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Molekiler Teknikler

e Molekdler tekniklerin esas avantaji;

v'hastaligin fenotipini degerlendirmeksizin doku
analizine ve taniya ulagsmayi saglayan, glglu
teknikler olmasidir.

v'Ayrica RNA veya DNA diizeyindeki anormallikleri
tespit ettigi icin sensitif ve spesifiktirler.

v'Ciinki bir cok hastaligin dogustan (konjenital) veya
sonradan kazanilmis olsun, genetik bir temeli
vardir.
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Molekiiler patoloji testleri igin kullanilabilecek
materyaller;

v'Taze/dondurulmus doku

v'Formalin ile tespit edilmis doku,

v'Parafine gémiilii doku,

v'H-E ile boyanmis veya boyasiz kesitler,
v'Boyali veya boyasiz sitoloji yayma preparatlari,
v'Hiicre blogu,

v'Taze viicut sivilar,
v'Kan
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DNA,RNA ve PROTEIN
iZOLASYONU

PLT214-MOLEKULER PATOLOJi TEKNIKLERI

Hafta 5-6

Molekiiler Patoloji Kullanim Alanlari
ve Yontemler

1. Tek gen mutasyonlari
v Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
2. Kromozom anormallikleri
v" Gogunlukla floresan in situ hibridizasyon (FISH)
3. DNA'daki anormallikler
v" Insitu hibridizasyon (ISH)
4. Protein ifadesindeki degisiklikler
v immiinohistokimya
5. Tek bir 6rnekte birden fazla molekiiler hedefin degerlendirilmesi
v" Multipleks test yontemleri

Molekiiler Analiz Oncesi is Akisi

1. Doku/Sivi Ornekleme ve On hazirlik
Basamaklari

2. Test Asamasi
3. Raporlama




1. Doku/Sivi Ornekleme ve On hazirlik Basamaklari

e Preanalitik Stre¢: Dokunun/sivinin
orneklendigi andan, molekuler ¢alismanin
basladigl asamaya kadar gegen siireg

¢ Preanalitik sliregte;
v'morfolojik detaylar,

v'molekiiler analizlerde kullanilacak niikleik asit ve
proteinlerin de test amacina uygun sekilde
korunmalidir.

1. Doku/Sivi Ornekleme ve On hazirlik Basamaklari

¢ Doku/sivi 6rneklemesi ile doku tespiti ya da dondurma
islemi arasindaki siire en fazla 30dk

¢ Taze olarak patoloji laboratuvarina ulagan materyallerin
zaman kaybetmeden 6rneklenerek doku islem
prosedirine alinmasi hem morfolojinin hem de
molekdler igerigin korunmasi igin dGnem tagimaktadir.

e Molekiler inceleme igin kullanilacak en uygun tespit
solusyonlari dokularda %10’luk tamponlu formalin
sollisyonu, sivilarda %70 etanoldir.

3. Raporlama

* Molekiiler patoloji raporlarinda standardizasyon ve verilmek
istenen bilgilerin yeterliligi cok dnemlidir.

Raporda;

Hasta kimlik bilgileri

Test laboratuvari bilgileri

Materyalin tanimi ve yeterliligi

CGalisma uygulanicak materyalin biyopsi tanisi ve taniyi veren merkez

Yapilan testin adi

Kullanim yéntemlerle ilgili bildilendirme

v
v
v
v
v
v
v’ Testin sonucu ve agiklamasi
v

Test sonuglarindan sorumlu hekimin onayi
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1. Doku/Sivi Ornekleme ve On hazirlik Basamaklari

Preanalitik slirecin agamalari;

v dokunun cerrahi eksizyonu/sivi érneklemesi/
kan alinmasi,

v'dokularin patoloji laboratuvarinda
makroskopik olarak degerlendirilmesi ve
orneklenmesi,

v'Doku takip stireci,

v"doku bankas! icin uygulanacak islemler olarak
siralanabilir.

2. Test Asamasi

* Materyal Hazirlik asamasindan sonra amaca
uygun olarak kullanilacak yontemlerdir.

¢ Hedefe gore farklilik gésterebilir.

Ekstraksiyon-izolasyon

eEkstraksiyon (Oziitleme):

—Caligilacak molekil grubunun yalitimi (izolasyon)
amaciyla gergeklestirilen islemler

ePargalama
eAyirma
eSaflagtirma
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DNA izolasyonu

Organik olarak bozulmaya ugramamis
hiicresel yapilardan 6zel teknikler kullanilarak,
DNA molekiliiniin ortaya gikarilmasidir.

DNA hiicre igerisinde,

v Cekirdek,

v'Mitokondri ve
v'Kloroplastlarda bulunmaktadir.
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¢ DNA ekstraksiyonu veya izolasyonu sonrasinda
elde edilen siviya, ekstrakt veya izolat denir.
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DNA MOLEKULU

v'Negatif yiklidur,

v'Suda ¢éziinebilir,

v'Alkolde ¢6ziinmez.

DNA izolasyonu

m Tum fiksatifler DNA'ya bir miktar zarar verir
m Ozellikle pikrik asit igeren fiksatifler ve yiksek konsantrasyonlu
asitler DNA'y1 pargalar

m Formalinle ideal fiksasyon suresi 12-36 saat

= DNA

taze ve donmus dokudan,

parafine gomuli dokudan,

parafine gomull veya frozen dokudan hazirlanan
kesitlerden

frozen veya parafine gomili doku kesitlerinden
mikrodisseksiyon ile alinan hiicrelerden izole edilebilir.

DNA Ekstraksiyonu

m Dokulardan DNA ekstraksiyonu igin kullanilan
¢ok sayida farkli protokol ve ticari kit mevcut
m DNA ekstraksiyonunun {i¢ ana basamagi
vardir;
Hucrelerin pargalanmasi ( Lizis)
Proteinlerin uzaklastiriimasi ( Purifikasyon)
DNA’nin goktlrilmesi (Presipitasyon)

.
)
/

\
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1.Hiicrelerin pargalanmasi ( Lizis)

Amag DNA'yI agiga ¢ikarmak;

v Once doku pargalanir

v'Daha sonra hiicre ve cekirdek zari patlatilarak
DNA agiga cikarilir.
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1.Hiicrelerin pargalanmasi ( Lizis)

» Dokunun pargalanmasi:

+  Bistiriile kiiciik parcalara ayirma

+ Sonikatorle parcalama
Motorlu havan tipi pellet pargalayicilar
Teflon-cam homogenizatorler

+ Rotor-stator polytron tipi homogenizator

« Blender
Likid nitrojende dokuyu dondurup ezme
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Hiicre Membranin pargalanmasi
1.Hiicrelerin pargalanmasi ( Lizis)

Dna Ekstraksiyonu igin SDS veya CTAB gibi ¢ozlculer
Kullanilacak pargalama yéntemi: ile muamele edilerek, hiicre zari pargalanir.
« amaclanan calismaya Bu islem igin Lizis Bufferlari kullanihr.
* Kullanilan biyolojik materyalin tipine
* izole edilecek molekiil grubuna ———

Eldeki olanaklara

Kabul edilebilir etkinlige baglidir.

Lizis buffer

1.Hiicrelerin pargalanmasi ( Lysis)

[CDeterjan
v SDS (sodium dodecyl sulfate)
= membranlarin eritilmesi ve proteinlerin denatiirasyonu

0 Buffer ¢ Parcalama (homojenizasyon) yontemleri

Buffe ) ) ; .
Tris 9(g,'jﬂ‘{]dlfsngﬁﬁt:ﬁa;’;T,ﬂ'?gﬂﬁi’;,e) uygulanarak doku veya hiicrelerin ¢eper ve zar

yapilari yok edilir.
[1Selasyon ( divalan ve trivalan metal iyonlarinin baglanmasi)
v" EDTA (ethylenediamine-tetraacetic acid)
= DNAaz'larin inhibisyonu

¢ Ele gecen ve ¢alisilacak molekdil grubunu
(DNA, RNA, Protein) iceren karisima
HOMOIJENAT denir.

[JProteinaz K: peptid baglarinin yikilmasi >DNAaz’larin
inhibisyonu

\
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* Homojenatta:
—Membran pargalari
—Pargalanmamis doku veya hicreler

* Bu kisimlarin uzaklastiriimasi icin 6n
ayirma islemi yapilr.

» On ayirmadan sonra elde edilen,
cahisilacak molekdlle birlikte birgok
molekiill iceren karisima “ham 6zat”
(crude extract) denir.
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2. DNA Piirifikasyonu

o Selliler ve histon proteinlerinin ve hiicre igeriklerinin
uzaklastiriimasidir.

* Bu amagla fenol-kloroform-izoamilalkol organik
gozucduleri kullanihr.

¢ Her ikiside gl¢lu denatiirasyon ajanlardir ve
proteinleri denatire ederler.
— Fenol, protein ve lipidleri ¢zer.
— Kloroform, fenoliin faz yogunlugunu arttirir.

I

— izoamil alkol képiirmeyi azaltir.
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Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

m Lizis buffer igcindeki DNA'ya 25/24/1
oranlarinda hazirlanmis
Fenol/Kloroform/lzoamilalkol esit miktarda
eklenir ve strekli rotasyon yapilarak 20 dk/5
saat karistirilir.

m DNA ekstraksiyonu icin kullanilacak fenol
pH 8’de bufferlanmis olmalidir.
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Hiicre Lizisi

m Lizis buffer ve parcalanmis doku 552C’de su
banyosunda bir gece boyunca inkiibe edilir (
50 mg doku igin 2.5 ml lizis buffer+20mg/ml
proteinaz K)

[1proteinaz K bir serine alkaline protease ve 37°C
60°C arasinda aktiftir.
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Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

¢ Fenol ve kloroform organik solventler.
Hidrofobik hiicre komponentleri bu
solventlere hapsolur: membran
lipitleri,hidrofobik polipeptidler,
polisakkaritler.....

Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

e Santriflij yapilir : (10000rpm 10°C 10 dk.),
v" sulu faz (Uist): DNA ve RNA
v’ Arafaz : hiicre proteini, lipid ve hidrofob igerik
v’ Alt faz: Fenol tabakasi

Aqueaus layer (DNA &

Protein precipitate

Phenol layer

< pH 8 Fenolde DNA, pH 4.5 Fenolde RNAsivi fazda kalir
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Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu

> Fenol; proteinleri ¢ok iyi ayirir ancak ¢ok az da
olsa suda ¢6ziiniir yani DNA'nizi kontamine eder

> Kloroform ise suya karismaz ve fenoli de
organik fazda tutar

> Izoamilalkol kloroformu stabilize eder ve
Kopuklenmeyi engelleyerek protein ¢okeltisinin orta
fazda stabil kalmasini saglar

» Fenol irritan ve norotoksik bir maddedir.

3. DNA’niIn ¢oktiiriilmesi (Presipitasyon) pa—
Pellet b
o Sivi fazdan gelen miktarin tizerine hacimin 2.5-3 kati " R
soguk 95% etanol eklenir ve -20°C’de bir gece s G

bekletilir.
Bir gece bekletmeyip santrifiij edilebilir.

Sivi haldeki solusyona %100 etanol katilinca,
solusyon genelillikle %80’in lizerinde etanol igerir
hale gelir, DNA ancak %65’e kadar olan etanol
solusyonlarina eriyebilir oldugu icin kiigtk partikiller
olusturmaya baslar.
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sDs
e 10000 rpm’de 10 dk. 4°C’de santrifij et. R
B Fazla tuzu uzaklastirmak icin DNA ¢okeltisini %70 EtOH ile yika ve
kurumaya birak. Aqueous phase
(DNA)
MW etanoli/isopropanolii kurut, DNA'yi (pellet) TE (Tris-EDTA) DNase Joter phase
buffer ya da su ile 37°C’de ¢6z. &'
/N— -

B 4°C’de veya uzun slreler i¢in -20°C’de sakla ﬂ
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.. o Ozet
Ozet 1. Hicreler liziz tamponunda pargalanir.
v Liziz tamponu:
v deterjan (SDS), tuz (NaCl), Proteinaz K
¢ DNA ekstraksiyonuigin 6rnek

2. Fenol/Kloroform/izoamil (PCI) eklenir ve karistirilir.

v’ Fenol, protein ve lipidleri ¢ézer.

* Yuk§eks.||calr<]l!!<+(1etgrjan ‘lf'tUZ Izamponunda v Kloroform, fenoliin faz yogunlugunu arttirir. \‘
enzim lle hucreleriparcalama v Izoamil alkol képiirmeyi azaltir. R
. . . A}
¢ Hucresel pl’Oteln|erl uzaklastlrmak 3. Kisimlarin ayrilmas igin santrifiijlenir:
v sulu faz (iist): DNA ve RNA
. NuklelkaS|tIer| etanol |Ie gokturmek Ara faz: hiicre proteini, lipid ve hidrofob igerik

4. Ust kisim uzaklastirilir ve saflagtirilir
5. Su veya TE (Tris/EDTA) tamponu iginde DNA elde edilir.

g » @ - - @m» g

Add SDS and Incubate Add PCIA Transfer and Retain
Proteinase K Vortex and Centrifuge  Aqueous Phase DNA

et by ang
10 dmes)

-
012400 rpm

1

e

39 40
Genomic DNA Isolation
Sample Cell Lysis Protein
HH H H Pr ( ti R h d N
Silika kolon temelli kitler AR Gooa e i
¢ Prensip, DNA'yi hidrojen baglarini Biyolojik materyal $
bozarak denatiire etmek igin 6rnege i
kaotropik tuzlarin eklenmesidir S —
Homejen. DNA Purification
. aqimast Sample . y
‘santrifd >y DNA Bindi W DNAEI

Bu kosullar altinda DNA segici olarak ’ C*” Preparation " Endng = i
kolondaki silika regineye baglanacaktr, i
boéylece onun drnegin diger yarisindan santrici C:f__,, - - -
ayrilmasi saglanir L Yikama —_—
Yikamadan sonra, DNA'yi renatire hale sentrfof C e = | |
getiren dustk bir tuz ¢ozeltisi ile = . =

kolondan alinir, giink silikaya santifd} CM
afinitesini kaybeder safona




UNUTMAYIN!!!
Bazi genel kurallar biitiin DNA deneylerinde
gegerlidir!!!
® Deneyi iyi bilmek

« Ornegi olabildigince saf elde etmek

o MUmkin oldugunca her zaman dikkatli ve nazik
olmak.

* Molekuliin 6zelligini gok iyi bilmek

« ihtiya¢ olan malzemelerin miktarini dikkatlice
dusinmek

RNA iZOLASYONU

¢ RNA, DNA gibi her hiicrede benzer bir dagilim
gostermemektedir. Bu nedenle ilgilendigimiz RNA
tlrdnin hangi hiicreye 6zgul oldugunun bilinmesi
gerekir.

o Okaryot hiicrelerde total RNA oranin hiicre agirhginin
%1 civarindadir

o Okaryot hiicre yaklasik 10-15 ug toplam RNA
icermektedir.

saf olarak elde edilebilen mRNA 2-3 pg“dir.
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Temel kurallar

e Kan— kirmizi kan hicrelerini, Triton-X-100 gibi hafif bir
deterjan ile liziz edin, patlatin.

Ornekleri kendinizden korumak igin eldiven giyin.

Enzimatik islemleri yavaglatmak igin buz Gizerinde galisin.

Tum gozeltileri otoklavlayin ve (SDS ve organik ¢6zuculer
harig) buzdolabinda saklayin.

istediginiz DNA’yi alana kadar, tiim peletleri ve
sUpernatantlari saklayin.

RNA

Hiicrede Bulunan RNA’larin;

* %80-85 rRNA (28S, 18S, 5S okaryot)
* %1-5 mRNA
* %10-15 tRNA

¢ Ayrica miRNA, siRNA, snRNA gibi farkl kiglin
RNA’lar da vardir.

RNA iZOLASYONU

* RNA galismalarinda en 6nemli kosul hasar gormemis ve en saf
haliyle RNA*nin izolasyonudur.

Molekuler Biyoloji galismalarinin en kritik asamalarindan biri

RNA izolasyonudur.

* RNA izolasyonu ¢ok zordur.

* DNA kadar kararli bir molekul degildir RNaz ile kolayca yikilir.
v' Ciinki, Ribonikleazlar (Rnaz =RNase) ¢ok stabildir.
v izolasyon sirasinda RNA'larin pargalanmasi gok sik karsilagilan bir durumdur.
v' Giinkii, RNA stabil olmayan bir molekiildiir. Kolay yikilir.

o izolasyon sirasinda en sik karsilagilan sorun aktivitesini uzun

sure koruyan, ribontikleaz (RNaz) kontaminasyonudur.
* (Cok az miktarda RNaz kontaminasyonu bile RNA"nin bitin
olarak eldesini engelleyebilir.
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RNA iZOLASYONU

¢ RNA izolasyonu kesinlikle soguk ortamda (Buz
icerisinde) yapilmalidir.

* izolasyon sirasinda tiipler 30 saniye kadar kisa
bir slire disarida kalsa bile RNA’lar degrade
olur.

e izole edilen RNA'lar -80 derecede
saklanmalidir.
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RNaz Kontaminasyonunu Engellemek

e Blitlin ¢ozelti ve sarf malzemeleri uygun
sekilde steril edilmelidir.

¢ Kullanilacak tlpler ve pipetler otoklavlanmali.

¢ Calisma RNaz kontaminasyonunu en aza
indirgeyecek kosullarda baslatiimaldir.

¢ RNA izolasyon galismalarinda mutlaka steril
eldiven kullaniimali

¢ calisma esnasinda konusmamaya 6zen
gosterilerek maske takilmalidir.
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RNaz Kontaminasyonunu Engellemek

* RNA kullanimi igin 6zel pipet seti ayrilmahdir

e Mumkinse kullanilan tim kimyasallari, elektroforez
tanklar, diger tim malzemeleri sadece RNA
¢alismalarina ayirmak onemlidir.

o izolasyon sirasinda kullanilacak olan materyaller ok
dikkatli bir sekilde hazirlanmahdir.
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RNaz Kontaminasyonunu Engellemek

o Kullanilacak tim sollsyonlar Rnase free (Rnaz’siz)
distile su ile hazirlanmalidir.

v'Bu amagla Rnase free su Dietilpropiyonat (DEPC) ile
hazirlanmalidir.

v'DEPC Rnazlari irreversibl (Geri Déniisiimsiiz) olarak denatiire eder.

* izolasyonda kullanilacak ¢ozeltiler RNaz“in aktivitesini
yok edecek DEPC ile hazirlanmahdir.

e Bunun disinda Tris, DEPC"yi inaktive ettigi igin Tris
iceren ¢ozeltiler DEPC ile hazirlanmamalidir

RNA iZOLASYONU

e DNA ile ayni basamaklardan olusur
Hucrelerin pargalanmasi ( Lizis)
Proteinlerin uzaklastiriimasi ( Purifikasyon)
RNA’nin goktlrilmesi (Presipitasyon)

RNA iZOLASYONU

> Dokulardan RNA ekstraksiyonu igin kullanilan
cok sayida farkh protokol ve ticari kit mevcut

> DNA ekstraksiyonuna ¢ok benzer sekilde
phenol-kloroform ekstraksiyonu yapilabilir

> Genomic DNA'in elimine edilmesi asidik
solusyonlarla muamele edilerek saglanir

RNA iZOLASYONU

m Hiicre geperi ve membranin pargalanmasi
(lizis)

m Hucre lizatinin santrifijlenmesi (RNA diger
hiicresel makromolekiillerden ayrilir)

¢ RNA izolasyonunda hiicre tipi ve RNA’'nin ne
amagla kullanilacagi COK 6nemli !




RNA iZOLASYONU

» Trizol Yontemi en ¢ok kullanilan yéntemdir.
v Guanidinium thiocyanate — phenol — chloroform basamaklarindan
olusur..

Lizis

>  Lizisigin ; Gugli denaturanlar: guanidinium HCl veya guanidium
tiosiyanat kullanilir

Purifikasyon

> Guanidium tiosiyanat homojenati dusiik pH da fenol:kloroformile

ekstrakte edilir ( Purifikasyon)

Santriftj sonrasinda RNA sivi fazda kalir.

Bu metottaki Asidik Fenol RNA’y1 sivi fazda birakir.

Bu asidik fenol DNA'y1 kolay nétralize olan fosfat gruplari

varligindan dolayi fenol fazda tutar.

Presipitasyon

> Etanol eklenerek RNA presipite edilir.

v v

v

Traditional Phenol Extraction

Phenol, pH 4 Phenol, pH 8

= «— DNA + RNA
(aqueous)

<« RNA (aqueous)

<« DNA
«— Protein «— Protein
(organic) (organic)
RNA DNA

Ticari Kitlerdeki RNA izolasyonu

RNA izolasyonu da tipki DNA izolasyonunda size anlatilan mantik
ile presipite edilir.
Hucreler lizis edilir.

Hucre lizati kolon igeren tuiplere alinir.
Kolonlar RNA'y1 kendine baglarken, diger molekiilleri baglamaz.
Son olarak kolona baglanan RNA kolondan ayrilarak presipite edilir.

“hg iﬁ
V ¥V V¥

J
Plant lissues Cell RNA
Dissociafion  Lysis  Binding

%
it

Waosh Elution

Phase separation Isopropanol precipitation

Aqueous phase

Organic phase

RNA Pellet

Sample :
b +Trizol +Chloroform
preparation & B
S =]
Tissues Blood cell b =
gt jood cells \2 IRNA
—-- § (! §
— " \g Incubate \? Centrifuge '+’
- ) 1@ L s
Cultured cells Body fluids @
+Ethanol+2.5 M LiCl CH3COOH
S S X &
[ I 1 \7:
| |
Incubate l l }
) %

|

\}2/ Centrifuge

Small RNA enrichment

Protein izolasyonu

¢ DNA ve RNA izolasyonuna benzerdir.

¢ Tek fark burada hedef Proteinleri elde
etmektir.
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Biyolojik materyal (6r: doku)

ekstraksiyon 4—1

Hiicre ekstrakti
enzimatik

Hiicre T
butinliginin «— | — Kimyasal
(membran yapisinin) Fiziksel

bozulmasi mekanik

Total hiicre icerigi
hicre lizat
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— Hiicre lizati
dziinmeyen — Santrifiij
iicre debrisi «—— Filtrasyon

(uzaklastirihir) .

slpernatan hiicresiz lizat
| (niikleik asit, proteinler
kii¢itk molekiiller)
Ardisik
——— Saflastirma
l islemleri

diger protein, |
ivon,su vh, +—
ortamdan
uzaklastirilmas:

Saf Protein

|

Primer yapi tayini

Saflastirmada Kullanmilan
Prensipler

fiziksel 6zellikler

»saflagtirma
blyiikliik/kiitle
sekil
¢oziinirlik
polarite
affinite, vb

Proteinler.

Saflastirmada Kullanilan
Prensip —— Yontem

santrifuj
diyaliz
Biiviikliik ultrafiltrasyon
kiitle

jel filtrasyonu kromatografisi
jel elektroforezi (SDS-PAGE)

coziiniirliik— Fraksiyonel presipitasyon

Saflastirmada Kullamilan

Prensip Yontem
ivon exchange kromatografisi
yiik——s Elektroforez ?
izoelektrik fokusing

adsorbsiyon kromatografi
polarite—— | revers faz kromatografi (HPLC)
hidrofobik etkilesim kromatografi

Biyolojik aktivite
Y Ba{gllanm" } ~— affinite kromatografisi
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Homogenuation
of nample
Cot tysin

rimraton of iyaste
NucieoSpin® Fiters

7 Protein in column flow trough
Proigin Purification

T Precipiate Prowein
(Spacial Protein Precipaaton)

Wi Brote n Petter

otve peiiet in PLO
(Protewn Losaing B.ttor)

U

e

.' T SDS-PAGE/
Western blot

4 44 -

All typical
downstream applications

66
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ISOGEN or ISOGEN-LS
omogenize or dissalve

fe— Chioroform
S
C':‘
tain: —
Aqueous phase m:,usl 4 C | [ washing |—» RNA
Intermediate phase

e DNA

Organic phase! DHA

Reoig Protein
Isopropanol
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