IMMUNOENZIM TEKNIKLERIN HISTOPATOLOJI'YE
UYGULANMASI

Fikriye EKMEN (*)

Tamm.Immuno enzim boyama teknikleri, insan ve hayvan doku antijenle-
rinin ve antikorlarinin tesbit edilmelerinde ve bunlarn lokalizasyon yerlerinin
belirlenmesinde kullanilir. Bakteriyel, viral ve paraziter antijenlerinin identifi-
kasyonunda ¢ok genig bir kullanim alani vardir. Bunlarin yaninda timor ve
otoimmune hastaliklarm teshisinde kullanlir.

Giris ve tarihcgesi :Infeksiyoz hastaliklarin tamisinda, uzun yillardir et-
kenlerin uygun besiyerlerinde izolasyon ve identifikasyonu yoluna gidilmistir.
Bu yontemlerin ¢ok zaman almasi ve insanlarin Hepatitis A ve B viruslari gibi
etkenlerin besi yerlerinde tiretimlerinin miimkiin olmamasi, bazi alternatif me-
totlar aranmasina neden olmustur. Hemaglutinasyon-inhibisyon (HI); Komp-
lement Fiksasyon (CF); Indirekt Hemaglutinasyon (IHA); Virus Notralizasyon
(VN); Agar-jel Presipitasyon (AGP) gibi serolojik testler bu amagla
gelistirilmistir.

Reiner 1930'da, Heidelberger ve arkadaslari 1933'de dokularda ve
hiicrelerdeki antijeni goriiliir hale getirebilmek i¢in igaretlenmis antikorlarin
kullanilabilecegi fikrini ortaya attilar. Fakat antikorlan igaretlemek i¢in kul- -
landiklar1 azo boyalari, antikorlarin biyolojik Ozelliklerini etki-
leyip,duyarliliklarim azalttif i¢in bagarili olamadilar (1).

Creech ve Jones 1940'da antikorlar dahil olmak tizere pek ¢ok proteinin,bir
fluorescent boya olan phenylisocyanate ile biyolojik ve immunolojik 6zellikleri
etkilenmeden konjuge edilebileceklerini gosterdiler. Bu komplex mavi fluore-
san verir ve bunun dokunun mavi otofluoresanindan ayrilmasi ¢ok zordur.
Coons, Creech, ve Jones 1941'de phenylisocyanate yerine fluorescein isocya-
nate kullanmalari, elma - yesili fluorescence elde edilmesine ve konjuge edil-
mis antikorlarin dokularin mavi autofluorescence'nindan kolayca
ayirdedilmesini sagladi (2).

(*)Etlik Hay.Hast.Arast.Enst.Vet.Hek
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Bu ¢aligmanin bir sonucu olarak histopatolojide, 6zel boyamalar gerektiren
pek cok konunun ve pek ¢ok bilinmeyenin agiklifa kavusmas: saglandi. Hala
daha baz1 problemler olmasina ragmen, bir antijen-antikor reaksiyonu kesin-
likle spesifik oldugu i¢in,immune boyamalarla pozitif olaylarn tesbiti ¢ok ko-
laylagmustir.

Kullanilan ilk fluorescent boya olan fluorescein isocyanate, kisa siire
sonra yerini fluorescein isothiocyanate'a birakti, Ciinkii fluorescein isothio-
cyanate molekiilii antikorlar1 daha kolay igaretleme 6zellifine sahipti.

Bunu takip eden ¢aligmalar, daha fazla antijen i¢in daha iyi antikorlarn kul-
lanima girmesini saglardi. En son gelisme ise antikorlarin enzimlerle konjuge
edilmesi esasina dayanan immunoenzim (IE) boyama metodlaridir. Kullanilan
ilk enzim horseradish peroxidase'dir. Bu nedenle bu metod uzun zaman
immunoperoxidase (IP) boyama metodlan diye adlandirldi. Teknik, degisik
enzimler kullanarak pek ¢ok omekte inter ve intracelliiler olarak bulunan anti-
kor ve antijenlerin, gorilebilir hale getirilmesi esasina dayanir.

Daha sonra, direkt metod modifiye edilerek, indirekt IE boyama metodu
gelistirilmigtir.Bunu isaretlenmemis antikor-enzim metodu izlemigtir. Bu
metod, bir antikora isaret maddesinin konjuge edilmesini gerektirmez ve
dolayist ile konjugasyon esnasinda olugabilecek antikor reactivitelerinde ki
muhtemel azalma veya tahribat riskini ortadan kaldirir. Bunlann diginda, reak-
siyonun ikinci bir antikor tarafindan acgifa cikarilmasi, avidin ve biotin
arasinda ki siddetli tepkimeden faydalarulmasi gibi pek ¢ok teknik gelistirilerek
sonucta elde edilecek reaksiyonun spesifitesinin ve yogunlufunun
arttillmasina ¢aligimigtir.

IMMUNOENZIM BOYAMALDA GEREKLI OLAN
MADDELER

1 - ANTIKOR URETIMI :

Immunizasyon. Antikorlarin tiretimi, tavsan, kobay v.s gibi hayvanlara
antijen verilmesi ile uyanlir. Antikorun miimkiin oldugu kadar spesifik olabil-
mesi i¢in antijenin ya ¢ok saf yada sentetik olmasi gerekir. Biitlin bunlara
ragmen sonucta elde edilen antikor yalnizca enjekte edilen antijene spesifik
degildir. Uretilen antikorlar, antijen molekiiliiniin degisik boliimlerine, tagiyici
proteine veya tastyici proteinin bir boliimtne spesifiktirler. Ayrica, donor hay-
vanm serumu pek ¢ok tabii protein ihtiva eder ki bunlar doku komponentleri
ile reaksiyona girebilirler. Bunlardan dolayi, kotrol preparatlari ile
calisiilmadigr miiddetge,positif bir immunreaksiyonun spesifik bin antijen-
antikor reaksiyona bagl oldugu s0ylenemez.

Eger antijen molekiilii yeterince biiyiikse,immunoglobulinler gibi, hayvam
bagisik kilmak i¢in tek basina kullanilabilir. Antijenin molekiiliiniin kiiciik
oldugu hallerde, pek ¢ok reptidler gibi, yada molekiilin immunojenik
olmadig durumlarda, kendisinden biiyiik bir molekiille birlestirilmesi immuni-
zasyon icin gereklidir.Antikor formasyonu i¢in biiyiik bir kompleks, kiigiik
bir molekiilden daha iyi bir uyaricidir.

Ilk enjeksiyondan(Subcutaneous) uygun bir zaman sonra tavsan (veya
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kobay)'a rapel enjeksiyon yapilir. Daha sonra antikor testleri i¢in kan alinir.
Antikor toplanmasi icin standart bir zaman vermek miimkiin degildir, bu
zamani antikor treticisi kendi belirler. Kan daha sonra santrifuje edilerek erit-
rositler uzaklastirilir. Elde edilen plazma antikor ihtiva eder,fibrin uzak-
lagtinlmadig1 i¢in bu tam olarak serum olamamasina kargilik antiserum olarak
adlandirilir.

Test : Bir sonraki adim antikor mevcudiyetinin tesbit edilmesidir. Antise-
rum, saf antijen kullanilarak Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
radioimmunoassay (RIA), immunoblotting teknikleri ile tesbit edilir, fakat an-
tikor tesbitinin en bagarili yolu, immunocytochemical boyamalar kullanilarak,
bilinen pozitif dokuya karg1 imunuocytochemistry ile test etmektir. Bu yolla
antiserum backgraund ve yapigsma yetenegi yoOniinden test edilmig
olur.Immuoncytochemistry'de uygun antikorun antijenle ¢ok siki birlesmesi
gerekir bdylece boyama prosediirii esnasinda yikama ile uzaklagma riski
Onlenmis olur.

Serolojik testler icin tiretilen antikorlar her zaman immuoncytochemistry
i¢in kullanilamazlar. RIA i¢in iyi bir antikor, immuoncytochemistry i¢in her
zaman uygun olmayabilir. Bu konuda ELISA teknigi i¢in kullamlan antikorlar
immunocytochemical boyamalara uygundur.

Monoclonal Antikorlar .Saf antikor tiretim teknigi,1970'li yillarin so-
nunda gelistirilmigtir (3).

Hayvanlar( genellikle, Balb-C fareleri) antijenle bagisik kilinir. Hayvan ve-
rilen antijene karg1 antikor olusturmaya baslayinca dalak alinir ve hiicre sus-
pansiyonu hazirlanir. Bu hiicreler polyethylene glycol (PEG) gibi membran
fusyonu saglayan bir kimyasal madde kullanilarak,myeloma hiicreleri ile fu-
syona tabii tutulurlar. Bu fusyona ugrayan hiicreler, Hypoxantine Aminopterin
ve Thymidine'den olusmus, HAT ihtiva eden bir ortamda iiretilirler. Aminop-
terin, metabolik geg¢is yollarim tikayan giiclii bir toxindir, Bu metabolik gegis
yollarini, hypoxantine ve thymidine gibi metabolitlerle desteklenmig hiicreler
kullanabilir.Dalak hiicreleri normal hiicre olduklari i¢in bu metabolitleri kulla-
nabilir ve HAT ortaminda geligebilirler fakat myeloma hiicreleri metabolik ha-
sara ugradiklar i¢in hypoxantine ve thymidine'i kullanamazlar HAT'1 ortamda
Olurler. Dalak hiicreleri kiiltiirde 1-2 hafta sonra normal olarak Oliirler.Fakat
fusyona ugrayan hiicreler myeloma hiicrelerinin immortalite 6zellifini ve dalak
hiicrelerinin metabolik gec¢is yollarimi kullanma 6zelligini tasidiklan igin
yasamaya ve liremeye devam eden tek hiicre grubu olarak ortamda kalirlar. Bu
hiicrelerden bazilar dalak hiicrelerinin antikor liretme yeteneginede sahip ola-
cakuir (4). Her hiicre sadece bir tip antikor tiretir ve kiiltiire edilmig hibrid mye-
loma hiicreleri derece derece tek antikor tireten hiicre kiiltiirii i¢ine kolon-
lanirlar. Bu yontemle antijen molekiiliiniin bir fragmentine spesifik antikor
tiretilebilir ve kiiltiirler ihtiya¢ halinde kullanilmak {izere saklanabilir. Bu
metod standart bir antikor tiretiminin devamlilifint saglar. Monoklonal antikor-
larin en bilylik avantaji, bunlarin antijen molekiiliiniin tek bir sequence'ine
veya epitope'una spesifik olmasidir. Multiple antikorlar ihtiva eden polyklonal
antiserumlarin en 6nemli problemi ise, liretimlerinde ve immun boyamalarda
tam temizligin saglanamamasidir. Hemekadar,belli bir epitop'a monospesifi-

35



te,croos-reaksiyon ic¢in gerekli degilsede, birden fazla bilinen veya bilin-
meyen, ayni antijenik 6zelligi tastyan molekiil mevcudiyetinde, monoklonal
antikorlar poliklonal antikorlara nazaran hi¢ bir avantaja sahip degildirler. Mo-
noklonal antikorlarin en 6nemli dezevantaji ise monospesifiteleridir. Bir polik-
lonal antiserum genellikle multivalandir.Antijen molekiiliinin degisik
bolgeleri icin antikor ihtiva eder, bu nedenle de antijenin teshisinde daha
yiiksek kapasiteye sahiptir.Monoklonal antikorlar ise molekiiliin sadece bir
kismi ile reaksiyona girer, bu nedenle antijenle reaksiyona giren antikor
molekiili sayisi azdir ve boyamalarda daha zayif reaksiyon elde edilebilir.
Ayrica antikorun spesifik oldugu antijen epitop'u fixasyon yada boyamanin
herhangi bir safhasinda yikama ile atilabilir. BOylece reaksiyonun olugmasi
engellenmig ve boyamada negatif sonu¢ alinmig olur. Bu nedenle bazi monok-
lonal antikorlar sadece taze ya da donmug dokularla ¢alisildiginda iyi sonug
verirler. Parafinde fikse edilen kesitlerde ise iyi ¢aligmazlar. Polyklonal anti-
korlarda ise antijen molekiiliiniin degisik epitoplarina baglanma olacagl i¢in
sans daha yiiksektir.

Iyi bir antikorun ozellikleri . Bir antikorda aranacak en Onemli
ozellik, spesifik antijenle iyi baglanmasi ve diger antijenlerle reaksiyona gir-
memesidir. Antijen-antikor arasinda ki baglanmanin kuvveti birlegsen
boliimlerinin sayisi ile orantilidir (5).

Immunochemistry yiiksek yapigma 6zelligi olan antikorlara ihtiyag¢ gosterir,
antikorlarin boyama prosediirii esnasinda yikama ile uzaklasmayacak kadar iyi
baglanmasi gerekir. '

Antiserumdaki istenmeyen antikorlarin spesifik antikordan daha az kuvvetli
baglanma 6zelliginde olmalari, boyama esnasinda yikanma ile uzaklagsmalarini
sa8layacag icin tercih edilir. Fakat anormal ve hasara ugramig histolojik kesit-
lerle calisildigi zaman ¢ok dikkatli ¢aligiimalidir. Ciinkdi bu gibi dokularin
non-spesifik antikorlarla kaplanmig olma ihtimalleri fazladir. Her ¢caligmada
oldugu gibi histopatolojik ¢alismalarda da kontrollerle ¢aligmak zaruridir.

Antikorlarin titresi ve konsantrasyonlanida ¢ok onemlidir. Yiiksek titre,
yiiksek diluasyonlan gerektirir. Bu immunochemistry'de doku komponetleri
ile reaksiyona girebilecek istenmeyen antikor populasyonunun diluasyonla
bertaraf edilmesi demektir.

Eger monoklonal antikorlar kullaniliyorsa, diluasyon faktorii daha az
Onemlidir,¢iinkii istenmeyen reaksiyonlar olmayacaktir ve teorik olarak limit-
siz antikor temini miimkiindiir. Fakat monoklonal antikorlarin tiretiminin ¢ok
pahali oldufuda gozard: edilmemelidir.

Monoklonal antikorlann en 6nemli dezavantajlarindan biri fareden iiretilmis
oldugu ic¢in, tavuk makrofajlarina ve bazen de normal tavuk dokusuna
baglanma 0zelligi gostermesidir. Aynt durum Canine parvovirus ve Canine
distemper ile ¢alisildiginda kopek bagirsaginda da gozlenmistir. Bu sadece
monoclonal antikorlara degil tiim fare serumlarmna has bir 6zelliktir (6)

2-ENZIM : En ¢ok kullanilan metod IP oldufu i¢in proxidase'a agirlik
verilecektir. Peroxidose 40000 molekiil agirlifina sahip bir hemaglyco pro-
teindir. Kullammdaki en 06nemli sakincasi ise kullanilan spesifik kromojenlerin
kanserojen olmasidir.
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Peroxidase'in tercih ediliginin pek ¢ok nedeni vardir.

-Kii¢iik hacimli olmasi nedeni ile antikorlarin antiejenlere baglanma
bolgelerini kapamazlar.

-Elde edilmesi kolay, saflik oran yiiksektir ve kontamine olma riski ¢ok
azdir.

-Stabildir, bu nedenle iiretim, depolama ve uygulama safhalarinda
degisiklige ugramaz.

-Endojen peroxidaselar dokularda ¢cok az bulunur ve bunlarin inaktive edil-
meleri kolaydir.

-Peroxidas'in aktive edebilecegi pek ¢cok kromojen vardir ve bunlar antije-
nin bulundugu bélgeye lokalize olur ve goriilebilir renk alirlar.

-Pahal1 degildir.

DAB  + substrat Koyu mavi / Kahverengi
AEC + substrat Kirmizi-Mor
HORSE Chloro-Naphthol + substrat Koyu Mavi
RADISH Manker-Yates + substrat Koyu Mavi / Kahverengi
PEROXIDASE |Tetramethyl benzidine + substrat Parlak Mavi
O-dianisidine di-HCI + substrat Kirmizi
ALKALINE Naphthol AS-MX phosphate+HCL + |Parlak Mavi
PHOSPHATASE Fast Blue BB Kirmizi

Tablo 1 -¢ Spesifik kromojenler

Alkaline phosphatase ve glucose oxidase'da dahil olmak tizere pek ¢ok
enzim IP boyamalar i¢in peroxidase'a alternatif olarak kullanilmistir (7). Daha
sonra deginecegimiz gibi Alkalin phosphatase metodunun IP'ye bazi
ustlinltikleri vardir.

Istenmiyen Reaksiyonlarin Onlenmesi : Edojen peroxidase veya al-
kalin phosphatase aktivitelerinin inhibe edilmesi icin pek¢ok yontem
gelistirilmigtir. Bunlardan bazilar :

1-%0.02'1ik asetik asit ve %I'lik sodyum ferrisiyanid iceren metanol,

2-%0.05'lik fenilhidrazine hidroklorid (pH7.1),

3-%0.05'lik Hidrojen peroksit (H2Q) i¢eren metanol,

4-HCI (0.02M)'li metanol.

Endojen peroxsidass'in inhibe edilmesinde en basanh yoOntem ti¢ klmyasal
maddenin birlikte kullanilmalaridir. Bu yontemde 6nce %6'lik H202 denatiire .
hemoglobini renksizlestirmek ve endojen peroxsidase'1 inhibe etmek i¢in kul-
lanilir. Bunu takiben glikol gurubu enzimlerin oksidasyonu ve histolojik
aynntilarn belirginlesmesi igin %2.5'lik periodik asit eklenir. Daha sonra da
periodik asidin veya aldehidli fiksatiflerinin olusturduklar aldehidin,temel al-
kollerle reaksiyonunu azaltmak icin %0.02'lik potasyum borahidrit ilave edilir.
Ayni prosediir endojen alkalin phophatase'larin inaktive edilmelerindede kul-
lanilir (8). Endojen alkalin phophatase i¢in 1 mM Levamisole'de kullanilabilir
.

Doku kollojeni ve bag doku elementlerinin primer antikorlarla baglanmasim
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Onlemek i¢in boyamadan dnce preperat non-immun serumla muamele edilir.
3-ENZIMIN KONJUGE EDILMESINDE : Iki metod kullanilir
a-Peroidate Oxdation Teknik
b-Glutaraldehyde Metod
Her iki metodunda uygulanmasinda Horse-radish peroxsidase,Alkalin

phosphatase ve konjuge edilecek antikor gerekli olan maddelerdir.

a- Periodate Oxdation Teknik

1- Taze hazirlannug Sodium bikarbonat (0.3M)'ta 10 mg Horsedasidh pe-
roxsidase eritilir. '

2-50ul fluorodinitrobenzen (FDNB ; %I'lik absolu alkolde) eklenir ve oda
1s1sinda 1 saat yavas bir sekilde karigtirilir. Bu basamak enzimin kendi kendi
ile baglanmasi saglamr.

3-1ml distile suda eritilmig 0.06M sodium periodat eklenir ve oda 1sisinda
30 dk.kanstirilir.Bu basamak peroxidazdaki reaktif aldehid gurubunu
olusturur.
4-1ml distile suda eritilmis 0.32M ethylen glycol eklenir ve oda 1sisinda 1
saat kanigtirilir. Bu basamak periodic asit fazlas ile reaksiyona girer.

5- Aktive edilen peroxidase ayrilir. Konjuge edilecek antikor karbonat/
bikarbonat solusyonlari (0.0lm, pH9.5) ile ayr ayn bir gece bekletilir.

6-15 mg antikor aktive edilmig peroxidase'a kangtirilir, hafifce kangtirilip
oda 1sisinda 2 saat bekletilir.

7-Distile suda %1'lik potassium borohydride'den 300 ml eklenerek, ser-
best aldehidler bloke edilir. 30-60 dk. bekletilir.

8-HCI (0.1) p ile pH 7.2'ye ayarlanur.

9-%0.02'lik Sodium azide (NaN3) ihtiva eden PBS'de aritilir.Dilue edil-
meden 4 °C'de veya %1'lik ovalbiimin i¢eren azide-free PBS'de dondurularak

muhafaza edilir.

‘ b-Glutaraldehyde Metod

1-5mg antikor, 2ml fosfat buffurda (0.1m, pH6.8) ¢6zdirilir.

2-10mg alkaline phosphatase veya peroxidase eklenip, hafifce kangtirilir,

3-%]1'lik 9 gutaraldehid ihtiva eden distile sudan 0.15ml damlatilir.

4-Bu karigim oda 1sisinda 2 saat bekletilir.

5-PBS ile artilir (4C de 30 dk.1500 devir)

6-Santifiije edilerek, ortamda mevcut presipitantlar uzaklastirilir (4° C de 30
dk. 1500 devir).

7-4° C de saklanir.
Ortamdaki serbest enzim ve antikorlar Sephadex G-200 kromatography
yardimu ile ayrilir. .

4 - COZUNMEYEN VE KULLANISLI ANTIJEN TEMINI.
Basali bir mmune boyama icin, doku antijenlerinin ¢6ziinememesi

ve temel yapilarinda 6nemli bir degisme olmadan antijenik bdlgeleri antikorun
baglanmasinda uygun olmalidir. Bunlara ek olarak, immune reaktif hiicre ve
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organellerinin identifiye edilmeleri icin dokunun yapist korunmalidir. Marazi
madde mahdut miktarda antijen ihtiva eder. Marazi madde'nin boyama icin
hazirlandig1 her safhada,bu antijenin bir boliimii imha edilir. Bu prosediir so-
nunda imha edilmeden kalan ve antikor tarafindan taninabilecek az antijen im-
munochemistry ile lokalize edilir. Boyamanin amacinin antijeni lokalize etmek
oldugu gibi fiksasyonun amacinda antijeni muhafaza etmektir. Anitjenin pri-
mer antikor tarafindan kullanilabilir, kabul edilebilir olmast ve fikse edilmig
olmasi gerekir. Antijenin iyi fikse edilmemis olmasi halinde, boyama pro-
sediirli esnasinda yikama ile uzaklagmasi ve boyamanin sonu¢suz kalmasi
mimkiinddr.

Antijenin primer antikora baglanabilme zelligide ¢ok 6nemlidir. Eger anti-
jen sentez bolgesinde difuzsa yanlig yorum yapilma ihtimali artar. Antijen
kiictik oldugu nisbette diffuz olma ihtimali artar ve daha kuvvetli fiksasyon ge-
rektirir. Bu gibi durumlarda formalin gibi cross - bagli fiksatifler antijenin dif-
fuzyonunu Gnlerler.

Eger antijen primer antikor tarafindan kabul edilebilir degilse baglanma ol-
mayacaktir, Fazla fiksasyonun en 6nemli etkisi agirt aldehyde baglanmasidir,
bu antijenin maskelenmesini saglar ve antikorun baglanmasini engeller. Fiksa-
tifin antijenin yapisini degistirmesi antijenin antikor tarafindan tesbit edilmeme-
sini saglar antijenin biiyiik ve kompleks oldufu durumlarda, ¢ok hafif fixa-
syon uygulanmasi, antijenin maskelenme ve yapisinda olusabilecek
degisiklikleri engelleme acisindan zaruridir.

Optimal fiksasyon i¢in agagidaki sartlar temin edilmelidir:

- Doku parg¢alarinin kurumalarina miisaade edilmemeli ve miimkiin oldugu
kadar ¢abuk fiksatif i¢ine atilmalidir.

- Kiigiik doku parcalari, 2cm® den kii¢iik ve 4mm kalinlifinda, enaz 200ml
fiksatif icine konmalidir

- Fiksasyonu takiben, doku parc¢alar: yikanarak boyama kusurlarina sebep
olabilecek fiksatif fazlasindan arindiriimalidir(10)

Dondurulmug dokular immunocytochemistry i¢in en uygun olanlardir. Pek
¢ok ylizey antijeni fiksasyonla tahrip edilir ve sadece dondurulmus kesitlerde
tesbit edilmeleri miimkiindiir.

Dokular, kii¢iik parcaciklar halinde olmalidir, bdylece hiicre yapisina zarar
verecek buz kristallerinin olugmasi engellenmis olur.

Doku dondurulduktan sonra -80°C de uzun siire saklanabilir.

Fiksasyon metodu, antijenin lokalizasyon bolgesine ve olusacak antijen-
antikor reaksiyonuna bagl olarak degisir. Onemli olan ister bir fiksatifin icine
daldirilarak, ister dondurularak muhafaza edilsin, dokunun miimkiin oldugu
kadar taze olmasi esastir.

Fiksatifler. Fiksatifin secimi,fikse edilecek dokuya ve antijene bagh ola-
rak degigir. Giinimiizde kullamilan baglica fiksatifler;

-%10 Neutral Buffer Formalin pH 7
- Zenker's Fiksatifi (9),

- Etanol (10)

-Formaldehid - merkuri
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-Formaldehid - asetik asit (2).

Proteolitik Enzim Uygulamas: , Formalinde fikse ve parafinde
bloke edilen dokularda, peptidlerin giiclii kross baglarnin ayrilmasinin en pra-
tik yolu,kesitlerin boyama Oncesinde tripsine veya pronase gibi bir proteolotik
enzimlerle muamele edilmesidir. Bazi aragtinicilar, formalinde fikse edilen
preparatlar i¢in protease XIV, 11l ve proteinase K'nin en uygun proteolitik en-
zimler oldugunu bildirmislerdir(11). Bu enzimler, fiksatifin antijenle yaptig
kross bag1 kirar ve proteinin antijenik bolgesini acgiga ¢ikarir.

Proteolitik enzimle yapilan muameleyi bertaraf etmek i¢in bazi arastiricilar
Bouin's solusyonu formaldehit-merkiiri, formaldehit-asetik asit gibi fiksatifle-
rin kullanilmasinu tavsiye ederler(12,13,2,14).

Kesitin preparata tesbit edilmesi. Immunolojik boyamalar i¢in kul-
lanilacak parafin kesitler asla sicak preparatlar tizerine konmamalidir. Ciinki
sicak doku antijenlerinin pek ¢ogunun tahrip olmalarina sebep olur.Preparatlar
37°C de enaz bir gece bekletilerek kurutulur. Bazi1 durumlarda adhesive kul-
lanimu gereksizdir. Fakat, protease enzim kullanilmigsa yada uzun boyama
metodlarindan biri kullanilacaksa, adhesive gereklidir. Ozellikle dondurulmusg
kesitlerle calisilacaksa adhesive zaruridir. Adhesive olarak ¢zellikle parafin
veya dondurulmug kesitler i¢in, albumin kullanilabilir. Ayrica formal-
gelatine, chrome-gelatine ve %0.05'lik Elmers' Glue gibi adhesive'lerde in-
kube edilmis preparatlar kullanilir. Fakat en uygun olarnu preparatlarin poly-L-
lysinne ile kaplanmasidir.

IP i¢in dokulann preparata yapistirilmasinin en iyi ve en kolay yolu , kesit-
lerin preparat izerinde kurutulmasidir. Parafinin erimesi i¢in preparatlar 60°C
de 30" dakika bekletilirler. Bu islem ayrica doku ile cam lamel arasindaki
yapismayi da kolaylagtirir. Isi ile parafinin eritilmesi kimyasal adhesive kul-
lanildiginda bile yapilmalidir(9). ‘

Reaksiyonun goériiliir hale getirilmesi. Peroxidase ve alkaline
phosphatase'la isaretlenmis antikorlarin avantaji kalici ve normal 151k mikros-
kobu altinda goriilebilir olmalandir

Peroxidase ile isaretleme enzimle antikorun cross-baglarini saglayacak
biiyiik, ekstra bir molekiile ihtiyac¢ vardir. PAP(Peroxidase-antiperoxidase) in
hazirlanmasi ise daha komplikedir ve kompleksin saflagtirilmasi gereklidir.
Altinla isaretleme de antikorlar non-kovalent adsorpsiyon ile altin par-
tikiillerine yapigirlar.

Tiim antikorlar kullanilmadan Once bilinen positive dokular kullanilarak,
immunocytochemical boyamalarla titreleri yapilmali ve en iyi ¢aligma dilia-
syonlar tesbit edilmelidir. Bu ¢aligma diliasyonlar boyama zamanina bagh
olarak degisir. Kisa boyama zamam (10 dk-1 saat) uzun boyama zamanina
(12-24 saat) gore daha yiiksek antikor konsantrasyonuna ihtiyac gosterir ve
kisa siireli boyamalarda non-spesifik reaksiyon orani daha fazladir.

Kromojenler : Bunlar peroxidas veya alkalin phosphatase gibi enzimlerle
reaksiyona girip antijen-antikor baglamasini goriiliir hale getiren kimyasal
maddelerdir.

Horse-radish peroxidase i¢in, diaminobenzidine(DAB) en ¢ok kullamilan
kromojendir. Fakat yapilan deneysel ¢alismalar DAB'in kansarojen 6zelligini
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ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle 3-Amino-9- ethylcarbozole (AEC) kul-
lanilmigtir. AEC'nin en 6nemli dezevantaji alkolde ve organik ¢oziiciilerde eri-
mesi ve sulu bir yapistirici ile preparatlarin tesbiti gerekir (8). Bunlarin diginda
kullanilan kromojenler ; 4-chloro-1-naphthol, tetrametthyl benzidine ve pyro-
catechol'li p-phenylenediamine'dir. 4-chloro-1-naphthol soluk renkte reak-
siyon olusturur, tetramethyl benzidine ise mavi kristaller olusumuna sebep -
olurki bu da normal reaksiyonu golgeler.

Bagslangicta subsrat olarak kullanilan NaN3 zamanla yerini daha kullanigl olan
H,0, 'e birakmugtir.

ENZIM KAYNAK
Horse-radish proxidesa Yaban Turpu
Glucose oxidase Aspergillus
Alkaline Phosphatase E. coli Dana barsak mukusu
B-Galactosidas E. coli

Tablo: 2- Bazi enzimler ve kaynaklari

Doku Boyanmasi icin kullamilacak y6ntem, kullanilacak kromojenin
Ozelligine gore degisir. DAB ve Hanker-Yates gibi kromojenler kullamlmisg ise
methyl green,light green ve Harris'Hematoxilin gibi alkoloid boyalar kul-
lanilabilir, Preparat alkolde dehidre edilir,lamel ksilol veya toluene ihtiva eden
bir yapistirici ile yapistirtlir. AEC veya Chloro-naphthol gibi bir kromojenin
kullanildig1 durumlarda ise preparat asit alkolde dekolore edilmemeli,Mayer's
Hematoxilinle boyanip, glycerol gelatin gibi sulu bir yapistirici ile lamel
kapatiimalidir.

IMMUNOPEROXIDASE TEKNIKLERI

Lokalize hiicresel antijenlerin tesbit edilmesinde kullanilan dort temel im-
munoperoxidase boyama teknigi mevcuttur. Bu metodlarin belli avantaj ve de-
zevantajlar1 vardir. Bunlar yapilacak ¢aligmalar gézoniinde bulundurularak
degerlendirilmelidir .

Direct Teknik bilinen bir antijeni tesbit etmenin en basit yolu bu antijene
spesifik bir antikor kullanmaktir.Direkt immunoperoxidase metotta bu spesifik
antikor kimyasal olarak peroxsidase 'a baglanmistir.Konjuge edilen antikor
dokuya eklendiginde direkt olarak antijenle reaksiyona girer (Sekil 1). Daha
sonra eklenecek kim- yasallar ,antijen-antikor reaksiyon bolgesinde renk
olugturur ve antijen goriiliir hale: gelir.

Indirekt Teknik. Bu teknikte konjuge edilmemis antikorlar,doku antijeni
ile baglanir. Daha sonra bu reakibsiyonu tesbit etmek i¢in,peroxidasla konjuge
edilmis sekunder antikor eklenir, ve bu antikor primer antikorla baglanir.
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Omegin, eger primer antikor tavsandan elde edilmis ise, konjuge edilen ikinci
antikorunda tavgan-anti antikor olmasi gerekir. Daha sonra reaksiyonu goriiliir
kilmak i¢in bir kimyasal madde eklenir (sekil 2 ).

Bu metod direkt metotla kiyaslaninca daha kullanighdir. Degisik primer an-
tikorlar aynu tiir hayvanda iiretilirse konjuge edilmis bir tek sekunder antikor
hepsi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle eger konjuge edilmis sekunder antikor
mevcut ise bu prosediir herhangi bir primer antikorla uygulanabilir. Fakat di-
rekt metoda nazaran daha fazla zaman alir ve daha fazla nonspesifik reaksiyon
olugma riski vardir.

Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Teknik. Bu metod ii¢ temel
maddenin kullanilmasi esasina dayanir. Bunlar, primer ve sekunder antikorlar
ve PAP (Peroxidase enzimi ve bu enzime kargi antikor) komplexdir. Sekun-
der antikor hem primer antikora ve hemde PAP komplexe baglanir. Clinki her
ikiside aymn tiir hayvandan tiretilmistir. Sekunder antikorun Fab bolgelerinden
biri primer antikora, digeride PAP komplexe baglanir. Daha sonra peroxidase
enzimi substrat-kromojen reaksiyonla goriiliir hale getirilir (Sekil 3)

Bu metodda konjuge edilmis antikor kullamlmamasi PAP metodunun, di-
rekt ve indirek IP metodladina kiyasla daha hassas olmasini saglar. Ozellikle
doku antijenlerinin folmolde fikse ve parafinde bloke edilmesi esnasinda tahrip
edildikleri durumlarda, PAP doku antijenin tesbitinde en iyi metoddur.

Avidin-Biotin Teknik . Bu metod yumurta akinin glycoproteini olan
avidinin, bir vitamin olan biotine (Vit.H) kimyasal olarak baglanmasi esasina
dayamir. Metod ti¢ onemli maddeye ihtiya¢ gOsterir; antijene spesifik primer
antikor, primer antikora baglanabilen ve biotinle konjuge edilmis sekunder an-
tikor, tiglinci olarakta biotin ve avidinle konjuge edilmis peroxidase cnzimi.
Avidinin serbest kenart sekunder antikorda bulunan biotine ve dolayis! iic pe-
roxidase enzimi de orijinal antijene baglanmig olur. Reaksiyon daha sonra
uygun bir kromatojenle goriiliir hale getirilir (Sekil 4).

Bu metodda heme kadar konjuge edilmig antikorlar kullanilirsa da ~vidinin
biotine olan siddetli affinitesi dolayisi ile bu metod diger konjuge ediimis anti-
korlarin kullanildigr metodlardan ¢ok daha hassastir. PAP metod gibi avidin-
biotin metoduda formalinde fikse edilmis,parafin bloklarda ¢ok iyi sonug verir
(7,15). baz1 aragtiricilar Avidin-Biotin teknigini diger peroxidase boyamalar-
dan daha hassas oldugu kanaatindedirler (16).

Temel Metodlarin Modifiye Edilmesi ile pek cok degisik boya-
ma yontemleri gelistirilmistir.Bunlar;

Double veya Multiple Boyama; Bu yontemle bir kesitin iki veya daha
fazla degisik antijene karg1 boyanmasi miimkiindiir. Bu gibi hallerde degisik
renkler veren kromojenler kullanilmalidir.

Bu yontem PAP metodunun modifikasyonudur. Boyama uygulanir, kro-
mojen tatbik edilip renkli reaksiyon elde ediltikten sonra, biitiin prosediir tek-
rar edilir. Bu tekrar da giipheli bagta bir primer antikor ve degisik bir renk
olusturacak bagka bir kromojen kullanilir (Mesela; ilk kromojen DAB ise ikin-
ci olarak AEC kullamlir).

Bu yontemin en 0nemli dezevantaji primer antikorlarin ayni hayvandan
hazirlanmalar halinde ortaya ¢ikar. Bu durumda ikinci olarak uygulanan pri-
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mer antikor ilk reaksiyonun sekunder antikorunun serbest olan bolimii ile
baglanarak yanlig positif reaksiyon olugturabilir (Sekil 5).

Antijen isaretleme metodu : Bu metod radioimmunocytochemist-
ry (RICH) teknigi diyede isimlendirilir. Bir radyoaktif isaret (125 1), antijene
baglanir, daha sonra bu antijen spesifik antikor ile reaksiyona sokulur.
Bdoylece radioaktif olarak isaretlenmis antijen spesifik antikorun bir reseptori
baglanir, difer reseptor ise dokuda mevcut antijene baglanmak icin serbest
kalmig olur. Bu teknifin en biiyiik dezevantaji her antikorun tek tek
isaretlenme mecburiyetidir (Sekil 6 ).

Altinla isaretleme metodu : Bu metod 6zellikle EM icin gelistirilmis
olmakla birlikte, 151k mikroskobuna da uygulanabilir. Bu metodda Staphylo-
coccus aureus bakterisinden elde edilen Protein A'nin immunoglobilinlerin Fc
reseptorlerine ve colloidal altin paritkiillerine baglanma yetenekleri birlikte kul-
lanulir. Protein A-Altin kompleksi boyamanin ikinci basamagi olarak uygu-
lanir. BOylece primer antikorla reaksiyona giren Protein A'ya bagh altin reak-
siyonun goriilmesini saglar. Bu metodun en 6nemli 6zelligi antikorun kesitteki
mevcut tiim Immunoglobilinlerle reaksiyona girecegidir (Sekil 7). Bu teknik
indirekt olarak ta uygulanabilir.

Protein A'nin ferritin veperoxidase'la isaretlenmesideEM igin
gelistirilmigmetodlardir.

Hapten-sandavi¢ metodu ; Bu metotta monoclonal anti-hapten antikorlar bir
kopri gibi kullanilir. Primer antikorlar bir haptenle isaretlenir. Sekunder ola-
rak monoklonal anti-hapten antikorlar eklenir, son basamakta ise haptenle
isaretli PAP komplex eklenir ve uygun kromojenle peroxidase goriiliir hale ge-
tirilir (Sekil 8) (7,17,18).

ALKALIN PHOSPHATASE METODLARI

Bu metodlar, temel olarak IP metodlarinin aynisidir. Kullamilan peroxidase
enziminin yerini bu metodlarla ALKALIN PHOSPHATASE enzimi almugtir.

TESTIN KULLANIM ALANLARI,AVANTAJLARI VE
DEZAVANTAJLARI

Immunoenzim (IE) teknikler immunocytochemistrynin dier metodu olan
IF ile karsilagtirtlinca bazi avantajlara sahiptir,

1-IF i¢in Ozel florosan mikroskoba gerek olmasina karsin IE normal 151k
mikroskobunda muayene edilir.-
2-Baz1 dokularda ki autoflorasan spesifik florasanin goriilmesini engelleye-
bilir. '

3-Spesifik florasan'in ultraviyole (UV) lambasi altinda kaybolma stiresi
cok kisadir (15 dk.kadar).

4-TF ile boyanan preparatlarin uzun siire saklanma imkanlari yoktur, buna
karsilik IE ile boyanan preparatlar uzun siire saklanabilir.

5-IF tekniginin elektron mikroskoba (EM) uygulanamamasina kargilik IE
teknikleri EM'la yapilan ¢alismalarda kullanilmaya uygundur (19,20).
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6- Uygun bir doku boyamasi ile IE'de immune boyama yaninda doku
morfolajisinin incelenmesi de miimkiindiir (9).

"7- IE teknikleri formalinde fikse edilmig parafin bloklarda ¢ok iyi sonuclar
verirken, boyle kesitlerle IF teknikleri iyi sonu¢ vermezler (21).

IE veya IF metodlarimin hangisinin daha spesifik oldufu tartigmasi
stirmektedir. Bu tekniklerin giiniimiize kadar yapilan kargilastirmalarinda esit
spesifite ve sensitiviteleri tesbit edilmigse de IE tekniklerinde 0zellikle immuno
alkalin phophatase metodunun gelistirilmesi IE tekniklerinin hassasiyetini
artirmustir (19,20,22).

Immunoenzim metodlan i¢inde en ¢ok kullamilam IP boyamalaridir. Fakat
yeni geligitirilen immunoalkalin phosphatase metodunun (IA) IP ile
kargilagtirilinca bazi avantajlar1 olduBu ortaya ¢ikmugtir. Bunlar;

1-Parlak kirmizi IA reaksiyonu, IP reaksiyonundan daha kolay goriilebilir.

2-IA reaksiyonlan IP reaksiyonlarindan daha yogundur.

3-Endojen peroxidase, 6zellikle graniilasit, erytroid hiicreler ve mikrofaj-
larda istenmeyen backgraund boyamaya neden olur ve bu endojen peroxida-
se'ln bloke edilmesi sirasinda antijenin denatiire edilmesi riski devaml
vardir.Endojen alkalin phosphatase ise dokularda ¢ok az bulunur ve levamisol
ile kolayca bloke edilir. Endojen alkalin phosphatase'm dokularda az miktarda
bulunmasi 6zellikle eosinofil infiltrasyonu olan lenfoid dokularin boyanmasi
ve kan veya kemik iligi ile calisildifinda 6nemlidir.

IE Teknikleri, biitiin enfeksiy0z hastaliklarin teshisinde ¢zellikle besi yerle-
rinde yetigtirilmesi ¢ok zor veya imkansiz olan hastaliklarin teghisinde kul-
lanilir (11,14,23,20,12,24). Hindistan'da yapilan bir arastirmada kuduz
teshisinde,IF'ye alternatif olarak denenen Direkt IF boyamalarin %100 sense-
tif ve spesifik oldugu bildirilmigtir (22). .

Bunun yaninda tiim0r histolojisinde IE metodlan ¢ok kullamilirlar. Ozellikle
histolojik ayirimi ¢ok zor olan carsinoma ve genis hiicreli Ilymphoma'larin
ayiriminda, pleural mesothelioma ile metastazik adenocarsinoma'nin
ayiriminda ¢ok kullanilirlar(20). IE'nin diger 6nemli bir 6zelligide iki veya li¢
degisik antijene karsi boyama yapmak miimkiindiir (7).

IE'nin en biiyiik dezavantaji ise kullanilan kromojenlerin kansarojen olma-
mas1 ve boyamanun IF veya diger histolojik boyamalarla kiyaslaninca ¢ok
uzun olmasidir.
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