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OZET. Elektron mikroskobik galismalarda immiin etiketleme teknikleri biyolojik molekiillerin dogal
durumlarindaki lokalizasyonlarimi olabildigince koruyarak hata paymi en aza indirgeyecek sekilde
belirlemeye ve bunu goriintiilemeye yarayan teknikleridir. Temeli immun ¢alismalardaki antijen antikor
iliskisine dayanilarak gelistirilmistir. Immunogold etiketleme, protein ¢alismalar1 ve hiicrelerde indikator
yapilarin varh@ini saptamak igin de ¢ok gii¢lii bir tekniktir. Hiicrelerin ultrayapisal olarak problanabildigi
bir teknik olup kullanilan altin probun miikemmel elektron sagilma ozelligi sayesinde elektron
mikroskobik immun caligmalar goriintiileme bakimindan da Onemli ¢alismalardir. Bu derlemede rutin
elektron mikroskobik ¢aligmalarda kullanilabilecek modifikasyonlarla immun etiketleme yontemlerinden
ve immun ¢aligmalara 6zel gelistirlmis tekniklerden bahsedilecektir.

Anahtar Kelime: Immunogold Etiketleme, Elektron Mikroskopi, Gomme Sonrasi Etiketleme, Gomme
Oncesi Etiketleme

IMMUNOGOLD LABELING TECHNIQUES IN ELECTRON
MICROSCOPIC STUDIES

ABSTRACT. Immunolabeling techniques in electron microscopic studies are techniques that are used to
determine and visualize biological molecules in a way that minimizes the margin of error while preserving
their localization in their natural state as much as possible. It was developed based on the antigen-antibody
relationship in immune studies. Immunogold labeling is also a very powerful technique for protein studies
and for detecting the presence of indicator structures in cells. It is a technique that allows ultrastructural
probing of cells and electron microscopic immune studies are also important studies in terms of imaging
due to the excellent electron scattering property of the gold probe used. In this review, immunelabeling
methods with modifications that can be used in routine electron microscopic studies and techniques
developed specifically for immune studies will be discussed.

Keywords: Immunogold Labeling, Electron Microscopy, Post-Embedding Labeling. Pre-Embedding
Labeling
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GIRIS

Elektron mikroskobik calismalarda immunogold (immiin altin etiketleme) teknigi, bir
numune i¢indeki spesifik antijenleri tespit etmek icin altinla konjuge edilmis antikorlarin
kullanimini igerir. Bu teknik hiicre biyolojisi, tip ve patoloji gibi ¢esitli alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Immiinogold etiketleme, belirli proteinlerin veya yapilarin
ultrayapisal diizeyde lokalizasyonunu gorsellestirmek i¢in gomme Oncesi ve géomme
sonrasi teknikler dahil olmak iizere farkli yontemler kullanilarak gergeklestirilebilir.
Ayrica elektron mikroskobik oOrneklerin etiketlenmesi i¢in kullanilacak biyolojik
materyal i¢in kryo immobilizasyon yontemleri ya da kimyasal fiksasyon yontemlerinden
se¢im ve planlama yapilmalidir. Tiim basamaklar i¢in en 6nemli asama ¢alismaya uygun
numune ile iglemlere baslamaktir. Numune biiyiikliigli, doku hasarlari, hiicre kiiltiirlerine
uygulanmis madde miktar1 ile baslangic konsantrasyonu gibi bir ¢ok faktor elektron
mikroskobundaki goriintiileme kalitesini etkileyecektir. Immun etiketleme stratejilerine
gecmeden Once kullanilan kimyasallari, araglar1 ve biyolojik materyallerin hazirlanma
safhalarinini belirtmek gereklidir [1].

Immiin etiketleme hazrlik

Fiksasyon calismanin temel baglangicidir, hiicrelerin ve dokularin dogru tekniklerle
yapisal  biitiinligiinii  korumak ve bdylece elektron  mikroskobik  olarak
incelenebilmelerini  saglamaktir. Rutin elektron mikroskobik 6rnek hazirlama
baslangicinda kimyasal fiksasyon kullanir. Bu islem sirasinda, biyolojik 6rnek genellikle
aldehitler ve osmiyum tetroksit (OsO4) kullanilarak kimyasal olarak fikse edilir. Engcok
kullanilan aldehitler formaldehit ve glutaraldehit ile hazirlanan fiksatiflerdir. Bu tiir
fiksasyon capraz baglanmaya neden olarak proteinlerin toplanmasina, yiiksek oranda
hidratlanmis glikanlarin ¢okmesine ve lipitlerin kaybima yol acar. Immun etiketleme
sirasinda se¢ilen metoda bagl olarak fiksatif ajanlarin daha 1limli ve kombinasyonlarinin
kullanimi1 ile bu kayiplarin azaltilmasi hedeflenir. Immuno-EM (immiin elektron
mikroskopisi) ¢alismalarinda kullanilan (% 0.2-2) Glutaraldehit, (% 2-4) Formaldehit -
Paraformaldehit ve %1 Akrolein gibi fiksatifler kullanim amaci dogrultusunda tekli ya da
farkli kombinasyonlar seklinde hazirlanirlar [2, 3, 4]. Fiksasyonun kalitesini pH, sicaklik,
ozmolarite ve silire gibi faktorler etkileyebilir. Fiksasyon sirasinda pH fizyolojik bir
aralikta tutulmalidir. Bunun igin uygun tamponlar; fosfat tamponu, HEPES, PIPES veya
PHEM tamponudur. Fiksasyon ilk olarak oda sicakliginda baslamali ve ardindan
numuneler 4°C'de daha uzun siire saklanmalidir. Fizyolojik ozmolarite fiksasyonda
etkilidir kademeli artan bir konsantrasyonla ge¢is yiiksek ozmolarite sorununu ¢6zebilir.
Siire caligilacak Ornege bagli olarak ayarlanmalidir. Uzun siireli fiksasyonun kesit ve
gorilntii kalitesini olumsuz yonde etkileyebilme durumu unutulmamalidir.

Immuno-EM c¢alismalarinda kullanilabilecek rutin hazirliklara alternatif bir ¢ok farkli
yontemler de kullanilmaktadir. Kimyasal fiksasyona en biiyiik ve etkili alternatif kriyo
(dondurarak) fiziksel fiksasyondur. Daldirma Dondurma (Plunge Freezing-PF), hiicresel
makromolekiillerden ve komplekslerden 10 um kalinliga kadar tiim hiicrelere kadar genis
bir kalinlik araligi i¢in tercih edilen yontemdir. Yiiksek Basingli Dondurma (High
Pressure Freezing)10 um'den daha kalin numuneler, PF ile buz kristallesmesi olmadan
uygun vitrifikasyonu saglamak ig¢in ¢ok kalindir ve kriyo-EM'de dogrudan
goriintliilenemez. Buz kristallerinin niikleasyonu sicakliga ve basinca baglidir ve bu etki
Yiiksek Basin¢li Dondurmada (HPF) kullanilir. Yiiksek basing, kristal biliylimesini ve
buzun ¢ekirdeklenme oranin1 6nemli 6l¢lide azaltir. Sonug olarak, ~250 pm'ye kadar olan
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numuneler, yliksek basing (yani 2048 bar) uygulanarak ve hizli sogutma yapilarak camsi
olarak dondurulabilir. Kendiliginden Basingli Hizli Dondurma (Self-Pressurised Rapid
Freezing - SPRF) yonteminde malzeme, her iki ucundan kapatilmis standart bakir HPF
kilcallarina yiiklenir ve sivi nitrojen, sivi propan veya sivi etana daldirilir. Bu sabit
hacimli islemin 6zii, dondurma islemi sirasinda kapali bir kilcalda suyun hacmi arttiginda
basincin artmasidir. Suyun sabit hacimde farkl kristal buz formlarina doniistimi, giicli
bir basing artisina neden olur ve kriyo-EM ve elektron kirinimi ile belirlenen numunenin
amorfizasyonunu tesvik eder. SPRF yontemi ile vitrifiye edilen numunelerin derinligi ve
kalitesi, HPF ile hazirlanan numunelere benzerdir, ancak SPRF ile vitrifikasyon sirasinda
orijinal su kiitlesinin yaklasik %50'si kristalin buza doniisiir, bu nedenle numunenin
sadece bir kismi olusan buz tarafindan hasar goriir. Bahsedilen bu vitrifikasyon
yontemleri ile Sadece saflastirilmis izole edilmis organeller, makromolekiiler
kompleksler, viriisler, kiigiik prokaryotik hiicreler ve Okaryotik hiicrelerin daha ince
kisimlar (0,5 um'ye kadar) gibi ince vitrifiye edilmis numuneler dogrudan kriyo-elektron
mikroskobu altinda goriintiilenebilir. Daha kalin vitrifiye edilmis numuneler,
goriintiileme Oncesinde gorsellestirilebilecek kadar ince kesitler haline getirilmelidir.
Bunun i¢in kriyo kosullar1 altinda kesit alinmasi gereklidir. Vitr6z malzeme, Kriyo
elektron mikroskobik vitroz kesit (CEMOVIS) prosediirii ile bir kriyo-ultramikrotom ile
numuneler kesilebilir yada odaklanmis iyon 1s1n1 (FIB) yontemleriyle kesitler alinabilir.
Vitréz halde hazirlanan numunelerde en biiyiilk sorun zayif kontrasttir. Hiicresel
bilesenlerin benzer yogunlukta olmasi ve dagilimlarinin tek diize olmasi diisiik kontrasta
sebep olmaktadir. Bununla beraber camsi malzeme elektronlara karsi dayaniksizdir
kesitlerin goriintiilenme sirasinda hareket etmesine sebep olur. Camsi olarak
dondurulmus numunelerin temel dezavantaji, ¢alismasi icin ortam kosullar
gerektirdiginden kesitte immiinogold etiketlemenin ise yaramamasidir. Bu nedenle,
Tokuyasu teknigi ve dondurarak degistirme (freeze subtition- FS) ve ardindan gémme
islemleri, vitrifiye edilmis numuneye tamamlayici tekniklerdir FS yontemi, dondurarak
ikame, dehidratasyon ve kimyasal fiksasyonun ardindan reginelere gomiilmesinden
olusur [5]. ilk adimda, kriyo-immobilizasyondan sonra bir numune aseton, metanol veya
etanol gibiorganik c¢oziiciilerle dehidratlanir. Bu adim tipik olarak-78°C ila -90°C
arasindaki sicaklik araliginda gerceklesir. Ikinci adimda, biyolojik materyal, ilk
adimdakiyle aym sicaklikta secilen organik ¢oziiciilerde reaktif olmayan fiksatiflerle
yavagea Iinfiltre edilebilir. Sicaklik yiikseltilir yiikseltilmez, fiksatifler -90°C ila -30°C
arasinda yerinde reaksiyona girmeye baslar.Fiksatif ¢ozeltilerin ana bilesenleri, aseton
veya alkollerde karisik konfigilirasyonlarda aldehitler, OsO4ve uranil asetattir.Recine
kesitler gelistirilmis kontrastiyla hiicre ultra yapisinin mitkemmel bir genel goriiniimiinii
elde etmeyi saglar. Kriyo-EM goriintiilerinden elde edilen bilgiler, regine kesitlerinden
elde edilen goriintiileri tamamlayabilir [6,7,8]. Ayrica regine, vitroz Kkesitlerle
karsilastirildiginda daha biiylik 6rnek alanlarinin analizini miimkiin kilar, elektron
isininda  daha kararlidir ve elde edilmesi daha kolaydir. Regine kesitleri altin
nanopartikiillerle sonradan etiketlemeye de izin verir. Tokuyasu teknigi protokoliine gore
biyolojik materyal diisiik konsantrasyonlarda aldehitlerle kimyasal olarak sabitlenir,
sakarozda kriyo-korunur, sivi nitrojende dondurulur ve kuru bir bigakla kriyo-
ultramikrotomda diisiik sicaklikta (yaklasik -100°C) kesilir. Kriyo-kesitler bigak
kenarindan alinir, ¢6ziiliir ve mikroskop slaytlarina veya formvar karbon kapli gridlere
aktarilir [9]. Ince kesitler dogrudan elektron mikroskobunda gézlemlenebilir, immun
etiketlenebilir (¢ogunlukla antikorlarla) ya da in situ hibridizasyonla mRNA
lokalizasyonu i¢in kullanilabilir [10, 11].
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Immun ¢alismalarda tercih edilecek hazirlik yontemine gore prosediir kesit alma
basamaklarini igeriyorsa kriyo ya da oda sicakligina gore destek ya da gomme materyali
secilmelidir. Kriyo caligsmalarda %2 diisiik erime noktali agaroz (re¢ine gdbmme) veya
%12 jelatin (Tokuyasu teknigi) destek materyali tercih edilebilir. Regine gdmme igin ¢cok
cesitli re¢ineler mevcuttur. Epon, Spurr gibi epoksi regineler, diistik sicaklikli Lowicryl
gibi metakrilatlar veya London Resins gibi akrilik recineler gomme ortami olarak
basartyla kullanilir. Epon gibi epoksi regineler, membran reseptorleri gibi biiylik
proteinlerin antijenligini azalttig1 bilinmektedir ancak kiiciik molekiiller i¢in iyi ¢aligirlar
ve ultra yapisal koruma i¢in harikadir [12, 13]. Gomme islemi i¢eren ¢alismalar rutin belli
basamaklar igerir. Fiksasyonu ger¢eklesmis numuneler igin birinci basamak
dehidrasyondur. Ornekten suyu uzaklastirmak kademeli bir dizi aseton veya etanol
serileri (%30, %50, %70, %90, %100) kullanilir. Daha sonra re¢inenin bir ¢oziici ile
numune infiltrasyonu i¢in kademeli olarak yer degistirilir. GGmme materyali icinde doku
ya da hiicreler konumlandirildiktan sonra secgilen gdomme materyaline bagli olarak UV,
1s1 veya kimyasal olarak polimerlesme uygulanarak son sertligine ulagmasi igin kesit i¢in
bloklar olusturulur. Immun etiketlemelerde kesitler nikel ya da altin gridler iizerine
toplanir. Nikel gridler manyetik olmalar1 sebebiyle kullanim sirasinda zorluklar
¢ikarabilse de inert olmasi, immiin veya enzim reaksiyonlarinda toksik olmamalari
sebebiyle tercih edilirler [14].

Immiin etiketleme

Antijen antikor ¢alismalarinda immun deneylerde 6ncelik hedef antijen saflagtirilmasi
ve ardindan farkli tiirden bir hayvana enjekte edilerek immiin yanit olusumu tesfik etmek
ardindan istenilen antikorlarin toplanmasidir. Antikor antijen etkilesimi oldukca
spesifiktir ve dogru baglanma gosterir. Antikorlar mevcut oldugunda, uygun bir
isaretleyiciye baglanmalar1 kosuluyla dokular, hiicreler ve (ultra ince) kesitler tizerindeki
antijenleri gorsellestirmek i¢in kullanilabilirler. Antikorlar1 elektron mikroskobunda
gdrebilmek igin elektronca yogun, molekiiler agirhig fazla bir isaretleyici gereklidir. Tlk
denemelerde elektronca yogun osmium tetroksit sonrasi fiksasyonu sonrasi
gerceklestirilmistir. Ancak isaretleyicinin/probun doku elemanlarinin koyulugu ve
kontrast1 arasinda goriintiilenmesini zorlastirmasi ve miktar tayinin zor olmasi bu
yontemin handikabidir. Fiksasyon yontemleri dogru segilerek ve uygun bir isaretleyici
belirlendigi taktirde immiin etiketleme elektron mikroskobu i¢in de kolay uygulanabilir
bir yontemdir. Faulk ve Taylor, altin pargacigini elektron mikroskobu i¢in bir isaretleyici
olarak kullanmislardir [14]. Altin pargaciklar farkli boyutlarda yapilabilir ve ¢ok ¢esitli
biyolojik aktif molekiillerle birlestirilebilir: enzimler, antikorlar, toksinler, lektinler,
protein A gibi bir ¢ok konjugat olusturulabilir. Problu antikorlarin kullanmasindan beri
immiino-altin etiketleme, transmisyon veya taramali elektron mikroskobunda molekiilleri
gorsellestirmek i¢cin en yaygin kullanilan tekniktir.  Antikorlarin elde edilmesi,
bulunabilirligi ve raf 6mrii gibi bir ¢ok sinirlayici etmeni vardir. Bundan dolay1 birincil
antikorlar cogunlukla elektron yogun bir isaretleyiciye baglanmaz. Bunun yerine, birincil
antikor, altina baglanan bagka bir IgG veya altina baglanan Protein A- Protein G
araciligiyla gorsellestirilir. Protein A, Staphylococcus aureus'un hiicre duvarindan
tiiretilmis, IgG'nin Fc kismina baglanan, konjuge edildiginde, immiinometrik analizler,
western blotlar ve immiinositokimya i¢in evrensel bir etiket olarak kullanilabilir bir
molekiildiir. (Sekil 1.) [16].

Immiino-elektron mikroskobu i¢in ¢ok kiigiik prob, elektronca yogun bir isaretleyici
idealdir. Daha kiiciik parcaciklara dayali konjugatlar, daha biiyiik pargacik tabanli
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konjugatlardan daha verimlidir. Iskelet kaslarinda WGA-baglanma proteini igin 1.5 nm
lik altin pargaciklar kullanilirken, kalpte atrial bir peptid i¢in 40 nm lik altin parcaciklari
ile goriintiileme gergeklestirilmistir [17]. Cok kiigiik prob kullaniminda gérsellestirme
zorlugu varsa gimiis iyilestirmesi yapilabilir. Cok hassas numunelerin SEM ile
goriintiilenmesinde daha biiyiik parcacikli problar tercih edilebilir. Bu giimiis gibi ultra
yapisal iyilestirme reaktifleri kullanimini 6nleyebilir. Dokular i¢inde altinin tespiti igin
yontemler Danscher [18] tarafindan tanitilmis ve daha sonra immiin altinin gosterilmesi
icin uyarlanmistir. Danscher giimiis zenginlestirme soliisyonunun, 6nceden gomiilmiis
immiinositokimyada ultra kiiciik altin parcaciklar1 i¢in etkili oldugu gosterilmistir.
Ancak, hiicrelerin ultra yapisal goriintiileme bu prosediiriin ardindan tehlikeye girmistir.
Orijinal Danscher soliisyonu asidikti (pH 3,5). Soliisyonun asiditesinin, giimiis
zenginlestirmeye tabi tutulan orneklerdeki zayif ultra yapisal ayrintinin nedenlerinden
biri oldugu diisiiniilmiistiir. Sonraki calismalar, farkli indirgeyici ajanlarla kontrol
edilebilir giimiis zenginlestirmeye izin verirken reaksiyonu daha yiiksek pH'ta
tamponlamaya  odaklanmigtir ~ Giiniimiizde kullanilan  giimiis  zenginlestirme
sollisyonunun son pH'1 6,0'd1r ve indirgeyici madde olarak n-propilgallat i¢erir ve gdmme
Oncesi immiinositokimyasinda kullanimi sonrasinda hiicresel morfoloji iyi gozlemlenir
[19].

Elektron mikroskobu icin en iyi gOriiniir isaretleyiciler, IgG'lere bagli altin
parcaciklari, Protein A gibi bakteriyel proteinler, lektinler vb.'dir. Bunlar ¢ok cesitli
boyutlarda (0,8 — 40 nm) iiretilir ve ikili, tiglii ve hatta dortlii etiketlemeye izin verir. IgG-
altin yerine Protein A Altin1 (PAG) tercih edilebilir. Protein A daha az arka plan giirtiltiisii
verir, ¢ok tekrarlanabilir sonuglar verir ve daha kesindir [12, 20].

Buraya kadar immunogold etiketleme 6ncesi doku ve hiicrelerin hazirlanisi ve bu
sirada kullanilabilecek kimyasallar, immun etiketleme i¢in gerekli antikorlarin eldesi ve
altin problarin se¢imi ve konjugat olusumunun calismanin 6nemli hazirlik agsamalari
gerektirdiginin tizerinde durulmustur. Basarili bir immiinositokimya elde edilmeden 6nce
karsilanmasi gereken belirli kosullar vardir. Bunlar sunlar1 igerir: Immiinoreaktivitenin
korunmasi, antijenlerin orjinal yerlerinde tutulmasi, morfolojik ayrintilarin bozulmamasi
(6zellikle ultra yapisal diizeyde), Ornegin farkli lokasyonlarinda antijen molekiillerine
kars1 antikorlarin esit olarak ulasmasinin saglanmasi ve korunmasi ve aynt numunede
farkli antijenlerin birden fazla etiketlenmesinin gergeklestirilebilmesi [21]. Antijen-
antikor reaksiyonu, beyaz kan hiicreleri tarafindan iiretilen antikorlar ve antijenler
arasindaki 6nemli bir biyokimyasal etkilesimdir. Viicudun karmagik yabanci varliklardan
korundugu temel bir reaksiyondur. Antikor, antijene epitop adi verilen belirli bir bolge
araciligiyla baglanir. Immiinogold etiketleme, bu antikor-antijen reaksiyonuna dayanur.
Iki tiir antikor vardir: monoklonal ve poliklonal antikor. Monoklonal antikorlar, plazma
hiicrelerinin  hiicresel reaksiyonundan tiiretilirken, poliklonal antikorlar antijen
uyariminin tekrarlanmasindan tiiretilir. immunogold etiketleme, altin konjuge sekonder
antikorlarin bir mikrogevrede spesifik primer antikorlarla baglandigi indirek bir
goriintlileme olarak algilanabilir.
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Sekil 1. Grid iizerine alinan rneklerin primer ve sekonder antikor inkiibasyonunu ile
immiinogold etiketleme siireci

Temel olarak immun etiketleme ¢alismalarinda gémme Oncesi (preembedding) ve
sonrasi (postembedding) seklinde iki yaklasim vardir. Bir baska altenatif ise grid tizerinde
calisilmis  Orneklerin  direk immiino-elektron mikroskobudur. Bu aslinda en hizli
yontemdir. Ornekler gridlere yapistirilir veya gridler iizerinde kiiltiire alinir (hafifge
sabitlenir) ve dogrudan etiketlenir. Bu prosediirde kesecik/viriis/bakteri/hiicrenin tamami
daha sonra elektron mikroskobunda goriintiilenmek tizere grid iizerinde bulunur. Bu
nedenle yalnizca oldukga ince, elektron yogunlugu olmayan 6rnekler 60-200 KV elektron
mikroskoplarinda kullanilabilir. Etiketleme herhangi bir gecirgenlestirme maddesi
olmadan gerceklestirildiginde biiyiik olasilikla bir numunenin yalnizca dis yiizeyi
etiketlenecektir. Bu teknik viriisler, izole kesecikler ve kan trombositleri gibi diiz
hiicrelerin plazma zari ilizerindeki antijenleri gorsellestirmek igin kullanilabilir. Bir
numunenin ultra yapilarinin immiino-etiketlemesi, kimyasallar ve deterjanlarla
islendiginde miimkiindiir. Bu ajanlar, ¢evredeki zarlarda ve sitoplazmanin (bir kisminda)
kiiciik gbzenekler olusturarak antijenlerin erisilebilir olmasini saglar. Ancak hiicresel
icerik genellikle bu tiir prosediirlerden zarar goriir: Antikorlarin ulagmasi i¢in kullanilan
ajanlar ile muamele ayn1 zamanda hiicre i¢i bilesenlerin ekstraksiyonu anlamina da gelir
[22, 23].
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Sekil 2. Gémme oncesi etiketleme stratejileri

Onceki teknikle yakindan ilgili olan, gdmme dncesi immiino-elektron mikroskobudur.
Numuneler temel olarak bir regineye gomiilmeden ve kesitlere ayrilmadan 6nce immiino-
etiketlenir. Bu, yiizey antijenlerinin dagilimi incelendiginde ¢ok yararl bir tekniktir. Bir
numunenin (hiicre) i¢ kismina erismek i¢in, etiketleme prosediiriinden once plazma
zarmin zedelenmesi gerekir. Bu, oldukga hafif islemler olan, ancak morfolojiyi dnemli
Olciide etkileyecek olan deterjanlar veya tekrarlanan dondurma-¢ozdiirme yoluyla
basarilabilir. Hiicreler ayrica bir ozmotik sokla veya desteklerinden kazima gibi mekanik
kuvvetlerle de acilabilir. Bu kadar sert bir muameleden sonra bile bircok organel hala
saglamdir ancak sitoplazma artik mevcut degildir. Etiketleme sirasinda sitoplazmanin
yoklugu, membranla iligkili molekiillerden sitoplazmik kuyruklarin antijenik
belirleyicilerinin kullanilabilirligini arttirir. (Sekil 2).
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Sekil 3. Gomme sonrasi etiketleme stratejileri

Gomme sonrast immiin  etiketleme son yaklasimdir. Bu  yontemin
immiinositokimyasi, etiketli yapilara yiiksek diizeyde ¢oziiniirliik veren partikiil problar
kullanir. Kolloidal altin, ultra yapisal diizeyde ¢ogu gdmme sonrast prosediiriinde tercih
edilen prob olmustur. Bu yaklasimin dezavantaji, enzim- antikor caligmalarinda ve kriyo
islemsiz rutin gdmme yapilmis dokularda duyarlilikta bir kayip olmasidir. Ultra yapisal
diizeyde gomme sonrasi kesit alarak immiin isaretleme, kriyo korunmus dokunun ve resin
goémiilii 6rneklerin ultra ince kriyo kesitleri tizerinde gergeklestirilebilir (Sekil 3). Kriyo
yaklasimlarin bir avantaji, hiicre i¢i antijenlerin kesitlerdeki gibi gegirgenlestirilmelerine
gerek kalmadan antijen antikor ile muamele edilebilmesidir. Gomme sonrasi islemlerde
numuneler gomiilii oldugu ya da donduruldugu matriksten kesitlerin alinmasi ve kesit
tizerine etiketleme yapilmasi seklinde planlanir. = 70 nm kalinliginda ¢ogu organel
kesilerek acik durumda olacak ve i¢ kisimlar1 immiin etiketleme ic¢in antikorlar ile
muamele edilir hale gelecektir. Numunelerin hazirlik sekli etiketleme verimliligini
belirler. Sabitleme, mevcut antijenik belirleyicilerin sayisimi etkileyecektir ve gomme
prosediiriinde kullanilan kimyasallar, baz1 epitoplar1 maskeleyebilir ve hatta yok edebilir.
Immun reaksiyonu kesitin tam yiizeyinde gerceklesir ve epitoplarin mevcudiyeti her
gomme yontemi i¢in oldukga farklidir. Bir epoksi regineye gdmiilen numunelerden alinan
kesitler oldukga piirilizsiiz bir yiizeye ve ¢ok diisiik penetrasyona sahiptir, bu da ¢ok fazla
epitopun bulunmadigi anlamina gelir. Hidrofobik metakrilatlarin (Lowicryl HM20, LR
altin) yiizeyi, daha iyi yiizey kabartmasi ile epoksi reginelerinkine benzer ve son olarak

46



Yenice Giirsu: Elektron mikroskopik ¢alismalarda immunogold etiketleme teknikleri

daha hidrofilik metakrilatlar (Lowicryl K4M, LR beyaz) immun reaktiflerine daha iyi
maruz kalmayi saglar [24].

Antijenik belirleyiciler organik ¢oOziiciilere veya gomme ortamma maruz
kalmadigindan, en iyi etiketleme verimliligi, ¢6ziilmiis dondurulmus bolimlerle elde
edilir. Ustelik yiizeyleri piiriizliidiir ve antikorlar kesite niifuz edebilir (organellerin matris
yogunluguna bagli olarak). Ancak, boyutlar1 ve 8 yiikii nedeniyle 5 ila 20 nm arasinda
degisen altin parcaciklarinin niifuzu diisiik oldugundan kesitlerin yiizeyi cogunlukla etkili
bir sekilde etiketlenecektir. Bu sorun, 0,8 nm arasinda degisen ultra kiigiik altin
parcaciklar1 kullanilarak kismen ¢oziilebilir. Penetrasyonun iyilestirilmesi i¢cin 2 nm'ye
kadar. Kiigiik boyutlarindan dolay1 bu pargaciklar electron mikroskobunda neredeyse hig
goriilmez ve glimiis veya altin iyilestirme reaktifleri ile boyutlarinin arttirilmasi gerekir.

Immiinogold etiketlemede goriintiideki arka plan netligi i¢in 6nemli bir adim olan
bloklama soliisyonu, birincil antikor inkiibasyonundan o6nce uygulanir. Bloklama
sollisyonu, antikor baglanmasi i¢in epitopu degistirmeden dokular ve hiicre
yiizeylerindeki spesifik olmayan reaktif bolgeleri kapatir. Birincil veya ikincil
antikorlarin doku bilesenlerine veya re¢ine materyaline olan spesifik olmayan ¢ekimini
azaltir. Spesifik olmayan reaksiyonlar veya arka plan, hem numunenin hem de
antikorlarin genel fiziksel kimyasal 6zellikleri nedeniyle olusur

Arka plan sorununun ¢6ziimii antikorlart uygun konsantrasyona kadar seyreltmek ve
spesifik antikora baglanmayan ancak numunedeki molekiillere baglanan molekiillerle
olas1 spesifik olmayan baglanma bolgelerini bloke etmektir. Spesifik olmayan
baglanmanin dogasina bagli olarak bir bloke edici ajan secilmelidir. Antijenler ¢ok bol
oldugunda, dogru antikor konsantrasyonunun kullanilip kullanilmadigi genellikle
oldukca aciktir. Ancak durum boyle olmadiginda, etiketlemenin spesifik olup olmadigi
konusunda istatistikler net bir cevap verecektir [25].

Bir ¢ok etkilesimler nedeniyle yanlis eslesme sonucu istenmeyen bolgeler de immiin
reaktiflere baglanacaktir. Bu sorun genellikle bu baglanma yerlerinin proteinlerle
kaplanmasiyla ¢oziilebilir (Glisin ve BSA kullanimi). Glisin, immiin reaktifleri
baglayarak bir arka plan kaynagi olusturabilen kimyasal fiksatifteki serbest aldehit
gruplarini etkili bir sekilde devre dis1 birakir. BSA, arka plan1 azaltmak ve olasi spesifik
olmayan baglanma bolgelerini engellemek icin kullanilir. Cesitli bloke edici ¢oziimler
mevcuttur: Bazi jelatinler, albuminler, yagsiz siit tozlar1 veya ticari olarak hazir satilan %
0,1-1 asetillenmis BSA (6rn. BSA-C, Aurion, NL). Farkli bloklama ajanlarini ve
kombinasyonlarin1 denemek goriintii kalitesini arttirmak i¢in miimkiindiir. Goriintiideki
prob yogunlugu da onemlidir. Bildirilen en yiiksek etiketleme verimliligi yaklasik %
10'dur, ancak siklikla % 1'den azdir. Etiketleme verimliligi, etiketleme prosediiriine
onemli ol¢iide baghdir.

Her immunreaksiyonu sonrasi gridlerin durulanmasi gerekir. Yikama islemi kalan
aktiviteyi ortadan kaldirmak i¢in 6nemlidir bu islem i¢in genellikle BSA/PBS yada PBS
kullanilir.  Antikor reaktifleri kullanirken kullandigumiz pensetler de mutlaka
temizlenmeli ve yikanmalidir. Boyama asamalarina gegmeden 6nce de bidistile su ile
durulamak ta elektron yogunlugunu ve kirliligi azaltacaktir [26, 27].

Immiino etiketleme, dogrulugu kontroller ile kanitlandiginda anlamlidir. Antikorun
tanimast gereken molekiille reaksiyona girip girmedigi, ve ayrica ortamdaki diger
molekiillerle capraz reaksiyona girip girmedigi de ortaya konmalidir. Tim
immiinositokimyasal prosediirlerde birincil husus uygun kontrol deneyleridir. Bu, sahte
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immiinlokalizasyonun Onlenmesi ve tanimlanmasi i¢in 6nemlidir, bdylece yalnizca
gercek antijen dagilimi ortaya ¢ikar. Orneklere uygulanabilen kontrol deneyleri araligi
sunlar igerir: Birincil antikorun olmadigi, birincil antikorun oldugu, birincil antikorun
hedef antijenle onaylanmasi, antijenin ¢ikarilmasi ve pozitif kontrollerin kullanilmasi gibi
reaksiyonlar ayni ¢alisma i¢inkurulmalidir [28].

Kontroller her zaman 6rneklerdeki belirli etiketlemenin biitiinligiinii dogrulamak igin
kullanilir. Kontrol, 6rneklerin kontaminasyonunun giderilmesinde veya immunogold
etiketleme prosediiriiniin  herhangi bir boliimiindeki bireysel bir reaktifin zayif
performansinda 6nemli bir rol oynadigi i¢in dikkatlice sec¢ilmelidir. Normalde kullanilan
kontrol tiirleri sunlardir: Pozitif kontrol; Yanlis negatifi onlemek ve etiketleme
prosediiriiniin etkinligini test etmek i¢in ayn1 immunogold etiketleme teknigiyle test
edilen bilinen pozitif bir 6rnektir. Negatif kontrol; Birincil antikor adiminin atlandigi ve
yalnizca ikincil antikorla inkiibe edilmesi saglanan 6rnektir. Bu, ikincil antikor etiketleme
kapasitesini belirlemek igindir [29].

Gomme Oncesi Etiketleme

Bu islem gdmme sonrasi prosediirlere kiyasla daha uzun inkiibasyon ve yikama
adimlar gerekir. Aldehit fiksasyon 6rnekleri 15-30 dakika boyunca PBS tamponunda
%0,1 NaBH4 ya da uygun inaktive edici ajanlarla ile inkiibe edildikten sonra mevcut kalan
aldehit gruplarini inaktivasyonu saglanir. Genellikle bu kimyasallar 3x10 dakika boyunca
PBS ile yikanir. Doku Kesitleri veya kompakt malzeme ile galisirken, antijenlere erisim
saglamak icin deterjanla 6n islem gerekir. Uygulamada 30 dakika boyunca PBS'de % 0,05
Triton-X-100 ile gegirgenlestirilebilir. Ornekleri 30 dakikadan 1 saate kadar blokaj
soliisyonuna aktarilir. Ornekler 2 x 10 dakika inkiibasyon soliisyonuyla yikanir. Tercihen
saflastirilmis, 1-5 pg/ml spesifik birincil antikorun seyreltmesiyle veya en az 1 saat
inkiibasyon soliisyonunda hazirlanmis yiiksek titreli bir antiserumun yiiksek
seyreltmesiyle inkiibe edilir. Antikor konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi, birincil
antikorun spesifik 0Ozelliklerine goére uyarlanabilir. Antijenlere tam penetrasyonu
garantilemek icin genellikle daha uzun inkiibasyon siireleri gerekir. Bu durumlarda
prosediir 4°C'de gerceklestirilmelidir. Ornekler 6 x 10 dakika inkiibasyon soliisyonuyla
yikanir. Ornekler uygun altin konjugat reaktifinin alikotlara aktarilir, 30 dakika ila 2
saat boyunca inkiibasyon soliisyonunda 1/50-1/200 oraninda seyreltilir. Her yeni
lokalizasyon c¢alismasi i¢in bir dizi seyreltme ve inkiibasyon siiresinin test edilmesi
onerilir. Yine, antijenlere tam penetrasyonu garantilemek icin genellikle daha uzun
inkiibasyon siireleri gerekir. Bu durumlarda prosediir 4°C'de gerceklestirilmelidir.
Ornekler 6 x 10 dakika boyunca inkiibasyon soliisyonuyla yikanir. Her biri 10 dakika
olmak tizere iki kez PBS ile yikanir, 15 dakika boyunca PBS'de %2 glutaraldehitte islem
sonrasi fiksasyon yapilabilir ve son olarak 4 x 10 dakika boyunca distile suyla yikanir
[30, 31, 32].

Gomme Sonrast Etiketleme

Gomme sonrasi etiketleme teknigi, gdomme Oncesi teknige kiyasla daha yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Gomme sonrast i¢in, 6rnekler 6nce fiksasyona tabi tutulur,
gomiiliir ve immuno etiketlemeye tabi tutulmadan once kesilir. Bu teknik i¢in genellikle
birincil antikorun etiketlenmedigi ve altinin ikincil bir antikora konjuge edildigi dolayli
etiketleme yontemi tercih edilir. Aldehit fiksasyonundan sonra kalan aldehit gruplarini
etkisizlestirmek icin gridler 10-20 dakika boyunca PBS tamponunda 0,05 M Glisin
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tizerinde inkiibe edilir. Daha sonra blokaj soliisyonunun damlalarina 15 dakika boyunca
aktarilir. Gridler 2 x 5 dakika boyunca inkiibasyon soliisyonunun damlalar1 {izerinde
yikanir. Gridler, saflastirilmig, 1-5 pg/ml spesifik birincil antikorun seyreltilmis
damlalarina veya 30 dakika ila 1 saat boyunca inkiibasyon soliisyonunda hazirlanmis bir
antiserumun yiiksek seyreltisine aktarilir. Antikor konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi,
birincil antikorun spesifik dzelliklerine gore uyarlanabilir. Daha uzun inkiibasyon siireleri
gerekiyorsa (Ornegin diislik titreli antikor soliisyonlariyla) prosediir 4°C'de bir gece
boyunca gergeklestirilmelidir. Gridler, 6 x 5 dakika boyunca inkiibasyon soliisyonu
damlalar1 tizerinde yikanir. Gridler, 30 dakika ila 2 saat boyunca inkiibasyon
soliisyonunda 1/20-1/40 oraninda seyreltilmis uygun altin konjugat reaktifinin
damlalarina aktarilir. Her yeni lokalizasyon c¢alismasi igin bir dizi seyreltme ve
inkiibasyon siiresinin test edilmesi Onerilir. Gridler, 6 x 5 dakika boyunca inkiibasyon
soliisyonu damlalar1 {izerinde yikanir. Daha sonra PBS'de iki kez 5'er dakika yikanir,
PBS'de %2'lik glutaraldehit iginde 5 dakika postfiksasyona tabi tutulabilir ve son olarak
distile su ile yikanir ve standart prosediirlere gore kontrastlanir [33, 34, 35].

Immun etiketleme prosediirii sirasinda damlalarin iizerindeki gridler yiizdiiriilerek,
kesitler damlaya bakacak sekilde bir dizi farkli damla {izerinde inkiibe edilir. Immiin
reaktifler genellikle %1 BSA/PBS (blokaj ¢ozeltisi) i¢inde seyreltilir, ancak diger bloke
edici proteinler veya tamponlar da kullanilabilir. Uzun inkiibasyon siireleri
kullanildiginda kurumayi 6nlemek i¢in nem tuzaklari i¢inde inkubasyon saglanmalidir.
Genel olarak, inkubasyon siireleri kisa ve oda sicakliginda ¢alismaya izin veren yiiksek
afiniteli antikorlar kullanilir. Uzun inkubasyon gerektiren reaksiyonlarda  spesifik
olmayan baglanmanin sorun yaratmasini1 dnlemek i¢in antikorlarin yaklasik on kat daha
seyreltilmesi gerekebilir.

Cift etiketleme

Ikincil antikor altin konjugatlar1 kullanilarak yapilan ¢ift isaretleme icin, iki farkl
hayvan tiiriinde {tiretilen iki birincil antikor karistirilir ve aynm1 anda uygulanir. Yikama
adimindan sonra, iki farkli boyuttaki karsilik gelen altin konjugatli reaktiflerin bir
karigimi kullanilir. Protein A veya protein G altin konjugatlar1 kullanilarak yapilan ¢ift
isaretleme igin her etiketleme ayr1 ayr1 yapilir. lk altin reaktif inkiibasyonundan sonra
20-100 pg/ml konsantrasyonda serbest protein-A veya protein-G ile 10-20 dakika
inkiibasyon uygulanir ve diger isaretlemelerde oldugu gibi yikama ve gerekli goriiliirse
post fiksasyona tabi tutulabilir.

Bir immiin tespit deneyinin bagarisi bir yandan kullanilan reaktiflerin reaktivitesine ve
kalitesine, diger yandan antijenin taninabilme derecesine baglhdir. Negatif sonuglar, hi¢
veya diislik reaktiviteye sahip reaktiflerin kullanilmasi ve antijenlerin yoklugu,
degistirilmesi veya maskelenmesi (fiksasyon ve numune isleme yoluyla) nedeniyle
olusabilir. Ayni birincil antikorla farkli bir reaktif seti ayni sekilde hazirlanan
numunelerde 1yi sonuglar verdiginde, negatif sonuglarin nedeninin antijen seviyesinde
degil, reaktif setinde oldugu aciktir. Ote yandan, reaktifler farkli bir birincil antikorla
(ayn1 hayvan tiirtinden) iyi sonuglar verdiginde, sorunun antijen koruma seviyesinde veya
birincil antikor aktivitesi seviyesinde oldugu aciktir. Bu tiir karsilagtirmali veriler mevcut
olmadiginda, negatif sonuglarin nedeni belirsizdir [36].

Protokolde geriye dogru ¢alisarak sorunu saptamak kolaydir. Ornegin, ImmunoGold
Gilimiis Boyama'da test etmek icin ilk adim kullanilan giimiis gelistirme reaktifleri
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olacaktir. Bu adim uygun sekilde calisirsa, bir sonraki adim immiinogold reaktifinin
birincil antikor i¢in reaktivitesini test etmek vb. olacaktir.

Tespit deneyleri ve numune hazirlama teknikleri zaman alict oldugundan, bir
immiinogold deneyindeki ilgili adimlar test etmek i¢in basit ve hizli bir yontem yardimeci
olacaktir, nokta-nokta testi bu gereklilikleri karsilar.

Nokta-nokta testi, sorun gidermeyi immiinogold deneyinin tanimlanmis bir kismina
odaklamay1 miimkiin kilan bir model sistemdir. Gii¢lii protein baglama kapasitesine sahip
bir nitroseliilloz membran seridi, immiinoinkiibasyon protokoliindeki sonraki adimin
reaktivitesini kontrol etmek igin gereken bilesenlerden birinin baglanmasi igin bir destek
olarak kullanilir. Ornegin,

(i) Gimiis gelistirme reaktiflerini test etmek igin, immiinogold reaktifi membran
seridine uygulanir. Nitroselilloz membran daha sonra giimiis gelistirme reaktifleri ile
inkiibe edilir,

(ii) Immunogold reaktifinin reaktivitesini test etmek icin, birincil antikorun bir
seyreltme serisi bir nitroseliiloz seride uygulanir ve immunogold reaktifi ile inkiibasyon
takip eder.

Nokta-nokta testinden elde edilen sonuglar, test edilen reaktifin kalitesi ve reaktivitesi
hakkinda dogrudan bilgi verir. Inkiibasyon protokoliinde adim adim geriye dogru bir
yaklagim, negatif sonug¢larin nedenini agiklayacaktir [36, 37, 38].

SONUC

Immiinogold etiketleme, yapilmasi nispeten kolay bir tekniktir ve ultra yap1 ve
antijenlerin gergek zamanli izlenmesi i¢in uygundur. Hiicresel mikrogevredeki hedef
belirteclerin degerlendirilmesini 1iyilestirebilir ve iyi bir teknik i¢i karsilastirma ve
yeniden degerlendirme saglayarak daha ileri histokimyasal analiz i¢in 6nemli bilgiler
saglar. 1980'lerin basindan bu yana, vitrifiye edilmis film haline getirilmis siispanse
orneklerin dogal hallerine yakin halde goriintiilenmesi miimkiindiir ancak hiicreler ve
dokular gibi daha biiyiik nesneler genellikle yeterince ince bir filme sikistirilamaz. Vitr6z
kesitlerin kriyo-elektron mikroskobu bu duruma bir ¢oziim getirmistir. Biiyiik bir
biyolojik materyal parcasinin vitrifikasyonunu ve bunun vitrifiye edilmis durumda
gozlemlenen ultra ince kesitlere kesilmesi islemlerini igerir. Genel olarak bu yontem ile
goriintiiler 6nceki goriintiilerden ¢ok farkli ve daha detayli olarak goriilmektedir. Vitroz
kesitlerin kriyo-elektron mikroskobu, 3 boyutlu yapilandirma igin bilgisayarli elektron
tomografisi ile birlestirildiginde tam potansiyelini ortaya koyacaktir [7]. Giiniimiizde
gelisen korelatif mikroskobik yaklasimlar sayesinde de goriintiileme imkanlarinin
tyilestirilmesi ile etiketleme ¢aligmalarinin degeri daha da ortaya konulacaktir.
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