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OZET

Immiinohistokimya gunumuzde diagnostik patolojiye
yardimel bir yidntem olarak oldukga yayginlagmigtir. Bu
galismada, patolojik spesmenlerin tespitinde kullamlan tespit
sollisyonunun immiinohistokimyasal ¢aligmadaki onemini bir
kez daha vurgulamayr amcaladik. Dokuz farkh dokudan elde
edilen toplam 10 adet spesmen aym hoyutlarda drneklenerek
farkll tespit solisyonlaninda tespit edildi, buna ek olarak
tamponlanmars formaline konulan dokuiar farkh sirelerde
tespit iglemine maruz birakildi. Toplam 18 adet mono veya
poliklonal antikor avidin-biotin peroksidaz teknik ile dokulara
uygulanarak sonuglar kargilagtirmali olarak dederlendirildi.
Uygulanan antikorlardan LCA, lizozim, Fak VIII, beta-HCG, NSE-
ER, p53, ve S-100 protein tespit siresinden en fazla etkilenen
antijenler olarak saptandi. Antijenik dzellikleri koruma ydninden
%10'luk buffer formalinin tamponlanmamis formaline oranla
ok daha giivenilir bir tespit soliisyonu oldugju ortaya kondu. L-
26 ve UCHL- 1, tespit isleminden en az etkilenen antjijenler
olarak belirlendi. Alkolde tespit edilen dokulardaki antijenik
korunma, pek gok dokuda beklenenden daha bagansiz sonuglar
verdi.

Anahtar kelimeler: Imminohistokimya - Fiksasyon -
Formalin

GIRIS

Immiinohistokimyasal  tekniklerin  saghkh  sekilde
sonuglanmasi pek cok faktdre baghdir. Bunlann baghcalan
arasinda, uygulamayr yapan teknik elemanmin tecribesi,
kullamlan antikoru hazirlayan firma, dokunun ozellikleri ve
tespiti sayilabilir. Doku tespiti, gok dnemli oldufu halde en son
diginilen faktordir. En yaygin kullamlan tepsit soliisyonu,
morfolojik detayr en iyi sekilde koruyan formalindir. %10
oraninda  sulandinimig  formaldehid  veya  %dlilk
paraformaldehid sol(isyonu halinde rutin patolojik spesmenlerin
tespitinde kullamlan formalinin, 6zellikle uzun sireli temas
sonucunda hicre membranlaninda ve mitokondriumiarda
bozulmaya ve dokunun antijenik dzelliklerinde bityiik dlglide
kayba neden oldugu gesitli gaismalarla ortaya konmustur™**.
Buna karsiik alkol, BS, formalin-civa klorid gibi fiksatifler
antijenleri daha iyi korumaktadir”. Dokudaki antijen kaybim
onlemek amaciyla mikrodalga finn tespiti galismalan da iyi
sonuglar vermistir™. Ancak, mikrodalga finmin her laboratuarda
bulunmayigi ve kullaniminin pratik olmayig, civanin ise son
derece toksik bir madde olup dikkatli bir kullamm gerektirmesi
bunlann kullanimini kisitlamaktadir.

Formalin soliisyonu, ideal olarak pH 7.0'ye kadar sodyum
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SUMMARY

Immunohistochemistry is a commc-nly used goal in today's
diagnostic pathology. In this study, using nine different tissue
samples, we evaluated a number of fixation procedures
including four different solutions and four different durations of
fixation. Eighteen different antibodies were performed by
streptavidin-biotin peroxidase technixue. LCA, Lysozyme,
Factor VIII, vimentin, betaHCG, NSE- ER- p53 and S-100 protein
were found to be the most sensitive antigens regarding the
fixation process, whereas L26 and UCHL-1 were the most
resistant ones. Buffered formalin was a better fixative than non-
buffered formalin solution in the preservation of antiganic
properties. Unlike the previously reported series, alcohol fixed
tissues demonstrated an inconsistent immunostaining.
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fosfat ile tamponlanarak kullanilir. Bazi laboratuarlarda ise bu
islem yapiimaksizin basit yiizde hesabi ile sulandirmak suretiyle
soliisyon hazirlanmakta ve kullamimaktadir. Sozkonusu ikinci
uygulama morfolojik detayr koruma agisindan gok fazla sorun
yaratmasa da immunhistokimya yoninden uygun bir tespit
soliisyonu oldugu siphelidir. Kullandiimiz tespit soliisyonunun
oldukga pahal bir teknik olan immunohistokimyaya olan etkisini
ortaya koydufumuz takdirde en iyiye dodru arayigimizi
sirdirmemiz ve beklentilerimizi bulgulanmiz 1s1Finda
degerlendirmemiz ¢ok daha saghkl olacaktir.

GEREC VE YONTEM

Materyal, Gukurova Universite Tip Fakiltesi Patoloji
Anabilim Dal'na tetkik amaciyla gonderilen 10 ameliyat
spesmeninden (kronik tonsillitis nedeniyle 2 adet tonsillektomi,
birer adet koriokarsinom nedeniyle histerektomi, Ewing's
sarkom nedeniyle artikiilektomi, infiltratif duktal karsinom
nedeniyle mastektomi, meningioma eksizyonu,
rabdomyosarkom eksizyonu, serdz papiller kistadenokarsinom
nedeniyle ooferektomi, malign sinir kilfi timérii eksizyonu,
biyik hicreli akcifer karsinomu nedeniyle lobektomi
materyalleri) olusmaktaydi. Materyallerden, yaklagik 1x1x0.5 ¢cm
boyutlarda 7'ser drnek alinarak kasetlere kondu. Dort spesmen
tampanlanmamig formalinde (NBF) sirasiyla 3 saat, 12 saat, 3
giin ve 12 giin bekletilerek takibe alindi. Difer iig 6rnek absoli
alkol, Dubosque - Brazil (DBB) ve buffer formalinde (BF) ger
saat bekletildi. Takip islemlerinden gegirilen drnekler parafine
gamilerek bloklandi. Hazirlanan 5 mikron kalinliindaki kesitler
poly - L-lysin ile muamele edilmig lamlara alindi. Deparafinize ve
tekrar hidrate edilen kesitlere StreptAvidin-Biotin (Zymed,
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Multilink Universal kit) yontemiyle cesitli antikorlar uyguland:.
Uygulanan antikorlar, diliisyonlan, ve ait olduklan firmalar Tablo
1'de gdsterilmistir. Uygulanan teknikte kesitler:

1- %3 hidrojen peroksid soliisyonu damlatilarak 5 dakika
inkiibe edildi.

2- Bazi antikorlar igin (Bkz. Tablo 1) 30 dakikalk
tripsinizasyon basamag uyguland.

3-Monoklonal antikorlar igin normal tavsan serumunda 20

8. Musluk suyunda yikanarak Mayer's hematoksilen ile
zemin boyamasi yapildi, gliserin jel ile kapatildi.

Isik mikroskobik inceleme, Nikon marka ik mikroskobu ile
yapildi. Imminboyanma yofunlugu dederlendirilerek +/- :
sipheli; + : hafif siddetli; ++ : orta giddetli; +++: siddetli olarak
skorlandi.

BULGULAR
Materyallere uygulanan antikorlar ve elde edilen
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Tablo 3 : Antijenik boyanmanin skorlanmasi (2).
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Sekil 2a :
Tamponlanmamig
formalinde (NBF) 12
saat tespit edilen timar
dokusunda (-}
immunboyama (Keratin,
Avidin-Biotin peroksidaz

x400).

Tablo 4 : Antijenik boyanmanin skorlanmasi (3).

Galigmamizda kullandigimiz genig spekturumlu keratin, iki
tonsil, serdz papiller kistadenokarsinom, biyik hicreli
karsinom olgulanna uygulandi. Elde edilen sonuglar farkh
spesmenlerde bazi farkhliklar gostermekle birlikte fiksasyon
sfiresinin bu antijeni fazla etkilemedigi gozlendi. Alkol, oldukga
ivi, DBB ise farkh sonuglar verdi. En iyi sonuglar ise fartismasiz
bir sekilde buffer formalin (BF) ile elde edildi (Sekil 1). Tonsil
materyallerinde vimentin, {-VIIl, (lizozim EM-A, kappa, Lambda
ve LCA, fiksasyon siresiyle paralel olarak belirgin bir sekilde
solma gosterdiler (Sekil 2,3,4,5).

Lizozim ve F-VIII, kisa sireli BF fiksasyonu ile en siddetli
immin boyanmayi gisterirken EMA- alkol ve DBB'de iyi
reaksiyon verdi. LCA- kappa ve lambdamin her iki formalin
solisyonunda da kisa siireli tespitten fazla etkilenmedikleri
gbriildid. Serdz papiller adenokarsinom ve bilyik hicreli
karsinom olgularina uygulanan keratin ise en iyi sonucu BF ile
verdi. Menegjioma olgusunda EMA, fiksasyon siiresinden daha

g

s i +15 ad b

$ekil 1 : Seroz papiller kistadenokarsinom. Buffer formalinde (BF) 3
saat tespit edilmig dokuda (++) immunboyanma (Keratin, Avidin-
Biotin peroksidazx250

fazla etkilendi. BF ile en iyi sonug elde edilen diger antijenler
sirasiyla; Beta HCG, NSE, Er- p53, ve NFP olarak belirlendi
(Sekil 6).

TARTISMA
Patoloji alaninda en olofanistil gelismelerinden biri olarak

kabul edilmesi gereken imminohistokimya, duyarhfji daha da
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Sekil 2b : Burer rormalinde 3 saat
tespit edilen dokuda (+++)
immunboyanma (Keratin, Avidin-
Biotin peroksidazx400).

Sekil 3b : BF'de tespit edilen
dokuda (+++) immunreaksiyon
{Vimentin, AB peroksidazx400).

Sekil 4b : NBF'de 3 saat tespit
edilen dokuda fokal (++)
immunboyanma (keratin, AB
peroksidaz x250

Sekil 3a : NBF'de 12 giin tespit
edilen dokuda (++)
immunreaksiyon (Vimentin, AB
peroksidaz x400)

$ekil 4a : Buffer formalinde 3 saat
tespit edilen dokuda fokal (+++),

.

Sekil 5a : BF'de 3 saat tespit
edilmis dokuda (+++).
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$ekil 5b : NBF'de 3 saat tespit

edilmig dokuda (++). edilmis dokuda (z).

artirma arayig! iginde gelisimini sirdirmektedir. Bu amagla yeni
bazi metodlar geligtiriimekte, daha duyarh antikorlar elde
edilmekte, diger taraftan cesitli nedenlerle antijenik kayba
ujrayan dokularda bunun restorasyonu igin gaba
sarfedilmektedir. Peroksidaz-antiperoksidaz teknifjinden sonra
gelistirilen Avidin-Biotin kompleks metod ve immunogold
tekniklerle imminohistokimya gergekten de daha duyarh hale
getirilmis™”, fiksasyon yontemlerine mikrodalga fiksasyonu
eklenerek antijen kaybi dnlenmeye calisiimis®, teknige
proteolotik enzim basamagi eklenerek maskelenmis antijenlerin
agija gikanimasi basariyla uygulanmis', dzellikle son yillarda
daha da yayginlasan antijenik @zellikleri geri dénigtirme
teknikleri gelistirilmigtir™™. Shi ve arkadaslan tarafindan
yayinlanan bir ¢aligmada *, uzun sireli formalin fiksasyonuna
maruz hirakilmig dokulardan elde edilen kesitler distile su veya
civa ve ginko gibi metal soldsyonlan igeren plastik salelerden
mikrodalga finna yerlestirilmis ve bu teknik ile 349 antijende
kuvvetli boyanma ozelliklerinde geri ddniig saptanmigtir. Benzer
bir caligma 1994'de California/ABD'de yapilmig, Taylor ve
arkadaslari nikleer antijenlerde farklh solOsyonlarla ve
mikrodalga teknidi ile antijenik Ozelliklerin restorasyonunu
yayinlamiglardir™. Bu teknikler oldukga dmit verici olmalarina
kargin rutin kullanma girmeleri zaman alacaktir. Oncelikle su
anda uygulamakta oldufumuz immonhistokimya bize ne denli
sadlikh sonuglar vermektedir, givenilirligi hangi dizeydedir
sorularina yanit bulmak amaciyla bu galisma planlanmig ve
yapimisgtir.

Uretilmekte olan antikorlann da bir evrim gegirdiklerini
sOylemek bir yanilgi olmaz. Lenfosit belirleyici antikorlan ornek
olarak verirsek, OK-la, B-1, T-11, Leu-1 gibi ilk B ve T lenfosit
belirleyicileri yalmiz tespit edilmemis dokulardan elde edilen
frozen kesitlerde calismaktaydi. Yapilan gahsmalar dokulan
islemlerden gegirerek, veya farkl fiksasyon bilesimleri ve farkl
imminohistokimyasal teknikler deneyerek antijenik dzelliklerini
korumaya yonelikti "', Biz calismamizda anti-kappa, anti-
lambda, L26(B) ve UCHL-1(T)yi kullandik. Formalin
fiksasyonunun ilk iki antikorun ¢aligmasimi siire ile paralel olarak
azalthigini, L26 ve UCHL- 1'in ise ne tespit solisyonundan ne de
tespit siresinden etkilenmedigini gozledik. Bu iki antikor ile elde
edilen antijenik boyanma, serimizdeki tim basamaklan igeren
en kuvvetli boyanma olarak saptandi.

Proteolitik enzimlerle sindirim basamafi pek gok antijenin

Sekil 5¢c : NBF'de 12 saat tespit

Sekil 4b : Koriokarsinom olgusu. BF'de 3 saat tespit edilen dokuda,
atipik hiicre sitoplazmalaninda Beta HCG ile (++) boyanma (AB
peroksidaz x400).

agija  gkanlmasinda  basan  ile  uygulanmaktadir.
Laboratuarimizda tripsin, rutin olarak pek gok antikorla birlikte
uygulanmaktadir (Tablo 1). Battifora ve Kopinski " tarafindan
yayinlanan galismada genis spektrumlu bir monoklonal antikor
kullamilarak keratinlerin - immunohistokimyasal dzellikleri
arastinimig, formalin ve alkolde farkh sirelerde tespit edilen
dokulardan elde edilen kesitlerde immiinohistokimyasal teknite
farkl proteclitik enzim basamaklan eklenmistir. Bu galigmada
etki ydniinden proteolotik enzimler (tripsin, pepsin veya pronaz)
arasinda belirgin fark bulunmamig, alkolde fikse edilen
dokularda bu basamafa gerek olmadifi, formalin tespitli
dokularda ise tespit siresi uzadikca enzim sindirim siiresinin de
uzatlmasi gerektigi vurgulanmigtir. Ayni gahigmada, farkh
dokulann keratinle boyanma Ozelliklerinin farkl oldufju da
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda tonsil epiteli ile serdz papiller
kistadenokarsinom, ve akciderin biyiik hilcreli karsinomu
arasinda keratin boyanma siddeti ile ilgili farkiliklar ortaya
gikmigtir, ancak her g olguda da bufferlanmig formalin tespiti
¢ok iyi sonug vermigtir. Yukanda bahsedilen galigmanin aksine
alkol tespiti ile serdz papiller kistadenokarsinom, ve akcigerin
biytk hilcreli karsinomu arasinda keratin boyanma siddeti ile
ilgili farkhhklar ortaya gikmustir, ancak her dg olguda da
bufferlanmig farmalin tespiti ok iyi sonug vermistir. Yukanda
bahsedilen caligmamin aksine alkol tespiti ile ortaya cikan
boyanma tonsil dokusunda BF ile aymi, difier iki dokuda ondan
daha zayiftir. Yine galismamizda, tripsin basamaginin siiresi
degistirilmemis, siire ile baflanth olarak antijenik boyanmada
solma saptanmstir.

Alkol fiksasyonu, Keratin, L26, UCHL-1 (tonsil), beta-HCG
(koriokarsinom), vimentin, desmin (rabdomyosarkom),
Gstrojen reseptir (duktal karsinom) boyalannda BF ile aymi
giddette antijenik boyanma saflamig, yalmz EMA (tonsil) ile
BF'den daha istin bulunmugtur. Uzun sireli NBF ile
kargilastinldiinda ise pek ¢ok antijende istunlik
gostermektedir. BF tespit siresi de arttinldid takdirde belki yine
antijenik kayip belirginlesecek, alkol tespiti 6n plana gikacaktir.

Nikleer prognostik faktorler, daha gok tam amaciyla
kullamlan diger antijenlerden farkh olarak lezyonun biyolojik
davranig ve tedaviye verecedi cevap ile ilgili bilgiler verdikleri
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igin daha onemli bir konumdadirlar. Bu antijenler aymi zamanda
formaline son derece hassas olup ya dzel fiksatifler, ya da rutin
kullammda sikhkla imminohistokimyasal teknide ek olarak
antijenik maskelenmeyi ortadan kaldinci bazi basamaklar
gerektirirler """ Kullamma hazir kesitlerin sitrat buffer, iire
soliisyonu gibi bazi soliisyonlann igerisinde mikrodalgaya
maruz birakilmalart  bunlardan  biridif™. Bu ydntem,
laboratuarimizda yeni denenmeye baglamig, basanl sonuglar
elde edilmig, rutin kullanima hazirlanmaktadir. Bu ¢aligmada ise
kullanilan iki prognostik belirleyici igin (ER ve p53 ise belirgin
bir farkliik gostermemigti. Bu sonuglar, dzellikle hastamin
tedavisini etkileyecek bu tip antijenik galigmalarda optimum

dilzeyin saptanmasi ve standardizasyonun belilenmesinin ne
denli dnemli oldufunu gdzler dnine sermektedir.

Sonug olarak, imkmiinohistokimya laboratuarlaninda gok sik
olarak tekrarlanmasi gereken bir otokontrol mekanizmasi igler
hale getirilmelidir. Buffer formalin, tespit soliisyonu olarak
kullanilmali,  gerektifi  takdirde imminohistokimyasal
tekniklerde gegitli modifikasyonlara gidilmelidir. Her antijen igin
bir pozitif, bir negatif kontrol mutlak galigmaya dahil edilmelidir.

Immunchistokimya laboratuanimizi en iyiye yoneltmek igin
biyik ufras veren ve bu cabsmada bize yardimei olan
teknisyenlerimiz Hasmet Sanicalar ve Gillafer Korkut'a tegekkird
borg biliriz.
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