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Karisan patoloji laboratuvar orneklerinin DNA
analizi ile kimliklendirilmesi

The identification of mixed pathology laboratory samples

by DNA analysis
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OZET

Formalinle fikse edilmis, parafine gomiilmiig biyopsi or-
nekleri DNA analizi i¢in 6nemli kaynaklardir. Tki olgu-
da, total tiroidektomi ameliyatinda ¢ikarilan iki doku
pargasi rutin uygulamaya uygun olarak patoloji labora-
tuvarina gonderilmistir. Ancak patoloji raporunda ay-
m hastaya ait ii¢ par¢anin sonucu verilmistir. Labora-
tuvarm incelemesinde iki 6rnege nodiiler guatr; 3. par-
caya ise papiller karsinom tamsi konulmustur. Uygula-
nacak tedavi sekillerinin farkhligi nedeniyle s6z konusu
parcalarm aym hastaya ait olup olmadiginin belirlen-
mesi i¢in doku ornekleri ile hasta arasindaki genetik
uyumun arastirilmasi istenmistir.

Her bir olay i¢in formaldehit i¢inde ii¢ adet ve parafine
gomiilii ii¢ adet olmak iizere toplam altr adet doku par-
cast ile iki hasta Adli Tip Anabilim Dah Laboratuvari-
na gonderilmigtir. Hastalardan aliman kan érneklerin-
den ve doku 6rneklerinden elde edilen DNA profilleri
kargilastirildiginda incelenen 16 gen bélgesi agisindan
tam bir uyum oldugundan 6rneklerin hastalara ait ol-
dugu belirlenmistir. Analizler ii¢ giin i¢cinde tamamlan-
mis ve sonug raporlari ilgili kliniklere gonderilmistir.

Anahtar sozciikler: DNA analizi, patoloji, formalin,
parafin, adli bilimler

ABSTRACT

Formalin-fixed, and paraffin embedded biopsy samples
can be useful sources for DNA analysis. In two cases,
two tissue specimens taken from patients during total
thyroidectomy operations were sent to pathology labo-
ratory in accordance with the routine application. Ho-
wever, from pathology laboratory, results of the three
samples belonging to the same patient were reported.
Nodular goitre in two, and papillary carcinoma in one
sample were diagnosed. Due to the difference of thera-
pies to be applied, genetic matching between tissue
samples sent and the patient had been claimed for the
determination of whether all the samples do belong to
the same patient or not.

For each case totally six tissue samples, fixed in forma-
lin (n=3) and embedded in paraffin (n=3) were sent to
the DNA laboratory of the department of forensic scien-
ces. When DNA profiles of blood samples and tissue
specimens taken from patients were compared, all
samples matched perfectly with respect to 16 analyzed
genetic loci, and thus it was concluded that the speci-
mens were unmistakably belonged to the respective bi-
opsied patients. Analyses were completed within three
days and the results were sent to the related clinics.

Key words: DNA analysis, pathology, formalin, paraf-
fin, forensic sciences

GIRIS

Insan kaynakli biyolojik materyaller, Kli-
nik patolojik ornek arsivlerinde, kan, doku ve
organ bankalarinda ve DNA bankalarinda pre-
parat ve parafin bloklar hazirlanarak, fikse edi-
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lerek, dondurularak veya DNAs1 izole edilerek
saklanmaktadir. Patoloji laboratuvarlarinda ge-
nellikle tercih edilen yontem doku 6rneklerinin
formalin icerisinde veya parafine gomiilii olarak
saklanmasidir (1).

Formalin, gaz formundaki formaldehitin
metanol ve suda ¢oziinmesiyle olusan bir ¢cozel-
tidir. Patoloji ve histolojide mantar, bakteri, pa-
razit liremesini engelleyerek biyolojik dokulari
bozulmadan saklayabilmek icin ve yiiksek doku
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penetrasyon giiciine sahip oldugundan fiksasyon
amacl kullanilir. Parafin mumu da hiicresel re-
aksiyona girmedigi i¢in biyolojik materyallerin
saklanmasinda yaygin olarak tercih edilen bir
petrol yan iirlintidiir. Patoloji laboratuvarlarinda
formalinle fikse edilerek ya da parafine gdmiil-
miis olarak saklanan ornekler doku yapilar1 ve
proteinleri korundugu icin DNA analizleri i¢in
de uygun kaynaklardir (2,3).

DNA teknolojisi, klinik molekiiler patolo-
jide kalitsal hastaliklarin molekiiler diizeyde ta-
nimlanmasinda, patogenezin arastirtlmasinda ve
tedavide etkin olarak kullanilmaktadir (4).

Bu analizler molekiiler teknolojideki gelis-
melerin en etkin yansidigi alanlardan biri olan
adli bilimlerde de soybagi tayininde, sug olayla-
rinin aydinlatilmasinda ve bireysel veya toplu
6liim olaylarinda kimlik tespitinde rutin yontem
olarak kabul gormiistiir. Biyolojik bir 6rnegin
ait oldugu kisinin tespiti amaciyla yapilan ince-
lemelerde, 6rnegin durumuna ve analizin hangi
amagla yapildigina bagh olarak yapilacak anali-
zin tiirii deZisebilmektedir. Ornegin uygun ol-
mas1 durumunda hiicre nukleusunda kromozom-
larda lokalize niikleer DNA’nin analizi genellik-
le tercih edilen yontemdir. Niikleer DNA’nin
protein sentezi yapilmayan boliimlerinde kisa
ardisik tekrarlar (Short Tandem Repeats-STR)
olarak tamimlanan yiiksek polimorfik 6zellige
sahip gen bolgeleri bulunmaktadir. Giiniimiizde
kullanilan en gelismis STR analizinde 15 gen
bolgesi (D8S, D21S, D7S, CSF, D3S, THOI,
D13S, D16S, D2S, D19S, VWA, TPOX, D18S,
Amelogenin, D5S, FGA) ve cinsiyeti gosteren
amelogenin lokusu ile birlikte toplam 16 gen
bolgesi incelenmektedir. Bu 16 gen bolgesi kar-
stlastirtldiginda, iki kisinin ayn1t DNA’ya sahip
olmasi olasilig1 miimkiin degildir. Bu durumun
tek istisnasi, kisinin tek yumurta ikizinin olma-
sidir (5,6).

Patoloji laboratuvarlarinda saklanan or-
nekler, kimliklendirme amaciyla yapilan analiz-
lerde karsilagtirma ornegi olarak kullanilabile-
cek 6nemli bir kaynaktir. Bunun yani sira cerra-
hi girisimde alinan doku pargalarinin bagka has-
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taya ait ornekle karistig1 kuskusunun oldugu du-
rumlarda da, DNA analizleri en dogru sonug
icin bagvurulmasi gerekli bir yontemdir. Bunun-
la birlikte biyolojik 6rnekler formalin veya para-
fin icinde oldugundan analizler i¢in uygun mik-
tar ve kalitede DNA elde etmek i¢in diger or-
neklerden farkli 6zel yontemler uygulanmasi
gerekmektedir (7).

Patoloji laboratuvar1 Orneklerinde genel
olarak su asamalar ortaktir.

1. Parafinden arindirma (Deparafinizasyon)
2. Pargalama (Digestion)
3. Saflagtirma (Purifikasyon) (8)

Bu tiir 6rneklerden yapilan DNA analizin-
de sonug¢ alinmasini dogrudan etkileyen asama
temizleme asamasidir. Parafinin alkol veya ksi-
len ile uzaklagtirilmast 1985 yilindan beri kulla-
nilan bir yontem olmakla birlikte son donemler-
de mikrodalga firinda kisa siireli 1sitma veya
thermal cycler cihazinda (PCR) 90°C 1s1da erit-
me gibi yontemler de kullanilmaktadir (9). Han-
gi yontem kullanilirsa kullanilsin temel amag
miimkiin olan en yiiksek oranda 6rnegi formalin
veya parafinden temizlemektir. Bu maddelerden
arindirilmis dokudan DNA izole edildikten son-
ra cogaltma ve genetik analizoér yardimiyla gen
bolgelerinin tiplendirilmesi yapilir.

OLGULAR

Olgular farkl tarihlerde (2003 ve 2006) in-
celenmis olmakla birlikte benzerlik gostermek-
tedir. Her iki olguda da hastalar nodiiler guatr 6n
tanistyla ameliyat edilmis ve hastalara total tiro-
idektomi uygulanmustir. Ik olgunun operasyo-
nunda tiroid sag ve sol lobu iki ayr1 parca olarak
cikartilmig ve frozen kesit incelemesi i¢cin ame-
liyathanedeki patoloji laboratuvarina gonderil-
migtir. Frozen kesit incelemesi benign olarak ra-
por edilmistir. Parcalar daha sonra parafin kesit
ve kati patoloji raporu i¢in farkli bir binada bu-
lunan patoloji laboratuvarina personel tarafin-
dan gotiiriilmiistiir. Takibe alinan bu materyal-
den sonra yine tiroide ait bagka bir materyal, bu
kez hasta yakini tarafindan, ayn1 hastaya ait ol-
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dugu belirtilerek patoloji laboratuvarina iletil-
migtir. Patolojik inceleme sonucunda ilk iki or-
nege nodiiler guatr; iiclincii 6rnege ise papiller
karsinom tanis1 konulmustur. Bu karisik duru-
mun ac¢iklanmasi icin ameliyatt yapan cerrah ile
patologun goriismesi sonucu, her iki lobu frozen
kesit ile incelenen ve ilk olarak gonderilen iki
parca tiroid dokusu disinda hastaya ait bir bagka
operasyon materyalinin bulunmadig1 diisiiniil-
miistiir. Bununla birlikte gonderilen {igiincii par-
canin da tiroid materyali olmasi, papiller karsi-
nom bulundurmasi ve papiller karsinom tanisina
bagli olarak ameliyat sonrasi uygulanacak teda-
vi protokollerinin farklilig1 nedeniyle, bu ii¢
parcanin ayni hastaya ait olup olmadiginin kesin
olarak belirlenmesi geregi dogmus ve ameliyati
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yapan cerrah tarafindan DNA analizi istemi ile
bagvuru yapilmistir. Ikinci olguda ayrintilara
ulagilamamis, bununla birlikte DNA analizi ile
durumun agiklhiga kavusup kavusmayacagi ko-
nusunda DNA Laboratuvarimizdan bilgi isteyen
patolog ile yapilan goriismede diger olgu ile
benzer oldugu goriilmiistiir.

Her iki olguda, doku oOrnekleri ile hasta
arasindaki genetik uyumun arastirtlmasina karar
verilmig ve kan 6rneklerini vermek iizere hasta-
lar ve doku pargalart Tip Fakiiltesi Adli Tip
Anabilim Dali Adli DNA Analizleri Laboratu-
varina gonderilmislerdir.

Kullanilan yontem:
Laboratuvara gelen iki hastanin 5 cc venoz
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Sekil 1. Birinci hastanin kan érneginden elde edilen genetik profil (iist) ile parafine gémiilii ornek (orta) ve ayni kisiye ait olup olma-
dig1 siiphe yaratan iiciincii 6rnek arasinda (alt) 16 STR bolgesinde tam bir uyum oldugunu gosteren sonuclar.
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kan ornekleri EDTA’l tiiplere alinmistir. For-
maldehit i¢inde {i¢ adet ve parafine gomiilii li¢
adet olmak iizere toplam altigar adet doku parga-
st da patoloji laboratuvarindan gonderilmistir.

Formalin i¢indeki doku ornekleri ilki 2 sa-
at, ikincisi 10 dakika olmak tizere iki kez serum
fizyolojikle hafif calkalamayla yikanmistir. Pa-
rafine gomiilii doku 6rneklerinden alinan parca-
lar iizerindeki parafin steril bistiiri yardimi ile
dokuya zarar vermeden kazindiktan sonra, kuv-
vetli bir ¢oziicii olan ksilen ile 45 dakika siirey-
le yikanmig daha sonra alkol ile ikinci yikama
yapilarak ksilen uzaklastirilmis, son olarak dis-
tile su ile bir kez daha yikama yapilmigtir. For-
maldehit ve parafinden arindirilan yaklagik
2mm? biiyiikligiindeki parcalar lizis buffer
(%10 Sodium Dodecyl Sulfate,IM NaCl, 10
mg/ml proteinaz K, Tris EDTA) icerisinde bir
gece bekletilerek dokunun coziilmesi saglan-
mistir. Daha sonra standart protokole uygun ola-
rak fenol kloroform yontemi ile DNA izolasyo-
nu yapilmistir (8). Amelogenin, D8S, D218,
D7S, CSF, D3S, THO1, DI13S, D16S, D2S,
D19S, VWA, TPOX, D18S, D5S ve FGA gen
bolgeleri PCR yontemi ile cogaltilmistir. Son
olarak ABI Prism™ 310 genetik analizatoriinde
Gene Scan programi kullanilarak ornekler bu
gen bolgeleri acisindan tiplendirilmislerdir
(10,11). iki hastadan alinan kan 6rneklerinden
Chelex yontemi ile DNA izolasyonu yapilmis,
izole edilen DNA’nin ¢cogaltilmas1 amaciyla uy-
gulanan PCR (Polymerase Chain Reaction) asa-
masindan sonra temeli elektroforez sistemine
dayanan genetik analiz cihazi ile genetik tiplen-
dirme yapilmistir. Son olarak doku 6rneklerine
ve hastalara ait DNA profilleri genetik uyum
acisindan karsilastirtlarak degerlendirme yapil-
migtir.

Her iki hastanin parafin ve formaldehit
icindeki tiroid dokusu orneklerinden elde edilen
DNA profili ile tarafimizdan alinan kan ornekle-
rinden elde edilen profilin, incelenen 16 gen
bolgesinin tiimiinde uyumlu oldugu belirlenmis-
tir. Birinci hastaya ait sonuclar sekil 1°de goriil-
mektedir. Caligmalarin her ikisi de iiger giin gi-
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bi kisa siirede tamamlanarak sonug raporlart ha-
zirlanmuagtir.

TARTISMA

Patoloji laboratuvarina gonderilen 6rnek-
lerin tiirti, ait oldugu hasta, tarih ve benzeri bil-
giler calismanin cesitli asamalarinda kontrol
edilmektedir. Bununla birlikte hastalarda 6rnek-
lerin karigsmis olabilecegi korkusu yaygindir.
Ozellikle kanser gibi tan1 konuldugunda bu du-
rumu ilk anda kabul etmekte zorlanan hastalar
orneklerin karigsmis olabilecegi olasiligini diisii-
nebilirler (11). Bunun yani sira sunulan olgular-
da goriildiigii gibi orneklerle ilgili karisikliklar
da olabilir. Taniya bagl olarak tedavinin sekli
de degiseceginden karisiklik olduguna dair en
ufak bir siiphe dahi olsa bu durumun ag¢iga ka-
vusturulmast gerekir. Kayit kontrolii ile sorun
giderilemiyorsa DNA analizi yiiksek giivenilir-
lik orani ile sorunun ¢oziimiinii saglayacak bir
yontemdir.

Patoloji laboratuvarinda dokunun fiksas-
yon siiresi ve tipinin DNA elde edilmesini etki-
leyen faktorler oldugunu gosteren calismalar
vardir (7,8,12). Patoloji laboratuvarlarina gon-
derilen formalin i¢indeki ve parafine gomiilmiis
orneklerle yapilan calismalarda sonucu etkile-
yen en Onemli asama bu maddeleri dokudan
uzaklastirma asamasidir. Bu amacla farkli pH,
mikrodalga gibi farkli 1s1 kaynaklar1 ve farkl si-
caklik dereceleri ile yapilan deneysel calisma-
lar, alkali ortam ve yiiksek 1smin elde edilen
DNA’nin miktarini ve kalitesini arttirdigini gos-
termektedir. Bununla birlikte yiiksek 1s1 ile ilgi-
li heniiz yerlesmis standart bir protokol yoktur
(13). Calismamizda kisa siirede sonucun veril-
mesi gerektiginden biyolojik érnekten formalin
ve parafinin uzaklastirllmasinda 6rnegin zarar
gormesi olasilig1 diisiiniilerek yiiksek 1s1 yonte-
mi yerine yitkama yontemi tercih edilmistir (14).
Ornegin alindig: tarihin, bir bagka tanimla drne-
gin yasinin da DNA izolasyonu ve ¢ogaltilma
asamalarinda etkili bir faktor oldugunu gosteren
calismalar vardir. Beg yillik 6rneklerde DNA el-
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de etme orant %65,5 iken, bu oran 5-10 yillik-
larda %54,5; 10 yildan daha eski Orneklerde
9%51,4 olmaktadir (8). Olgularimizda 6rnekler
en fazla 30 giinliik oldugundan DNA eldesi ile
ilgili siireyle baglantili bir sorun olmamasi do-
galdir.

Tani, tedavi veya adli amach yapilan DNA
analizlerinin sonuclar1 kigilerin yasamlarinda
onemli degisiklikler yaratmaktadir. Nitekim iki
olguda da, hastalar kan 6rneklerini vermek i¢in
geldiklerinde, analiz sonucunda kanser olup ol-
madiklarint 6greneceklerinden yogun stres al-
tinda olduklarmi ifade etmislerdir. Ayn1 sekilde
sonuclar, patoloji uzmanlar1 ve ameliyat1 ger-
ceklestiren, tedaviyi programlayacak olan cerra-
hi uzmanlari i¢in de 6nem tagimaktadir. Yiiksek
giivenilirligi ve kisa siirede sonu¢ alinmasi ne-
deniyle DNA analizleri patoloji laboratuvarla-
rinda Orneklerin karigsmasi siiphesinde 6nemli
bir ¢oziim kaynagi olarak degerlendirilmelidir.
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