
ÖZET

Formalinle fikse edilmifl, parafine gömülmüfl biyopsi ör-
nekleri DNA analizi için önemli kaynaklard›r. ‹ki olgu-
da, total tiroidektomi ameliyat›nda ç›kar›lan iki doku
parças› rutin uygulamaya uygun olarak patoloji labora-
tuvar›na gönderilmifltir. Ancak patoloji raporunda ay-
n› hastaya ait üç parçan›n sonucu verilmifltir. Labora-
tuvar›n incelemesinde iki örne¤e nodüler guatr; 3. par-
çaya ise papiller karsinom tan›s› konulmufltur. Uygula-
nacak tedavi flekillerinin farkl›l›¤› nedeniyle söz konusu
parçalar›n ayn› hastaya ait olup olmad›¤›n›n belirlen-
mesi için doku örnekleri ile hasta aras›ndaki genetik
uyumun araflt›r›lmas› istenmifltir. 

Her bir olay için formaldehit içinde üç adet ve parafine
gömülü üç adet olmak üzere toplam alt› adet doku par-
ças› ile iki hasta Adli T›p Anabilim Dal› Laboratuvar›-
na gönderilmifltir. Hastalardan al›nan kan örneklerin-
den ve doku örneklerinden elde edilen DNA profilleri
karfl›laflt›r›ld›¤›nda incelenen 16 gen bölgesi aç›s›ndan
tam bir uyum oldu¤undan örneklerin hastalara ait ol-
du¤u belirlenmifltir. Analizler üç gün içinde tamamlan-
m›fl ve sonuç raporlar› ilgili kliniklere gönderilmifltir.
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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

G‹R‹fi

‹nsan kaynakl› biyolojik materyaller, kli-
nik patolojik örnek arflivlerinde, kan, doku ve
organ bankalar›nda ve DNA bankalar›nda pre-
parat ve parafin bloklar haz›rlanarak, fikse edi-

lerek, dondurularak veya DNA’s› izole edilerek
saklanmaktad›r. Patoloji laboratuvarlar›nda ge-
nellikle tercih edilen yöntem doku örneklerinin
formalin içerisinde veya parafine gömülü olarak
saklanmas›d›r (1). 

Formalin, gaz formundaki formaldehitin
metanol ve suda çözünmesiyle oluflan bir çözel-
tidir. Patoloji ve histolojide mantar, bakteri, pa-
razit üremesini engelleyerek biyolojik dokular›
bozulmadan saklayabilmek için ve yüksek doku
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penetrasyon gücüne sahip oldu¤undan fiksasyon
amaçl› kullan›l›r. Parafin mumu da hücresel re-
aksiyona girmedi¤i için biyolojik materyallerin
saklanmas›nda yayg›n olarak tercih edilen bir
petrol yan ürünüdür. Patoloji laboratuvarlar›nda
formalinle fikse edilerek ya da parafine gömül-
müfl olarak saklanan örnekler doku yap›lar› ve
proteinleri korundu¤u için DNA analizleri için
de uygun kaynaklard›r (2,3). 

DNA teknolojisi, klinik moleküler patolo-
jide kal›tsal hastal›klar›n moleküler düzeyde ta-
n›mlanmas›nda, patogenezin araflt›r›lmas›nda ve
tedavide etkin olarak kullan›lmaktad›r (4). 

Bu analizler moleküler teknolojideki gelifl-
melerin en etkin yans›d›¤› alanlardan biri olan
adli bilimlerde de soyba¤› tayininde, suç olayla-
r›n›n ayd›nlat›lmas›nda ve bireysel veya toplu
ölüm olaylar›nda kimlik tespitinde rutin yöntem
olarak kabul görmüfltür. Biyolojik bir örne¤in
ait oldu¤u kiflinin tespiti amac›yla yap›lan ince-
lemelerde, örne¤in durumuna ve analizin hangi
amaçla yap›ld›¤›na ba¤l› olarak yap›lacak anali-
zin türü de¤iflebilmektedir. Örne¤in uygun ol-
mas› durumunda hücre nukleusunda kromozom-
larda lokalize nükleer DNA’n›n analizi genellik-
le tercih edilen yöntemdir. Nükleer DNA’n›n
protein sentezi yap›lmayan bölümlerinde k›sa
ard›fl›k tekrarlar (Short Tandem Repeats-STR)
olarak tan›mlanan yüksek polimorfik özelli¤e
sahip gen bölgeleri bulunmaktad›r. Günümüzde
kullan›lan en geliflmifl STR analizinde 15 gen
bölgesi (D8S, D21S, D7S, CSF, D3S, THO1,
D13S, D16S, D2S, D19S, VWA, TPOX, D18S,
Amelogenin, D5S, FGA) ve cinsiyeti gösteren
amelogenin lokusu ile birlikte toplam 16 gen
bölgesi incelenmektedir. Bu 16 gen bölgesi kar-
fl›laflt›r›ld›¤›nda, iki kiflinin ayn› DNA’ya sahip
olmas› olas›l›¤› mümkün de¤ildir. Bu durumun
tek istisnas›, kiflinin tek yumurta ikizinin olma-
s›d›r (5,6).

Patoloji laboratuvarlar›nda saklanan ör-
nekler, kimliklendirme amac›yla yap›lan analiz-
lerde karfl›laflt›rma örne¤i olarak kullan›labile-
cek önemli bir kaynakt›r. Bunun yan› s›ra cerra-
hi giriflimde al›nan doku parçalar›n›n baflka has-

taya ait örnekle kar›flt›¤› kuflkusunun oldu¤u du-
rumlarda da, DNA analizleri en do¤ru sonuç
için baflvurulmas› gerekli bir yöntemdir. Bunun-
la birlikte biyolojik örnekler formalin veya para-
fin içinde oldu¤undan analizler için uygun mik-
tar ve kalitede DNA elde etmek için di¤er ör-
neklerden farkl› özel yöntemler uygulanmas›
gerekmektedir (7). 

Patoloji laboratuvar› örneklerinde genel
olarak flu aflamalar ortakt›r. 
1. Parafinden ar›nd›rma (Deparafinizasyon)
2. Parçalama (Digestion)
3. Saflaflt›rma (Purifikasyon) (8) 

Bu tür örneklerden yap›lan DNA analizin-
de sonuç al›nmas›n› do¤rudan etkileyen aflama
temizleme aflamas›d›r. Parafinin alkol veya ksi-
len ile uzaklaflt›r›lmas› 1985 y›l›ndan beri kulla-
n›lan bir yöntem olmakla birlikte son dönemler-
de mikrodalga f›r›nda k›sa süreli ›s›tma veya
thermal cycler cihaz›nda (PCR) 90°C ›s›da erit-
me gibi yöntemler de kullan›lmaktad›r (9). Han-
gi yöntem kullan›l›rsa kullan›ls›n temel amaç
mümkün olan en yüksek oranda örne¤i formalin
veya parafinden temizlemektir. Bu maddelerden
ar›nd›r›lm›fl dokudan DNA izole edildikten son-
ra ço¤altma ve genetik analizör yard›m›yla gen
bölgelerinin tiplendirilmesi yap›l›r. 

OLGULAR

Olgular farkl› tarihlerde (2003 ve 2006) in-
celenmifl olmakla birlikte benzerlik göstermek-
tedir. Her iki olguda da hastalar nodüler guatr ön
tan›s›yla ameliyat edilmifl ve hastalara total tiro-
idektomi uygulanm›flt›r. ‹lk olgunun operasyo-
nunda tiroid sa¤ ve sol lobu iki ayr› parça olarak
ç›kart›lm›fl ve frozen kesit incelemesi için ame-
liyathanedeki patoloji laboratuvar›na gönderil-
mifltir. Frozen kesit incelemesi benign olarak ra-
por edilmifltir. Parçalar daha sonra parafin kesit
ve kati patoloji raporu için farkl› bir binada bu-
lunan patoloji laboratuvar›na personel taraf›n-
dan götürülmüfltür. Takibe al›nan bu materyal-
den sonra yine tiroide ait baflka bir materyal, bu
kez hasta yak›n› taraf›ndan, ayn› hastaya ait ol-
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du¤u belirtilerek patoloji laboratuvar›na iletil-
mifltir. Patolojik inceleme sonucunda ilk iki ör-
ne¤e nodüler guatr; üçüncü örne¤e ise papiller
karsinom tan›s› konulmufltur. Bu kar›fl›k duru-
mun aç›klanmas› için ameliyat› yapan cerrah ile
patolo¤un görüflmesi sonucu, her iki lobu frozen
kesit ile incelenen ve ilk olarak gönderilen iki
parça tiroid dokusu d›fl›nda hastaya ait bir baflka
operasyon materyalinin bulunmad›¤› düflünül-
müfltür. Bununla birlikte gönderilen üçüncü par-
çan›n da tiroid materyali olmas›, papiller karsi-
nom bulundurmas› ve papiller karsinom tan›s›na
ba¤l› olarak ameliyat sonras› uygulanacak teda-
vi protokollerinin farkl›l›¤› nedeniyle, bu üç
parçan›n ayn› hastaya ait olup olmad›¤›n›n kesin
olarak belirlenmesi gere¤i do¤mufl ve ameliyat›

yapan cerrah taraf›ndan DNA analizi istemi ile
baflvuru yap›lm›flt›r. ‹kinci olguda ayr›nt›lara
ulafl›lamam›fl, bununla birlikte DNA analizi ile
durumun aç›kl›¤a kavuflup kavuflmayaca¤› ko-
nusunda DNA Laboratuvar›m›zdan bilgi isteyen
patolog ile yap›lan görüflmede di¤er olgu ile
benzer oldu¤u görülmüfltür. 

Her iki olguda, doku örnekleri ile hasta
aras›ndaki genetik uyumun araflt›r›lmas›na karar
verilmifl ve kan örneklerini vermek üzere hasta-
lar ve doku parçalar› T›p Fakültesi Adli T›p
Anabilim Dal› Adli DNA Analizleri Laboratu-
var›na gönderilmifllerdir.

Kullan›lan yöntem:
Laboratuvara gelen iki hastan›n 5 cc venöz

fiekil 1. Birinci hastan›n kan örne¤inden elde edilen genetik profil (üst) ile parafine gömülü örnek (orta) ve ayn› kifliye ait olup olma-
d›¤› flüphe yaratan üçüncü örnek aras›nda (alt) 16 STR bölgesinde tam bir uyum oldu¤unu gösteren sonuçlar.
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kan örnekleri EDTA’l› tüplere al›nm›flt›r. For-
maldehit içinde üç adet ve parafine gömülü üç
adet olmak üzere toplam alt›flar adet doku parça-
s› da patoloji laboratuvar›ndan gönderilmifltir.

Formalin içindeki doku örnekleri ilki 2 sa-
at, ikincisi 10 dakika olmak üzere iki kez serum
fizyolojikle hafif çalkalamayla y›kanm›flt›r. Pa-
rafine gömülü doku örneklerinden al›nan parça-
lar üzerindeki parafin steril bistüri yard›m› ile
dokuya zarar vermeden kaz›nd›ktan sonra, kuv-
vetli bir çözücü olan ksilen ile 45 dakika sürey-
le y›kanm›fl daha sonra alkol ile ikinci y›kama
yap›larak ksilen uzaklaflt›r›lm›fl, son olarak dis-
tile su ile bir kez daha y›kama yap›lm›flt›r. For-
maldehit ve parafinden ar›nd›r›lan yaklafl›k
2mm2 büyüklü¤ündeki parçalar lizis buffer
(%10 Sodium Dodecyl Sulfate,1M NaCl, 10
mg/ml proteinaz K,Tris EDTA) içerisinde bir
gece bekletilerek dokunun çözülmesi sa¤lan-
m›flt›r. Daha sonra standart protokole uygun ola-
rak fenol kloroform yöntemi ile DNA izolasyo-
nu yap›lm›flt›r (8). Amelogenin, D8S, D21S,
D7S, CSF, D3S, THO1, D13S, D16S, D2S,
D19S, VWA, TPOX, D18S, D5S ve FGA gen
bölgeleri PCR yöntemi ile ço¤alt›lm›flt›r. Son
olarak ABI Prism™ 310 genetik analizatöründe
Gene Scan program› kullan›larak örnekler bu
gen bölgeleri aç›s›ndan tiplendirilmifllerdir
(10,11). ‹ki hastadan al›nan kan örneklerinden
Chelex yöntemi ile DNA izolasyonu yap›lm›fl,
izole edilen DNA’n›n ço¤alt›lmas› amac›yla uy-
gulanan PCR (Polymerase Chain Reaction) afla-
mas›ndan sonra temeli elektroforez sistemine
dayanan genetik analiz cihaz› ile genetik tiplen-
dirme yap›lm›flt›r. Son olarak doku örneklerine
ve hastalara ait DNA profilleri genetik uyum
aç›s›ndan karfl›laflt›r›larak de¤erlendirme yap›l-
m›flt›r.

Her iki hastan›n parafin ve formaldehit
içindeki tiroid dokusu örneklerinden elde edilen
DNA profili ile taraf›m›zdan al›nan kan örnekle-
rinden elde edilen profilin, incelenen 16 gen
bölgesinin tümünde uyumlu oldu¤u belirlenmifl-
tir. Birinci hastaya ait sonuçlar flekil 1’de görül-
mektedir. Çal›flmalar›n her ikisi de üçer gün gi-

bi k›sa sürede tamamlanarak sonuç raporlar› ha-
z›rlanm›flt›r.

TARTIfiMA

Patoloji laboratuvar›na gönderilen örnek-
lerin türü, ait oldu¤u hasta, tarih ve benzeri bil-
giler çal›flman›n çeflitli aflamalar›nda kontrol
edilmektedir. Bununla birlikte hastalarda örnek-
lerin kar›flm›fl olabilece¤i korkusu yayg›nd›r.
Özellikle kanser gibi tan› konuldu¤unda bu du-
rumu ilk anda kabul etmekte zorlanan hastalar
örneklerin kar›flm›fl olabilece¤i olas›l›¤›n› düflü-
nebilirler (11). Bunun yan› s›ra sunulan olgular-
da görüldü¤ü gibi örneklerle ilgili kar›fl›kl›klar
da olabilir. Tan›ya ba¤l› olarak tedavinin flekli
de de¤iflece¤inden kar›fl›kl›k oldu¤una dair en
ufak bir flüphe dahi olsa bu durumun aç›¤a ka-
vuflturulmas› gerekir. Kay›t kontrolü ile sorun
giderilemiyorsa DNA analizi yüksek güvenilir-
lik oran› ile sorunun çözümünü sa¤layacak bir
yöntemdir.

Patoloji laboratuvar›nda dokunun fiksas-
yon süresi ve tipinin DNA elde edilmesini etki-
leyen faktörler oldu¤unu gösteren çal›flmalar
vard›r (7,8,12). Patoloji laboratuvarlar›na gön-
derilen formalin içindeki ve parafine gömülmüfl
örneklerle yap›lan çal›flmalarda sonucu etkile-
yen en önemli aflama bu maddeleri dokudan
uzaklaflt›rma aflamas›d›r. Bu amaçla farkl› pH,
mikrodalga gibi farkl› ›s› kaynaklar› ve farkl› s›-
cakl›k dereceleri ile yap›lan deneysel çal›flma-
lar, alkali ortam ve yüksek ›s›n›n elde edilen
DNA’n›n miktar›n› ve kalitesini artt›rd›¤›n› gös-
termektedir. Bununla birlikte yüksek ›s› ile ilgi-
li henüz yerleflmifl standart bir protokol yoktur
(13). Çal›flmam›zda k›sa sürede sonucun veril-
mesi gerekti¤inden biyolojik örnekten formalin
ve parafinin uzaklaflt›r›lmas›nda örne¤in zarar
görmesi olas›l›¤› düflünülerek yüksek ›s› yönte-
mi yerine y›kama yöntemi tercih edilmifltir (14).
Örne¤in al›nd›¤› tarihin, bir baflka tan›mla örne-
¤in yafl›n›n da DNA izolasyonu ve ço¤alt›lma
aflamalar›nda etkili bir faktör oldu¤unu gösteren
çal›flmalar vard›r. Befl y›ll›k örneklerde DNA el-
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de etme oran› %65,5 iken, bu oran 5-10 y›ll›k-
larda %54,5; 10 y›ldan daha eski örneklerde
%51,4 olmaktad›r (8). Olgular›m›zda örnekler
en fazla 30 günlük oldu¤undan DNA eldesi ile
ilgili süreyle ba¤lant›l› bir sorun olmamas› do-
¤ald›r.

Tan›, tedavi veya adli amaçl› yap›lan DNA
analizlerinin sonuçlar› kiflilerin yaflamlar›nda
önemli de¤ifliklikler yaratmaktad›r. Nitekim iki
olguda da, hastalar kan örneklerini vermek için
geldiklerinde, analiz sonucunda kanser olup ol-
mad›klar›n› ö¤reneceklerinden yo¤un stres al-
t›nda olduklar›n› ifade etmifllerdir. Ayn› flekilde
sonuçlar, patoloji uzmanlar› ve ameliyat› ger-
çeklefltiren, tedaviyi programlayacak olan cerra-
hi uzmanlar› için de önem tafl›maktad›r. Yüksek
güvenilirli¤i ve k›sa sürede sonuç al›nmas› ne-
deniyle DNA analizleri patoloji laboratuvarla-
r›nda örneklerin kar›flmas› flüphesinde önemli
bir çözüm kayna¤› olarak de¤erlendirilmelidir.
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