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Protein Analiz Yontemleri

- ELISA

 Gel Elektorforezi
 Western blot
 Immunopresipitasyon
 Spektrofotometri
 Enzim assay

A X-ray kristalografi

O Immunohistokimya
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Immunohistokimya

 Antijeni gorunur hale getirmek
O Antikor-antijen kompleksi

 Yeri
— Sitoplazmik
— Nukleer
— Hucre membrani

d Sayisi
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3 Antijen antikora spesifik olarak baglanan protein veya
glikoprotein
— Kesitler (Parafin, Frozen, Epon, Araldit)
— Hucre kultur hicreleri
— Kan yayma ornekleri
— Aspirasyon sivilari
— Embriyolar
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3 Antijen antikora sfesifik olarak baglanir

antibody

epitope surface of the antigen

/
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Antikor

 Antikor bir antijenle iliski kurarak antijene karsi cevap
olusturan bir serum proteinidir.

 Antikorlar serumlarda bulunan gammaglobulin
fraksiyonudur ve genelde immunglobulin (Ig) olarak
isimlendirilir.

O Immunohistokimyada kullanilan antikorlar genelde IgG
sinifina aittir.
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Antikor

3 Her antikor 4 polipeptid icerir- 2 agir zincir ve iki hafif
zincir olarak "Y" seklinde molekdl.

\w F Hafif zincir

——  AJir zincir
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Antikor Yapisi

[ Klasik Y yapisinda antijen-spesifik kisim Fab ve alt kisimda
Fc olarak adlandinlir.

s Fab
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Antikor Yapisi

 Fab kismi farkli amino asit yapisinda olup, farkli antijenlere
spesifik olarak baglanmasindan dolay! degisken bolge

olarak adlandirilir.
\\ 0 variable region
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Antikor Yapisi

0 IF, IHC, IHC (P)
0 WB, ELISA, IP, etc

constant region
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Antikor

 Antikorlar kendi icinde: IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE.

3 Agir zincir kismi IgG, IgM, IgA, IgD, ve IgE, icin sirasi ile
gamma, mu, alpha, delta ve epsilon.

A Hafif zincir kismi ise icerdigi polipeptid yapisina gore kappa
veya lambda olarak tarif edilir.
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Antiserum

 Tavsana ilk subkutanoz enjeksiyonu takiben uygun bir
zaman sonra 2. bir enjeksiyon yapillir.

A Antikorlari kontrol etmek icin kan alinir.

 Antikor olusumu icin standart slire verilmez cunku kisisel
bir olaydir.

 Kan santriflj edilerek eritrositler ayrilir.

3 Antikor plazmada bulunmasina ragmen kullanilan sollisyon
yanlis olarak antiserum olarak adlandirilir.

3 Antiserum ELISA, RIA veya blotting teknigi ile test edilir.

3 Antiserumda en ¢ok olarak IgG bulundugundan antikorlar
IgG yapisindadir.
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Antikor-Antijen Reaksiyonu

3 Hidrofobik, iyonik, Van der Waals veya hidrojen bag
 Antijene karsi ylksek afinitede olmali
3 Yiksek baglanma kuvveti olmali

 Yuksek konsantrasyonda olmali
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Antikor-Antijen Reaksiyonu

 Sicaklik
— Sicakhk arttikga, baglanma daha hizl olur.

A Kullanilan tampon sollisyonun pH

— pH ve iyon konsantrasyonu hem antikor hemde antijende
aminositlerin degisimine olanak saglar
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Antikor Uretimi

A Antikorlar deney hayvanlarinin immunizasyonu sonucu
elde edilir.

1 Poliklonal ve Monoklonal
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Poliklonal Antikor

[ Tavsanlari ( veya kobaylari) antijenle immunize ederek
uretilir.

 Antijen tamamen saf olmali veya sentetik olmalidir ki
mumkiin oldugunca 6zgin bir antikor olusabilsin.

[ Doénor hayvanin serumu bircok dogal antikor icerir ve
bunlar doku elemanlari ile reaksiyona girebilir.

[ O nedenle pozitif gorlinen bir immunreaksiyon kontroller
yapllmadan spesifik ve istenen antijen —antikor reaksiyonu
olarak kabul edilmemelidir.

YAKIN DOGU UNIVERSITESI

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU

2 1 Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016



Poliklonal Antikor

A o

Poliklonal antikorlar bircok epitopu taniyabilir
Her bir antikor farkli B hucreleri tarafindan uretilerek elde edilmistir.
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Poliklonal Antikor Uretimi

antijen

i 2 s

Tavsan (intradermal veya subkutan) saf antijen ile immunize
edilir.
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Poliklonal Antikor Uretimi

antikor \ Q

Tavsan immun sistemi verilen antijene karsi spesifik antikor
uretir.
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Poliklonal Antikor Uretimi

Tavsanin kani alinir,
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Poliklonal Antikor Uretimi

Y
Y Y
Y

Eritrosit ve pihtilasma faktorleri uzaklastirilarak antiserum
elde edilir.
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Poliklonal Antikor Uretimi

 Poliklonal antikorlar Protein Purifikasyon veya Antijen
Affiniti Kromotografisi ile elde edilir.

 Protein Purifikasyonu serum proteinlerini elimine eder
fakat non-spesifik immunglobulin fraksiyonlarini elimine
edemez.

 Antigen Affiniti Kromotografisi edaha spesifik olup, non-
spesifik immunglobulin fraksiyonlarini da elimine eder.

YAKIN DOGU UNIVERSITESI

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU

28 Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016



YAKIN DOGU UNIVERSITESI

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU

29 Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016



Monoklonal Antikor

 Monoklonal antikorlar B hicrelerinden tek tip
immunglobulin olarak elde edilirler.

 Daha sonra kultir ortaminda fare myeloma hucreleri ile
kaynastirilarak hibrid hicreler elde edilir.

 Bunlar kultirde bolundr ve antikor olustururlar.
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Monoklonal Antikor

 Monoklonal antikorlarin en biyuk avantajl antijene 6zgtn
olusudur.

Antigens

&//
N\ #

Antibody
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Monoklonal Antikor

/4

A

Monoklonal antikor benzer epitoplara baglanrr.
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Monoklonal Antikor Uretimi

antijen

Fareye (intradermal veya subkutan) saf antijen verilir.
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Monoklonal Antikor Uretimi

antikor

Fare immun sistemi antijene 0zgu antikor Uretir.
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Monoklonal Antikor Uretimi

dalak

> B-lenfosit

Antikor Ureten B-hticresi dalak veya lenf digimunden elde
edilir.
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Monoklonal Antikor Uretimi

miyeloma hucresi <

/@ @\
o+ ®

> B-lenfosit

9 @

B hiicresi miyeloma hlicresi ile flizyonu saglanir.

37

YAKIN DOGU UNIVERSITESI
DESAM
UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU
Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016



Monoklonal Antikor Uretimi

9 @e®
9 @®®
°29e®

Hibridoma hucresi ayni 6zellikle antikor Uretir.
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Monoklonal Antikor Uretimi

Hibridoma hucresi ya peritoneal kaviyete transplante edilir ve
peritoneal sividan antikor elde edilir.
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Monoklonal Antikor Uretimi

=

Yada hibirdoma hiicresinin bulundugu kultir vasati toplanarak
antikor olarak kullanilir.
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Primer Antikorlar

[ Doku eldesi ve fiksasyon
 YOntem Secimi
 Antikor secimi
 Sekonder antikor secimi
A Goruntuleme
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Doku Eldesi ve Fiksasyon

1 Doku Tipi : Taze doku veya hiicre, Embriyo, Farkli tespit
solisyonu uygulanmis doku

1 Fiksasyon

Ancak uygun olmayan veya uzamis fiksasyon antikor-
antijen baglanma yetenegini dnemli dlctide azaltir.

Tum antijenlerin uygulamasi icin ideal bir evrensel fiksatif
yoktur.

Fiksatif secimi sirasinda kullanilacak antikor icin belirlenmis
tespit yontemi dikkate alinmalidir.
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Fiksasyon

3 Otoliz ve dliimden sonra olabilecek degisiklikleri
durdurmak,

 Doku elemanlarini canli haldeki yapi ve pozisyonlarinda
tutmak ve korumak,

 Yumusak olan doku orneklerini sertlestirerek daha sonraki
doku takibi basamaklarinda harap olmasini engellemek ve
kesit alinmasini saglamak,

[ Sitoplazmanin yapisini yari akiskan halden yari kati hale
getirmektir.
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Fiksasyon

45

Fiksatif Uygulama alani inceleme Avantaj Dezavantaj

Formalin Parafin bloklar Isik Mikroskobu | Doku hazirligi Non spesifik

(% 10) lyidir. boyama riski

bulunmaktadir.

Paraformaldehit | Frozen kesitler, Isik ve Floresan | Nonspesifik Hucre yapisi

(% 4) Kaltar hacreleri, Mikroskobu boyanma azdir. | korunmasinda
Boyama sirasinda post- problemler olabilir.
fiksasyon

Gluteraldehit Parafin bloklar, Epon Elektron ve Isik Hucre yapisi Non spesifik

(% 0.2-2.5) yari-ince veya ince Mikroskobu cok iyi korunur. | boyama riski
kesitler yuksektir.

Aseton, Frozen kesitler, Isik ve Floresan | Kultar Hlcre yapisi gok

Metanol, Paraformaldehit ile Mikroskobu hdcrelerine lyi korunamaz ve

Ethanol Karisimi | tespit edilen kesitlere birincil antikor nonspesifik

(/1) postfiksasyon, kultur girisi gok iyidir. boyama riski
hucreleri yuksekitir.

YAKIN DOGU UNIVERSITESI

DESAM

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU

Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016




Permeabilizasyon

) Hucre ici antijen gérunmesi istenir ise yapillir.
1 Deterjan ve solventler kullanilir.

 Triton-X-100
d Tween-20
 NP-40
 Saponin

1 Digitonin

1 Brij-58
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Primer Antikor ve DilGsyonu

Dilie veya Hazir kullanim (Ready to Use)
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Primer Antikor ve DilGsyonu

1:50

R gl P
oo BN,
450 LR g S,
2% Pt s S,
AR N -
‘0- o : '0:_‘j . ;

Langerhans Adacik f@
Hucreleri 9.,
y :'0
3: Arka plan boyanma

1:50, Langerhans adacik htcreleri koyu boyanmis, ama
bununla beraber arka planda da huicreler boyanmis.
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Primer Antikor ve DilGsyonu

1:800, arka planda boyanma yok, fakat langerhans adacik
hicreleride cok az boyanmis.
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Primer Antikor ve DilGsyonu

1:200, arka plan boyanma yok, langerhans adacik
hicreleride spesifik boyanmis, ideal diltsyon.
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Inkiibasyon Zamani

3 Antikor konsantrasyonuna bagldir.

[ YUksek konsantrasyondaki antikor icin daha kisa
inklibasyon suresine ihtiyac vardir.

 Sicaklik dustlikce inklibasyon suresi artar.
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Inkiibasyon Sicakligi

3 Antikor-antijen reaksiyonu 37°C de oda sicakligina gore
daha hizlidir.

3 Sicakligin artmasi ile daha yliksek konsantrasyonda
antikora ihtiyac duyulur.

3 Sicakhigin artmasi ile ayrica nemli ortam ihtiyacida artar.
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Antijenin Gosterilmesi

[ Fiksasyon sirasinda bircok antijenik bolge kapanir ve bu
gibi durumlarda antijenin gosterilebilmesi icin ek bir
basamagda ihtiyag vardrr.

A Antijen Retrieval 6érnegin parafin bloklar proteolitik
enzimler ile ve/veya ylksek sicaklikta farkli tampon
sollisyonlari icinde inkiibasyon gerekir.
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Antijen Retrieval

A Heat induced epitope retrieval (HIER)

— Mikrodalga Firin, duduklt tencere, buharh tencere, otoklav
ve su banyosu kullanilabilir.

— 20 dakika 1sitma- 20 dakika sogutma
— Sitrat tampon solisyonu pH 6.0

— Tris-EDTA pH 10.0

— EDTA pH 8.0

A PIER (Proteolytic Induced Epitope Retrieval)
— Proteinaz K
— Tripsin
— Kemotripsin
— Pepsin

— Pronaz YAKIN DOGU UNIVERSITESI

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU
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Antigen Retrieval

Sitrate solusyonu, pH 6.0 No Antijen Retrieval

Tonsilla Palatina, CD3 immunohistokimyasi
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Enzim ve Kromojenler

 Antijen-antikor komplesini gorunur hale getirmek icin
gereklidir.

[ Enzim siklikla kullanilanlar
e horseradish peroxidase (HRP)
e alkaline phophatase (AP)

 Kromojen siklikla kullanilanlar

e 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
e 3,3"-diaminobenzidine (DAB)
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Immunofloresan

 Bu yontemde enzim- substrat iliskisi yerine ayni islevi gore
fluoresans maddeler kullanilir.
2 Ideal florasan madde yiiksek oranda kisa dalga isinlarini
arbsorblayabilmelidir.
FITC (Fluorescein isothicyanate)
Rodamin: TRITC (Tetrametilrhodmine isothiyocyanate)
Fikoeritrin (PE)
Akridin orange (AO)
Floresan mikroskopta , antikorlara bagli bu maddeler icin

uygun filtreler kullanilarak isaret yesil, kirmizi veya mavi
renklerde gozlenir.
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Immunogold Yontemi

3 Immun altin ydnteminde isaret maddesi olarak antikora
kolloidal altin partikilleri baglanir.

d Immun isaret , gumus tuzlarnyla yapilan bir reduksiyon
islemiyle altin partikillerinin gumus metali ile kaplanarak
alinir.

[ Isik mikroskobunda kullanilan immun isaretleme yontemi
calisilan doku ve kullanilacak antikora gore secilir
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Peroksidaz anti Peroksidaz Yontemi

 PAP yontemi indirekt tekniklerin daha gelismisidir ve PAP
kompleksi olusturmak icin peroksidaz ile birlesmis,
peroksidaz icin tavsan antikoru iceren ucuncu bir basamak
icerir.

 Biotin-Avidin yonteminde ise avidin biotine spesifik olarak
baglandigindan dolay! sekonder antikor olarak hazirlanan
biotinlenmis antikor Uzerine sterptavidin uygulanmasi ile
reaktivite saglanir.

' YAKIN DOGU UNIVERSITESI
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Alkalen Fosfataz anti alkalen fosfataz

 Enzim: Alkalen fosfataz kullaniimasi disinda PAP yontemi
ile hemen hemen aynidir.

3 Sekonder antikora baglanmis olan alkalen fosfataz-anti
alkalin fosfataz kompleksi mevcuttur.

 Bu yontemde de substrat enzim reaksiyonu sonucu doku

antijeni belirlenir. )
Rabhit
-

Anti-rabhit
Ig's

Rabhit Primary

Antiserum
Antigen
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Avidin-Biotin Kompleks

LABELLED
ANVIDIN or
= STREPTAVIDIN

 Bu teknik G¢ basamak icerir.

1- Isaretsiz primer antikor

2- Biotinlenmis ikincil antikor

3- Avidin-biotin peroksidaz kompleksi

Peroksidaz DAB yada diger substrat
tarafindan farkl kolorimetrik son
urdnler ile gorunur hale getirilir.

BIOTYNYLATED
2nd ANTIEODY

PRIMARY
ANTIBEODY
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AEC ve DAB Boyamalari

AEC kromojen DAB kromojen
Mart-1 Mart-1
Melanoma Melanoma
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Immunohistokimya Protokoli

 Direkt Yontem

3 Iki-Basamakl Indirekt Yontem

3 Uc-Basamakl Indirekt Yontem

1 Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Yontem

[ Alkaline-Antialkaline Phosphatase (APAAP) Yontem
A Avidin-Biotin Kompleks (ABC) Yontemi

0 Isaretlenmis Streptavidin-Biotin (LSAB) Yontemi
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Immunohistokimya Protokoli

 Blok Serum Uygulamasi
— Non-spesifik boyama normal serum ile azaltilabilir.

— Temel neden: Doku kesitlerinin belirli yerlerinde
hidrofobik ve elektrostatik kuvvetler tarafindan
spesifik immun serumun non-immonulojik
baglanmasidir.

) Endojen peroksidaz aktivitesinin kaldirimasi
— Doku peroksidazini inhibe etmek icin kullanilir.
— Hidrojen peroksit

 Endojen alkalen fosfataz aktivitesinin kaldirilmasi
— Levamizol
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Direkt Yontem

 Enzim-isaretli primer antikor kullanilr,

 Horseradish peroxidase (HRP) veya alkaline phosphatase
(AP)
3 Spesifikligi daha azdir.

Indirect Labeling with Signal Amplification

Add 1 g4 tinaiod s —7
& /// .u.-'n'-. //
/a 7 M
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Direkt Yontem

enzyme

primary Ab —

antigen

.*.

Enzim iceren antikor konur.
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Direkt Yontem

substrate-kromojen

.*.

Kromojen iceren sollisyon ilavesi yapllir.
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Iki-Basamakl Indirekt Yontem

d Enzim-isaretli ikinci antikor
kullanilr.

A Primer antikor isaretli
degildir.

3 Primer antikorun uretildigi
kaynak ile sekonder T

antikor uyumlu olmalidir. s Mt s 74
) i 4//_. 4 ‘i/_. 1’ ///

 Direkt yontemden daha
spesifiktir.
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Iki-basamakli Indirekt Yontem

———  Primer Antikor (mouse)

antijen —— 3¢

Isaretlenmemis primer antikor uygulanir.
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Iki-basamakli Indirekt Yontem

—  Ikincil antikor
- (rabbit anti-mouse)

' —— enzim

.*.

Enzim ile isaretli primere uyumlu ikincil antikor uygulanir.
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Iki-basamakli Indirekt Yontem

SV

substrate-kromojen

.*.

Son Urunu renk veren kromojen kullanilir.
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

3 Iki-basamakl Indirekt Yontemden farkl olarak enzim-
isaretli Uctncul antikor kullanimi vardir.

 Spesifite daha gucladdr.

 Hem ikincil hemde Ucluncul antikor ayni enzim ile konjuge
edilmis olmalidir.
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

Isaretlenmemis primer antikor ilave edilir.

Primer Antikor (mouse)

antijen

.*.
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

Enzim isaretli ikincil antikor ilave edilir.

——  Sekonder Antikor
- (rabbit anti-mouse)
' enzim
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

Ikincil antikora baglanan enzim isaretli Gicinciil antikor ilavesi
edilir.

N\ A N
’ \

Uctinciil Antikor
(goat anti-rabbit)
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

Kromojen ilavesi edilir.

substrate-
kromojen

substrate-
kromojen
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Uc-basamakli Indirekt Yontem

3 Birden fazla sekonder ve ikincil antikor baglantisi
gerceklestiginden elde edilen boyanma daha spesifiktir.
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Avidin-Biotin YOontemi

 Avidin (yumurta beyaz glikoproteini) biotin (suda ¢6ztinen
vitamin) baglanma 6zelliginden yola cikilarak
uygulanmistir.

3 Avidin biotin icin 4 baglanma bdlgesine sahiptir.

% _I_ .l.l.l — é‘

avidin biotin
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Avidin-Biotin YOontemi

 En sik kullanilan iki yontem vardir
e Avidin-Biotin enzyme Complex (ABC)
o Labeled StreptAvidin-Biotin (LSAB)

3 Spesifikligi daha fazla oldugu icin PAP veya APAAP
yontemlerine tercih edilir.

 Streptavidin, bakterial proteindir, daha az nonspesifik
byanma yaptigindan avidin yerine kullanir.
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ABC Yontemi

[ Enzim kompleksi biotinlenmis enzim (HRP or AP) ve
avidindir.
ﬂ A A

ASNS
oo | B88 — QQQ

biotinlenmig avidin . . .
enzim avidin-biotin-enzim kompleksi

 Avidin-biotin-enzim kompleksi biotinlenmis ikincil antikor
ile baglanrr.
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ABC Yontemi

Isaretlenmemis birincil antikor ilavesi yapilir.

——  Primer Antikor

antijen
(mouse)

.*.
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ABC - Procedure

Biotinlenmis ikincil antikor primer antikora
baglanir.

——  Ikincil Antikor
(rabbit anti-mouse)

€ —— biotin
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ABC Yontemi

Avidin-biotin-enzim kompleksi ilave edilir ve
biotinlenmis ikincil antikora baglanir.

avidin-biotin-enzim kompleksi
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ABC Yontemi

Kromojen solusyonu en sonda ilave edilir.

substrate-
kromojen

substrate-
kromojen
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Ornek Protokol

—— Deparaffinizasyon ve Rehidrasyon

paraffin wax

(@) —
582h
S L2

=) =
Jo e
vl 9 o
oo >
m > O
>0 O

3 O

3 =

Parafin kesitteki parafin uzaklastinimalidir.
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Ornek Protokol

95

—— Deparaffinizasyon ve Rehidrasyon

Kesit

<o o=z
o 593”
R 'O'O-
o« A (&) N &
} N we
3 vl 9 o
<2 0o 2
5 m S @)
. >3 9
My 3 o
“#' m )
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

v Block Endogenous Peroxidase

€CT-WN

V3D SZET-SIW
BLUIOUIDIRD UOJ0D
*d10D UoISIA geT

3% hydrogen peroxide solusyonu: 10 dk
endojen peroksidaz aktivite inhibisyonu
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase %\g&"’

Rinse

€CT-WN

V3D SZET-SIW
BLUIOUIDIRD UOJ0D
*d10D UoISIA geT

Distille su ile ve ardindan PBS ile yikama
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase

Rinse

A Antigen Retrieval

< AT < 0zp
o O ‘ ;1'. (%QZ%
o % ~S 4=
3 N0 w e

2N vl 8 o

&8y oo 2
o ) m3S Q

! "‘ e M >% .3
2 e LY )

Microdalga: 20 dk
Sitrat Buffer pH 6.0.
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase Q}&

Rinse

Y Antigen Retrieval
Rinse ,\

€CT-WN

V3D SZET-SIW
BLUIOUIDIRD UOJ0D
*d10D UoISIA geT

PBS ile yilkama.
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase

Rinse
Y Antigen Retrieval

Rinse

v Protein Block

(@) —
¢ 582h
S L2
=) =
Jo e
vl 9 o
oo >
m > O
>0 O
3 O
3 =

% 3 bovine serum albumin (BSA):
Blok nonspesifik boyanma.
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase

Rinse

Y Antigen Retrieval

Rinse
Y Protein Block

A Primary Antibody

(@) —
582h
S L2

=) =
Jo e
vl 9 o
oo >
m > O
>0 O

3 O

3 =

Birincil Antikor (CEA) 30-120 dk RT
+49 C tim gece
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase

Rinse

Y Antigen Retrieval
Rinse ,\

Y Protein Block

Y Primary Antibody

Rinse

€CT-WN

V3D SZET-SIW
BLUIOUIDIRD UOJ0D
*d10D UoISIA geT

PBS ile 3x5 yilkama
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse
v Biotinylated Secondary Antibody oz
R 4
Yg ke
ngd >
23 8
3 o
2

Biotinlenmis ikincil antikor: 10-30 dk RT
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Ornek Protokol

Rinse

Rinse

Rinse

Rinse

104

Deparaffinization and Rehydration

Block Endogenous Peroxidase

Antigen Retrieval \\
Protein Block ,

Primary Antibody

),
Biotinylated Secondary Antibody )

€CT-WN

V3D SZET-SIW
BLUIOUIDIRD UOJ0D
*d10D UoISIA geT

PBS ile 3X5 yikama
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse ‘
Y Biotinylated Secondary Antibody y2 20z
Rinse v PSS
: =35 e
- - w N G.
v Streptavidin HRP d8 w3
no 2
23 8
3 o
2

HRP konjuge streptavidininkiibasyonu:10-30 dk RT
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Ornek Protokol

Rinse

Rinse

Rinse

Rinse

Rinse

106

Deparaffinization and Rehydration
Block Endogenous Peroxidase

Antigen Retrieval \\

Protein Block

Primary Antibody J
Biotinylated Secondary Antibody ) 2026
e T O
AN
Streptavidin HRP Sg o2
no 2
23 8
3 -
3

PBS ile 3X5 yikama
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse
Y Biotinylated Secondary Antibody 20z
Rinse PSS
- Q2RE
Y Streptavidin HRP A8 w3
Rinse Q2 3
v AEC Chromogen > § 3

AEC kromojen uygulanmasi: 5-10 dk RT
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse ~ .
Y Biotinylated Secondary Antibody . ) 20zZh
Rinse Lo S
LIRS
Y Streptavidin HRP d8 w3
Rinse Q2 3
Y AEC Chromogen > § 3
Rinse
v

PBS ile 3x5 yikama ve ardindan distile su
ile ylkama. S
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse
Y Biotinylated Secondary Antibody oz
Rinse ; S E <
Y Streptavidin HRP S8wg
Rinse F).} % 5
Y AEC Chromogen 3 3
Rinse |
N

Hematoxylin Counterstain

Mayer’'s Hematoksilen ile 1 dk artalan
boyamasi S
YAKIN DOGU UNIVERSITESI

UYGULAMALI HUCRE KULTURU KURSU

1 09 Temel Prensipler
3-4 Haziran 2016



Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody J
Rinse
_ .
Y Biotinylated Secondary Antibody . 3 5 20zZh
Rinse =X mS L2
» - w 73
Y Streptavidin HRP F AR B2
Rinse ¥ @5 o
Y AEC Chromogen & 3 3
Rinse
Y Hematoxylin Counterstain
Rinse

Yikama (distile su veya cesme suyu)
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Ornek Protokol

Deparaffinization and Rehydration

Y Block Endogenous Peroxidase
Rinse
Y Antigen Retrieval
Rinse
Y Protein Block
Y Primary Antibody
Rinse
Y Biotinylated Secondary Antibody 2926
Rinse =S o <
Y Streptavidin HRP S8 9S
Rinse F).} % 5
Y AEC Chromogen 3 3
Rinse
Y Hematoxylin Counterstain
Rinse

v Aqueous Mount

Kapatma vasati ile kapama. S
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Kontroller

2
1 Pozitif kontrol < ‘|‘

’ ’ Antigen Retrieval

Deparaffinization

3 Negatif Kontrol y y

H Block unoccupied sites

( Add primary antibodies

1 Add secondary antibodies )R
! 1
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Hucre Membrani
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Cekirdek
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Sitoplazmik
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Enfeksiyoz Ajanlar

Hepatitis B Surface Antigen Hepatitis B Core Antigen
(HBsAg) (HBCcAQ)
Infected Liver Infected Liver
DAB Kromojen AEC Kromojen
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Enfeksiyoz Ajanlar

Toxoplasma gondii Adenovirus
Infected Brain Infected Appendix
AEC Kromojen DAB Kromojen
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Protokol

Hucre Kulturt

islem Madde Siire
Yikama PBS 5 dakika
Fiksasyon %4 Paraformaldehit 30 dk
Yikama PBS 5 dakika
%3’ Itk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Permeabilizasyon %0.1 Triton-X 100 15 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon Primer Antikor 1 gece, 4°C de
Yikama PBS 3x5 dakika
Ikincil antikor 30 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama Kromojen (DAB, AEC, vb) 5 dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
1 nKapama Kapatma mediumu
TrJ
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ORNEGIMiz

d COLO-320
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ORNEK PROTOKOL-HUCRE KULTURU
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ORNEK PROTOKOL-HUCRE KULTURU

JYuvarlak lamel
cikarilir

JLam uzerine 1 damla
Kkapatma medyumu
Konur

dLamel hiicre
Kapatma mediyumu
Uzerinde olacak
sekilde kapatilir.

QdInceleme
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Chamber Slides
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APOPTOZ

* Change in e Cell shrinkage  * Membrane * Apoptotic
refractive e Chromatin blebbing body formation
index condensation e Nuclear * Phagocytosis

fragmentation by surrounding
cells
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 Parafin Kesitler

. Frozen Kesitler

O Hiicre Kiltiirii Ornekleri
- Whole Mount

NORMAL APOPTOSIS

TACS TdT

Undamaged supercoiled DNA Fragmented DNA
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TUNEL

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP

transferase-mediated nick end-labeling i i

*En yaygin kullanilan yontem m

*DNA klrlklarlnl tesplt Eder + Terminal deoxynucleotidyl transferase
+X-dUTP ( @)

o TdT enzimi ile tespit edilir

odUTPs — belirtec

Labeled DNA strand breaks
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—p>

% 4 paraformaldehyde -30 Dk-1 saat Oda sicakhginda
3 defa PBS ile yikama
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Il Il Il I I IS I S D B S D S S B B B B S .- >

% 0.1 Triton X-100 ile 10 dk. buz Ustinde
3 defa PBSt ile yikama
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— — - - — —

Tdt reaksiyon karisimi- 37°C 1 saat
3 defa yikama
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Isik Mikroskobu
Floresan Mikroskobu
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islem Madde Siire
Yikama PBS 2x5 dk.
Permeabilizasyon Triton-X 100 15 dk.
Yikama PBS 2x5 dk.
Primer Antikor Tdt-enzim 1 saat (37°C)
Yikama PBS 3x5 dk.
Inceleme

Doénustirme 30 dk.
Yikama PBS 3x5 dk.
Boyama DAB 5 dk.
Yikama PBS 3x5 dk.
Kapatma Kapatma mediumu
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TESEKKURLER
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