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OZET

Reseptor immiinohistokimyasinda 6nemli problemlerden biri olan antijen miktarmin azhigi veya maskelenmesi sorununun giderilmesi amaciyla,
doku ya da kesitlere; antijen retrieval (AR) yontemleri uygulanmaktadir. Calismamizda, pek ¢ok antijen i¢in basarili sonuglar verdigi bilinen mik-
rodalga 1s1mmli AR (MW-AR) yénteminin kainat reseptor altiinitesi GluR5’e 6zgiin antikor (anti-GluRS5) i¢in gerekli olup olmadigi, gerekli ise
hangi AR soliisyonunun uygun olabilecegi arastirildi. Bu amagla, perfiizyon yoluyla fikse edilen sigan beyin dokusundan 50 pm kalmlhiginda
vibratom kesitleri alindi. Kesitlere, taze hazirlanmus iki farkli solusyonda (50 mM trisodyum sitrat soliisyonu, pH 4.5 ve 6.0 ya da 10 mM EDTA
soliisyonu, pH 8.0) MW-AR islemini izleyen, yiizen kesit immiinohistokimyas: uygulandi. Istk mikroskobik incelemelerde, 50 mM trisodyum
sitrat soliisyonu (pH 6.0) ile AR uygulanan kesitlerde 6zgiin immiin igsaretlemenin oldugu ve bu kesitlerde zemin boyanmasinin olmadig1 gozlendi.
Sonug olarak, kullanilan antikor i¢in AR’in gerektigi ve 6zgiin bir immiin reaksiyon i¢in AR soliisyonunun pH’nin ve erisilen son sicakliginin
o6nemli oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Mikrodalga isimmi. Antijen retrieval. immiinohistokimya.

Usage of Microwave Stimulated Antigen Retrieval Method for Receptor Immunohistochemistry
SUMMARY

To solve the insufficiency or masking of the antigen that is one of the important problem of the receptor immunohistochemistry, antigen retrieval
(AR) techniques have been employed on the tissue blocks or sections. In this study, we assessed if the usage of the stimulation of AR technique by
microwave irradiation (MW-AR) is necessary for the antibody which is specific to the kainate receptor subunit GluRS5, and if so, which AR
solution was appropriate. For this aim, rat brain tissue was fixed via perfusion and 50 um —thick vibrotome sections were collected. Following the
MW- AR procedures in either of two different freshly prepared solutions (50 mM trisodium citrate solution, pH 4.5 and 6.0 or 10 mM EDTA
solution, pH 8.0), floating section immunohistochemistry was employed on the sections. Light microscopic analyses revealed that the sections
which were treated with 50 mM trisodium citrate solution (pH 6.0) possessed the best immunolabeling and no background staining. In conclusion,
it was suggested that the AR technique is necessary for the anti-GluRS antibody used in this study and that the pH and the final temperature of the
solution is important for a specific immunoreaction.

Key Words: Microwave irradiation. Antigen retrieval. Immunohistochemistry.

Fiksasyon immiinohistokimyasal yontemlerin en énemli
asamalarindan biridir. Fiksasyon sirasinda, doku prote-
inleri, niikleik asitler ve polisakkaritler ile kullanilan
fiksatif arasinda ¢apraz baglar olusur. Olusan bu baglar,
immiin boyama reaksiyonlar1 sirasinda, doku kesitleri-
nin antikor gecirgenligini sinirlar'? ve antijenik belirle-
yicilerin erisilebilirligini azaltir®>. Bu nedenle pekgok
antijen i¢in immiinoreaktivite azalir. Bu durum &zellikle
tek bir epitopu taniyan monoklonal antikorlarin kulla-
miminda sorun yaratmaktadir’. Dokuda olusan ve antijen
maskelenmesi olarak bilinen bu sorunun giderilmesinde,
akoz ortamlardaki dokularin 1sitilmasinin 6nemli oldugu
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gosterilmistir. Bu amagla, etiiv®, diidiiklii tencere’, otok-
lav’ ve mikrodalga firm***'! kullanilmaktadir. Ayrica,
yanlis negatif immiin boyanma ve nonreaktif antikor
problemini ¢ozebilmek i¢in doku kesitlerine proteaz'*'?
ve formik asit’ 6n uygulamasi, ultrason® gibi degisik
metodlar da uygulanmaktadir.

Shi ve ark.lari®, parafine gomiilmiis doku kesitlerinde
immiin boyama 6ncesi tuz soliisyonu i¢inde mikrodalga
1sitmast ile immiinreaktivitenin iyilestigini ve ‘Antigen
Retrieval’(AR) olarak isimlendirdikleri metodlar: ile
erisilen yiiksek sicakligin doku antijenitesini olumlu
yonde etkiledigini  bildirmiglerdir.  Cattoretti ve
ark.lari'!, mikrodalga ismimli antijen retrieval (MW-
AR) metodu ile caligtiklar1 antijenlerin  %43’linde
immiinreaktivitede artma belirlemiglerdir. Shi ve
ark.lar1'', AR soliisyonunun pH’simin 6nemli bir diger
faktor oldugunu bulmuslardir. Evers ve Uylings'’, 0.05
M sitrat tamponu ile MW-AR islemi sonucunda, farkli
antijenler i¢in en uygun pH, sicaklik ve 1ginim siirelerini
belirlemislerdir.
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Reseptoér immiinohistokimyasinda da onemli problem-
lerden biri olan antijen miktarinin azlig1 ya da maske-
lenmesi sorununun giderilmesi amaciyla, ¢alismamizda,
kainat reseptor alt iinitesi GluR5’e 6zgilin antikor (anti-
GluRS) icin MW-AR y6nteminin gerekli olup olmadigi,
gerekli ise hangi AR soliisyonunun uygun oldugu arasti-
rildr.

Gereg ve Yontem

Bu calismada Sprague—Dawley cinsi 5 adet disi siganlar
kullanildi. Denekler eter anestezisi altinda 0.13 M
Sorenson’un fosfat tamponu (pH 7.4) ile hazirlanan %4
paraformaldehit ve %7.5 pikrik asit i¢eren fiksatif (pH
7.4) ile perfiize edildikten sonra beyinleri c¢ikartildi.
Cikarilan beyin dokusu 6rnekleri ayni fiksatif iginde 24
saat bekletildi. Vibratom ile 50 um kalinliginda alinan
seri kesitler, Tris tamponu igeren viallere aktarildi. ki
gruba ayrilan kesitlerin bir boliimiine MW-AR islemi
uygulandiktan sonra immiinohistokimyasal boyama
yapildi. Diger gruba ise AR islemi yapilmadan
immiinohistokimyasal boyama uygulandi.

Mikrodalga Firinin Kalibrasyonu:

Deney sirasinda 2450 MHz frekansli, maksimum ¢ikisg
giici 900 W, magnetron warm—up siiresi 4 sn ve sikliis
zamani 25 sn olan, gaz ekstraksiyon sistemi ve built—in
thermocouple sicaklik probuna (PT 100) sahip modifiye
Bosch marka (Model no: 882G, Germany) mikrodalga
firin kullanildi. Calisma 6ncesi, neon lamba diizenegi ile
firm igindeki mikrodalga 1sinimmin dagilimi (hot spot)
belirlendi. Caligma sirasinda AR soliisyonlarini igeren
beher belirlenen hot spot bolgesine yerlestirildi.

AR Soliisyonlari:

AR islemi i¢in taze hazirlanmis iki farkli soliisyon kul-
lanildi: 50 mM trisodyum sitrat soliisyonu (pH 4.5 ve
6.0) ve 10 mM EDTA soliisyonu (pH 8.0).

Antijen Retrieval Protokolii:

Loup ve ark.lari'® tarafindan 6nerilen mikrodalga 1s1-
nimli antijen retrieval protokolii degistirilerek agagidaki
gibi uygulanmstir:

1. Yiizen kesitler Tris tamponu (pH 7.6) ile 3 X 10
dk yikandi.

2. Endojen peroksidazin maskelenmesi: Tris tam-
ponu ile hazirlanan % 1.5’1ik hidrojen peroksitte
10 dk inkiibasyon uygulandi.

3. Tris tamponunda 3 X 20 dk yikandi.

4. Kesitler 80 ml antijen retrieval soliisyonu igeren
100 ml’lik cam behere aktarildi.

5. Mikrodalga 1smimmi: “hot spot” a yerlestirilen be-
her 600 W’da 90 sn 1smlandi.

6. Kesitler, soliisyon sicakligi 40-45°C’ye diisiin-
ceye kadar (yaklasik 15 dk) beherde bekletildi.

7. Tris tamponunda 3 X 10 dk yikandi.
8. Immun boyama asamasina gecildi.
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Immiinohistokimya:

Siseler icerisindeki yiizen kesitlerin inkiibasyon ve yi-
kama asamalar1 sallayici yardimi ile uygun ajitasyonla
gerceklestirildi. Antikorlarin seyreltilmesinde, Tris tam-
ponu ile hazirlanan % 10 normal at serumu, % 0.1 sod-
yum azid ve % 0.2 Triton X—100 igeren soliisyon kulla-
nildi. Kesitlere indirekt immiinohistokimya protokolii'’
uygulandi:

1. MW-AR uygulanan ve uygulanmayan kesitler
Tris tamponu ile 3 x 10 dk yikand1.

2. Zemin boyanmasinin maskelenmesi: %10 normal
at serumu ile 2 saat inkiibasyon uygulandi.

3. Primer antikor (keg¢i anti-GluRS, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) ile oda sicakli-
ginda 48 saat inkiibe edildi (Diliisyon: 1:1000).

4. Tris tamponunda 3 X 10 dk yikandu.

5. Sekonder antikor (Biotinlenmis esek anti—keci
IgG, Jackson Immunoresearch Labs, West
Grove, PA) ile 2 saat inkiibasyon yapildi
(Diliisyon: 1:300).

6. Tris tamponunda 3 X 10 dk yikandu.

7. Avidin-biyotin  kompleksi  (Vector Labs,
Burlingame, CA) soliisyonu ile 30 dk inkiibas-
yon uyguland: (Diliisyon iiretici firmanin tarifine
uygun olarak yapilmustir).

8. Tris tamponunda 3 X 10 dk yikandi.

9. Substrat kromojen soliisyonu (Diaminobenzidin,
DAB) ile 15 dakika inkiibe edildi.

10. Tris tamponunda 3 X 10 dk yikandi.

11. DPX ile kapatild1.

Kesitler Olympus BX-50 fotomikroskop ile incelendi
ve fotograflar ¢ekildi.

Bulgular

GluRS immiinoreaktivitesi {izerinde farkli antijen
retrieval soliisyonlarinin etkisini degerlendirmek ama-
ciyla, yalnizca arkuat ¢ekirdekte belirlenen boyanma
farkliliklar1 6rnek olarak alinmustir. Hipotalamusun di-
ger alanlarinda GIuRS immiin boyanmasina degisik AR
soliisyonlarmin etkisinin arkuat c¢ekirdekte goriilen ile
paralel oldugu goriilmiistiir.

Immiin isaretleme &ncesi AR islemi uygulanmayan ke-
sitlerde, arkuat cekirdekte az sayida hiicrede GIuRS
immiinoreaktivitesi goézlendi; ayrica zemin boyanmasi
daha coktu. Bu da spesifik immiin boyanmanin belirgin-
liginin azalmasina neden oldu (Sekil 1).

50 mM trisodyum sitrat soliisyonu (pH 6.0) ile AR is-
lemi uygulanan kesitlerde arkuat ¢ekirdekte cok sayida
hiicrede GluR5 immiinoreaktivitesi goézlendi. Zemin
boyanmasinin olmadigi kesitlerde, hiicreler oldukca
koyu isaretlendi ve hiicre uzantilari rahatlikla ayirt edil-
di (Sekil 2). Bu soliisyon ile AR uygulanan kesitlerde,
islem sonrasinda biiziigme gozlenmedi. Isnlama sira-
sinda yaklasik 60. sn’de kaynama basladi. 600 W’da 90
sn sonrasi ulagilan son sicaklik 78-83°C arasinda degis-
ti. Daha yiiksek sicakliklarda, kesitlerde kirigiklik ve
immiinreaktivitede azalma gozlendi.
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Sekil 1:
Immiin isaretleme éncesi AR islemi uygulanmayan kesit-
lerin fotomikrografi. Arkuat ¢ekirdekte az sayida hiicre-
de immiin boyanma gozlendi. Immiinreaktiviteyi maske-
leyen zemin boyanmast izlendi X10.

Sekil 2:

50 mM trisodyum sitrat soliisyonu (pH 6.0) ile AR islemi
uygulanan kesitlerin fotomikrografi. Arkuat gekirdekte
¢ok sayida hiicrede GIuRS pozitifligi gézlendi. Zemin
boyanmasinin olmadig hiicrelerde uzantilar rahatlikla
ayirt edildi X10.

50 mM trisodyum sitrat soliisyonu (pH 4.5) ile AR is-
lemi uygulanan kesitlerde, arkuat ¢ekirdekteki hiicreler-
de GIuR5 immiinoreaktivitesi gozlendi. 50 mM
trisodyum sitrat soliisyonunun (pH 6.0) kullanildig: ke-
sitler (Sekil 2) ile karsilagtirilinca immiin isaretlemenin
daha soluk, hiicre uzantilarinin daha az belirgin oldugu
goriildi. Kesitlerde az miktarda zemin boyanmasinin
oldugu saptandi. Ancak, rutin (AR’siz) yiizen kesit
immiinohistokimyas1 uygulanan (Sekil 1) kesitlerle kar-
silastirlldiginda, zemin boyanmasinin ¢ok daha az oldu-
gu dikkat cekti (Sekil 3). Islem sonrasi biiziisme, 50
mM trisodyum sitrat (pH 4.5) soliisyonu ile AR uygula-
nan kesitlerde de biiziigme goriilmedi. Isinlama sirasin-
da yaklagik 60 sn’de kaynama bagladi. 600 W’da 90 sn
sonrasi ulasilan son sicaklik 78-83°C arasinda 6lgiildii.
85°C’yi asan sicakliklarda kesitlerde kirigiklik ve
immiinreaktivitede oldukga belirgin bir azalma goézlen-
di.

Sekil 3:
50 mM trisodyum sitrat soliisyonu (pH 4.5) ile AR islemi
uygulanan kesitlerin fotomikrografi. Arkuat ¢ekirdekte,
hafif zemin boyanmasi ile birlikte daha soluk bir immiin

reaksiyon gozlendi. Hiicre uzantilart daha az
belirgindi X10.

10 mM EDTA soliisyonu (pH 8.0) ile AR islemi uygu-
lanan kesitlerde arkuat gekirdekte, 50 mM trisodyum
sitrat soliisyonu (pH 4.5) ile elde edilene (Sekil 3) ben-
zer bir GluRS5 immiinoreaktivitesi gozlenmekle birlikte
zemin boyanmasi daha az belirgindi. Ancak bu iglemin
0zglin olmayan hiicre boyanmasina neden oldugu goriil-
dii (Sekil 4). 10 mM EDTA (pH 8.0) soliisyonu ile AR
uygulanan kesitlerde, islem sonrasinda kirisikliklar goz-
lendi. 600 W’da 90 sn sonrasi ulasilan son sicaklik 80—
83°C arasinda degisti.

Sekil 4:

10 mM EDTA soliisyonu (pH 8.0) ile AR iglemi uygula-
nan kesitlerin fotomikrografi. Arkuat ¢ekirdekte, 50 mM
trisodyum sitrat soliisyonu (pH 4.5) ile elde edilene ben-

zer bir immiinoreaktivite vardi. Bazi alanlarda
nonspesifik immiin reaksiyon gézlendi X10.

Ayrica, AR islemi uygulanmayan kesitlerde, myelinli
bolgelerdeki ¢ekirdeklerde 6zgiin olmayan immiin bo-
yanma gozlendi (Sekil 5a). 50 mM trisodyum sitrat so-
liisyonu ile AR islemi uygulanan kesitlerde bu tip bir
immiin tutuluma rastlanmadi (Sekil 5b).
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Sekil 5:

AR islemi uygulanmayan kesitlerde, ozellikle myelinli
bolgelerdeki ¢ekirdeklerde spesifik olmayan immiin bo-
yanma (a) gozlenmesine karsin, 50 mM trisodyum sitrat
soliisyonu ile isleme tabi tutulan kesitlerde bu tip tutu-

luma rastlanmad: (b) X10.

Tartisma

Fiksasyonun olusturdugu en 6nemli artefakt doku anti-
jenlerinin maskelenmesidir. Aldehit bazli fiksatifler,
aynt molekiilin ya da komsu protein molekiillerinin
farkli boliimleri tizerindeki reaktif alanlar arasinda meti-
len kopriilerinin (capraz baglar) olusmasina neden o-
lur®'®. Proteinlerin ikincil ve iigiinciil yapisindaki bu
degisiklikler; antikorun, neden bir antijeni tanimadigini
ya da antikor i¢in antijenin neden erisilemez oldugunu
agiklamaktadir®.  Bu  etkisi nedeniyle formalin,
immiinoreaktivite kaybina neden olur ve immiinohisto-
kimyada kullanimi sinirlanir. Formalin fiksasyonu sira-
sinda olusan ¢apraz baglarin neden oldugu epitop mas-
kelenmesini ortadan kaldirmak amaciyla ¢esitli
proteolitik 6n uygulamalar kullanilmaktadir'. Bu uygu-
lamalarin, bazi antikorlar i¢in faydali oldugu saptanmis-
tir. Ancak, en uygun proteolizin siiresi, fiksasyon dere-
cesi ve doku ¢esidine bagli olarak degisir. Ayrica, bazi
durumlarda, sitomorfolojik 6zellikler iyi korunmaz ya
da degismis boyanma 6zellikleri gozlenebilir'.

Antijen retrieval, formalinde fikse edilen dokularin,
immiin boyama Oncesi, distile su, metal tuzlar1 ya da
diger kimyasallardan hazirlanmig bir soliisyonda yiiksek
sicaklikta 1sitilmasi islemidir’. AR’in mekanizmasi tam
olarak aciklanamamasina karsin, proteinler arasindaki
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capraz baglar1 kirdig1 diisiiniilmektedir. Boylece antikor
icin antijen erisilebilir ve taninabilir duruma gelir®. Shi
ve ark.lart® tarafindan AR tekniginin gelistirilmesinden
sonra, immiinohistokimyada AR’in etkinligini dogrula-
yan pekgok yaym yapilmigtir™>>""1131519 CAR teknigi-
nin kullanimimin yayginlagmasi, dzellikle AR soliisyon-
lart ve 1sitma metodlari ile ilgili degisikliklerin yapildig1
yeni yontemlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur®”',
Calismalar, AR’1n etkinligini belirleyen baslica faktorle-
rin, AR soliisyonunun pH’1, molaritesi ve 1sitma kosul-
lar1 (erisilen son sicaklik, 1sitma siiresi ve 1sitma yOnte-
mi) oldugunu gostermistir™'"'*'%,

Mikrodalgalar doku igerisine penetre olabilen elektro-
manyetik dalgalardir. Mikrodalga 1smimi ile olusan
osile eden elektrik alan, su gibi kiigiik bipolar molekiil-
leri rotasyona zorlar ve bu kinetik enerji 1ginlanan ma-
teryal icerisinde ani 1s1 {iretir. Mikrodalga fotonlarinin
enerjisi en zayif molekiiler baglar1 bile kirmaya yetmez.
Bu nedenle mikrodalga enerjisinin tim etkisi sicaklik
etkisidir. Diger 1s1 kaynaklar1 da, 6rnegin otoklav, dii-
diiklii tencere, etiiv ya da buhar ile 1sitma da AR teknik-
lerinde basari ile uygulanmaktadir; ancak, mikrodalga
firnin Gstiinliigili, hizli ve yinelenebilir 1s1 iiretebilmesi-
dir’.

Formalinde fikse edilmis ve parafine gémiilmiis dokular
icin ¢ok sayida mikrodalga metodu tarif edilmesine kar-
s> 1120 viizen vibrotom kesitler ile ilgili az sayida
yaym vardir®’,

Yiizen kesitlerde en uygun immiin boyanmanin elde
edilebilmesi i¢in, kullanilan AR soliisyonunun sicakli-
gmin 85°’nin iistinde olmasi gerekmektedir'”. Ancak,
yiizen kesitlere AR tekniklerinin uygulanmasi sirasinda
en sik karsilagilan problem kesitlerde biizlisme gozlen-
mesidir”'*!*. 90°C de baslayan ve 90°C’nin iistiinde
oldukga belirgin olan biizisme, 100°C iizerinde doku
hasarma doniismektedir’. Ayrica, kaynama sirasinda
olusan baloncuklara bagl olarak kesitlerin hasarlanmasi
ve soliisyondan uzaklagmasi karsilasilan diger problem-
lerdir’. Tiim bu problemler immiin reaktivitede azalma-
ya neden olmaktadir”'®. Kesitlerdeki biiziismenin 6n-
lenmesi i¢gin, MW—AR isleminin, 6ncelikle 0.5 mm ka-
linligindaki doku pargalarina uygulanmasi ve daha sonra
95 um kalinliginda alinan vibratom kesitlere immiin
isaretlemenin yapilmasi 6nerilmektedir'®. Buna karsilik,
Shiurba ve ark. lari®, 40 pm kalmhginda vibratom kesit-
lere MW-AR iglemi sonrast uygulanan immiin isaretle-
menin basarili oldugunu bildirmislerdir. Jiao ve
ark.lart’, sicak su banyosu ile uyguladiklari AR teknik-
leri sonucunda, yiizen kesitler i¢in en uygun AR islem
sicakliginin 80-85°C oldugunu gostermislerdir. Calis-
mamiz sirasinda AR uyguladigimiz kesitlerde, 85°C’nin
iizerinde biiziisme olusmasi ve immiin reaktivite kaybi
literatiir bulgulariyla uyumludur.

1994 yilindan itibaren AR soliisyonunun pH’sinin dne-
mine dikkat ¢ekilmektedir™®'"'"*>. Evers ve Uylings®,
yiizen kesit immiinohistokimyasinda AR soliisyonunun
pH’simin 6nemini arastirdiklari ¢alismalarinda en uygun
pH degerlerinin antijene gore farklilik gosterdigini bil-
dirmislerdir. Caligmamizda, test edilen pH degerlerinde
birbirine yakin sonuglar alinmasina karsin, arkuat ¢ekir-
dekte, Eyigor ve ark.lari® tarafindan insitu hibridi-
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zasyon teknigi ile gosterilen dagilimla en uyumlu
immiin isaretleme pH’1 6.0 olan 50 mM trisodyum sitrat
soliisyonu ile elde edilmistir.

AR metodlarinin basarisi i¢in, siklikla kullanilan sitrat
ve diger tamponlarm molaritesi ¢ok 6nemli degildir’.
Ancak, sodyum iyon konsantrasyonuna dikkat edilmesi
gerekir™. AR soliisyonuna NaOH eklenmesinin, mikro-
dalga 1sinimu1 sirasinda kesitlerin lamlardan doékiilmesi-
ne, ylzen kesitlerde ise kesitlerin biiziigmesine ya da
genislemesine ve vibratomda kesit almay1 giiclestirecek
sekilde doku pargalarinin yumusamasina neden oldugu
bildirilmektedir**. Calismamizda kullanilan AR soliis-
yonlarinin pH’s1 NaOH ile ayarlanmis olmasina karsin
bu tip sorunlarla karsilagilmamustir.

Formalin fiksasyonu sirasinda ortamda var olan kalsi-
yum iyonlarinin, proteinler ile gii¢lii baglar olusturdugu,
olusan kafes benzeri bu kompleksin antijen maskelen-
mesine neden oldugu disiiniilmektedir. Kalsiyumun,
selasyon yoluyla uzaklastirilmasi ile bu baglarin kirila-
bilecegi bildirilmektedir””. EDTA ve EGTA gibi selat
yapict ajanlar, parafin kesitlerde Ki-67 gibi sitrata du-
yarl niikklear antijenin retrieval’inda kullanilmis ve sitrat
tampondan daha etkili olabilecegi goriilmiistiir®. Xiao
ve ark.lar®, formalinde fikse edilmis parafine gomiil-
miis dokularda CK 18’in immiin isaretlenmesinde, en
iyi sonucun pH’s1 8 olan 10 mM EDTA ve pH’s1 6 olan
sitrat tampon ile elde edildigini bildirmislerdir. Bu lite-
ratiir bilgilerine dayanarak; GluRS antijenitesinin goste-
rilmesindeki etkinligini denemek amaciyla, AR soliis-
yonu olarak EDTA (pH 8, 10 mM) kullanilmis ancak
sitrat soliisyonuna bir iistiinliigli gosterilememistir.

Antijen retrieval’in bagarisi 1sitma siiresi ile orantili ve
fiksasyon sartlar ile baglantihidir®**. Fiksasyon siiresi
24 saatten uzun olan parafin kesitlerde basarili bir Ki—
67 immiin isaretlemesi icin MW—AR isleminin en az 14
dk (toplam kaymama siiresi 12 dk kaynama) olmasi
gerektigi, 24 saatten az siire fiksatifte bekleyen dokular
icin ise 1sitma siiresinin ¢ok dnemli olmadig1 bildiril-
mektedir™®. Yiizen kesit immiinohistokimyasinda, 0.5
mm kalinligindaki doku pargalarina (fiksasyon siiresi 48
saat—4 yil) 60°C de 120 dk ya da 90°C de 10 dk’lik
MW-AR isleminin farkli antijenler i¢in basarili sonug-
lar verdigi bildirilmektedir™*®. Jiao ve ark.lar’, 40 um
kalinligindaki  vibratom  kesitlerine  (transkardial
perfiizyon fiksasyon sonrasi 24-48 saat immersiyon
fiksasyon) uygulanan araliksiz 3 dk (maksimum giigte)
ya da orta giligte 3 kez 1 dk lik isinlama islemlerinin
dokularda hasarlanmaya neden oldugunu gostermisler-
dir. Bununla birlikte, orta giigte 1 dk ya da 2 X 1 dk
seklinde uygulanan MW-AR isleminin kesitlerde kiris-
maya neden olmasina karsin immiin isaretlemeyi etki-
lemedigini bildirmislerdir. Buhar ve kaynamanin neden
oldugu doku hasari ve kesitlerin soliisyondan uzaklas-
mast gibi sorunlarla karsilagilmamasini, 1ginlama iglemi
sirasinda kaynama olmamasi (1 dakikalik 1sinlama sira-
sinda) ya da kaynamanin minimal diizeyde (2 X 1 dk lik
islem sirasinda) olmasiyla agiklamiglardir. Shiurba ve
ark.lar’, vibratom kesitlere 95-100°C de kisa
denatiirasyondan sonra 5 dk kaynama sicakligimin bir-
kac derece altinda isinlayarak gelistirdikleri MW—-AR
protokolleri sonrasinda kullandiklar1 antikor i¢in basarili

bir immiin isaretleme elde ettiklerini bildirmislerdir.
Loup ve ark.lar1'®, 6-8 saat siireyle fikse edilmis 7—12
mm kalinligindaki otopsi doku pargalarma 90-150 sn
MW-AR islemi uygulamislar ve 40 pm kalinligindaki
frozen kesitlerde GABA reseptdr altbirimlerinin gdste-
rilmesinde belirgin bir iyilesme elde ettiklerini bildir-
mislerdir. Uyguladigimiz MW-AR islemi baz1 yonler-
den daha 6nce yapilanlardan®**'¢ farkhidir: ilki, kainat
reseptor alt iinitesi GluR5’in gosterilmesinde MW—-AR
isleminin siiresi 90 sn’yi agmamigtir. Diger antijenler
icin onerilen siire en az 10 dakikadir. Tkincisi ise doku-
lar perfliizyon fiksasyon sonrasi 24 saatten daha kisa
stire fiksatifte bekletilmistir. Oysa caligmalarin ¢ogu,
uzun sire fiksatifte bekleyen dokularda gergeklestiril-
mistir.

Sonug olarak, kisa siireli formalin fiksasyondan sonra
kisa siireli MW—AR islemi immiin reaktivitenin iyilesti-
rilmesinde kullanilabilir. Kainat reseptér alt tinitesi
GluR5 i¢in vibratom kesitlere pH’1 6.0 olan 50 mM
trisodyum sitrat solisyonu i¢inde MW-AR islemi uygu-
layarak 6zgiin immiin igaretleme elde edilmistir; ancak
tiim antikorlar i¢in en uygun sonug veren sabit bir so-
lisyon ve MW uygulamasi olmadigi unutulmamalidir.
Immiinohistokimyasal yontemlerle isaretlenecek her
antijen i¢in, antijenitenin geri kazandirilacagi sicaklik,
1sinim siiresi ve uygun soliisyon ve pH’nin aranmasi
gerekir.
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