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OZET

Hajiyev A, Kisa ardisik tekrar bolgelerinin (“short tandem repeats” - STR) analizi doku
karisikligina ¢6ziim olabilir mi ve ayni hastada non-neoplastik ve neoplastik bolgeler arasi STR
profilinin karsilastiriimasi? — On ¢alisma, Hacettepe Universitesi, Tibbi Patoloji tezi, Ankara,
2018. Bazen patolog, “floater” (bulas) olarak bilinen, preparat Gzerinde morfolojik olarak
mevcut dokuya uymayan doku fragmanlarinin yorumlanmasinda zorluklarla ylzlesebilir. Bu
bulaslar Patoloji laboratuarinda spesmenin makroskopik incelenmesi sirasinda ve rutin teknik
strecinde doku kalintilarinin ¢apraz tasinmasi ile olusabilir. Ayrica hastalarin doku karigikhgi
dokularin kanser veya baska dnemli lezyon icerdigi durumlarda belirgin medikal ve yasal
glcluk yaratabilir. Patoloji laboratuarlarinda formalinle fikse dokularin STR (“short tandem
repeats”) analizi bu doku karisimlari ve bulaslarini ¢cézmek icin bir metod olarak ortaya

clkmaktadir.

STR veya mikrosatellitler genom boyunca rastgele dagilmis, coklu tekrarlanan 2-7 bazlik DNA
dizileridir. Bu dizilerin tekrarlanma sayisinin farkl oldugu allel sayisi toplumda fazla
oldugundan STR lokuslari polimorfik niteliktedir. Coklu STR lokusu bir arada incelenerek
gerceklestirilen STR analizinin iki farkli DNA 6érnegini ayirim giict yuksektir.

Yapilan calismalarla timor dokularinda yaygin genetik instabilite ve formaldehidin sebep
oldugu DNA hasari ortaya konmustur. Bundan dolayi doku karisiminda ¢ézdm icin kullanilacak
STR lokuslarinda da genetik alterasyonlar mimkunddr. Ayrica bazen patolojik spesmenler
baska materyalin bulunmadigi durumlarda adli kimlik tespitinde ve babalik testinde
basvurulan kaynak olabilmektedir.

Bu calismada tlimor dokularinda genetik instabilite ve formalinin sebep oldugu DNA hasarinin
STR analizini nasil etkiledigini degerlendirilmek icin 10 tUmor hastasi secilmistir. Formalinin
sebep oldugu etkileri degerlendirmek icin hastalarin formalinle fikse olmus normal dokulari
kendi aralarinda karsilastiriimistir. Timor dokularindaki genetik instabilitenin STR lokuslarinda
sebep olabilecek etkilerini incelemk icin ise her vakanin normal ve neoplastik alanlari kendi
icinde karsilastiriimistir.

Secilmis olan tim vakalarin STR profilleri birbirinden farkli saptandi. Neoplastik ve non-
neoplastik dokular arasinda bir alelin kismi kaybi, mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasi
ve mevcut alelin yerine yeni bir alelin ortaya ¢ikmasi seklinde 3 cesit degisiklik saptadik. 4
vakada neoplastik dokunun STR lokuslarinda bir alelin kismi kaybi gériilmesine karsin tam
kayip izlenmemistir. 9 vakanin neoplastik dokusunda yeni alel gériilmesi yanisira bunlardan
ikisinde yeni aleller normal dokuda bulunan alellerle yer degistirmistir.

Bu STR degisiklikleri STR analizinin yorumlanmasinda zaman zaman gliclik olusturabilse de
alelik paternlerin dikkatli incelenmesi ile STR temelli doku kimlik testi formalinle fikse normal
dokular ve timorlli dokulara karisikliklarinin ¢ézmu icin uygulanabilir. Bu test kendine
Patoloji laboratuarlarinda kalite kontrol iyilestirmelerinde dnemli uygulama alani bulabilir.

Anahtar kelimeler: Doku karisikligi, doku kimlik tespiti, STR analizi, kalite kontrol.



ABSTRACT

Hajiyev A, Could Short Tandem Repeats (STR) analysis resolve specimen source contamination
and identity problems, and comparing STR analysis of non-neoplastic and neoplastic tissues of
the same patient? — A preliminary study, Hacettepe University, Pathology Thesis, Ankara, 2018.
Not uncommonly, a surgical pathologist faces challenges regarding interpretation of tissue
fragments that morphologically do not fit to the specimen at hand, known as ‘“floaters’. This
occurs as a result of carrying over tissue pieces from one case to another during specimen
grossing and routine technical proccess in a pathology laboratory. Also tissue mix-up may
pose significant medical and legal difficulties when mixed tissue contains a significant lesion
or tumor. STR analysis has emerged as the method of choice for testing to resolve tissue
contamination and mix-up that arise in a pathology laboratory.

STRs are repetitive DNA sequences of 2—7 nucleotides, which are highly polymorphic regions
of the human genome. By analysing multiple STR loci together, it has high discriminative
power to distinguish two DNA sample.

However, a growing number of studies have found the somatic instability of tumour tissue
and the tissue DNA damages caused by formaldehide. Therefore, alterations of STR loci used
in forensic practice are also possible. Also archival pathology specimens sometimes are a
source in forensic identification or paternity testing, if no other material is available.

In order to evaluate the genetic alterations caused by somatic instability of tumour tissue and
the DNA damages caused by formalyn on STR loci, we studied specimens of 10 patients who
have been operated for neoplasia. We compared STR analyses of formalyn-fixed normal
tissues of 10 patients to each other. Also for each patient, we compared the STR analyses of
formalyn-fixed normal tissue to a formalyn-fixed tumour tissue of the same patient.

We found that all 10 cases can be differentiated from each other based on their results of STR
analyses. We detected three kinds of STR changes between normal and tumor tissue: partial
loss of one allele, occurrence of an additional allele and occurrence of a new allele instead of
that found in normal tissue. The tumor lesion of 4 cases displayed partial loss of one allele,
but in none of them one allele was completely lost. New alleles could be demonstrated in
tumor lesions of 9 patients and in 2 of them the new alleles in the tumor tissue replaced the
one found in normal tissue.

These STR changes caused by genetic instability of tumor tissue and formaldehyde may
ocasionally complicate the interpretation of STR analysing results. However, our results
demonstrate that by the careful examination of the allelic pattern, the STR-based tissue
identity testing can be applied to formalyn-fixed normal and tumor tissues to detect
diagnostic errors relating to contamination or misidentification in pathology laboratories. This
finding could give rise to important implications for patient safety in current laboratory
protocols.

Key words: Tissue contamination, tissue identity, STR analyses, quality control.
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1. GIRIS

Genotipleme DNA sekansini kullanarak canli tirlerin Gyeleri arasinda genetik
varyasyonun dlcimuni saglayan bir molekiler arag olarak ortaya cikmistir. ilk uygulamasinin
bir uzantisi olarak genotipleme Adli Tip'ta kimlik tespiti ve akrabalik tayininde kullaniimak
Uzere gelistirilmistir. Daha sonra bu yontem kendisine diagnostik patolojide doku aidiyet
testinde, kemik iligi transplantasyonu kimerizm degerlendirmesinde ve hidatiform mollerin
tanisinda ve alt tiplendirmesinde énemli kullanim alani bulmustur® . Patolojik degerlendirme

icin alinan biyopsilerin yanlis etiketlenmesi, karismasi ve ¢apraz kontaminasyonu patoloji
laboratuarinin ginlik rutininde sik olmamakla birlikte karsimiza ¢ikan sorunlar arasindadir.

Biyopsi 6rnekleri ve ameliyat spesmenlerinin preanalitik (6rnekleme dncesi) strecte
karismasi asagidaki kalite kontroll kriterleri uygulanarak engellenmektedir?;

a) islem uygulanacak hastanin kimlik kontrold,

b) érneklerin konuldugu kutulara patoloji istem kadidi ile eslesen ve gerekli bilgileri iceren
etiket yapistirilmasi,

c) 6rnek patoloji laboratuarina kabul edilirken barkod sistemi uygulanmasi,
d) kabul edildikten sonra érnekleme 6ncesi biyopsi numarasi ve kimlik bilgilerinin kontrold.

Ayrica analitik (6rnekleme sirasinda) ve postanalitik (6rnekleme sonrasi) dnlemlerle
doku karisikhgr ve dokularin birbirine bulas olasiligl minimuma indirilmektedir?;

a) patoloji laboratuarinda doku érneklenirken érnekleme zemininin ve kullanilan malzemelerin
diizgiin temizlenmesi,

b) érnekleme zamani ve doku gémme slirecinde parcalarin dogru biyopsi numarasini iceren
kasetlere konulmasi,

c) bloklardan kesit hazirlanirken dogru biyopsi numarasi iceren lamlara alinmasi,
d) kesit hazirlanirken su banyosunun her biyopsiden sonra temizlenmesi.

Ancak biyopsi spesmenlerinin, yukarida siralanan tim basamaklarda karisikliklari cok
siki kalite kontrolU kriterleri uygulanan merkezlerde bile olabilmektedir. Biyopsilerin muayene
odasinda veya ameliyathanede alinma sirasinda karismasi, konuldugu kutularin yanls
etiketlenmesi, biyopsi kabull sirasinda kutulara yanhs barkod yapistiriimasi da
gorilebilmektedir. Ozellikle “floater” (bulas) olarak bilinen preparat tizerinde morfolojik olarak
esas dokuya uymayan doku fragmanlarinin yorumlanmasi ¢etrefilli durum olusturabilir. Bu
patoloji laboratuarinda bir numunenin makroskopik incelenmesi ve diseksiyonu zamani
kullanilan bicagin ve zeminin iyi temizlenmemesi sonucu esas dokunun konuldugu kasete
dnceki incelenen drnege ait doku kalintilarinin tasinmasi ile olusabilir. Ayrica bu sorun
dokularin kasetlere konulup tespit slirecini gectikten sonra parafine doku gémme sirasinda
capraz bulas yolu ile, mikrotom ile kesit alirken su banyosundan capraz bulas yolu ile ve hatta
rutin boyama sirasinda bile ortaya cikabilir. Mikroskopik kesitlerde dis kaynakh dokularin
gorilme oraniile ilgili 275 patoloji laboratuarinin katildigi genis capli bir calismada retrospektif



olarak kesitlerin yaklasik %3’tinde (1653/57083) dis kaynakli bulas gortlmustir. Bulaslarin
yaklasik %63’Unun farkli bir vakadan kontamine oldugu distntlmastir. Bulas olan kesitlerin
%13’Unde dis kaynakli dokunun neoplastik oldugu gortlmustir. Kontaminasyonlarin yaklasik
%60'1Inin kesit alma sirasinda oldugu, %40’ Inin ise parafin blogun icinde oldugu saptanmistir3.

Doku karigikligini ve kontaminasyonunu disindlrecek senaryolardan bazilari su
sekildedir:

1. Hastanin klinik ve histopatolojik bulgulari uyumsuz oldugu zaman klinisyen veya patolog o
vakaya ait 6rnegin preanalitik, analitik ve postanalitik stirecteki herhangi bir basamakta
karismis olabilecegini diisiinebilir.

2. Biyopsi kesitinde diger fragmanlarla uyumsuz ve hastanin tedavisini etkileyebilecek tani
degisikligi olusturan doku bulundugu zaman patolog analitik veya postanalitik siirecte capraz
bulas olasiligini diistinebilir.

3. Igne biyopsi, kiiretaj veya endoskopik biyopsi gibi kiiciik 6rneklerle neoplazm tanisi alan
hastanin eksizyon materyalinde tiimér saptanmamasi durumunda kiglik biyopsi ve eksizyon
materyalinin ayni hastaya ait olup olmama siiphesi ortaya ¢ikabilir.

Gogu karisiklik konvansiyonel yontemlerle kolayca ¢ozulebilir. Bir grup karisiklik bulas
ile esas drnegin doku tiplerinin farkl oldugunun goértlmesi ve diger histolojik bulgulari
karsilastirilarak ¢ozilebilir. Ayrica su banyosundan gelen ¢apraz bulaslar dokunun gémuldugu
parafin blokta olmadigi icin yeniden kesit yapma gibi rutin laboratuar tetkikleri ile kolayca
halledilebilir. Ancak doku karisikligi karisan doku ile esas dokunun ayni doku tipine ait oldugu,
kanser veya baska dnemli lezyon igerdigi durumlarda patologu, klinisyeni ve hastayi bazen zor
durumda birakabilir. Patologun yasayabilecegi en zor durumlardan biri bulas oldugu
distnulen dokunun ne tamamen gozardi edilebildigi, ne de emin sekilde hastaya ait
oldugunun soylenebildigi malign tani verilmesi gibi 6nemli tibbi kararin alinacagi zamandir. Bu
zor durumda patolog klinisyenle iletisim kurup durumu acikladiktan sonra yeniden biyopsi
dnerebilir. Doku karisikliklarinin ¢6zimd, parafin bloklarda ve preparatlarda kontamine doku
fragmanlarinin kaynaginin belirlenmesi, Adli Tip'ta kimlik tespiti icin eskiden beri gelistirilmis
ve siklikla kullanilan insan genomundaki kisa ardisik tekrar dizilerin ("short tandem repeats" -
STR) profilinin ortaya konmasi ile de mamkin olabilir.

insan genomunun cok biyiik bir kismi her kiside aynidir. Kisiden kisiye farkhlik gosteren
alanlar (<%1) polimorfizm olarak isimlendirilmektedir. Mikrosatellitler veya STR olarak
isimlendirilen DNA farkliliklari bu grup altinda degerlendirilebilir. Mikrosatellitler veya STR
genom boyunca rastgele dagilmis, coklu tekrarlanan 2-7 bazlik DNA dizileridir. Bu dizilerin
polimorfik olmasi tekrarlanan dizi ayni olsa da toplumda farkli sayida tekrar iceren alel
sayisinin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Adli Tip’ta kimlik tespiti 12-16 farkl STR lokusu
birarada incelenerek belirlenmektedir. Bu amag icin bu gline kadar binlerce STR lokusu
belirlenmistir. Ornek olarak 15 farkli STR lokusu birarada analiz edilince iki farkli DNA
orneginin ayni olma ihtimali 1.42x107*8 cikmaktadir (PowerPlex® 16 HS System).

Literatlrde biyopsi spesmenlerinde doku karisikhgl ve kontaminasyonunun Tibbi
Patoloji Laboratuarlarinda STR analizi ile ¢6zUm( vaka bildirimleri seklinde mevcuttur. Bu



bildirimlerin bir tanesinde ayni hastaya ait non-neoplastik endometrium dokusu ve
endometrium adenokarsinomu iceren dokunun STR profillerinde farklilik saptanmistir®. Ancak
formaldehit ile fikse olmus dokularda DNA degradasyonlari oldugu da bilinmektedir.
Literattrde formalin ile fikse parafine gdmulmus dokularda farkli vakalara ait dokularin ve ayni
vakaya ait timaral ve non-timoral alanlarin STR profilleri agisindan karsilastirildigi calismalar
sinirhdir.

Bu calismada, secilen 10 farkli hastaya ait dokular STR profilleri agisindan analiz
edilmistir. Ayrica iki farkli hastaya ait doku kesit alma asamasinda ayni tlipe alma suretiyle
karistirilarak STR analizi yapiimistir. Son olarak tim hastalarin neoplastik ve non-neoplastik
dokulari kendi icinde STR profilleri acisindan karsilastirilmistir. Planlanan bu calisma bir 6n
calisma niteliginde olup, bir ¢ok farkli organ ve timor tipi ¢alismaya dahil edilmistir. Alinacak
sonuca gore daha spesifik yonde genisletilmis ayri bir calisma planlanabilecektir. STR analizinin
yaygin kullanildigi alanlarda DNA elde etme amaciyla alinan 6rnek genellikle formaldehite
maruz kalmamaktadir ve neoplastik doku icermemektedir. Bunlari gbz 6nline alarak mevcut
calisma ile Tibbi Patoloji laboratuarlarinda gerceklesen olasi doku karisikliklarinin ¢oztmd icin
STR analizinin kullanilabilirligi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kisa Ardisik Tekrar Dizileri (“Short Tandem Repeats” - STR)

Mikrosatellit olarak da bilinen kisa ardisik tekrar dizileri (“short tandem repeats” —
STR), yaklasik 150 nikleotid uzunluguna ulasacak kadar kisa ard arda tekrarlanan 1-7 bazlik
DNA dizileridir. Bu dizilerin tekrarlanma sayisinin farkh oldugu alellerin toplumda fazla olmasi
canlilarin DNA’sini polimorfik yapan 6zelliklerden biridir. STR’lar prokaryotlarda ve
Okaryotlarda yaygin sekilde bulunmaktadir. Bu diziler insan genomu boyunca tim genomun
yaklasik %3’UnU olusturacak sekilde tim kromozomlara dagilmiglardir. Ancak koromozomlar
arasindaki yogunlugu degiskendir; insanlarda 19. kromozomda en yiiksek siklikta dagilmistir.
Kromozomlarin icindeki dagilimi da Gniform degildir ve subtelomerik bélgelerde daha az
gozikmektedirler. insan genomunda STR lokusu ortalama olarak her 2000 baz ciftinde bir
gorilmektedir. Cogu STR lokusu genomun kodlanmayan bolgelerinde yerlesmesine karsin
sadece %8’i kodlanan alanlarda bulunmaktadir. insanlarda en sik gérilen STR’lar A
(adenin)’ den zengin birimlerdir: A, AC(T), AAC(T), AAAC(T,G). Ornek olarak D351266 olarak
adlandirilan STR lokusunda D harfi DNA'yi, 3 rakami STR lokusunun yerlestigi 3. kromozom, S
harfi STR’1, 1266 ise 6zgiin lokalizasyonunu temsil etmektedir®. Asagida drnek olarak iki STR
lokusuna ait 6zellikler verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Ornek STR lokuslari’.

1. STR lokusu: D55818 | Anonim | 5q21-31
STR dizisi: (AGAT),

2. STRlokusu: THO1 ‘ Tirozin hidroksilaz geniintron 1 ‘ 5g21-31
STR dizisi: (AGAT),

Tekrarlanan birimlerin 6zelliklerine gore STR’lar farkl tiplere siniflandirilabilir; Bunlar
tekrarlanan dizinin uzunluguna gore veya tekrarlanan dizinin yapisina gore olabilmektedir.

Tekrarlanan dizinin uzunluguna gére STR’lar mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ve
hexanukleotid tekrarlari seklinde siniflandirilmaktadir. Tekrarlanan dizinin uzunlugu arttikca
bu siniflamadaki her tipe ait lokus sayisi azalmaktadir. insan genomundaki en sik STRlar
dintkleotid tekrarlaridir.

Tekrarlanan dizinin yapisina gore ise; basit, bilesik veya karmasik tekrarlar seklinde
siniflandiriimaktadir. Basit tekrarlar ayni uzunlukta ve ayni sirada tekrarlanan dizileri
icermektedir; 6rnegin AATG tekrar motifi iceren THO1 adli STR lokusu. Bilesik tekrarlar iki veya
daha fazla birbirine komsu ve sirali basit tekrarlardan olusmaktadir; érnegin TCTA ve TCTG
komsu tetranikleotidlerin tekrarindan olusan vWA adli STR lokusu. Kompleks tekrarlar
degisken uzunlukta ve degisken sirada tekrarlanan birimlerden olusmasi yanisira araya giren
farkli dizileri de icerebilir’ (Tablo 2).



Tablo 2. Tekrarlanan dizinin yapisina gére STR siniflamas’.

STR sinifi Ornek

Basit tekrarli THO1: [AATG]7 = alel 7

Bilesik tekrarli VWA: [TCTA][TCTG]4[TCTA]13 = alel 18

Karmasik tekrarli D21S11: [TCTA]4[TCTG]e[TCTA]STA[TCTA]sTCA[TCTA],TCCATA[TCTA]o=
alel 27

STR’lar kesfedildiginden beri hiicre ve organizmadaki fonksiyonlarina ilgi duyulmustur.
Bu diziler organizmalarda yayginca bulunmasina ragmen ilk basta biyolojik fonksiyona sahip
olmadigl distnilmustir. Ancak STR’larin 6nemli rolleri oldugu tedricen ortaya ¢ikmaktadir. Bir
cok hastalik yapan bakteride bazi patojenik genlerde STR dizileri bulunmustur; bu genlerdeki
STR bolgeleri cerceve kayma (“frameshift”) mutasyonu yaratarak bazi proteinlerin
ekspresyonunu degistirip bakterinin konakgi immun sisteminden kacisini saglamaktadir. Bazi
STR’lar gen transkripsiyonunun regtlasyonu, kromatinin uzaysal organizasyonun
diizenlenmesi ve proteinlerin fonksiyonlarinda énemli rol almaktadir. insan genlerinin yaklasik
%17’si aclk okunan dizilerinde STR icermektedir. Zaman iginde STR’larin biyolojik fonksiyonlari
daha fazla kesfedilmesine ragmen cogunun ne ise yaradigi hala bilinmemektedir® 2.

Biyolojik fonksiyonlarinin 6tesinde, bir toplumun bireylerinde STR lokuslarinda dizilerin
tekrarlanma sayilarinin farkl oldugu alellerin fazla olmasi insan genomunu polimorfik yapan
Ozelliklerdendir. Bireylerin STR lokuslarindaki bu uzunluk varyasyonlarindan faydalanilarak
DNA 6rneklerinden kimlik tespiti ve akrabalik tayini gibi adli uygulamalar 1990’lardan beri
yapillmaktadir. Bu islem ¢oklu STR lokusunu multipleks PCR ile amplifiye ederek elde edilen
amplikonlari kapiller elektroforez ile blyuklUklerine gore analiz edilmesi ile yapilmaktadir. Her
lokusun tekrar sayisi amplikonun biyukligtnden cikarim yolu ile elde edilen her ticari kitin
kendine uygun alelik merdiven (“allelic ladder”) ile karsilastiriimasi ile saptanmaktadir (Sekil 1).
Bir cok STR lokusu (12-27 lokus) bir arada analiz edilirse bir kisiye ait DNA 6rneginin 6zginlugi
analiz edilen STR lokuslarinin alel frekanslarinin carpimi ile hesaplanabilmektedir®.



Sekil 1. STR analiz basamaklari.

I 1 Extraction

2 PCR with
labelled primers

'3

DNA sample

3 Electrophoresis

labelled STRs

DNA profile

4 Visualisation ‘\ ;'ll

lllustration showing the steps in DNA fingerprinting.
Image credit: Genome Research Limited

Genomdaki herhangi bir DNA sekansi cok disik mutasyon orani sergilemektedir. Bu
yaklasik her nesilde belirgin bir gen icin 10 oraninda nokta mutasyonu ile o genin tek
nikleotid varyantini olusturmaktadir. Bu sayede toplumda tek nikleotid polimorfizmi (“single
nucleotide polymorphism” - SNP) ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsin STR sekanslarinda bu oran
her nesilde her lokus icin 10 ile 10¥lere yukselmektedir. STR mutasyonu en sik DNA
replikasyon esnasindaki iplik kaymasi mekanizmasi (“strand-slippage replication”) ile oldugu
distnulmektedir (Sekil 8). Bu sayede STR lokuslari toplumda polimorfik 6zellik kazanmistir.
STR tipleri arasinda mutasyon orani belirgin sekilde degismektedir; non-patojenik STR
lokuslarinda dintkleotid tekrarlari en yiksek mutasyon oranina sahipken tetranikleotid

tekrarlari dustik oran gdstermektedir. Tekrar sayisi arttikca mutasyon orani da artmaktadir'®
12

STR’lar bir grup insan genetik hastaliklari ile iliskilidir. Hastalik-iliskili trintkleotid
tekrarlarinin mutasyon orani iliskisiz olanlardan yaklasik 5-7 kat daha fazladir. Direkt hastalik
iliskisi yanisira STR bolgelerinin polimorfizmi bazi kanserlere yatkinlik olusturmaktadir.
Hungtington hastaligi ve spinoserebellar ataksi gibi nérodejeneratif hastaliklar protein
kodlayan bdlgelerde triniikleotid STR tekrarlarinin artmasi ile olusmaktadir. Ayrica protein
kodlamayan bolgelerde bulunan ve gen ekspresyon regtilasyonunda rol oynayan STR’larin
tekrar artislari myotonik distrofi, Friedreich ataksi ve frajil X sendromu gibi hastaliklara yol
acmaktadir. Protein kodlayan genlerde ve protein kodlamayan bélgelerde bulunup gen
ekspresyonu dizenlemesi yapan STR’lar kognitif fonksiyonlarda ve otoimmiin cevaplarda
istirak eden genlerle iliskilidir3.



CODIS (Combined DNA Index System) ABD’de FBI tarafindan olusturulmus DNA
veritabanidir. Bu sistemin DNA veri tabaninin g¢ekirdek STR lokuslarinin belirlenme kriterleri
arasinda secilen STR lokusunun hastaliklarla iliskisiz olmasi, mutasyon oraninin dtsik olmasi,
alel sayisi dagihmina gore yUksek ayirim glictine sahip olmasi, diger STR alellerinden bagimsiz
olmasi, tetraniikleotid tekrar icermesi ve rasgele eslesme olasiliklari gbz 6ntine alinmaktadirt?.

2.2. STR analizi ve degerlendirilmesi

STR analizi, bireyler arasinda STR lokuslarinin tekrar sayisinin varyasyonuna dayanir.
Insan genomunda her STR lokusuna ait iki alel mevcuttur. Bunlardan biri anneden, digeri
babadan gelir. Ornek olarak 7. kromozomda bulunan D75820 olarak bilinen STR lokusu GATA
tetramerinin 5 ile 16 arasindaki tekrarini icermektedir; bu da toplumda 12 farkli muhtemel
alelin oldugunu gdstermektedir. D75820 STR lokusuna ait 8 ve 10 tekrar sayisi iceren alellere
sahip bir birey 8 tekrarli lokus iceren aleli bir ebeveyinden, 10 tekrarli lokus iceren diger aleli
diger ebeveyinden almistir (Sekil 2).

Sekil 2. Kisa ardigik tekrar dizi 6rnegi.
8 tekrar
ALEL1: CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGACTAG
ALEL2: CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGACTAG

10 tekrar

Bu lokusa ait toplamda 12 farkli alel mevcut oldugundan asagidaki denklem?®2 yardimi
ile muhtemel genotip veya alel cifti sayisi hesaplanabilir.

Genotip = n(n+1)/2 = 12(12+1)/2 =78

Sonucun 78 cikmasi muhtemel 78 genotip veya alel cifti olabilir demektir; bunlardan
12’si homozigot (her ebeveyinden ayni aleli alinmis), 66 heterozigot (ebeveynlerden farkl
alelleri almis) olacaktir. Her birey icin STR profil 6zglnligunu artirmak icin ¢oklu STR bolgesi
bir arada analiz edilmektedir.



Sekil 3. Ornek STR analiz elektroferogrami®®.

Full DNA Profile Electropherogram data generated using Life Technologies® GeneMapper® software from Thermo Fisher Scientific Inc.
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Sekilde 3’de 15 farkli STR bolgesini ve cinseyete 6zgl amelogenin lokusunu (yukaridaki
gri kutular) iceren STR profiline ait elektroferogrami gérilmektedir. Bu elektroferogramda en
Ustteki gri kutularda farkli STR lokuslari boyutlarina gore horizantal olarak siralanmistir.
Vertikal ¢izgi ise amplikonun miktarini temsil etmektedir. STR bolgelerinde her pikin altinda
kutu icinde yazilan sayilar tekrar sayilarini temsil etmektedir. D851179 bélgesinde (ince kirmizi
ok) tek pik mevcuttur ve 13 tekrar icermektedir (kalin kirmizi ok); bu lokusun homozigot
oldugunu gosterir, yani her ebeveyinden 13 tekrar iceren aleli almistir. D35S1358 bolgesinde
(ince yesil ok) 14 ve 15 tekrar (kalin yesil ok) iceren iki pik mevcuttur; yani bu STR bolgesi
heterozigot olup 14 tekrarlik aleli bir ebeveyinden, 15 tekrarlik aleli ise digerinden almistir.
Ayrica homozigot bolgeye ait pik uzunlugu heterozigot olan lokustaki her iki alelin
uzunluklariin toplami kadardir, bu da her homozigot olan iki alelin ayni tekrari icerdigini
gosterir. Sekilde toplam 5 homozigot, 10 heterozigot STR lokusu izlenmektedir®.

ABD’de devlet temelli DNA veritabani olan CODIS’in (Combined DNA Index System)
belirlemis oldugu coklu STR lokuslari bir arada analiz edilerek Adli Tip’ta kimlik tespiti ve
akrabalik tayini yapilmaktadir. 13 lokusu iceren CODIS STR markerlari sunlardir: D351358,
D5S818, D75820, D851179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, CSF1PO, FGA, THO1, TPOX,
ve VWA. Bu lokuslar Kafkas, Afrikan, Hispanik ve Asya gibi bircok etnik grubun DNA’larindan
elde edilen verilerle belirlenmistir. Bu verilerle, belirlenen tim STR lokuslarinin alel frekanslari
saptanmistir. 2017’de STR lokus spektrumu daha da genisletilmistirt® .

Dinyanin farkl bolgelerinde toplumu daha iyi tanimlayan STR lokuslari, alel sayisi ve
alel frekanslari belirlenmistir. Bir bireydeki her STR alelinin toplumda gorilme frekansini
bilirsek o bireyin STR genotipinin o toplumda gdrilme olasiligini hesaplayabiliriz; bunun icin
her alel ciftinin bir arada bulunma frekansini Hardy-Weinberg denklemi ile ayri ayri



hesapladiktan sonra ¢ikan tim sonuglari carpmak gerekir (Sekil 4). Hardy-Weinberg denklemi
ile bir STR lokusunun frekansi su sekilde hesaplanir:

eger p=alel 1'in frekansi ve g=alel 2'nin frekansi ise
homozigot bireylerin o STR lokusuna ait frekansi p? ve g2 dir,

heterozigot bireye ait frekans ise 2pq’dur.

Sekil 4. Genotip frekansi hesaplama drnegi'®.
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Ornek olarak Sekil 4’te 4 farkli STR lokusunun elektroferogrami verilmistir. Her lokusun
altinda o lokusa ait alel ciftinin bir arada bulunma frekansinin hesaplanacagi formul yaziimistir.
Bireyin bu elektroferogramdaki genotipe sahip olma olasilig su sekilde hesaplanmaktadir'#:

Pr(8, 9.3) x Pr(11, 11) x Pr (11, 12) x Pr (19, 23) = 0.025 x 0.022 x 0.046 x 0.130 = 3.3 x 106

Kimlik tespiti s6z konusu ise bundan sonra geriye olay yerinde bulunan DNA 6rneginin
STR profili ile siphelinin STR profilini karsilastirmak ve rasgele eslesme olasiligini (random
match probability) hesaplamak kalir4 15,

Akrabalik tayininde ise her iki ebeveynin ve cocugun STR profilini karsilastirarak ve her
nesilde STR mutasyon oranini gdz onlne alarak cocugun tim STR alellerinin anne ve babadan
geldigine emin olmak gerekirt® >,

Eger olay yerinden alinan ornekte birden fazla DNA karisimi bulunuyorsa ¢ikan STR
analizi sonucundan kag farkli DNA oldugu ve hangi alelleri icerdigi intimalini bazi istatistiksel
yontemlerle ortaya koymak mimkindir4,
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Sekil 5. STR analizi veri isleme slreci'*.
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STR genotipini ortaya koymak icin 6rnekten DNA izolasyonu yapmak gerekir. Sadece 1
nanogram DNA genellikle iyi bir sonug elde etmek igin yeterlidir. DNA izolasyonundan sonra
belirlenen STR lokuslarini farkli floresan boya ile isaretli primerler kullanarak multipleks PCR ile
ayni reaksiyonda amplifiye edilir. Boylelikle farkli renkli fléresan boya ile isaretli amplikonlar
elde edilir. Daha sonra bu amplikonlarin kapiller elektroforez ile biyukliklerine gore
¢coziimlenmesi gerekmektedir. Cozimleme siirecinde her STR bolgesinden elde edilen
amplikonlar yazihm programlari ile isaretli fléresan boyasina uygun farkl renge sahip pikler
seklinde okunabilir dizeye getiriimektedir. STR’lar 100-300 bazlik uzunlukta degiskenlik
gostermektedir. Amplikonlari elektroforez ile ¢ozimlemek icin her STR lokusu igin toplumda
saptanan tim aleleri temsil eden alelik merdiven (“allelic ladder”) ve internal boyut standardi
(“internal size standard”) gerekmektedir. Ticari olarak ¢coklu floresan boya ile isaretli
multipleks STR primeri iceren kitler mevcuttur. Bunlarin kendine 6zgt alelik merdiven ve
internal boyut standardi beraberinde verilmektedir. Sekil 5’de elektroforez ve yazilim
programlari ile coziimleme srecinin basamaklari gosterilmistir. Sekil 6’da gri renkli pikler
amplikonlarin bUyUkliglinden ¢ikarim yoluyla belirlenmis her tekrar sayisina uygun internal
boyut standardi temsil etmektedir. Renkli pikler ise toplumdaki her STR bdlgesine ait alel
sayisini gdstermektedir?.
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Sekil 6. Alelik merdiven.
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Bu yontemdeki major kisitlama STR lokuslarinin nikleotid sekanslarini
saptayamamaktir. Nikleotid sekansini saptamak icin her bdlgeye ayri ayri Sanger sekansi
uygalamak gerekmektedir. Toplumdaki STR mutasyon oranini saptamak icin lokuslarin
nikleotid sekansini bilmek gerekir. Konvansiyonel PCR ile STR lokuslarinin tekrar sayilarini
rutin belirlemek disinda STR lokuslarinin Sanger sekanslama ve son dekatta kullanimi hizla
artan yeni nesil sekanlama (“next generation sequencing” — NGS) ile lokuslarin tim sekans
cesitliligini saptama cabasi giindemdedir. Artik bunun icin de ticari kitler mevcuttur. Dogal
olarak, STR lokuslarinin uzunlugu yanisira sekansini da ortaya ¢ikaran Sanger sekans veya NGS
verileri konvansiyonel yontemle elde edilen ve sadece amplikonun boyutuna dayali verilere
gore daha kesin ve kapsamli olmasina karsin STR lokusunda nikleotid sekansini ve lokustaki
mutasyonu belirlemeyi gerektirecek zor durumlar disinda rutin kullanimda degildir!’.

2.3. STR elektroferogram karakteristikleri

Adli Tip kurumlari STR multipleks sisteminin davranisinin detaylarini ortaya
koymustur'®. Sonuglari yorumlamak igin STR lokusunu temel hatlari ile karakterize etmek
gerekir; stokastik esik deger, “stutter” orani, heterozigot pik dengesi gibi tanimlamalar
aciklanmalidir.

2.3.1. Heterozigot pik dengesi

Heterozigot dengesi iki alelin pik yiksekliklerinin birbirine oranidir. In vivo sartlarda,
heterozigot bir lokusta her iki alelden amplifiye olan DNA molekillerinin miktarinin ayni
olmasi gerekir. Ancak DNA izolasyonu sirasinda bu denge bozulabilir. Bu dengesizlik bir lokusa
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ait iki alelin gelisigizel (stokastik) 6rneklenmesi sonucu olusur. DNA izolasyonu sirasinda hiicre
ve nikleus membrani ¢ozilir ve lokuslara ait aleller karisim icinde gelisiglizel dagilir. Pipetle
bu karisimdan alindigi zaman aleller dengeli gelmeyebilir ve sonugta PCR ile amplifikasyon
miktari esit olmayabilir. Eger DNA miktari disikse bu dengesizlik daha da artar (Sekil 7). Ayrica
daha kisa DNA segmentleri daha dncelikli amplifiye oldugu icin DNA fragmaninin uzunlugu
arttikca daha disuk pik yuksekligi etkisi gorulecektir (“preferential amplification”). Reaksiyon
inhibisyonu ve elde edilen DNA'In degradasyonu (6zellikle formalin fikse dokularda) sik
oldugundan amplifiye olacak DNA fragmani uzunsa o alelde kayip gorilebilir (“drop-out”).
Heterozigot dengesi daha kisa pik sergileyen alelin daha uzun pik sergileyen alele orantile
hesaplanir; oran %60’dan fazla ise iyi kalitede alel kombinasyonu oldugu sdylenebilir. Bazen
primer baglanma bdélgesindeki mutasyon primer baglanmasini engelleyerek alelin
amplifikasyona engel olabilir ve o alel elektroforegramda ¢ikmayabilir veya zayif baglanip
dusuk sinyal ile sonuglanabilir. Bu durumlarda iki ayri PCR primer seti ayni DNA 6rneginde
farkli sonuclar verebilirt®.

Sekil 7. Heterozigot dengesi'*.

1n

95 %

5

02ng 60 %

0.1ng 40 %

33

Allele

0.05 ng A drop-out 0%

2.3.2. Stokastik esik deger

Alel kaybi heterozigot dengesizliginin u¢ formudur; primer baglanma bolgesinde
mutasyon oldugu zaman, ¢ok disik miktarda DNA iceren 6rneklerde, DNA degradasyonu ve
reaksiyon inhibisyonu oldugu zaman gorulebilir. Bu alelik sinyalin zemin giriltisinden
(“background noise”) ayinminin yapilamadigi seviye olan analitik esik degerin altina distigu
zaman olur. Alel kaybi STR tekrar uzunlugu, kapiller elektroforez malzemeleri ve PCR
dongdilerinin sayisi ile de iliskili bulunmaktadir. Bundan dolayi alel kaybi ihtimalinin olmadigi
en az DNA miktari ile alinan sinyali stokastik esik deger olarak belirlemek gerekir. Stokastik esik
degeri belirlemenin farkli yontemleri vardir ve her laboratuar kullandig kitlere, amplifikasyon
sistemine, donanim ve yazilima gore kendine uygun bir esik deger belirler°.
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2.3.3. “Stutter” pikleri

“Stutter”, PCR sirasinda DNA replikasyon esnasindaki kayma mekanizmasi (“strand-
slippage replication”) ile gerceklesen yanlis eslesme sonucu olusan artefakttir. Alelin tekrar
sayisl arttikca stutter’lar daha belirginlesir. Bu model DNA sekans evriminde de rol oynayan
dogal bir mekanizmadir® (Sekil 8). Bu amplifikasyonun in-vitro sistemde dogal bir sonucudur
ve Taq polimerazin STR alelini kopyalarken kaymasi sonucu yanlis eslesme ile olusur

Sekil 8. DNA replikasyon esnasindaki kayma mekanizmasi®.
p— STR
repeat unit
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10-repeat allele after
subsequent DNA replication
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subsequent DNA replication

Stutter’lar stutter orani ile karakterize edilir: stutter pik yUksekliginin alelik pik
yiksekligine orani seklinde ifade edilmektedir. En sik karsimiza cikan stutter alelik pikten bir
tekrar birimi kadar kisadir. Daha dUsik olasilikta bir tekrar birimi kadar fazla veya iki tekrar
birimi kadar kisa da gozikebilir, bu kompleks stutter’lar genellikle 6rnegin asiri amplifiye
oldugu zamanlarda daha sik ortaya ¢ikar (Sekil 9). Stutter orani %15’den distk olmalidir.
Stokastik etkiler ve somatik mutasyonlar bu oranin artmasina sebep olabilir?.
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Sekil 9. Stutter'*
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2.3.4. Diger artefaktlar

Multipleks sistemde primerlerin non-spesifik baglanmasi sonucu artefaktlar olusabilir.
Ko-amplifiye edilecek lokus sayisi arttikca veya DNA degradasyonu ne kadar fazlaysa bu non-
spesifik artefaktlarin goérilme ihtimali artar. Bu non-spesifik artefaktlar genellikle kisa pikli ve
lokusun alelik kapsamina dismez?°.

Kromozomal translokasyon, somatik mutasyon ve trizomiler gibi kromozal
anomalilerde ekstra pikler gérulebilir. Ancak bu genellikle tek lokusta olur?.

Amplifikasyon zamani Taq polimerazin yeni sentezlenen DNA molekdlindn sonuna tek
nikleotid (genellikle adenozin) ekleme gibi ek bir gorevi daha vardir (Sekil 10a). Eger kopya
edilen amplikonlar ortamda asiri fazla ise Taq polimeraz tim kopyalarin sonuna bu nikleotidi
ekleyemez. Bu da amplifikasyonun sonunda ortamda ayni kaynaktan sentezlenen uzunluk
olarak tek niikleotid farki bulunan iki cesit DNA molekiili ile sonuclanir (Sekil 10b)

Sekil 10. Taq polimerazin yeni sentezlenen DNA molekiiliiniin sonuna tek niikleotid ekleme
etkisi®®.
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Amplifiye DNA fragmanlarini etiketlemek icin kullanilan fléresan boyalar farkli dalga
boylarinda isir. Ancak isimalarin makinenin emisyon spektrumunda 6rtlstigu alanlar olur.
Yazilim programlari minor ortismeleri saf digi birakarak daha rafine sonug ¢ikarir. Ancak asiri
amplifiye 6rnek emisyon matriksinde satlirasyon yaratip non-spesifik artefakt piklerine (“pull-
up” pikleri) sebep olabilirté,

2.4. STR analizinin kullanim alanlari

STR analizi Adli Tip’ta kimlik tespiti ve akrabalik tayini gibi uygulamalar disinda diger
dallarda kendine 6nemli kullanim alani bulmustur.

2.4.1. Hiicre hatlarinin dogrulanmasi

Hicre hatlari bilimsel arastirmada énemli bir aractir. Bilim adamlari hiicre kaltarlerini
manipUle ederek amacladiklari deneysel sorulara yanit ararlar. Elde edilen bilgi daha ileri bir
bilimsel ilerlemenin temelini olusturabilir. Bundan dolayi hiicre hatlarinin yanls tanimlanmasi
ve kontaminasyonu 6nemli bir sorundur. 2007’de Science dergisinde yayimlanan bir makale
bircok hiicre kultirQ arastirmasi yapan dnemli laboratuarin hiicre hatlarinin yanlis
identifikasyonunu agiga ¢ikarmistir?l. Bu ve bunun gibi yayinlardan sonra diinya genelinde
laboratuarlarda hicre hatlarinin STR analizi ile dogrulanmasi karari alinmis ve standartlar
olusturulmustur??.

2.4.2. Kimerizm testi

Allogenik kemik iligi transplantasyonu ¢esitli hematolojik maligniteleri tedavi etmek
icin kullaniimaktadir. Amag alicinin kemik iligini kurutarak timdyle donérinki ile yeniden
yapilandirmaktir (engrafman). Transplantasyon sonrasi hastalik niks edebilir veya nakil olmus
kok hicreler rejeksiyona maruz kalabilir. Bundan dolayi alicinin periferik kanindan ve kemik
iliginden alinan 6rneklerde STR analizi ile alici ve vericinin hlicre kompozisyonu devamli izlenir.
STR analizinde sadece donore ait aleller izlenirse bu tam engrafman oldugunu gosterir. Buna
karsin sonucun kimerik olmasi tedavinin basarisiz oldugunu gosterir. STR profili karaciger
transplantasyonu sonrasi kimerizm analizinde de yararlidir; donére ait lenfositler 3 haftadan
sonra hala varligini sirdiiriiyorsa graft-versus-host hastaligina (GVHH) sebep olabilir?3.

2.4.3. Popllasyon genetigi

STR’larda mutasyon orani daha fazla oldugundan daha dinamiktir; bundan dolayi
genetik haritalarin, tirlerin evriminin ve migrasyon tarihinin insasinda da yararli bir aractir.
Farkh STR alelleri arasindaki uzunluk farki bilgi vericidir; fark ne kadar fazlaysa mutasyon sayisi
daha fazla olmustur. Bdylece gecmis mutasyonlar bir “hafiza” olusturur ve filogenetik bilgi
icermektedir. STR mutasyonuna gore bazi modeller olusturarak STR’larin farkli bdlgelerdeki
insanlar arasindaki bagi, insanlarin tarih boyunca migrasyonunun yoni ve insan evrimi tarihi
hakkinda fikirler edinilebilmektedir®.

2.4.4. Diagnostik Patoloji

STR analizinin Patolojide doku aidiyet testi disinda baska alanlarda da kullanimi
mevcuttur. Hidatiform moller (komplet ve parsiyel) gebelik materyalinin histopatolojik
incelemesi sirasinda sik karsilasilan gestasyonel hastaliklardandir. Komplet mol, parsiyel mol
ve non-molar hidropik abortus’un histopatolojik gorinimu értlsebilir, bu da tani zorlugu
olusturabilir. iImmuinohistokimyasal olarak p57 ile komplet moliin tanisi teyit edilebilse de
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bazen yanlis negatiflik veya boyanin degerlendirilmesi glg olabilir. Akim sitometri ile triploid
karyotip saptanmasi parsiyel moller icin uyumlu olmasina ragmen triploid gebeliklerin yaklasik
%30 kadari non-molar triploid abortuslari temsil eder. Komplet mollerin diploid diandrik
genoma, parsiyel moller triploid diandrik monognik genoma sahiptir; bu sayede STR alel
kompozisyonuna bakarak mollerin kesin tanisi konulabilir®.

Kanser gelisimi sirasinda neoplastik hiicreler kromozomal pl6idi, translokasyon,
insersiyon, delesyon, nokta mutasyonu ve mikrosatellit insitabilitesi (MSI) gibi cok sayida
genetik degisiklik kazanabilir. Mikrosatellitler DNA hatali eslesme tamir genlerinde bozukluk
oldugu zaman mutasyona duyarli STR dizileridir. Bunun icin belirlenmis MSI markerlari
mevcuttur: D55346, D17S250, D25S123, Bat25, Bat26. Mikrosatellit hatali eslesme tamir
(MMR) genlerinin hipermetilasyonla inaktivasyonu sporadik kolorektal ve endometrial
kanserlerle iliskili olmasina karsin germline mutasyonlari Lynch sendromunda gorilmektedir?.



3. MATERYAL METOD

Bu calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanlig’'nca onaylanmistir. Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji
Anabilim Dali'nda Ekim 2015-Haziran 2018 yillari arasinda degerlendirilmis olgular arasindan
secilmis vakalarin neoplastik ve non-neoplastik dokularini iceren formalinle fikse olmus,
parafine gdmilmis birer doku blogu calismaya dahil edilmistir. Secilmis vakalar tani almis,
tedavisi yapilmis ve kontrolde olan olgulari icermektedir. Ayrica vakalarin H&E kesitleri
incelenerek yeterli dokusu olan ve ¢alismamiz icin kesit yapildiktan sonra geride yeterli
tumorla dokusu kalacak olgular segilmistir. 10 farkli vakadan 21 parafin blok ¢alismaya dahil
edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Segilen vakalarin listesi su sekildedir:
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Vakalar Spesmen Tani Segilen bloklar
1 Tiroidektomi Tiroid papiller karsinom, solid varyant 1 adet timor iceren
1 adet timor icermeyen
2 Pankreatektomi N6éroendokrin timor, grade 3 1 adet timor iceren
1 adet timor icermeyen
3 Nefrektomi Renal hicreli karsinom, 1 adet timor iceren
konvansiyonel seffaf hiicreli tip, grade 4 1 adet timér icermeyen
4 Kolektomi Adenokarsinom, iyi diferansiye 1 adet timor iceren
1 adet timor icermeyen
5 Kolektomi Adenokarsinom, iyi diferansiye 1 adet timor iceren

Larinks punch biyopsi

Skuamoz hicreli karsinom

1 adet timor icermeyen

1 adet timor igceren

6 Histerektomi Endometrium adenokarsinomu, 1 adet timor igceren
endometrioid tip, grade 3 1 adet timor icermeyen

7 Parotidektomi Mukoepidermoid karsinom, 1 adet timor iceren
disUk dereceli 1 adet timor icermeyen

8 Aurikuler bolgeden Adenoid kistik karsinom, grade 1 1 adet timor iceren
eksizyon 1 adet timor icermeyen

9 Alt dudak eksizyon Skuamoz hiicreli karsinom, 1 adet timor igceren
orta derecede diferansiye 1 adet timor icermeyen

10 Akciger lobektomi Adenokarsinom, solid baskin tip 1 adet timor igeren
1 adet timor icermeyen

Toplam 21 adet parafin blok

gercekl

Secilen vakalara ait parafin bloklardan 8 um kalinliginda 5’er kesit hazirlanmistir.
Hazirlanan kesitler deparafinize edildikten sonra neoplastik ve non-neoplastik alanlar iyi sinirla
disseke edilerek uygun tiplere alinmistir. Tim 6rneklerden formalinle fikse parafine gdmull
dokulara uygun QlAamp DNA kiti ile firma talimatlarina uygun ayri ayri DNA ekstraksiyonu

estirilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. DNA izolasyonu (QIAamp DNA kiti ile).

islemler Not

Kesit alma 8 um kalinliginda 5’er kesit.

Deparafinizasyon Ksilen ve etanol (%96) kullanarak.

Doku lizisi Proteinaz K ve tampon lizis karisimi (ATL) ile 56°C’de bir gece
inkUbasyon.

Isitma 90°C’de 1 saat isitarak formaldehidin sebep oldugu capraz

baglari kismi olarak bozmak.
Daha sonra tampon lizis karisimi (AL) ve etanol (%96)
eklemek.

DNA purifikasyonu DNA’nin membrana baglanarak diger bilesenlerin tampon
yikama karisimlari (AW1 ve AW?2) ile uzaklastirmak.
Daha sonra tampon bir karisim (ATE) ile DNA’nin
membrandan ayristirmak.

Genotipleme AmpFISTR Identifiler PCR Amplification system (Applied Biosystems) ile
yapilmistir. PCR 6ncesi DNA miktari Eppendorf Biophotometer ile optimize edilmistir.
Reaksiyon ayni anda 12 farkli tetrantkleotid STR lokusunu amplifiye ederek 60 ile 550 pb
arasinda amplikonlar Gretebilen multipleks PCR uygulamasini icermektedir (Tablo 6, Tablo 7).
Bu reaksiyonda ticari olarak dizayn edilmis 12 farkli primer (Mentype® Chimera®)
kullaniimistir: D251360, D3S1744, D4S2366, D552500, D6S474, D751517, D8S1132,
D10S2325, D12S391, D18S51, D21S2055, SE33 (ACTBP2) ve cinsiyete 6zgli Amelogenin lokusu
(Tablo 5). Primerler 5 farkli floresan etiketi (6-FAM, BTG, BTY, BTR ve BTO) ile isaretlidir.
Secilen STR lokuslari 12 farkli kromozomda yerlesmistir. Bu STR lokuslari distk stutter

oranina, dengeli alelik dagihima sahiptir ve yiksek oranda heterozigotluk gdstermektedir. Bu
dzellikler sayesinde yiksek diskriminatif dzellik sergilemektedir®.

Tablo 5. Mentype® Chimera® STR lokus bilgisi®®.

Lokus Kromozomal Tekrar motifi Alel sayisi Alel aralig
lokalizasyonu
D251360 2p24-p22 [TATC]O [TGTC]9 [TATC]5 23 19-32
D3S1744 3p24 [TCTA]2 TA[TCTA]12 TCA [TCTA]2 16 13-22
D4S2366 4p16-15.2 [ATAG]9 ATTG [ATAG]2 12 9-15
D5S2500 5g11.2 [ATAG]12 12 9-18
D65S474 6021-22 [TAGA]5 TGA [TAGA]12 17 11-20
D7S1517 7931.33 [GAAA]11 CAAA [GAAA]2 CAAA [GAAA]2 17 14-31
D8S1132 8g23.1 [TCTA]9 TCA [TCTA]S TCTGTCTA 20 12.1-27
D10S2325 10p12 [TCTTA]12 12 6-23
D12S391 12p13.2 [AGAT]5 GAT [AGAT]7 [AGAC]6 AGAT 19.3 13-28
D18S51 189g21.3 [AGAA]13 13 5.3-42
D21S2055 21922 [CTAT]2 CTAA [CTAT]9 CTA [CTAT]3 TAT 7 16.1-39
[CTAT]3 TAT [CTAT]4 CAT[CTAT]2 '

SE33 (ACTBP2)  6q14.2 [AAAG]9 AA [AAAG]16 25.2 3-50




Tablo 6. PCR reaksiyon karisimi igerigi.

Bilesenler Hacim
Saf su 16.1 ul
Reaksiyon karisimi (mix A) 5.0 ul
Primer karigimi 2.5 ul
Multi Tag2 DNA polimeraz 0.4 ul
DNA (1 ng/1 pl) 1l

Toplam 25 ul

Tablo 7. PCR amplifikasyon siireci.

Sicaklik Sure

94°C 4 dakika Multi Tag2 DNA polimeraz aktivasyonu igin
94°C 30 saniye

60°C 120 saniye 30 dongl

72°C 75 saniye

68°C 60 dakika

Tablo 8. Elektroforez karigimi.

Bilesenler Hacim
Hi-Di™ Formamide 12 ul
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,5 ul
PCR artnu 1l

Hazirlanan karisim 95°C'de 3 dakika denatiirasyona ugradiktan sonra 4°C’'ye kadar sogutulup makineye
yerlestiriimektedir.

PCR sonunda uretilen amplikonlar BTO 550 DNA internal boyut standardi ve alelik
merdiven kullanarak kapiller elektroforez (ABI3500 platform) ile ¢c6zimlenmistir (Tablo 8).
Kapiller elektroforez uygulanarak elde edilen verilerin toplanmasi ve analizi GeneMapper
software 5 (Applied Biosystems) ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Biz bu calismada formalinle fikse olmus parafine gomili érneklerden formaldehidin
DNA’da degradasyon olusturdugunu goz 6niine alarak STR analizi ile doku kimlik tespiti
yapilmasinin glvenilirligini test ettik. Ayrica timorlerin genetik instabilite olusturdugunu goz
onlne alarak ayni vakaya ait neoplastik ve non-neoplastik dokularin STR profilini karsilastirdik.

Secilmis olan tim vakalarin STR profilleri birbirinden farkli saptandi.

Ayni vakada neoplastik ve non-neoplastik alanlarinin STR profillerinde ise kismen
farklilik bulundu. Tablo 9’da ayni vakaya ait tUmorli ve timorsiz alanlarin STR profilinde
farklilik gosterenler ve gdstermeyenler detayli olarak verilmistir.

Patolojik spesmenin formaldehid ile fiksasyonu sonrasi dokuda DNA degradasyonu
olusmaktadir, dokunun formaldehidde kalma sUresi arttikca degradasyon orani da
artmaktadir. Ayrica STR lokuslarinin boyutu arttikca degradasyona ugrama ihtimali de
artmaktadir?’. Bizim sectigimiz vakalarin timu formaldehid ile fikse olmus parafine gomuli
dokular oldugu icin tim sonuclarda formaldehidin degradasyon etkisini gorduk. Sekil 11’'de
sectigimiz vakalarin birinde érnek olsun diye DNA degradasyonunun etkisi gdsterilmistir. Bu
elektroferogramda en Ustteki gri kutularda 6 farkl STR lokusu, boyutlarina goére horizantal
olarak siralanmistir. Vertikal cizgi ise amplikonun miktarini temsil etmektedir. STR lokuslarinin
boyutu arttikca degradasyonu da artmaktadir ve sonug olarak amplifiye olamadigindan pik
yUksekligi azalmaktadir (kirmizi gizgi); en az boyuta sahip D751517 adli STR lokusundaki
alellerin pik yuksekligi (amplikonun miktari) ideal sonuc¢ vermesine karsin en fazla boyuta sahip
D4S2366 adli STR bolgesindeki alellerin pik ylksekligi degradasyondan dolayi analitik esik
degeri glclikle gecmistir. Yani bir alelin boyutu arttikca degradasyona daha fazla maruz
kalmaktadir.

Sekil 11. DNA degradasyon etkisini gésteren elektroferogram.
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PCR strecinde amplifikasyon sirasinda Taq polimerazin yeni sentezlenen her DNA
molekllinin sonuna adenozin ekleme gibi ek bir gorevi daha vardir (Sekil 10). Eger kopya
edilen amplikonlar ortamda asiri fazla ise Taq polimeraz tim kopyalarin sonuna bu niikleotidi
ekleyemez. Eger ortamda fazla amplikon varsa uzunluk olarak tek ntkleotid farki bulunan iki
cesit DNA molekild ile sonuglanirt®. Bu da elektroferogramda kirik pik seklinde kendini
gosterir (Sekil 12). Bizim vakalarin da bir kisminda bu etki gortlmustar.



Sekil 12. Amplifiye olmus DNA miktan etkisi (yesil ok).
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Calismamizda ayni vakaya ait non-neoplastik ve neoplastik alanlarin STR profilleri
karsilastirildiginda vakalarin bir kisminda farklilk gozlenmemistir (Sekil 13).

Sekil 13. Non-neoplastik ve neoplastik alanlari arasinda STR degisiklikligi saptanmayan tiroid
papiller karsinomu vakasi. Yukaridaki grafik non-neoplastik tiroid dokusunu, asagidaki grafik ise
ayni vakanin papiller karsinomunu temsil etmektedir.
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Vakalarin bir kisminda ise ayni vakaya ait non-neoplastik ve neoplastik alanlarin STR
profilleri karsilastirildiginda neoplastik dokularda STR lokuslari mikrosatellit instabilite (MSI) ve
heterozigotluk kaybi (LOH) gostermistir. STR lokusunda “wild-type” alellere ek olarak anormal
yeni pikin ortaya ¢cikmasi mikrosatellit instabilite olarak belirlenmistir?®. Heterozigotluk kaybi
ise alellerden birinin sinyal giicinde >%50 azalma olarak tarif edilmistir?®. Sonuc olarak biz
neoplastik ve non-neoplastik dokular arasinda 3 cesit degisiklik saptadik: bir alelin kismi kaybi,
mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasi ve mevcut alelin yerine yeni bir alelin ortaya
ctkmasi. Bu degisikliklerin vakalara gore (Tablo 9) ve sectigimiz STR lokuslarina goére (Tablo 10)
dagilimi asagida tablo seklinde gosterilmektedir. D2S1360 lokusu disinda tim lokuslarda en az
bir degisiklik saptanmistir (Tablo 10). 4 vakada neoplastik dokunun STR lokuslarinin en az
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ikisinde, en fazla dérdinde bir alelin kismi kaybi gorilmustur (Sekil 14). 7 vakanin neoplastik
dokusunda en az bir, en fazla alti STR lokusunda normal dokusunda mevcut olan alellere ek bir
alel gorulmastdr (Sekil 15). MSl iceren kolon adenokarsinomunda D18S51 ve D21S2055
lokuslarinda, adenoid kistik karsinomda ise D552500, D125391 ve SE33 lokuslarinda mevcut
alellere ek olarak yeni iki alel eklenmistir. Bunlar disinda mevcut alellere ek alellin ortaya
ciktigl vakalarda sadece bir alelik degisiklik kaydedilmistir. Mevcut alellere ek bir alelin ortaya
ciktigl tim vakalarda yeni alel tek tekrar birimi kadar farklilik gdstermektedir. 2 vakanin
neoplastik dokusunda ise, normal dokusunda olan alelin yerine yeni bir alel ortaya ¢ikmistir
(Sekil 16). Larinksin skuamoz hicreli karsinomunda SE33 lokusunda normal dokuda bulunan
alellerin birinin yerine yeni iki alel ortaya ¢ikmistir; yeni aleller kaybolan alelleden bir ve iki
tekrar uzunlugu kadar uzundur. Adenoid kistik karsinomda ise D351744 ve D18S51 homozigot
lokuslarinda kaybolan alelin yerine iki farkli alel ortaya ¢cikmistir. D3S1744 lokusunda ortaya
cikan yeni aleller kaybolan alelden bir tekrar birimi kadar kisa ve iki tekrar birimi kadar
uzundur. D18S51 lokusunda ise yeni aleller kaybolan alelden bir ve dort tekrar birimi kadar
kisadir.

Tablo 9. Neoplastik dokularda ortaya gikan STR degisiklikleri.

Kismi alel  Ek alel Yeni alel ortaya
Vakalar
kaybi ortaya ¢ctkmasi  ¢ikmasi
1. Tiroid papiller karsinom,
solid varyant
2. Pankreas noéroendokrin timor, 1
grade 3
3. Renal hicreli karsinom,
seffaf hiicreli tip, grade 4
4. Kolon adenokarsinomu, 6
iyi diferansiye (MSl iceren)
5. Kolon adenokarsinomu, 3 5

iyi diferansiye (MSl icermeyen)
Larinks skuamoz hicreli karsinom 3 1
6. Endometrium adenokarsinomu,

endometrioid tip, grade 3 4 !
7. Parotis mukoepidermoid karsinom,
disuk dereceli
8. Parotis adenoid kistik karsinom,
2 5 2
grade 1
9. Dudak skuamoz hicreli karsinom,
orta derecede diferansiye
10. Akciger adenokarsinom, 4 1

solid baskin tip
Sayilar degisikligin gorildGgi STR lokus sayisini temsil etmektedir.

Tablo 10. STR degisikliklerinin lokuslara gére dagilimu.

D2S1360 D3S1744  DA4S2366 D5S2500 D6S474 D7S1517  D8S1132  D10S2325  D12S391  D18S51  D21S2055 (ACSI$3é3P2)
KAK* 2 1 2 1 2 1 2 2
EA** 1 1 2 1 1 1 2 2 2 2 4
YA*** 1 1 1

*Kismi alel kaybi. **Mevcut alellere ek alel ortaya ¢ikmasi. ***Mevcut alellerin yerine yeni alel ortaya ¢ikmasi.
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Sekil 14. Endometrium adenokarsinomu vakasinda D75S1517 lokusunda bir alelin kismi kaybi
(kirmuzi ok). Yukaridaki grafik non-neoplastik endometrium dokusunu, asagidaki grafik ise ayni
vakanin endometrium adenokarsinomunu temsil etmektedir.
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Sekil 15. Kolon adenokarsinomu vakasinda SE33 lokusunda mevcut alellere ek bir alel ortaya

¢tkmasi (kirmizi ok). Yukaridaki grafik non-neoplastik kolon dokusunu, asagidaki grafik ise ayni
vakanin kolon adenokarsinomunu temsil etmektedir.
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Sekil 16. Larinks skuamoz hiicreli karsinom vakasinda SE33 lokusunda mevcut alellin (mavi ok)
yerine farkli iki alelin ortaya ¢ikmasi (kirmizi oklar). Yukaridaki grafik vakanin non-neoplastik
dokusunu, asagidaki grafik ise ayni vakanin skuamoz hiicreli karsinomunu temsil etmektedir.
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5. TARTISMA

Bu calismada tim hastalarin STR profili birbirinden farkh bulunmus olup, bu sonug
doku kimligi tespitinde yardimcidir.

Ayrica vakalarin bir kisminda non-neoplastik ve neoplastik alanlarin STR profili
karsilastirildiginda neoplastik dokularda mikrosatellit instabilite (MSI) ve heterozigotluk kaybi
(LOH) gdzlenmistir. MSI ve LOH bir ¢cok timor tipinde tanimlanmis genetik aberasyonlardir3®
40, STR lokusunda “wild-type” alellere ek olarak anormal yeni pikin ortaya ¢ikmasi mikrosatellit
instabilite, heterozigotluk kaybi ise alellerden birinin sinyal glicinde >%50 azalma olarak tarif
edilmistir’®. Buna gore mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasi ve mevcut alelin yerine yeni
bir alelin ortaya ¢ikmasi mikrosatellit instabilite, bir alelin kismi kaybi ise heterozigotluk kaybi
olarak tanimlanabilir. Bizim ¢alismamizda 7 vakada mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasi,
4 vakada bir alelin kismi kaybi ve 2 vakada mevcut alelin yerine yeni bir alelin ortaya ¢ikmasi
seklinde STR degisiklikleri saptanmistir (Tablo 9). Poetsch ve ark. yaptigl, 4 farkli solid timor
iceren, her vakanin normal ve neoplastik dokusunun STR profilinin karsilastirildigr 118 vakalik
bir calismada neoplastik dokularda bizim saptadigimiz degisikliklerine ek olarak bir alelin
tamamen kaybi da izlenmistir. O calismada vakalarin %22’sinde bir alelin kismi kaybi,
%14’Unde tam kaybi, %18’inde ek bir alelin ortaya ¢cikmasi, %8’inde ise mevcut alelin yerine
yeni bir alelin ortaya ¢ikmasi saptanmistir?®. Benzer bulgular Margiotta ve ark. yaptig 5 farkli
tumor tipini iceren 25 vakalik baska bir calismada3® ve bir¢ok tumor tipini iceren bagska bir
calismada3® da gozlenmistir.

Bizim calismamizda en sik degisiklik sirasiyla SE33, D18S51, D2152055 ve D125391
lokuslarindadir (Tablo 10). Bu lokuslarda izlenen en sik STR degisikligi ise yeni alelin ortaya
cikmasi seklindedir. Bu lokuslar toplumda daha fazla alel iceren, daha fazla tekrar iceren
alellere sahip ve bu tekrarlarin kompleks oldugu lokuslardir (Tablo 5); SE33 en fazla alel
sayisina ve en ¢ok tekrar iceren alellere sahiptir. Poetsch ve ark. yaptigi calismada?® en sik
degisiklik sirasiyla FGA, D351558, D18S51 ve D21S11, Ceccardi ve ark. yaptigi calismada?
VWA, FGA ve D18S51, Margiotta ve ark. yaptigi calismada®® ise D55818 and D18S51
lokuslarinda olmustur?®. Bu calismalar ile bizim calismamiz icin secilen lokuslardan sadece
D18S51 ortaktir ve tiim g¢alismalarda da en sik degisikligin izlendigi lokuslardan biri olarak
saptanmistir. Ayrica D18S51 lokusu 18. kromozomda yerlesen ve kolorektal kanserlerde
siklikla delesyona ugrayan DCC genin bulundugu ayni kimede bulunmaktadir®®. Tiumoér dokusu
ile normal dokunun STR profilinin karsilastirildigi diger calismalarda da alel sayisi, tekrar sayisi

ve tekrarlarin kompleksligi fazla olan STR lokuslari en sik degisiklige maruz kalmistir?® 29 30,31
33,38,39

Kullandigimiz STR lokuslarindan mutasyon orani en yiksek olan SE33 lokusudur
(%0,52)32. En fazla STR degisikligi saptadigimiz lokus da SE33’dr. Bizim kullandigimiz diger STR
lokuslarindan literatiirde mutasyon orani bildirilenler su sekildedir: D851132 %0,453*,
D12S391 %0,33*, D18S51 %0,33° ve D10S2325%° %0,25. Mutasyon orani arttikca normal doku
ile timor dokusu arasinda STR degisikligi frekansi da artmaktadir. Buna karsin daha homojen
ve daha az tekrar birimleri iceren STR lokuslarinda bu oran daha dusuktir33 3839,
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Sectigimiz vakalar az oldugundan timor tipine goére STR degisikliginin gorilme oraninin
anlamli istatistik sonu¢ vermesi mimkun degildir. Ancak Poetsch ve ark. yaptigi ve 4 farkl
tumor (bas boyun skuamoz hiicreli karsinomu, kolon karsinomu, renal hiicreli karsinom ve
melanom) iceren 116 vakalik calismada neoplastik dokularda yeni alelin ortaya cikmasi primer
kolon karsinomlarinda ve bas boyun skuaméz hiicreli karsinomlarin metastazlarinda daha sik
olmasina karsin, melanomlarda sadece heterozigotluk kaybi gézlenmistir?®. Daha ileri yorum
icin genisletilmis timor serilerinde ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Sectigimiz vakalardan sadece birinin neoplastik dokusunda DNA hatali eslesme tamir
genlerinde bozukluk oldugu rutin calisma sirasinda immunohistokimyasal yontemle
gosterilmistir (Tablo 5). Ancak DNA hatali eslesme tamir genlerinde bozukluk icermeyen kolon
karsinomunda ve diger timorlerde de STR lokuslarinda ayni veya daha fazla siddette
instabilite gortlmustlr. Poetsch ve ark. yaptigi calismada ise vakalarin %38’i MSl icermektedir
ve MSl iceren vakalarda toplam olarak STR alelik degisimler daha yUksek frekansta izlenmistir.
Ayrica MSl iceren vakalar yeni alelin ortaya ¢ikmasi ile giden STR degisikligi ile korelasyon
gdstermesine (p<0.001) karsin alel kaybi ile korelasyon saptanmamistir?®. MSl iceren ve
icermeyen kolon ve endometrium karsinomlarinin STR profilini karsilastiran baska bir
calismada da benzer bulgular saptanmistir?®.

Bu calismada neoplastik alanlarinda kismi alel kaybi olan olgularda iki alelden daha kisa
pike sahip olanda kayip izlenmistir. Neoplastik dokularda mevcut alellere ek olarak ortaya
cikan aleller bir tekrar birimi kadar fazla veya bir tekrar birimi kadar az saptanmistir. Buna
karsin vakalarimizin ikisinde saptadigimiz mevcut alelin yerine ortaya cikan aleller kaybolan
alellerden bir, iki ve dort tekrar birimi kadar farkhdir. Bu sonuclar diger calismalarda saptanan
bulgularla benzerdir?® 2238 39,

Patolojik spesmenin formaldehid ile fiksasyonu sonrasi dokuda DNA degradasyonu
olusmakta ve dokunun formaldehidde kalma sUresi arttikca degradasyon orani da
artmaktadir?® 7. Bizim calismamizda normal ve neoplastik dokularin hemen timiinde
formaldehidin DNA’ya bu etkisi gézlenmistir (Sekil 11). Margiotta ve ark. yaptigi 25 vakalik bir
calismada taze ve formalinle fikse olmus normal dokularin STR profili karsilastirildiginda
vakalarin %20’sinde yukarida tarif edilen STR degisiklikleri (%50’si kismi alel kaybi, %25’i tam
alel kaybi ve %25’i ek bir alelin ortaya ¢ikmasi seklinde) saptanmistir. Ayrica taze timor
dokularinin %64’G STR degisikligi gbostermesine karsin formaldehidle fikse timér dokularinin
%72’si STR instabilitesi gdstermistir®.

Heterozigotlugun kismi kaybinda (Sekil 14) alellerden birinin sinyal gliciinde >%50
dUsaklik olur, ancak hala normal ve neoplastik dokuda ayni aleller izlenir; bir alelin sinyal
glclndeki bu kismi disls neoplastik hiicrelerin bir kisminda o alelin korunmasi yanisira bir
kisminda ise delesyonu anlamina gelmektedir. Mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasinda
(Sekil 15) ise neoplastik doku icinde normal dokuda izlenen alellere ek olarak bir tekrar dizisi
kadar fazla veya az tekrar iceren alel meydana ¢ikmaktadir; bu da timor dokusunun hem
normal dokuda izlenen alelleri iceren hiicrelerden, hem de bir tekrar birimi kadar farkli bir alel
iceren mutasyona ugramis hiicrelerin karisimindan olustugunu gosterir?®. Bu nedenlerden
dolayi glincel Adli Tip uygulamalarinda ve patoloji laboratuarlarinda doku kimlik tespitinde
heterozigotiugun kismi kaybi ve mevcut alellere ek bir alelin ortaya ¢ikmasi seklinde giden STR
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degisiklikleri yorumlama zamani belirgin zorluk yaratmamaktadir. Ciinkd hem normal dokuda
hem de timorla dokuda “germline” aleller izlenebilmektedir. Ayrica distk miktarda DNA
iceren ve DNA degradasyonun fazla oldugu 6rneklerde yiksek pik olusturmasi beklenen alel
dusuk pikler seklinde ortaya cikabilir veya bir alelin tamamen kaybi olabilir?®. DNA ¢apraz
baglarinin olustugu ve DNA degradasyonun fazla oldugu formaldehidle fikse olmus dokularda
bu daha da belirgin olmaktadir?’.

Ancak mevcut alellerin yerine yeni bir alellin ortaya ¢ikmasi seklinde saptadigimiz
degisiklik STR degisikliklerinden en siddetlisidir. STR analiz pratiginde mevcut alelin yerine yeni
bir alelin ortaya ¢cikmasi yanlis sonug ¢ikarimina sebep olabilir ve eger bu STR degisikligi bircok
STR lokusunda gézlenmisse sonucun yorumlanmasi tartismali olabilir?®. Cunka (Sekil 16’da
gorildigu gibi) normal dokuda bulunan alel mutasyona ugrayarak timoérlt dokuda tamamen
farkli tekrar sayisi iceren farkli iki forma dontsmustir. Bu STR degisikligini vakalarimiz
arasindan bas boyun timorleri olan larinksin skuaméz hiicreli karsinomunda ve parotisin
adenoid kistik karsinomunda saptadik. Larinksin skuam®z hicreli karsinomunda bir STR
lokusunda, parotisin adenoid kistik karsinomunda ise iki STR lokusunda bu degisiklik
gorulmustr. Ayrica adenoid kistik karsinom STR degisikliklerinin toplam olarak en fazla oldugu
vakamizdir. ikinci sirada ise MSl iceren kolon adenokarsinomu tanisi almis vaka gelmektedir.
Bas boyun timorleri ve gastrointestinal timarler MSI instabilitesinin en fazla oldugu
tumaorlerdendir?428 37,

Bu bulgular 1s18inda, eger Tibbi Patoloji Laboratuarlarinda doku kimlik tespiti
yapilacaksa karsilastirmak icin secilen dokularin non-neoplastik olmasi tercih edilmelidir. Ayni
hastanin normal ve timorlt alanlarinda STR profili farkliliklar gosterebilmektedir. Buna karsin
tecribeli molekiler patologun bu ayirimi kolaylikla yapmasi mimkindir. Ayrica timérin
mikrosatellit instabilite gosterip gdstermedigi, secilen STR lokuslarinin mutasyon oranlari,
tekrar birimlerinin tipi ve tekrar uzunluklari gibi 6zellikleri dikkate alinarak doku kimlik tespiti
icin secilecek STR lokuslarinin genetik olarak daha stabil olmasi daha kolay bir ayirim icin
onemli unsurlardir.
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6. SONUCLAR

Sectigimiz tim vakalarin STR profili birbirinden farkli bulunmustur. Bu farkhlik doku
kimligi tespitinde yardimci olmaktadir.

Bazi vakalarin neoplastik ve normal alanlarinin STR profili ayni olmakla birlikte bazi
vakalarda tUmor ve timorsiz alanlar arasinda STR profili agisindan farklilik
saptanmistir.

Neoplastik ve normal alanlarinin STR profilinde farklilik saptanan vakalarin neoplastik
alanlarinda mikrosatellit instabilite (MSI) ve heterozigotluk kaybi (LOH) seklinde
genetik degisiklikler gozlenmistir.

Bu genetik degisiklikler gbzlenme sikligi sirasi ile mevcut alellere ek alelin ortaya
ctkmasi, bir alelin kismi kaybi ve mevcut alellerin yerine yeni alelin belirmesi
seklindedir.

Neoplastik dokusunda bir alelin kismi kaybi ve mevcut alellere ek alelin ortaya ¢cikmasi
seklinde giden STR degisiklikleri STR analiz pratiginde belirgin zorluk
olusturmamaktadir. Clinki hem normal dokuda, hem de neoplastik dokuda “germline”
aleller izlenebilmektedir.

Neoplastik dokusunda mevcut alellerin yerine yeni alelin belirmesi seklinde giden STR
degisikliginde “germline” aleller kaybolup yerine yeni aleller ortaya ciktigi icin STR
analizi yorumlanmasi daha zorlu bir slirec olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ayni vakanin timorld alani ile normal alaninin STR profili karsilastirildiginda alel sayisi,
tekrar sayisi ve tekrarlarin kompleksligi fazla olan STR lokuslari en sik degisiklige maruz
kalmasina karsin daha homojen ve daha az tekrar birimleri iceren STR lokuslarinda bu
oran daha dastktdr.

Bu ¢alisma ile MSl iceren ve icermeyen timorlerde STR instabilitesinin gortilme
oraninin istatistik sonucu verilememistir. Ancak MSl iceren vakalar yeni alelin ortaya
cikmasi ile giden STR degisikligi ile korelasyon gostermesine (p<0.001) karsin alel kaybi
ile korelasyon gostermedigi literatlirde bildirilmistir.

Sectigimiz vakalar az oldugundan timor tipine gore STR degisikliginin gorilme oraninin
istatistik sonucu verilememistir. Daha ileri yorum icin genisletilmis timor serilerinde
calisma yapilmasi gerekmektedir.

Formaldehidin degradasyon etkisi tim vakalarin hem normal, hem de neoplastik
alanlarinda belirgindir.

Son olarak STR analizi ylksek ayirim glictine sahip oldugu icin kendine Patoloji
laboratuarlarinda kalite kontrol iyilestirmelerinde énemli uygulama alani bulabilir.
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