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Dermatopatoiojide yeni bir asamayi olusturan 1m-
minoenzim yontemleri dinyada bugin pek g¢ok der-
matozun tanisinda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu y6n-
temlerle dokulardaki cesitli antijenik determinantlar, pe-
roksidaz, alkalen fosfataz altin ve gumdis ile isaretlen-
mis antikorlar araciligiyla goérinir hale getirilmektedir.
Boylece dokulardaki hicrelere, immin komp- lekslere,
bakteriyel, viral ajanlara ve timoérlere 6zgi antijenik de-
terminantlarin goésterilmesi ile otoimmin hastaliklar, im-
min kompleks hastaliklari, kollagen doku hastaliklari,
timéarler, allerjik hastaliklar, infeksiy6z hastaliklar ve
vaskdilitlerin kesin tanisinda buyik kolayliklar saglan-
maktadir.

imminoenzim yéntemlerinde kullanilan primer anti-
kor temel olarak IgG, daha az oranda da diger immi-
noglobulinlerden olusur. Serum gama glubulin fraksiyo-
nunda olan antikorlar iki ana protein zinciri igerirler ve
yapilarindaki agir zincirlere gére bes ana gruba ayrilir-
lar. Gama agir zinciri tasiyanlar IgG, alfa agir zinciri
tasiyanlar IgA, epsilon agir zinciri tasiyanlar IgE, delta
agir zinciri tasiyanlar IgD, ve mu agir zinciri tasiyanlar
da IgM olarak adlandirilmaktadir.

Bir antijen molekili degisik yapida birgok antijenik
determinanttan olusur. Her B hiicre klonu antijenin
degisik determinantlarina karsi antikor Uretmektedir.
Glinumuz teknolojisi istenen antijenik determinanta 6z-
gl antikorlar lUreten B hiicre klonlarini ayirabilmektedir.
Bu klonlarin fare myeloma hicreleri ile hibridizasyonu
sonucu surekli bélinip ¢ogalan ve tek bir antijenik de-
terminanta 6zglu antikorlar Ureten hicreler elde edil-
mektedir. Dokudaki spesifik determinanti ile birlesen bu
monoklonal antikorlarin peroksidaz, alkalen fosfataz,
yada altin ve gimus ile isaretlenerek goriniur hale geti-
rilmesi ilkesine dayanan imminoperoksidaz yontemler,
kimyasal konjugasyonlar kullanilan imminofloresan
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yontemlerden c¢ok daha duyarli ve spesifiktirler
(1,2,3,4).

Bugline degin kullanilan imminoenzim y6ntemleri
direkt imminoperoksidaz, indirekt imminoperoksidaz,
peroksidaz-anti peroksidaz (PAP), avidinbiotin peroksi-
daz kompleks (ABC), alkalen fosfataz anti-alkalen fos-
fataz (APAAP) ve immunoaltin gimus boyama (IGSS)
yontemidir. Bu yontemler iginde direkt ve indirekt im-
minoperoksidaz ve PAP ydntemi giderek guncelligini
yitirmekte ve yerlerini daha yeni ve etkin ydntemler
blan ABC, APAAP ve IGSS'e birakmaktadir.

Avidin-biotin peroksidaz kompleks (ABC) yontemi-
nin temeli dokudaki antijenik determinantlara 6zgiu bio-
tinize antikorlarin peroksidaz enzimi tasiyan avidin-bio-
tin kompleksine baglanmasi ilkesine dayanir. Yumurta
akindan elde edilen bir glikoprotein olan avidin, dusuk
molekdl agirhikli bir vitamin olan biotin baglamaktadir.
Yoéntemde kullanilan avidin biotin kompleksinde avidi-
nin bir molekil ucu serbesttir, biotin molekili lzerinde
ise peroksidaz enzimi konumlandiriimistir. Biotinize anti-
kor bu kompleks ile birlesip dokuya yerlesir. Substrat
kromojen madde ise peroksidaz enzimi ile kimyasal
reaksiyona girerek renkli bir son drin olusturur. Boy-
lece olusan ve kontrast boyama ile belirgin hale getiri-
len kahverengi bdlgeler dokulardaki aranilan spesifik
determinantlari gdsterir (1,2,5).

Alkalen fosfataz anti-alkalen fosfataz teknigi PAP
tekniginin gelistirilmesi ile uygulamaya konmus isaretsiz
bir antikor képrileme teknigidir. Birinci ve lglncli anti-
kor ayni hayvandan elde edilmis monoklonal antikorlar-
dir. Poliklonal ikinci antikor ise birinci ve Uc¢lnciu anti-
kor arasinda bir koépri olusturur. Antikor inkibas-
yonlarindan sonra ortama naftol tuzu iceren bir alkalen
fosfataz substrati ve boya olarak da yeni fuksin eklenir.
Deaksiyonun son urini olan parlak kirmizi renk 1sik
mikroskopisinde dokuda kolayca saptanabilmektedir.
APAAP teknigi kriostat kesitler Gzerinde uygulanabil-
mekte ve soliter hiicre isaretlemesinde hemen hi¢c arka
plan boyanmasi olmamasi nedeniyle basari ile kulla-
nilmaktadir (1,3,5,6).

imminoaltin gimis boyama ydéntemi monoklonal
ve poliklonal antikorlar ile hem parafin hem de kriostat
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Sekil 1.

Pemfigus vulgaris'de keratinositler ¢cevresinde Ig G
depolanmasi ABC teknidi (BiotInlze anti-human IgG 1:250) x100

Sekil 2. Billéz pemfigoid'de bazal membran zonunda lineer
Ilg G depolanmasi ABC teknidi (Biotinize anti-human IgG 1:100)
x400

Sekil 3.

graniler Ig A depolanmasi. ABC teknigi (Biotinize anti-human
IGA1:200) x40

Sekil 5. Mikozis fungoides'de baskilayici T hiicreleri. APAAP
tenknigi (Leu 2a Ab 1:100) x100

kesitlerde c¢alisilabilen bir yontemdir. Burada dokuya
once isaretsiz bir monoklonal veya poliklonal antikor,
sonra da bir altin konjugati uygulanir. Yéntemde do-
kuya lyi penetrasyon saglamak amaci lle 5 nm biyi-

Dermatitls herpetiformls'de dermal papllla tepelerinde

$ekil4. Mikozis fungoidesde yardimer T hilcreleri. APAAP tek-
nigi (Leu 3a Ab 1:300) x 100
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Sekil 6. Epidermal Langerhans hiicreleri. AP AAP teknigi (Leu 6
Ab1:100)x200

kliginde altin partlkilleri kullanilmaktadir. Bu buyuk-
likteki altin partikillerl 1s1k mikroskobunda goérilmeye-
cegi igin, ortama sitrat tampon, gimuis laktat ve hidro-
kinon igeren sollisyonlarda gimus eklenir. Altin, gimaus

TKlin Dermatoloji 1992, 2



(YAVUZER) ANADOLU ve Ark.
DERMATOLOJIK TANIDA IMMUNOENZIM YONTEMLERI

Sekil 7. Paget'de timor hiicreleri. IGSS teknigi (anti-CEA 1:85)
x100

Sekil 8. Ekrin karsinoma’da tiimér hiicreleri. ABC teknidi (Anti-
human Cytokeratin 1:100) x40
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Sekil 9. Nodiiler malign melanomada tiimér hicreleri. ABC
teknigi(anti-S-100ptt 1:50) x40

Sekil 10. Yiizeyel yayilan malgn melanoma ve altindaki der-
miste melanositik neviis. ABC teknig (HMB-45 Ab 1:100) x40

Sekil 11. ig hiicreli malign melanoma. ABC teknigi (HMB-45 Ab
1:100)x40

iyonlarini metalik gimise indirgemekte ve altin partikil-
leri etrafinda metalik gimisten olusan bir kabuk mey-
dana gelmektedir. Dokuda IGSS yéntemi ile Isaretlenen
antijenik determinantlar siyah graniler bir boyanma

seklinde goérinirler (6,7,8).
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Sekil 12. Kapiller hemanjiom'da endotel hiicreleri. PAP teknigi
[ulex europaeus agg. |) x40

IGSS ve APAAP veya IGSS ve ABC yodntemleri iki
ayrt monoklonal primer antikor kullanilarak birlikte de
uygulanabilmekte ve bu yeni yénteme "gift isaret-
leme"adi verilmektedir. Tek bir hiicrenin iki ayri antijenik
determinantina yénelik iki ayri monoklonal antikorun
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birlikte kullanilmasina olanak saglayan bu islemle cap-
raz reksiyonlar ortadan kaldirilarak spesifikligi ve duyar-
Iihgr son derece artiriimis dermatoimmuinopatolojik so-
nuclar elde edilmektedir (1,7),

Dermatolojik tanida imminoenzim ydntemleri artik
ipekgok dermatoloji kliniginde bulléz dermatozlarin tani-
sinda rutin olarak kullaniimaktadir. Pemfigusta epider-
misin interseliler araliklarinda IgG depolanmasi yalniz-
ca oral kavite ile sinirli gok erken lezyonlarda bile kesin
tani konmasini saglamaktadir (Sekii 1). Pempigus vul-
gariste alt epidetmiste daha kuvvetli reaksiyon gorullr-
ken, pemfigus foliaseusta reaksiyon Uust stratum Mal
pighii'de daha yodundur. Pemfigus eritematozusda ise
intersellliler 1gG depositlerinin yanisira dermoepidermal
birlesim bdlgesinde de IgG depolanmasi saptanir.

Biull6z pemfigoidde imminoenzim yodntemleri ile
bazal membran zonunda lineer IgG depolanmasi dia-
gnostiktir (Sekil 2). Dermal papilla tepelerinde graniler
IgA depositleri ise dermatitis herpetiformis tanisinin
konmasini saglar (Sekil 3). Lineer IgA dermatozu ve
¢ocukluk dénemi kronik bill6z dermatozu ancak der-
matoimmiinopatolojik yéntemlerle tanisi konabilen has-
taliklardir ve bazal membran zonunda lineer IgA depo-

lanmasi ile karakterlidirler.

Sistemik lupus eritematozuslu hastalarin normal
gorinimli derilerinde imminoenzim ydntemleri ile gra-
niler yada lineer IgG ve IgM birikimlerinin saptanmasi
pozitif lupus band testi olarak bilinir. Sistemik lupus eri-
tematozoslu hastalarin yaklasik %70 inde elde edilen
bu bandin karakteristik 6zelligi dermisin en Ulst boli-
mine irreguler uzantilar olusturmasidir (9).

immin yetenekli hiicreler olan lenfositler baslica T
ve B hicrelerinden ve T ve B hicrelerinin subgrupla-
rindan olusurlar. Bu hiicrelerin ylizeylerindeki farkli anti-
jenleri taniyan monoklonal antikorlarla yapilan immi-
noenzim boyamalarla derideki lenfositlerin subgruplari
saptanabilmektedir. Boylece yardimci veya baskilayici T
hicrelerinden, B hicrelerinden, plasma hiicrelerinden
ve makrofajlardan kdken alan lenfomalar ayrilabilmekte-
dir (10) (Sekil 4,5).

Langerhans hiicrelerinin proliferasyonu ile karak-
terli bir hastalik olan histiositozis X de, parafin kesit-
lerde peanut agglutinin (PNA) ve S-100 protein ile,
kriostat kesitlerde de CD 6 antijenlerini gdsteren mo-
noklonal antikorlar ile ¢alisilan imminoenzim ydntemleri

kesin taninin konmasini saglamaktadir (11,12) (Sekil 6).

Paget hicrelerinde, ekrin ve apokrin bezlerin sek-
retuvar ve duktal hicrelerinde oldugu gibi, karsinoem-
briyonik antijen bulunur (13). Karsinoembriyonik anti-
jene karsi gelistirilen poliklonal antikorlarla galisilan im-
minoenzim ydntemleri ile epidermis igindeki Paget
hiicreleri kesin olarak saptanabilmektedir (Sekil 7). Epi-
dermistekl keratinositler ve melanositler ise karsinoem-

briyonik antijen ile reaksiyon vermezle!. Paget hastaligi-

(YAVUZER) ANADOLU ve Ark.
DERMATOLOJIK TANIDA IMMUNOENZIM YONTEMLERI

nin yliizeyel yapilan melanoma in situ dan ayiriminda S
100 protein de kullanilabilir. Melanoma hicreleri S-100
protein igerirlerken (14), Paget hicrelerinde bu antijen

bulunmaz.

Keratinizasyonun ve interselliler koprulerin ti-
muyle kayboldugu indiferensiye skuaméz hicreli karsi-
nomada bazen amelanotik melanomadan veya pleo-
morfik sarkomadan ayirim olanaksiz olabilir. Bdyle du-
rumlarda da kesin tani igin immiinoenzin ydntemlerine
gereksinim vardir. Keratine karsi gelistirilen monoklonal
antikor ile inklibe edilen kesitlerde saptanan pozitif
reaksiyon timorin epitel kékenli oldugunu gdésterir (15)
(Sekil 8). Buna karsilik pleomorfik sarkomlar mezanki-
mal kdkenli hicreleri boyayan vimentine karsi gelistiri-
len monoklonal antikorlarla (16), malign melanoma ise
S-100 proteine karsi gelistirilen monoklonal antikorla
(14) veya HMB-45 antikorlari ile pozitif reaksiyon verir
(17,18) (Sekil 9,10).

S-100 protein, sitoplasma ve nikleoplasmada bu-
lunan ve Ca ve Zn baglayan bir asidik proteindir. Not-
ral PH'de, amonyum silfat icinde %100 oraninda solu-
bil olmasi nedeniyle S-100 protein adi verilmistir (19).
S-100 protein getisli karsinomalarda, 6zellikle adenokar-
sinomada da pozitiftir, ancak adenokarsinomanin sito-
keratin ve epitelyal membran antijenine karsi gelistirilen
antikorlarla reaksiyon vermesi, malign melanomadan

ayrilmasini saglar.

ig hicreli nodiler melanoma bazen ig hicreli
skuaméz hiicreli karsinomaya yada fibrosarkomaya ileri
derecede benzerlik goésterebilmektedir. Boyle bir du-
rumda melanin granilerinin gésterilmesi malign mela-
noma agisindan tani koydurucu olabilir. Ancak amela-
notik malign melanomada melanin igin yapilan boya-
mada negatif sonug verecektir. Bu durumda S-100 pro-
teine karsi gelistirilen monoklonal antikorlar yada HMB -
45 antikoru ile yapilan immiinoenzim c¢alismasinin pozi-
tif olmasi timorin amelanotik melanoma oldugunu ka-
nitlar, ¢inkl bu reaksiyon fibrosarkomada negatifdir
(Sekil 11),

Ulex europaeus agglutinin | adi verilen lektin, en-
dotel hicrelerinin idantifikasyonunda kullanilan glvenilir
bir endotel isaretleyicisidir (20) (Sekil 12). Meme karsi-
nomu nedeniyle yapilan radikal mastektomi sonrasinda
lenfddem alanlarinda gelisen anjiyosarkom, bazen pri-
mer meme karsinomunun kutandéz metastazlari ile ka-
rigsabilmektedir. Bu olgularda kesitlerin Ulex europseus
ile inklbasyonu anjiyosarkom tanisinin kesin olarak
konmasini saglar.

Dermatolojik tanida immiinoenzim ydntemlerinin
uygulandigr hastaliklarin sayisi her gegen gin artmakta-
dir, immioenzim ydntemleri, monoklonal antikorlarla
hiicre yada organizmalarin spesifik antijenlerini tanidigi
icin, kesin taninin konmasinda dermatopatologlara yeni
ve umut verici ufuklar agiyor.
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