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OZET

Doku mikroarray (DMA) teknolojisi ilk olarak 1998 yilinda ortaya konulan ve ayni anda ¢ok fazla sayida doku 6rneginin histolojik,
immunohistokimyasal veya in situ hibridizasyon (FISH) testleriyle incelenmesine imkan veren yeni bir tekniktir. Sunulan bu
calismada; yiksek 6rnek sayisina sahip iki ayri bilimsel arastirma projesinde kullandigimiz DMA teknolojisi tanimlanmaktadir.
Birinci calismada 108 parafin bloktan olusan 6rnek sayisi 10 DMA alici bloguna, ikinci calismada ise 700 parafin bloktan olusan
ornek sayisi 30 DMA alici bloguna yerlestirilmis ve immunohistokimyasal test ve analizleri yapilmistir. Birinci calismada; 1 TUNEL
ve 8 ayri hiicre belirteci icin immunoperoksidaz teknik (IPT), ikinci calismada ise; 1 belirteg icin IPT ve 1 hematoksilen eozin
boyamasi yapildi. Test proseddrleri, galismanin tamamlanmasi igin gereken toplam zaman ve her bir kesit icin kullanilan kit ve
sarf malzemelerin maliyeti hesaplandi. Ozellikle ¢alismalarda kullanilan 6rnek sayisi ve alinan kesit sayisi diisiiniildigiinde, primer
antikor ve immunohistokimyasal test sollsyonlari agisindan belirgin derecede ekonomik kazang saglandi. Her iki galisma igin
ayrilan sirenin, doku mikroarray metodu ile belirgin derecede dustiigli ortaya ¢ikti. Sonug olarak, doku mikroarray yonteminin
yiiksek 6rnek ve test sayisina sahip galismalarda, hem isglicti ve hem de ekonomik perspektif agisindan ¢ok kullanisli bir yontem
oldugu gosterildi.
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Tissue Microarray Technology In Pathology: Time And Cost Advantages

ABSTRACT

The tissue microarray (TMA) was first described by Kononen in 1998, and represents a high-throughput technology for the
assessment of histology-based laboratory tests, including immunohistochemistry and fluorescent in-situ hybridization (FISH). In
this study, we described TMA methodology that we established in two different scientific research projects.

In the first study the number of samples were 108 paraffin blocks and these blocks were designed and embedded to 10 recipient
TMA blocks, in the second study; the number of samples were 700 paraffin blocks and they were designed and embedded to
30 recipient TMA blocks. Then immunohistochemical tests and analyses were performed. In the first study, 1 TUNEL staining
and immunoperoxidase test (IPT) for 8 immunological markers, in the second study IPT for 1 immunological marker and 1
histopathological analysis were done and total time for completion the study and cost of the kits and consumables used for
each section was calculated. Significantly economic gain was achieved from primary antibody and immunohistochemistry test
solution, considering the number of samples and sections that used in studies. The allocated time for study is minimized by tissue
microarray method. Tissue microarray method was shown as a very useful method both labor force and economical perspective
in interdisciplinary studies collaborating with pathology laboratories.
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Giris

Doku mikroarray (DMA) teknolojisi ilk olarak 1998 yilinda
tanimlanmis ve dinyada birgok arastirmaci tarafindan
benimsenen ve ylksek érnek sayisina sahip histoloji-patoloji
galismalarinda kullanilan yeni bir teknik olarak yerini almistir
(Kononen ve ark., 1998). Doku mikroarray teknigi; formalin ile
tespit edilmis ve parafine gémilmis dokularda; ilgi duyulan
lezyonlu bolgelerden alinan érneklerin alici bir parafin bloga
aktarilmasi ve ¢ok sayida dokunun tek bir kesitte temsil
edilmesi olarak tanimlanir (Kallioniemi ve ark., 2001). Bu
sayede, 20-150 arasi farkli 6rnegi iceren alici blok kesitlerinin
degerlendirilmesi ile ayni laboratuvar kosullarinda, hizli,
ekonomik ve es zamanli patolojik incelemeler yapilabilmektedir
(Brown ve Huntsman, 2007). Doku microarray teknigi,
oOzellikle rutin histopatolojik inceleme sonrasinda, doku
kesitlerinde DNA, mRNA veya proteinlerin in-situ hibridizasyon
ve immunohistokimyasal testlerle isaretlenmesine ihtiyag
duyuldugunda tercih edilmektedir (Kallioniemi ve ark., 2001;
Voduc ve ark., 2008; Brown ve Huntsman, 2007). Bunun
nedeni, doku kesitlerinde uygulanan molekiler patoloji ve
immunopatoloji tekniklerinin test basina olan maliyetlerinin
ve laboratuvar isglici gereksinimlerinin yiksek olmasidir.
Ornegin; immunoperoksidaz testlerde; ister manuel, ister
otomatik immun boyama cihazi kullasin, bir patoloji uzmani
tarafindan bir glinde test edilebilecek 6rnek sayisi en fazla
40-50 ile sinirhdir. Bu sayi, DMA teknigi kullanildiginda hemen
hemen ayni miktarda sarf malzemesi harcanarak glinde 5.000
ornege kadar gikarilabilmektedir.

Bu c¢alisma, Tirkiye'de patoloji alaninda DMA teknolojisi
uygulanarak laboratuvarda sagladig test siiresi ve maaliyet
avantajlarinin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Bu raporda,
oncelikle DMA teknolojisinin temel prensipleri, kullanilan
donanimlar, teknikler, avantaj ve dezavantajlarindan
bahsedilerek, yiiksek sayida 6rnek ve immunopatolojik belirteg
sayisina sahip iki ayri proje kapsaminda gergeklestirilen DMA
uygulamalarinin, konvansiyonel patoloji galismalarina goére
sagladig avantajlarin gosterilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Genel Doku Mikroarray Prosediirii

Doku mikroarray kullaniminda manuel, yari otomatik ve tam
otomatik sistemlerden yararlaniimaktadir. Temel olarak parafin
bloklara gomilmis olan dokulardan farkh captaki igneler
(0,6mm, 1mm, 2mm, 3 mm) (Packeisen ve ark., 2003; llyas
ve ark., 2013) ile alinan 6rneklerin 6nceden yada DMA yapim
asamasinda lzerinde istege bagli olarak dizayn edilen gukurlarin
olusturuldugu alici bloklara dizilmesi ile sekillenmektedir.
Alinan ornekler, verici parafin bloktan alinan ve tiim dokuyu
iceren histolojik kesitlerin hematoksilen eozin ile boyanmasi,
mikroskopta incelenmesi ve DMA da kullanilacak ilgili bolgenin
isaretlenmesi ile belirlenmektedir (Singh ve Sau. 2010).

Calismalar

Cahsmalarda, doku mikroarray yapilmasi planlanan dokular,
rutin patoloji takip islemlerinden gegirilip parafine gomalda.
Kirikkale  Universitesi  Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Laboratuvarlari (KUBTAL)'nda bulunan yari otomatik Doku
mikroarray cihazi (Galileo TMA CK2500, italya) (Sekil 1A)
ile parafine gomilen dokularin istenilen bolgelerinden 2
mm capinda 6rnekler alindi (Sekil 1B). Rutin patoloji takip
islemlerinden gegcirilip parafine gomilen bloklardan (Sekil 2A)
daha 6nce 2 mm c¢apinda agilmis 30-35 gukurdan olusan yeni
parafin bloklara aktarildi (Sekil 2B ve 2C). Cukurlara aktarilan

dokulariigeren yeni parafin bloktan 4-5 mikrometre kalinhginda
kesitler alindi (Sekil 2D). Alinan kesitler hematoksilen ve eozin
veya immunohistokimyasal boyamalar ile boyandi (Sekil 2E ve
2F). Yapilan maliyet hesaplamalari 2013 yili KUBTAL hizmet
bedelleri esas alinarak yapilmistir (http://kubtal.kku.edu.tr)

Sekil 1. A. Doku mikroarray cihazinin genel gériinimii. B. Orneklerin
verici bloktan alici bloga aktariimasi.

Figure 1. A. Appearance of tissue microarrayer. B. Transferring of
samples from the donor block to the recipient block.
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Sekil 2. Doku mikro array asamalari. A. Rutin parafin doku bloklar

B. Parafin doku bloklarindan TMA igin 6rnek alinmasi C. Alinan
orneklerin 6nceden kuyucuklar agilmig parafin bloklara yerlestirilmis
hali D. Yeni parafin bloklardan alinmis kesitlerin boyanmis hali E. Slayt
lizerinde dokularin makroskobik gortintisi F. Herbir kuyucuktaki
dokularin mikroskobik gériintusi

Figure 2. Tissue microarray stages. A. Routine paraffin tissue blocks B.
Sampling for TMA from paraffin tissue blocks C.Tissue samples in to the
holes on paraffin blocks D. Stained slides from new paraffin blocks E.
Macroscopic view of the tissue on the slide F. Microscopic images of
the tissue in each holes.
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Tablo 1. Birinci DMA ¢alismasina ait blok, kesit ve test sayilarina ait karsilagtirmali bilgiler. KP:Klasik Patoloji, DMA: Doku

mikro array, IPT: immunoperoksidaz

Table 1. Comparative data on the blocks, sections and tests of first TMA studies.

KP: Classic Pathology DMA: Tissue microarray, IPT: Imnmunoperoxidase

Blok sayisi Kesit Sayisi IPT TUNEL Histomorfometri TOPLAM
8 belirteg
KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA
108/10 972/90 864/80 108/10 972/90
Siire

KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA (isglin(i) KP/DMA (isglni)
(isgtindi) (isglindi) (isglindi) (isgtind)
3/4 4/1 25/3 5/1 15/4 52/13

Maliyet
KP/DMA (TL) | KP/DMA (TL) | KP/DMA (TL) KP/DMA (TL) KP/DMA (TL) KP/DMA (TL)
1080/3024 4860/450 34560/3200 10080/1000 4860/200 55440/7874

ilk calismada, testis torsiyonu ile olusturulan doku hasarinda,
farkli tedavi yontemlerinin koruyucu etkisinin arastiriimasi
planlandi ve toplamda 54 rat kullanildi. Her bir ratin sag ve
sol testisleri ayri bloklandi ve toplamda 108 blok elde edildi.
Hazirlanan her bir bloktan 2 mm gapinda 3’er 6rnek alinarak
10 alici bloga aktarildi ve bu bloklardan alinan kesitlere TUNEL
testi ve 8 farkli belirtegle (TNFR1, Endotelin, Kaspaz 3, Kaspaz 8,

odagl’ olarak belirlenen bolimindn, alici bir parafin blok Gizerine
aktarilmasi yer alir. Bu sayede alici bir blok Gizerine 1mm ¢apinda
100’den fazla test numunesi aktarilabilmektedir. Bu sayede,
ileride yapilacak histokimyasal boyamalar, immunohistokimya
vein-situ hibridizasyon gibirutin ve arastirmatemellilaboratuvar
testlerinin  gergeklestiriimesinde; testlerin bir ornekliligi,
zaman ve test maliyeti avantajlar saglanabilmektedir. Doku

Tablo 2. ikinci DMA calismasina ait blok, kesit ve test sayilarina ait karsilastrmali bilgiler. KP:Klasik Patoloji, DMA: Doku

mikro array, IPT: immunoperoksidaz HP: Histopatoloji.

Table 2. Comparative data on the blocks,sections and tests of second TMA studies.

KP: Classic Pathology DMA: Tissue microarray, IPT: Immunoperoxidase HP: Histopathology.

Blok sayisi Kesit Sayisi IPT HP Histomorfometri TOPLAM
1 belirteg
KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA
700/30 1400/60 700/30 700/10 700/90
Sure
KP/DMA(isgiini) | KP/DMA KP/DMA KP/DMA KP/DMA (isglinii) KP/DMA (isglinii)
(isgiind) (isgtnd) (isgtind)
3/6 25/1 18/1 5/1 12/2 63/11
Maliyet
KP/DMA (TL) KP/DMA (TL) | KP/DMA (TL) KP/DMA (TL) KP/DMA (TL) KP/DMA (TL)
7000/10600 7000/300 28000/1200 3500/1000 3500/450 48500/13550

eNOS, VEGF, TNF-alfa, Sitokrom-c) immunoperoksidaz testleri
yapildi ve tedaviler ile gruplar arasi doku hasari karsilastirildi.

ikinci calismada ise mezbahadan toplanan 100 koyuna ait
dort farkli kas grubu ve beyinden alinan 3 ayri bolge parafine
bloklanarak toplam 700 parafin blok elde edildi. Toplamda
her bir hayvana ait olan 7 farkli parafine gomuliu dokulardan
rastgele 3’er 6rnek alinarak 30 alici bloga aktarildi ve sonrasinda
histopatolojik inceleme ve immunoperoksidaz testler bu
bloklardan alinan kesitlerde yapildi.

Bulgular ve Tartisma

Doku mikroarray teknolojisinin temelinde; histopatolojik
incelemesi yapilan bir doku 6rneginin parafin blogundan ‘ilgi

mikroarray teknolojisi, ayri ayri her bir doku 6rnegi lzerinde
geleneksel olarak yapilan immunohistokimyasal, FISH ve
mRNA ISH testlerinin prosediriinde oldukga biiylk bir avantaj
saglamigtir (Shebl ve ark., 2011). Bu avantajlardan birisi, DMA
teknolojisinin sagladi ekonomik tasarruftur. Her ne kadar,
DMA yapilan testlerin ve uygulanan geleneksel prosedurlerin
fiyatini dustirse de, DMA teknolojisinin kullanimini saglayan
donanimlar pahalidir. Bu nedenle, DMA teknolojisinin patoloji
ve histoloji laboratuvarlarinda kullanimi heniiz istenilen
diizeyde gergeklesmemis ve sinirli sayidaki laboratuvarlarda
kullanima gegmistir (Singh ve Sau, 2010). Bu vylzden
arastiricilarin birgogu, daha ucuza mal olan DMA donanimlari
yapmak igin ¢alismaktadir (Pires ve ark., 2006, Singh ve Sau,
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2010).

Bu c¢alismada kullanilan DMA donanimi (Galileo TMA CK2500,
italya) yari otomatik bir cihaz olup, kullanicinin dokularin verici
dokudan alinip, alici bloga yerlestiriimesine kadarki asamalari
takip ederek, alici bloktaki oyuklara konulan doku orneklerinin
hatasiz olarak yerlestiriimesine olanak saglamaktadir.
Yapilan her iki calismada elde edilen histopatolojik ve
immunohistokimyasal boyamalar igin, kesitler ne kadar
diizglin alindiysa boyanmalar da o kadar artefaktsiz oldu. Bazi
cukurlardaki dokularin verici bloktan alinirken kirilmasi veya
alici bloga yerlestirildikten sonra gukura tam oturmamasi gibi
nedenlerle distigi gorildi. Bu dokular DMA yapildiktan sonra
alinan yedek kesitlerde tekrar boyanarak degerlendirildi. Birinci
calismada kullanilan parafin blok sayisi, yapilan testler ve analiz
sireleri Tablo 1 ve 2'de verilmistir.

Birinci gcalisma siiresi, rutin patoloji, histopatolojik muayene ve
immunohistokimya ile 52 isglinii alacakti. Doku mikroarray ile
yapildiginda bu isgliciiniin 13 giline dustlgu, arada 39 ginlik
bir isglici kazanci oldugu gosterilmistir (Sekil 3). Maliyet ise
isgliciine paralel olarak dusuis gostermistir (Sekil 4).

ikinci galismada da benzer kazanglar elde edilmistir (Sekil 3
ve 4). En 6nemli kazanglardan birisi ise immunohistokimyasal
testlerde kullanilan antikor ve IPT kitlerinden elde edilen
tasarruftur.
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Sekil 3. Klasik patoloji ve DMA ile yapilan incelemelerde siire
karsilastirmasi. 1.Birinci calisma, 2. ikinci ¢alisma.

Figure 3. Comparison of time on classic pathology and TMA. 1. First
study, 2.Second study.
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Sekil 4. Klasik patoloji ve DMA ile yapilan incelemelerinde maliyet
karsilastirmasi. 1.Birinci calisma, 2. ikinci calisma.

Figure 4. Comparison of cost on classic pathology and TMA. 1. First
study, 2.Second study.

Birinci calismada IPT, klasik patoloji ile yapilan IPT'nin yaklasik
% 14.2’una karsilik gelen bir maliyet ile tamamlanmistir.
ikinci calismada da yaklasik % 27.9’una karsilik gelmistir. Her
iki calismada da maliyetin blyik bolimini olusturan IPT kit
sarflari blylk disls gosterdi ve ekonomik olarak avantaj
saglandi. Maliyet hesabinin yani sira 6zellikle uzman personel

sayisinin az oldugu patoloji laboratuvarlarinda, rutin patolojik
muayene is siresinin doku mikroarray yontemi ile oldukga
kisaldigi gosterilmistir. kesit basina kullanilan, basta primer
antikor olmak lizere tim immunperoksidaz test solusyonlarinda,
calismada kullanilan 6rnek sayisina gore degismekle birlikte,
6nemli oranda tasarruf saglanmistir. Calismaya ayrilan siire
doku mikroarray metodu ile en aza indirilmistir.

Sonug

Sonugolarak; hemekonomihemdeisgiicligdz 6niinealindiginda
doku mikroarray metodunun, patoloji laboratuvarlarinda
disiplinler arasi ¢alismalarda ¢ok kullanigh bir yontem oldugu
yapilan uygulamalar ile gosterilmistir.
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