + 0

+ = tavsiye edilir

o = kabul edilebilir
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3. Materyal Hazirlama, Saklama, Laboratuvar Kullanimi

Antikorlarin Kullanimi

[SK’da optimum sonucu alabilmek igin antikor kullaniminda belli kosullar1 yerine getirmek
zorunludur. Dogru yoéntemlerle hazirlanmis maddeleri, stabilitesi bozulmadan aylarca hatta
yillarca saklamak miimkiindiir. Satin alinan maddeyle birlikte gelen prospektiislerde ve siselerin
tizerinde yazili olan iretici firmanin uyarilar1 ve tavsiyelerine mutlaka uyulmalidir. Yani sira
kullaniciya ait deneyimler de bir yere not edilmeli ve kullanimlarda g6z dniine alinmalidir.

Satin Alma

Ticari olarak elde edilen antikorlarin ¢ogu yillarca dayanacak ozelliktedirler. Yine de kullanicinin
onlemleri bu siireyi azaltabilir veya artirabilir. Ulkemizde ¢ok sinirli olarak iiretilen baz1 poliklonal
antikorlar disinda genel amagli monoklonal antikor iiretimi heniiz yoktur. O nedenle gereksinim
duyulan antikorlarin ¢ogu yurt disindan satin alma veya hibe yoluyla elde edilmektedir. Bu
amagla yaygin olarak araci firma kullanmaktadir. Uretici firmalar antikorlar: genellikle iki sekilde
paketleyip piyasaya sunarlar. Bunlar toz veya siv1 seklidir. Toz seklinde liyofilize edilmis antikorlar
(genellikle sekonder antikorlar) ortam i1sisinda (ambient temparature) nakledilir. Siv1 olanlarsa
buz i¢inde bir pakette gelirler. Konvansiyonel buz erimedigi siirece ortam 1sisin1 yaklasik 0°C’de
tutar. Kuru buz ise émriiniin daha uzun ve 1s1sinin daha diisiik olmasi nedeniyle tercih edilir.
Nakliye kosullar1 sinirli oldugu i¢in buz iginde nakledilen maddelerin nakliye tutarlar: digerlerine
gore yiiksektir. Laboratuvara ulasan antikorlar i¢in bir bilgi kayit formu tutulmas: sonsuz faydalar
saglar. Ozellikle ¢cok kullanicili laboratuvarlarda bu bilgi formlar1 ortak bir dil olugturur, boylece
kavram karigikliklar1 minimum diizeye indirilir. Yan1 sira maddeyle birlikte gelen prospektiisleri
(specification sheet) de dosyalayip saklamak yararli olur. Kurs notlarinin sonunda yer alan Ekler
bolimiinde bizim laboratuvarimizda yillardir kullanmakta oldugumuz bir bilgi formu 6rnegini
bulabilirsiniz. Bu formu kendi gereksinimlerinize gore degistirebilirsiniz.

Depolama

Antikorlarin kullanici tarafindan teslim alindiktan sonraki depolanma asamasinda iki faktor
onemli rol oynar. Bunlar saklanacak ortam ve ortamin 1sisidir. Toz olarak gelen antikorlar eger
hemen kullanilmayacaksa genellikle +4°C’de kendi ambalajlarinda saklanirlar. Eger kullanilacaksa
stok soliisyon hazirlamak i¢in sulandirilirlar. Buz i¢inde siv1 olarak gelen antikorlarin depolanmasi
icin en iyisi hemen kiigiik parcalara ayirip -20°C’de saklamaktir. Yine de saklama kosullar1 ve
isisina iligkin dretici firmanin uyarilart 6n planda tutulmalidir. Kiigiik parcalara boliinen sivi
antikorlar protein emme 6zelligi en az olan polipropilen, polikarbonat veya borosilikat siselerde
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veya tiiplerde saklanmalidir. Cok diisitk konsantrasyonlarda protein i¢eren maddeler (10-100
ug/ml) genellikle bol miktarda ilave edilen bir bagka proteinle birlikte (6rn. %0.1-1 bovin
albumini) depolanir. Boylece polimerizasyon sirasinda proteinin kaybi ya da kap tarafindan
emilimi engellenir. Agz1 sikica kapali olmas1 gereken bu kaplar ayrica bir kutuya ya da torbaya
konabilir. Zamanla buharlasma nedeniyle kayip olma tehlikesine kars: bolme isleminin 10 ul'nin
altinda yapilmamas: onerilir. Bu nedenle depolama amaciyla no-frost sogutucu ve derin
dondurcularin kullanimi tavsiye edilmez. Giinliik kullanim amaciyla stok soliisyonlarinin
sulandirilmasiyla olusturulan seyreltilmis protein soliisyonlar1 +4°C’de saklanir. Giinliik
kullanimda sik¢a dondurma ve ¢dzme islemleri proteinin stabilitesine olumsuz etki yapar. O
nedenle seyreltilmis antikorlarin bir kez daha dondurulmasi o6nerilmez. -20°C’de saklanan
konsantre antikorlar yavas c¢ozdiriilmeli, bu islem sirasinda yiiksek 1s1 kullanmaktan
kaginilmalidir. Antikorlar 1siktan olabildigince korunarak saklanmalidir. Isik (buzdolabinin
lambasi vs) bazi proteinlerin yapisinda yikilima neden olabilir. Ayrica fliioresan isaretlerle konjuge
edilmis antikorlar da 1s1k etkisiyle zaman iginde fliloresan 1s1ma ozelliklerini kaybederler. O
nedenle genellikle antikor yapisindaki proteinleri 151k almayan kaplarda saklamak yerinde olur.

Kullanim

Kullanimda ii¢ temel kurali g6z 6niine almak gerekir. Bunlar; kontaminasyonun engellenmesi,
sicaktan ve 1g1ktan korumadir. Kontaminasyon genellikle kirli pipet uglariyla olur. O nedenle tiim
islemlerde temiz, daha 6nce kullanilmamis pipet ucu kullanilmalidir. Antikor soliisyonlarinda
zamanla bakteriyel kontaminasyon goriilebilir. Ozellikle antiserumlar bunun i¢in uygun
adaydirlar. Bu amagla iiretici firmalar piyasaya siirdiikleri protein soliisyonlarina belli oranlarda
koruyucu ve antibakteriyel ajanlar eklerler (6rn. sodyum azide=NaN;). Eger mikrobiyal
kontaminasyon meydana gelmisse bunu gidermeye ¢aligmak yerine soliisyonu ¢ope atmak yerinde
olur. Bakteriler yaygin fon boyanmasi meydana getirirler. Eger kontamine olmus soliisyon ¢ok
degerliyse orta derecede bir santifiijden sonra diisitk protein tutucu 0.22um goz aralikli
filtrelerden stizmek olumlu sonug verebilir. Giinliik kullanim i¢in oda 1sisina ¢ikarilan antikorlar
miimkiinse buz iginde tutulmali ve kullanimi sona erdiginde hemen depolama 1sisina transfer
edilmelidir. Boylece kullanim omrii artacaktir. Eger kullanim sirasinda istemeden yukarida
belirtilenlere uyulmamis ise o antikor soliisyonunu ¢ope atmak yerinde olur. Ciinki ise
yaramayan bir antikorla yapilacak boyama zaman ve emek kaybindan baska birsey degildir.

Antikor Titresi ve Diliisyon

[SK’da antikor titresi, antiserumun optimum boyanma derecesi ve en az fon boyanmasi yaratacak
en fazla seyreltilmis sekli olarak tanimlanir. Optimum seyreltme, sadece boyanmanin en kuvvetli
olmasi degil ayn1 zamanda zeminin de en az boyanmasi anlamina gelir (maksimum signal to noise
ratio). Seyreltme derecesine etkili iki faktorden birincisi poliklonal veya monoklonal antikor
soliisyonu icindeki 6zgiil antikor molekiillerinin miktaridir. Poliklonal antikor soliisyonlarinda
antikor miktarlar1 mililitre serumda mikrogram cinsinden verilir. Bu bilgi yararli olmakla birlikte
pratikte cogu zaman pek birsey ifade etmez. Ikinci faktoér antikor molekiiliiniin antijene yapigma
afinitesidir. Eger seyreltme orani sabit tutulursa yiiksek afiniteli antikorla yapilacak boyanma daha
kisa siirer ve parlak olur.

Bir hibridoma hiicresi kiiltiiriinden elde edilen monoklonal antikorun ilk deneme diliisyonu
1:5 ile 1:100 arasinda olmalidir. Biz laboratuvarimizda ilk kez kullanacagimiz bir antikoru eger
kiiltiir hiicreleri icin kullanacaksak 1:50, parafin kesitler icin kullanacaksak 1:10 oraninda
sulandirmaktayiz. Sekonder antikorlar daha yiiksek seyreltme derecelerinde kullanilir. Ornegin
peroksidaz enzimi ile bagli sekonder antikorlar 1:200 ve yukarisi, peroksidaz anti-peroksidaz
kompleksi soliisyonlar1 1:200-1:1000 arasinda sulandirilarak kullanilirlar. Seyreltme orani
kullanilacak doku tipi, kesit tipi (dordurma veya parafin) ve kullanilacak 1siya gore degisir. Tablo
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2’de doku ve/veya hiicre hazirlama sekilleri antikor soliisyonu igindeki inkiibasyon siirelerinin
uzunluklarina gore siralanmiglardir. En kisa siispansiyon kiiltiirleri, en uzun kiigiik doku bloklar:
inkiibe edilir. Tablo 3’de ise, yaygin olarak uygulanan inkiibasyon 1silar1 ve siireleri verilmistir.
Bunlarin disinda doku veya hiicrenin tipi de inkiibasyon kosullarini belirler. Deneyimlerimiz
kiigitk kemirici hayvanlardan elde edilen hiicrelerin maymun ve insan hiicrelerine gore daha uzun
inkiibasyon siireleri gerektirdigini gostermistir.

Tablo 2. ISK’da kullanilan hiicre/doku preparasyon tipleri
stispansiyon kiiltiirleri

monolayer hiicre kiiltiirleri
yayma hiicre preparasyonlari (kan vs.)

ince frozen kesitler (2-6 um)

kalin frozen kesitler (7-15 um)

ince parafin kesitler (4-7 um)

kalin parafin kesitler (8-15 um)
kii¢iik doku bloklar:

Tablo 3. Antikor inkiibasyon kosullar
+4°C’de 6-24 saat
oda 1sisinda 1-6 saat
37°C’de 30 dk-2 saat

Seyreltmeler 6zel durumlar disinda fosfat tamponlu tuzlu suyla (PBS=phosphate buffered
saline) veya fon bloklamasi i¢in kullanilan protein ¢ozeltileri ile yapilir. Hangisinin daha iyi sonug
verecegi kullanici tarafindan denenerek bulunmalidir. Ayrica seyreltme ¢o6zeltisinin igine
antikorun penetrasyonunu artirici, koruyucu bazi ajanlar da eklenebilir.

Seyreltme islemi dondurucudan ¢ikarilan kiigiik miktardaki stok antikorun erimesinden sonra
mikropipet yardimiyla yapilir. Genellikle 1:200’e kadar olan seyreltmeler dogrudan yapilirken
bundan daha yiiksek derecelerdeki seyreltmeler icin iki agama kullanilir. Ornegin énce 1:100’liik
¢ozelti hazirlanir daha sonra ikinci agamada bu siv1 1:10 seyreltilerek 1:1000’lik ¢ozelti hazirlanir.

Diger Ajanlarin Kullanimi ve Laboratuvar Diizeni

Bir ISK laboratuvarinda bulunmasi gereken ana sinif sarf maddeler ve saklama kogullar1 Tablo
4’de verilmistir. Buna gore oda 1sisinda saklanacak maddeler i¢in karanlik ve kuru bir dolap,
+4°C’da saklanacaklar i¢in sogutucu ve -20°C’de saklanacaklar i¢in derin dondurucu gerekir.
Hazirlanmis bir preparasyonun da ¢ogunlukla sogutucu veya dondurucuda saklanmasi geregi
hatirlanacak olursa sogutucu-dondurucu hacminin dar tutulmamasinda sonsuz faydalar vardir
(ortalama 250 litre). Bunlarin disinda ¢esitli inkiibasyonlar igin gerekli 37°C’lik bir inkiibator veya
ik tabla, vorteks, ¢alkalayici-dondiiriicii, 1sitici sicak tabla, manyetik karistirici, pH metre,
ayarlanabilir mikropipetler (1-1000 ul) gerekir. Baska uygulamalar i¢in kullanilan benzer cihazlar
paylagsilabilir. Bunlarin disinda, kesit almak i¢in mikrotom, kriyostat; gézlem i¢cin mikroskop gibi
aygitlarin laboratuvar icinde ya da yakininda bulunmasi faydali olur.
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Tablo 4. Bir ISK laboratuvarinda bulunan sarf malzemeler ve saklama sicakliklari.

Madde tiirii Saklama Isis1 (°C)
Primer ve sekonder antikorlar

stok -20

seyreltilmis +4
Non immiin serumlar -20
Enzim kompleksleri -20
Kromojenler -20
Tamponlar +4 ve O’
Koruyucu ajanlar Ol
Fiksatifler -20, +4, Ol
Fon boyalar1 Ol
Kapatma sivilari +4, Ol
Deterjanlar +4
“oda 1s181

Sarf malzeme ve temel cihazlarin yami sira cam ve metal malzemeler siklikla gerekir.
Boyamalarin bazi agamalarinda gerekli olan cam saleler, genel amagli él¢timler, karigtirmalar ve
depolamalar i¢in cam veya plastik meziirler, beher, balon joje ve erlen mayerler, lam, lamel, ince
uglu penset, cam veya plastik desikkatorler, 6zellikle antikor depolamak amaciyla Ependorf tiipleri
(0.75-1.5ml), termometre, parafin filmler kullanilir. Laboratuvar iginde su kaynaginin oldugu bir
1slak bankonun varlig1 ¢ok faydalidir. Boyamalar sirasinda kullanilan pek ¢ok cam ve metal
malzemenin rutin histoloji laboratuvarinda kullanilanlardan ayr1 tutulmas: o6zellikle boya
kontaminasyonlarini 6nlemek agisindan 6nemlidir.
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4. Fiksasyon, Gomme ve Diger Islemler

Bir dokuda sinirli sayida antijen molekiilii vardir. Takip sirasinda uygulanacak her basamak,
dokudaki antijenik yapilarin bir miktar kaybiyla veya bozulmasiyla sonuglanir. Sonugta uygulanan
ISK yoéntemiyle sadece geriye kalan epitoplar isaretlenmis olur. Fiksasyon, antijenik bolgenin
yapist iizerine en etkili kimyasal girisimlerden birisidir. O nedenle ISK’da fiksasyon ¢ok énemlidir
ve arastirilan epitopa gore uygulama farkliliklar1 gésterir. Arastiricinin her kosulda kullanmasi
gereken fiksasyon yontemini gozden gegirmesi yerinde olur. Unutulmamalidir ki, mikroskobide
halen miikemmel bir fiksasyon diizeyine ulasilamamistir. Kaldi ki, kimyasal bir girisim olan
tiksasyon ne kadar miikemmel olursa olsun dogal yapiy1 bir oranda degistirmektedir. Bu noktalar
g6z oniinde bulundurulursa, sadece fiksasyondan kaynaklanabilecek yapay goriiniimlerin ortaya
¢ikisina ve yanlis degerlendirilmelere biraz olsun engel olunmus olur.

Fiksasyonda yapilan, protein molekiiliiniin koagiilasyon yoluyla denatiirasyonudur. ISK’da
amag proteinleri goriiniir hale getirmek olduguna gore proteinin antijenik boélgesini (epitop)
korumak gerekir. Protein yapisinda asir1 denatiirasyon, molekiiliin bir bolimiiniin ya da
tamaminin yapisinin bozulmasina ya da maskelenmesine (6rn. aldehit grubu fiksatifler
kullanilirsa) neden olur. Ote yandan yeteri kadar fikse edilmeyen protein molekiilleriyse
yikamalar sirasinda akip gidecektir. Eger proteinler fikse olup da ¢evre olusumlar fikse olmazlarla
isaretli yapinin doku/hiicre i¢indeki yerlesimi dogru yapilamaz. Bu nedenle minimum zaman ve
konsantrasyonda optimum fiksasyon gerekir.

Fiksasyonda isaretlenecek olusumun molekiil biiyiikliigii, sayisi, yeri ve yapisi 6nemlidir.
Antijenik molekiiliin kiigiik olmasi, bu molekiiliin orijinal yerinden ayrilip baska yerlere
yayilmasini kolaylastirir, bu da yanhs degerlendirmeye neden olur. O nedenle, 6zellikle kiigiik
molekiillerin iseretlenmesi istendiginde kuvvetli fiksatorler kullanilmalidir (6rn. formaldehit). Ote
yandan antijenik yapi biiyiik ve kompleks yapidaysa fiksatifin bu yapiy1 bozup immiin boyanmay:
engellemesi daha kolaydir. O nedenle bu tiir molekiillerin fiksasyonunda daha hafif fiksasyon
yontemleri uygulanmalidir (6rn. paraformaldehit). Molekiiliin sayis1 da yapilacak fiksasyon
yontemine etkilidir. Her fiksasyonda bir miktar epitop kayb1 oldugu diisiintiliirse epitopun sayica
¢ok az oldugu durumlarda fiksasyon ile bunun tamamen kaybi séz konusu olabilir. Bu
durumlarda ek yontemlere bagvurulur. Eger 151tk mikroskobik yontemler yeterli olamiyorsa
elektron mikroskobik iseratleme ve goriintillemeye gecilebilir. Ancak onun da kendine gore
dezavantajlar1 ve sinirlamalar1 vardir.
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Fiksasyon ajani ve yontemini segerken goz oniine alinmasi gereken bir baska faktor de
epitopun yeridir. Hiicre yiizeyinde veya hiicre dis1 ortamda bulunan bir epitopun fiksasyonuyla
hiicre icindeki bir molekiiliin fiksasyonu arasinda bir takim farklar vardir. Ornegin, kesit degil de
hiicre zar1 buitlinliigi bozulmamais bir kiiltiir hiicresi i¢indeki bir epitop isaretlenmek istenirse
gerek fiksatoriin gerekse antikorlarin hiicre zarini gecip hiicre igine girebilmesi i¢in fiksasyon
sirasinda hiicre zar1 gegirgenligini artirici bir ek girisime gerek duyulabilir (6rn. triton
uygulamasi). Ote yandan hiicre zar1 iizerindeki bir epitopu isaretlemek gerektiginde hiicre zari
yapisina minimum zarar verecek hafif bir fiksasyon yéntemi uygulanir (6rn. metanol, aseton).

Kii¢iik molekiiller olan antijen-antikor birlesme reaksiyonu prensiplerine dayanan ISK
tekniklerinde, islemler sirasinda 1sidan da olabildigince kaginilir. Parafin blok uygulamasi
gogunlukla olumlu sonug vermekle birlikte defalarca 56-60°C’ye ¢ikilmasi nedeniyle 1s1ya duyarl
bazi molekiillerin isaretlenmesinde parafin bloga gomme uygulanmaz. Bunun yerine dondurma-
kesme (frozen section, kriyotomi) ydntemine bagvurulur. Boylece materyal hem fikse edilmis hem
de kesilmis olur. Dondurma-kesme yontemi giiniimiizde doku bloklarinin fiksasyonu ve kesilmesi
icin en sik kullanilan yontemdir. Parafin ve dondurma bloklarin disinda kiltiirii yapilmis
hiicrelerin ya da lam iizerine yayilmis kan, beyin-omurilik gibi sivi dokularin da uygun fiksasyonu
yapilarak isleme baslanir.

Bu boliimde sirayla kan ve diger viicut sivilarindan yapilan yayma preparatlarin (smear),
monolayer hiicre kiiltiirlerinin, kriyostat kesitlerinin ve parafine gomiilii dokularin fikse edilip
takip edilme agamalar1 aktarilacaktir.

Kan Yaymalar:

* antikoagiilan bir madde ile (sodyum sitrat, heparin, EDTA vs) enjektore alinan periferik kan
veya kemik iligi, diger sitolojik yaymalar alkol ile temzilenmis ve kurutulmus bir lam iizerine
damlatilarak ya da piiskiirtiilerek yayulir,

* havada kurutulur (oda 1s1sinda yaklagik 2 saat) (bu asamada saklamak i¢in lamlar aliiminyum
foile sarilip -20°C’de 3-6 saklanabilir ve tekrar kullanmak istendiginde sarili lamlar oda 1s1sina
getirildikten sonra agilir),

* metanol, aseton gibi ajanlarla 1-10 dk oda 1sisinda fikse edilir (1:1 aseton:metanol karigimi
kullanilabilir),

* kurumaya yiiz tutan lamlar TRIS tamponu (0.05M pH=7.6) (hazirlanisi i¢in Ekler béliimiine
bakiniz) veya PBS i¢ine alinir ve burada 5 dk. tutulur,

* immiin boyama iglemleriyle devam edilir.

Not:

1. Smearler i¢in sadece kurutma da ¢ok nadiren yeterli olabilir.

2. Kurutulmus hiicrelerde genellikle zayif immiin boyanma gosterirler. Bu nedenle antikor ve
kromojen inkiibasyonlarinda daha uzun siire tutulmalar: gerekebilir.

3. Sitolojik smearlerde ilk kurutma yapilmaksizin oda 1sisinda 15 dk %95°lik etanol fiksasyonu
kullanilabilir. Daha sonra havada kurutup immiin boyamaya devam edilir.

Hiicre Kiiltiirleri

Yayma preparasyonlara uygulanan fiksasyon yontemleri bunlara da uygulanabilir. Secilecek
tiksasyon yontemi incelenecek antijene goére segilir. Hiicre ylizeyinde yerlesmis molekiillerin
tiksasyonu igin aseton ve metanoliin yani sira paraformaldehit de kullanilabilir. Ayrica
aseton/metanol/formaldehit (%40) 19:19:2 oraninda karistirilarak kullanilabilir.

* kiltiir yapilan hiicreler PBS ile kisaca yikanir,
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* %3’liikk paraformaldehit (PFA) ile oda 1s1sinda 30 dk. fikse edilir.
* PFA atildiktan sonra hiicreler sivi ortamda saklanmali (PBS kullanilabilir) veya kisa bir PBS
yikamasindan sonra immiin boyamaya devam edilmelidir.

Not:
1. Hiicre zar1 penetrasyonunu artirmak ic¢in fiksatifin igine %0.1 oraninda Triton X-100
eklenebilir.

Kriyostat Kesitleri

ISK’da kriyostat kesitler parafin kesitlere gore daha iyi bir antijenik koruma saglarlar. Ancak
morfolojik ayrintilar ve rezoliisyon a¢isindan parafin bloklar daha iyidir. Kriyostat kesitlere bir¢ok
tiksatif uygulanabilir, ancak en yaygin ve bizce de en giivenilir ve kolay olan islem siras1 sdyledir;

* canlidan alinan 5x5x5 mm boyutundaki doku par¢asi sivi nitrojene daldirilir (bir kagit pargasi
tizerine konan doku blogunun iizerine 1-2 damla OCT bilesigi damlatilir) ve 30 saniye sonra
donmus doku alinarak plastik veya metal bir kapakli kapta -70°C’de uzun siire saklanabilir.
Eger hemen kesit alinacaksa kriyostatin doku tutucu metal blogu {izerine alinan parga 4-5 um
kalinliginda kesilir (eksi 10-20°C’de),

* kesitler poli-L-lizin’in %0.1’lik sudaki ¢ozeltisi ile kapli (opsiyonel) lamlar iizerine aktarilir,

* odasisinda 12 saat boyunca (bir gece) kurutulur (bu agamada fikse etmeden saklamak istenirse
lamlar sirt sirta getirilip aliiminyum foile sarilarak paketlenir ve -20°C’de 3-6 ay saklanabilir,
immiin boyama oncesi asetonla fikse edilir),

* +4°C’de 10 dk soguk asetonda fikse edilir ve havada kurutulur,

* paketlenerek -20°C’de saklanir veya bir sonraki islemle devam edilir,

* TRIS tamponu (0.05M pH=7.6) veya PBS igine alinir ve burada 5 dk. tutulur,

* immiin boyama islemleriyle devam edilir veya paketlenerek -20°C’de saklanir.

Not:

1. Eger kesitler hemen boyanacaksa kesit aldiktan sonra 1-2 saatlik kurutmay: takiben aseton
tiksasyonundan sonra boyanmaya baslanabilir.

2. Aseton fiksasyonu yerine kizil-6tesi 151n lambasiyla veya mikrodalga firin yardimiyla yiiksek
1sida fiksasyon yapilabilir. Kizil 6tesi 151nda 5 saniye 70°C’de veya mikrodalga firinda 600-700
Watt giigte 5’er dakikalik iki devrede fiksasyon yapilir ve kesit tekrar oda sicakligina getirilerek
immiin boyamaya devam edilir.

Parafin Kesitler

En ¢ok kullanilan doku bloklama yontemidir. Bu yontemde ¢ok sayida fiksatif kullanilir.
Burada bunlardan en yaygin olanlari yer almaktadir. Ozel uygulamalar icin literatiire
bagvurulmalidir.

Formaldehit tabanl fiksatifler

En yaygin kullanilan1 %37-40"lik formaldehitin %10’luk tamponlu ¢6zeltisidir (hazirlanis1 i¢in
Ekler bolimiine bakiniz). Formaldehit, fiksasyonu sirasinda bazik amino asitler arasinda ¢apraz
metilen kopriileri olusur ve bu da antijenik bélgenin maskelenmesine ve immiinolojik ajanlarin
molekiile ulagsmasini engeller. O nedenle formaldehit fiksasyonu yapilan durumlarda proteolitik
uygulamaya gerek duyulur. Bunun icin %0.01'lik proteaz' veya %0.1lik tripsin* kullanilir

! Rangdaeng S, Troung LD (1991) Comparative immunohistochemical staining for desmin and mucsle specific
actin. Am J Clin Pathol 96: 32-45.

2 Ordonez NG, Manning JT, Brooks TE (1988). Effects of trypsinization on the immunostaining of formalin
fixed, paraffin-embedded tissues. Am J Surg Pathol 12: 121-129.
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(hazirlanisi i¢in Ekler bolimiine bakiniz). Formaldehit igeren diger bir fiksatif Bouin
soliisyonudur (hazirlanist i¢in Ekler bolimiine bakiniz). Bouin soliisyonu kullanildiginda
dehidrasyon 6ncesi doku blogunu %70 etanolle 3 kez yikamak gerekir. Ayrica kesitlerdeki sar1
pikrik asit rengini gidermek igin %5’lik sodyum tiyosiilfat kullanilmalidir.

Formaldehitin iki farkli etkisiyle antijenik bélge maskelenebilir. Formaldehit ile yapilan
fiksasyonlardan sonra sonu¢ alimamama durumlarinda bu iki etken akla gelmelidir. Birincisi
formaldehitin dogrudan epitopa baglanmas: ve onun antikorla baglanmasini bloke etmesidir. Bu
etki bir 6l¢iide diger fiksatifler icin de gegerlidir. Ikincisi formaldehitin epitopun yakininda ya da
kendisinde meydana getirdigi konformasyon degisikligidir. Eger epitopta bir degisim soz
konusuysa bunun giderilmesi miimkiin degildir. Epitopun yapisal degisimi kimyasal veya fiziksel
nedenlerle olur. Ornegin sicak parafine gémme islemi yiiksek 1s1 (55-60°C) nedeniyle epitopun
denatiirasyonuna neden olabilir. Ancak epitop yakininda bir degisim nedeniyle epitopun
maskelenmesi s6z konusuysa fiksasyon sonrasi islemler ve proteolitik uygulama epitopu kullanilir
hale getirebilir. Uygun monoklonal antikor se¢imi de bu asamada onemlidir (biitiin molekiile
karsi, y-zincirine 6zgii, Fab boliimiine 6zgii gibi).

* kii¢iik doku bloklar1 (10x10x5 mm) 4-24 saat %10’luk formalinde oda 1si1sinda fikse edilir,

* rutin parafin bloklamasi yapilir,

* 5-6 um kalinligindaki kesitler 37°C’de bir gece kurutulur edilir,

* 2 kez 3 dk. ksilende, 2 kez 3 dk absolu alkolde, 2 kez %95 alkolde, 2 kez %75 alkolde ve son
olarak PBS’te hidrate edilir,

* odasisinda 20 dk. proteolitik uygulama (Tris tamponunda %0.01 Protease + %0.01 CaCl, veya
9%0.1’lik Tripsin) yapilir,

* suda 5-10dk.ytkama

* immiin boyamayla devam edilir.

Civa Kloriir tabanl fiksatifler

Formaldehit ile iyi sonu¢ alinamadigi durumlarda alternatif fiksatifler akla gelmelidir.
Bunlarin basinda civa kloriir igeren Zenker soliisyonu gelir (hazirlanis1 ig¢in Ekler boliimiine
bakiniz). Penetrasyon giicii zayif oldugu i¢in kiigiik doku bloklar1 i¢in kullanilmali ve kisa
zamanda fiksasyon sona erdirilmelidir. Siklikla civa kloriirlii bu fiksatifler formalin fiksasyonuna
ek olarak kullanilirlar. Fiksasyon prensipleri koagiilasyon ozelligine dayandigi i¢in dokuyu
sertlestirirler. ~ Ozellikle intrasitoplazmik olusumlarin  goriintilenmesi i¢in  kullanilirlar.
Koagiilasyon sonrasi dokuya penetrasyon daha kolay oldugu i¢in formaldehit tipi fiksatiflere gore
antikorlar daha kolay penetre olurlar. Formaldehit tabanl fiksatiflerde oldugu gibi civa kloriir
iceren bu fiksatiflerle de epitopun yapisinda degisim meydana gelebilir. Dezavantajlarindan birisi
de immiin boyama 6ncesinde civa ¢okeleklerinin giderilme zorunlulugudur.

* kiigiik doku parcas1 oda 1s1sinda 2-15 saat Zenker soliisyonunda fikse edilir,

* bloklar potasyum dikromat artiklarini gidermek i¢in akar suda en az 1 saat yikanuir,
* rutin dehidrasyon uygulanir,

* kesitler 37°C’de bir gece deparafinize edilir,

* ksilende deparafinize edilir,

* ksilende %0.1°lik iyodin soliisyonunda 5 dk. yikanir,

* rutin hidrasyon yapilir,

* kesitler suda yikanir ve %5’lik sodyum tiyosiilfat soliisyonunda temizlenir,

* akar suda 5 dk. yikanur,

* immiin boyama ile devam edilir.
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5. Enzim i§aretler, Immiinoenzimatik Boyama Yontemleri

Immiinositokimyasal isaretlemede iki temel boyama yontemi kullanilir. Bunlar, enzimatik ve
fluoresan yontemlerdir. Enzimatik yOntemlerde antijen-antikor baglanmasi bazi enzimlerin
yardimiyla goriiniir ve renkli hale doniisiir. Fluoresan uygulamalarda ise ikincil antikora takilmis
fluoresan 151k yayabilen bir kromoforun 1s1ma 6zelliginden yararlanilir.

Enzimler
Immiinoenzimatik boyama yontemlerinde kullanilan enzimler sunlardir:

* Horseradish peroksidaz (HRP): Bayir turbunun kokiinden elde edilen 40 kD biiyiikligiinde,
hidrojen peroksit (H,O,) ile kompleks olusturup bunu su ve atomik oksijene parcalayan
enzimdir. [SK’da indirekt peroksidaz yontemi, peroksidaz anti-peroksidaz (PAP) yontemi,
avidin-biyotin ve streptavidin-biyotin yonteminde kullanilir.

* Alkalin fosfataz (AP): Inek barsagindan elde edilen 100 kD biiyiikliigiinde, organik esterlerden
fosfat gruplarini ayiran, aktivitesi sirasinda Mg, Mn ve Ca gibi iyonlara gereksinim duyan
enzimdir. ISK’da alkalin fosfataz anti-alkalin fosfataz (APAAP) yonteminde kullanilir.

* Gliikoz oksidaz: Aspergillus niger’den elde edilen 185 kD biiyiikliigiinde, flavin iceren ve
gliikozla reaksiyona girdiginde gliikkozun oksidasyonunu saglayan enzimdir.

* Beta-galaktozidaz: Escherichia coli'den elde edilen 500 kD biytikliigiinde ve 5-bromo-4-
chloro-3-indoxyl-beta-D-galactoside siibstrat olarak kullanan enzimdir.

Bunlardan ozellikle ilk ikisi gok kullanilir ve oldukga 6zgiil boyanma gosterirler. Enzim
kullanilarak ortaya ¢ikarilan renkli bir {iriniin meydana gelme prensibi asagidaki formiille
gosterilebilir,

1. Enzim (E) + Siibstrat (S) < ES kompleksi

2. ES kompleksi — Enzim + Uriin
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Sozle ifade etmek gerekirse, enzim, siibstratin iiriine doniismesini hizlandiran reaksiyonu katalize
eden maddelerdir ve bunu enzim-siibstrat kompleksi olusturarak yapar. Burada dnemli bir nokta
reaksiyon sonunda enzimin tiikenmedigi ve reaksiyondan sonra baska bir siibstrat molekiiliiyle
reaksiyona girdigidir. Ornegin immiinoperoksidaz boyanmada HRP enzimi siibstrati olan H,O,
ile kompleks olusturur, bu kompleks elektron vericisi olan bir kromojenle (6rnegin DAB)
reaksiyona girer ve renkli iirtin olugur.

Bu reaksiyonlara disaridan uygulanan bazi ajanlar enzimin inhibitorii olarak etki yapar.
Ornegin anti-bakteriyel amagli kullanilan sodyum azide tuzlari en iyi bilinen kompetetif
inhibitorlerden birisidir. O nedenle, gerek yikamalarda gerekse seyreltmelerde sodyum azide
iceren tamponlar kullanilmamalidir. Ayrica, alkalin fosfataz reaksiyonlarinda PBS kullanilmamali,
Tris tamponu tercih edilmelidir. Yikamalar sirasinda gerek Tris gerekse PBS tamponlar: yerine
distile suyun kullanilmasinin boyanma agisindan bir dezavantaj olusturmadigi rapor edilmistir’ .

ISK uygulamalarinda segilecek uygun enzimin saptanmasi bazi kriterlere baglidir;

1. enzim ucuz ve saf olmals,

2. baglanma (antikor-enzim baglilig1) ve nonkovalen tutunma enzim aktivitesini azaltsa da yok
etmemeli,

3. baglanmis enzim soliisyon i¢inde stabil olmali ve erimemeli (insoluble olmali),

4. endojen enzim aktivitesiyle 6zgiil antijenik boyanma birbirine karismamals,

5. enzimatik reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan iiriinler gozlenebilir ve stabil olmalidir.

Siibstratlar ve Kromojenler

Yukarida sayilan her dort enzim tiirdi igin farkli stibstratlar ve kromojenler kullanilir (bkz.
Tablo 5). Siibstrat ile kromojen birlikte kullanilir ve bir soliisyon iginde genellikle kullanimdan
hemen 6nce taze olarak hazirlanir. Toz maddelerden hazirlanacag: gibi son yillarda hazirlama ve
kullanim1 kolay olan hazir tabletleri tercih edilmektedir. Ekler boliimiinde hazirlama formiillerini
ve kullanimlarini bulabilirsiniz.

Genel Boyama Kurallar1
Tiim boyamalar sirasinda agagidaki kurallara dikkatle uyulmalidir;

* her antikor uygulamasindan sonra serbest antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kesitler
iyice yikanur,

e yikamadan sonra sivinin fazlasi kesite degmeden lamin kenarindan kurutma kagidina
emdirilerek alinir,

* ¢ok sayida kesit ayn1 anda boyaniyorsa 3-5 tanesi birlikte takip edilir,

* lamlar diiz ve nemli ortamda inkiibe edilmelidir, bdylece inkiibasyon sirasinda antikor
solisyonunun akip gitmesi veya buharlagsmas:i engellenir. Bu amagla kapakli kaplar
kullanilabilir. Inkiibasyonlarin +4°C’de, oda 1sisinda veya 37°C’de yapildig1 géz oniine alinarak
buna uygun kaplar secilmeli, fluoresan boyamalarda karanlik bir ortama gerek oldugu
hatirlanmalidir.

! Boenisch T. Basic Enzymology. In “Handbook of Immunochemical Staining Methods™. DAKO Corporation,
California, 1989. p:13.
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Tablo 5. ISK’da ¢ok kullanilan enzim isaretler ve bunlarla birlikte
en sik kullanilan siibstratlar.

Enzim isareti Siibstrat Renk Son Uriin
3,3’-Diaminobenzidine kahverengi | ¢6ziinmez
(DAB)

Peroksidaz 3-Amino-9- kirmizi ¢oziinmez
Ethylcarbazole (AEC)
4-Chloro-1-Naphthol mavi ¢oziinmez
(4C1N)
5-Bromo-4-Chloro-3- mavi-mor ¢oziinmez

Alkalin Fosfataz | Indolyl Phosphate/Nitro
Blue Tetrazolium
(BCIP/NBT)

Fast Red/Naphthol AS-TR | kirmizi ¢oziinmez
Phosphate

Immiinoenzimatik Boyama Yéntemleri

Bir¢ok immiinoenzimatik boyama yontemi vardir. Segilecek yontem, arastirmacinin
gereksinimine, kullanilan dokuya, istenen duyarlilik derecesine, inkiibasyon zamanina ve parasal
olanaklara gore secilir. Bu boliimde en yaygin kullanilan immiinoenzimatik yontemler olan, direkt
yontem, indirekt peroksidaz yontemi, peroksidaz-antiperoksidaz yontemi, avidin-biyotin
yontemi, streptavidin-biyotin yontemi ve alkalin fosfataz-antialkalin fosfataz yontemleri
tanitilacaktir. Yontemlerin daha iyi anlagilir olabilmesi i¢in antijen molekiiliinii, primer, sekonder
antikorlar1 ve enzim komplekslerini ifade eden semboller kullanmak alisilagelmistir (Sekil 2).

[ Doku antjeni l [Blym‘m | | Avidin I l Peroksidaz enzimi |
Sekonder
. AL PAP
Primer antikor
antikor kompleksi

Peroksidaz

isaretli

sekonder
\ antikor

Sekil 2. Immiinoenzimatik yontemlerde kullanilan semboller.
Indirekt immiinoenzimatik yontemlerin en énemli avantajlar1 arasinda gozlemlerin aydinlik

saha 151k mikroskobunda yapilmas: ve preparatlarin uygun kosullarda yillarca saklanabilmesi
sayilabilir.
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Direkt Yontem

Antikorun dogrudan enzim isaretiyle bagli oldugu tekniktir. Tek bir islem o

gerektirdigi i¢in hizlidir ve 6zgiil olmayan reaksiyonlar azdir. Ancak ancak tek bir

antikorun kullanilabilir olmasi kullanimi sinirlamistir. Giintimiizde pek yaygin

degildir. PN
AV

Indirekt Yontemler

Iki basamakli olan indirekt yontemlerde birden fazla antikor molekiilii kullanilir. Ilk sira antikor
primer antikor adin1 alir ve isaretlenmek istenen doku antijenine kars: gelistirilmis, herhangi bir
isaret icermeyen antikor molekiiliidiir. Bunun iizerine ikinci sirada yer alan sekonder antikor
konur. Sekonder antikor primer antikora kars: gelistirilmistir, yani bunu antijen olarak kabul eder.
Bu ikili antikor yapisinin {izerine de siibstrat-kromojen soliisyonu eklenerek sonugta s6z konusu
doku antijeni mikroskop altinda gériiliir bir renk haline getirilmis olur.

Yukarida temel prensibi yazili olan indirekt yontemlerde doku antijeninin yapisi ile primer ve
sekonder antikorlarin hangi hayvanda tretildiginin biiyiik 6nemi vardir. Bu noktada yapilacak bir
hata reaksiyonun gerceklesmemesine ve sonucun olumsuz gelismesine neden olur. Bir drnek
vermek gerekirse; fare dokusundaki insiilin hormonunu taniyabilecek bir primer antikorla ise
baglaniyorsa, fare insiilinine kars: gelistirilmis bir monoklonal antikor segilir (anti-insiilin, mouse
monoklonal). Bunun iizerine primer antikoru taniyacak olan fareye karsi gelistirilmis bir sekonder
antikor kullanilir (anti-mouse IgG). Sekonder antikorun insiiline karsi olmasi gerekmez, 6nemli
olan insiilin antikorunun elde edildigi hayvanin immiinglobulinlerine karsi olmasidir. Sekonder

antikor, bu 6zelliginin yan1 sira segilecek indirekt yonteme
gore bir enzim isaret tasimalidir.

\ Yukaridan anlagilacagi iizere incelenecek dokunun
\ ® hangi canlidan alindig1 énemlidir. Ornegin insandan elde

edilen bir primer antikor fare ya da tavsandaki doku
/ antijenlerini tanimayabilir. Antikor {retici firmalar

sattiklar1 antikorlarin ISK veya immiinoblotting diizeyinde

hangi hayvanlarin antijenleriyle g¢apraz reaksiyon
verebildiklerini not olarak belirtmektedirler. Bazi
epitoplar, bircok canli tiiriinde ayni oldugunda bir fare

antikoru  diger  hayvan  tiirlerinin  dokularinda
kullanilabilir. Bunu anlamanin en iyi yolu kendi
laboratuvar kosullarinizda test etmektir.

v
/N

Indirekt yontemler direkt yonteme gore daha
kullanighidir. Ciinki primer antikor birden fazla sekonder
antikorla, dolayisiyla farkli isaretleme yontemleriyle
kullanilabilir. Ayrica, sekonder antikorun primer antikora
baglanmas1 ve sekonder antikor ile siibstrat etkilesimi
cesitli diizeylerde ayarlanabildigi i¢in direkt yonteme gore duyarliligi ¢ok daha fazladir. Ancak,
indirekt yontemde sekonder antikorun dokudaki endojen immiinglobulin molekiillerine
baglanmasi nedeniyle istenmeyen sonuglar ¢ikabilir. Bunu engellemenin yolu dokunun alindig:
hayvandan elde edilen immiinglobulinlerde 6nceden doyurulmus serum (preabsorbed antiserum)
kullanmaktir. Bu sayede 6zgiil olmayan antijenik bolgeler antiserumla kapatilmis olur.
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Indirekt Immiinoperoksidaz Yontemi

Cogunlukla parafin ya da dondurulmus doku kesitleri {izerine monoklonal antikorlar kullanilarak
uygulanir. Olduk¢a duyarli bir yontemdir. Son iiriin olarak suda ve alkollerde erimeyen renkli
isaret ortaya ¢ikar. Uygulama yaklasik 4-5 saat siirer.

Prensibi kisaca soyledir; dnce dokudaki yapiyr taniyacak primer antikor uygulanir, istiine
bunu taniyacak olan ve peroksidaz enzimi tasiyan sekonder antikor konur. Bunun da istiine
sekonder antikor iizerindeki peroksidaz enziminin katalizleyecegi siibstrat-kromojen bilesigi
konur, boylece renkli ¢okelek dolayli yoldan dokudaki istenen bolgeyi goriiniir kilar. Genellikle
son agamada bir zit boya uygulanarak c¢evre dokulara oryantasyon saglanir. Asagida 6rnek bir
uygulama verilmigstir. Kesitin parafin ya da dondurulmus bloktan alinmis olmas: ilk
basamaklardaki islemlerin farkli olmasini gerektirir;

Parafin kesitler

* kesitler lamlara alinir

* deparafinizasyon ve rehidrasyon yapilir

* protease veya tripsin ile 30 dk 37°C’de proteoliz yapilir

* 5 dk. distile sudaki %3’liik hidrojen peroksit ile endojen peroksit aktivitesi bloke edilir

Kriyostat kesitler

* kesitler lamlara alinir
* asetonda +4°C’de 10 dk. fikse edilir ve kurutulur
* 5 dk. metanoldeki %0.6’lik hidrojen peroksit ile endojen peroksit aktivitesi bloke edilir.

Not: Hidrojen peroksit uygulamasi antijenik bolgelerin bozulmasina, boyanma derecesinde
azalmaya hatta kayba neden olabilir, boyle bir durum s6z konusuysa hidrojen peroksit
uygulamasindan vaz gegilmeli ya da peroksidaz enziminin kullanilmadigi diger boyama
yontemlerinden birisi segilmelidir.

1. kesitler distile suyla durulanir ve 5 dk PBS tamponunda bekletilir,

2. % 20’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga geilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

PBS ile 2x5 dk. yikanir,

peroksidaz ile konjuge edilmis ve keciden elde edilen anti-fare sekonder antikoru uygulanir
(siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

7. PBSile 2x5 dk yikanur,

8. 5 dk taze hazirlanmis peroksidaz siibstrati-kromojen karisiminda tutulur,

9. kisaca PBS ile yikanir,

10.z1t boya (6rnegin Harris hematoksilin) ile boyanur,

11.suda mordanlama yapilir,

12.kapatma sivistyla lamel kapatilir.

oW

Not:

1. Eger primer ve/veya sekonder antikorlarin seyreltildigi sivilara normal ke¢i serumu (%5-
10’luk) eklenirse 2. basamaktaki 6zgiil olmayan fon boyanmasini engelleme girisimine gerek
yoktur.
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2. Kapatma sivisi olarak genellikle 1:1 PBS/gliserol karisimi kullanilir ve lamel kapatildiktan sonra
lamelin etrafi tirnak cilasiyla yapistirilir. Eger daha kalic1 bir preparasyon hazirlanacaksa, 11.
asamadan sonra dereceli alkollerde ve ksilolde dehidrasyondan sonra ksilol tabanli bir kapatma
ortamiyla (6rnegin Entallan®) kapatilabilir.

Enzim-Antienzim Kompleksi Yontemleri

Bu yontemler isaretlenmemis antikor teknigi olarak da adlandirilir. Ciinkii isaretlenmemis

sekonder antikorun iizerine Onceden olusturulmus eriyik haldeki enzim-antienzim immiin

kompleksi uygulanir. Bu komplekste antijen olarak taninan bir enzim ve buna kars1 gelistirilmis

bir antikor bulunur. Eriyik bir enzim-antienzim kompleksi olusturabilmek i¢in bu karigima
fazlaca enzim eklenmis ve ¢okelek olusturan
miktar1 alinmistir.

APAAP [slem siras1  gdyledir; primer antikor,
sekonder antikor, eriyik enzim-antienzim
kompleksi ve siibstrat-koromojen karigimidir.
Primer antikor ile enzim-antienzim kompleksi
ayn1 hayvandan elde edilmis olmalidir ki,
sekonder antikorun Fab bacaklarindan birisiyle

N primer antikora digeriyle de enzim-antienzim

kompleksine baglanabilsin. Baglanti antikoru
olarak da isimlendirilen sekonder antikorun iki

ozellige sahip olmasi gerekir; birincisi hem
\ \\ primer antikora hem de enzim-antienzim

F kompleksine kars1 gelistirilmis olmalidir, ikinci

ozelligi de uygulamada bol miktarda

kullanilmasidir. Boylece Fab bacaklarindan
sadece birisi primer antikora tutunmali digeri
/ \ enzim-antienzim kompleksinin tutunabilmesi

i¢in agik kalmalidir. Bir bagka deyisle sekonder
A A A A antikor 6yle bir dozda uygulanmali ki, her bir
sekonder antikor bir primer antikora
baglanabilsin. Eger miktar az kullanilirsa
sekonder antikorun her iki Fab bacag birer

primer antikora baglanabilir.

Bu prensibe dayanan yontemler kullandiklari enzim komplekslerinin adiyla anilir. En ¢ok
kullanilanlar1 peroksidaz-antiperoksidaz (PAP) ve alkalin fosfataz-anti alkalin fosfataz (APAAP)
yontemleridir. PAP kompleksi 3 peroksidaz molekiilii ve buna kars: gelistirilmis iki antikor icerir.
APAAP kompleksi ise iki alkalin fosfataz enzimi ve buna karsi gelistirilmis bir antikor igerir.
Enzim-antienzim yOntemleri en duyarli boyama yontemlerindendir. Ciinkii bu yontemlerde
antijen ile antikor arasindaki dogal afinite giiciinden yararlanilmaktadir. Daha 6nce konusu edilen
enzimatik boyama yontemlerinden daha duyarli olmasinin nedeni her antijenik bolgede 3 adet
enzim molekiiliiniin kullaniliyor olmasindan kaynaklanir.

Enzim-antienzim yontemleri parafine gomiili dokularda iyi sonug¢ verirler. Endojen

peroksidaz aktivitesi gosteren dokularda PAP yerine APAAP yontemi kullanilir, 6zellikle kan
yaymalarinda tercih edilirler.
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PAP Boyama Yéntemi Ornegi

Kullanilacak kesitin tiiriine (parafin veya dondurma) gore isleme baslanir. Bunun i¢in indirekt
immiinoperoksidaz yontemine bakiniz. Daha sonra islemlere asagidaki gibi devam edilir;

[a—

kesitler 5 dk. PBS tamponunda tutulur,

% 20’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga gegilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),
PBS ile 2x5 dk. yikanur,

kegiden elde edilmis anti-fare 1gG

uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

7. PBSile 2x5 dk yikanur,

8. 30 dk. fare Peroksidaz-Antiperoksidaz (PAP) kompleksiyle 37°C’de inkiibe edilir,

9. PBS ile 2x5 dk yikanur,

10.10dk taze hazirlnamis peroksidaz siibstrati-kromojen karisiminda tutulur,

11.kisaca PBS ile yikanuir,

12.z1t boya (6rnegin Harris hematoksilin) ile boyanur,

13.suda mordanlama yapilr,

14.kapatma sivistyla lamel kapatilir.

N

AR NS

APAAP Boyama Yiontemi Ornegi

Endojen peroksidaz aktivitesinin yogun oldugu kan yaymalar1 ve kemik iligi preparasyonlar:
icin APAAP yontemi tercih edilir. Kemik, bobrek, karaciger gibi dokularin boyanmasinda siibstrat
soliisyonu i¢inde 1-5 mM’lik levamizol karisimi endojen alkalin fosfataz aktivitesini engeller; o
nedenle islemlerin basinda endojen enzim aktivitesini engellemeye de gerek kalmaz. Ancak
levamizoliin barsaktaki endojen enzim aktivitesini engellemedigi rapor edilmistir. Bu yontemde
reaksiyonun giici aradaki baglanti antikoru ve APAAP kompleksi uygulama asamalarinin
tekrarlanmasiyla artirilabilir.

Parafin kesitler

* kesitler lamlara alinir
* deparafinizasyon ve rehidrasyon yapilir
* protease veya tripsin ile 30 dk 37°C’de proteoliz yapilir

Kriyostat kesitler

* kesitler lamlara alinir

* asetonda +4°C’de 10 dk. fikse edilir ve kurutulur

kesitler 5 dk. PBS tamponunda tutulur,

% 20’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga geilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

PBS ile 2x5 dk. yikanir,

kegiden elde edilmis anti-fare IgG uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore
segilir),

7. PBS ile 2x5 dk yikanur,

N =

AR S
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8. 30 dk. fare Alkalin fosfataz-Antialkalin fosfataz (APAAP) kompleksiyle 37°C’de inkiibe edilir,
9. PBSile 2x5 dk yikanur,

10.6.basamak tekrarlanir,

11.PBS ile 2x5 dk yikanir,

12.10dk taze hazirlnamis alkalin fosfataz siibstrati-kromojen karisiminda tutulur,

13.kisaca PBS ile yikanir,

14.z1t boya (6rnegin Harris hematoksilin) ile boyanur,

15.suda mordanlama yapilr,

16.kapatma sivistyla lamel kapatilir.

Avidin (Streptavidin) - Biyotin Yontemleri (ABC ve StrepABC)

Bu yontemde yumurta beyazindan elde
edilen bir protein olan avidinin ya da

® P Streptomyces avidinii’den elde edilen 60kD'Tuk
v v steptavidinin biyotine (vitamin H) son derece
>< 4% >< 4® giicli baglanmasi (disosiasyon sabiti 10°M)
\ ozelliginden yararlanilir. Oyleki, streptavidinin

biotine baglanmas:i bir antijenin antikora
baglanmasindan 1 milyon kez daha giigliidiir.
Avidinin biyotin baglayan dért baglanma
bolgesi vardir (Sekil 2). Ancak molekiillerin
yerlesimi nedeniyle gercekte dortten az sayida
biyotin molekiilii baglanir. Avidin ve biyotin
bir enzimle isaretlenerek avidin-biyotin
kompleksi halinde biraraya getirilir, ancak
avidinin bir adet biyotin baglayan bolgesi
actkta kalir. Bu bolge sekonder antikor
tizerindeki biyotin (biyotinlenmis sekonder
antikor)  ile  baglanir.  Avidin-biyotin
kompleksine bagli olan enzimin siibstrati ve kromojeni uygulandiginda s6z konusu doku antijeni
goriiniir hale gelmis olur. Enzim olarak genellikle peroksidaz kullanilir. Fazla miktarda sekonder
antikor uygulamaya gerek yoktur, ¢iinki bu yontemde sekonder antikorun sadece bir Fab ucu
kullanilmaktadir. Avidinin biyotine baglanma giicliniin ¢ok yiiksek olmas1 nedeniyle bu yéntem
diger indirekt yontemlere gore daha duyarlidir'. Bu yontem fikse edilmis ve parafine gomulmis
dokularin isaretlenmesinde ¢ok kullanilir. Karaciger ve bobrek gibi endojen biyotin aktivitesi olan
dokularda islem 6ncesinde endojen biyotin blokaji gerekir. Bunun igin disaridan avidin uygulanir.
Islem sirasi soyledir; primer antikor, biyotinlenmis sekonder antikor, peroksidaz isaretli
avidin-biyotin kompleksi, siibstrat-kromojen soliisyonu ve zit boyama olmak iizere. Enzim isaretli
avidin-biyotin kompleksi her uygulamada aynidir, her hangi bir hayvana kars: gelistirilmemistir.

.

N\
// N

>
>

ABC veya StrepABC Boyama Yontemi Ornegi

Kullanilacak kesitin tiiriine (parafin veya dondurma) gore isleme baslanir. Bunun i¢in indirekt
immiinoperoksidaz yontemine bakiniz. Daha sonra islemlere agagidaki gibi devam edilir;

! Hsu SM, Raine L, Fanger H (1988) Use of avidin-biotin peroxidase complex (ABC) in immunoperoxidase
techniques.A comparison between ABC and unlabelled antibody (PAP) procedures. J Histochem Cytochem
29:577-580.
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kesitler 5 dk. PBS tamponunda tutulur,

% 20’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga geilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

PBS ile 2x5 dk. yikanir,

kegiden elde edilmis ve biyotinlenmis anti-fare sekonder antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve
1s1 uygulanan antikora gore segilir),

7. PBSile 2x5 dk yikanur,

®

9.

Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin veya streptavidin-biyotin kompleksi 30dk.
uygulanir. Bu soliisyonun en az 30dk 6nceden hazirlanmig olmasi gerekir.
PBS ile 2x5 dk yikanur,

10.10 dk. taze hazirlanmig peroksidaz siibstrati-kromojen karisiminda tutulur,
11.kisaca PBS ile yikanur,

12.z1t boya (6rnegin Harris hematoksilin) ile boyanur,

13.suda mordanlama yapilir,

14.kapatma sivisiyla lamel kapatilir.

30



fmmiinositokimya Teknikleri Kursu, 1996

6. Fliioresan Isaretler, Immiinfliioresan Boyama
Yontemleri

Immiinofliioresan isaretleme son derece duyarli goriintilleme ydntemlerinden birisidir.
Mikroskoplara yerlestirilen keskin bariyer filtrelerin ve epifliioresan aydinlanma tekniginin
gelismesiyle birlikte daha giivenilir ve kolay bir yontem olarak kabul gormiistiir. Genellikle
indirekt boyama prensibi kullanilir. Bu teknikte ilk kullanilan primer antikor isaretsizdir ve
incelenecek antijene uygun olarak segilir. Ikinci antikor ise birinci antikorun iiretildigi hayvanin
immiinoglobulinlerine kars1 elde edilmis bir fliiorokrom molekiiliiyle konjuge edilmis
immiinoglobulin molekiilleridir. Béylece antijenin doku veya hiicredeki dagilimi 6zel bir donanim
gerektiren fliloresan mikroskop altinda incelenir.

Immiinofliioresans, hiicre yapisi ve organellerin ¢aligilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadur.
1974 yilinda Lazarides ve Weber' ilk kez hiicre i¢indeki aktin filamanlarina karg1 antikor gelistirip
bunu immiinoflioresan yontemle tanitmistir. Hiicre iskeletini olusturan elemanlar olan
mikrofilamanlar, ara filamanlar ve mikrotiibiiliisler giiniimiizde yaygin olarak immiinofliioresan
yontemlerle goriintillenmektedir. Buna ek olarak hiicre yiizeyindeki veya i¢indeki diger protein
molekiilleri - Ornegin; plazma ve gekirdek zarindakiler, Golgi kompleksi ve endoplazma
retikulumu iizerindekiler, mitokondriyonlar, vezikiiller, ¢ekirdek ve hatta ¢ekirdekgik i¢indekiler -
goriintiilenebilir. Immiinofliioresan isaretleme yontemi ISK disinda bir proteinin biyokimyasal
yapisina iliskin ¢aligmalarda da kullanilmaktadir. Hiicrelere 6zgii molekiilleri isaretlemeyi
hedefleyen bir immiinofliioresan boyama islemi, karisik hiicrelerden olusan bir kiiltiirde hiicreleri
birbirinden ayirt etmede ¢ok yardimci olur.

Flioresan goriintiilemenin diger yontemlere gore en istiin tarafi, sadece flilorokroma bagh
olan molekiiliin gortiniir kilinmasi, diger yapilarin karanlikta kalmasidir. Boylece gok yiiksek bir
“signal to noise” orani elde edilir. Yani gériintiiniin kontrast1 ve ¢oziiniirliigii ¢ok yiiksektir. Oyle
ki, ¢aligmalar immiinofliioresan yontemlerle gosterilebilen hiicresel bir olusumun yapisal
ozelliklerinin elektron mikroskobu diizeyinde de benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.

! Lazarides E, Weber K (1974) Actin antibody: The specific visualization of actin filaments in non-muscle
cells. Proc Natl Acad Sci USA 71: 2268-2272.
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Fliioresan Mikroskobunda Goriintii Olusturma Prensibi

Fliloresan mikroskobu, dogal veya yapay fliioresan 6zellikteki maddelerin kuvvetli bir 151n ile
uyarilip 11masin1 saglayan ve dar bir dalga boyuna sahip goriintii olusturan mikroskoplardir. Isik
kaynag1 olarak civa buharli, ksenon veya tungsten-halojen lambalar kullanilir. Cogunlukla iistten
ayditlatma (epifliioresan) yontemiyle uyarma (eksitasyon) ve 1s1ma (emisyon) saglanir. Eksitasyon
filtresinden gecen 1s1n  kromatik 151k ayricr’'ya ¢arparak fliiorokrom {izerine dusirilir.
Flilorokroma garpan 151k buradan geri yansir (incident light) ve kromatik 1s1k ayiriciya tekrar gelir.
Belli dalga boyundaki 1sinlar bunu gecip yukaridaki bariyer filtre’ye gelir. Burada sadece tek bir
dalga boyundaki 1sinlar gegirilir gerisi bloke edilir. Boylece sadece fliiorokromdan gelen 1sinlar
izlenir (Sekil 3).

Engelleyici filtre

520-590nm

- Ve O Isik
. 460-480nm Kaynag|
Ornek
| 300-700 nm
Dichroic ayna Uyarim
ISIn bolucl filtresi

(beam splitter)

Sekil 3. Fliioresan mikroskobunda uyarma ve isima prensibi. Yatay isik sacan civa buharli
lambadan ¢ikan 151n demeti eksitasyon filtresinden gecerek mavi i1sin olarak kromatik 151k kiriciya
gelir. Buradan asag1 yansitilan mavi 15in preparattaki fliiorokroma ¢arpinca farkli dalga boyuna
sahip bir 151n demeti olarak geri doner. Bunlardan bazisi kromatik 151k kiricidan yukari geger, ancak
sadece bir tanesi (yesil olan) bariyer filtreyi gecer ve goze yesil fliioresans olarak gelir.

Fliioresan Isaretler (Fliiorokromlar)

Piyasada gerek direkt gerekse indirekt boyama yodntemlerinde kullanilmak iizere 100’{in
tizerinde fliioresans ozellik gosteren yapay boyalar mevcuttur. Bunlar ticari olarak satin alinip
laboratuvar kosullarinda istenen antikorla konjuge edilebilecegi gibi hazir olarak bulunan
fliiorokrom konjuge edilmis antikorlar da satin alinabilir. Giintimiizde ikinci yontem daha ¢ok
kullanilir. Yani ¢ok bilinen bazi fliiorokromlar ile konjuge edilmis antikorlar indirekt
immiinofliioresan boyama yontemlerinde tercih edilir. Fliiorokromlarin se¢iminde ii¢ temel
faktor rol oynar;
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* mikroskopta mevcut olan filtre grubu

* ¢oklu boyamalarda istenen renk ayirimi. Ornegin rodamin ile Texas kirmizisini birbirinden
ayirt etmek fluorescein ile TRITC'yi birbirinden ayirt etmekten daha kolaydir.

* duyarlhilik. Ornegin Cy3 ve Cy5 diger fliiorokromlara gére daha parlaktir.

Fliiorokromlar: birbirinden ayirt etmekte kullanilan en 6nemli parametre eksitasyon ve
emisyon dalga boylaridir. Tablo 6’te en sik kullanilan fliiorokromlarin eksitasyon ve emisyon
dalga boylar1 verilmistir. Mevcut mikroskoptaki filtre grubuna gére uygun olani segilir. En sik
kullanilanlar1t AMCA, Hoechst, FITC, Fluorescein, Texas Red, Rhodamine, TRITC, Cy3 ve Cy5’tir
(Tablo 6). Yabanci dildeki yayinlari da anlama kolayligi olabilmesi i¢in fliiorokromlarin
isimlendirilmesi ve taniminda siklikla orijinal kimyasal adlar1 kullanilacaktir.

AMCA (Aminomethylcoumarine Acetate). Genellikle ultraviyole (UV) filtre grubuyla izlenebilir.
Emisyon dalga boyu insan gozii tarafindan smnirda algilanan mavi bir tondur, o nedenle
doku/hiicrede ¢ok yaygin olarak bulunan proteinlerin isaretlenmesine segilir. Ozel olarak iiretilen
maviye duyarl: filmler ile daha iyi goriintiilenebilir. Cabuk solar, o nedenle diger bir¢ok boya gibi
solmay1 Onleyici bir ajana (6rnegin n-propyl gallate) gerek duyulur. Flow cytometry ve hiicre
cekirdegi goriintiilemelerinde ¢ok kullanilir. Genellikle ¢oklu boyamalarda kullanilir, tek basina
pek tercih edilmez.

Hoechst: Bisbenzimid tiirevi DNA boyalaridir. UV filtre grubuyla izlenirler ve ¢ogunlukla ¢oklu
boyamalarda kullanilirlar. Supravital olarak DNA sarmalinin ince olugundaki tekrarlayan A-T baz
giftlerine baglanir. Hiicre zar1 gegirgenlikleri ¢ok iyidir. Toksik degillerdir, o nedenle canli hiicre
caligmalarinda kullanilirlar. Suda ¢oziiniirler. Hiicre ¢ekirdegini ve dolayisiyla hiicre siklusunu
ilgilendiren her tiirlii ¢aligmada kullanilirlar.

FITC (Fluorescein Isothiocyanate) ve Fluorescein (Dichlorotriazinnylamino Fluorescein). En uzun
stiredir kullanilan ve yesil fluoresan 151ma olarak algilanan fliiorokromlardir. Kuantum etkinlikleri
¢ok iyidir. Birbirine Gstiinliigii yok denecek kadar azdir. Fluorescein’in biraz daha fotostabilitesi
zayiftir. Flow cytometry’de FITC ile phycoerythrin konjugatlar: kullanmak avantajlidir, ¢iinkii her
ikisi de tek bir dalga boyu ile (488nm) uyarilabilir.

Texas Red (Texas Red Sulfonyl Chloride), Rhodamine (Lissamine Rhodamine Sulfonyl Chloride)
ve TRITC (Trimethyl Rhodamine Isothiocyanate). Her {i¢ii de rodamin derivesidir. Eksitasyon ve
emisyon dalga boylar: arasinda yaklasik 20’ser nanometre fark vardir, o nedenle birbirinden ayirt
edilmeleri pratik olarak ¢ok zordur. Cift isaretlemelerde FITC ile TRITC kullanimi daha yaygin
olsa da Rhodamine kullanimi daha ayirt edici sonug verir.

Cy3 (Indocarbocyanine) ve Cy5 (Indidocarbocyanine). Bu yeni kugak fliiorokromlar digerlerine
gore daha parlak, daha yiiksek fotostabiliteye sahip ve daha az fon boyanmasi yapmalar1 nedeniyle
son yillarda ¢ok tercih edilmeye baglamistir. Cy3’iin yaygin bir emisyon grafigi vardir, o nedenle
dar bantl filtre grubuna gerek duyar, yoksa FITC ile bile ¢akisabilir. Kripton/Argon lazer kaynag:
kullanan konfokal mikroskoplarda Cy5 ile kombine olarak kullanilir. Cy5 diger 151n kaynaklariyla
da yeterli miktarda eksite edilebilse de emisyon dalga boyu dogrudan insan gozii tarafindan
goriillemedigi i¢in (650nm) kizil 6tesi CCD kameraya gerek duyar.
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Tablo 6. Stk kullanilan fliiorokromlar ve
uyarilma (eksitasyon) ve isuma (emisyon) dalga boylar1.

Fliiorokrom Eksitasyon (nm) Emisyon (nm)
Acridine Orange 500 530
AMCA 345 425
Bodipy 505 512
Cascade Blue 375/398 424
Cyanine Cy3 575 605
Cyanine Cy5 640 705
DAPI 345 425
Di IC; 540 556
DIOC 550 580
Ethidium Bromide 520 610
Fluo 3 480 520
Fluorescein 492 520
FITC 490 525
FURA-2 340/380 500/530
Hoechst 33258 365 480
Hoechst 33342 355 465
Lucifer Yellow 428 540
Nile Red 485 525
Propidium Iodide 520 610
R-phycoerythrine 480-550 570
Rhodamine 540-560 580
Rhodamine 123 540-560 580
Texas Red 590 615
TRITC 540 580

Immiinofliioresan Boyama Yontemleri

Immiinflioresan boyamada amaglar iyi belirlenmelidir. Bu teknigin avantajlar1 ve
dezavantajlar1 goz oOniine alinarak uygun doku hazirlama, kesme ve takip islemleri yapilir.
Genellikle dondurulmus doku kesitleri, yaymalar veya kiiltiirler i¢in kullanilir. Parafin kesitler i¢in
tercih edilmez. Preparasyonun ¢esidine gore kisa, orta ve uzun boyama siireleri uygulanir.

Direkt Yontem

En kolay ve en eski yontemdir. Doku ya da hiicredeki bir antijen fliorokromla konjuge edilmis
antikorla isaretlenir. Direkt immiinoperoksidaz yontemlerde oldugu gibi tek sira antikor
kullanmanin bazi kullanim zorluklar1 vardir. Ayrica antikor ile fliiorokromun konjugasyonu
yorucu ve giivenilirligi az bir istir. Bu nedenlerle giiniimiizde daha ¢ok indirekt yontemler
kullanilir.

Indirekt Yontem
Bu yontemde dokudaki antijene 6zgii ilk sira primer antikorun iizerine bunu taniyan ve

fliiorokromla konjuge edilmis sekonder antikor uygulanir.

Temel boyama prensipleri immiinoenzimatik boyamalarda uygulananlarin aynisidir. Ancak
fliloresan isaretlerin 1s1ga duyarli olmasi nedeniyle fliiorokrom iseretli sekonder antikor
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inkiibasyonu ve sonrasindaki islemler karanlik ortamda
yapilmalidir. Yani sira, fliioresan 1s1ma o6zelligi belli bir siire
korunabildigi ve hizla solma s6z konusu oldugu i¢in kapatma

AN : jl“g swvilarina solmayr engelleyici ajanlar eklenir ve preparatlar

v

buzdolab:1 veya derin dondurucuda siireli olarak saklanir.
/ Mikroskopta gozlem ve fotograflama belli bir deneyim
gerektirir. Asagida 6rnek bir boyama iglemi verilmistir.
Kriyostat Kesitler
/ \ * kesitler lamlara alinir
* asetonda +4°C’de 10 dk. fikse edilir, kurutulur, PBS
/\ A tamponda yikanir ve immiin boyamayla devam edilir.

Monolayer Hiicre Kiiltiirleri

* hiicreler PBS tamponu ile kisaca yikanir,
* incelenecek yapiya uygun bir fiksatif ile fikse edilir (6rnegin %4’liik paraformaldehit ile 30dk.)
* PBS tamponla yikanir ve immiin boyamayla devam edilir.

1. % 5’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga geilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

PBS ile 2x5 dk. yikanir,

keciden elde edilmis ve fliiorokrom ile konjuge anti-fare antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve
1s1 uygulanan antikora gore segilir),

PBS ile 2x5 dk yikanur,

7. kapatma sivisiyla lamel kapatilir.

S

o

Coklu Immiinofliioresan Boyama

Yukarida da deginildigi gibi ¢oklu boyamalarda kullanilacak filtre grubunun 151n segiciligi 6nem
kazanir. Hangi fliilorokromlarin hangi primer antikorlarla kullanilacag: boylece belirlenir. Temel
prensip, dnce kiiciik molekiillerin sonra daha biiyiiklerinin isaretlenmesidir. ilk isaretlenecek
molekiil i¢cin primer ve fliorokrom ile konjuge sekonder antikor uygulanir, daha sonra ikinci
molekiil i¢in ayni iglemler tekrarlanir. Onemli olan nokta ilk ve ikinci molekiil i¢in kullanilacak
primer antikorlarin ayni hayvanda iretilmemis olmasidir. Aksi halde sekonder antikorlar
rahatlikla ¢apraz reaksiyona girip karsilikli primer antikorlara yapisabilir. Asagida bir ¢oklu
boyama 6rnegi verilmistir.

1. % 5’lik normal kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir
(6zgiil olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

2. serumun fazlasi atilir, yikamadan bir sonraki basamaga gegilir,

3. birinci molekiile ait fare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora
gore secilir),

4. PBSile 2x5 dk. yikanur,

5. kegiden elde edilmis ve fliiorokrom ile konjuge anti-fare antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve
1s1 uygulanan antikora gore segilir),

6. PBSile 2x5 dk yikanur,
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7. ikinci molekiile ait tavsan primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora
gore segilir),

8. PBSile 2x5 dk. yikanir,

9. kegiden elde edilmis ve fliiorokrom ile konjuge anti-tavsan antikoru uygulanir (siire, diliisyon
ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

10.PBS ile 2x5 dk yikanir,

11.kapatma sivistyla lamel kapatilir.
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7. Altin-Giimiis Isaretleme Yontemleri

Altin partikiilleri iceren kolloidal altin isaretleri Onceleri sadece elektron mikroskobik
incelemelere 6zgii iken' son yillarda 151k mikroskobik diizeyde de gerek direkt gerekse indirekt
yontemlerde kullanilmaktadir. Isik mikroskobik diizeyde kullanim giimiis ile giiglendirme
yontemlerinin avantajlarinin ortaya ¢ikmasindan sonra yayginlagmigtir’ (immnogold silver
staining=IGSS).

Bu yontemde, altin partikiilleri, tizerine sogan zar1 gibi

yerlesen metalik giimiis tabakalariyla giiclendirilir (Sekil 4).

\ Kolloidal altin soliisyonlar: icindeki altin partikiilleri hedef
dokuda birikince 151k mikroskobunda pembe-kirmizi renk

olarak ortaya ¢ikar. Altin tek basina kullanilirsa

partikiillerin ¢apinin 20 nm olmasi gerekir, oysa giimiisle

giiglendirme s6z konusu oldugunda 5nm c¢apindaki altin
partikiilleri yeterli olur. Ayrica, pek yaygin olmamakla
birlikte verdigi sar1 renkten dolayr giimiis de tek basina

kullanilabilir. Dogal 1s1k toleransinin gelisebilmesi igin

metalik giimiis yavas hizla olusur. Bu nedenle uygulama

sirasinda iyon kaynagi olarak giimiis laktat ve indirgenme

ajan1 olarak pH 3.5luk koruyucu gum arabic kolloidi

icinde hidrokinon kullanilir. Kesitleri hidrasyondan sonra
Lugol iyodin ve sodyum tiyosiilfat ile muamele etmek boyanma giiciinii artirir. Yontemin PAP
yonteminden daha duyarli oldugu bildirilmistir. Bu konuda daha ayrintili bilgi i¢cin De Mey ve ark.
(1986)”1n derlemesine basvurulabilir.

! Faulk W, Taylor G (1971) An immunogold method for the EM. Immunocytochemistry 8:1081-1083.
% Holgate C, Jackson P, Cowen B, Bird C (1983) Immunogold-silver staining: new method of immunostaining with
enhanced sensitivity. J Histochem Cytochem 31: 938-944.
® De Mey J, Hacker GW, Dewaele M, Springall DR (1986) Gold probes in light microscope.
“Immunocytochemistry. Modern Methods and Applications™ 2™ Ed Polak JM, Van Noorden S.(eds), Bristol, pp:71-
89.

37



Dr. Alp Can

Asagida giimiisle giiclendirilmis altin isaretleme teknigine iliskin bir 6rnek verilmistir.

Parafin Kesitler

kesitler lamlara alinir,
* deparafinizasyon ve rehidrasyon yapilir,

Kriyostat Kesitler

e kesitler lamlara alinir,
* asetonda oda 1sisinda 10 dk. fikse edilir ve kurutulur,

distile suyla 1slatilir,

Lugol iyodin soliisyonunda 5 dk. tutulur,

distile suyla yikanir,

%2.5’luk sodyum tiyosiilfat soliisyonunda (distile sudaki) kisaca tutulur,

%1’lik Triton X-100 (PBS i¢inde)’de durulanir,

%20’lik kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir (6zgiil

olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

serumun fazlasi atilir, ytkamadan bir sonraki basamaga geilir,

tare primer antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan antikora gore segilir),

Triton X-100 igeren PBS ile 10 dk. yikanir,

0.%20’lik kegi serumu igeren PBS soliisyonunda oda 1sisinda 30 dk. inkiibasyon yapilir (6zgiil

olmayan fon boyanmasini engellemek igin),

11.altin ile konjuge ke¢i anti-fare sekonder antikoru uygulanir (siire, diliisyon ve 1s1 uygulanan
antikora gore secilir),

12.distile suda 10 dk. yikanir,

13.kesitler %2’lik glutaraldehit ile (PBS i¢inde) 10 dk. post fikse edilir (bu asama opsiyoneldir),

14.giimiis iceren giiglendirme soliisyonu’” ile 20-40 dk. inkiibasyon yapilir. Bu agamada soliisyon
ve kesitler 1g1ktan korunmalidir,

15.distile suda 10 dk. yikanir,

16.%2’lik kloroform ile ekstrakte edilen metil yesiliyle zit boya yapilir,

17.dehidrate edilir ve lamel kapatilir. Kapatma sivisi olarak organik olanlar (Kanada Balsamai vs. )

tercih edilir.

S

= 0 N

Not:
6-11 arasindaki basamaklarda kullanilan ajanlara %0.1 oraninda bovine serum albumin ilave
edilir.

‘Giimiis ile giiclendirme soliisyonu "1M Sitrat Tamponu

1M sitrat tamponu’ pH 3.5 20 ml sitrik asit pH 3.5 12.75¢g
%30’luk gum arabic (distile suda) 33 ml trisodyum sitrat.2H,O 11.75 g
distile su 17 ml distile su 100 ml

gimiis laktat (15 ml distile suda) 0.11g
hidrokinon (15 ml distile suda) 085¢g

Not: Iglemler sirasinda giimiis kloriir (AgCl) ¢okelegi olusturmamak igim formiillerde klorid iyonlarindan
armmus ¢ift distile veya deiyonize su kullanilmalidir.
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8. Kontroller, Fon Boyanmasi

Kontroller

Kullanilan ajanlar ve yapilan islemler, teknigin giivenilirligi agisindan kontrol edilmelidir. Bu
yapilmazsa boyanmanin degerlendirilmesi 6znel olmaktan ¢ikamadigi gibi bilimsel agidan da
kuskulu sonuglara neden olur.

[SK’da kullanilan maddelerin kontrolleri hem iiretici firmalar hem de kullanici tarafindan
yapilmalidir. Amag primer ve sekonder antikorlarin hedef antijenlere 6zgii olup olmadiklarini,
optimum dillisyon, inkiibasyon zamani ve 1sisin1 bulmaktir. Ayrica islem sirasinin kontroli,
giinden giine veya kullanicidan kullaniciya ortaya ¢ikan farklarin da minimuma indirilebilmesi
acisindan onemlidir. Kontrollerde iki tiir yaklasima basvurulur. Ya s6z konusu antikorun yerine
bagka bir ajanla test yapilir (ajan degistirme testi) ya da soz konusu primer antikor bagka
dokularda sinanir (doku degistirme testi).

Ajan Degistirme Testleri

Primer antikor yerine ayni hayvan tiiriinden elde edilmis antikorun 6zgil antijeniyle
birlestirildikten sonra uygulamasi (afinity-absorbed antibody), farkli bir primer antikor,
preimmiin serum veya nonimmiin serum kullanilabilir. Seyreltme sivisinin degistirilmesi veya hi¢
kullanilmamasi Onerilmez. Primer antikorun saf olarak izole edilmis antijeniyle absorbe 6zgiil
olanla olmayani birbirinden ayiran ideal bir kontrol ydntemidir. Ancak rutin histoloji
laboratuvarlarinda saf antijenin kolay bulunmamasi nedeniyle uygulamasi pratik degildir. Bunun
yerine pratikte ayni tiir hayvanin nonimmiin serumunu veya uzak bir hayvan tiiriiniin antiserumu
daha ¢ok kullanilir. Eger primer antikor bir monoklonal ise baska bir monoklonal kullanarak
kontrol yapmak en kolay negatif ajan degistirme yollarindan birisidir. Ancak kontrol olarak
kullanilacak antikorun i¢indeki protein miktarinin ve yasinin test edilen primer antikorunkine
yakin olmasi gerekir. Her iki antikorun seyreltildigi tamponlar da ayni olmalidir.

Doku Degistirme Testleri

Doku degistirme testleri, negatif, pozitif ve internal olmak iizere iig tipte yapilir. Cogu zaman
bunlardan biri veya ikisi yeterli olur.
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NEGATIF DOKU KONTROLU

S6z konusu primer antikorun tanimasi olas1 olmayan antijenlerin bulundugu bir doku segilir.
Ornegin anti-HCG antikorunun negatif doku kontrolii icin HCG hormonu pozitif olan bir over
dokusu yerine bununla ilgisi olmayan bir dokunun (akciger, kikirdak vs.) kullanilmasidir. Bu
dokularda boyanmanin olmamasi bir oranda anti-HCG antikorunun 6zgilliigiinii dogrular.

POZITIF DOKU KONTROLU

S6z konusu primer antikorun taniyabilecegi antijene sahip bir bagka dokunun kullanilmasidir.
Ornegin anti-laminin antikoruna pozitif reaksiyon veren barsak epiteli bazal membrani yerine
alveol hiicresi bazal membrani kullanilabilir. Bu dokuda boyanmanin bazal membranda pozitif
olmasi anti-laminin antikorunun 6zgilligiini dogrulamis olur.

INTERNAL DOKU KONTROLU

S6z konusu primer antikorun taniyabilecegi antijenik bolgelerin ayni doku kesitinde komsu
bolgelerde de var olmasi s6z konusu oldugunda kullanilabilir. Ornegin anti-S100 proteini antikoru
melanoma hiicrelerinde pozitif olmakla birlikte ¢cevredeki normal melanositlerde ve periferik
noronlarda da bulunur.

Fon Boyanmasi
Fon boyanmasi, ISK’da belki de en ¢ok karsilagilan durumlardan birisidir. Asagida fon
boyanmasinin nedenlerinden belli bagh olanlari irdelenmistir.

Hidrofobik Baglanmalar

Protein molekiillerindeki dogal veya sonradan (fiksasyon vs. gibi etkenlerle) ortaya ¢ikan
hidrofobik o6zellikten kaynaklanir. Ozellikle bag dokusu, epitel dokusu ve adipoz doku
hidrofobisite a¢isindan yiiksek dokulardir ve bu nedenle bu dokularin boyamalarinda 6zgiil
olmayan fon boyanmalar1 ¢ok gorilir. En oOnemli serum proteinlerinden biri olan
immiinoglobulinler de hidrofobik 6zelliktedirler. IgG sinifi antikorlarin depolanmasi sirasinda
¢okelek meydana gelir ve bu antikorun hidrofobisitesini daha da artirir. Antikorlar: seyreltmede
kullanilan tampon soliisyonlar i¢indeki iyonik kuvvetler de hidrofobisiteyi etkiler. Diisiik iyonik
gii¢lerin oldugu bir tampon soliisyonu daha az kuvvetli hidrofobik gii¢ yaratir. POy, SO4, Cl, NOs,
SCN gibi anyonlar; NH,, K, Na, Ca gibi katyonlar hidrofobisiteyi yok edecek sekilde formiilize
edilerek tamponlarin i¢inde yer alirlar. Bir diger etkili islem seyreltme sivisina deterjan katmak
veya pH’y1 artirmaktir.

Hidrofobisiteye iliskin fon boyanmasini azaltmanin en yaygin yolu “bloke dici protein
solisyonlar1” kullanmaktir. Bu soliisyonlar ayr1 bir basamak olarak uygulanabilecegi gibi primer
ve sekonder antikorlar1 seyreltme sivisi olarak da kullanilabilir.

Iyonik (Elektrostatik) Baglanmalar

Kars1 elektrik yiiklii proteinler karsilagtiklarinda iyonik etkilesim meydana gelir. IgG tipi
antikorlarin izoelektrik noktalar1 5.8 ile 7.3 arasinda oldugu i¢in pH’s1 7.0-7.8’deki tamponlarda
negatif yiike sahiptirler. Eger doku antijeni pozitif yiikle yiikliiyse antijenle antikorlar arasinda
iyonik bir etkilesim ortaya ¢ikar. Genelde, iyonik etkilesimler, seyreltme tamponlarinin iyonik
giiclinii artirmakla azaltilabilir. Ornegin 0.1-0.5 M NaCl ilavesi yapilir.

Genellikle bir¢ok fon boyanmasi hidrofobik ve iyonik etkilesimlerin ikisinin birden rol

oynadigl mekanizmalarla olusur. Buna 6rnek, IgG molekiillerinin nonspesifik olarak elastin ve
kollajene baglanmasi ya da biyotinlenmis antikorlarin plastik ve cam ytiizeylere yapigsmalaridir.
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Serumdaki Dogal Antikorlar

Hayvanda daha once dogal olarak cevresel uyaranlarla meydana gelmis olan antikorlar
immiinizasyon sirasinda artabilir ve 6zgiil olmayan fon boyanmasina neden olabilir. Ozellikle
tavsan ve kegilerde bu durum yaygindir. Dogal antikorlar1 serumdan uzaklastirmak i¢in yapilan
caligmalar pek basarili olamamuistir.

Diger Nedenler

Dokuda yaygin nonspesifik boyanma nedenleri arasinda, dokunun islemler sirasinda fiziksel
olarak orselenmesi, fiksasyon dncesinde kuruma, fiksatifin dokuya tam penetre olmamis olmasi
sayilabilir. Dokudaki nekrotik bolgeler de otoliz nedeniyle tiim ajanlara nonspesifik olarak
baglanirlar. Bu ve benzeri sorunlarin genel 6zeti i¢in Nadji ve Moralis"”in yazisina bagvurulabilir.

Endojen Enzim Aktiviteleri

[SK’da bazi hiicrelerden kaynaklanan endojen enzim aktivitelerini bloke etmek ve boylece
yapay olarak olusturulan enzim aktivitesinden ayirt etmek gerekir. Peroksidaz enzimi aktivitesi
H,O,’nin pargalanmasi sonucu hemoglobin (eritrositlerde), myoglobin (kas hiicrelerinde),
sitokrom (graniilositlerde ve monositlerde) ve katalazlardan (karaciger ve bobrek) kaynaklanir.
Hatta hemoglobin dokuda interstisyumda da aktiviteye neden olur. Endojen peroksidaz
aktivitesini gidermenin en yaygin sekli kesitleri %3’liikk H,O,'de 5-10 dk. inkiibe etmektir.

Bir vitamin ve koenzim olan biyotin de endojen olarak ozellikle karaciger ve bobrekte
enzimlere ve diger proteinlere bagh olarak bulunur. Biyotin, avidin ve streptavidine kuvvetle
baglanir. O nedenle, ABC, StrepABC yontemlerinde endojen biyotin aktivitesini maskelemek
gerekebilir. Ozellikle kriyostat kesitlerde buna rastlanir. Endojen biyotin, digaridan verilen avidin
ile bloklanabilir. Kesitlerin 20’ser dakikalik %0.1’lik avidin ve arkasindan % 0.01'lik biyotinle
inkiibasyonlar1 problemin ¢6ziimiinde yeterli olur.

! Nadji M, Morales AR. Immunoperoxidase Techniques: A Practical Approach to Tumor Diagnosis. Chicago,
American Society of Clinical Pathologists, 1986.
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Bu bolimde sik karsilagilan problemler, olasi nedenleri ve ¢6ziim onerileri tablo halinde

verilmistir.
Problem Olast Nedenler Coziimler
ajanlar uygun sirada boyama islemi gézden gegirilir
kullanilmamuigtir

Hig boyanmama

tampon ve seyreltmelerde sodyum
azid kullanilmistir

slibstrat soliisyonunda uygun
olmayan H,O, konsantrasyonu
kullaniomistir

koti/yetersiz fiksasyon ve takip
islemleri yapilmigstir

boyanma sirasinda kesitte kuruma
olmustur

tampon ve seyreltme sivilarindan
sodyum azid ¢ikarilir

H,0; konsatrasyonu %0.06’y1 (10ml
stibstrat soliisyonunda 200ul %3’liik
H,0,) ge¢memelidir

doku bloklar1 yenilenmelidir

kurumama i¢in nemli kapali kaplar
kullanilmalidir

Zayif boyanma

yikama sivilar1 yeterince drene
edilmemistir

antikor soliisyonlarinin seyreltme
oranlar yiiksektir, yetersiz
inkiibasyon yapilmistir

eski siibstrat soliisyonu
kullanilmistir

konjuge antikorlar ve enzim
kompleksleri eskidir

yikama sonrasi sivinini fazlasi iyice
drene edilmelidir

seyreltme oranlar: diisiiriiliir,
inkiibasyon siireleri uzatilir

slibstrat-kromojen soliisyonlar1 taze
hazirlanmalidir

kullanma ve saklamada iiretici
firmalarin uyarilarina dikkat
edilmelidir

Kuvvetli fon
boyanmasi

endojen enzim aktivitesi yeterince
giderilmemistir

antikorlarin 6zgiil olmayan
baglanmasi s6z konusudur

uygun olmayan antikor seyreltme
oranlari
tam serum antikorlarinin kullanimi

kotii/yetersiz fiksasyon

parafin yeterince
uzaklagtirilamamistir

lamlara fazlaca doku tutucu (poli-L-
lizin, albumin) stirtilmistiir
yetersiz yikamalar yapilmistir

kalin kesit alinmistir

notlardaki ilgili béliimlere bakiniz

antikor kontrolleri yapilir, normal
keci serumu kons. yiikseltilebilir, %5
BSA eklenebilir, Tris tamponu
kullanilabilir

daha yiiksek seyreltme oranlar1
denenir

olabildigince tam serum
kullanmaktan ka¢inilir

orani diisiirtilmelidir ya da vaz
gecilmelidir

yikamalar en az 2x5 dk olmalidir
optimum kalinlik 4-6 um.
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10. Immiinositokimyasal Terimler

Affinite - baglanmanin giiclinii ve kararliligini belirten bir terimdir. Antijenik determinant ile tek
bir antijen baglayan bolge arasindaki denge durumunda olan baglanma sabitidir. Antikor
molekiiliideki antijen baglayan bolge sayisinidan bagimsizdir.

Antikor - Antijenle uyarilmis bir B lenfosit tarafindan iiretilen ve bu antijene baglanma 6zelligine
sahip olan glikoprotein molekiili.

Antikor baglayan bolge - Antikor molekiilii yapisinda olan ve uygun antijenik determinant bolgeye
baglanan bolge. Her antikor baglayan bolge antikor moleiiliinde bir hafif ve bir agir
zincirden meydana gelir.

Antijen - Lenfositlerin yiizeyindeki reseptorlerle ve bu hiicrelerin {iriinii olan antikorlarla
reaksiyona giren maddelerdir. Bir maddenin immiin yanit olusturabilme ozelligine
immiinojenite denir.

Antijenik determinant (Epitop) - Antijenin yiizeyinde bulunan ve antikordaki antijen baglayic
bolge ya da lenfosit yiizey reseptorleriyle birlesen boliimdiir. Cogu antijenin yiizeyinde

antikor yapimini uyarabilen farkli yapida antijenik determinantlar1 vardir.

Antiserum - Antikor molekiilleri iceren serum (genellikle immiinize edilmis hayvanlardan elde
edilir).

Asit - Periton boslugunda yerlemis ve antikor yapimi gergeklestiren hibridoma hiicrelerinin
timoriiniin salgiladig1 serumdur.

Avidite - Multivalan bir antijenin antikor molekiilleriyle yagtig1 toplam baglanma giiciidiir.
Bloklama ajani - Immiinolojik olmayan reaksiyonlar1 durduran / engelleyen ajan.

Kontrol - Immiinositokimyasal boyama deneyinin gecerliligini test etmede kullanilan testler.
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Capraz reaksiyon - Bir antikorun ilk immiin yanit olusturma isleminde yer almayan bir antijenle
iligkiye girmesi. Ozgiil antijen-antikor reaksiyonundab daha zayiftir.

Epitop (antijenik determinant) - Karmasik antijen molekiilii tizerinde antikor tarafindan taninan
bolge(ler).

Fab - Antikor molekiilii {izerinde antijene (antijenik determinant bolgesine) baglanan ve
immiinglobulin molekiiliiniin papain enzimi ile muamelesi sonucunda elde edilebilen
bolgesidir.

F(ab’)2 - Antikor molekiiliiniin antijenik determinant bolgesine baglanan Fab boliimii ve disiilfit
kopriilerinden olusan boliimiidiir. Antikorun pepsin enzimiyle pargalanmasi sonucu elde
edilir. Bir immiinglobulin molekiilii bir adet F(ab’)2 boliimii ve bir adet Fc boéliimiinden
olusur.

Fc - Antikor yapisinda olup da antijenle baglanma 6zelligi olmayan  ve tagositlerdeki Fc
reseptorlerine baglanip komplemani aktive edebilen bolgedir. Antikorun bu boliimii sabit

olup enzimatik sindirimle kolayca kristalize olur.

Fliiorokrom (Fliiorofor) - Belli bir dalga boyundaki 1sinla uyarildiginda enerji degistirerek daha
uzun dalga boyunda 151n yayabilen dogal ya da yapay maddeler.

Fon Boyanmasi - Ozgiil olmayan ve islem hatalarindan kaynaklanan tiim boyanmalar ifade
etmekte kullanilir.

Hibridoma - Antikor ireten B lenfositin malign melanoma hiicresiyle birlestirilmesi sonucu

olusturulan klonlanmais hibrid hiicrelerdir. Stirekli biiyiirler ve tek bir epitopa 6zgi antikor
tretirler.

Immiinojen - Immiin yanit olugturabilen antijen.
Kromojen - Belli bir renkte iiriin ortaya ¢ikaran kimyasal bir grup madde.

Monoklonal Antikor - Tek bir B lenfositinden klonlanan hiicrelerden elde edilen antikorlardir.
Ayni klondan elde edilen antikorlar ayni 6zelliklere sahiptir.

Nonimmiin Serum - Immiinize edilmemis hayvandan elde edilen serum.

Ozgiilliik - Antijen ile antikor arasindaki secici baglanma 6zelligi.

Plazma Hiicreleri - Bir antikordan yiizbinlerce kopya iiretebilen B lenfositin ileri derecede
farklilasmis asamasindaki hiicreleridir.

Poliklonal Antikor - Cok sayidaki farkli B lenfosit tarafindan iiretine antikorlarin bir karigimidir. O
nedenle bir protein molekiiliindeki farkli epitoplari tanirlar. Ozgiilliik dereceleri zayiftir.
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11. Ekler

TAMPONLAR

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) (0.01M, pH 7.2)

sodyum fosfat dibazik, susuz (Na,HPO,) 148 g
potasyum fosfat monobazik, susuz (KH,PO4) 043¢g
sodyum kloriir (NaCl) 720 g

yukaridakiler 1 litre distile suda ¢oziiliir.

Tris Tamponu (0.05M, pH 7.6)

* 6.1 g Tris (Trishydroximethyl aminomethane) base 50ml distile suda ¢oziiliir,
e 37ml 1N hidroklorik asit eklenir,

* distile suyla 1 litreye tamamlanur.

* pH 25°C’de 7.6 olmalidur.

ZIT BOYALAR
Mayer Hematoksilin
potasyum aliminyum siilfat (KAI(SO4),.12H,0 5g
hematoksilin 100 mg
sodyum iyodat (NalOs) veya potasyum iyodat (KIOs) 10 mg
sitrik asit, monohidrat 100 mg
klorat hidrat 5g

* 75 ml distile suya potasyum alum, hematoksilin ve sodyum iyodat konur, bir gece tam olarak
¢oziilene kadar bekletilir,
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kloral hidrat, sitrik asit ve tamami 100 ml olacak sekilde distile suya eklenir, karistirilir, 5 dk
kaynatilir, soguduktan sonra filtre edilir. Soliisyon kullanima hazirdir ve bir daha filtre etmeye
gerek yoktur.

Not:

1.

Genellikle 1 y1l raf émrii vardir.

2. Soliisyon birden fazla kez rahatlikla kullanilabilir.
3. Eger bu boya ¢ekirdek boyamasinda yetersiz kaliyorsa sodyum iyodat miktar1 5 mg’a indirilir.

Harris Hematoksilin

hematoksilin 5¢g

etil alkol 50 ml
potasyum veya amonyum alum 100 g
distile su 950 ml
civa oksid 25¢g
glasiyal asetik ait 40 ml

hematoksilin alkolde hafif 1s1 kullanilarak (56-60°C’de) ¢ozilir,

alum distile suda sik¢a karistirilip 1sitilarak ¢oziiliir,

alum c¢ozeltisi sicakken hematoksilin ¢ozeltisi buna eklenir ve karistirilarak kaynama 1sisina
cikiir,

ates kapatilir ve civa oksid eklenir (tasmamasina dikkat),

karisim hizlica sogutulur (soguk su i¢inde veya dondurucuda),

glasiyal asetik asit eklenir ve siiziiliir. Soliisyon kullanima hazirdir, eger sonra kullanilacaksa
kullanim 6ncesi tekrar siiziilmelidir.

FiIKSATIFLER

% 10’luk Tamponlu Notral Formalin, pH 7.2

Formaldehit (%37-40’1ik) 100 ml
Sodyum fosfat dibazik, susuz 65¢g
Sodyum fosfat monobazik, susuz ~ 4.0g
Distile su 900 ml

Zenker Soliisyonu

Potasyum dikromat 25 mg
Civa kloriir 50 mg
Sodyum siilfat 10g
Distile su 1000 ml
Glasiyel asetik asit 50 ml

yukaridaki tuzlar distile su icinde hafifce 1sitilarak ve karistirilarak ¢oziiliir ve glasiyel asetik asit
eklenir.

Bouin Soliisyonu

%1’lik doymus pikrik asit 750 ml
Formaldehid (%37-40lik) 250 ml
Glasiyel asetik asit 50 ml
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SUBSTRAT-KROMOJEN SOLUSYONLARI

Peroksidaz Enzimiyle Kullanilanlar

Diaminobenzidin (DAB)-H,0, Soliisyonu
* 6 mg 3,3 diaminobenzidine tetrahydtochloride (DAB) 10 ml 0.0.5M pH 7.6 Tris tamponu

i¢inde ¢oziiliir,
* %3’lik hidrojen peroksitten 100um eklenir,
* eger ¢okelek olusursa filtre edilir,
* preparat {izerine oda 1s1sinda 5-10 dakika uygulanir ve yikanir.

Not:

1. Hazirlanan soliisyonun omrii oda 1sisinda 2 saattir, o nedenle kullanmadan once taze
hazirlanmalidir.

2. Toksisitesi nedeniyle temas ve inhale edilmemelidir.

Aminoetilcarbazol (AEC)- H,O, Soliisyonu

* 4 mg 3-amino-9-ethylcarbazole 1 ml N,N dimethylformamide i¢inde ¢oziiliir,
* karigtirma sirasinda 14 ml 0.1M pH 5.2’lik asetat tamponu” eklenir,

* %3’lik hidrojen peroksitten 150um eklenir,

* eger ¢okelek olusursa filtre edilir,

* preparat {izerine oda 1s1sinda 30 dakika uygulanir ve yikanir.

Not:

1. Hazirlanan soliisyonun 0mrii oda 1sisinda 3-4 saattir. AEC-formamide karisiminin émrii ¢ok
daha uzundur ve o nedenle bu karisim stok olarak hazirlanip kullanilabilir.

2. Toksisitesi nedeniyle temas ve inhale edilmemelidir.

"Asetat tamponu (0.1M, pH 5.2)
210 ml 0.1N asetik asiti (5.75 ml glasiyel asetik asitin 1 litre distile sudaki ¢ozeltisi) 790 ml 0.1M sodyum asetat
(13.61 g sodyum asetat trihidratin 1 litre distile sudaki ¢ozeltisi) ile karigtirin.

Chloro-Naphthol- H,0, Soliisyonu

* 3 mg 4-chloro-1-naphthol 0.1ml saf etanolde ¢oziiliir,

* karigim sirasinda 10 ml 0.05M pH 7.6 Tris tamponu eklenir,
* %3’lik hidrojen peroksitten 100um eklenir,

* eger ¢okelek olusursa filtre edilir,

* preparat {izerine oda 1s1sinda 30 dakika uygulanir ve yikanir.

Alkalin Fosfataz Enzimiyle Kullanilanlar

Fast Red-Siibstrat Soliisyonu

* 2 mg naphthol AS-MX fosfat serbest asidi (Sigma N 4875) 0.2 ml N,N-dimethylformamide ile
birlikte bir cam tiipte ¢oziiliir,

* 9.8ml0.1M pH 8.2 Tris tamponu eklenir,
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endojen alkalin fosfat aktivitesini kapatmak i¢in 0.01-0.03 ml 1M levamisole (Sigma L 9756)
eklenir (bu soliizyon buzdolabinda haftalarca veya dondurucuda daha uzun siire saklanabilir),
boyamadan 6nce 10 mg Fast Red TR tuzu (Sigma F 1500) yukaridaki soliisyonda ¢oziiliir ve
filtre edilerek lamlara uygulanir,

oda 1s1sinda 10-20 dk. tutulur.

Not:
Bu siibstrat-kromojen karisimi 6zellikle hiicre yaymalar: (smear) igin kullanilir.

New Fuchsin-Siibstrat Soliisyonu

A soliisyonu: 18 ml 0.2M 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol (Merck 801464) 50 ml 0.05M ph
9.7 Tris tamponu ile karistirilir, 600 mg sodyum kloriir ve 28 mg levamisole eklenir,

B Soliisyonu: 35 mg naphthol AS-BI fosfat (Sigma N 2250) 0.42 ml N,N-dimethylformamide
i¢inde ¢oziiliir,

C Soliisyonu: Ceker ocakta 140 ul ml%5’lik New Fuchsin (Sigma N 0638, 5 g 100 ml 2N HCI)
0.35 ml taze hazirlanmis %4’liik sodyum nitrit (Sigma S 2252, 40 mg'in sudaki ¢ozeltisinden 1
ml) ile karigtirilir. 1 dakika karigtirilir.

Once A ve B soliizyonlar1 karistirilir sonra C soliisyonu eklenir. HCI ile karigimin pH’s1 8.7’ye
ayarlanir, iyice karistirilir ve filtre edilerek oda 1sisinda 10-20 dk lamlara uygulanir.

Not:
Bu siibstrat-kromojen karisimi 6zellikle doku kesitleri i¢in kullanilir.

Gliikoz Oksidaz Enzimiyle Kullanilan

NBT-Siibstrat Soliisyonu

135 mg beta-D-glukoz 10 ml 0.05M pH 8.3 Tris tamponunda ¢oziiliir,

13.5 mg Nitro Blue Tetrazolium ve 2.5 mg phenozine methosulphate eklenir ve karistirilir,
lamlar 37°C’de 15-20 dk, karanlikta inkube edilir,

0.05M pH 8.3 Tris tamponunda yikanir.

Beta Galaktozidaz Enzimiyle Kullanilan

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Beta-D-Galactoside (IbGa)-Siibstrat Soliisyonu

A Soliisyonu: 10 mg IbGa 0.5ml N,N-dimethylformamide i¢inde ¢oziiliir.

B Soliisyonu: 1.1 mM magnezyum kloriir igeren 7 ml PBS 0.5 ml 50 mM potasyum ferricyanide
ve 0.5 ml 50 mM potasyum ferrocyanide igine eklenir,

Caligma Soliisyonu: 0.05 ml A siilosyonu 2.276 ml B soliisyonuyla karigtirilir (karisim derin
dondurucuda 2 ay saklanabilir),

kesitler 37°C’de 1 saat inkiibe edilir (olusan a¢ik mavi reaksiyon iiriinii insoluble, stabil indigo
bilesigidir)

yikanir ve kesitler nétral kirmiziyla zit boyanir.

ENZIM DIJESYONU
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Her iki soliisyonun da taze kullanilmasi gerekir. Uygulama 1s1s1 ve siiresi denenerek bulunur.

Tripsin (% 0.1

Trypsin (type II, crude from porcine pancreas, Sigma T 8128) 50 mg
CaCl, 50 mg

distile su 50 ml

* Once distile suya CaCl, katilir, eritilir ve 1s1s1 37°C’ye ¢ikarilir, sonra tripsin ilave edilir. pH 7.8
olmalidir (37°C’de). pH ayarlamasi % 0.1°lik NaOH veya %2’lik HCl ile yapilir.
* Kaesitler inkiibasyondan 6nce distile suda 37°C’ye ¢ikarilmalidir.

Protease (% 0.01)

Protease (type XXIV, bacterial, Sigma p 8038) 5mg
CaCl2 5mg
Tris tamponu 50 ml

* Once Tris tamponuna CaCl, katilir, eritilir ve 1s1s1 37°C’ye ¢ikarilir, sonra protease ilave edilir.
pH 7.3 olmalidir (37°C’de). pH ayarlamas1 % 0.1°lik NaOH veya %2’lik HCl ile yapilir.
* Kaesitler inkiibasyondan 6nce distile suda 37°C’ye ¢ikarilmalidir.
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ANTIKOR KAYIT FORMU

ANTIKOR

Madde No:

KAYNAK

GELIS TARIHI

FIRMA
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SULANDIRMA

PARCALAR

DEPOLAMA

STABILITE

TARIH ve ISIM

CALISMA DILUSYONU:

NOTLAR
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