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MorLekULER ANALiZLER Icin HicrRE ORNEKLEMESINE
BasLArkeN: Lazer Y arpivLt MIKRODISEKSIYON
Ve Bir Down-StrREAM UyvGuLamast

Dr. Hiiseyin BALOGLU, Dr. Turgut AYDIN, Dr. Stkrii YILDIRIM, Dr. Zafer KUGUKODACI, Dr. ismail YILMAZ

OZET: Patoloji biliminin modern uygulamalarinda molekiiler dizeyde bilgi intiyaci her gegen giin biraz daha én plana gikmaktadir. Tani amagl biyolojik Grnekler-
den kompleks molekiler uygulamalar ile sGziilen bilgiler hizla artmakiadir. Patoloji biliminin kullandigi yéntemlerin dogru uygulamalan, hemen daima dogru
ornekleme ile baglar. Kullanilan teknik mikrohibridizasyon, genomik ekspresyon paterni ya da mutasyon taramasi gibi molekiller diizeyli bir inceleme ise, bas-
langic 6rneklerindeki hedef, spesifik tek bir hicreye kadar kigilebilmektedir. Bir gok sofistik molekiiler test yonteminin degeri de, test igin kullanilan DNA,
RNA ya da proteinin sadece hedef hiicrelerden izole edilmig, yani diger hiicrelerin kontamine etmedigi piir bir materyal olup olmayisi ile yakindan iligkilidir.
Bu anlamda amaca yénelik hiicre drnekleme uygulamalan ézelik gésterir. Bu yazida en kiigiik insan hilcresinin, gland, follikil, glomeril gibi fonksiyonel ya-
pilanmalan, rutin tanisal histo/sito-patoloji uygulamalariyla hazirlanmig 6rmeklerden gorsel kontrol dahilinde segerek toplama yontemi olan lazer yardimh mik-
rodiseksiyon ve bu diseksiyonla elde edilen hedef hicrelerden gikartilan DNA'min DOP-PCR ile amplifiye edilmesi, takiben de insitu hibridizasyon igin probD-
NA hazirlamasi drneklenmigtir.
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SUMMARY: INTRODUCTION TO CELL SAMPLING FOR MOLECULAR ANALYSIS: LASER CAPTURE MICRODISSECTION AND A DOWN-STREAM APPLICA-
TION. The need for high-level molecular knowledge in modern pathology applications is rising everyday. Related data yield very rapidly by applying complex
molecular techniques to the diagnostic biologic materials. The accurate application of methods in pathology depends on optimum material sampling. If the cho-
sen technique is a molecular level application such as micro-hybridization, genomic expression, or mutation screening, the sampling target goes as small as a
single specific cell. The value of most sophisticated molecular testing methods will be limited if the input DNA, RNA or protein is not derived from pure popula-
tion of target cells or is contaminated by non-target cells. In this article, the microdissection technique for even the smallest cell of the human body or the func-
tional units such as gland, follicle and glomerulus in prepared material from the biologic material sampled for rutin cyto/histo-pathologic diagnosis under the vi-
sual control is detailed, and subsequent DNA-probe preparation for insitu hybridization following DOP-PCR amplification of extracted DNA is demonstrated.
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GIRIS lamalarda kullanilabilmesini saglayan birkag teknik vardir.
Bunlardan ilki, hazirlanan ornekteki istenmeyen kisimla-

Molekiler dizeyde detay bilgisi arttikga normal hiicre  rn ablasyonundan sonra lamda kalan kismin mekanik
geligimi, dokularin ve sistemlerin normal yapilanigi (mor-  olarak toplanmasi esasina dayanir (1,2). Bu uygulamalar-
fogenezis) ile, bunlarin patolojik lezyonlara degisimi (pa-  da kalan kismin preparattan toplanmasi iglemi kontami-
togenezis) merak uyandirmakta ve siregte yer alan tUm  nasyon agisindan dikkatle yapilmasi gereken ayri bir mik-
kritik genlerin ekSpreSYOﬂ palernleri incelenmektedir. Bu romanﬁpmsyondun |k|nc| ka[e.gori y(‘jn[em|erl uygun bir
incelemeler polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve modifi-  arac (pipet, igne, bigak, vb) kullanarak, mikroskop altinda,
kasyonlari, mikrohibridizasyon yéntemleri ve mutasyon  hedef alanin manuel olarak diseksiyonu ve diseke edilen
tarama tekniklerinde saglanan geligmeler sayesinde, bi-  hedefin toplanmasi esasina dayanir (1,3). Uglincii kate-
yopsi érneklerinden ekstrakte edilen DNA ve RNA'da hiz-  gorj ise LCM teknigidir (5). LCM ilk olarak 1996 yilinda
I ve tekrarlanabilir olarak yapilabilmektedir. Ancak detay-  Amerikan Ulusal Saglik Enstitistinde gelistirilmistir. Bu
Ir genomik analizler igin, dokunun bileseni olarak hicreler  sistemde 15tk mikroskopik incelemelerin yapilabildigi bir
hem biyokimyasal ve fiziksel olarak gevrelerindeki diger  mikroskoba entegre edilmis lazer 1sin1, mikroskop alanin-
hicrelerden, hem de uzak kaynakli stimuluslardan etki-  da belirlenen hedefe yénlendiriimektedir. Hedefin zerine
lendiklerinden, hedeflenen hiicre(ler)in, bulundugu ortam-  yerlestirilen polimer film, zerine lazer 1gini diistigi nok-
dan izole edilerek tek tek incelenmesi gerek sart olmustur.  talarda hemen sivilasarak altindaki hedef hiicrelere yapi-
{;Ogu molekiiler test yﬁnteminin de&jeri, test |§Iﬂ kullanilan sip solid hale ge(;mek[ed" Membranin kesit yﬁzeyinden
DNA, RNA ya da proteinin sadece hedef hiicrelerden izo-  kaldinlmasi ile de hedef hiicreler toplanmis olmaktadir
le edilmig, yani diger hicrelerin kontamine etmedigi plr  (Sekil 1). Fonksiyonel bir dizayn ile integre edilen optik
bir materyal olup olmayisi ile yakindan iligkilidir. Lazer  mikroskop ve lazer ile yapilan mikrodiseksiyon birgok
yardimii mikrodiseksiyon (Lazer capture microdissection-  avantaj saglamaktadir. Rutin patolojik tani igin érneklenen
LCM) biyopsi drneklerinden hazirlanan kesitlerdeki/yay-  biyopsilere kolaylikla uygulanabilmektedir. Ornekler rutin
malardaki hedef hicrelerin spesifik olarak aynmlanarak,  doku iglemleri ile hazirlanip, istenilen bir yéntemle boya-
sonraki incelemelerde kullaniimak Gzere toplanmasini  nabilir. Gézlemci 1tk mikroskop biy(tmelerini kullanarak
saglayan bir yontemdir. ornegi inceleyebili. Ornek iginde 1 um'ye kadar kiigiik
TEKNIK ¢apta hedefler segcilebilir. Yani tek hicre diseksiyonundan
kompleks organel yapilarina kadar degisik boyutlu mik-

Biyopsi orneklerinden hazirlanan prepara“ardan hiic- rqskopik hedefler diseke edilebilir (Hesim 1}. Se';”en alan

re diseksiyonu ve diseke edilen hiicrelerin sonraki uygu-  diseke edildikten sonra geride kalan doku ayni iglemde,
ya da bagka uygulamalarda kullanilabilir sekilde kalir (Re-
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Sekil 1: Lazer yardimh mikrodiseksiyon teknigi

saglanir. Diseke edilen kismin toplanmasi tek hamlede
membranin doku ylizeyinden kaldirimasi ile yapildigin-
dan, manuel toplama yapilan yéntemlerde gériilen konta-
minasyon riski yoktur. Lazer membrani eritirken fotonik bir
reaksiyon olustugundan ve termofilik bir membran kulla-
nildigindan DNA, RNA ve proteine zarar verecek yiiksek-
likte 1s1 olusmaz. Diseksiyon membranindaki hicreler
DNA, RNA ve protein ekstraksiyonu igin kullanilacak tam-
pon solUsyonlarina kolayca karigirlar. Diger sartlarda
membrandan kolayca ayrilip kaybolmaz.

UYGULAMA

Sunulan drnek uygulamada, endometriyal lezyon
spektrumundaki lezyonlarin argivienmis parafin bloklar

kullanilmistir. Bloklardan hazirlanan 8 um'lik kesitler, He-
matoksilen Eozin yontemi ile boyanip lamel kapatiimadan
6zel bir optik duzelticiyle incelenmistir. Hedeflenen gland
yapilar/hiicreler LCM ile 1-20 um gapli lazer demetleri ar-
disik kisa peryotlarla (0,1-1 saniye) aktive edilerek diseke
edilmistir (LCM-Arctrus, CA, USA) (Resim 1). Membrana
aktarilan hiicrelerden sonraki uygulamalarda kullaniimak
tzere genomik DNA izolasyonu yapilimigtir. Izole edilen
genomik DNA'nin dansitesi ve piritesi saptanarak ihtiyag
duyulan DNA miktari igin kag adet gland/hiicre diseksiyo-
nu gerekecegi optimize edilmistir. Hedef hiicrelerin sayisi-
nin ¢ok az (érnegin 1-10 hiicre) oldugu durumlarda izole
edilen genomik DNA, DOP-PCR (Degenerated Oligonuc-
leotid Primed - Polimerase Chain Reaction) teknigi ile tini-
versal olarak amplifiye edimig, daha sonra hibridizasyon
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Resim 1: LCM'un
parafin kesitlerde
uygulanigi
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Resim 2: LCM ile diseke edilen hiicrelerden ekstrakte edilen genomik
DNa, DOP-PCR ile amplifive edilmisg DNA'min (1), floresan ile
isaretlenmesi (2), igaretli DNA problarimn piirifikasyon igin
[iltrelenmesi (3), insitu hibridizasyon igih hazir floresan igaretli

DNA problari (4)

icin kullaniimak Gzere nick translation teknigiyle green
spektrum floresanla isaretlenmistir (Resim 2).

SONUC

Sonug olarak, amaca ydnelik hedeflenmis hiicreleri
rutin sitolojik ve histolojik tani érneklerinden selektif olarak
ayrilarak DNA, RNA ve protein hedefli molekiler analizle-
re yonlendirmek i¢in kolay ve ideal bir yontem olarak lazer
yardimli mikrodiseksiyon (LCM) yontemini kullanabilmek-
teyiz.
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