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AKIM SITOMETRI’DE RNA OLCUMUNUN OZGUNLUGU
VE GUVENIRLILIGI
The Specificity and Reliability of RNA Measurement in Flow Cytometry

Zuhal HAMURCU', Halil DEMIRTAS?, Tiirkan PATIROGLU®

Ozet : Bu calsmamn amaci akim sitomeride (AS) ile
olctimiiniin 6zgiin ve giivenilir olup olmadigini test etmektir. Bu
amagla; RNA igerigi bilinen farkli hiicreler ve RNA sentezini
durduran ajanlar kullanilarak AS deki RNA 6lgiimiiniin
ozgiinliigii ve giivenirliligi dort ayri islemle test edildi.l)
Periferal Kan Medyum icerisinde, mitojenle uyarilmig
mononiikleer hiicrelerin (PKMNH=periferal kan mononukleer
hiicre) RNA igerikleri AS ile ve kit ile izole edilip
spektrofotometride dlgiilerek karsilastirildi. Her iki yontemle
bulunan sonuglarin  birbiriyle uyumlu olduklar: goriildii
(p=0.026, r=0.974) 2) AS’de RNA ol¢iimiiniin yinelenebilirligi
aymi ve farkl kisilerden alinan ornekler ¢alisilarak test edildi.
a) Saghkl bir kigiden 8 ml kan alinarak 4 farkl tiipe béliindii.
Béliinen kanlarin mononiikleer hiicreleri izole edildi, boyand:
ve RNA igerikleri AS’de olgiildii. Aym kigiye ait kan
orneklerinin RNA igerikleri arasindaki varyasyon katsayist (V)
=%0,75 olarak bulundu. b) Bes saghkl kisiden 2 ser ml kan
alindi ve mononiikleer hiicreleri izole edildi, boyandi ve RNA
icerikleri AS’de olgiildii. Bes saghkli kisinin RNA icerikleri
arasindaki varyasyon katsayisi (V)= %1.72 olarak bulundu. 3)
Aktinomisin deneyi: Aymi  kiginin mononiikleer hiicreleri
Periferal Kan Medyum iceren iki kiiltiir flaskina ekilerek iki
giin  mitojenle uyarildi. Kiiltiir flasklarindan birine RNA
sentezini durudurmak amaciyla 24. saatte 0.05 ug/ml
aktinomisin D ilave edildi, digerine ise herhangi bir islem
yapumadi. Mitojenle uyarilan mononiikleer hiicrelerin 48 saat
sonra RNA igerikleri AS ile 6l¢iildii. Sonugta aktinomisin-D ile
etkilestirilmis olan hiicrelerin RNA igeriginin artmadigi AS ile
belirlendi. 4) RNA igerikleri bilinen hiicrelerin Fg49meanX
degerlerinin AS dlgiimlerinin  karsilastiriimasi: ALL  (Akut
Lenfoblastik  Losemi), AML (Akut Miyeloid Lésemi)’li
hastalardan ve saghkli bir kisiden 2’ser ml kan ornegi
alinarak, mononiikleer hiicreleri izole edildi, boyand: ve RNA
icerikleri AS de olgiildii. ALL ve AML’li hastalarin hiicrelerinin
RNA igerikleri saghkli bireyin hiicrelerinin RNA iceriginden
daha  yiiksek  bulundu. Sonu¢ olarak Tiirkiye'de hig
calisilmamis, optimize edilmemis olan AS’de RNA o6lgiim
yontemi, yapilan bu g¢aliyma ile hem tam amacgh, hem de
arastirma amaglh kullanilabilir, 6zgiin ve giivenilir bir yontem
olarak gelistirilmistir.
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Summary : The aim of this work is to establish whether or
not specificity/ reliability of our RNA measurement in flow
cytometry is consistent. RNA measurement specificity was
established using various cells with known RNA content and
blocking agents: 1) Results of the comparison of the RNA
content during the mitogen-stimulated growth of Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMNCs) in Peripheral Blood
Medium found by our flow cytometric method and by the kit
were compared. The results obtained with the two different
methods were concordant (p=0.026, r=0.974). 2)
Replicability of the RNA (Fs49 mean X) measurement for the
same and for different individuals: a) 8 ml of peripheral
blood sample from a healthy individual was divided into 4
portions and each of which was submitted for isolation,
staining and  fluorescence measurement procedures.
Variation coefficient (V) was found as 0.75% among RNA
contents of the tubes (V=0.75) .b) 2 ml of peripheral blood
samples from 5 healthy individuals was submitted for
isolation,  staining and  fluorescence  measurement
procedures. Variation cofficient (V) was found as 1.72%
among RNA contents of the five healthy individulals
(V=1.72 %). Actinomycin D experiment: The two PBMNCs
flasks from a healthy individual were cultured in Peripheral
Blood Karyotyping Medium simultaneously for 2 days. One
of the flasks received 0, 05 ug/ml of actinomycin D 24 h
after the initiation of the cultures and cell luminescence of
each flask was measured at 48 h. We did not obtain an
increase in cellular RNA content in actinomycin D treated
cells versus untreated cells, 4) Comparison of Fss9 mean X
measurements in the cells of known character in RNA
content: 2 ml of peripheral blood samples from ALL, AML
patients and healthy control was submitted to isolation,
staining and fluorescence measurement procedures. RNA
content of ALL and AML patients’ cells were higher than
those of healthy control. This experiment shows that our
Fsq0 mean X measurement indicates the RNA level in the
cell. We concluded that our evaluation of the relative RNA
content is reliable.
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Hiicresel RNA o6l¢iimleri, ¢ogu tiimdr hastaliklari-
nin tani ve teshisinde kullanilan uygun bir paramet-
re olarak gosterilmistir (1,2). Clinkdi tiimdr olusu-
mu, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin ya da hiicre
faklilasmasindaki bozuklugun bir sonucu olarak
ortaya ¢ikar. Bu olaylar hiicresel RNA igerigi ile
ilgilidir. Ayn1 zamanda yaygin olarak bilinir ki,
niikleolar aktivitenin tiim isaretleri yani Onciil-
rRNA’nin senteziyle ilgili aktivite tiimorlerde be-
lirleyici bir degerdir (1). Cogu anti-kanser ilaglar,
hiicre dongiisiinde etkili oldugu i¢in, bu tiir ilaclar-
la etkilesim sonrasindaki hiicresel RNA igerigi bu
ilaglara karsi kanser hiicrelerinin duyarliligint gos-
terir. Ayrica anti-kanser ilaglarla etkilestirilen hiic-
relerin dengesiz biiylimesi; ilaca karsi hiicrenin
cevabi, hiicre 6limii ve hastaligin iyilesme duru-
mu, RNA igeriginin 6l¢iimlerinden tahmin edilebi-
lir (1). Bu genis klinik uygulamalarin yani sira
RNA veya DNA o6l¢iimleri birgok temel ¢aligmalar
icin de kullanilabilmektedir (3). 1970’li yillardan
beri Darzynkiewicz ve arkadaslar1 akim
sitometride (AS) hiicrelerin RNA igeriklerini basa-
riyla 6lgmiislerdir (4,5).AS’de RNA igerigini dlg-
mek i¢in kullanilan en yaygin boya Akridin Oranj
(AO)’dir (1,4-7) ve yapilan RNA calismalarinin
cogunlugu AO’nun fliloresan Ozelligine dayanir.
AO’nun ozelligi, ¢ift veya tek zincirli niikleik asit-
lere baglandig1 zaman absorbsiyonu ve emisyonu-
nun degisiklik gostermesidir. AO, hiicre igindeki
tek zincirli niikleik asitleri kirmiziya, ¢ift zincirli
niikleik asitleri de (DNA ve kendi istiinde c¢ifte
sarmal yapmigs RNA) yesile boyamaktadir (1,4,5).
Hiicre i¢i RNA’larin bir bolimiiniin tek zincirli
olma 6zelliginden yararlanilarak bu 6lgiimler yapi-
labilmektedir. AO’nun maksimum absorbsiyonu
yaklagik 455-490 nm’dir (1,7). AO’nun uyarilmasi
sonucunda kirmizi fliioresan emisyonu (Fgq9, FL3)
hiicrelerin RNA igerigini ve yesil fliloresan emis-
yonu (Fs39, FL1) hiicrelerin DNA igerigini gosterir
(1,4,5,7).

Bu ¢alismada ; AS’de RNA 6l¢iim yontemini daha
once Tiirkiye’de ¢alisan bir merkez ya da kisi ol-
madigindan, bu yontemi olgunlastirmak ve labora-
tuarda hem tant hem de aragtirma amacgli olarak
uygulanabilir diizeye getirmek amaglanmistir.
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Hiicrelerin Hazirlanmasi

Sifirina saatte kiiltiir yapilmamis mononiikleer
hiicrelerin hazirlanmasi: Bes saglikli kisiden
alman 2’ser ml heparinli kan 6rnekleri 1640 RPMI
(Sigma) medyumla seyreltildi (dilution 1:1). Her
bir kan 6rnekleri 3 ml fikol-histopak (Sigma) lizeri-
ne yavas yavas yayild: ve daha sonra 1300rpm’de
25" santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi izole olmus
mononiikleer hiicreler baska bir tlipe steril pipet
kullanilarak alind1 ve mononiikleer hiicreler, 2mM
MgCl, igeren PBS (fosfat buffer solusyonu)’le iki
kez 900 rpm’de 10" santrifiij yapilarak yikandi.
Yikama iglemlerinden sonra, hiicre siispansiyonu
200 ul’sinde 200.000 hiicre igerecek sekilde, 2mM
MgCl,’li PBS ile seyreltildi (8).

Kiiltiir hiicrelerinin hazirlanmasi: Bes saglikli
kisiden alinan 4’ er ml heparinli kan 6rnegil640
RPMI (Sigma) medyumla seyreltildi (dilution 1:1)
ve 4 ml fikol-histopak (Sigma) {izerine yavas yavas
yayildi, daha sonra 1300 rpm’de 25 dakika santri-
fiij edildi. Santrifiij sonrast izole olmus
mononiikleer hiicreler steril pipet kullanilarak bas-
ka bir tiipe alindi, iki kez 1640 RPMI medyumla
900 rpm’de 10’ santrifiij yapilarak yikandi ve hiic-
reler 1640 RPMI medyum igerisinde suspense edil-
di. peripheral kan mononiikleer hiicre
(PKMNH)’ler, mitojenle uyarma islemi i¢in Sml
medyum (Sigma, product code P 2602) igeren steril
kiltiir flasklarina (50 ml, Greiner flask 690160)
medyumun ml’sinde 1x10° hiicre bulunacak sekil-
de ekildi (4). Daha sonra hiicreler 37 °C de % 5
CO,’li etiivde 72 saat inkiibe edildi. Mitojenle uya-
rilan hiicreler kiltirden ¢ikartildi ve 2mM
MgCl,’li PBS ile iki kez 900 rpm’de 10 dk santri-
fiij yapilarak yikandi. Yikama iglemlerinden sonra,
hiicre siispansiyonu 1ml’sinde 1x10°hiicre igerecek
sekilde 2mM MgCl,’liPBS’le seyreltildi (8,9).
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Hiicrelerin boyanmasi: 200 pl’sinde 200.000
hiicre bulunan hiicre siispansiyonu iizerine 400 pl
permabilizasyon ¢ozeltisi  (Solusyon A=%0.1
TritonX-100, 0.08 M HCI ve 15 M NaCl, pH:1.2)
eklendi. 15 saniye (sn) sonra 1200 pl boya ¢ozeltisi
(Solusyon B=6ug/ml AO (merck), ImM Na,EDTA,
0.15 M NaCl, 0.2 M Na,HPO, ve 0.1 M sitrik asit,
pH:6.0) ilave edildi ve 2-10 dakika igerisinde
AS’de 6l¢iim yapildi (8,10).

AKkim sitometride olciim: Hiicrelerin DNA ve
RNA igerikleri AS ( Sekil 1, Coulter EPICS XL)
kullanilarak analiz edildi. Analiz i¢in uygun proto-
kol hazirland1 (Sekil 2). Her 6lgiim igin 10.000
hiicre gegirildi. Olgiim sonuglari cihaza kaydedildi.
AO uyarilmasi igin tek lazerli 488 nm dalga boyun-
da argon iyon lambasi kullanildi. Hiicrelerin DNA

ve RNA igeriklerini degerlendirmek icin, AS’de
6lciim sonucu elde edilen verilerden FL1 (Fs3) ve
FL3 (Fg40)’tin mean X degerlerine bakild1.

Kullanilan bu yodntemin RNA’ ya spesifik olup
olmadigini test etmek i¢in mononiikleer hiicreler
DNaz-I, RNaz-A ile etkilestirildi.

Hiicrelerin DNaz-I ile Etkilestirilmesi: Saglikl
bir kisiden 2 ml kan 6rnegi alinarak mononiikler
hiicreler sifirinci saatte izole edilip siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu 200 pl’sinde 200.000 hiicre
icerecek sekilde, 2mM MgCl,’[iiPBS’le seyreltildi
(8).Bu hiicre siispansiyonundan 200’er pl alinarak
iki farkli tiip hazirlandi. Tiiplerden biri kontrol ola-
rak kullanildi, digeri DNaz-I’le etkilestirildi.

Sekil 1.Akim sitometri ¢calisma semasi
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Sekil 2. Akim sitometride RNA igerigini 6l¢gmek i¢in hazirlanan protokol

DNaz-I'le etkilestirme islemi igin; 2x10° hiicre
iceren 200 pl’ hiicre siispansiyonu iizerine, 400 pl
solusyon A, 500 pl AO igermeyen solusyon B, 500
pul MgCl,-PBS ve 200 pl DNaz-I (1 mg DNaz-
1/100 pl MgCI2’li PBS, Sigma, pH:5.5) soliisyonu
eklendi, oda 1s1sinda 30 inkiibe edildi. Sonra hiic-
reler yikandi, AO’la boyandi ve AS’de 6l¢iim ya-
pild1 (1,10).

Hiicrelerin RNaz-A ile Etkilestirilmesi: Saglikli
bir kisiden 2 ml kan 6rnegi alinarak mononiikler
hiicreler sifirinct saatte izole edilip siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu 200 pl’sinde 200.000 hiicre
icerecek sekilde, 2mM MgCl,’liiPBS’le seyreltildi
(8).Bu hiicre siispansiyonundan 200’er pl alinarak
iki farkli tiip hazirland1. Tiplerden biri kontrol ola-
rak kullanildi, digeri RNaz-A ile etkilestirildi.

RNaz-A ile etkilestirme islemi icin; literatiire gore
(1,10), 2x10’ hiicre igeren 100 pl hiicre siispansiyo-

nu iizerine 400 pl solusyon A eklendikten 15saniye
sonra 1200 pl solusyon B ve 100 pl RNAaz-A
solusyonu (Img RNaz-A/100 pl  MgCI2’Li
PBS,Amresco pH:8.0) eklendi, 24 °C’de 30" inkiibe
edildi ve sonra AS’de mononiikleer hiicrelerin RNA
igerigi olgiildi.

Literatiirde belirtilen yontem modifiye edilerek hiic-
relerin RNaz-A ile etkilestirilmesi isleminde; enzi-
min c¢alisma pH’sint belirlemek i¢in saglikli bir
kisiden alnan 2 ml kan &rneginden izole edilip
fikse edilen mononiikleer hiicreler ,3 farkli pH’da
(pH=7.2, pH=5.5, pH = 8.0) hazirlanan RNAaz-A
soliisyonlar1 kullanilarak etkilestirildi, daha sonra
AS yontemi ile RNA igerikleri dl¢tildii..

RNA igerigi bilinen farkli hiicreler ve RNA sentezi-
ni durduran ajanlar kullanilarak AS deki RNA 6l¢ii-
miiniin 6zgilinligi, giivenirliligi ve yinelenebilirligi
dort ayri islemle test edildi.
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Spektrofotometride RNA Ol¢iimii: Saghikli bir
kisiden 4 ml kan alinarak mononiikleer hiicreleri
izole edildi ve PKMNH’ler mitojen varliginda 24,
48 ve 72 saat inkiibe edildi. Kiiltiirden sonra hiicre-
lerin bir kisminin RNA igerikleri AS’de ol¢iildii.
Hiicrelerin bir kismmin ise RNA’lart kitle (High
Pure RNA Kit, Roche, cat. No.1828 655) izole
edilip igerikleri spektrofotometride 6lgiildii.
Yontemin yinelenebilirligi icin yapilan caliyma:
Saglikli bir kisiden 8 ml kan 6rnegi alinarak 4 fark-
I1 tiipe 2’ser ml olacak sekilde boliindii. Boliinen
kanlarin monontikleer hiicreleri izole edildi, boyan-
d1 ve sifirinc1 saate RNA igerikleri AS’ de 6l¢iildii.

Bes saglikli kisiden 2’ser ml kan ornegi alinarak
mononiikleer hiicreleri izole edildi, boyandi ve
sifirinct saate RNA igerikleri AS’de 6l¢iildii.

Hiicrelerin Aktinomisin-D ile Etkilestirilmesi:
Saglikli bir kisiden 2 ml kan ornegi alindi,
mononiikleer hiicreleri izole edildi ve iki farklh
kiiltir yapildi. Kiiltiirlerden biri  24. saatte
Aktinomisin-D ile etkilestirildi (0.05 mg/ml
Aktinomisin D ¢dzeltisinden 50ml’lik kiiltiir orta-
mina 25 pl eklendi), diger kiiltiir kontrol olarak
kullanildi. 48.saatte kiiltiirler sonlandirildi, hiicrele-
rin RNA igerikleri AS’de 6lgiildii (4,5).

ALL ve AML Hastalarmm RNA iceriklerinin
Olciim icin Hazirlanmasi: Kontrol amacl kullan-
mak i¢in saglikli bir kisiden, ALL’li bir hastadan
2’ser ml heparinli kan 6rnegi ayrica AML’li bir
hastadan 2 ml kemik iligi 6rnegi ve 2 ml heparinli
kan 6rnegi alindi. Mononiikleer hiicreler izole edil-
di, boyandi ve sifirinci saatte RNA igerikleri AS’
de olgiildii.

BULGULAR

Literatiir dogrultusunda (1,4,5) kullanilan AS yo6n-
teminin RNA’ya 6zgii olup olmadigindan emin
olmak i¢in, saglikli bir kisiden alinan kan 6rnegin-
den izole edilen mononiikleer hiicreler hem DNaz-
I’le hem de RNaz-A ile etkilestirildi. DNaz-I’le
etkilesimi sonucunda hiicrelerin DNA igeriklerinin
%92’s1 kaybolurken, RNA igeriklerinin %7.2’ si
kayboldu. RNaz-A ile etkilestirilen hiicrelerde,
hiicresel RNA igeriginin %52’si, DNA igeriginin %
72’sinin azaldigi bulundu. Literatiirde belirtilen
(1,4,5) RNaz’la etkilestirme yonteminde baz1 degi-
sikliklerle yapilan farkli pH’lardaki ¢aligmalar so-
nucunda pH= 8.0’da RNA’in %49’u, pH=7.2"de
RNA’nin %33’#, pH=5.5’de RNA’nin %27’sinin
azaldig1 belirlenip , RNaz’in en etkin sekilde
pH=8.0’da caligtig1 sonucuna ulasildi.

1)AS olciim sonuclar1 ve spektrofotometrik 61-
¢iim sonuclarmin Kkarsilastirilmasindan elde
edilen bulgular : AS yontemi ile RNA 6l¢iimiiniin
giivenirliligini test etmek i¢cin mononukleer hiicre-
lerin sifirmci saatte, 24, 48 ve 72 saatlik kiltiir
sonrasi RNA igerikleri hem AS’de hem de
spektrofotometride 6lgiildiigiinde her iki yontem-
den elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu oldugu
bulundu (p=0.026, r=0.974) (Tablo I).

2) AS’de RNA ol¢iimiiniin yinelenebilirligi ile
ilgili yapilan calisma sonuglar1

a) Ayni kisiye ait 8 ml kan 6rnegi 4’e boliiniip
izole edilen mononiikleer hiicrelerinin RNA igerik-
leri AS’de olgiildiigiinde Fgy9 Mean X degerleri
=110.2, 110.9, 111.0,112.2 olarak bulundu. Sonug¢-
ta aymi kisiye ait kan 6rneklerinin RNA igerikleri
arasindaki varyasyon katsayisi (V)= % 0.75 olarak
bulundu.

Tablo 1. Mitojenle uyarilmig mononiikleer hiicrelerin RNA igeriklerinin AS ve spektrofotometrik

6l¢tim sonuglarinin karsilastirilmasi

Olciim

24.saat 48.saat 72.saat

Spektrofotometrik 6lgiim (RNA/Srnek, pg/ul)

Akigkan sitometrik 6l¢iim (FggomeanX)

170 180 320
134.8 193.0 306.2

p=0.026, =0.974
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b) Bes saglikli kisiden alinan kan oOrneklerinin
mononiikleer hiicrelerinin RNA igerikleri AS’de
ol¢iildiigiinde Feso Mean X degerleri =
110.4,111.9, 112.2, 112.8 ve 115.7 olarak bulundu.
Sonugta, bes farkli kiginin mononiikleer hiicrel-
erinin RNA igerikleri arasindaki varyasyon katsay-
181 (V)= % 1.72 olarak bulundu.

3) Hiicrelerin Aktinomisin D ile etkilestirilme-
sinden elde edilen bulgular: Saglikli bir kisiden
alinan kan Orneginden izole edilen mononiikleer
hiicreler Aktinomisin D ile etkilestirilerek ve etki-
lestirilmeyerek hiicrelerin 48 saatlik kiiltiir sonrasi
RNA igerikleri AS’de 6lgiildiigiinde, Aktinomisin-
D ile etkilestirilmis hiicrelerin Fgyo Mean X* 1 =
106.6, etkilestirilmemis hiicrelerin
FssoMeanX’i=149.7 olarak bulundu.

4) ALL ve AML Hastalarin Mononiikleer Hiic-
relerinin RNA Iceriklerinin Saghkli Kontrolle-
rinki ile Karsilastirnlmasi: ALL’li ve AML’li
hastalardan alinan kan ve kemik iligi 6rneklerinden
izole edilen mononiikleer hiicrelerin RNA igerikleri
AS’de dlgiildii ve RNA igerikleri :

Kontrolde Fgs9 Mean X =112.4, RNA Index
(RI)=10.2

ALL’li hastada Fgyy Mean X = 1324, RI= 11,8
(kan ornegi)

AMLli hastada Fgy9 Mean X = 159.1, RI= 14.1
(kan 6rnegi)

AML’li hastada F¢9 Mean X = 187.9, RI= 16.7
(kemik iligi 6rnegi) olarak bulundu.

TARTISMA

Darzynkiewicz ve arkadaslari akim sitometride
hiicrelerin RNA igeriklerini basartyla 6l¢miislerdir
(4,5). Bu 6l¢iim kabaca, hiicrelerden RNA’ y1 izole
etmeden, hiicreleri de pargalamadan, hiicre igindeki
RNAya 6zgiin bir boya ile boyayip, bu boyanin da
miktarm1 640 nm dalga boyunda olgerek, RNA
igerigini tahmin etmeye dayanir (6,7) .

1970’11 yillardan beri AS’de hiicresel RNA igerigi
dlciilmesine ragmen, Ulkemizde AS kullanarak
hiicresel RNA igerigini 6l¢en bir merkez ya da kisi
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu yontemi olgun-
lastirmak ve laboratuarda hem tani1 hem de aragtir-
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ma amagli olarak uygulanabilir diizeye getirmek
icin yapilan bu ¢aligmada spesifik RNA 6l¢limiinii
saglamak i¢in fikse edilmeyen, sadece AO’ya ge-
cirgenligi saglanan hiicreler, hem RNaz-A ile hem
de DNaz-I’le etkilestirilip, DNaz-I’le muamele
edildiginde hiicrelerin DNA igeriginin biiyiik bir
kisminin kaybolup, RNA iceriginin degismeden
kalmasi kullanilan metodun RNA 6l¢iimii i¢in 6z-
giil oldugunu gostermektedir. Ancak hiicreler
RNaz’la etkilestirildiginde, RNaz’in RNA’nin ya-
ninda DNA’y1 da azalttigi bulundu. Sonuglarimiz
Toba ve arkadaglarinin (9) sonuglari ile benzerlik
gostermekteydi.

Bunun yani sira; ayni kisiye ait hiicrelerin bir kis-
minin RNA igerikleri AS’de bir kisminin da RNA
icerikleri spektrofotometride O6l¢iiliip, her iki yon-
temden de elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu-
luk diizeyine bakildiginda; her iki 6l¢tim yontemin-
den elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu olmasi
(p=0.026, r=0.94, Tablol) AS’de RNA &lgiimii i¢in
kullanilan yontemin dogrulugunu gosterdi.

Ayn1 ve bes farkli saglikli kigilerden alinan kan
orneginin mononiikleer hiicrelerinin RNA icerik-
leri AS’de 6l¢iildiigiinde, RNA igerikleri arasindaki
varyasyon katsayisinin diisiik bulunmasi (sirastyla
V=%0.75, V=%1.72) ,AS’de RNA Ool¢imi i¢in
kullanilan ydntemin yinelenebilir oldugunu
gosterdi.

Aktinomisin-D RNA sentezini durduran, DNA
sentezini etkilemeyen bir maddedir (4,5). Kiiltiir-
deki bir hiicre, Aktinomisin D ile etkilestirilirse, bu
hiicre RNA sentezleyemeyecek ve dolayisiyla da
RNA igerigi diisiik kalacaktir. Calismamizda da
Aktinomisin-D ile etkilestirilmis hiicrelerin RNA
iceriginin artmadiginin bulunmasi iizerine kullani-
lan yontemin hiicre icerisindeki RNA seviyesinin
6l¢iimii i¢in uygun oldugu kanisina varildi.

Timor hiicrelerinde RNA igeriginin bazi kanser
cesitlerini belirlemede bir isaret oldugu gosteril-
mistir (1). Bu nedenle hiicresel RNA &lglimleri
klinik onkolojide tan1 amagli olarak kullanilmakta-
dir. Losemili hastalarda hiicrelerin RNA igeriginin
saglikli kontrollere gore oldukga fazla oldugu bilin-
mektedir. (11).Bu bilgi 1s138inda ALL’li, AML’li
hastalarin ve saglikli kontroliin mononiikleer hiic-
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relerinin RNA igerikleri AS’de olgiliip, sonugta
16semili hastalarin RNA igeriklerinin kontrole gore
daha yiiksek bulunmasi kullanilan yontemin
RNA’ya 6zgii oldugunu bir kez daha gostermekte-
dir.

Literatiirlerde, AS’de RNA &lglim yonteminin
RNA’ya 06zgiil olup olmadigimi test etmek icin
mononukleer hiicreler RNaz’la etkilestirilmis ve bu
hiicrelerin  RNA igerikleri AS’de Olgiilmiis ve
RNA’nin %92’sinin azaldigi DNA igeriginde ise
herhangi bir degisikligin olmadigi bulunmustur
(1,4,5,7,10). Calismamizda, AS’de mononiikleer
hiicrelerin RNA igeriklerini 6l¢gmek i¢in kullandigi-
miz RNA 6l¢iim yonteminin RNA’ya 6zgiil olup
olmadigini test etmek i¢in, mononukleer hiicreler
RNaz’la etkilestirip bu hiicrelerin RNA igerikleri
AS’de olgiildiiglinde, hem DNA’nin hem de
RNA’nin azaldiginin bulunmasima ragmen, yukari-
da aciklanan karsilastirilmali ¢aligma sonuglari
literatiir bilgileri (4-7, 9,11) 1s18inda yorumlandi-
ginda, AS’de RNA 6l¢iimii i¢in hazirlanan protokol
ile mononiikleer hiicrelerin RNA igeriginin dogru
olarak dl¢iildiigli sonucuna varildu.

Sonug olarak Tiirkiye’de hi¢ ¢alisilmamis, optimi-
ze edilmemis olan AS’de RNA dl¢iim yontemi,
yapilan bu ¢aligma ile hem tami amagli, hem de
aragtirma amach kullanilabilir, 6zgiin ve giivenilir
bir yontem olarak gelistirilmistir.
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