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Molecular pathology — Molekuler patoloji
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In the past decades, molecular biology has found major applications in pathology, particularly in oncologic
pathology. "Molecular pathology" can be broadly defined as the use of genetic data, in addition to the standard
pathological parameters, to optimize diagnosis and to indicate treatment and prognosis. Currently, molecular
pathology will eventually become a part of routine practice. This review will discuss the techniques used in
molecular pathology and then give examples of those used in the practice.

Molekiiler biyoloji, son dekadlarda patolojide, 6zellikle onkolojik patolojide ana temel bilimlerden biri haline
gelmistir. Son zamanlarda molekiiler patoloji rutinin bir pargasi haline gelmeye baslamistir. “Molekiiler
patoloji”; taniy1r optimize etmek, tedaviyi ve prognozu belirlemek igin standart patolojik parametrelere ek
olarak, genetik verilerin kullanimi olarak tanimlanabilir. Burada molekiiler patolojide kullanilan teknikler
tartigilacak ve pratik uygulamada nasil kullanildig1 gézden gegirilecektir.

Giris 2) Ornek Bankasi: Bir ¢ok klinik durumda onceki

Molekiiler tekniklerin esas avantajlarmdan  biri ve sonraki Orneklerin karsilastirilmali incelenmesi

hastaligin ~ fenotipini  degerlendirmeksizin ~ doku gerekmektedir.  Bunu  kolaylagtrmak igin

analizine ve taniya ulasmay1 saglayan, giiclii teknikler materyallerin  saklanmasimi  saglamak  gerekli
olmasidir. Ciinkii RNA veya DNA diizeyindeki olabilir.
3) Spesifik (6zgiin) aletler:
a. Derin dondurucu (-20°C, -70°C)
Vorteks (Karistirici)

Mikrosantrifiij (sogutmalr)

anormallikleri tespit ettigi igin sensitif ve spesifiktirler.
Artik  simdilerde bir ¢ok hastaligin dogustan
(konjenital) veya sonradan kazanilmis olsun, genetik

bir temeli vardir. Dolayisi ile bu teknikler, neoplastik

hastaliklarin,  enfeksiyéz  hastaliklarin,  kalitsal Spektrofotometre

hastaliklarmtanilarinda ve kimlik tayini gibi bir ¢ok Elektroforez cihazi

alanda kullanilirlar. Ultraviole transilluminator

Karanlik oda

F@omoe oo o

Laminar flow

Thermocycler (PCR cihazi)

j-  DNA sekans aleti

k. Bilgisayar ve 6zel programlar

Molekdiler tani laboratuvarlannin yapisi

—

Molekiiler tani laboratuarlarinda diger laboratuarlarda

olmas1 gerekenler yani sira ayrica 6zel bazi sartlar

vardir. Bunlar;

1) Teknik Eleman: Molekiiler biyolojide deneyimli
ve molekiiler biyoloji zorluklari ile bag edebilecek

Bu cihazlarin bazilar1 ¢alisma akigina bagli olarak
kesin gereklidir.
4) Ozel Laboratuar: Kontaminasyonun

bir eleman olmalidir. . . .
engellenmesi icin preamplifikasyon ve
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postamplifikasyon alanlarinin fizik olarak ayrn
yerlerde olmasi gereklidir.

DNA ve RNA eldesi (izolasyonu)

DNA ve RNA izolasyonu, onceleri taze veya donmus,
Daha
sonralart DNA formalin-fikse ve parafin dokulardan,

fiske olmamis dokulardan elde -ediliyordu.

RNA ise tam kan veya cam slayttan elde edilebilir hale
gelmigstir. Aslinda artik DNA ve RNA tek bir hiicreden
elde edilip, analiz yapilabilmektedir.

DNA eldesi RNA’ya gore daha basittir. Proteinaz
K DNA’y1 kromatinden serbestlestirmek ve DNAaz
enzimlerini yikmak i¢in kullanilir. Elde edilen DNA
konsentrasyonu 260 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile dlgiiliip kullanilir. DNA+ 4°C’de
1 y1l, -20°C°de daha uzun yillar saklanabilir.

RNA eldesi daha karmagiktir. En 6nemli problem
RNAaz
uzaklastirilmasidir. Endojen RNAaz dokuda bulunur,

endojen ve eksojen enziminin
eksojen RNAaz kaynagi ise calisan kiginin derisidir.
Guanidium isothiocynate (GITC) RNA eldesi i¢in
kullanilan en iyi maddedir. RNA da 260 nm’de
Olgiilebilir. DNA’dan farkli olarak daha disiik
derecelerde saklanmalidir, -20°C’de 1 ay, -70°C daha

uzun siire i¢in saklanabilir.

Analiz icin DNA'nin hazirlanmasi

Digestion (Parcalama)

Elde edilen DNA yiiksek molekiiler agirliga sahip
oldugundan, analiz i¢in bazi ileri islemler gereklidir.
Bu DNA’y1 ayirip
kolaylastiran ~ “restriction  endonuclease”  denen
enzimlerdir (RE).RE’ler bakterilerden elde edilirler ve
DNA’y1 belli bolgelerden 4-10 baz ¢ifti uzunlukta
parcalara ayirir.

kiigiik  parcalara analizi

Denatiirasyon

DNA daima g¢ift sarmallidir. A-T, G-C ile baglanir.
Ancak analiz i¢in tek sirali zincir gereklidir. Ciinki bu
tek sirali zincirin karsisina eslesmesi ve ¢ift sarmalli
zincir olugturmasi i¢in ortama konulan niikleotidlerin
baglanmas1 gerekmektedir. DNA ayrilip tek sirali
zincir haline gelmesi igin genellikle 1s1 kullanilir.
Isinin derecesi molekiildeki GC igerigine baghdir,
clinkii G ile C birbirine daha gii¢lii baglanirlar.

Prob veya primer

Prob veya primer hedef diziyi tamamlayan ve spesifik
bir DNA veya RNA bdlgesini tespit etmek igin
kullanilan niikleotid dizisidir. Bu dizi birkag¢ baz ¢ifti
veya binlerce baz cifti olabilir. Primerler genellikle
daha kisadirlar (15-20 niikleotid).

DNA analizi
DNA analizinin birkag¢ yolu vardir.

Slot-and Dot-Blot Hibridizasyon

DNA
membrana direkT olarak baglanir, fakat Ornegin

Oornegi herhangi 6n islem yapmaksizin

denatiire edilmesi gerekir.

Southern Blot

Aslinda slot ve dot-blot teknigine benzer. Fakat daha
oncesinde“restriction” enzimleri ile parcalanma ve
elektroforez ile

agaroz jel DNA parcalarinin

boyutlarina gore ayrilmasi saglanir. Agaroz jel
nitroseliiloz bir membran ile yliz ylize getirilerek,
jeldeki DNA pargalarinin difiizyon yolu ile membrana
gecmesi saglanir. Membran prob ile muameleye
hazirdir. Aranan molekiile ait prob kullanilarak
Oornegin bunu igerip icermedigine bakilir. Membran
hibridizasyon islemlerinden sonra prob ile muamele
Problar

Membrandaki iiriinler x-ray filme aktarilir, aranilan

edilir. radyoaktif madde ile isaretlidir.
hedef DNA o 6rnekte mevcut ise x-ray filmde band

goriilir.

Diger Yontemler

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) tek
baz mutasyonlarmi saptamak i¢in kullamilir. Variable
number of tandem repeats (VNTR) minisatellit DNA
sekanslari (dizileri) denilen ve ¢ok kez tekrarlayankisa
Bu minisatellit DNA
dizilerinin gen regulasyonunda rol oynadigina inanilir.

DNA dizilerinden olusur.

VNTR’larin minisatellitlerinden daha kiigiik olanlarina
son zamanlarda mikrosatellitler denir.

RNA analizi

Northern blot, southern blot tekniginin RNA ig¢in
fakat
restriksiyon

uygulanilanidir, birkag basamak farklidir.

Ornegin enzimi kullanilmaz.

Denatiirasyon 1s1 yerine, formaldehit veya formamid
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ile yapilir. RNA da bir membrana aktarilir, ancak
norther blot mRNA miktarini olger.

Protein analizi

Protein taze dokudan elde edilerek poliakrilamid jelde
analiz edilir. Proteinler molekiil agirliklarina gore
ayrilirlar. Proteinler yine bir membrana transfer edilir
ve aranilan hedef proteine ait antikor ile membran
muamele edilir. Bu yontem western blot teknigidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (pcr)

PCR hedef DNA veya RNA dizisinin g¢ogaltilarak
gosterilmesi esasmna dayanir. Teknik denatiirasyon,
yapisma (“annealing”) ve uzama (“extension’)
basamaklarinin tekrar eden sikluslarindan olusur. Bu
sirada kullanilan 6zel primer dizileri hedef DNA’nin
cogaltilmasmi saglar. Denatiirasyon 94°C’de 30-90
saniye, yapisma 55°C’de 30-120 sn. ve uzama 72°C’de
60-180 sn arasindadir. Ancak yapigsma derecesi her
primerdeki G-C oranina gore degisir.Denatiirasyon
sirasinda DNA tek sarmalli hale gecer. Hedef DNA
bolgesi eldeki ornekte varsa Taq polimeraz enzimi
ortama konan niikleotidleri primerlerin uygun geldigi
yerlere baglar ve bu islem ortalama 30 siklus devam
eder. 30 siklus 2*° kopya iiretir. Amplifiye (gogaltiimis)
irlin etidium bromid ile boyali elektroforetik jelde
goriilebilir.

PCR karigimi  i¢in  kullanilan  malzemeler
sunlardir; Hedef DNA, primerler, dNTP’ler (serbest
niikleotidler), Taq polimeraz, “buffer” (magnezyum
igeren), mineral oil, albumin/ jelatin.

Primerler dizayn edilirken bazi noktalara dikkat
etmek gerekir. Primerler genellikle 15-30 baz gifti
uzunlugundadir. G+C:A+T oran1 %50 olmalidir (%40-
%60). Primerin 3 ucunda komplementer (tamamlayic1)
niikleotid olmamali, olursa primer hedef DNA yerine
iki primer birbirine baglanir ve primer dimeri denilen
jelde goriilen bantlar olusur.

PCR’mm southern blot ve northern blot analizine
bazi istiinliikleri vardir. Onlara gore daha hizlidir,
radyoaktif madde kullanilmaz, {irin etidium bromid ile
direk goriilebilir. DNA analizi icin taze doku
Cok diisiik konsantrasyondaki DNA
miktar1 ile bile analiz yapilabilir. Major dezavantaji

gerektirmez.

kontaminasyonun kolay olmasidir. Bu nedenle

preamplifikasyon ve postamplifikasyon alanlarinin
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ayr1 olmasi gereklidir. Amplifiye olan iiriin kesinlikle
ilk alana girmemelidir.

PCR birkag¢ sekilde modifiye edilerek de kullanima
girmistir:

e “Reverse transcription” PCR (RT-PCR)

e “Nested” PCR

e insitu PCR

e “Competetive” PCR

e “Single-cell” PCR gibi.

RT-PCR: RNA tekniktir.
transcriptas”e enzimi kullanilarak RNA’dan cDNA
sentezlenir ve bu PCR igin sablon olur. RT-PCR
ozellikle RNA viruslerin aragtirilmasinda, kromozomal
RNA
izolasyonu ideal olarak taze dokudan yapilirken bazi

ile yapilan “Reverse

translokasyonlarin  saptanmasinda uygundur.

durumlarda arsiv materyali de kullanilabilir.

Nested PCR:. iki ardisik PCR reaksiyonundan olusur.
Ikinci reaksiyonda ilk primerler veya farkli primer seti
kullamilir. Tlk PCR iiriinii 2. PCR’1in hedef DNA’simi
olusturur. Bu teknik sensitivite ve spesiviteyi artirir.
Competetive PCR. Anormal genin kopya sayisini
semikantitatif olarak saptamak icin veya bazi
tiimdrlerde minimal rezidiiel hastalig: tespit etmek igin
kullanilir.

in situ hibridizasyon (ISH) / floresan in situ
hibridizasyon (FISH)

Hedef DNA veya RNA’nin direk goriilmesine olanak
ISH daha c¢ok enfeksiydz hastaliklarin
tanisinda, FISH ise kromozomal translokasyonlar,

saglarlar.

delesyon, monosomi ve trizomi gibi yapisal ve sayisal
kromozomal anomalilerin saptanmasinda kullanilir.

Mvutasyonel analiz

Mutasyon, gende olusan ve proteinin fenotip ve
fonksiyonunda degisiklige yol agan baz degisikligidir.
Mutasyonlar genetik olarak gecer veya sonradan
kazanilabilir. Mutasyonlari tespit etmek i¢in kullanilan
cesitli yontemler vardir.

Direk Sekans Analizi:Tek baz mutasyonlarmi tespit
etmek i¢in kullanilan standart bir metoddur.

Single Stranded Conformation  Polymorphism
(SSCP): Mutasyon i¢in basit ve ilk adim tarama
testidir. Restriksiyon enzimiile parcalama sonrasinda
PCR ile edilen DNA’nmn

veya amplifiye
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denatiirasyonu sonrast jelde goriintiilenmesi esasina
dayanur.

Denaturing gradient gel elctrophoresis (DGGE): Tek
mutasyon iceren 1 kilobaz uzunlugundan daha kisa
DNA zincirlerini ayirabilmek i¢in kullanilir. Ure veya
formamid ile DNA denatiire edilir ve mutasyon olan
zincir jelde daha yavas hareket ettigi icin normalden
ayirt edilebilir.

Diger Yontemler: ASO problama ve “Mismatch”
ayrilma

Molekauler tekniklerin uygulama alanlan

Neoplazi

Bir ¢ok malignensi genetik degisiklikler sonucunda
ortaya ¢ikar.Kazanilmig mutasyonlar genellikle hiicre
biiylimesi, ¢ogalmasi ve degisiminde rol oynayan
genleri etkilerler. Bu teknikler daha ¢ok hematolojik
malignensilerde kullanilirsa da diger tiimorler i¢in de
kullanim alani vardir.

Hematolojik malignensiler

Molekiiler teknikler hematolojik malignensilerde ¢ok
sik kullanilan yontemlerdir.

Antijen  receptor gen yeniden diizenlenmesi
(rearrangement): Her T ve B hiicresinin ylizeyinde
farkli antijen bulunur. Dolayis1 ile normal lenfoid
dokuda ve reaktif olaylarda lenfositler poliklonaldir,
yani bir ¢ok klondan koken almiglardir. Malign
lenfomada ise T veya B lenfositler bir klondan
cogalirlar, yani lezyon monoklonaldir.Bu yontemle T

hiicre yiizeyindeki T hiicre reseptorlerinde yeni

diizenlenme olup olmadigina veya B hiicre
yiizeyindeki immunglobulin reseptorlerinde yeni
diizenlenme olup olmadigina bakilir. Bu yolla

lezyonun monoklonal mi (malign mi) yoksa poliklonal
mi (benign mi) oldugu saptanir.

PCR ve Southern-Blot teknigi bu amag¢ igin
kullanilir. PCR kolay ve hizli olmasi ve parafin
dokudan daha yaygin
kullanilir ama southern-blot teknigi ise PCR’a gore

yapilabilmesi nedeniyle
daha sensitiftir. PCR ile klonaliteyi tespit etmek icin
100 000 neoplastik hiicre gerekli iken southern-blot ile
25-50 hiicre yeterlidir.

Molekiiler  Sitogenetik: Bir ¢ok hematolojik
malignensilerde  spesifik sitogenetik anomalilere
rastlanir. Bu anomalilerin saptanma amaci; tani

koymak ig¢in, evreleme amagli gizli hastalif1 tespit
etmek i¢in, tedavi sonrasi cevabi degerlendirmek ve
relapst degerlendirmek icin yapilabilir.Bu anomaliler
ti¢ yolla saptanir:

1-  Southern-blot
lenfomadaki c-myc asir1 ekspresyonu

2- Northern-Blot analizi: AML-M3’deki pml-rara
[t(15;17)] translokasyonu

3- PCR, RT-PCR
Onkogenik Viruslerin Saptanmasi:

analizi: Ornegin  Burkitt

Ebstein Barr
virusii endemik Burkit lenfoma, Hodgkin lenfoma,
HTLV-1 ise
etiyolojisinde rol oynarlar. Bu virusler southern blot,
PCR, in situ gibi
gosterilebilir.

eriskin T hiicreli l6semi/lenfoma

hibridizasyon yontemlerle

Non-hematolojik malignensiler

Hematolojik malignensiler diginda 6zellikle kolon
karsinomlarinda, ailesel meme tiimorlerinde, ¢ocukluk
caginda goriilen Wilms tiimoriinde bazi sitogenetik
anomaliler karsinogenezde rol oynarlar.Ailesel meme
timorlerinde BRCA-1
ailesel olgularin saptanmasinda kullanilabilir.Bir ¢ok

ve BRCA-2 mutasyonlari

timorde, apoptoziste rol oynayan p53 geninde
mutasyon saptanmistir. Mutasyon nedeni ile apoptozis

engellendigi i¢in timorde asir1 cogalma ortaya ¢ikar.

Enfeksiyoz hastaliklar

Molekiiler
kullanimi; hastalik tanisi, epidemiyolojik calisma ve

testlerin enfeksiydz hastalik alaninda
bilinmeyen enfeksiydz ajanlarin taninmasi i¢indir
Tani: CMV, hepatit virusleri, HIV ve HPV gibi

enfeksiyon ajanlari molekiiler tekniklerle gosterilebilir.
Bu amacgla en ¢ok PCR ve in situ hibridizasyon

kullanilir.

Epidemiyoloji: ~ Molekiiler metodlar  hastaligin
epidemiyolojik sorulara cevap verirler. Direngli
suslar, rezervuar kaynaklarini, bulagma yollarmi

saptamak i¢in bu teknikler kullanilabilir.

Yeni Organizmalarin Tanmimlanmasi: Bu teknikler
sayesinde Rochalimaea henselae bakterisinin basiller
anjiomatozisin etkeni oldugu gosterilmistir.

Kalitsal hastahiklar

Kalitsal hastaliklarda molekiiler teknikler; hastalik
tanisi, tastyici tespit etmek igin ve prenatal tani icin
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kullanilir.Bu kalitsal hastaliklardan bazilari Duchenne
tipi kas hastaligi, hemofili A ve B, talasemiler, orak
hiicreli anemidir. RFLP ydntemi en cok kullanilan
molekiiler tekniktir.

Kimlik tespiti
Kimlik tespiti transplant i¢in, adli patoloji, babalik testi
i¢in kullanilir

Transplantasyon: Doku antijen  uygunluguy,
immunsupresif hastalarda  hayat1i tehdit eden
enfeksiyonlarin  hizli tespit edilmesi, rekurrent
hastaligin takibinde kullanilir. Bu amagla kullanilan
PCR-RFLP yontemi ve sekans analizidir.

Adli Patoloji: DNA’nin oldukga polimorfik yapisi bir
bireyin genotipini belirlemek i¢in avantaj saglar.
Genotipik calismalar variable number of tandem
repeats (VNTR) denilen teknikle analiz edilir. Kimlik
tespiti bu yolla yapilabilir. Bu metod i¢in ¢ok az
miktarda 6rnek gereklidir (kan, meni veya tek bir sag
kil gibi).
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