POLIPEPTIT HORMON GOSTERIM]

Endokrin hucre granullerindeki polipeptit hormonlari
birkac yontemle gostermek olasidir.

Elektronmikroskobik Gorunumler:
Immunositokimyasal tekniklerle 6zel bir polipeptid
icerdigi gosterilebilen granullerin granul buyuklGga,
sekli ve densitesi olmak uzere ozel bir ultrastrukturel
gorunume sahip olmalari ile taninabilirler.
Ultrastrukturel gorunumlerle osmium kullanmadan
aldenhitle tespit edilip resine gomulmus dokulardan
alinan yari ince-ince kesit teknigi kullanarak elde
edilen immunositokimyasal bulgular arasinda
korelasyon kurulabilir.




Yari ince kesit 1-2 mikron olarak kesilir ardindan
birkac tane ince kesit onun da ardindan bir yari ince
kesit daha alinir.

Materyalin total kalinhgl 4 mikron oldugundan, hucre
kesitlerin hepsinde de vardir.

Birinci kesit, pozitif hormon tayini olusturan
Immunositokimyasal reaksiyonlar icin kullanilir;
aradaki ince kesitler norosekretuvar granul
gorunumunu tayininde, en son kesit ise (yari-ince)
iImmunolojik kontrol kesidi olarak kullantlir.



Histokimyasal Teknikler:

Bu teknikler en iyi yari- spesifik tekniklerdir.
Calismalar birkac teknigi ayni anda uygulayarak
ve sonuclarini karsilastirarak yapilimalidir.
Ozellikle de farkl argirofil ydntemler
uygulanmalidir.

Cunku bazi polipeptid hormonlar, ozel bir
fiksatiften sonra bir gumus teknigi ile boyanirken,
baska bir teknikle boyanmayabilir.



Imminositokimyasal Yéntemler:
Immunositokimyasal teknikler kullanarak
polipeptit hormonlarin gosterimi ile kesin tayin

yaplilir.
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Gunumuzde bircok barsak hormonu icin uygun
antijenik materyal vardir.



2-Incelenecek doku, arastirilan polipeptid
hormonun antijenik kompenenti degismeden
kalacak sekilde muhafaza edilmelidir.

3-Diger polipeptit hormonlarla yapisal olarak ilgili
olan capraz reaksiyonlar olmamalidir. Tum gerekli
kontroller yapilmalidir.

4-Ortaya cikan herhangibir antijen-antikor
reaksiyonu hemen gorulmelidir.



Eger saf spesifik antibodiler varsa birinci
problem fiksatifin secimidir. Gastrin, insulin ve
pankreatik glukagon icin aldehit fiksasyonu
uygundur ve parafine gomulmus materyelde
gosterilebilir. Dokunun freeze drying’ inden sonra
55 derecede sir vapour faz fiksatif olarak cros-
linking ajani olan dietil pirokarbonat kullanarak

sekretin,.



enteroglukagon, gastrik inhibitor polipeptid (GIP),
APUD sistemde belirlenen yeni bir hormonun,
antijenik determinantlarinin fiksasyona duyarllik
yetenegi saptanmali, uygun fiksasyon kullaniimali
ve antijen-antibodi komp=leksi icin floresans mi
yoksa peroksidaz teknigi mi kullanilacagina karar
verilmelidir.



Immunofloresans Yontemler:

Antijen gosterimi icin kullanilan teknikler bir ya da iki
basamakli olabilir.

Bir basamakli (direkt) tekniklerde antikor genellikle
fluorescein isothiocyanan uygun bir fluorokrom ile konjuge
olur.

Iki basamakl tekniklerde isaretlenmemis antikorun
(0rnegin rabbit anti human gastrin) once kriostatla alinmis
kesitteki antijenle reaksi-yona sokulur; daha sonra
spesifik antikorun (ornek goat anti-rabbit IgG) ortaya
ciktigl hayvanin serum IgG sine karsli isaretlenmis bir
antikor uygulanir.

Uretilen her spesifik antiserum icin antiserumlarin uygun
derisimlerinin calisiimasina gereksinim vardir.



Imminoperoksidaz Yéntemler:

Bir isaretleyici olarak fluorokromdandan ziyade
peroksidazin kullanimi bazi avantajlara sahiptir.
Oncelikle, 1sik mikroskobik preperatlarda daha
kalicidir ve alalade bir 1sik mikroskobu ile
Incelenebilir ve zit boya da yapilarak histolojik
ayrintilar da ayni zamanda ayni kesitde
degerlendirebilir.

Ikinci olarak, teknik ayni zamanda immunoelektron
sitokimya da uygulanabilir, halbuki floresans
teknikler bu teknige uygulanamaz
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