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Son yillarda hemen hemen birgok arastirma dalla-
rinda kullanilir hale gelen imminositokimya tekniginin
gln gectikgce 6nemi artmaktadir. Hicrelerin yapilarini,
birbiriyle ve degisik molekiillerle olan iligkilerini ve bir
takim hicresel mekanizmalarin nasil isledigini agiklama-
ya yardimci olan bu teknik multidisiplin bilim dallarinin
ilgi alanina girmistir. Bu derlemenin her gegin giin daha
da Onemi artan immuinositokimya teknigini kullanmayi
amagclayanlara isik tutacagini umut ediyoruz.

ANTIJEN VE ANTiKORLAR

Antikorlar

Antikorlar B lefositlerden farklilasan plazma hiicre-
leri  tarafindan  Uretilen  glikoprotein  yapisinda
immunoglobiilinlerdir. immunoglobiilinler birbirlerinden
hem yapi hem de fonksiyonel agidan farklliklar gosteren
IgE, 1gG, IgA, IgE ve IgD olmak Uzere bes sinifa ayrilir-
lar. Bununla beraber, farede IgG’'nin IgG1, 1gG2a, IgG2b,
IgG3 ve insanda da 1gG1, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4 gibi alt
gruplari bulunmaktadir.

IgG molekiilli, sekonder immiin cevapta Uretilen en
6nemli immunoglobdlindir. Dért ayri polipeptid zincirin-
den olusmaktadir. Birbirinin ayni olan iki agir ve hafif
zincir birbirlerine kovalen distlfit baglantilariyla ve
kovalen olmayan etkilesimlerle tutunurlar (Sekil 1). “Y”
seklindeki IgG’nin iki antijen baglama bdlgesi ile bir sabit
(constant) boélgesi bulunmaktadir. Antijen baglama bdl-
gesi “Y” nin kollarinda bulunmaktadir ve bu kollar disdilfit
koprileri sayesinde bikilebilme 6zelligine sahiptir. 1gG
molekili gesitli proteolitik enzimlerle muamele edildigin-
de, degisik fonksiyonel 6zellikleri olan fragmanlara ayri-
lir. Papain ile muamele edildiginde 2 Fab ve 1 Fc bdlge-
lerine ayrilmaktadir. Fab bdlgesi IgG’'nin antijen baglama
bélgesini icermektedir. Fc fragmani ise sabit bdlgeyi
olusturur ve komplemanlari ve degisik hicre ylizey re-
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septorlerini baglamaktadir. Serumlara kargi antikorlar
Uretilirken (baska tirlere karsi) bu antikorlar Fc frag-
manina karsi olusur, ¢lnkiu Fc bélgesi IgG molekille-
rinde sabit kalmaktadir. Bu 6zellik antiserum olusumu-
nun temelini olusturmaktadir (6rn: rabbit-anti-mouse
1gG).

Pentamer seklindeki IgM molekdlleri, 5 tane “Y”
seklindeki monomerin Fc fragmanlarinin tutunmasi ile
olugsmaktadir. IgM molekulleri total Ig’lerin %5’ini olus-
turmaktadir ve primer immin cevapta 6nemli rolu
bulunmaktarir. IgG molekiliine gére antijenle baglanma
kapasitesi daha dusuktur.

IgA molekillerinin serum oranlari disuktir ve daha
¢cok goz yasi, tukrik ve sut gibi vicut sivilarinda bulun-
maktadir. Bu sivilarda IgA dimer seklindedir, ancak
monomer, trimer ya da tetramer seklinde de bulunabil-
mektedir.

IgE molekiileri monomerik yapida olup gesitli allerjik
ve parazitik reaksiyonlardan sorumlu olan molekdllerdir.
IgD molekiilii de monomerik olup B hiicrelerinin ylizeyle-
rinde yerlesim gdstermektedirler.

Antijenler

Antikor Uretimini uyaran ve spesifik olarak antikor-
larla baglanma 0zelligi gosteren molekiillere antijen
denmektedir. Antijenler genellikle biyik proteinler ya da
polisakkarid  molekulleridir ve molekul agirliklar
40.000’den daha buyuktur. Lipoprotein ve glikoproteinler
immin cevap olusturmalarina karsin purifiye lipidler
antijenik 6zellik gostermezler. Antijenin Gzerindeki anti-
kora baglanma bdlgesine epitop ya da antijenik determi-
nant bolgesi adi verilmektedir.

ANTIKORLARIN URETIMi

a) Poliklonal Antisera: immiinohistokimyasal ¢a-
lismalarda kullanilan antikorlarin en kolay Uretiime yolu
poliklonal  antiserum  olusturulmasidir.  Poliklonal
antiserumun uretimi genellikle tavsanlarda yapilmakta-
dir. Genel olarak istenilen antijenin tavsan deri
altinainjeksiyonu seklinde olmaktadir (Sekil 2). Hayvanin
antijene kargl sekonder immiin cevap olusturabilmesi
icin ¢esitli zaman dilimleri iginde birgcok injeksiyon yapil-
maktadir.  Immiinositokimyada antijenlere  yiiksek
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Sekil 1. IgG molekulunin temel yapisi.

afinitesi olan antikorlar tercih edilmektedir. Molekdllerin
antikor Uretimine yol agabilmeleri igin molekul agirliklari
1000’den fazla olmahdir. Hapten olarak anilan kiguk
molekiiller antikorlara spesifik olarak baglandiklari halde,
kiglk olduklarindan bir immin cevap olusturmazlar.
immiinizasyon sirasinda serumdan kiigiik 6rnekler alinir
ve antikor konsantrasyonlarina bakilir. Bunun igin; RIA,
ELISA ya da immunopresipitasyon ydntemleri kullanila-
bilir. Eger serumda yeterince antikor olusmussa hayva-
nin serumu immunositokimya tekniginde kullanilabilir. Bu
serumun igindeki Ig olmayan proteinleri gesitli tekniklerle
ortadan kaldirmak miumkandr.
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b) Monoklonal Antikorlar: Monoklonal antikorlarin
Uretimi ilk kez 1975 yilinda Kohler ve Milstein (1) tarafin-
dan geligtirilmistir. Temel olarak B hicrelerini myeloma B
hicreleri ile birlestirerek olusturulan hibrid hiicreleri klon
yapmak suretiyle ¢ogaltiimasi ile gergeklestirilir (Sekil 2).
Sonugta belirli bir antikor klonunu sayisiz olarak Uretebi-
len 6limslz hicreler elde edilmis olmaktadir. Bu islem-
de kullanilan myeloma hiicreleri sadece fare ya da si-
¢andan elde edilirler. Antikor Ureten B hiicreleri dalakta
konsantre olduklarindan bu organ cikartiimaktadir. B
hicreleri izole edilir ve myeloma B hicreleri ile birlestirilir
ve sonugta hibrid hiicreler elde edilir. Boylece birlesmig
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hicresi gibi 6limsiz 6zelligi gostermektedir. Birlesme-
mis dalak hiicreleri ile myeloma hiicreleri ise kultir orta-
minda birka¢ gin iginde olurler. Myeloma hicrelerinin
O6lim nedenini ortamda bulunan HAT (Hipoksantin
aminopiterin timidin) maddesi olusturmaktadir (2). Clink
bu hicreler, HGPR (Hipoksantin guanin fosforibosil
transferaz)  enziminden  yoksundurlar. Sonugta,
hibridoma igeren siipernatantlar alinir ve antikorun varli-
g1 ELISA testi ile arastirilir.

IMMUNOSITOKIMYA TEKNiIKLERI
1. Direkt Metod

2. Indirekt Metod

1. Direkt Metod: Coons ve ark. (3,4) doku antijen-
lerini belirlemek igin ilk kez isaretli primer antikorlari
kullanmiglardir. Buna ayni zamanda tek basamakl
metod da denilmektedir (Sekil 3a). Doku antijenleri arag-
tirlmasi istenen bir peptid olabilecegdi gibi bir enzim ya
da bir noérotransmitter de olabilir. Antikorlari igaretlemek
icin rhodamin gibi floresan maddeler, horseradish
peroxidase (HRP) gibi enzimler veya ferritin ya da
kolloidal altin partikiilleri kullanilir. Isaretli primer antikor,
Ureten ve satan sirketlerden saglanabildigi gibi, arastir-
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macilar kendi labaratuvarlarinda da Uretebilmektedirler.
isaretli primer antikor ile dokudaki arastiriimak istenen
antijenlerin lokalizasyonlari ve varligi hakkinda kisa
surede sonuglar alinabilmektedir. Fakat bu ozellik bir
avantaj olmasina karsin bu ydntemin dezavantajlari
daha fazladir. Bunlari sdyle siralayabiliriz:

1) Primer antikor igaretlenirken, antikorun antijene
baglanma oranini azaltabilir, ¢linkii bu islem sirasinda
antikorun baglanma bdlgeleri az da olsa yapisal degisik-
lige ugramaktadir.

2) Her bir primer antikoru isaretlemek oldukca za-
man alici bir islemdir.
3) Dusuk derece duyarlilik géstermektedir.

2. indirekt Metod: islem olarak direkt metod ile
benzerlik gostermektedir. En buyik farki, isaretli madde-
ler ortama aktarilarak primer antikora baglanmaktadir.

a) iki basamakli metodiar
i) Primer antikora baglanan maddeler (reagentlar)

Bu yéntemde primer antikorun doku ile muamele
edilmesinden sonra bazi maddeler ortama aktarilir. Bu
kategoride kullanilan maddeler protein A-kolloidal altin
kompleksleri (5), radyoaktif isaretli antijenler (6), altin



128

isaretli antijenlerdir (7). Protein-A, staphylococcus
aureus tirlerinden elde edilen bakteriyel bir proteindir.
Bu madde hemen hemen tim immunoglobdilinlere bag-
lanabilmekte, ayrica kolloidal altin partikiillerine yapisa-
bilmektedir. Protein A-kolloidal altin kompleksi postem-
bedding imminoelektron mikroskopide sikga kullanil-
maktadir. Yakin zamanda protein G (G tipi streptokokal
bakterilerinden izole edilmis) immonohistokimyada kul-
lanilmaya baslanmistir (8,9). Protein G, protein A'ya
gére cok degisik turlerdeki 1gG’ye baglanma o6zelligi
gOstermektedir.

ii) isaretli sekonder antikorlar

Glnimizde en ¢ok kullanilan metoddur. Burada
isaretli sekonder antikor kullaniimaktadir, yani kullanilan
ikincil antikor isaretli olmaktadir (Sekil 3b). iki basamakli
metodlarin temelinde primer antikorun arastiriimasi
istenen antijene baglanmasi ve bir isaretli sekonder
antikorun primer antikora baglanmasi ve bu isaret ile
goruntinin elde edilmesidir. Bu metod ilk kez 1954
yiinda Weller ve Coons (10) tarafindan kullaniimigtir.
Sekonder antikor primer antikorun uretildigi hayvandaki
IgG’ye karsi hazirlanmistir ve primer antikora baglan-
maktadir. Bu sekonder antikorlar bir florokrom (floresan
madde) ya da enzimle konjuge edilirler.

Florokrom olarak fluorescein isothiocynate (FITC),
rhodomine veya Texas red gibi isaretli maddeler
(markrlar); enzim olarak da peroksidaz ve alkalen
fosfataz kullanilmaktadir. isaretli sekonder antikor meto-
du, direkt metoda gore son derece ylksek duyarliliga
sahiptir. Clnkl bircok sekonder antikor tek tek olan
primer antikora baglanabilmekte ve bdylelikle isaretli
maddeler sayisal agidan ¢ok olmasi nedeniyle gorilebi-
lirlik artmaktadir ve bdylece direkt metoda gére daha
glvenilir sonuglar vermektedir.

b) Ug basamakli ve bes basamakli metodiar: PAP,
Double-Bridge, ABC teknikleri

immiinositokimya tekniklerinde duyarliligi arttirmak
icin sirekli ugraslar veriimektedir. Iste (ic basamakli
metod da buna ydneliktir. Bu yontemde kisaca “IgG
Sandwihc”i  olusturulmaktadir. Yani kisaca, igaretli
sekonder antikorlar primer antikora baglanmakta ve
baska isaretli sekonder antikorlar da diger isaretli
sekonder antikorlara baglanmaktadir. Bu yéntem birgok
avantajl da beraberinde getirmistir. Peroksidaz-anti-
peroksidaz (PAP) ve Avidin-biotin compleks (ABC)
metodlarinin isaretli sekonder antikor teknigine gére ¢ok
daha verimli oldugu kabul edilmektedir.

PAP yontemi Ludwing Sternberg (11) tarafindan ge-
listirilmis ve uygulanmaya baslanmistir. Bu teknikte primer
antikor 6zgiin oldugu bir antijene baglanmaktadir, sonra
isaretli olmayan sekonder antikor primer antikora baglan-
makta ve Uglincl basamakta da, PAP kompleksi isaretsiz
sekonder antikora baglanmaktadir (Sekil 3c). Yalniz
antiperoksidaz ile primer antikorun ayni hayvandan gelisti-
rilmis olmasi gerekmektedir. Bu yontemde primer antikoru
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yuksek dilisyonlarda kullanma olanagi bulunmaktadir,
dolayisiyla non-spesifik boyanma ¢ok daha az olabilmek-
tedir. Bu yontemin en blylk dezavantaji ise PAP moleki-
IGndn ¢ok buylk olmasi nedeniyle doku penetrasyonunda
zorluk olmakta ve dolayisiyla duyarlilikta biraz azalma
olabilmektedir. Bu yonteme benzer sekilde, Clark ve ark.
(12) glukoz oksidaz-antiglukozoksidaz (GAG), Mason ve
ark. (13) da alkalen fosfataz antialkalen fosfataz (APAAP)
enzimlerini antikora bagh olarak kullanmiglardir. Birgok
dokuda endojen alkalen fosfataz bulundugundan, APAAP
tekniginde ylksek derecede nonspesifik boyanma goril-
mektedir. Buna karsin hayvan dokularinda glukoz oksidaz
bulunmadidi icin GAG teknidi daha iyi sonuglar vermekte-
dir.

Teorik olarak PAP tekniginden daha duyarli diger
bir metod Double-Bridge (ikili kopri) yodntemidir
(14,15,16). Bu teknikte de antisera sandwich’i sayesinde
daha ¢ok baglanma bdlgesi olusturularak daha ¢ok isa-
retleme kullanmak suretiyle gorintileme daha kesin
olmaktadir (PAP+bridge+PAP).

Avidin-biotin-compleks-peroksidaz (ABC-
peroksidaz) metodu ilk kez Hsu ve ark. (17) tarafindan
gelistiriimistir. Biotin kigik bir vitamin molekiludur.
Avidin de 68000 molekiil agiriginda yumurta beyazinda
bulunan bir glikoproteindir ve bazi bakterilerde bulun-
maktadir. Avidinin biotine kargi baglanma o6zelligi
(afinitesi) son derece yiiksektir ve lizerinde biotinin bag-
lanabilecegi 4 baglama bdlgesi bulunmaktadir. Dokuya
primer antikor uygulandiktan sonra biotinle isaretlenmis
sekonder antikor aktarilir. Sonra doku, ABC-peroksidaz
kompleksi ile inkibe edilir. Bdylece birgok tabaka olug-
masi saglanir (Sekil 3d). Ayrica bu teknikte ylksek
dilisyonlar da kullanmak mimkindir. ABC-Peroksidaz
metodunun PAP metodunda oldugu gibi 6énemli bir
dezavantaji, bu kompleksin blylk bir molekdl olusu ve
doku penetrasyonunu glglestirmesidir. Bu teknikte,
Paroksidaz yanisira diger enzimler, florokromlar, altin
partikdlleri, ve 2 gibi radyoaktif igsaretler de kullaniimak-
tadir. Bu nedenle ABC-Peroksidaz yontemi, giincel tek-
niklerden birisidir. Immiinoperoksidaz yéntemlerinde
boya maddesi olarak genelde diaminobenzidine (DAB)
kullaniimaktadir, ayrica kolloidal altin partikilleri, hem
1sik (18,19,20), hem de elektron mikroskobik galismalar-
da igaretleyici olarak kullaniimaktadir (21, 22, 23). Altin
partikilleri, 151k mikroskobunda kirmizi renkte, gimis
presipitasyon reaksiyonu ile de koyu siyah renkte go6-
rinmektedir.

Uc basamakl teknikte primer antikor diliisyonlari
daha yuksek oldugundan iki basamakli metoda gére
daha iyi sonug vermektedir. E§er doku yiksek konsant-
rasyonda antijen igeriyorsa zaman agisindan iki basa-
makl ydntem daha yararlidir. Ayrica secilen isaretleyici
de oldukca o6nemlidir. Ornegin fluorokromlar zaman
gectikce solabilir, 6zellikle 1sik altinda daha ¢abuk sol-
maktadir. Bu nedenle boyanmayi incelemek i¢in uzun bir
sureye ihtiyag varsa, ya da ¢ok miktarda fotograf cekile-
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cekse, enzim ile isaretli maddelerin ya da kolloidal altin
partikillerini kullanmak daha uygundur. Yakin zamanda
Sandell ve Masland (24), birgok floresan markrlari DAB
varliginda isgikta solmayan surekli gorilebilir hale geldi-
gini gostermiglerdir. Bitiin florokromlar solma ile karsi
karsiya olduklan igin, 6zellikle fotograf gekiminde yliksek
hiza sahip film kullaniimalidir. Oysa enzimle isaretlendi-
ginde normal film kullanilabilir ve tekrar tekrar gekilebilir.
Floresan fotograf gekiminde 11k siddeti ylksek verilerek
sureyi kisaltmak mimkandur.

POLIKLONAL VE MONOKLONAL
ANTIKORLARIN KARSILASTIRILMASI
Poliklonal Antikorlar
a. Yiksek afiniteye
dilisyonlarda kullanilabilir.

b. Degisik pH ve tuz konsantrasyonlarinda yiksek
stabilite gosterirler.

c. Yiksek oranda reaktivite gosterirler.

d. Uretimi kolaydir ve ucuza mal edilebilir.

e. Preabsorpsiyon kontrolii i¢in daha kullanighdir.
Monoklonal Antikorlar

sahiptir  ve  yliksek

a. Yuksek oranda uretilebilir.

b. Yiksek derecede spesifiteye sahiptir (tek
epitopa baglanabilmeleri).

c. Immiinreaksiyonda diisiik oranda antijene ge-
rek duyulur.

d. Bilinmeyen ve tanimlanmayan antijenlere karsi
Uretilebilir.

e. Disulk oranda afiniteye sahip oldugu igin dislk
dilisyonlarda kullanilabilir (1: 50, 1: 500).

IMMUNOHISTOKIMYASAL
BOYAMADA SPESIFITE
a) Metod Spesifitesi

Bu metodda antiserumdaki antikorlarin doku anti-
jenleriyle baglandiklar gésterilmistir. Ornegin floresan
isareti kullanildiginda dokudaki dogal floresan maddeler
ya da HRP kullanildiginda endojen peroksidaz aktivitesi-
nin bulunmasi metodun nonspesifik olmasini saglar ve
sonuglain yorumlanmasini giglestirir. Metod spesifitesini
belirlemek icin birgcok kontrol yapilmasi gerekmektedir.
Bunlardan birincisi; primer antikorun olmadigdi bir solls-
yonun dokuya inklibe edilmesi sonra g¢ikan sonuglari
primer antikor bulunan sollisyonu ile inkibe edilen doku
ornekleriyle karsilastiriimasi gerekmektedir. Eger primer
antikorun olmadigi sollsyonla muamele edilen doku
orneklerinde bir boyanma goézleniyorsa o zaman kullani-
lan boyama metodu nonspesifiktir. Metod spesifitesini
ortaya c¢ikarmak igin kullanilan diger bir yontem de
primer antikorun Uretildigi hayvandan primer antikorsuz
yani sadece normal serum kullaniimasidir. Eger yine
boyanma gdzleniyorsa bu boyanma nonspesifiktir ve bu
gapraz reaksiyonu (cross-reactivity) gostermektedir yani
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0zgin olmayan boyama. Bu olay da serumdaki bazi mo-
lekillerin nonspesifik olarak dokuya yapismalari ya da
endojen olarak otofloresan ve endojen enzim aktivitesinin
varligindan kaynaklanabilir. Serum icerisinde istenmeyen
antikorlar doku ile nonspesifik olarak reaksiyona girebilir.
Bu durum daha ¢ok poliklonal antikorlarin kullaniminda
gorilebilir. Cunkl antiserum icerisinde diger antikorlar da
bulunabilir. Bu nonspesifik reaksiyonlari ortadan kaldir-
manin bir yolu, antikoru yiksek diliisyonda kullanmaktir.
Bunlarin yani sira, primer antikor icin degisik dillisyonlar
test edilmelidir ve en uygun dillisyon saptanarak boyama
spesifitesi bulunmaldir. Ornegin, degisik diliisyon oranla-
rinda farkl yogunlukta boyanma goériinmesi gerekmekte-
dir. Boyanmanin spesifik olarak degerlendirilmesi igin
boyanmanin acik ve koyu seklinde degisik tonlarda goé-
rinmesi gerekmektedir. Eger degisik dilisyonlarin uygu-
lanmasinda ayni yogunlukta boyanma gérinuyorsa, o
zaman boyanma nonspesifiktir.
b) Antikor Spesifitesi

Antikor spesifitesinin arastirilmasi metod
spesifitesinin arastirimasindan daha gugtir. Bunun igin
yapilmasi gereken ilk test preabsorbsiyon kontrolldur.
Bu kontrolde primer antikor belirli bir stre icin dis ortam-
da belli dozlardaki antijenle inklibe edilir. Sonra bu anti-
jen-antikor kompleksini igeren solilisyon, arastirilacak
olan antijeni iceren dokuya aktarilir. Eger primer antikor-
lar antijenlere spesifik olarak baglanmigsa boyanma
gorulmemesi gerekmektedir. Eger boyanma gézlenirse
reaksiyonun nonspesifik oldugu anlagsilir. Diger bir kont-
rol sekli de pozitif ve negatif kontroldir. Pozitif kontrolde
aranan antijenin varligindan emin olunan bir baska doku
primer antikorla muamele edilir. Pozitif kontrolde boyan-
ma gorulmelidir. Negatif kontrolde ise antijenin kesin
olarak bulunmadidi bir doku, primer antikor ile inkiibe
edilir. Negatif kontrolde boyanma goériilmemelidir. Negatif
kontrolde ise antijenin kesin olarak bulunmadigi bir doku,
primer antikor ile inkiibe edilir. Negatif kontrolde boyan-
ma gorilmemelidir. Bu kontrolde sonug negatif olmalidir.
Bu durumda kullandigimiz primer antikorun o antijene
karsi spesifik olabilecegini sdyleyebiliriz. Aksi durumda
primer antikorun baska bir molekiille ¢capraz reaksiyona
girdigi ve boyanmanin nonspesifik oldugu anlasilir.

Capraz reaksiyon genellikle ¢6ziimlenmesi zor olan
bir olaydir. Bu olayda antikorlar antijenin sadece kuguk
bir parcasina baglanirlar. Bu nedenle antikorlar antijene
yapisal olarak benzeyen baska antijenik yapilara da
baglanabilirler. Bu problem 0zellikle proteinlerde goril-
mektedir. Ornegin, beyindeki bazi peptid yapisindaki
molekdller birbirlerinden bazan tek bir aminoasit farkiyla
ayrilmaktadir. Dolayisiyla primer antikor, o ailesinin
icindeki diger peptidleri de taniyip onlarla gapraz reaksi-
yona girebilir ve nonspesifik boyanma ortaya gikabilir.

IMMUNOELEKTRON MIKROSKOPI

immiinositokimyada elektron mikroskop diizeyindeki
calismalar, antijenlerin ultrastriiktiirel lokalizasyonlarinin
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Sekil 4. Anti-vazoaktif intestinal peptid poliklonal antikoru fare
beyin korteks kesitlerine ABC-peroksidaz metodu uygulanmig-
tir. Imminoreaktif perikaryonlar ve dendritler gézlenmektedir.

Sekil 5. Anti-vazoaktif intestinal peptid poliklonal antikoru fare
beyni median eminens kesitlerine pre-emedding elektron mik-
roskopi teknigi ile ABC-peroksidaz metodu uygulanmistir. im-
munoreaktif akson terminalleri gbzlenmektedir. A, B, C, D:
Spesifik boyanma median eminensdeki axon terminallerinde
gorilmektedir. PVS: Perivaskiler aralik, BL: Bazal membran,
Ok: Kontakt bdlge, Beyaz*: immiinoreaktif axon terminali, Si-
yah*: Immiinoreaktif olmayan axon terminali, T: Tanasit. Bar 0.5
um.

DALCIK ve Ark.
IMMUNOSITOKIMYA

saptanmasi veya antijenleri bulunduran htcrelerin ince
yapilari hakkinda bilgi edinmek igin kullaniimaktadir.
Dokular iki degisik teknikle hazirlanabilir. Her teknigin,
incelenen  hicresel elemanlara ve antijenlerin
lokalizasyonlarina gére degisebilen Ustin ve eksik yonle-
ri bulunmaktadir.

Elektron mikroskopik imminositokimyada Pre-
Embedding ve Post-Embedding olmak lzere baslica iki
teknik kullanilmaktadir.

a) Pre-Embedding Teknigi

Bu teknikte free-floating yontemi kullaniimaktadir.
Free-floating yonteminde doku &rnekleri bir firca yardi-
miyla, kesitlerin hazirlanan solusyonlardan bir digerine
aktarmak suretiyle gerceklesmektedir. Bu yontemde 1s1k
mikroskop calismalarinda yapilan islemlerin aynisi ya-
pilmaktadir. Sirasiyla immunositokimya islemleri ve
sonra ise elektron mikroskopi iglemleri yapilmaktadir.
Ornegin: ik énce fiksasyon (fiksasyonda su fiksatifler
daha cok kullaniimaktadir: %2 paraformaldehit + %0.15
pikrik asit, %4 paraformaldehit, %4 paraformaldehit +
%0.1-%0.5 Gluteraldehit, %5 Akrolein). Sonra sirasiyla;
vibrotom ile kesit alma, free-floating immunositokimyasi,
yikama, dehidratasyon, infiltrasyon, gdmme, ince kesit
alma, gridlere yerlestime, boyama, elektron mikrosko-
bunda inceleme.

Elektron mikroskobunda i1g1k mikroskobundan farkli
olarak kullanilan deterjanlarin miktarlar azaltilmali ya da
elimine edilmelidir.  Ayrica  kullanilan  antikorun
dilitasyonunu da degistirmek gerekebilir. Fiksasyon
sonrasi ek olarak %3 Gluteraldehit ile fiksasyon ve
postfiksasyon olarak disik duzeyde ozmik asit uygula-
nir. Uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanmanin suresi
azaltiimalidir ¢inki spesifik boyanmayi ortebilir. Pre-
embedding teknigi kullanilarak immunositokimya uygu-
lanan bir beyin kesiti Sekil 5'te goérilmektedir.

b) Post-Embedding Teknigi

Postembedding teknidi preembedding tekniginden
farklidir. Bu teknikte sirasiyla; fiksasyon, postfiksasyon,
dehidratasyon, infiltrasyon, gdmme, kesitlerin alinmasi
ve gridlere yerlestiriimesi, immunositokimyasal islemler
icin gridlerin solusyonlardan gegirilmesi, elektron mikros-
kobunda incelemedir. Goruldigu gibi postembedding
tekniginde immunositokimya islemleri ince kesitler alin-
diktan ve gridlere (200-300 mesli nikel veya altin) yerles-
tirildikten sonra yuritilmektedir. Dokunun gémuldigu
plastik maddenin ortadan kaldirilarak antikorun antijene
baglanmasi kolaylastiriimaktadir. Plastik maddeyi orta-
dan kaldirmak igin sodyum metoksik uygulanmaktadir.
Ancak bu maddeler molekillerin antijenitesine zarar
verebilir. Post-embedding her zaman basarili olmayabi-
lir. GUnku ince plastik kesitin Gzerinde yeterli miktarda
antijen bulunmayabilir. Fakat, hicrelerde organellerin
Uzerindeki antijenlerin ortaya c¢ikariimasinda yararh
olmas! bir avantajdir. Ayrica penetrasyon problemi ol-
madigi icin kolloidal altin isaretli madde olarak kullanila-
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bilir. Oysa pre-embedding tekniginde kolloidal altin icin
penetrasyon problemi bulunmaktadir. Post-embedding
yonteminin diger bir yarari da ayni hiicresel elemanlarda
iki degisik antijeni saptamak mimkindir ve bunun igin
¢Gift boyama uygulanmaktadir (double staining). Cift bo-
yama da ince kesitler lizerinde boyama yapilirken degi-
sik blyuklukteki altin partikilleri kullaniimaktadir.

Onemli Noktalar

Arastirilmasi amagclanan bir sorunun cevaplanmasi
icin kullanilacak teknik ve ydntemlerin daha 6nceden
saptanmasi gerekir. Eger hiicrelerin diger hiicrelere gére
yerlesim yerleri ve pozisyonlarin ayni kalmasi isteniyorsa
ya da tim hicre gérintisu isteniyorsa, o zaman o ama-
ca uygun olarak tam gémme (whole mount) metodunun
kullanilmasi dogru bir segimdir. Bu tip gémme metodu,
daha ¢ok bag dokusundan zengin olmayan kigik doku
drneklerinde iyi sonuglar vermektedir. Ornegin; kiigiik
kan damarlarini besleyen sinirler gibi. Eger elektron
mikroskopi kullanilmak isteniyorsa ve bunun igin pre-
embedding immdunositokimyasi tercih ediliyorsa, o za-
man doku kesitleri vibrotom ile alinmalidir. Isitarak (para-
fin, mikrotom ile) alinan kesitlerde dokunun ince yapisi
bozulmaktadir. Buna ek olarak, 1s1 dokularin
antijenitesini  6nemli oranda azaltmaktadir. Isik
mikroskopik immunositokimya i¢in kriyostat ile kesit
alinmas! tavsiye edilir. islemlerin cam lamel (izerinde
yapilmasi tercih ediliyorsa, primer antikoru 150 pl
dilisyonunda kullanmak dogru bir tercih olabilir. Eger
birgok kesitin (20 um) ayni anda boyanmasi isteniyorsa
primer antikoru 500-1000 upl dilisyonunda kullanmak
mUmkindir ve “free-floating” iglemini yani kesitleri bir
firca yardimiyla solusyondan solusyona aktarmak sure-
tiyle yriitmek dogru bir tercih olur.

immiinositokimya teknigin basamaklan

Asagida belirtilen immiinositokimya metodu bizim
kullandigimiz yontemdir. Fakat literatiirde bu ydntem
degisiklik gésterebilmektedir.

“Free-Floating” indirect immiinositokimya
1. Dokunun vibrotom ya da kriyostat ile kesilmesi

2. Kesitlerin fosfat-tamponlu salin (Phosphate-
Buffered Saline; PBS) solusyonundan gegirilerek yikan-
masi,

0.1 M PBS, 1 litre distile H2O, pH 7.5:

a) 11.4 g dibasic sodyum fosfat (Na;HPOj4)
b) 2.4 g monobasic sodyum fosfat (NaH2PO4)
¢) 9 g sodyum klorid (NaCl)

3. Non-spesifik baglanma bélgelerini bloke etmek
icin, kesitlerin sekonder antikorun Uretildigi hayvandan
alinan normal serum (NS) ile mualeme edilmesi.
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4. Kesitlerin yikamadan direkt “Buffer One” ile
dilie olmus primer antikoru igeren solusyon ile muamele
edilmesi. (Buffer One: 100 ml PBS, 04. ml Triton X-100,
Ig Bovine-Serum-Albumin (BSA %1). Ardindan kesitlerin
primer antikoru igeren solusyonun iginde 4°C’de 40-64
saat birakilmasi.

5. Kesitlerin PBS-Tx ile yikanmasi (birka¢ de-
fa: 30 dk.)

6. Kesitlerin biotinle isaretli sekonder antikor ile
muamelesi edilmesi (50 pl sekonder antikor/ 10 ml
PBS-Tx. PBS-Tx: 1 litre PBS’e 0.4 ml Triton x-100).

7. Yikama (5. basamagin aynisi).

8. Kesitlerin avidin-biotin kompleksi igeren
solusyon ile muamele edilmesi. ( 1 saat, 2 damla A + 2
damla B/ 10 ml PBS-Tx; Kesitler bu komplekse aktaril-
madan 6énce ayri ayri olan avidin ile biotin énceden yak-
lasik yarim saat kadar birlestiriimesi saglanmalidir).

9. Yikama (5. basamagin aynisi).

10. Kesitlerin boyanmasi: %0.02 oraninda DAB
ve %0.003 oraninda H2O; igeren Tris solusyonunda 10
dk. kadar bekletiimesi.

0.1 M Tris, 1 litre distile H2O, pH 77.5:
a) 6.06 g Trizma HCI
b) 1.38 g Trizma Baz

11. Reaksiyonu sonlandirmak igin birkag defa
Tris solusyonu ile yikama.
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