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VIRAL HASTALIKLARIN TESHISINDE
IMMUNOPEROKSIDAZ

M. Gabalar! Y. Akga?

Immunoperoksidase in the diagnosis of viral disease.

Summary: Immunoperoxidase assay is an alternative method for iden-
tifying antigen and antibody, used in cell culture and histopathology studies an
enzyme-labeled antibody. In this method, enzyme conjugated antibodies generate
insoluble colored products reacting with chemical substrate. This enzymatic
reaction can be visualized by naked eye or by both of light and electron mic-
roscope.

Ozet: Immunoperoksidaz testi gerek histopatologik gerekse hiicre kiiltiirii
galyymalarinda histo-kimyasal olarak antijen yada antikor tespitine yinelik ola-
rak kullamlan alternatif bir yintemdir. Bu yontemde, enzimle konjuge edilen re-
aktifler substrat ile reaksiyona girerek renkli driinler meydana getirmektedir.
Bu enzimatik reaksiyon gozle yada basit bir wsik mikroskobu veya Elektron
mikroskop ile dederlendirilebilmektedir.

Girisg

Enfcksiy6z hastaliklarin tanisinda, 6zellikle viruslar ve yavag co-
galan bakterilerin kiiltiirlerde tiretilmeleri igin uzun zamana ihtiyag
duyuldugundan, direkt etken izolasyonu ve identifikasyonu yanisira,
Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI), Indirekt Hemaglutinasyon Inhi-
bisyon (IHA), Agar jel presipitasyon (AGP), Komplement Fikzasyon
(KF), Immunoelcktroforez (IE) gibi ok sayida serolojik yontem gelis-
tirilmigtir  (27).

Coons ve ark. (14) 1940 yilinda fluorescein isothiocyanate ile

isaretli antikorlar kullanarak dokular igindeki antijenleri gésterme-
yi basarmiglardir. Berenhaum 1958 yiinda antikorlan1 radyoaktif
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maddeclerle isarctlemig, Nakanc ve Pierce’de 1966 yihinda antikor-
larin cnzimlerle isaretlencbilecegini savunmuglar ve denemelerinde
bagarith olmuglardir. Enzimlerle isaretleme yénteminde antijen-anti-
kor reaksiyonu sonucu kat faza baglanan enzim isaretli reaktiflerden
yararlanilmaktadir. Degerlendirme enzim ile substratin olugturacag:
renk reaksiyonuna gore yapilip, ortaya cikan renkli tiriinlerin miktari,
enzim isaretli rcaktiflerin ve dolaywisiyla kati faza baglanan antijen
veya antikor miktarim belirlemektedir (17, 27). Fluorescein isothioc-
yanate ile yapilan ¢aliymalarda 6zel mikroskoplara ihtiyag duyulmasi,
fluorcsan maddelerin zamanla aktivitelerini kaybetmeleri, ayrica do-
kularda bulunan otofluoresan ozelligin degerlendirmeyi gliglestirmesi
nedeniyle, bu yoéntemle sonuglarin degerlendirilmesi subjektiftir (10,
24). Radyoaktif maddeler ile igaretli reaktiflerden yararlanilarak kulla-
milan Radioimmunoassay (RIA)’in ise objektif bir tan1 yontemi olma-
sina ragmen, radyoaktif maddelerin yarilanma siircleri, sonuglarin de-
gcrlendlulmesmde gama sayicilar1 gibi 6zel aygitlann gerekliligi ve
daha da 6nemlisi radyoaktif madde kullaniminin sakincalari bu duyar-
Ii yéntemin olumsuz taraflanidir (13, 27). Enzimlerle isaretleme yo6n-
teminde, enzim isaretli reaktifler uzun siirc saklanabilmekte, sonuglar
beliren renklenmenin siddetine gore degerlendirilmektc ve direkt goz,
basn b1r 151k mikroskopu yada kolorometre ile antijen veya antikorun
tespiti yapilabilmektedir (17, 24, 27). Bu ustiicliikleri nedeniyle virus,
bakteri, mantar, parazit antijenleri ve antikorlar1 yaninda, immunog-
lobulinler, serum proteinleri, tiimér antijenleri gibi cesitli maddelerin
arastirilmasinda enzimle isaretleme yénteminden yararlanilmakta-

dir (2, 7).

Immunoperoksidaz yéntemi, enzimlerle isarctli reaktiflerin olus-
turduklar1 antijen-antikor komplcksinin histokimyasal olarak incelen-
mesi esasina dayanir (2, 3, 4, 9, 24). Gerek histopatolojik ¢aligmalarda
gerekse doku kiiltiirii ¢aliymalarinda immunoperoksidaz yonteminden
yararlamlmakta ve kromojenlerin meydana getirdikleri renkli iiriinler
ile antijen yada artikor tespitine gidilmcktedir (2, 4, 12, 19, 24). An-
tijenlerin ultrastruktural lokalizasyonlarinin saptanmasi amacyla,
Immunoperoksidaz ile Elektron mikroskopi (EM) ¢aliymalarida yapr-
labilmektedir (13, 24, 26). Eger test materyalinin dilusyonlar:. hazir-
lanirsa, goriilen en son renk degisiminin olustugu sulandirma basama-
g1 o test materyalinin titresidir. Hesaplama Kacrber metodu vasita-
siyla yapilir (8, 9).
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Kuduzun teshisi amaciyla -yapilan bir ¢abgmada (1), direkt im-
munropcroksidaz (IP) ve fluoresan antikor teknigi (FAT) karglagtirl-
mig ve birbirine paralel sonuclar elde edildigi bildirilmigtir. Diger bir
cahgmada isc (10), dirckt IP, dirckt FAT ve Seller boyama yontemleri
kuduzun teghisi amacivla kullanilmig, FAT ve 1P yontemlerinin Sel-
ler boyamadan daha duyarli oldugu ve FAT'daki dezavantajlardan
dolayr IP’mn FAT 1n verini alabileccgi savunulmustur. Hyera ve ark.
(8) Bovine viral diarrhea (BVD) virusu nétralizan antikorlarinin sap-
tanmast amaciyla Ncutralizing peroxidase-linked antibody (NPLA)
ve Mikro nétralizasyon testlerini (MNT) kullanmuglar ve sonugta test
ediler 425 sigir scrumundan NPLA ile 9%, 48, MNT ile 9%, 45’inin po-
zitif oldugunu saptammglardir.

Immunoperoksidaz yonteminde asagida belirtilen teknikler kﬁlla_-
mlmaktadir (2, 8, 15, 16, 1, 24).

1. Direkt yéntem

2. Indirekt yéntem -

3. Peroksidaz anti-peroksidaz (PAP) yontemi

4. Notralizasyon immunoperoksidaz yontemi (NPLA)

. Avidin-Biotin immunoperoksidaz yontemi

a) Dirckt Avidin-Biotin Peroksidaz Komplcks (ABC) yontemi
b) Indirckt ABC yontemi o

¢) Avidin-Biotin isaretleme yo6ntemi

(@)

6 . Immunoperoksidaz plak yéntemi
a) Dirckt immunoperoksidaz plak yoéntemi

b) Indirckt immunoperoksidaz plak yontemi -

1. Direkt Yintem

Antijenc spesifik antikorlardan yararlanarak antijen varhgimn
ortaya konmasi csasina dayamr. Bu yéntemde spesifik antikor peroksi-
daz ile kimyasal olarak baglamir. Hazirlanan bu konjugat antijenle
reaksiyona girerek, substraun ilavesiyle antijenin lokalize oldugu alan-
larda renkli bir presipitat meydana getivir (Sckil 1), Meydana gelen
rengir. siddeti rnekteki artijen miktar ile orantili olacaktir. Duyarh
bir yontem olmasina ragmen, her anrtijen igin spesifik bir antikora ihti-
yag gostermesi direkt yontemin yaygin olarak kullamilmasini 6nlemek-
te ve indirekt yoéntemin énemini artirmaktadir (1, 2, 6, 10, 24).)




M. GABALAR - Y. AKCA

{doku kiltiri/doku kesit1) C

TIXANA

E{Z
: . ENZ z
2. Enzinle 1sargtil spesifik artikor

1lave edilir { E

 TIKAMA

3. Substrat ilave edilir o /\

o) I
0. BiZ o 0
4. tnkubasyon scnunda degisen substratin B‘ZQB‘Z %0
degerlendirilmesi{gdzle, nikroskopik) 0'/\ e 00,

Sekil 1. Direkt Yontem

2. Indirekt Yintem

Bu yontemde, konjuge edilmemis antikor numunede antijenc bag-
larur. Reaksiyona girmeyen maddelerin yikama iglemiyle ortamdan
uzaklagtinnlmasindan sonra, konjuge edilmemis antikora kars: clde edil-
mis anti-antikorlarin igsarctlenmesiyle hazirlanan spesifik konjugat ilave
edilir. Konjugat ilk agamada meydana gelen antijen-antikor komplek-
sindcki antikora baglanir. Sonra bu lokalize reaksiyona substrat ilave 1
|
|

1. Artijen adsorbe edilir L

edilir (Sekil 2). Meydana gelen rengin siddeti érnekteki antijen mikta-
r1 ile oranulhdir (2, 6, 24).

3. Peroksidaz Anti-Peroksidaz (PAP) Yontemi

Bu yontemde primer antikor, sekonder antikor ve PAP kompleks
olmak- iizere 3 reaktife ihtiyac vardir. Primer antikor direkt olarak
antijenc baglanir. Yikama isleminden sonra sekonder antikor ilave
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Sekil 2. indirekt Yontem

edilir. Sekonder antikor (baglayict antikor), primer antikor ve PAP
kompleksi birbirine baglar. Tekrar yikama isleminden sonra PAP komp-
leks ve daha sonra da substrat ilave edilir. Test sonunda beliren ren-
gin siddeti numunedcki antijen miktar1 ile oranulidir (Sekil 3). Du-
yarli olmasi ve enzim ile igarctli reaktiflere gerck olmamas: bu yoénte-
min. Ustinliikleridir (2, 3, 4, 6, 11, 13, 24).

4. Avidin-Biotin Immunoperoksidaz Yintemi

Avidin-Biotin iligkisine dayanan bu ydntem, bir vitamin olan bio-
tinin 4 molekiiliiniin, glikoprotein olan avidin ile nonimmunolojik
olarak birlesmesi esasina dayanir (2, 5, 21, 22).

a) Dirckt Avidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (ABC) yontemi

Bu yontemde biotinle isaretli antikor direkt olarak antijene bag-
lanir. Reaksivona girmecyen maddelerin yikama ilc ortamdan uzaklag-
tinnlmasindan sonra, avidin-biotin peroksidaz kompleks (ABC) ilave
edilir. Substrat ilavesiyle antijenin lokalize oldugu clanlar goriintr
hale gelir (2, 5, 21, 22).
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Sekil 3. Peroksidaz-Antiperoksidaz Yontemi (PAP)

b) Indirekt ABC yintemi

Indirekt ABC yontemi 3 reaktifc ihtiyag gosterir. Lokalize olan
antijen icin spesifik primer antikor direkt olarak antijenc baglanir.
Yikama isgleminden sonra biotirile konjuge edilmis sekonder antikor
ve bunu takiben de ABC ilave edilir Daha sonra substrat ilave cdilerek
degerlendirme yapilir (Sekil 4} (2, 5, 21, 22).

c) Avidin-Biotin ILsaretleme yontemi

Bu yontemde biotinle isaretlenmis antikor direkt olarak antijene
baglamur. Yikama isleminden scnra enzimle konjuge cdilmis avidin
ilave edilir. Substrat ilavesiyle lokalize reaksiyon goriiniir hale getiri-

lir (Sekil 5) (2, 21).
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Bu yéntemin esasi, bilinen antijen ile giipheli serumun notralizas-
yona birakildiktan sonra, nétralizasyonun meydana gelip. gelmedlgl-‘
nin immunoperoksidaz ile kontrol edilmesidir. Testin ilk asamast olan_
notralizasyondan sonra, bilinen virus ile giipheli serum dilusyonlar: hiic-
re kiiltiiriine inokule edilir. Daha sonra bu hiicre kiiltiirii antijené spe-’
sifik konjugatla kargilagiriir ve substrat ilavesiyle renkli trinlerin
meydana gelip gelmediginin kontrolii yapilir (Sekil 6) (8, 25).

Renkli iiriinler meydana gelmis ise; siiphcli serum bilinen virusa
karst spesifik antikor tasimamaktadir ve virus perokmdaz 1le isaretli
antikorla birlesmis demektir. : ‘
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degerlendirilmesi(gézie, mikraskopik)
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Sekil 5. Avidin-Biotin Isaretleme Yontemi

Renkli iiriinler meydana gelmemis ise, siipheli serum bilinen vi-
rusa karsi spesifik antikor tazimaktadir ve bu antikorlar antijen ile
birlestifinden, peroksidaz ile isarctli antikorlar antijenle birlesmemis

demektir.

6. Immunoperoksidaz Plak Yintemi

Hiicre kiiltiiriinde, yarr kati vasatin ctkisiyle, enfcksiyon yerinde
lokalize olarak ¢ogalan virusun immunopcroksidaz yontemi ile goste-

rilmesi esasina dayanir (13, 15, 20).
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Sekil 6. NPLA YONTEMI

a) Direkt immunoperoksida: plak yontemi

Bu yontemde petrilerde iirctilen hiicre kiiltiirlerine virus sulan-
dirmasindan inokule edilir ve inkubasyona hirakilir. Tnkubasyon so-
nunda kiltir vasatt uzaklagtiriir ve her bir petriye vasat + agaroz
karigimi hiicre iizerine yayilarak donuncaya kadar bekledliv. Petriler
igindeki donmug agaroz 3--4 giin sonra hiicreyc zarar vermeden uzak-
lagurihir. Fikzasyonu takiben ilave edilen konjugat antijenle rcaksiyona
girecck ve substraun ilavesiyle virusun lokalizc oldugu alanlarda si-
nirlt ve renkli dreme odaklan gériilecektir (13, 20).

by Indirekt immunoperoksidaz plak yontemi

Bu yontemde ilk agamada antijer pleytleri hazirlanie. Bunun igin
once pleytlerde hiicre iiretilir. Soara virus inokule cdilerek inkubasyo-
na birakilir. Inkubasyon sonrasi hiicre iizerine agaroz dokiiliir ve 4-5
gun sonra agaroz hiicreyc zavar vermeden uzaklastirihr. Fikzasyon-
dan sonra pleytler kullanilana kadar -70°C’de 12 ay siire ile muhafaza
cdilebilir. Gerektiginde pleyter dondurucudan gkariir, ¢oziilir ve
stipheli serum ilave edilerek inkubasyona birakilir. Trkubasyon sonras:
koujugat, daha sonra da substrat solusyonu ilave edilerck degerlendir-
me yapilir. Bu yéatem, hiicre kiiltiriine adapte cdilebilen ve iiretile-
bilen viruslarla uygulanabilmektedir (16}.
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Immunoperoksidaz yénteminin kullammunda gesitli maddeler
testin duyarhlifinda rol oynamaktadir. Bunlar,

Komjugat

Konjugaun hazirlanmasinda cnzim  (horseradish  peroxidase:
HRP), cnzime dogal kurucu (isaretlenccck antikor yada antijen)
ve baglanma i¢in kullarilacak kimyasal maddeye (glutcraldehud, ben-
zokinon) iltiya¢ vardir. Baglanmada kullamlan maddeler aracihit
ile enzim ve immunoreaktiflerin (antikor, antijen) kovalent baglan-
malart sonucunda konjugat elde cdilir. Bir enzim molckilii gok sayi-
da substrat molekili ile rcaksiyona girerek renkli driinler olugturur.
Bu nedenle enzimle isaretli reaktiflerin (konjugat) 6zellikleri test so-
nucunu ctkilediginden, kullanilan enzimlerin kolay hazirlanabilmele-
ri, stabil ve yiiksck aktiviteyc sahip olmalars gerekir (5, 24, 27).

Peroksidaz

Peroksidaz 40.000 molekiil agirliginda bir hemaglikoproteindir.
Peroksidazin kiiciikk hacimli olmasi, pahali olmamas: ve gok stabil ol-
mast kullamnum cazip halc getirmektedir. Konjugasyon sonunda
peroksidazin aktivitesinde kayip da az olmaktadir. Peroksidazin kulla-
mmdaki dezavantaji isc spesifik substratlarinm kansorejen ozellige
sahip olmalaridir. Pcroksidaz bitkiscl dokularda bulunur ve baglica
kaynag: vabani wrbdur (2, 26).

Avidin-Biotin

Konjugasyon sirasinda reaktifin ve enzimin substrat baglama bol-
gelerinin bir boliimiinde blokasyon meydana gelir. Bu durum konjuga-
un immunolojik ve enzimatik aktivitesinde kayiplara neden olur. Bu
tip aktivasyon kayiplarimt énleyen kofaktor sistemler gelistirilmistir.
En ¢ok kullamlam Avidin-Biotin sistemidir. Biotin molekiil agirhig
244 olan bir monokarboksilik asittir. Birgok mikroorganizma ve bitki
yapraklart tarafindan sentezlenir. Yumurta bol miktarda biotin ige-
rir. Avidinin isc molekiil agirhgt 70.000 olup, birbirine benzeyen 4 alt
birimden olugmustur. Her alt birim bir biotini baglayabilir. Avidin
¢ig vumurta akinda bulunan bazik bir glikoproteindir (2, 5, 21).

Substrat Solusyonlar:

Substratlar cnzimlerle reaksiyona girerck immun kompleksin
varhgn ortaya koyan maddelerdir. Enzimler substrau driine donts-
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tiirerek katalizér gorevi yaparlar. Enzim (E), Substrat (S), Uriin (U)
ile gosterilirse,

F+S——-osE .S weeaeU LE

Enzim-substrat reaksiyonu. ortamdaki enzim miktarina baghdir.
Enzim (peroksidaz) titkenmez ve substraun (H,0,) diger molekiilleri
ile tekrar reaksiyona girerck daha ¢ok renkli diriin meydana getirirler.
Tek bir Horseradish peroxidase (HRP} erzim molekiilii bir dakikada
substratin 100.000 molekiilii ile reaksiyona girerek gézie goriiiebilen
tiriin meydana getirebilmekeedir (2, 24).

HRP + H,0, —— -+ HRP . H,0, - Elcktron donor
1 | felektron verici)

renkli trin + HRP -+ H,0

Enzim reaksiyonunda elcktron donor olarak kullanilan birkag renk
verici madde (kromojen) vardwr (Tablo 1) (2, 4, 8, 9, 24).

Tablo 1. Substrat solusyonlan ve olusturduklan renkler.

- Enzim | Substrat solusyonu i Renk

- 3,3 diaminobenzidin tetrahydrocholoride I

| (DAB) - H,0, ~ Kahverengi !

| ‘ 3-amino 9-ethy/ carbazole (f\EC)J,—I'IzOzE Kirmizi i

Peroksidaz | 4-chloro l-naphtol (Chloro-Naphtol) !
| 4 H,0, © Mavi l

' P-phenylencdiamine dihydrochleride / |
| pyrocatechol (Hanker-Yates) 4~ H,0, - Mavi-Siyah

i
|
! —

| Orthotolidine (O-tolidinc) -+ H,0, | Mavi

Sonug

Bu derlemede 6zellikle viral hastaliklarin teshisinde biitiin diinya-
da laboratuvar tani yontemi olarak kullanilan immunoperoksidaz tes-
ti tlc ilgili farkh teknikler incelenmis ve bunlarin uygulanabilirlikleri
taragilmustir. Ayrica immunoperoksidaz vontemi diger tam yontemle-
ri ile de karsilastrilmigur.
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