
iMMUNOENZiM TEKNiKLERiN HiSTOPATOLOJI'YE 
UYGULANMASI 

Fikriye EKMEN (*) 

Tanım.İmmuno enzim boyama teknikleri, insan ve hayvan doku antijenle­
rinin ve antikodarının tesbit edilmelerinde ve bunların lokalizasyon yerlerinin 
belirlenmesinde kullanılır. Bakteriyel, viral ve paraziter antijenlerinin identifi­
kasyonunda çok geniş bir kullanım alanı vardır. Bunların yanında tümör ve 
otoimınune hastalıkların teşhisinde kullanılır. 

Giriş ve tarihçesi :İnfeksiyöz hastalıkların tanısında, uzun yıllardır et­
kenlerin uygun besiyerlerinde izolasyon ve identifıkasyonu yoluna gidilmiştir. 
Bu yöntemlerin çok zaman alması ve insanların Hepatitis A ve B viruslan gibi 
etkenierin besi yerlerinde üretimlerinin mümkün olman1ası, bazı alternatif me­
totlar aranmasına neden olmuştur. Hemaglutinasyon-inhibisyon (HI); Kornp­
Iement Fiksasyon (CF); indirekt Hemaglutinasyon (IHA); Virus Nötralizasyon 
(VN); Agar-jel Presipitasyon (AGP) gibi serolajik testler bu amaçla 
geliştirilmiştir. 

Reiner 1930'da, Heidelberger ve arkadaşları 1933'de dokularda ve 
hücrelerdeki antijeni görülür hale getirebilmek için işaretlenmiş antikorların 
kullanılabileceği fikrini ortaya attılar. Fakat antikorlan işaretiemek için kul- . 
landıkları azo boyaları, antikorların biyolojik özelliklerini etki­
leyip,duyarlılıklarını azalttığı için başarılı olan1adılar (1). 

Creech ve Jones 1940'da antikorlar dahil olmak üzere pek çok proteinin,bir 
fluorescent boya olan phenylisocyanate ile biyolojik ve ımmunolojik özellikleri 
etkilenmeden konjuge edilebileceklerini gösterdiler. Bu komplex mavi fluore­
san verir ve bunun dokunun mavi otofluoresanından ayrılınası çok zordur. 
Coons, Creech, ve Jones 194l'de phenylisocyanate yerine fluorescein isocya­
nate kullanmaları, elma-yeşili fluorescence elde edilmesine ve konjuge edil­
miş antikorların dokuların mavi autofluorescence'nından kolayca 
ayırdedilmesini sağladı (2). 

(*)Etlik Hay .Hast.Araşt.Enst. Vet.Hek 
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Bu çalışmanın bir sonucu olarak histopatolojide, özel boyan1alar gerektiren 
pek çok konunun ve pek çok bilinmeyenin açıklığa kavuşrüası sağlandı. Hala 
daha bazı problemler olmasına rağmen, bir antijen-antikor reaksiyonu kesin­
likle spesifik olduğu için,immune boyamalarla pozitif olayların tesbiti çok ko­
laylaşmıştır. 

Kullanılan ilk fluorescent boya olan fluorescein isocyanate, kısa süre 
sorıra yerini fluorescein isothiocyanate'a biraktı, Çünkü tluorescein isothio­
cyanate molekülü antikorlan daha kolay işaretierne özelliğine sahipti. 

Bunu takip eden çalışmalar, daha fazla antijen için daha iyi antikarlann kul­
lanıma gim1esini sağlardı. En son gelişme ise antikorların enzimlerle konjuge 
edilmesi esasına dayanan ımmunoenzim (lE) boyama metodlandır. Kullanılan 
ilk enzim horseradish peroxidase'dır. Bu nedenle bu metod uzun zaman 
ımmunoperoxidase (IP) boyama metodlan diye adlandınldı. Teknik, değişik 
enzimler kullanarak pek çok örnekte inter ve intracellüler olarak bulunan anti­
kor ve antijenlerin, görülebilir hale getirilmesi esasına dayanır. 

Daha sonra, direkt metod modifiye edilerek, indirekt lE boyama metodu 
geliştirilmiştir.Bunu işaretlenmemiş antikor-enzim metodu izlemiştir. Bu 
metod, bir antikora işaret maddesinin konjuge edilmesini gerektim1ez ve 
dolayısı ile konjugasyon esnasında oluşabilecek antikor reactivitelerinde ki 
muhtemel azalma veya tahribat riskini ortadan kaldım. Bunların dışında, reak­
siyonun ikinci bir antikor tarafından açığa çıkarılması , avidin ve biotin 
arasında ki şiddetli tepkimeden faydalanılması gibi pek çok teknik geliştirilerek 
sonuçta elde edilecek reaksiyonun spesifitesinin ve yoğunluğunun 
arttınlmasına çalışılmıştır. 

IMMUNOENZiM BOYAMALDA GEREKLİ OLAN 
MADDELER 

1 - ANTİKOR ÜRETİMİ : 
Immunizasyon. Antikorların üretimi, tavşan, kobay v.s gibi hayvanlara 

antijen verilmesi ile uyanlır. Antikorun mümkün olduğu kadar spesifik olabil­
mesi için antijenin ya çok saf yada sentetik olması gerekir. Bütün bunlara 
rağmen sgnuçta elde edilen antikor yalnızca enjekte edilen antijene spesifik 
değildir. U retilen antikorlar, antijen molekülünün değişik bölümlerine. taşıyıcı 
proteine veya taşıyıcı proteinin bir bölümüne spesitiktirler. Ayrıca, donör hay­
vanın seromu pek çok tabii protein ihtiva eder ki bunlar doku komponentleri 
ile reaksiyona girebilirler. Bunlardan dolayı , kotrol preparaıları ile 
çalışılmadığı müddetçe,positif bir İmınunreaksiyonun spesifik bin antijen­
antikor reaksiyona bağlı olduğu söylenemez. 

Eğer antijen molekülü yeterince büyükse,immunoglobulirıler gibi , hayvanı 
bağışık kılmak için tek başına kullanılabilir.Antijenin molekülünün küçük 
olduğu hallerde, pek çok reptidler gibi, yada molekülün immunojenik 
olrı1adığı durumlarda, kendisinden büyük bir molekülle birleştirilrı1esi immuni­
zasyon için gereklidir.Antikor fom1asyonu için büyük bir kompleks, küçük 
bir p:ıolekülden daha iyi bir uyancıdır. 

Ilk enjeksiyondan(Subcutaneous) uygun bir zaman sonra tavşan (veya 
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kobay)'a rapel enjeksiyon yapılır. Daha sonra antikor testleri için kan alınır. 
Antikor toplanması için standart bir zaman vemıek mümkün değildir, bu 
zan1anı antikor üreticisi kendi belirler. Kan daha sonra santrifuje edilerek erit­
rositler uzaklaştırılır. Elde edilen plazma antikor ihtiva eder,fibrin uzak­
laştınlmadığı için bu tanı olarak serum olanlamasına karşılık antiserum olarak 
adlandırılır. 

Test : Bir sonraki adım antikor mevcudiyetinin tesbit edilmesidir. Antise­
rum, saf antijen kullanılarak Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELİSA), 
radioimmunoassay (RIA), immunoblotting teknikleri ile tesbit edilir, fakat an­
tikor tesbitinin en başarılı yolu, immunocytochemical boyan1alar kullanılarak, 
bilinen pozitif dokuya karşı imunuocytochemistry ile test etmektir. Bu yolla 
antis.erum backgraund ve yapışma yeteneği yönünden test edilmiş 
olur.Immuoncytochemistry'de uygun antikorun antijenle çok sıkı birleşmesi 
gerekir böylece boyama prosedürü esnasında yıkama ile uzaklaşma riski 
önlenmiş olur. 

Serolajik testler için üretilen antikorlar her zaman immuoncytochemistry 
için kullanılamazlar. RIA için iyi bir antikor, immuoncytochemistry için her 
zanıan uygun olmayabilir. Bu konuda ELİSA tekniği için kullanılan antikorlar 
immunocytochemical boyanıalara uygundur. 

Monoclonal Antikorlar .Saf antikor üretim tekniği,l970'li yılların so­
nunda geliştirilmiştir (3). 

Hayvanlar( genellikle, Balb-C fareleri) antijellle bağışık kılınır. Hayvan ve­
rilen antijene karşı antikor oluştunuaya başlayınca dalak alınır ve hücre sus­
pansiyonu hazırlanır. Bu hücreler polyethylene glycol (PEG) gibi membran 
fusyonu sağlayan bir kimyasal madde kullanılarak,myeloma hücreleri ile fu­
syona tabii tutulurlar. Bu fusyona uğrayan hücreler, Hypoxantine Aminapterin 
ve Thymidine'den oluşmuş, HAT ihtiva eden bir ortanıda üretilirler. Aminop­
terin, metabolik geçiş yollarını tıkayan güçlü bir toxindir, Bu metabolik geçiş 
yollarını , hypoxantine ve thymidine gibi metabolitlerle desteklenıniş hücreler 
kullanabilir.Dalak hücreleri nomıal hücre olduklan için bu metabolitleri kulla­
nabilir ve HAT ortamında gelişebilirler fakat m yeloma hücreleri metabolik ha­
sara uğradıklan için hypoxantine ve thymidine'i kullananlazlar HAT'lı ortanıda 
ölürler. Dalak hücreleri kültürde 1-2 hafta sonra nonnal olarak ölürler.Fakat 
fusyona uğrayan hücreler m yeloma hücrelerinin immortalite özelliğini ve dalak 
hücrelerinin metabolik geçiş yollarını kullanma özelliğini taşıdıklan için 
yaşan1aya ve üremeye devam eden tek hücre grubu olarak ortanıda kalırlar. Bu 
hücrelerden bazılan dalak hücrelerinin antikor üretme yeteneğinede sahip ola­
caktır ( 4 ). Her hücre sadece bir tip antikor üretir ve kültüre edilmiş hibrid m ye­
lama hücreleri derece derece tek antikor üreten hücre kültürü içine kolon­
limırlar. Bu yöntemle antijen molekülünün bir fragmentine spesifik antikor 
üretilebilir ve kültürler ihtiyaç halinde kulhimlmak üzere saklanabilir. Bu 
metod standart bir antikor üretiminin devamlılığını sağlar. Monoklonal antikor­
ların en büyük avantajı, bunların antijen molekülünün tek bir sequence'ine 
veya epitope'una spesifik olmasıdır. Multiple antikorlar ihtiva eden polyklonal 
antiserumların en önemli problemi ise, üretimlerinde ve immun boyanıalarda 
tam temizliğin sağlanamanıasıdır. Hemekadar,belli bir epitop'a monospesifi-
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te,croos-reaksiyon için gerekli degilsede, birden fazla bilinen veya bilin­
meyen, aynı antijenik özelligi taşıyan molekül mevcudiyetinde, monoklonal 
antikorlar poliklonal antikodara nazaran hiç bir avantaja sahip değildirler. Mo­
noklonal antikodann en önemli dezevantajı ise monospesifiteleridir. Bir palik­
lonal antiserum genellikle multivalandır. Antijen molekülünün değişik 
bölgeleri için antikor ihtiva eder, bu nedenle de antijenin teşhisinde daha 
yüksek kapasiteye sahiptir.Monoklonal antikorlar ise molekülün sadece bir 
kısmı ile reaksiyona girer, bu nedenle antijenle reaksiyona giren antikor 
molekülü sayısı azdır ve boyamalarda daha zayıf reaksiyon elde edilebilir. 
Ayrıca antikorun spesifik olduğu antijen epitop'u fixasyon yada boyamanın 
herhangi bir safhasında yıkama ile atılabilir. Böylece reaksiyonun oluşması 
engellenmiş ve boyarnada negatif sonuç alınmış olur. Bu nedenle bazı monok­
lonal antikorlar sadece taze ya da donmuş dokulada çalışıldığında iyi sonuç 
verirler. Parafinde fıkse edilen kesitlerde ise iyi çalışmazlar. Polyklonal anti­
korlarda ise antijen molekülünün değişik epitoplarına bag1arın1a olacağı için 
şanş daha yüksektir. 

Iyi bir antikorun özellikleri . Bir antikarda aranacak en önemli 
özellik, spesifik antijellle iyi bağların1ası ve diğer antijenlerle reaksiyona gir­
memesidir. Antijen-antikor arasında ki bağlanmanın kuvveti birleşen . 
bölümlerinin sayısı ile orantılıdır (5). 

Immunochemistry yüksek yapışma özelliği olan antikodara ihtiyaç gösterir, 
antikorların boyan1a prosedürü esnasında yıkan1a ile uzaklaşmayacak kadar iyi 
bağlanması gerekir. · 

Antiserun1daki istenmeyen antikorların spesifik antikordan daha az kuvvetli 
bağlanma özelliğinde olmaları, boyan1a esnasında yıkanma ile uzaklaşmalarını 
saglayacağı için terelli edilir. Fakat anormal ve hasara ugranuş histolojik kesit­
lerle çalışıldığı zan1an çok dikkatli çalışılmalıdır. Çünkü bu gibi dokuların 
non-spesifik antikorlada kaplanmış olma ihtimalleri fazladır. Her çalışmada 
olduğu gibi histopatolojik çalışmalarda da kontrollerle çalışmak zaruridir. 

Antikorların titresi ve konsantrasyonlanda çok önemlidir. Yüksek titre, 
yüksek diluasyorılan gerektirir. Bu immunocheınistry'de doku kampanetleri 
ile reaksiyona girebilecek istenmeyen antikor populasyonunun diluasyonla 
bertaraf edilmesi demektir. 

Eger monoklonal antikorlar kullanılıyorsa, diluasyon faktörü daha az 
önemlidir,çünkü istenmeyen reaksiyonlar olmayacaktır ve teorik olarak limit­
siz antikor temini mümkündür. Fakat ınonoklonal antikodann üretiminin çok 
pahalı olduğuda gözardı edilmen)elidir. 

Monoklonal antikodann en önemli dezavantajlanndan biri fareden üretilmiş 
olduğu için, tavuk makrofajlanna ve bazen de normal tavuk dokusuna 
bağlanma özelliği göstermesidir. Aynı durum Canine parvovirus ve Canine 
distemper ile çalışıldığında köpek bağırsağında da gözlenmiştir. Bu sadece 
monoclona!. antikarlara değil tüm fare serun1larına has bir özelliktir (6) 

2-ENZIM : En çok kullanılan metod IP olduğu için proxidase'a ağırlık 
verilecektir. Peroxıdose 40000 molekül ağırlığına sahip bir hemaglyco pro­
teindir. Kullanımdaki en önemli sakıncası ise kullanılan spesifik kromojerılerin 
kanserojen olınasıdır. 
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Peroxidase'ın tercih edilişinin pek çok nedeni vardır. 
-Küçük hacimli olması nedeni ile antikorların antiejenlere bağlanma 

bölgelerini kapamazlar. 
-Elde edilmesi kolay, saflık oranı yüksektir ve kontamine olma riski çok 

atdır. 
-Stabildir, bu nedenle üretim, depolama ve uygulama safhalarında 

değişikliğe uğramaz. 
-Endojen peroxidaselar dokularda çok az bulunur ve bunlarıninaktive edil­

meleri kolaydır. 
-Peroxidas'ın aktive edebileceği pek çok kromojen vardır ve bunlar antije­

nin bulunduğu bölgeye lo kalize olur ve göıülebilir renk alırlar. 
-Pahalı değildir. 

- --

DAB + substrat Kcıyu mavi 1 Kahvereı!_g_i 
AEC + substrat Kırmızı-Mor 

H ORSE Chloro-Naphthol + substrat Koyu Mavi 
RADİSH Manker-Yates+ substrat Koyu Mavi 1 Kahverengi 

PEROXİDASE Tetramethyl benzidine + substrat Parlak Mavi 
0-dianisidine di-HCI + substrat Kırmızı 

ALKALİNE Naphthol AS-MX phosphate+HCL + ParlakMavi 
PHOSPHATASE Fast Blue BB Kırmızı 

Tablo 1 -c Spesifık kromojenler 

Alkaline phosphatase ve glucose oxidase'da dahil olmak üzere pek çok 
enzim IP boyamalar için peroxidase'a alternatif olarak kullanılmıştır (7). Daha 
sonra değineceğimiz gibi Alkalin phosphatase metodunun IP'ye bazı 
üstünlükleri vardır. 

istenıniyen Reaksiyonların Önlenmesi : Edojen peroxidase veya al­
kalin phosphatase aktivitelerinin inhibe edilmesi için pekçok yöntem 
geliştirilmiştir. Bunlardan bazılan : 

l-%0.02'lik asetik asit ve %l'lik sodyum ferrisiyanid içeren metanol, 
2-%0.05'lik fenilhidrazine hidroklorid (pH7.1), 
3-%0.05'lik Hidrojen peroksit (H2Q) içeren metanol, 
4~HCI (0.02M)'li metanol. _ 
Endojen peroxsidass'ın inhibe edilmesinde en başarılı yöntem üç kimyasal 

maddenin birlikte kullanılmalarıdır. Bu yöntemde önce %6'lık H202 denatüre . 
hemoglobini renksizleştim1ek ve endojen peroxsidase'ı inhibe etmek için kul­
lanılır. Bunu takiben glikol gurubu enzimierin oksidasyonu ve histolojik 
ayrıntıların belirginleşmesi için %2.5'lik periodik asit eklenir. Daha sonra da 
periodik asidin veya aldehidli fiksatiflerinin oluşturdukları aldehidin,temel al­
kollerle reaksiyonunu azaltmak için %0.02'lik potasyum borahidrit ilave edilir. 
Aynı prosedür endojen alkalin phophatase'lann inaktive edilınelerindede kul­
lanılır (8). Endojen alkalin phophatase için 1 mM Levamisole'de kullanılabilir 
(7). 
~ku kollojeni ve bağ doku elementlerinin prinier antikorlarla bağlanmasını 
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önlemek için boyamadan önce pre~rat non-immun serumla muamele edilir. 
3-ENZiMİN KONJUGE EDiLMESiNDE : İki metod kullanılır 
a-Peroidate Oxdation Teknik 
b-Glutaraldehyde Metod 
Her iki metodunda uygulanmasında Horse-radish peroxsidase,Alkalin 

phosphatase ve konjuge edilecek antikor gerekli olan maddelerdir. 
a- Periodate Oxdation Teknik 
1- Taze hazırlanmış Sodium bikarbonat (0.3M)'ta 10 mg Horsedasidh pe­

roxsidase eritilir. 
2-50ul fluorodinitrobenzen (FDNB ; %l'lik absolu alkolde) eklenir ve oda 

ısısında ı saat yavaş bir şekilde kanştınlır. Bu basamak enzimin kendi kendi 
ile bağlanması sağlanır. 

3-1 ml d is til e suda eritilmiş 0.06M sodium period at eklenir ve oda ısısında 
30 dk.karıştırılır. Bu basamak peroxidazdaki reaktif aldehid gurubunu 
oluşturur. 

4- lml distile suda eritilmiş 0.32M ethylen glycol eklenir ve oda ısısında 1 
saat kanştınlır. Bu basan1ak periodic asit fazlası ile reaksiyona girer. 

5- Aktive edilen peroxidase ayrılır. Konjuge edilecek antikor karbonat/ 
bikarbonat solusyonlan (O.Olın, pH9.5) ile ayrı ayn bir gece bekletilir. 

6-15 mg antikor aktive edilmiş peroxidase'a kanştınlır, hafifçe kanştırılıp 
oda ısısında 2 saat bekletilir. 

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

8-HCI (0. 1) ıı ile pH 7.2'ye ayarlanır. 
9-%0.02'lik Sodium azide (NaN3) ihtiva eden PBS'de arıtılır.Dilue edil-

meden 4 oC'de veya %l'lik ovalbümin içeren azide-free PBS'de dondurularak 
muhafaza edilir. 

b-Giutaraldehyde Metod 
l-5mg antikor, 2ml fosfat buffurda (0. lm, pH6.8) çözdürülür. 
2- lümg alkaline phosphatase veya peroxidase eklenip, hafifçe kanştınlır. 
3-%1 'lik 9 gutaraldehid ihtiva eden distile sudan 0.15ml dan1latılır. 
4-Bu kanşım oda ısısında 2 saat bekletilir. 
5-PBS ile aritılır (4C de 30 dk.1500 devir) 

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

7-4° C de saklanır. 
Ortan1daki serbest enzim ve antikorlar Sephadex G-200 kromatography 

yardımı ile ayrılır. . 

4 - ÇÖZÜNMEYEN VE KULLANlŞLI ANTiJEN TEMiNi. 

Başaılı bir ımmune boyama için, doku antijenlerinin çözünememesi 
ve temel yapılannda önemli bir değişme alınadan antijenik bölgeleri antikorun 
bağlanmasında uygun olmalıdır. Bunlara ek olarak, immune reaktif hücre ve 
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organellerinin idenlifiye edilmeleri için dokunun yapısı korunmalıdır. Marazi 
madde mahdut miktarda antijen ihtiva eder. Marazi madde'nin boyama için 
hazırlandığı her safhada,bu antijenin bir bölümü imha edilir. Bu prosedür so­
nunda imha edilmeden kalan ve antikor tarafından ranınabilecek az antijen im­
munochemistry ile lokalize edilir. Boyamanın amacının antijeni lokalize etmek 
olduğu gibi fiksasyonun amacında antijeni muhafaza etmektir. Anitjenin pri­
mer antikor tarafından kullanılabilir, kabul edilebilir olması ve iikse edilmiş 
olması gerekir. Antijenin iyi fikse edilmemiş olması halinde , boyama pro­
sedürü esnasında yıkama ile uzaklaşması ve boyamanın sonuçsuz kalması 
mümkündür. 

Antijenin primer antikora bağlanabilme özelliğide çok önemlidir. Eğer anti­
jen sentez bölgesinde difuzsa yanlış yorum yapılma ihtimali artar. Antijen 
küçük olduğu nisbette diffuz olma ihtimali artar ve daha kuvvetli fiksasyon ge­
rektirir. Bu gibi durumlarda fomıalin gibi cross- bağlı fiksatifler antijenin dif­
fuzyonunu önlerler. 

Eğer antijen primer antikor tarafından kabul edilebilir değilse bağlanma ol­
mayacaktır. Fazla fiksasyonun en önemli etkisi aşın aldehyde bağlanmasıdır, 
bu antijenin maskelenmesini sağlar ve antikorun bağlanıııasını engeller. Fiksa­
tifin antijen in yapısını değiştiınıesi antijen in antikor tarafından tesbit edilmeme­
sini sağlar antijenin büyük ve kompleks olduğu durumlarda, çok hafif fıxa­
syon uygulanması, antijenin maskelenme ve yapısında oluşabilecek 
değişiklikleri engelleme açısından zaruridir. 

Optimal fiksasyon için aşağıdaki şartlar temin edilmelidir: 
- Doku parçalarının kurumalarına müsaade edilmemeli ve mümkün olduğu 

kadar çabuk fiksatif içine atılmalıdır. 

- Küçük doku parçalan, 2cm" den küçük ve 4mm kalınlığında, enaz 200ml 
fiksatif içine konmalıdır 

- Fiksasyonu takiben. doku parçaları yıkanarak boyama kusurlarına sebep 
olabilecek fiksatif fazlasından arındınlmalıdır(lü) 

Dondurulmuş dokular immunocytochemistry için en uygun olanlardır. Pek 
çok yüzey antijeni fiksasyonla tahrip edilir ve sadece dondurulmuş kesitlerde 
tesbit edilmeleri mümkündür. 

Dokular, küçük parçacıklar halinde olmalıdır, böylece hücre yapısına zarar 
verecek buz kristallerinin oluşması engellenmiş olur. 

Doku dondurolduktan sonra -80°C de uzun süre saklanabilir. 
Fiksasyon metodu, antijenin lokalizasyon bölgesine ve oluşacak antijen­

antikor reaksiyonuna bağlı olarak değişir. Onemli olan ister bir fiksatifin içine 
daldırılarak, ister dondurularak muhafaza edilsin, dokunun mümkün olduğu 
kadar taze olnıası esastır. ~ 

Fiksatifler. Fiksatifin seçimi,fikse edilecek dokuya ve antijene bağlı ola-
rak değişir. Günümüzde kullanılan başlıca fıksatifler; 

-%10 Neutral Buffer Fomıalin pH 7 
- Zenker's Fiksatifi (9), 
- Etanol (10) 
-Fomıaldehid- merkuri 
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-Fomıaldehid - asetik asit (2). 
Proteolitik Enzim Uygulaması , Formalinde fikse ve parafinde 

bloke edilen dokularda, peptidlerin güçlü kross bağlanmn aynımasının en pra­
tik yolu,kesitlerin boyama öncesinde tripsine veya pronase gibi bir proteolotik 
enzimlerle muamele edilmesidir. Bazı araştıncılar, fonnalinde fikse edilen 
preparatlar için protease XIV, lll ve proteinase K'nın en uygun proteolitik en­
zimler olduğunu bildimıişlerdir(l 1). Bu enzimler, fiksatifın antijellle yaptığı 
kross bağı kırar ve proteinin antijenik bölgesini açığa çıkanr. 

Proteolitik enzinlle yapılan muameleyi bertaraf etmek için bazı araştıncılar 
Bouin's solusyonu fonnaldehit-merküri, fonnaldehit-asetik asit gibi fıksatifle­
rin kullanılmasını tavsiye ederler(12,13,2,14). 

Kesitin preparata tesbit edilmesi. İmmunolojik boyamalar için kul­
lanılacak parafın kesitler asla sıcak preparatlar üzerine konmamalıdır.Çünki 
sıcak doku antijenlerinin pek çoğunun tahrip olmalanna sebep olur.Preparatlar 
37°C de enaz bir gece bekletilerek kurutulur. Bazı durumlarda adhesive kul­
lammı gereksizdir. Fakat, protease enzim kullanılmış§a yada uzun boyama 
metodlanndan biri kullanılacaksa, adhesive gereklidir. Ozellikle dondurulmuş 
kesitlerle çalışılacaksa adhesive zaruridir. Adhesive olarak özellikle parafin 
veya dondurulmuş kesitler için, albumin kullanılabilir. Aynca fonnal­
gelatine, chrome-gelatine ve %0.05'lik Elmers' Glue gibi adhesive'lerde in­
kube edilmiş preparatlar kullamlır. Fakat en uygun olanı preparatlann poly-L-
1 ysinne ile kaplanmasıdır. 

IP için dokulann preparata yapıştınlmasımn en iyi ve en kolay yolu, kesit­
Ierin preparat üzerinde kurutulmasıdır. Parafınin erimesi için preparatlar 60°C 
de 30' dakika bekletilirler. Bu işlem aynca doku ile canı lamel arasındaki 
yapışmayı da kolaylaştınr. Isı ile parafinin eritilmesi kimyasal adhesive kul-
lanıldığında bile yapılmalıdır(9). · 

Reaksiyonun görülür hale getirilmesi. Peroxidase ve alkaline 
phosphatase'la işaretlenmiş antikodann avantajı kalıcı ve nonnalışık mikros­
kobu altında görülebilir olmalandır 

Peroxidase ile işaretleme enzinıle antikorun cross-bağlannı sağlayacak 
büyük, ekstra bir moleküle ihtiyaç vardır. PAP(Peroxidase-antiperoxidase) ın 
hazırlanması ise daha konıplikedir ve kompleksin saflaştınlması gereklidir. 
Altınla işaretleme de antikorlar non-kovalent adsorpsiyon ile altın par­
tiküllerine yapışırlar. 

Tüm antikorlar kullanılmadan önce bilinen positive dokular kullamlarak, 
immunocytochemical boyamalada titreleri yapılmalı ve en iyi çalışma dilia­
syoıllan tesbit edilmelidir. Bu çalışma diliasyonlan boyama zamamna bağlı 
olarak değişir. Kısa boyanıa zamanı (10 dk-1 saat) uzun boyama zamanına 
(12-24 saat) göre daha Yüksek antikor konsantrasyonuna ihtiyaç gösterir ve 
kısa süreli boyamalarda non-spesifik reaksiyon oram daha fazladır. 

Kromojenler : Buıllar peroxidas veya alkalin phosphatase gibi enzimlerle 
reaksiyona girip antijen-antikor bağlamasım görülür hale getiren kimyasal 
maddelerdir. 

Horse-radish peroxidase için·, diaminobenzidine(DAB) en çok kullahılan 
kromojendir. Fakat yapılan deneysel çalışmalar DAB'ın kansarojen özelliğini 
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ortaya çıkarmıştır. Bu nedenle 3-Amıno-9- ethylcarbozole (AEC) kul­
lanılmıştır. ABC'nin en önemli dezevantajı alkoldeve organik çözücülerde eri­
mesi ve sulu bir yapıştıncı ile preparatların tesbiti gerekir (8). Bunların dışında 
kullanılan kromojenler ; 4-chloro-1-naphthol, tetrametthyl benzidine ve pyro­
catechol'lü p-phenylenediamine'dir. 4-chloro-1-naphthol soluk renkte reak­
siyon oluşturur, tetramethyl benzidine ise mavi kristaller oluşumuna sebep 
olurki bu da normal reaksiyonu gölgeler. 
Başlangıçta subsrat olarak kullanılan NaN3 zamanla yerini daha kullanışlı olan 
H202 'e bırakmıştır. 

ENZİM ' KAYNAK 

Horse-radish proxidesa Yaban Turpu 

Glucose oxidase Aspergillus 

Alkaline Phosphatase E. coli Dana barsak mukusu 

B-Galactosidas E. coli 

Tablo: 2- Bazı enzimler ve kaynaklan 

Doku Boyanınası için kullanılacak yöntem, kullanılacak kromojenin 
özelliğine göre değişir.DAB ve Hanker-Yates gibi kromojenlerkullanılmış ise 
methyl green,light green ve Harris'Hematoxilin gibi alkaloid boyalar kul­
lanılabilir, Preparat .alkolde dehidre edilir,lamel ksilol veya toluene ihtiva eden 
bir yapıştıncı ile yapıştınlır. AEC veya Chloro-naphthol gibi bir kromojenin 
kullanıldığı durumlarda ise preparat asit alkolde dekolore edilmemeli,Mayer's 
Hematoxilinle boyanıp, glycerol gelatin gibi sulu bir yapıştıncı ile lamel 
kapatılmalıdır. 

IMMUNOPEROXIDASE TEKNİKLERİ 

Lokalize hücresel antijenlerin tesbit edilmesinde kullanılan dört temel im­
munoperoxidase boyama tekniği mevcuttur. Bu metodların belli avantaj ve de­
zevantajları vardır. Bunlar yapılacak çalışmalar gözönünde bulundurularak 
değerlendirilmelidir . 

Direct Teknik bilinen bir antijeni tesbit etmenin en basit yolu bu antijene 
spesifik bir antikor kullanmaktır.Direkt immunoperoxidase metotta bu spesifik 
antikor kimyasal olarak peroxsidase 'a bağlanmıştır.Konjuge edilen antikor 
dokuya eklendiğinde direkt olarak antijenle reaksiyona girer (Şekil!). Daha 
sonra eklenecek kim- yasallar ,antijen-antikor reaksiyon bölgesinde renk 
oluşturur ve antijen görülür hale< gelir. 

Indirekt Teknik. Bu tekDikte konjuge edilmemiş antikorlar,doku antijeni 
ile bağlanır. Daha son·ra bu reakibsiyonu tesbit etmek için,peroxidasla konjuge 
edilmiş sekonder antikor eklenir, ve bu antikor primer antikorla bağlanır. 
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Örneğin, eğer primer antikor tavşandan elde edilmiş ise, konjuge edilen ikinci 
antikorunda tavşan-anti antikor olması gerekir. Daha sonra reaksiyonu görülür 
kılmak için bir kimyasal madde eklenir (şekil 2 ). 

Bu metod direkt metotla kı yaslanınca daha kullanışlıdır. Değişik primer an­
tikorlar aynı tür hayvanda üretilirse konjuge edilmiş bir tek sekunder antikor 
hepsi için kullanılabilir. Bu nedenle eğer konjuge edilmiş sekunder antikor 
mevcut ise bu prosedür herhangi bir primer antikorla uygulanabilir. Fakat di­
rekt metoda nazaran daha fazla zan1an alır ve daha fazla nonspesifik reaksiyon 
oluşma riski vardır. 

Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Teknik. Bu metod üç temel 
maddenin kullanılınası esasına dayanır. Bunlar, primer ve sekunder antikorlar 
ve P AP (Peroxidase enzimi ve bu enzim e karşı antik or) komplexdir. Sekun­
der antikor hem primer antikara ve hemde PAP komplexe bağlanır. Çünkü her 
ikiside aynı tür hayvandan üretilmiştir. Sekunder antikorun Fab bölgelerinden 
biri primer antikora, diğeride PAP komplexe bağlanır. Daha sonra peroxidase 
enzimi substrat-kromojen reaksiyonla görülür hale getirilir (Şekil3) 

Bu metodda konjuge edilmiş antikor kullanılmaması PAP metodunun, di­
rekt ve indirek IP metodladına kıyasla daha hassas olmasını sağlar. Özellikle 
doku antijenlerinin folınolde fikse ve parafinde bloke edilmesi esnasında tahrip 
edildikleri durunllarda, PAP doku antijellin tesbitinde en iyi metoddur. 

Avidin-Biotin Teknik . Bu metod yumurta akının glycoproteini olan 
avidinin, bir vitamin olan biotine (Vit.H) kimyasal olarak bağlanması esasına 
dayanır. Metod üç önemli maddeye ihtiyaç gösterir; antijene spesifik primer 
antikor, primer antikara bağlanabilen ve biotinle konjuge edilmiş sekunder an­
tikor, üçüncü olarakta biotin ve avidinle konjuge edilmiş peroxidase ::nzimi. 
A vidinin serbest kenan sekunder antikarda bulunan biotine ve dolayısı ilc pe­
roxidase enzimi .de orijinal antijene bağlanrıuş olur. Reaksiyon daha :;onra 
uygun bir kromatojenle görülür hale getirilir (Şeki14 ). 

Bu metodda heme kadar konjuge edilıniş antikorlar kullanılırsa da 'i·-tidirıin 
biotine olan şiddetli affirıitesi dolayısı ile bu metod diğer konjuge edilmiş anti­
korların kullanıldığı metodlardan çok daha hassastır. PAP metod gibi avidin­
biotin metoduda fom1alinde fikse edilmiş,paratln bloklarda çok iyi sonuç verir 
(7 ,15). bazı araştırıcılar Avidin-Biotin tekniğini diğer peroxidase boyanlalar­
dan daha hassas olduğu kanaatindedirler (16). 

Temel Metodlarm Modifiye Edilmesi ile pek çok değişik boya­
ma yöntemleri geliştirilmiştir.Bunlar; 

Double veya Multiple Boyama; Bu yöntemle bir kesitin iki veya daha 
fazla değişik antijene karşı boyanrı1ası mümkündür. Bu gibi hallerde değişik 
renkler veren kromojenler kullanılmalıdır. 

Bu yöntem P AP metodunun modifikasyonudur. Boyama uygulanır, kro­
mojen tatbik edilip renkli reaksiyon elde ediltikten sonra, bütün prosedür tek­
rar edilir. Bu tekrar da şüpheli başta bir primer antikor ve değişik bir renk 
oluşturacak başka bir kromojen kullanılır (Mesela; ilk kromojen DAB ise ikin­
ci olarak AEC kullanılır). 

Bu yöntemin en önemli dezevantajı primer antikorların aynı hayvandan 
hazırlanmaları halinde ortaya çıkar. Bu durumda ikinci olarak uygulanan pri-

42 



mer antikor ilk reaksiyonun sekunder antikorunun serbest olan bölümü ile 
bağlanarak yanlış positif reaksiyon oluşturabilir (Şekil 5). 

Antijen işaretierne metodu : Bu metod radioimmunocytochemist­
ry (RICH) tekniği di yede isimlendirilir. Bir radyoaktif işaret (125 I), antijene 
bağlanır, daha sonra bu antijen spesifik antikor ile reaksiyona sokulur. 
Böylece radioaktif olarak işaretlenmiş antijen spesifik antikorun bir reseptöıü 
bağlanır, diğer reseptör ise dokuda mevcut antijene bağlanmak için serbest 
kalmış olur. Bu tekniğin en büyük dezevantajı her antikorun tek tek 
işaretlenme mecburiyeridir (Şekil6 ). 

Altıola işaretierne metodu : Bu metod özellikle EM için geliştirilmiş 
olmakla birlikte, ışık mikroskobuna da uygulanabilir. Bu metodda Staphylo­
coccus aureus bakterisinden elde edilen Protein A'nın immunoglobilinlerin Fe 
reseptörlerine ve colloidal altın paritküllerine bağlanma yetenekleri birlikte kul­
lanılır. Protein A-Altın kompleksi boyan1anın ikinci basamağı olarak uygu­
lanır. Böylece primer antikoda reaksiyona giren Protein A'ya bağlı altın reak­
siyonun gö~mesini sağlar. Bu metodun en önemli özelliği antikorun kesitteki 
mevcut tüm Immunoglobilinlerle reaksiyona gireceğidir (Şekil 7). Bu teknik 
indirekt olarak ta uygulanabilir. 

Protein A'nın ferritin veperoxidase'la işaretlenmesideEM için 
geliştirilmişmetodlardır. 

Hapten-sandaviç metodu ; Bu metotta monoclonal anti-hapten antikorlar bir 
köprü gibi kullanılır. Primer antikorlar bir haptenle işaretlenir. Sekunder ola­
rak monoklonal anti-hapten antikorlar eklenir, son basamakta ise haptenle 
işaretli PAP komplex eklenir ve uygun kromojenle peroxidase görülür hale ge­
tirilir (Şekil8) (7.17,18). 

ALKALlN PHOSPHAT ASE METODLARI 

Bu metodlar, temel olarak IP metodlannın aynısıdır. Kullanılan peroxidase 
enziminin yerini bu metodlarla ALKALlN PHOSPHAT ASE enzimi almıştır. 

TESTİN KULLANIM ALANLARI,A V ANT AJLARI VE 
DEZA V ANT AJLARI 

immunoenzim (lE) teknikler ımmunocytochemistrynin diğer metodu olan 
IF ile karşılaştınlınca bazı avantajıara sahiptir, 

1-IF için özel florosan mikroskoba gerek olmasına karşın lE nom1al ışık 
mikroskobunda muayene edilir . .-

2-Bazı dokularda ki autotlorasan spesifik tlorasanın görülmesini engelleye­
bilir. 

3-Spesifik t1orasan'ın ultraviyole (UV) lambası altında kaybolma süresi 
çok kısadır (15 dk.kadar). 

4-IF ile boyanan preparatlann uzun süre saklanma imkanları yoktur, buna 
karşılık lE ile boyanan preparatlar uzun süre saklanabilir. 

5-IF tekniğinin elektron mikroskoba (EM) uygulanaolanlasına karşılık lE 
teknikleri EM'la yapılan çalışmalarda kullanılınaya uygundur (19,20). 
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6- Uygun bir doku boyaması ile IE'de immune boyama yanında doku 
morfolajisinin incelenmesi de mümkündür (9). 

·7- IE teknikleri formalinde fıkse edilmiş parafin bloklarda çok iyi sonuçlar 
verirken, böyle kesitlerle IF teknikleri iyi sonuç vermezler (21). 

lE veya IF metodlannın hangisinin daha spesifik olduğu tartışması 
sürmektedir. Bu tekniklerin günümüze kadar yapılan karşılaştımıalannda eşit 
spesifite ve sensitiviteleri tesbit edilmişse de IE tekniklerinde özellikle immuno 
alkalin phophatase metodunun geliştirilmesi lE tekniklerinin hassasiyetini 
artırmıştır (19,20,22). 

Immunoenzim metodlan içinde en çok kullanılanı IP boyamalandır. Fakat 
yeni gelişitirilen ımmunoalkalin phosphatase metodunun (lA) IP ile 
karşı~aştınlınca bazı avantajlan olduğu ortaya çıkmıştır. Bunlar; 

I-Parlak kırmızı lA reaksiyonu, IP reaksiyonundan daha kolay görülebilir. 
2-IA reaksiyorılan IP reaksiyorılanndan daha yoğundur. 
3-Endojen peroxidase, özellikle granülasit, erytroid hücreler ve mikrofaj­

larda istenmeyen backgraund boyanıaya neden olur ve bu endojen peroxida­
se'ın bloke edilmesi sırasında antijenin denatüre edilmesi riski devamlı 
vardır.Endojen alkalin phosphatase ise dokularda çok az bulunur ve levamisol 
ile kolayca bloke edilir. Endojen alkalin phosphatase'ın dokularda az miktarda 
buluiınıası özellikle eosinofil inftitrasyonu olan lenfoid dokulann bo yanması 
ve kan veya kemik iliği ile çalışıldığında önemlidir. 

IE Teknikleri, bütün enfeksiyöz hastalıklann teşhisinde özellikle besi yerle­
rinde yetiştirilmesi çok zor veya imkansız olan hastalıklann teşhisinde kul­
lanılır (ll, 14,23,20, 12,24). Hindistan'da yapılan bir araştırmada kuduz 
teşhisinde,IF'ye alternatif olarak denenen Direkt IF boyanı al ann %100 sense-
tif ve spesifık olduğu bildirilmiştir (22). .. 

Bunun yanında tümör histolojisinde IE metodlan çok kullanılırlar. O zellikle 
histolojik ayınmı çok zor olan carsinoma ve geniş hücreli Iymphoma'lann 
ayırımında, pleural mesothelioma ile metastazik adenocarsinoma'nın 
ayınınında çok kullanılırlar(20). IE'nin diğer önemli bir özelliğide iki veya üç 
değişik antijene karşı boyama yapmak mümkündür (7). 

IE'nin en büyük dezavantajı ise kullanılan kromojerılerin kansarojen olıiıa­
ması ve boyamanın IF veya diğer histolojik boyanıalarla kıyaslanınca çok 
uzun olmasıdır. 
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