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Immiinofloresans Teknigi

1. Dokularin ve floresans maddelerin hazirlanmas.
Dr. Y. Yiicel Giingen*

Immiinolojide, serum ve diger viicut sivilarindaki antikorlarin veya
doku, hiicre ve mikroorganizmalardaki antijenlerin varligimm saptan-
masinda bircok metodlar kullamlmaktadir. Bunlardan biride, belirhi
bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilmasidir. Antikorun isaretlen-
mesi, radioizotop maddelerle veya florokromlarla yapilabilir. Radio-
izotop maddeler, daha duyarh olmalar: nedeni ile kantitatif cahymalarda,
florokromlar ise antijen veya antikorun lokalizasyonunu saptamakta ge-
cerlidirler. Son villarda isaretleme yéntemine dayanan enzim metodla-
rida gelistirilmigtir. Bunlardan en gegerli olani, 6zel mikroskoplara ge-
reksinme gostermeden izlenebilen enzim peroksidaz metodudur. Ayrica
bu metodla elektron mikroskop seviyesindede cahgilabilmektedir.”!

Florokromlar : Radyasyon enerjisini emen ve bu enerjiyi degisik u-
yarilarla 6zel 151k seklinde yayabilen maddelerdir. Bu maddelerin uyar:
ile goriilebilir, 6zel renkte 151k yaymalarina floresans denir. Florokrom-
larm diger bir 6zelligide, iizerlerinde kimyasal aktif gruplarin bulunmas
ve bu aktif gruplarin, proteinlerin serbest amino gruplari ile baglanabil-
meleridir. Ozellikle isosiyanat ve isotiyosiyanat tiirevleri, proteinlerle
daha kuvvetli birlesim olusturabilirler. Esasta bir protein olan antikor
molekiiliide florokromlarla uygun sartlarda ve ortamda karsi karsiya
getirilip baglanabilirse, bu antikor molekiilii baglanan florokrom ara-
ciigr ile goriilebilir duruma gelir.'? Tlk defa bu yéntem Coons tarafin-
dan 1941 de Beta-Antresen kullamlarak uygulanmis, daha sonra 1950
de aym arastinicr tarafindan fluorescein ile geligtirilmigtir.”®

Bugiin ise Immiinofloresans metodu, ayni temele dayanilarak klinik
ve arastirmada pek ¢ok yonlerde kullamlabilmektedir. Bunlan su sekilde
siralayabiliriz. '’

1- Kandaki T ve B hiicrelerinin tanimlanmasi

2— Serum otoantikorlariin gésterilmesi ve tammmlanmasi

* H, U. Tip Fak. Patoloji Bilim Dah Og. Gérevlisi.
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3— Dokularda immiinoglobulinlerin gosterilmesi
4— Dokularda komplemanin gosterilmesi
5~ Dokularda, dokuya 6zel antikorlarin gosterilmesi

6— Doku veya kiiltiirde mikroorganizmalarin ¢abuk ve kesin ola-
rak tammlanmasi

7— Ozel baglanma sekillerinde kromozomlarin tammlanmasi

8- Neoplastik dokularda tiimére 6zgiil antijenlerin tammlanmas
9- Cesitli organlarda transplantasyon antijenlerinin tanimlanmasi
10— Hoion ve enzimlerin yerlesimlerinin saptanmasi

11— Serum protein ve antikorlarimn miktarlarimin 6lgiilmesi

Immiinofloresans metodun iyi bir gekilde cahgsabilmesi icin dort
ana boliimiin tam olarak uygulanmasi gerekir.'”

a) Dokularin ve hiicrelerin uygun gekillerinin hazirlanmasi

b) Floresans maddelerin (Antikorlarin) hazirlanmast ve immiinolo-
jik karakterlerinin saptanmasi

¢) Boyama metodlar
d) Floresans Mikroskop ve Mikrofotografi

Bu makalede bunlardan ilk iki boliimii anlatilacaktir.

Doku ve Hiicrelerin Hazirlanmas:

Antijen, hiicre iginde (Derinde veya yiizeye yakin), hiicre yiizeyin-
de ve hiicre diginda bulunabilir. Doku ve hiicrelerin hazirlanmasida bu
duruma gére yapilmalidir. Antijen hiicre icinde ise, antikorun bu anti-
jene erisip, onunla birlesebilmesi saglanmahdir. Dokularda bunun igin
kriostat kesitleri yeterlidir. Hiicre siispansionlarinda, hiicre zari 6zel yon-
temlerle agilmaldir. Hiicre dis1 antijenler, kriostat kesitleri ile elde edile-
bilir. Hiicre yiizey antijenleri, olduk¢a dar bir alanda bulunurlar ve hiic-
reye saglam tutunmus olmayabilirler. Bu nedenlede kesitlerde ve yayma-
larda tam olarak tanimlanamazlar. B Lenfosit yiizey immiinglobulinlerin-
de oldugu gibi boyle durumlarda, canh hiicre siispansionlart kullanil-
mahdir.

Immiinoglobulinler, genellikle tespit solusyolarinda harabolduk-
larindan, tesbit edilmemis doku kullanilmas: tercih edilir. Fakat ¢oziile-
bilen (Soluble) antijen i¢eren doku veya hiicrelerde antijeni tutmak zor
oluyorsa baz tespit metodlar1 uygulanabilir.?’
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DOKULARIN HAZIRLANMASI

1- Normal Dokular

Serum antikorlarmin gosterilmesi ve tammlanmasi igin, antijen
kaynag: olarak kullanilirlar. Dokular taze olarak alinmali ve hizh don-
durma metodu ile dondurulmahdir. Bunun icin cesitli metodlar uygu-
lanabilir.

a) Karbondioksit (CO2) - Alkol metodu: Genig agizh bir termosta,
alkol (aseton olabilir), kuru buz (veya CO2 kar1) karigim hazirlanarak
~70°C ye ayarlanir. Soguga dayamikh bir tiip icine yerlestirilen 0,5 cm
kahnhktaki doku tiip ile birlikte bu karisim igine daldirihir. Alkol tiip
icine girmemelidir. Dondurulan doku, aliminyum ile sarilarak, polieti-
len bir torbaya ahmarak —70°C de saklanir. Dokunun saklanabilme sii-
resi, saklandigi is1 ile ters orantilidir.

b) Likit Nitrojen (N2) - Izopentan metodu: Dogrudan nitrojene do-
kuyu daldirmak, nitrojenin diizensiz sogutma o6zelligi ve icindeki ka-
barciklar nedeni ile uygun degildir. Nitrojen ile sogutulmus izo-pentan
kullanilmas: tercih edilir. Soguga dayanikli cam bir kaptaki izo-pentan,
nitrojene alttan degdirilerek sogutulur. Izo-pentanin donmasina izin
verilmemelidir. —160°C civarinda olan soguk izo-Pentan ic¢ine gémme
materyali ile bloklanmig doku daldirilir. Sertlesen blok aym sekilde sak-
lanabilir. Gomme materyali olarak “Gum Tragaghant veya “Tissue-
Tex OCT Compaund” kullamlabilir. Bu metod, 6zellikle igne biyopsi-
leri gibi kesilmesi cok gii¢ kiigiik dokular i¢in kullanighdir. Sogutulmusg
izo-pentan ayni zamanda, doku kiiltiirii ve hiicre yaymalarindada kul-
lanilabilir.

¢) Rarbondioksit (CO2) metodu: Daha biiyiik ve gomme materyali
icinde birarada tutulmas: gii¢ olan birden fazla dokuyu dondurmak icin
kullanilir. Dokular, serum fizyolojik ile 1slatilmig birkac kat filtre kagich
tizerine yerlestirilerek blok halinde karbondioksit kar1 igine gémiiliir ve-
ya karbondioksit tiipit ucuna takilan 6zel aygitlarla dondurulabilir.
Dokunun saklanmasi aym gekilde olabilir.

2- Patolojik Dokular

Antijenin 6zelligine ve durumuna gore, patolojik dokularm hazir-
lanmasi farkli yéntemlerle yapilmalidir.? Antijen: Coziilmeyen (In-
soluble) ve dayamkh, ¢oziilebilen (Soluble) fakat membranlar iginde
stnirlandirilmig, veya hiicre i¢inde veya diginda ve ¢oziilebilen (Soluble)
bir antjen olabilir.
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a) Coziilmeyen ve kolay bozulmayan, sabit antijenler : Dokularm biiyiik-
liigiine gore, karbondioksit veya sogutulmus izo-pentan ile dondurup,

hic tespit edilmeden kriostat kesitlerinin kullanilmas: en uygun yéntem-
di]..l?.'Zﬁ‘!-l

b) Ciziilebilen fakat membran ile simrlandirilmis antijenler: Bu durum-
da (Pankreas zimogen graniilleri icindeki ribonukleas veya lizozomal
membran antijenleri), yalnizca membram koagiile etmek antijeni ora-
da tutmak icin yeterlidir.'® Doku, karbondioksit -+ alkol ile tespit edi-
lir, kriostatta kesilip kurutulduktan sonra 30" %, 95 etanol veya fosfat
tamponu (PBS) ile hazirlanmis 9, 10 formalin iginde 15° tekrar tespit
edilir. Boyanmadan once iyice yikanir.

¢) Ciziilebilen antijenler: Dokular kesilip hiicre agildiginda, tespit
edilmemis antijeni yerinde tutmak miimkiin olmayabilir. Bu durumda,
yani hiicre daha 6nce tesbit edilmediyse, kesitlerde tesbit yetersiz kala-
bilir. Ciinkii, antijenin ¢oziilme hiz1, tespit yolma zindan fazladir. Bu
antijeni, hiicre kesilmeden yerinde tespit etmek gerekir. Doku alkoller-
den gegirildikten sonra parafin veya selloidine gomiilebilir.?® Ancak
antijenin bu yontemi kullanabilmek igin tespite ve gobmme materyaline
dayanmkl olmasi lazimdir. Bu nedenlede tespit solusyonunun antijenin
determinantlarim bozmayan ve ¢oktiirmeyi saglam tutacak ozelliklere
sahip olmasi gerekir.”? Antijenik etkiye tesiri ok az oldugu icin eta-
nol, metanol, aseton ve iso-propanol tercih edilen tespit solusyonlaridir.
Baz1 protein yapisindaki antijenler igin, paraformaldehitten taze olarak
hazirlanmig 9, 2 gluteraldehit, polisakkarit yapisinda ve kiigitk mole-
kiillii protein antijenler igin ise (Hipofiz hormonlar1 ve lizozomlar) daha
yitksek yogunluktaki aldehitler kullamlabilir. Pankreatik enzimler,
dioksan + 9, 3 formaldehit esit oranda karigimma oldukga direnglidir.

HUCRELERIN HAZIRLANMASI

Hiicrelerin hazirlanmasi siispansion halinde veya yaymalarda ge-
siti metodlarla  yapilabilir.20.!%1%4  Canh hiicre siispansionlarinda
yalmz membran yiizey antijenleri incelenebilirler. Ciinkii antikorlar
canh hiicre icine pasif ge¢gme (Penetrasyon) yapamazlar. Ancak pino-
sitozis ile girebilirler ki, canh hiicrede pinositozis s6z konusu olamaz.
Test uygulanmas: siirecinde hiicre 6liirse, antikor hiicre igine girerek
non-spesifik boyanmaya sebep olur. Bu nedenledirki, canh hiicre ile
cahgilirken tesbit solusyonu kullamlamaz. Canli olmayan hiicrelerin yay-
malardan yikanma esnasinda dokiilmesini onlemek igin, % 0,1 Jelatin
veya serum albumin kullamlr.
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Hiicrelerle gahyma pekgok nedenlerle yapilabilir. Bu giin en cok
gegerli ve pratik degeri olanlar: Lenfosit yiizey antijenlerinin gbsteril-
mesi ve standardize edilmis viriis materyali ile serumda anti-virus anti-
korlarinin arastirilmasidir.'” Viriise uygun doku kiiltiirii, yuvarlak la-
melde iretilerek standart viriislerle infekte edilir. Belirli iireme periodu
sonunda sitopatolojik belirtiler baglamadan lamel alinarak yikanir. Ase-
ton ile ~60°C de tesbit edilerck kurutulur. Bu preparatlar, aktivasyonu-
nu kaybetmeden oda sicakhginda bir yil saklanabilir. {1k olarak gebele-
rin serumunda Anti-rubella antikorlarinin arastirilmasi igin kullamlan
bu metod gesitli viriis-hiicre kombinasyonlar1 aracihg: ile degisik amac-
larda uygulanabilir.

Poliomiyelitis(I-II-I1T) icin MRC-5 Fibroblast, Maymun
Bobregi Hep-2 Cells

Rubella icin LLC-MK 1T Cells

Measles icin MRC-5 Fibroblast

SV 40 icin BSC-I ve MRC-5 Fibroblast
Hep-2 Cells

FLORESANS MADDELERIN HAZIRLANMASI VE
IMMUNOLOJIK KARAKTERLERI

Floresans maddeler, aramlan antijene karst hazirlanmg antikorlar
ile baglanirlar. Bu antikorlar, antijene karsi hazirlanmig ézel antikorlar
olabilecegi gibi, antijen ile kompleks yapabilen serum antikorlarina karst
hazirlanmis, gamma globulinlerde olabilir. Dogrudan antijene, veya
serum antikorlarina karst hazirlanan anti-serum konjugesi (Florokrom
ile baglanmis anti-serum) iki temel 6zellige sahip olmaldir. Birincisi
istenilen 6zellikte ve kuvvetli antikor aktivitesi bulunmali, ikinci olarak-
ta florokromla baglanabilme kapasitesi yiiksek ve spesifik olmasina rag-
men istenmeyen floresansin az olmasi gerekir. Bu bakimdan, anti-seru-
rumun se¢ilmesi 6nemlidir. Anti-serum, iyi presipitin cevabi veren, tav-
san, koyun, keci gibi hayvanlardan hazirlanmalidir.'”? Ayrica anti-
serumun kuvveti en az kapiller tiip presipitin testi veya cift diffiizyon
agar testi ile kontrol edilmeli, buna ilaveten immunoelektroforez ile
spesifitesi dlciilmelidir.? Kullamlacak florokromunda, proteinlerle iyi
baglanabilmesi ve yaydigi 1k ile kolayca tamimlanabilmesi gerekir.

1- Baglanma (Konjugasyon)

a) Globulinlerin Hazirlanmasi: Serum proteinleri, total olarak flo-
rokromlarla ¢ok kolay baglanabilirler, Ancak Immiinglobulinlerin bag-
lanabilme kapasitesi, albumin, alfa ve beta globulinlerden daha yavag ve
ve azdir.?»* Immiifloresans metodda kullanilacak antikor ise non-
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antikor proteinlerden arinmug, yiiksek kalite ve safhkta bulunmalidir.
Albumin, alfa ve beta globulinler, elektrostatik baglanma kapasiteleri-
nin fazlahg nedeni ile diger doku proteinleriyle (negatif sarj yaparak)
baglanmaya sebep olurlar. Bu durumda ok yiiksek yogunlukta non-spe-
sifik boyanmaya yol agar. Antijene karyi serumda bulunan antikorun,
icinde bulundugu globulin fraksionu mutlaka digerlerinden aynlmahdir.
Cogunluklada bu antikor, Immiinglobulinlerin G béliimii icindedir.
Fakat antikor aktivitesi diger bir béliimde ise, o biliimiinde ayrlmasi
miimkiindiir.

immiinglobulinlerin ayrilmasi ¢esitli metodlarla yapilabilirsede,
pratik olarak laboratuvarda énce nétral tuzlarla ¢Sktiirmek, sonrada
kromatografik siizme ile fraksionlarina ayirmak en uygun yoldur. Cok-
tirmede, Amonyum Siilfat degisik yogunluklarda kullanilarak oldukga
saf bir globulin elde etmek miimkiindiir.'”** Cok daha saf globulin
isteniyorsa, daha uzun siiren fakat hassas metodlar kullanilmalidir.!
Ayrilmig olan globulin daha sonra DEAE Sellulose veya D LAE  Sefa-
deks A 50 (Med. Gr.) ile fraksionlarina ayrilir.*

PBS ile esitlendirilerek kolona yerlestirilen globulinlerin genellikle

yavas siizme derecesindeki ultrafiltrasyonlan, istenilen saflig1 verir. Bu-

rada dikkat edilecek nokta, anti-serum igin kullamlan hayvanm, IgG
fraksiyonunun ozelligidir. Florokromlarla optimal baglanma giicii cn
fazla olan ve kuvvetli presipitasyon potaniyeline sahip bulunan IgG
fraksionlari, hayvanlarin cinsine gére degigebilir. Mesela: koyunlarda
vavas ve hizh IgG ler, pasif hemaglutinasyon ile esit titrasyon ver digi
halde, prcmpuasyon aktivitesi yanhz hizli fraksionda goriilebilir.*? Im-
miinofloresans icin, boyanmanin kuvvetli olmasi presipitasyon aktivias-
yonu ile orantihdir. Koyunlarin tersine bu presipitasyon, tavsan ve bey-
girlerde, yavas IgG fraksionlarimdandr.'’

b) Baglanma reaksiyonlar:: Floresans yayimim fazla olmasi, parlak
vesil rengi ile otofloresanstan kolay ayrilabilmesi ve isotiosiyanat derive-
lerinin proteinlerle kolayca baglanabilmesi nedenleri ile, giiniimiizde
tercih edilen ve en cok kullamlan florokrom, Florescein isothiocyanate’tr
(FITC). Kirmizi rengi ile iyi kontras veren rodamin, cift boyama tek-
niklerinde, kullamlan ikinci florokromdur. En uygun derivesi, Tetra-
methylRhodamine Isothiocyanate (1zomer-R)tir.

Fluorescein (FITC)
FITC -+ protein baglanmasi, iki sekilde yapilabilir.

FITC sudaki solusyonu: Boya molekiillerinin herbir protein mole-
kiiliine baglanma oram (F:P) ortamm 1sist ve reaksion zaman ile ilgili-
dir. +4°C de 18 saatte tamamlanan baglanma, oda sicakhginda 1-2
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saatte elde edilebilir.'® Yiiksek oranda F:P elde etmek icin, karisima
konulan florokrom ile proteininde fazla olmasi gerekir.?’ FITC solusyo-
nu, Img/ml olmak iizere 0,15M Sodyum fosfat monobazik (Na2HPO4.
2H20) PH=9 ile taze olarak hazirlanir Globulin iizerine, her 100 mg
protein i¢in 1 ml FITC solusyonu eklenir. Baglamanimn olabilmesi icin,
globulindeki protein yogunlugu en az 25 mg/ml bulunmahdir. Islem
siiresince karigimin PH s, 0,1M Na3PO4.10H20 ile 9,5 da sabit tu-
tulmahdir. Ortalamda kalan fazla FITC, Sefadeks G-25 ile kolay ayri-
lir %7

Kristal FITC: 10 mg /ml protein iceren %, 10 Salin Karbonat tam-
ponu hazirlanir. (5,8 ml, 9, 5,3 liik Na,CO, -+ 10 ml, 9, 4,2 lik NaHCO,
PH = 9,5). Sonra, 20-40 mg /mg olacak sekilde FITC (Kristal) eklenir.
1-2 saat kadar rotator ile oda sicakh@inda, yavas bir sekilde karistiri-
l"‘.'.!?

Rodamin (Izomer-R):

Bu maddede; amorf toz ve saf kristal olarak iki sekilde olur. Buna
gore, Fluorescein (FITC) ile aym sekilde, iki ayri metodla baglanma
yapihr. Tek fark, daha diisiik protein yogunlugunda daha iyi sonug
vermesidir. 4 mg/ml protein yogunlugundaki globulin solusyonu, bag-
lanma i¢in yeterli olup, her 1 mg proteine karsihk 30 mg amorf toz veya
12,5 mg kristal Izomer-R hesaplamir.? Reaksiyonun zamani: Amorf
toz icin, 0°C lik buzlu su banyosunda 1 saat, Saf kristal sekli icinse -+
4°C de 3,5 saattir. Amorf toz suda eriyebildiginden, konjugenin temiz-
lenmesi kromatografi ile kolayca yapilabilir. Saf kristal sekli suda eri-
mez. Bu nedenlede asetondaki solusyonu kullanilir. Amorf toz seklinde
oldugu gibi yabanci protein baglanmas: yiiklenmediginden, konjugenin
temizlenmesinde kromatografiye ihtiyag yoktur.

2- Konjugenin temizlenmesi

Yukarida tariflendigi gibi hazirlanan konjuge anti-serum, heniiz
kullanilmaya hazr degildir. Baglanmams serbest veya agiri baglanmis
boyalarin (Florokromun), nonspesifik boyanmaya neden olmamasi icin,
ortamdan temizlenmesi gerekir. Temizlemede, DEAE Cellulose, Sefa-
deks (G25,G50) ile ultrafiltrasyon'%?7.22 yeya absorbsion' metodlar
kullamlabilir.

3- Konjugenin degerlendirilmesi

Konjuge, kullanacak kisi tarafindan veya ticari satilan seklindede
hazirlanmis olsa kullamlacak metoda gore uygunlugu mutlaka saptan-
mal ve degerlendirilmesi yapilmahdir.® Bu degerlendirme iki boliim
halinde yapilmahdir.
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a) Konjugenin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri saptanmahdir.

— Immiinelektroforez ile, konjugenin icinde bulunan spesifik an-
tikor miktar: ve cinsi bulunmahdir.?

— Florokrom: Protein (F:P) oram saptanmalidir. Florometrik o-
larak hem florokromun hem de proteinin optik dansitesi bilindiine gore
elektrospektroskopik metod kullamlabilir. F:P oram 1,5 dan diigitk bu-
lunursa, zayil baglanma, 1,5 dan yiiksek olursa asin baglanma kabul
edilir. Bu durumlarda yetersiz veya asirt boyanmalar goriiliir.®"

— Temizlenmemis serbest florokromun ve baglanmams istenme-
yen proteinlerin, konjugeden temizlenmesi lazimdir."®

bh) Konjugenin g¢ahsabilirlik (Performance) incelenmesi  yapilir.

Hazirlanan veya satin alinan konjugenin, optimal galisabildigi su-
landirlma seviyesi bulunmaldir. Serum paraproteinleri, standart im-
miinokimyasal metodlarla saptanmis myelomah vakalardan hazirlanan
kemik iligi preparatlart kullanilarak, ilik hiicrelerinin floresan boya-
masi ile, anti-immiinglobulin spesifitesi yapilir.?® Burada dikkat edile-
cek nokta, preparatlarin tek bir immiinglobulin fraksionunda degil, degi-
sik fraksionlarda ve cesitli titrasyonlarda yapilmasidir. Ayrica indirekt
metod icin calisabilirlik incelenmesi, Anti-Niikleer Antikor (ANA) tit-
rasyonu bilinen ve DEAE Cellulose metodu ile ayrilmig degisik immiing-
lobulinlerde, bulunan Sistemik Lupus (SLE) serumlari veya Heterofil
antikor iceren Enfeksioz Mononiikleoz(EM) serumlarinda yapilir.'®
Konjugenin direkt boyamalarda, boyayabilme hassashgi, indirekt bo-
yayabilme hassashgmdan 5-10 kez daha zayiftr. Diger bir degisle, in-
direkt boyamada konjugenin optimal sulandirilma noktast 1/50 ise, bu
konjugenin direkt boyayabilme kapasitesi ancak 1 /5 veya 1/10 dur.®

¢) Konjugenin tesir kuvveti bulunmahdir.

Nonspesifik boyanma problemlerinin gogu, konjugenin PBS ile
sulandirilmas: (Dilusyonlari) ile ortadan kaldirilabilir. Kuvvetli ve iyi
bir konjugenin, minimal dilusyonda nonspesifik boyama ozelligini kay-
betmesi, buna karsilik yiiksek dilusyonlarda spesifik boyama kapasitesini
tasgimast beklenir. Bunun igin standart birimleri verilen ANA serumlari
ile (Diinya Saghk Orgiiti-WHO- ANA-IOO IU Sera) blok titrasyonu
yapihr,'7#

Biitiin bu iglemler tam olarak uygulandiktan sonra, hazirlanms o-
lan dokular ve konjuge artik kullamlmaya hazirdur.
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Ozet

Immunofloresans teknigini klinik ve aragtirmada kullamldigi yer-
ler ve uygulamada yapilmasi gercken yontemler anlatildi. Bu bélimde
bu yontemlerden, normal ve patolojik dokularin hazirlanmasinda do-
kunun cinsine, antijenin ¢oziilebilirlik karekterine gére dondurma ve
tesbit metodlarindan uygun olanlar belirtildi.

Canh ve cansiz hiicrelerin kullamldigi metodlar, uygun globulin-
lerin hazirlanmasi, FITC ve Rodaminin proteinlerle baglanmasi, bag-
lanan proteinin temizlenmesi ve calisabilirlik degerlendirilmesinin ya-
pildigr uygun metodlar pratik olarak anlatilmava ¢ahgildi.

Summary

Methods and applications of the immunofluoresaence techniquees
in research and clinical fields have been discussed. In this section, pre-
paration of normal and abnormal tissues were described. Choice of met-
hods for freezing and fixation depending on the type of tissue and the
solubility of the antigen were also given. Other special techniques such
as methods utilizing viable and dead cells, binding of FITC and rhoda-
mine to proteins, purification, testing and quality countrol of the bound
protein were briefly described.
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