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Ozet

Adli DNA profilleme caligmalar1 i¢in malign tiimor 6rneklerinin kullanilabilecegi
durumlar sz konusu olabilmektedir. Ornegin kayip kisi ya da felaket kurbaninin
kimliklendirilmesi durumunda, yasam boyunca o kisilerden toplanan arsivlenmis biyopsi

ornekleri, 6len kisi ile dogrudan karsilastirma yapilabilen tek biyolojik materyal olabilir.

Ayrica babalik davalarinda varsayilan babanin gaip olmasi, 6lmiis olup mezarinin
bilinmemesi veya yurt disinda olmasi gibi herhangi bir gerekce ile mezarinin agilamamasi ya
da cesedin yakilmis olmasi gibi haller baska 6rnekler olarak verilebilir. Bu durumda varsayilan
babaya ait arsivlenmis doku ornekleri kullanilabilir. Ayrica doktor tarafindan kanser tanisinin
yanlis koyulup, organin ¢ikarildigir vakalarda hekim hatasi sorgulandiginda parafin blogun
ameliyat edilen kisiye ait olup olmadig1 incelenmektedir. STR’ler kimliklendirme amacl adli
bilimler laboratuvarlarinda tercih edilen ilk sistemlerdir. Ancak kanserli dokularda meydana
gelen genetik instabiliteler STR polimorfizminin degismesine sebep olarak hatali sonuglarin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Ote yandan STR ve SNP’lerin her ikisinin de tercih
edilmelerini saglayan 6zelliklerini bir arada tasidigi i¢in InDel’ler, adli bilimlerde genetik bir
markir olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir. STR instabilitesinin birgok farkli tiimorde

gbzlenen ¢ok yaygin bir olay oldugu yapilan ¢aligsmalarda goriilmistiir.

Ancak literatiir incelendiginde simdiye kadar parafin blok hazirlanmis kanserli
dokulardan InDel stabilitesinin incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu amagla formalin
ile fikse edilmis parafinli meme ve tiroit 6rneklerinin hem kanserli doku hem de normal doku
iceren kismindan DNA izolasyonu yapilmistir. Orneklere miktar tayini yapildiktan sonra
Filoglu tarafindan gelistirilen 36-InDelplex panelin lokuslar1 PCR islemi ile ¢ogaltilmistir.

Genemapper® v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) analiz programi kullanilarak PCR iiriinlerinin



elektroforezi sonrast orneklerden elde edilen verilerin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi
yapilmistir. Meme dokularinda 26 dokudan 5 6rnek hari¢ hepsinde degisiklik goriilmiistiir.
Orneklerin %80,8’inde mutasyonel degisiklik saptanmustir. Tiroit dokularinda ise 21 dokudan
5’1 hari¢ diger Ornekler degismeden kalmistir. Dolayisi ile tiroit dokularinin %76,2°si ayni
kalmistir. Her iki dokuda da en ¢ok goriilen degisiklik heterozigosite kaybi1 olmustur. InDel’ler
STR’lerden daha az mutasyon oranina sahip olmasina ragmen bu tez ¢alismasinda kanserli
dokular ve normal dokularin profilleri arasinda farkliliklar saptanmistir. Bu durum elde edilen
profil sonuglarinin yanlis yorumlanmasina yol agabileceginden referans 6rnek olarak sadece

timorli dokularin kullanildigi vakalarda dikkatli olunmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: InDel, instabilite, kanserli doku, kimliklendirme, STR, adli genetik



Abstract

There may be cases where malignant tumor samples can be used for forensic DNA
profiling studies. For example, if the missing person or disaster victim is identified, archived
biopsy specimens collected from those individuals throughout life may be the only biological
material that can be directly compared to the deceased. Cases such as the presumed father being
absent in paternity cases, his deceased grave is unknown, or his grave cannot be opened due to
any reason such as being abroad or the corpse being cremated can be given as other examples.
In this case, archived tissue samples belonging to the assumed father can be used. In addition,
in cases where the diagnosis of cancer is made incorrectly by the doctor and the organ is
removed, when the physician's error is questioned, it is examined whether the paraffin block
belongs to the person who was operated on. STRs are the first systems preferred in forensic
science laboratories for identification purposes, However, genetic instability in cancerous
tissues causes STR polymorphism to change, leading to erroneous results. On the other hand,
InDels have great potential as a genetic marker in forensic science, as they have features that
make both STR and SNPs preferable. It has been seen in studies that STR instability is a very
common event observed in many different tumors, but when the literature was examined, there
is no study was found that examined the stability of InDel in parafinized cancerous tissues
before. For this purpose, DNA isolation was made from both the cancerous tissue and normal
tissue samples of formalin-fixed paraffinized breast and thyroid samples. After quantification
of the samples, the loci of the 36-InDelplex panel developed by Filoglu were amplified by PCR.
Visualization and evaluation of the data obtained from the samples after electrophoresis of PCR
products were performed using the Genemapper® v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) analysis
program. Changes were observed in all but 5 samples from 26 tissues in breast tissues.
Mutational changes were detected in %80,8 of the samples. In thyroid tissues, except 5 out of

21 tissues remained unchanged. Therefore, %76,2 of the thyroid tissues remained the same. The



most common change in both tissues was loss of heterozygosity. Although InDels have a lower
mutation rate than STRs, differences were found between the profiles of cancerous tissues and
normal tissues in this thesis study. Since this may lead to misinterpretation of the profile results

obtained, care should be taken in cases where only tumor tissues are used as reference samples.

Keywords: InDel, instability, cancerous tissue, identification, STR, forensic genetics



1. Giris ve Amacg

Insanlarda DNA polimorfizmlerinin analizi genetik arastirma ve tibbi tan1 igin degerli
bir ara¢ olmakla birlikte klinik ve adli tip laboratuvarlarinda da rutin uygulama haline gelmistir.
DNA analizi hastaliklarin tanisinda, babalik, akrabalik testlerinde, insan kalintilarinin
tanimlanmasinda ve biyolojik oOrneklerin kaynaginin belirlenmesi gibi bircok alanda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kimlik tespitinde DNA analizi, yalnizca s6z konusu 6rnekle
karsilastirilacak bir referans 6rnek varsa yararlidir. Agik bir referansin olmadigi durumlarda,
alternatif bir kaynak bulmak gereklidir. Referans numunenin dogrulugu siipheli oldugunda veya
malign tiimor gibi olas1 genetik degiskenlige sahip dokulardan numune alinmasi durumunda
baz1 zorluklar ortaya g¢ikabilmektedir. Cilinkii malign tiimdrlerin bilinen 6zelliklerinden biri
DNA molekiiliinde kalic1 degisikliklere sahip olmasidir ve bu hiicrelerden elde edilen DNA’da

mikrosatellit instabilitesi veya heterozigosite kayb1 gibi anormaliler goriilmektedir(1).

Adli bilimler laboratuvarlarinda kimliklendirme amagli analizlerde tercih edilen ilk
sistemler olan kisa tandem tekrarlar1 (STR'ler) goriiniir 6zellikler veya patolojilerle baglantili
olmamakla birlikte nispeten kararlidir ve popiilasyonda iyi dagilmis bir sekilde
bulunmaktadir(1). Ayrica yiiksek heterozigosite gdsteren STR’ler multialeliktir ve analizleri
kolaydir(2). Klinik doku 6rnekleri adli vakalarda sik kullanilmamakla birlikte zaman zaman
kimligi belirlenememis bedenlerin tanimlanmasinda veya babalik testlerinde rol
oynayabilmekte, ayn1 zamanda patolojik Orneklerdeki karigikliklarin ve kontaminasyondan
kaynaklanan sorunlarin ¢o6ziimiinde yardimci olabilmektedirler. Patoloji kliniklerinin
arsivlerinde analizi tamamlanan patolojik preparatlara ait Ornekler dikkatli bir sekilde
saklanmakta ve bu Ornekler adli STR testleri i¢in Onemli bir potansiyel kaynak
olusturmaktadir(1). Ancak kanserli dokularda meydana gelen genetik instabiliteler STR
polimorfizminin degismesine sebep oldugu icin hatali sonuglarin ortaya g¢ikmasina yol

acmaktadir(3). STR’lerin yani sira genomda fazla miktarda bulunmalar1 ve analizlerinin



kolaylig1 gibi nedenlerle, InDel’lerin adli bilimlerde potansiyel bir genetik belirtec¢ olabilecegi
belirtilmistir(4). InDel’ler kiigiik amplikon boyutuna sahip oldugu i¢in degrede Orneklerde
basarili sonu¢ vermektedir ve STR’lere gore daha az mutasyon oranina sahiptir(5,6). Ayrica
InDel’ler mikrovaryant friinler igermedikleri igin karisim(mixture) Grneklerinde
kullanilabilmektedir ve biyocografik soy analizi gibi popiilasyon genetigi calismalari igin de
uygun olmaktadirlar(7). Tiim bu o6zellikler InDel’leri STR’lere gore daha avantajli konuma

getirmektedir.

Bu tez calismasi ile kimliklendirmede kullanilmak amaci ile Filoglu ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen, Tiirkiye popiilasyonu i¢in yiiksek polimorfizm gosteren, 36 InDel
lokusunun kanserli dokularda incelenmesi amacglanmaktadir. Boylece STR’lerde gozlenen
instabilitenin InDel’lerde de goriiliip goriilmedigi saptanmis olacaktir. Bu amagla kanserli doku
ve ¢evresinde bulunan normal dokularin genotiplendirilmesi yapilarak elde edilecek profillerin

istatiksel degerlendirmelerle karsilastirilmasi yapilmasi planlanmaktadir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Adli Genetik

Adli genetik, adli tip ve kriminalistik arasindaki iliskiden meydana gelmektedir. Bu
alan diger alanlara benzer sekilde uzun vadede yavas bir sekilde geliserek ortaya ¢ikmistir ve
bagimsiz bir alana donlismiistiir(8,9). Adli genetikg¢ilerin ¢alismalari, calistiklart {ilke ve
laboratuvara gore degisiklik gostermekle birlikte, su¢ mahallinden elde edilen materyalin
analizini, ebeveynlik testlerini ve insan kalintilarinin tanimlanmasi i¢ermektedir. Adli
laboratuvarlar olay yerinden elde edilen delilleri, referans Ornek olarak da siipheli ve
kurbanlardan alinan 6rnekleri incelemektedir. Adli genetigin sorusturmadaki rolii olay yerinden
alman Orneklerin siiphelilerle karsilagtirilmasi ve mahkemede sunulacak ya da sorusturma

yapanlar bilgilendirebilecek bir rapor olugturmaktir(Sekil 1)(10).

Olay Yerinden Toplanan

Ornekler

Adli Biyolog
v v
Siphelilerden Kurbanlardan
referans Adli Genetik Uzmani o referans
drnekler dgrnekler
v v
RAPOR

Sekil 1:Adli genetigin sorusturmadaki rolii(10)



2.1.1. Adli genetigin tarihsel gelisimi

1900 yilinda Landsteiner’in ABO kan grup sistemini kesfedip, bireylerin kan gruplarina
gore gruplandirilabilecegini bulmasi ile adli genetik bir alan olarak bilim diinyasina
katilmistir(11). 1910 yilinda Locard degisim prensibini ortaya koyarak her temasin bir iz
birakacagini sdylemistir ve modern adli bilimlerin baslangicini saglamistir(12). 1931 yilina
gelindiginde ABO kan gruplarindan absorbsiyon-inhibisyon testi ile kimliklendirme adli
bilimler laboratuvarlarinda standart haline gelmistir(10). Sonrasinda ise molekiiler biyolojideki
gelismelerle birlikte biyolojik kanitlarin analizinde tamamen farkli bir donem baglamistir.
Genetik polimorfizmlerin DNA seviyesinde tespit edilebilmesi ile bireyler arasindaki niikleotid

farkliliklarinin DNA kodlama yontemi ile ortaya ¢ikarilmast miimkiin olmustur(13).

2.2. DNA’nin Kesfi

DNA ilk olarak 1869 yilinda Isvicreli fizyolojik kimyager Friedrich Miescher tarafindan
beyaz kan hiicrelerindeki protein izole edilmeye calisirken bulunmus ve niiklein adi
verilmistir(14).1910 yilina gelindiginde Hunt Morgan kalitim ¢alismak i¢in meyve sineklerini
kullanmistir ve genlerin kromozomlar izerinde oldugunu bulmustur(15).Griffith’in bakterileri
kullanarak yaptig1 transformasyon deneylerinden sonra Avery ve arkadaslar1 da ayni tarz
deneyler yaparak DNA’nin genetik materyal oldugunu gostermistir(16). E. coli bakterisini
enfekte eden T2 bakteriyofaji ile galisan Hershey ve Chase DNA ’nin kalitsal materyal oldugunu
kesin olarak kanitlamistir(17). 1950 yilinda Chargaff DNA’nin igeriginin her canlida farklilik
gosterdigini ve adenin sayisinin timin sayisina, guanin sayisinin ise sitozin sayisina esit
oldugunu bulmustur(18). Daha sonra 1952 yilinda Rosalind Franklin DNA’nin 3 boyutlu
yapisini X-ray kristalografi ile goriintiilemistir(19).1953 yilinda ise Watson ve Crick DNA nin

cift sarmal yapisini kesfederek bilim diinyasina biiyiik bir katki saglamistir(Sekil 2)(20).
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Sekil 2:DNA sarmali(21)

1980’lerden itibaren insan genomu ayrintili bir sekilde arastirilmaya baslanmstir. Insan
genom projesi ile birlikte insan genomunun yaklagik 3 milyar baz giftinden olustugu
bulunmustur. Ayrica 23 kromozomluk 2 set halinde paketlenmis DNA’dan olusan genom 20-
25 bin protein kodlayan gen igermektedir. Ayni zamanda insanlarin genomlarinin %99.9°u
aynidir(22-25). Adli olgularda tiim genomun ¢alisilmast miimkiin olmadig1 i¢in farklilik

yaratan kisimdaki polimorfik bolgelerle calisilmaktadir(26).

2.2.1. Mutasyon

Niikleotid sekansinda meydana gelen ve ¢ogunlukla hastaliga sebep olan degisikliklere
mutasyon denmektedir(27). Mutasyonlar, germ hatt1 mutasyonu ile ebeveynlerden gecebildigi
gibi somatik mutasyonlar ile bireyin yasami boyunca da edinilebilmektedir(Sekil 3).
Mutasyonlar genellikle onarilmamis DNA hasarindan, replikasyon hatalarindan veya hareket

edebilen genetik unsurlardan kaynaklanmaktadir(28).
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Sekil 3: Mutasyon ¢esitleri(29)

2.2.2. Polimorfizm

Polimorfizm ise popiilasyonda %1 veya daha yiiksek frekansta goriilmekle beraber
dogal olarak meydana gelmektedir ve etkisiz ya da faydali olmaktadir. Polimorfizmler,
mutasyonlara benzer sekilde DNA dizininde bir ya da daha fazla niikleotidin degismesi ile
olusmaktadir(28). Ayrica genomun hem kodlayan hem de kodlamayan bolgelerinde goriilmekte
ve nesilden nesile Mendel kanunlarina gore aktarilmaktadirlar(30). Polimorfizmler iki gruba

ayrilmaktadir(31):

e Dizi polimorfizmleri: Tek niikleotid polimorfizmi(SNP) ve insersiyon-delesyon

polimorfizmi(InDel)

e Uzunluk polimorfizmleri: Mikrosatelit(STR) ve minisatelit(VNTR)
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2.3.Adli Bilimlerde Kimliklendirme

DNA profillemesi adli bilim uzmanlarn tarafindan siklikla kullanilmaktadir ve
kimliklendirme i¢in iyi bir aractir. Siddet suglari, teror, cinayet, tecaviiz ve hirsizlik olaylarinda
failin kimliklendirilmesi ya da ebeveynlik testleri ve kayip kisilerden kalanlarin
kimliklendirilmesi gibi vakalarda kullanilmaktadir(32—34). Bir kisinin kan, sag¢, tiikiiriik, kemik
ve semen gibi biyolojik materyallerin analizi ile kimliklendirilmesi adli bilimler literatiiriinde
1904 yilindan beri yer almaktadir(13). Genetik belirteglerin adli amaglarla kullanimi 1900
yilinda Landsteiner tarafindan bulunan ABO kan gruplamasinin uygulanmasiyla baslamistir ve
bu belirtegler seroloji tabanli kimliklendirmede bir baslangi¢ saglamistir(11). Daha sonra 1958
yilinda Dausset l6kositler iizerinde bulunan genetik polimorfizm iceren HLA adi verilen
belirteci bulmustur(35,36). Ayrica kimliklendirme amagli protein belirtegleri olarak insan
kirmiz1 kan hiicreleri ve kan serumunda bulunan, kisiler arasinda amino asit dizisi farklilig
gosteren izoenzimler de kullanilmistir(37). Ancak proteine dayali belirteglerin, ayrim
giiclerinin diisiik olmasi, ¢cogu dokuda yeterli diizeyde bulunmamasi1 ve cevresel kosullara
maruz kalmis biyolojik drneklerde stabil olmamasindan dolay: kullanimi siirli kalmistir(38).
DNA’nin kimliklendirme amacli kullaniminda ilk adim degisken lokuslarin bulunmasiyla
olmustur. Ik olarak Wyman ve White restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmleri veya RFLP
olarak adlandirilan degisken uzunlukta restriksiyon pargalar ile karakterize edilen polimorfik
DNA lokuslarinin genetik belirte¢ olarak kullanilabilecegini belirtmistir(39). Daha sonra
Botstein ve arkadaslar1 bireyler arasindaki genetik farkliliklar1 gostermek amaciyla insan
genomundaki genlerin haritalanmasinda RFLP kullanmistir(40). Ancak bugiin DNA parmak izi
ya da DNA profillemesi olarak bilinen teknigi ilk bulan Sir Alec Jeffreys ve arkadaslardir.
VNTR ler, bir popiilasyonun iiyelerini ayirt etmek i¢in kullanilabilen genomda tanimlanmus bir
konumda bir dizi tekrarlayan diziden olusan DNA'nin yiiksek diizeyde polimorfizm igeren

bolgeleridir(41). 6 ile 100 b¢ arasinda degisen bir tekrar dizisine sahip olan VNTR’ler bazi
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alellerde binlerce kez temsil edilmektedir ve tekrar sayisindaki degisim, boyutlar1 500 bg ile 30

kb arasinda degisen aleller olusturmaktadir(10).

Jeffreys tarafindan VNTR'leri incelemek icin kullanilan teknik RFLP’dir. RFLP
analizinde, izole edilmis DNA 4-6 b¢ sekans motiflerine dayali olarak tanimlanan yerlerde daha
kiigiik parcalara spesifik restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmektedir. Parcalar, jel
elektroforezi kullanilarak boyutlarina gore ayrildiktan sonra DNA, Southern blot teknigi ile bir
naylon membrana aktarilmaktadir. Ilgilenilen VNTR sekansini1 hedefleyen bir radyoaktif prob,
tespit i¢in naylon membrana eklenen tek iplikli DNA'ya (ssDNA) hibridize edildikten sonra X
1sinina maruz birakilmakta ve DNA parmak izi olusmaktadir(41). DNA parmak izinin
kullanildig: ilk vaka Ingiltere’de dogup anne ve babasi ayrildiktan sonra 4 yasinda babasinin
yanma Gana’ya gd¢ eden ve 15 yasinda Ingiltere’ye annesi ve kardeslerinin yanma dénmek
isteyen Andrew Sarbah’in vakasidir. Ingiltere’ye girmesi igin annesi oldugunu soyledigi kisinin
teyzesi degil annesi oldugunu kanitlamasi gerekmektedir. Bunun igin de Jeffreys ve arkadaslari
cocugun(X), annesinin(M), erkek kardesinin(B) ve kiz kardeslerinin(S1,S2) VNTR profilini

¢ikarip durumu ¢ozerek Sarbah’in Ingiltere’de kalmasini saglamistir(42,43)(Sekil 4).
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Sekil 4: Ailenin DNA parmak izleri(42)

DNA profillemesinin kullanildig: ilk cinayet vakasi ise Collin Pitchfork’un 15 yasinda
iki kiza tecaviiz edip 6ldiirdiigii vakadir. Iki cinayetin de ayni kisi tarafindan islendigi olay
yerlerindeki spermden elde edilen DNA orneklerinin karsilastirilmast sonucu anlasilmstir.
Daha sonra olay yerinden elde edilen DNA 6rnegi ve cinayetlerin islendigi alanlarda ikamet
eden erkeklerden alinan kan Orneklerinden c¢ikarilan DNA profilleri karsilastirilarak fail

bulunmustur(43).

2.4.Modern Genetik Belirtecler

VNTR’lerin kullanimi, analizi i¢in fazla miktarda yiiksek molekiil agirlikli DNA’ya
ihtiya¢c duyulmast ve profillerinin yorumlanmasimin zor olmasi nedeniyle kisith kalmistir.
1990’larin ortalarindan itibaren de yerlerini STR’lere birakmislardir(10,32,44). DNA
profillemesinde sonraki biiyilk adim Mullis ve arkadaslar1 tarafindan PCR’in bulunmasi
olmustur. Bu bulus adli bilimlerde biiyiik bir ilerlemeye yol agmis olup DNA’nin belirli bir

kisminin ¢ok fazla kopyasinin in vitro olarak liretimini saglamaktadir (45).
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2.4.1. Kisa tekrar dizileri(STR)

2-7 b¢ uzunlugunda ardisik tekrarli diziler iceren STR’ler genoma yayilmis bir sekilde
bulunmakta olup insan genomunda her 6-10 kilobazda bir goriilmektedir. Yaklasik olarak 1
milyon STR lokusu oldugu belirtilmistir. Trimerik ve tetramerik STR’ler ise genomda her 20
kilobazda bir goriilmektedir. STR’ler bulundurduklari tekrarlarin igerigi ve sayilari bakimindan
birbirinden ¢ok farklidirlar (24,46—48). Fazla derecede polimorfizm igermelerinden dolay1
STR’lerin ayrim giigleri yiiksektir. STR lokuslari, kimliklendirme amacli adli bilimler
laboratuvarlarinda tercih edilen ilk metot olmasinin yani sira genetik baglanti(kromozom
haritalandirmasi) ve hastalik teshislerinde de kullanilmaktadir(32,49). STR’ler her zaman
homojen bir tekrar tinitesinin belirli sayida tekrarindan olusmaz. Bu yiizden STR lokuslari

ihtiva ettikleri tekrar {initelerinin igerigine gore 3’e ayrilmistir(48):

e Basit STR’ler: Igerdikleri tekrar iinitelerinin baz dizilerinin siralanis1 ve say1s1 aymidir.

Orn: THOI( tyrosine hydroxylase 1)(Sekil 5)

THO1

| AATG [ AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | allele 7

[ AATG | AATG | AATG | AATG [ AATG | AATG [ATG| AATG | AATG | AATG |  allele 9.3

Sekil 5:Basit STR(THO1)(10)
e Bilesik STRler: ki ya da daha fazla tekrar iinitesi igermekle beraber bu tekrar

{initelerinin baz dizilimi farklilik gosterir. Orn: FGA(Fibrinogen alpha chain)(Sekil 6)
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FGA

[T TTTTT
EEE  EEEEEEEEEEEE- [

DT'TC .T’TT -T’CT DCTTT Dcrcc .TTCC

Sekil 6: Bilesik STR(FGA)(10)

e Karmasik STR’ler: Icerdikleri tekrar iinitelerinin baz dizilerinin siralanisi ve sayisi

birbirinden farklidir. Orn: D21S11(Sekil 7)

D21S11

EEEE SN IEEEEEEEEEEEEEEEN
EEEEE BSENIEEEEEEEEEEEEEEEEE B

[] tcta [ o6 ] 1A [] Sequence not included in repeat

Sekil 7: Karmagsik STR(D21S11)(10)

Tetramerik ve pentamerik STR’ler adli bilimlerde en sik kullanilan lokuslardir ve PCR
reaksiyonu ile kolay bir sekilde kodlanabilirler(50). STR’ler 500-2500 pg gibi az miktarda
DNA ile basarili sonuclar verebilmektedirler. (49). Ancak bazi olay yerlerinden 100 pg’dan
daha az DNA elde edilebilmektedir. Boyle durumlarda yapilan PCR islemi sonucunda alel
drop-out(alel diismesi ;alel kayb1), peak dengesizligi ya da stutter olusumu goriilmektedir(10).
Ayrica karigim orneklerinde de stutter olusumundan dolay1 asil alelden daha kisa olan yanlis
alel olusumu goriilmektedir(32). Degrede 6rnekler i¢in kullanildiginda da biiylik amplikon
boyundan(150-450 bg) dolay1 yanlis profiller ortaya ¢ikabilmektedir(51). Yiiksek mutasyon

oranindan dolay1 da akrabalik analizinde hatali sonuglara yol agabilmektedir (52).
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2.4.1.1. STR kitleri

1997 yilinda FBI, CODIS(Birlesik DNA indeks Sistemi) olarak bilinen ulusal bir DNA
veri tabaninda kullanilmak tizere 13 STR lokusu belirlemistir. Bunlar CSF1PO, D21S11, FGA,
D18S51,THO1, D16S539, TPOX, D13S317, VWA, D8S1179, D3S1358, D7S820 ve D5S818
lokuslaridir. Ayrica benzer lokuslar Avrupa ve diinyanin diger bazi yerlerinde de seg¢ilmistir.
2011 yilina gelindiginde FBI, DNA veri tabaninda bulunan profillerin sayis1 arttik¢a
beklenmedik eslesme olasili§in1 azaltmak, uluslararasi uyumlulugu arttirmak ve kayip sahis
vakalarinda ayrim giiciinii arttirmak amaciyla kullanilan STR lokus sayisini arttirmistir. Ayrica
cinsiyet belirleyici belirte¢ olan ve X-Y kromozomunun her ikisinde de bulunan amelogenin
lokusu da veri tabanina eklenmistir. Adli bilim uzmanlar1 genellikle kendi STR assaylerini
kullanmak yerine kalite kontrolii yapilmus ticari kitleri kullanmay1 tercih etmektedirler. Ornek
olarak Promega, Life Technologies/Applied Biosystems ve Qiagen tarafindan ¢ikarilan kitler

verilebilir(32,53,54).

2.4.1.2. Kanserli dokularda STR instabilitesi

Adli DNA profillemesi i¢in secilen STR’ler 6zellikle hastalik belirtecgleri ile ilgili
olmayan DNA béliimiinden secilmektedir. Bunun sebebi DNA analizi igin toplanan 6rneklerin,
arastirmaciya test edilen bireyin sagligi hakkinda kisisel bilgiler vermesi durumunda ortaya
cikabilecek etik sorunlardir. Ancak adli DNA profilleme calismalari i¢cin malign timor
orneklerinin kullanilabilecegi bazi durumlar vardir. Ornegin kayip kisi ya da felaket
kurbanlarinin kimliklendirilmesi durumunda, yasam boyunca o kisilerden toplanan arsivlenmis
biyopsi Ornekleri, dlen kisi ile dogrudan karsilastirma yapilabilen tek biyolojik materyal
olabilir. Ayrica babalik davalarinda varsayilan babanin gaip olmasi, 6lmiis olup mezarinin
bilinmemesi veya yurt disinda olmasi gibi herhangi bir gerekce ile mezarinin agilamamasi ya

da cesedin yakilmis olmasi gibi haller baska drnekler olarak verilebilir. Bu durumda varsayilan
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babaya ait arsivlenmis doku ornekleri kullanilabilir. Bunlarin disinda doktor tarafindan kanser
tanisinin yanlis koyulup, organin ¢ikarildig: vakalarda hekim hatasi sorgulandiginda parafin

blogun ameliyat edilen kisiye ait olup olmadig1 incelenmektedir(3,55).

Tiimor DNA'sinin yalnizca tanimlanmis genlerde degil, ayn1 zamanda tekrarlayan DNA
dizilerinde de genetik degisiklikler barmndirdigi bilinmektedir. Ornegin bir¢ok tiimérde genetik
instabilite olarak heterozigotluk kaybt (LOH) ve mikrosatelit instabilitesi (MSI)
goriilmektedir(3). STR’ler genomun kodlamayan boélgelerinde yayilmis olup diger genomik
bolgelere gore daha fazla mutasyon orani icermektedir. Bunun sebebi DNA replikasyonu ve
tamiri sirasinda DNA polimerazin kayarak STR’lerdeki tekrarlarin silinmesine ya da
eklenmesine sebep olmasidir. Bu degisim mikrosatelit instabilitesi(MSI) olarak

tanimlanmaktadir(56,57)(Sekil 8).

DNA
Polimeraz

1 § ———CACACA ...............
3 ——— GTGTGTGTGTGT ———5'
CA
()
” §' ——— CACACACACACA ———3'
3 ———GTGTGTGTGTGT —— &'
-CA- ’ /
DNA yanliseslesme DNA yanliseslesme
tamiriilesaglanmis tamiri ile duzeltilememis
SS(6 tekrar) SI{7 tekrar)
3a 3b
§' ——— CACACACACACA ——3' §' ——— CACACACACACACA —— &'
3 ——— GTGTGTGTGTGT —— &' 3 ——GTGTGTGTGTGTGT —— &'

Sekil 8: Mikrosatelit instabilitesinin(MSI) olusum mekanizmasi(58)

Heterozigosite kaybi1(LOH) ise bir alelin mutasyonunu takiben kalan alelin de delesyonu
ile karakterizedir(59). Ayrica heterozigosite kaybi pik yogunlugunun miktarina gore de farklilik

gostermektedir. Tamemen heterozigosite kaybi(cLOH)(Sekil 9) olarak degerlendirilmesi igin
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pik yogunlugunun 0.5 ten diisik 2 den yiiksek olmasi gerekirken, kismi heterozigosite
kayb1(pLOH)(Sekil 10) ise bir allelin pik boyutunun %50 den fazla azalmasi durumunda ortaya

cikmaktadir(60,61).

D2S1338 FGA
1800: Tumor

1000}
400

{ Normal
1800}

1000

400; ||

Sekil 9: Tamamen heterozigosite kaybinin goériiniimii(62)
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D2S1338 FGA

3000;
Tumor

20001

10001

3000 Normal

20001

10001

Sekil 10: Kismi heterozigosite kaybinin gériniimii(62)

Bu genetik instabiliteler STR polimorfizminin degismesine sebep olarak bireylerin adli
kimliklendirmesinde ve ebeveynlik testlerinde hatali sonuclara yol acabileceginden, sadece
kanserli dokularin kullanildig1 vakalarda sonuglar konusunda dikkatli olunmalidir(63). Ornegin
Vauhkonen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada adli bilimlerde siklikla kullanilan
tetramerik STR’lerin gastrointestinal kanserde uygulanabilirligini gdstermek amaciyla 41
kanserli doku incelendi. Sonucunda orneklerin hepsinde heterozigosite kaybi goriiliirken,
yalnizca %32’sinin mikrosatelit stabilitesine sahip oldugu goriildii(64). Peleso ve arkadaslar
ise akciger kanserine sahip 24 kisiden aldiklar1 dokularla beraber normal dokularla
caligmiglardir. 24 6rnekten 20’sinde en az bir STR’de alel drop-out goériilmekle beraber tim
orneklerin STR lokuslarinda alelik dengesizlik goriilmiistiir. Ayrica 6rneklerin kiigiik bir kismi1
ise heterozigosite kaybi gostermistir(59). Zhang ve arkadaslar1,75 akciger kanserli dokuyla
calisarak cesitli STR belirteclerinin giivenilirligini test etmislerdir. 75 dokudan, 24°{i en az bir
STR lokusunda genetik degisiklik gostermistir. STR varyasyonunun en sik karsilasilan ¢esidi

ise heterozigositenin kismen kaybi olmustur(62).
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Cecardi ve arkadaslar yaptiklari ¢aligmada, adli bilimler alaninda kullanilan STR'lerin
kanserli dokular iizerindeki uygulanabilirligini degerlendirmek amaciyla AmpFISTR
Tanimlayici Kitinin 15 STR lokasyonu igin kontrol &rneklerine paralel olarak 48
gastrointestinal karsinom, 13 iirogenital ve 7 oral karsinom taramistir. Toplamda 37 kanser
dokusu normal dokularla karsilastirildiginda alelik  degisikliklik — gostermistir(29°u
gastrointestinal, 4’11 lirogenital,4 i oral tiimor)(65). Pelotti ve arkadaslari(2007) 15 STR lokus
icin alelik degisikliklerin insidansinin ve adli uygulamalarda kanserli dokularin uygunlugunun
degerlendirilmesi amaciyla 56 sporadik gastrointestinal karsinom taramistir. Kanserli dokularin
%66’sinin  normal dokularla karsilastirildiginda alelik degisikliklere sahip olduklari

goriilmiistiir(66).

Sonug olarak, genetik instabilitenin birgok farkli timorde gézlenen ¢ok yaygin bir olay
oldugu yapilan calismalarda goriilmiistiir. Ozellikle de normal doku iceren baska referans
ornekleri mevcut olmadiginda, doku biyopsileri gibi klinik drneklerden elde edilen DNA ile

kimliklendirme sonuglarinin degerlendirilmesinde ¢ok dikkatli olunmalidir(67).

2.4.2. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP)

SNP’ler organizmalarin genomunda tek bir niikleotidin farklilik gostermesi ile
olusmaktadir (Sekil 11). Insan genomunda yaklasik olarak 10-11 milyon SNP vardir ve en sik
karsilagilan polimorfizm ¢esididir. Her 1000 baz ¢iftinde ortalama bir SNP bulunmaktadar.

Buna gore genomdaki varyasyonun %85’ini SNP’ler olusturmaktadir(10,68,69) .
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Sekil 11:SNP'nin olusumu(70)

SNP’ler genomda bialelik, trialelik ve tetraalelik olarak bulunabilirler ama g¢ogu
bialelik olmakla beraber mutasyon seviyeleri de oldukga diisiiktiir. Bialelik olmalarindan dolay1
profil sonuglari ile elde edilen veride azalma olacagindan STR’ler ile ayni ayrim giiclinii
yakalayabilmesi i¢in 15 STR Ilokusuna karsilik 50-80 SNP lokusu kullanilmasi
gerekmektedir(38,71). SNP’lerin en ¢ok goriilen ¢esidi(ligte ikisi) pirimidin(C,T) ve
plirin(A,G) bazlarmin transisyonu ile kendi aralarinda yer degistirmesi sonucu olusurken, geri
kalanlar birbiri ile esit diizeyde olacak sekilde bunlar insersiyon, delesyon ve transversiyon

sonucunda olugmaktadir(72).

Adli analizler i¢in kullanilan SNP’ler 4 gruba ayrilmistir(38):

e Kimliklendirmede kullanilan SNP’ler: Yiiksek heterozigosite ve diisiik akraba evliligi

katsayisi(Fst) gerekmektedir.

e Akrabalik belirteci SNP’ler: Akrabalik analizi yoluyla kay1p kisileri tanimlamak i¢in

haplotip belirtecleri olarak islev goren sikica bagli SNP’ler

e Soy bilgilendirici SNP’ler: Diisiik heterozigosite ve yiiksek Fst degeri gerekmektedir.

e Fenotip belirteci SNP’ler

Son on yilda SNP’ler etnik koken, fenotip Ozellikleri ve molekiiler patoloji gibi
konulardaki genetik arastirmalarda kullanildigindan bu agidan da adli bilimlerde ilgi gérmiistiir.

Ayrica bazi laboratuvarlarda rutin vaka incelemelerinde, kimliklendirme ve akrabalik
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testlerinde STR’lere ilaveten calisilan tamamlayict belirtecler olarak
kullanilmaktadir(70,73,74).SNP’ler bazi durumlarda STR’lere nazaran daha avantajhi
olabilmektedir. Ornegin toplu felaketlerde ya da kayip kisi vakalarinda elde edilen DNA ¢ok
az miktarda ya da degrede ise SNP’ler daha kisa amplikon boyuna sahip oldugundan daha
basarili sonuglar verecektir(71,75). Ayrica az miktarda Ornek ile calisildiginda SNP
varyasyonlari, STRlerin aksine tekrarli dizinler icermedikleri igin STR’lerin yorumlanmasinda

zorluk ¢ikaran stutter olusumu goriilmez(76).

STR'ler, neredeyse tiim akrabalik vakalarini, iddia edilen iliskiyi destekleyen veya
dislayan son derece yiiksek olasiliklarla ¢ozmektedir, ancak belirli durumlarda istatistiksel
giicleri azalabilmektedir. Bu tlir durumlar sunlar1 igermektedir: gergek babanin birinci derece
akrabasini bilmeden test etme (bir erkek kardes veya baba gibi), STR'lerin diger belirteclere
kiyasla nispeten yiiksek mutasyonel kararsizligi nedeniyle olusan belirsiz genotipler ve diger
akrabalarin ¢cogunun veya tamaminin test i¢in uygun olmadigi durumlarda iliski analizleri. Bu
durumlarmn iistesinde gelmek i¢in mevcut olarak kullanilan STR lokuslarina yenileri eklenebilir

ya da ek olarak SNP’ler de kullanilabilir(77-79).

SNP’lerin diinya capinda ilk tercih edilen belirte¢ olabilmesi mevcut olan tiim ulusal
adli DNA veri tabanlarinin STR’lere dayali olmasindan dolay1 zordur. Rutin adli vaka ¢alismasi
icin SNP'ye dayali kimliklendirme yapilabilmesi, pek ¢ok tilke i¢in, adli DNA veri tabanlarinin
olusturulmasinda en bastan baglamay1 gerektirecektir. Bununla birlikte, DNA Orneklerini

saklayan ve heniiz adli DNA veri tabani olusturmaya baglamamis iilkeler, SNP kullanimin1

diistinebilirler(76).
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2.4.3. InDel (Insersiyon-Delesyon) polimorfizmi

InDel’ler, insan genomunda bir veya daha fazla niikleotidin eklenmesi ya da silinmesi
ile meydana gelen polimorfizmlerdir(80). DNA dizinine niikleotid eklenmesi insersiyon(Sekil

12) iken silinmesi ise delesyon olarak adlandiriimaktadir(Sekil 13).

Amino asit dizisiigin DNA kodu

o ~CATCATCATCATCATCATCAT

bazlan | - T

- His H His H His H His H His H His H His }-

Ami Bir
THno nikleotidin
asnt 4 ;

insersiyonu

pirs o (I DG I 17 P R S T >
CA CATCATA

|

ATCATCATCA

- His H His H His Thr Ser Ser Ser

Yanlis amino asit dizisi

Sekil 12:insersiyonun olusumu(81)

Amino asit dizisiigin DNA kodu

o ~CATCATCATCATCATCATCAT

bazlan

«- His H His H His H His H His H His H His -

asit Bir nikleotidin
p —~A delesyonu

4
L4

| I

CATECATCATCTCATCATCATC
~{ His H His H His HETrEHENESHEITSHENT- -

Yanlhgamino asitdizisi

Sekil 13:Delesyonun olusumu(81)
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2002 yilinda insanlarda bulunan 2000 bi-alelik InDel ilk defa Weber ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis ve karakterize edilmistir. InDel’lerin ¢esitli uzunluklarda oldugu ve
insanlarda en sik rastlanan polimorfizm SNP’ler olmasina ragmen InDel’lerin de onlardan sonra
genomda en sik goriilen polimorfizmler oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismaya gore InDel’ler
genomda goriilen polimorfizmlerin yaklagik %20’sini olusturmaktadir. Ayrica genomda fazla
miktarda bulunmasi ve analizinin kolayligi gibi nedenlerle, InDel’lerin adli bilimlerde
potansiyel bir genetik belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (4). Mills ve arkadaslar1 415.000’den
daha fazla InDel polimorfizmi iceren ilk InDel varyasyon haritasini olusturmustur. Bu
haritadaki InDel’lerin boylart 1b¢ ve 9989 bg arasinda degismekte olup hemen hemen esit
sekilde insersiyon ve delesyondan meydana gelmektedir. Bu ¢alismaya gére genomda ortalama
olarak 7.2 kilobazda bir InDel’in oldugu bulunarak InDel’lerin genoma yayilmis bir sekilde

oldugu belirtilmistir(82). Ayrica InDel’ler yapilarina gore 5 sinifa ayrilmistir:

e Tek baz ¢iftinin insersiyon veya delesyonlari,
e Monomerik baz ¢ifti genislemeleri,

e 2-15 baz ¢iftinin geniglemeleri,

e Transpozon insersiyonlari

e 2-9998 baz ¢ifti uzunlugunda rastgele DNA dizisi igeren InDel’ler(82).

InDel’ler boylarina gore ise su sekilde siiflandirilabilirler:

e 1-543 niikleotid arasinda uzunluga sahip olan kii¢iik InDel’ler
e 50 niikleotide kadar uzunluga sahip olanlar mikroInDel’ler

e Genellikle tiimorlerde goriilen 10.000 niikleotitten fazla uzunluga sahip olan yapisal

varyasyonlar(83)

InDel’ler genomda fenotipik degisiklige sebep olmaktadir. Yapilan bir calismada

800.000 kii¢iik InDel’in genlerin kodlayan ekson bolgesinde yer aldigi goriilmiistiir ve bu
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InDel’lerin gen fonksiyonunu degistirmesi beklenmektedir. Ayrica 39.000’den fazla InDel’in
de genlerin promotor bolgesinde oldugu belirtilmistir(84). Boylelikle InDel’ler birgok hastaliga
cergeve kaymasi mutasyonuna sebep olarak yol agarken, biiyiikk InDel’ler genleri direkt

bozmakta ya da kesme ve baglanma noktalarinda degisiklik yaratmaktadir(85).

Cerceve kaymasi mutasyonu su sekilde gerceklesmektedir; eklenen ya da silinen
niikleotid {i¢iin katindan farkli ise bu, genin okuma ¢ergevesinde degisiklik meydana getirerek

aminoasit dizisinin ya da durdurma kodonunun da degismesine yol agmaktadir(86)(Sekil 14).

Amino asitdizisiicin DNAkodu

i ~CATTCACACGTACTCATGCTAT
bazlan

-4 His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu F-

C Bir DNA bazinin cerceve kaymasi
sonucu olusan
abnormal amino asit dizisi

Sekil 14:Cerceve kaymas1 mutasyonu(81)

Stenson ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada Mendeliyen hastaliklarin
%24’{iniin InDel’ler tarafindan olusturuldugu belirtilmistir(87). Ornek olarak CTFR geninin
kodlama bolgesindeki 3 niikleotidin kaybi sonucu proteinin fonksiyonunun bozulmasi ile
meydana gelen kistik fibrozis ve 3 niikleotid tekrarinin eklenmesiyle ortaya ¢ikan kirillgan X

sendromu verilebilir(83,88).

Ayrica InDel’ler STR’lere kiyasla ¢ok daha diisitk mutasyon oranlari igermekle birlikte,

daha kisa amplikon boyuna (60-200 bg) sahiptir. Bu da degrede 6rneklerde InDel’lerin
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kullanilmasini miimkiin kilmaktadir(6). Yapilan ¢caligmalarda AIM-SNP’lere(soy bilgilendirici
markir) ek olarak InDel’lerin de iskelet kalintilarindan genotiplendirmede basarili oldugu
goriilmiistiir(89). InDel’ler STR’lere benzer uzunluk polimorfizmleri gostermelerinden dolay1
PCR islemini takiben kapiler elektroforez gibi mevcut adli DNA test platformlar1 kullanilarak
tespit edilebilmektedir(5). Ayn1 zamanda InDel’ler mikrovaryant {iriinler icermedikleri i¢in
karisim(mixture) 6rneklerinde kullanilabilmektedir ve biyocografik soy analizi gibi popiilasyon
genetigi calismalar1 i¢in de uygun olmaktadirlar(7).Omegin Xie ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢aligmada 30 InDel lokusu kullanilarak Cinli Xinjiang Hui grubu ve diger 25 grup
arasindaki genetik farkliliklar ve iliskiler arastirilmig olup bu grubun diger ¢cogu grupla yakin
bir iliskisi oldugu bulunmustur(5). Ayrica Tiirkiye’de InDel’ler kullanilarak yapilan bir
calismada Tirk popiilasyonun Avrupa popiilasyonuna genetik olarak daha yakin oldugu

belirtilmistir(90).

2.4.3.1. InDel kitleri

Boya ile etiketlenmis PCR iirlinleri kullanan 2 tane ¢oklu dialelik InDel amplifikasyon
sistemi gelistirilmistir. Bunlardan biri Qiagen tarafindan gelistirilen ve ticari bir kit olan 30
InDel’den olusan DIPplex Kkittir. Digeri ise Pereira ve arkadaslar1 tarafindan kisi
identifikasyonu i¢in gelistirilen 38plex InDel setidir (80,91). DIPplex kitinde yer alan InDel
lokuslart su sekildedir: HLD77, HLD45, HLD131, HLD70, HLD6, HLD111, HLD58, HLD56,
HLD118, HLD92, HLD93, HLD99, HLD88, HLD101, HLD67, HLD83, HLD114, HLD48,
HLD124, HLD122 HLD125, HLD64, HLD81, HLD136, HLD133, HLD97, HLD40, HLD128,
HLD39, HLD84 ve Amelogenin. DIPplex kitinin 0Ozellikle felaket kurbanlarinin
kimliklendirilmesinde degrede oOrneklerde basarili oldugu belirtilmistir(91) Diivenci ve
arkadaslar1 tarafindan Tiirk popiilasyonunda 30 InDel lokusunun adli parametrelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismada, DIPplex kitinin kisi kimliklendirmesinde

kullanilabilecegi ve ebeveynlik testinde de tamamlayict olarak kullanilabilecegi
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belirtilmistir(90). Ancak bu kitlerdeki dialelik belirteclerin diisiik polimorfizm seviyeleri
ebeveynlik testlerinde yalnizca destekleyici bir panel olarak kullanilmasina yol acarken, adli
genetikgilerin de daha ideal belirtecler gelistirmelerine sebep olmustur(91). Ornegin, Huang ve
arkadaglar1 adli rutinlere daha uygun olabilecek, 20 birbirine sikica bagl belirteg birlesimini (1
pozisyon multi-InDel olarak adlandirilan 2 ya da 3 InDel igermektedir) tanimlamis ve
validasyon iglemini gergeklestirmistir. Bu multi-InDel sistemi diger sistemlerle
karsilastirildiginda zaman ve masraf agisindan daha avantajli olmasinin yani sira yiiksek
polimorfizm diizeyleri icermektedir ve kisa amplikon boylarindan dolay1 degrede 6rneklerde
kullanilmak i¢in uygundur(92). Zhao ve arkadaslar ise 22 birbirine bagli ve tri-alelik olan
InDel’i kullanarak 11 haplotip belirteci gelistirmistir. Bu multi-alelik haplotip panelinin diger
geleneksel InDel test panellerine gére daha polimorfik oldugunu ve ebeveynlik, akrabalik

testlerinde daha fazla ayrim giicline sahip oldugunu belirtmislerdir(93).

2.4.3.2. Kanserli dokularda InDel instabilitesi

Teknik olarak MSI yani mikrosatellit instabilitesi yalnizca STR’lerde goriilebilmektedir
ancak InDel’ler icin de yeni bir alelin olugsmas1 ya da bir alelin eklenmesi InDel instabilitesi
sayilabilmektedir. MSI InDel’ler agisindan degerlendirildiginde normal dokudaki
homozigotlugun (1,1) heterozigotluga(1,2) doniismesi ya da farkli bir homozigotluga(2,2)

doniigmesi olarak tanimlanmistir(60).

LOH yani heterozigosite kayb1 ise hem InDel hem de STR’ler i¢in tiimdrlii dokudaki

allelik delesyon olarak tanimlanmistir(60).

Tozzo ve arkadaglan tarafindan 2021 yilinda yapilan ¢alismada dondurulmus sekilde
bulunan 19 karaciger kanseri dokusu,18 gastrik kanser dokusu,11 meme kanseri dokusu ve 27
kolorektal kanser dokusu kullanilmistir. 66 6rnekten 61’inin yani 6rneklerin %92,4 {iniin InDel

lokuslarinda en azindan bir mutasyona sahip oldugu goriilmiistiir. Mutasyonlarin ¢ogunlugu



(%79,4°1) heterozigosite kayb1 olmakla beraber bunun da %41,7’si kismi heterozigosite

kaybidir. Orneklerin sadece %20,6’°sinda InDel instabilitesi goriilmiistiir(60).

28



29

3. Gere¢ ve Yontem

Bu tez ¢alismasinda aralarinda akrabalik bagi bulunmayan ve ¢aligmaya katilmaya riza
gosteren kisilere ait parafine gdmiilmiis 26 adet meme ve 22 adet tiroit kanserli doku

kullanilmistir.

Kanserli dokularda ve ¢evresinde bulunan normal dokularda otozomal kromozomlar
iizerinde yer alan 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521,
rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671,
rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480,
rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363,
rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu ve Y kromozomu
iizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusu ile amelogenin (AMG-XY) lokusu ¢aligilarak
tiplendirme yapilmistir. Bu InDel lokuslar1 Filoglu ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis olan
36-InDelplex panelinde yer almakta olup Tiirkiye popiilasyonu i¢in yliksek polimorfizm

gostermektedir ve adli kimliklendirmede kullanilabilirligi gosterilmistir (94).

48 kisiye ait, 36 InDel lokusunun profilleri ¢ikarildiktan sonra elde edilen verilerle
istatistiksel degerlendirmeler yapilarak InDel lokuslarinin saglikli ve kanserli dokular arasinda

bir farklilik gbsterip gostermedigi incelenmistir.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii AR-
GE Laboratuvart ve Adli Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Tez ¢alismasi sirasinda

kullanilan cihaz, kit ve kimyasallarin listesi agagida verilmistir.



3.1. Deneyde Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Cihazlar

Buzdolabi (Vestel)

Derin dondurucu (Delta)

Kuru 1s1tic1 blok (Bio TDB100-Biosan)

Vorteks (Weightlab Instruments)

Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)

Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)

Otomatik Pipet (2,5 pl, 20 pl, 100 pl, 1000ul) (Eppendorf/ Research Plus)
Is1 dongii cihazi (SimpliAmp™ Thermal Cycler)

Bilgisayar kontrollii genetik analizér 3500 (Applied Biosystems™)

3.1.2. Ticari kitler

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)
E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)

QIAGEN Multiplex PCR Kit

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Hi-Di™ (Highly deionized) Formamide (Thermo Fisher Scientific)

POP-7 Polimer (Performance Optimized Polymer 4) (Thermo Fisher Scientific)
GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard

Xylenes > 99%

Etanol (%99’1uk)

10X EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) tamponu (Thermo Fisher Scientific)

30
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3.2. Deneyde Kullamlan DNA Ornekleri

Bu calismada 1.U-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji ABD’indan
temin edilerek, tez calismasinda kullanilmasi 1.U-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Degerlendirme Kurulunca 02.03.2021 tarihli ve 17853 sayil1 etik kurul karari
(Ek-1) ile uygun goriilen, parafin bloklara gomiilli, 26 adet meme ve 22 adet tiroit kanser
dokusu ve buna karsilik kanserli dokularin ¢evresinden elde edilen 26 adet meme ve 22 adet
tiroit normal dokusu kullanilmistir. Tiroit dokularinin tiimiiniin patolojik tanist papiller tiroid
karsinomudur. Tiroit dokusu kullanilan kisilerin yaslar1 28-60 araliginda olup meme dokusu
kullanilan kisilerin yaslar1 ise 28-77 araligindadir. Meme dokularinin patolojik tanilarina ait
bilgiler Tablo I’de gosterilmistir. Bilimsel g¢alismalarda orneklerinin kullanilmasina riza
gosterip onam veren kisilerin ornekleri ¢aligmaya dahil edilmistir. (Ek-2: Bilgilendirilmis

Onam Formu)

Tablo I. Meme dokularina ait patolojik tanilar

Ornek Kodu Patolojik Tanisi

T21-XX-140 Metaplastik Karsinom

T21-XX-141 Miks Tipte Invaziv Karsinom (invaziv Lobiiler Karsinom Ve Invaziv Duktal Karsnom)

T21-XX-142 Miks Tipte Invaziv Karsinom (invaziv Duktal Karsinom Ve Invaziv Kolloidal Karsinom)

T21-XX-143 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-144 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-145 Miks Tipte Invaziv Karsinom (invaziv Lobiiler Karsinom Ve Invaziv Duktal Karsinom)

T21-XX-146 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-147 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-148 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-149 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-150 Miks Tipte Invaziv Karsinom (Invaziv Duktal, InYaZiV Mikropapiller Ve Invaziv Miisindz Kolloidal
Karsinom)

T21-XX-151 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-152 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-153 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-154 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-155 Miks Tipte invaziv Karsinom (Invaziv Lobiiler Karsinom Ve Invaziv Duktal Karsinom)

T21-XX-156 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-157 Invaziv Duktal Karsinom
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T21-XX-158 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-159 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-160 Miks Tipte invaziv Karsinom (invaziv Lobiiler Karsinom Ve Invaziv Duktal Karsinom)
T21-XX-161 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-162 Invaziv Duktal Karsinom

T21-XX-163 Multisentrik Invaziv Lobiiler Karsinom

T21-XX-230 Miks Tipte invaziv Karsinom (invaziv Kolloidal Karsinom Ve invaziv Duktal Karsinom)
T21-XX-231 Invaziv Duktal Karsinom

3.3. Deney Asamasi

Siirec,

e Orneklerden kesit alinmasi

e DNA izolasyonu

e DNA miktar tayini

e PCR

e PCR iiriinlerinin Applied Biosystems™ 3500 cihazi ile analizi

e Verilerin analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi

basamaklarindan olugmaktadir.

3.3.1 Orneklerden kesit alinmasi

Ik olarak parafin bloklara gomiilmiis tiimorlii dokulardan mikrotom cihazi kullanilarak

2 um kalinliginda kesit alinarak lama koyuldu ve hematoksilen ile boyandi. Daha sonra lamlar

mikroskop altinda uzman patolog tarafindan incelenerek kanserli olan kisimlar belirlendi. Ayni

hastalara ait parafin bloklara gémiilmiis ¢cevre doku ornekleri de alindi. Hem kanserli hem de

cevre dokuya ait parafinli bloklardan mikrotom cihazi ile 2 pm kalinliginda 10 adet kesit

almarak tiiplere izolasyon asamasinda kullanilmak iizere yerlestirildi.
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Orneklerin boyanmasi su basamaklardan olusmaktadir:

1. Timorli dokulardan alinan kesitler su banyosuna konulduktan sonra lamlara aktarildi.
Daha sonra lamlar etiivde 55 ° C'de 45 dk bekletildi.

2. Lam sepeti 3 defa art arda 5’er dk boyunca ksilen kabina daldirildi. Ayni islem alkol
icin de azalan miktarlar uygulanmak tizere (%95 ve %75’lik alkol ile) tekrarlandi.

3. Dabha sonra distile su ile yikanan lam sepetinin suyu iyice siizdiiriildii ve hematoksilen
boya kabina daldirilip burada 1 dakika boyunca bekletildi. Lam sepeti, dokulara boyanin
niifuz edebilmesi i¢in boya soliisyonuna daldirilip ¢ikarildi.

4. Akan su altinda lam sepeti 2 dakika bekletilerek fazla boyanin gitmesi saglandi.

5. Dokularin diferansiyon edilebilmesi i¢in lam sepeti asit alkol soliisyonuna daldirilip
cikarildiktan sonra akan su altina sokularak diferansiyasyonun durmasi saglandi.

6. Dokularin morlagsmasi igin lam sepeti, diliie amonyakl suda bekletildi. Akan sualtinda
doku rengi berrak mor renk kazanincaya kadar bekletildi.

7. Lam sepeti berrak mor rengini aldiktan sonra eozin boyasina daldirildi ve 1 dakika
bekletildi. Siire bitiminde lamlar akan suda yikandi. Boylece boyama islemi bitmis oldu.

8. Boyanan lamlar diisiik konsantrasyonlu alkolden baslanarak dokular dehidre edilmesi

sagland1 ve etlivde kurumaya birakildi.

Lamlarin mikroskop altinda histolojik olarak incelenmesinden sonra kanserli olmayan

ya da uygun olmayan bazi 6rneklemeler ¢ikarildi.

3.3.2. DNA izolasyonu

48 dokunun hem kanserli doku i¢eren kismindan hem de normal doku i¢eren kismindan
DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu igin E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)
kullanildi. Bu yontem silika temelli olup DNA’nin spin kolona baglanmasi sonrasinda yapilan

yikama iglemi ile ortamda bulunan DNA haricindeki istenmeyen komponentlerin ve
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proteinlerin uzaklastiritlmasini temel almaktadir. Boylece spin kolona baglanan DNA molekiilii,
elisyon tamponu kullanilarak saf halde elde edilmektedir. Bu yontemle PCR inhibitorlerinin
bir kismi da ortamda uzaklastiritlmaktadir, bu da PCR islemi i¢in DNA’nin daha yiiksek kalitede

ve miktarda olmasini saglamaktadir.
Deparafinizasyon

DNA izolasyonunun deparafinizasyon islemi adiminda dokulardan parafini

uzaklastirmak i¢in ksilen, ksileni uzaklagtirmak i¢in ise alkol uygulanmaktadir.

1. 2 mL’lik niikleaz igermeyen tiipe dokudan alinan kesit koyuldu.

2. Parafinin uzaklastirilmasi i¢in 1 mL ksilen eklendi ve iyice karismasi igin vortekslendi.

3. 10 dakika boyunca maksimum hizda (>10.000 x g) santrifiijlendi ve dokunun ¢okmesi
saglandi.

4. Pelet bozulmadan tiipiin iistiinde olusan siipernatant atildi.

5. Ksileni uzaklastirmak amaciyla tiipe 1 mL 100% etanol eklendi.

6. 5 dk boyunca en yiiksek hizda santrifiijlendi.

7. Pelet bozulmadan etanol pipet yardimiyla uzaklagtirildi.

8. 5-7. adimlar tekrarlandi.

9. Doku peleti 37 ° C'de 15 dakika boyunca kurutuldu.
Izolasyon

10. Tiipe 200 pL. TL Buffer eklendi.

11. Daha sonra 25 pL Proteinaz K Soliisyonu eklendi. Iyice karismasi igin vortekslendi.
12. Isitic1 blokta 1,5 saat boyunca 55 ° C'de inkiibe edildi.

13. 90°C’de 45 dk boyunca inkiibe edildi.

14. 5 dk boyunca en yiiksek hizda santrifiijlendi.
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15. Siipernatant steril 1,5 mL mikrosantrifijj tipiine aktarildi. Coziinmemis peletleri transfer
edilmedi.

16. Tiipe 220 uL BL Tamponu eklendi. Daha sonra iyice karistirmak igin vortekslendi.

17.70°C’de 10 dk boyunca inkiibe edildi.

18. 20 uL %100 etanol eklendi. Iyice karistirmak igin vortekslendi.

DNA Baglanmasi

19. HiBind® DNA Mini Kolonunu 2 mL’lik Toplama Tiipiine yerlestirildi.

20. Olusmus olabilecek ¢okeltiler dahil olmak iizere tiim numune HiBind® DNA Mini
Kolonuna aktarildi.

21. 1dk boyunca en yiiksek hizda santrifiijlendi.

22. Filtrat atild1 ve toplama tiipii yeniden kullanildi.

DNA Yikanmasi

23. 500 uL HBC Tamponu eklendi.

24. 30 sn en yiiksek hizda santrifiijlendi.

25. Filtrat ve toplama tiipii atildi.

26. HiBind® DNA Mini Kolonu yeni bir 2 mL Toplama Tiipiine yerlestirildi.

27.700 uL DNA Yikama Tamponu eklendi.

28. Maksimum hizda 30 saniye santrifiijlendi.

29. Filtrat atild1 ve toplama tiipli yeniden kullanildi.

30. Ikinci bir DNA Yikama Tamponu yikama adimi i¢in 27-29 Adimlarini tekrarlandi.
31. Kolonun kurumasi ve eser miktardaki Etanoliin giderilmesi i¢in bos HiBind® DNA

Mini Kolonu maksimum hizda 2 dakika santrifiijlendi.
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DNA Eliisyonu

32. HiBind® DNA Mini Kolonu niikleaz icermeyen 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi.

33. 70 ° C'de 1sitilmis 60 pL Eliisyon Tamponu eklendi.

34. Oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

35. 1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlendi.

36. izole edilmis DNA -20°C’de saklandi.

3.3.3. DNA miktar tayini

1. 2 adet standart Qubit® 4.0 cihazinin kalibrasyonunu yapmak i¢in kullanildi.

2. Calisgma soliisyonunu hazirlamak amaciyla Quant-itTM dsDNA HS Buffer
¢ozeltisinden 199 puL alinarak tizerine 1 pL Quant-itTM Reagent eklendi.

3. Hazirlanan karisim ¢ozeltisinden standartlar i¢in tiipe 190 uL. konuldu ve {izerine
S1(Standart 1) ve S2(Standart 2) ¢ozeltilerinden 10 uL eklendi.

4. Izole edilen drneklerin miktar l¢iimii i¢in karisim ¢dzeltisinden 199 pL alind1 ve
tizerine 1 pL. DNA 6rnegi eklendi.

5. Karisim 2-3 saniye vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

6. 1lk olarak cihazin kalibre edilmesi icin Standart 1 ve Standart 2’nin 8l¢iimii yapildi.

7. Daha sonra ornekler cihaza yerlestirilerek 6l¢tim yapildi.

3.3.4. PCR

Bu c¢alismada Filoglu(2020) tarafindan  gelistirilen  36-InDelplex  paneli

kullanilmigtir(94).



3.3.4.1. PCR bilesenlerinin hazirlanmasi

Izole edilen toplamda 96 adet DNA &rnegine ait 36 INDEL lokusunun multipleks
(¢oklu) amplifikasyonu QIAGEN Multiplex PCR Kiti kullanilarak yapildi. PCR’da
kullanilacak bilesenler tabloda verilen miktarlara gére hazirlandi (Tablo II). DNA
ornekleri baslangicta 1 ng olacak sekilde sulandirilmasi yapilarak PCR karisimina
eklendi. Ancak sonuglarda goriilen piklerin yetersizligi nedeniyle ilk olarak miktar 2 ng

sonrasinda ise 3 ng olacak sekilde sulandirilarak kullanilmaya baslandi. Lokuslarin ¢ogu

kayip ¢ikan orneklerde miktar hig seyreltilmeden direkt kullanildi.

Kullanilan kit ¢alismaya baslamadan once -20 °C’den ¢ikartildi ve PCR karigiminin

hazirlanmas1 tamamlana kadar buzda bekletildi. PCR karisim1 hazirlanirken kullanilan

ependorf tiiplerde baloncuk olusmamasina dikkat edildi.

Tablo Il. PCR bilesenleri ve miktarlar

PCR Bilesenleri Hacim/ Reaksiyon (ul) her Negatif Kontrol
ornek icin
Master Mix 4,2 ul 4,2
Taqg Polimeraz 0,5 ul 0,5
Primer Mix 3ul 3
DNA 3ul -
Toplam Hacim 10,7 ul 7,7

3.3.4.2. PCR kosullart

Caligmada SimpliAmp™ Thermal Cycler cihaz1 kullanildi. Bu reaksiyon, Tablo III’te

verilmis olan PCR kosullar1 dikkate alinarak gerceklestirildi. Olusabilecek herhangi bir
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kontaminasyonun varligini saptamak amaciyla her PCR isleminde negatif kontrol ve pozitif
kontrol eklenerek yontemin verimli c¢alisip c¢alismadigina bakildi. PCR islemi sonrasinda
tiplerin agizlar1 siki bir sekilde parafilmle kapatilarak 24 saatten fazla zaman sonra

elektroforeze yiiklenecegi i¢in -20 °C’ ye kaldirild1.

Tablo I11. PCR Kosullar

Sira Asama Sicakhik Siire
1 Baslangig¢ denatiirasyonu 95°C 11 dk
2 Denatirasyon 94 °C 20 sn

32 dongii
3 Amplifikasyon_] 62 °C 3 dk
4 Uzama 60 °C 1 saat
5 Sonug 4 o0

3.3.5. PCRiiriinlerinin Applied Biosystems™ 3500 cihaz ile analizi

Bu asama, PCR friinlerinin elektroforeze hazirlanmasi ve elektroforeze yiiklenmesi
olmak {tizere iki adimdan meydana gelmektedir. Bu calismada Genetiks Genetik Hastaliklar
Tan1 Merkezi ve Laboratuvarlarinda bulunan 8 kapilerli Applied Biosystems™ 3500 Genetik

Analizor (Life Technologies) kapiler elektroforez cihazi kullanildi.

3.3.5.1. PCR iiriinlerinin elektroforeze hazirlanmasi

Ornekler Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizdr cihazma yiiklenmeden dnce

Tablo IV teki karisim analizi yapilacak her bir 6rnek i¢in hazirlandi.

Tablo V. Elektroforez bilesenleri ve miktarlari

Elektroforez Bilesenleri Hacim/ Reaksiyon (ul) her érnek icin

Hi-Di™ Formadide 9,5
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GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard 0,5
PCR Uriinii 1
Toplam Hacim 11

Ik olarak Hi-Di™ Formadide ve GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard bu asamada

kullanilmadan 6nce kisa siire santrifiijlendi. Daha sonra her bir 6rnek i¢in 9,5 pl Hi-Di™

Formadide ve 0.5 pl GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard igeren bir karigim hazirlanip

vortekslendi. Plate kuyucuklarina PCR dirlininiin ve hazirlanan karigimin yiiklenmesi

asamasindan once PCR {iriinleri kisa bir siire santrifiijlendi. Sonrasinda 10 pl karisim ve drnek

basma 1 ul PCR iiriinii plate kuyucuguna yiiklendi.

3.3.5.2. PCR iiriinlerinin elektroforeze yiiklenmesi

Ornekler 36 cm kapillerle, POP-7 polimeri kullanarak GS STR POP7 (1 ml) G-5

modiiliinde; injeksiyon 1.2 kV ve 24 sn, 60°C’de 30 dakika yiiriitiilmiistiir (Tablo V). Cihazda

uygun injeksiyon zamani, injeksiyon voltaji, yliriitme zamani ve ylriitme sicakligi kontrol

edilerek ayarlanda.

Tablo V. Elektroforez Kosullar

Parametre GS STR POP-7(1 ml) G5 modiil
Matriks InDel primerlerine 6zel 5 boyali matriks
Injeksiyon zamam 24 sn

Injeksiyon voltaji 1.2 kv

Yiiriitme zamani 30 dk

Yiiriitme sicakhgi 60°C
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3.3.6. Verilerin analizi ve sonuclarin degerlendirilmesi

Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizor’deki elektroforez sonrasi drneklerden
elde edilen verilerin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi Genemapper® v.5.0 (Thermo Fisher
Scientific) analiz programi kullanilarak yapildi. Programda yapilan yiiriitmelerin verileri
goriintiilenmeden Once cihazin otomatik bir sekilde tiplendirme yapabilmesi i¢in 6zel olarak
panel ve bin setleri olusturuldu. Daha sonra programda yeni bir proje olusturulup, bu projeye

yapilan yiiriitmelerin verileri aktarildi. Orneklerin analizi bu parametreler 1s131nda yapilda.

GeneScan ™ LIZ 500 Size Standard (50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340,
350, 400, 450, 495, 500) yiiriitme sartlarin1 kontrol etmek ve INDEL lokuslarinin tespiti i¢in
kullanildi. Bu standarda ait DNA fragmentlerinin uzunluklart Sekil 15°te gosterilmektedir. Her
ornek icin bu standartin yeri kontrol edildikten sonra InDel’lerin yerleri de standart referansla
karsilastirilarak belirlendi. Mavi, yesil, siyah ve kirmizi renklere ait floresan boyalarin alel
boyutlar1 g6z oniine alinarak elektroforegramdaki pikler degerlendirildi ve insersiyon, delesyon

ya da InDel oldugu belirlendi.

15020

Sekil 15: LIZ 500’{in elektroforegram goriintiisii
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4 Bulgular

Bu ¢alismada Filoglu ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan 36-InDelplex panelinde
yer almakta olan 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521,
rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671,
rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480,
rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363,
rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu ve Y kromozomu
tizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusu ile amelogenin (AMG-XY) lokusu kanserli
dokularda ve cevresinde bulunan normal dokularda c¢alisilarak genotiplendirme yapilmistir.
Calismaya 22 tiroit kanseri hastast ve 26 meme kanseri hastas1 olmak iizere toplamda 48 kisi

dahil edilmistir.

Genotiplendirme i¢in Genemapper® v.5 (Thermo Fisher Scientific) analiz programi

kullanilmigtir. Daha sonrasinda kanserli ve normal dokulara ait profiller karsilastirilmistir.

4.1. Doku Orneklerinden DNA izolasyonu ve DNA Miktarinin Belirlenmesi

26 adet kanserli ve 26 adet normal meme dokusunun DNA izolasyonu yapildi. Ayni sekilde
22 adet kanserli ve 22 adet normal tiroit dokusunun da DNA izolasyonu yapildi. Daha
sonraki asamada izole edilen DNA’nin miktar tayini yapildi. Meme dokusuna ait DNA

miktarlar1 Tablo VI’da, tiroit dokusuna ait DNA miktarlar1 Tablo VII’de gosterilmistir.



Tablo VI. Meme dokularma ait DNA miktarlari

Ornek Kodu Tiirii Miktar Ornek Kodu Tiirii Miktar
T21-XX-140 Kanserli 19,8 ng/ul T21-XX-140N Normal | 31,4 ng/ul
T21-XX-141 Kanserli 0,54 ng/pl T21-XX-141N Normal | 7,12 ng/ul
T21-XX-142 Kanserli 3,68 ng/pl T21-XX-142N Normal 14,6 ng/ul
T21-XX-143 Kanserli 46,6 ng/ul T21-XX-143N Normal 1,88 ng/ul
T21-XX-144 Kanserli 0,664 ng/ul T21-XX-144N Normal | 5,74 ng/ul
T21-XX-145 Kanserli 1,09 ng/ul T21-XX-145N Normal 1,77 ng/ul
T21-XX-146 Kanserli 53,2 ng/ul T21-XX-146N Normal 26,2 ng/ul
T21-XX-147 Kanserli 35,4 ng/ul T21-XX-147N Normal | 41 ng/pl
T21-XX-148 Kanserli 6,38 ng/ul T21-XX-148N Normal 12,7 ng/ul
T21-XX-149 Kanserli 3,42 ng/ul T21-XX-149N Normal 4,4 ng/ul
T21-XX-150 Kanserli 13,9 ng/ul T21-XX-150N Normal 44 ng/ul

T21-XX-151 Kanserli 38,6 ng/ul T21-XX-151N Normal 63,2 ng/ul
T21-XX-152 Kanserli 0,702 ng/ul T21-XX-152N Normal | 6,8 ng/ul
T21-XX-153 Kanserli 10,1 ng/ul T21-XX-153N Normal | 26,4 ng/ul

T21-XX-154 Kanserli 10,2 ng/ul T21-XX-154N Normal 11,2 ng/ul
T21-XX-155 | Kanserli | 22,2 ng/ul T21-XX-155N | Normal | 42,2 ng/ul

T21-XX-156 Kanserli 70,6 ng/ul T21-XX-156N Normal 9,12 ng/ul
T21-XX-157 Kanserli 18 ng/pl T21-XX-157N Normal 15,7 ng/ul
T21-XX-158 Kanserli 4,2 ng/ul T21-XX-158N Normal 14,4 ng/ul
T21-XX-159 Kanserli 3,14 ng/ul T21-XX-159N Normal | 2,32 ng/ul
T21-XX-160 Kanserli 6,86 ng/ul T21-XX-160N Normal | 0,5 ng/ul
T21-XX-161 Kanserli 12 ng/pl T21-XX-161N Normal | 5,54 ng/ul
T21-XX-162 | Kanserli | 0,622 ng/pl | T21-XX-162N | Normal | 1,44 ng/ul
T21-XX-163 Kanserli 2,84 ng/ul T21-XX-163N Normal 1,2 ng/ul
T21-XX-230 Kanserli 32,6 ng/ul T21-XX-230N Normal | 9,2 ng/ul
T21-XX-231 Kanserli 86,2 ng/ul T21-XX-231N Normal 11,1 ng/ul

42
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Tablo VII. Tiroit dokularina ait DNA miktarlari

Ornek Kodu Tiirii Miktar Ornek Kodu Tiirii Miktari

T21-XX-164 | Kanserli | 58.8 ng/ul T21-XX-164N | Normal | 23,8 ng/ul

T21-XY-165 Kanserli 16 ng/ul T21-XX-165N Normal 32 ng/pl

T21-XY-166 Kanserli 3,68 ng/ul T21-XX-166N Normal 14,1 ng/ul

T21-XX-167 Kanserli | 21,8 ng/ul T21-XX-167N | Normal | 17,7 ng/ul

T21-XX-168 Kanserli 4,96 ng/pl T21-XX-168N Normal 2,54 ng/ul

T21-XY-169 Kanserli 10,6 ng/ul T21-XX-169N Normal 25,6 ng/pl

T21-XX-170 Kanserli 22 ng/ul T21-XX-170N Normal 20,8 ng/pl

T21-XX-172 Kanserli | 3,48 ng/ul T21-XX-172N | Normal | 16,4 ng/ul

T21-XX-173 Kanserli | 20,8 ng/pl T21-XX-173N | Normal | 9,7 ng/ul

T21-XY-174 | Kanserli | 20,6 ng/ul T21-XX-174N | Normal | 53,4 ng/ul

T21-XY-175 Kanserli | 45,6 ng/pl T21-XX-175N | Normal | 33,6 ng/ul

T21-XY-176 Kanserli | 14,3 ng/pl T21-XX-176N | Normal | 6,1 ng/ul

T21-XX-177 Kanserli 69 ng/ul T21-XX-177N Normal 15,4 ng/ul

T21-XX-178 Kanserli | 52,3 ng/ul T21-XX-178N | Normal | 30,2 ng/ul

T21-XX-179 Kanserli | 0,41 ng/pl T21-XX-179N | Normal | 5.8 ng/ul

T21-XX-180 Kanserli | 13,8 ng/pl T21-XX-180N | Normal | 15,2 ng/ul

T21-XX-181 Kanserli | 2,68 ng/pl T21-XX-18IN | Normal | 6,28 ng/ul

T21-XY-203 Kanserli 60 ng/ul T21-XX-203N Normal 47,4 ng/ul

T21-XY-204 | Kanserli | 50,2 ng/ul T21-XX-204N | Normal | 57,4 ng/ul

T21-XX-205 Kanserli | 93,8 ng/ul T21-XX-205N | Normal | 79,4 ng/ul

T21-XY-206 Kanserli 71,6 ng/ul T21-XX-206N Normal 37,2 ng/ul

T21-XY-207 Kanserli | 79,7 ng/pl T21-XX-207N | Normal | 27,4 ng/ul

4.2. Genotiplerin Belirlenmesi

Parafin bloklara gdmiilmiis dokulardan DNA izolasyonu yapildiktan sonra 6rneklerin

miktarlar1 belirlenmis olup PCR islemi 3 ng/uL DNA kullanilarak yapildi. Ancak bazi
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orneklerin profillerinin eksik ¢ikmasindan dolayr DNA’larin miktarlart seyreltilmeden direkt
olarak kullanildi. 48 kisiye ait DNA orneklerindeki 36 InDel lokusu Genemapper® IDX v.5

(Life Technologies) analiz programi kullanilarak ¢aligildi ve genotipleri belirlendi

4.2.1. Meme dokusuna ait DNA’larin genotiplendirilmesi

Meme dokusuna ait kanserli ve normal kisimlardan elde edilen DNA Orneklerinin

genotipleri Tablo VIII’ de gosterilmistir.

4.2.2. Tiroit dokusuna DNA’larin genotiplendirilmesi

Tiroit dokusuna ait kanserli ve normal kisimlardan elde edilen DNA Orneklerinin

genotipleri Tablo IX’ da gdsterilmistir.

4.3. Kanserli ve Normal Dokuya Ait Profillerin Karsilastirilmasi

Her bir oOrnege ait kanserli ve normal dokulardan elde edilen InDel profilleri
karsilagtirilarak farkliliklar belirlenmistir. Profillerdeki lokuslar incelenerek heterozigosite
kaybi, kismi heterozigosite kayb1 ya da InDel instabilitesi varligir sorgulanmistir. Buna gore
timor tipine baz alinarak InDel lokuslarinda bulunan mutasyon olaylar ve sayisi gosterilmistir
(Tablo X). Sekil 16°da heterozigosite kaybina, Sekil 17°de kismi heterozigosite kaybina ve

Sekil 18’de ise InDel instabilitesine 6rnek verilmistir.



Tablo VIII. Meme dokusuna ait genotipler
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[ Brnek Adi/ Lokus [[1D26 | 1D3 [1ID16 [ 1D32] 1D9 [ 1D2 [1D37 [ID10] D8 | 1D31] 1D271D15 1D24] ID5 | 1D34 [ ID11] D35 [ 1D33] 1D23 [ 1D22] ID14] ID30] ID1 | D4 [ 1D17] 1028 ] 1019 [iB2S|iBZH|NBZS| bz Nbis o0 NoANoaE]
T21-140 del [in-del| del in in |in-del| del in in del |in-del| in del in del del [in-del| in |in-del[ del [in-del| in-del in del |in-del| del in del
T21-140N del |in-del| del in | in-del| in-del| del in in del [in-del[ in [in-del| in del del |in-del| in-del| in-del| del | in-del| in-del in in in del |in-del| del in | in-del| in-del| in-del| del
T21-141 del in in del |in-del|in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| in |in-del| in in in in | in-del| in-del[ in del in in del in-del| in in in | in-del| del
T21-141N del in in | in-del| in-del| in-del| del |in-del|in-del( del |in-del| in [in-del| del in in del in | in-del| in-del| in del [ in-del del in-del| in-del| in-del| in | in-del in-del
T21-142 in-del| in-del| in |in-del| in-del| del del |in-del| in del del in in del in del | del-in| del del in-del| in in del in | in-del| del in | del-in| del-in
T21-142N in-del| in-del| in |in-del| in-del| del del |in-del| in del del in in del in del [in-del| del del | del-in| del-in| del-in| in in del | in-del in | in-del| del in | del-in| del-in| del del
T21-143 in in [in-del| del |in-del| in del del in | in-del| in-del| in del del |in-del| in del in | in-del| in-del| in [in-del| del |in-del| in [in-del| del del in | in-del| in in del | in-del| del
T21-143N in |in-del|in-del| del |in-del| in del del in | in-del| in-del| in del del |in-del| in del in | in-del| in-del| in [in-del| del |in-del| in [in-del| del del in | in-del| in del | in-del| del
T21-144 del [in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del del |in-del|in-del| in-del| del in in | in-del in del in del del del del del [in-del| in |in-del| in-dell del [in-del| in |in-del| in del | in-del
T21-144N in-del | in-del | in-del| in-del| del del in-del| in-del| del [in-del| in |in-del del in | in-del del in-del| in |in-del| in
T21-145 in-del| in-del | in-del| in del in del |in-del|in-del|in-del| in |in-del| in |in-del| in in in del | in-delf in-del in-del| in del in-del in-del[ in in
T21-145N del del |in-del| in del in del |in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del |in-del| in in del |in-del| del |in-del|in-delf in-del| del |in-del| in in-del| del |in-del| in in |[in-del[ in del
T21-146 del [in-del|in-del| in in |in-del| del del in | in-del| in-del| in-del| del |in-del| in in in | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in del del in-del| in del del del del in
T21-146N del [in-del|in-del| in in |in-del| del del in | in-del| in-del| in-del| del |in-del| in in in | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in del del | in-del| in-del| in del del del del in
T21-147 in-del| in in in del [in-del| del | del del in | in-del| in-del| del [in-del|in-del| in-del|in-del| del | in-del| in-del{ del [ in-del del |in-del| in-del| del in | in-del| del in | in-del| del del | in-del
T21-147N in-del| in in in del |in-del| del del del in | in-del| in-del| del |in-del|in-del| in |in-del| del [in-del|in-del| del |in-delfin-del| del | in-del|in-del| del in | in-del| del in [ in-del| del del | in-del
T21-148 in del in in in del del | del del del del |in-del| del |in-del|in-delf in [in-del[ in | in-del|in-del| in-del| del in in [in-del[ in |in-del|in-del| in | in-del| in-delf in-del| in in del
T21-148N in del in in in del del del del del |in-del| del [in-del|in-del in | in-del| in-del| in-del| del in | in-del in-del| in [ in-del| in-del| in-del| in
T21-149 in-del| del [in-del| in |in-del|in-del| del [in-del|in-del|in-del|in-del{ in |[in-del| del in | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del del [in-del| del |in-del| in [ in-del| in-del| in-del| del [ in-del| in-del| in-del| in del
T21-149N in-del| del [in-del| in |in-del|in-del| del [in-del|in-del|in-del|in-del{ in |[in-del| del in | in-del in-del| in-del| in-del| del del [in-del| del | in-del in-del| in-del| del | in-del| in-del| in-del
T21-150 del [in-del| in-del| in-del| in-del| del del |in-del|in-del{ del |in-del|in-del| in [in-del|in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| del |in-del| in |in-del| in in in del del del | in-del| in-del| in [ in-del| in
T21-150N del |in-del| in-del| in-del| in-del| del del |in-del|in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del| in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| del |in-del| in | in-del| del in del del | del del [ in-del| in-del| in | in-del
T21-151 in |in-del| del [in-del| in |in-del| del |in-del| in |in-del|in-del in del |in-del|in-del| in del del |[in-del in-del| del |in-dell in |[in-del| del in in | in-del| in |in-dell in-del| in del | in-del| in-del
T21-151N in | in-del| in-del| in-del| in |in-del| del [in-del[ in |[in-del|in-del| in del |in-del|in-del| in del | del |in-del|in-del[ del |in-del| in |in-del| del in in [in-del[ in |[in-del|in-del| in del | in-del| in-del
T21-152 in-del| in-del| del |in-del|in-del|in-del| del in | in-del|in-del| del |in-del|in-del| del [in-del| in del in | in-del| in-del| del [in-del| del del [ in-del in-del| in-del| in-del| in del [ in-del
T21-152N in-del | in-dle | in-del | in-del | in-del | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del | in-del| del | in-del| in del in | in-del| in-del del [ in-del| in-del in-del| in del | in-del| in-del| in-del| in [ in-del| in-del| in-del
T21-153 in-del| in del in | in-del| del del |in-del|in-del| del |in-del| in del del in in | in-del| del in |in-del| in |in-delf in-del| in-del| del |in-del| del in in del del | del in del | in-del
T21-153N in-del| in del in | in-del| del del |in-del|in-del( del |in-del| in [in-del| del in in |[in-del| del in [in-del| in |in-del| in-del| in-del| del | in-del| in-del| in in del del del in del | in-del
T21-154 in-del| del [in-del|in-del del [in-del| del | del del |in-del| in in del |in-del| in del | del | del in | in-del| in-del| in-del| in in del | in-del| del del in del del
T21-154N in-del| del [in-del|in-del| del |in-del| del del del |in-del[ in in |[in-del|in-del| in del del del in [ in-del| in-del| in-del[ in [ in-del| in | in-del| in-del| in-del| del del in | in-del| del del del
T21-155 del del in | in-del| in-del| del del |in-del| del |in-del|del-in| in [in-del|in-del| in in | in-del| del in del in del |in-del| del in in del in | in-del| del in in |[in-del[ in del
T21-155N del del in | in-del| in-del| del del |in-del| del |in-del|in-del| in [in-del|in-del| in in | in-del| del in del in del [in-del| del in in del in | in-del| del in in | in-del| in del
T21-156 in-del| del del in |in-del| in del |in-del| del del |in-del| in del del in del [in-del|in-del| del |in-delf del [in-del| in del [ in-del| in-del| del del in del in in | in-del| in-del| in-del
T21-156N in-del| del del in |in-del| in del |in-del| del del |[in-del| in del del in del |in-del|in-del| del [in-del| del |in-del| in del | in-del| in-del| del del in del in in | in-del| in-del| in-del
T21-157 in-del | in-del | in-del| in in del del in in del in in del |in-del| in |in-del| in |in-delfin-del| in-del| del | in-delf in-del in-del del in-del( in-del| del | in-del| del
T21-157N in-del| in-del | in-del| in |in-del| del del in in del in in del |in-del[ in |in-del| in |in-dell in-del| in-del| in-del| in-delf in-del| del | in-del| in-del| in-del| del | in-del| in-del| in-del del | in-del| del | in-del
T21-158 in-del| del del in del del del del del |in-del| in [in-del| del del in [in-del| del |in-del| del |in-delf in-del| in-del| in-del| in del in-del| in [ in-del| in-del| in-del| in-del| in-del
T21-158N in-del| del del in del del del del del |in-del{ in [in-del| del del in [in-del[ del |in-del| del |in-delfin-del| in-del| in-del| in [ in-delf in-del| in-del| in-del| in [ in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del
T21-159 in del [in-del| in-del| in-del| in-del| del del |in-del|in-del in-del| in |in-del| in in in in-del| del |in-del| in [ in-del| in-del| in-del| in in in [ in-del| in-del| in-del| in-del| in-del
T21-159N in-del | in-del| in-del| in [ in-delfin-del| del in | in-del| in-del| in-del| in |in-del| in in [ in-del| in-del| in-del| in-del| del [ in-del| in-del| in-del| in-del| del | in-del in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in
T21-160 del [in-del| in |in-del| in-delin-del| del del |in-del| del in in in del in [ in-del| in-del| in del del del del in in in | in-del in in in in in | in-del| in
T21-160N del |in-del| in [in-del|in-del|in-del| del | del |in-del| del in in in del in [ in-del| in-del| in del | del del [in-del| in in in in in in in in
T21-161 in-del| del del in | in-del| in-del| del |in-del in-del| in-del| in in del in | in-del del [ in-del| in-del| in-del| in-del| del in-del| in [in-del| in | in-del in
T21-161N in-del| del [in-del| in |in-del|in-del| in-del|in-del| in-del|in-del| in-del| in in del |in-del| in-del| in [in-del| del | in-del| in-del| in-del| in-del| del | in-del in-del| in [in-del| in | in-del in
T21-162 in-del | in-del | in-del| in [in-del|in-del| del |in-del|in-del|in-del| in-del| in-del| in-del| del in in [in-del| del in [in-del| in |in-del|in-del{ in del in-del| in del | in-del in
T21-162N del [in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del in | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del | in-del in-del| in-del| in | in-delf in-del in in-del| in del in del in
T21-163 in-del | in-del| del in |in-del|in-del| del | del |in-del| in [in-del[ in in | in-del| in-del| in-del in | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del del | del | in-del| in-del| del in del
T21-163N in-del | in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| del |in-del|in-del| in [ in-delfin-del|in-del|in-del| in-delf in-del| in | in-del| in-del| in-del in-del| in-del| in-del| in-del[ in | in-del| del del del [ in-del| in-del| in-del| in-del| del del
T21-230 in del |in-del| del |in-del|in-del| del |in-del|in-del|in-del| in-del|in-del| del |in-del| in in in del |in-del| del del | del in-del| in-del| in-del| in del [ in-delf in-del| in
T21-230N in del [in-del| del |in-del|in-del| del [in-del|in-del|in-del| in-delf in-del| del del in in in del |[in-delf del del [ in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in-del| in del | in-del| in-del| in del | in-del
T21-231 del [in-del| del in del del del |in-del|in-del| del |in-del| in |in-del| in del in [in-del| del in del in | in-del in-del| in |in-del| del |in-del| del in del del | in-del| in-del
T21-231N in-del | in-del | del in del del del |in-del|in-del| del |in-del| in |in-del| in del in | in-del| del in del in | in-del| in in [in-del[ in |in-del| del |in-del| del in del del | in-del| in-del
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Tablo IX. Tiroit dokusuna ait genotipler

[ Brnek Ady/ Lokus [[1D26 | 1D3 | 1D16 | 1D32 [ 1D9 | ID2 [1D37 [ ID10] ID8 |1D31 [ D27 [ ID15 [ 1D24 [ ID5 | 1D34 [ ID11 ] 1D35 [ 1D33 [1D23 [1D22 [ D14 [ D30 [ ID1 | ID4 | 117 | 1028 | D19 [iD2SiiD2uljiD2o)ibaziioasiiozoliozajinis]
T21-164 del del |del-in| in del in del |in-del|in-del| del |del-in| in del del del in del |in-del| del |in-del|in-del| del del |in-del| in in |in-del| del [in-del| in in |in-del del
T21-164N del | del [in-del| in del in del |in-del|in-del| del |in-del| in del del |in-del| del in del |in-del| del |in-del|in-del| del del |in-del| in in |in-del| del [in-del| in in [in-del| in del
T21-165 in |in-del|in-del| del | del [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in |in-del| del in in [in-del|in-del| del [in-del| del [in-del|in-del| del [in-del|in-del| del | del del | del |in-del|in-del|in-del|in-del| del
T21-165N in [in-del| in-del| del del [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in [in-del| del in in in-del | del |in-del| del |in-del|in-del| del |in-del del del del del |in-del|in-del |in-del | in-del [ del
T21-166 in del [in-del|in-del| del [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in |in-del| in in |in-del| in del in del |in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del| in del |in-del| del del in in del |in-del| del
T21-166N in del [in-del|in-del| del [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in |in-del| in in |in-del| in del in del |in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del| in del |in-del| del del in in del |in-del| del
T21-167 del in del del |[in-del| del |in-del| in in del |in-del| in in in in in in del |in-del [ in-del | in-del | in-del| in in |in-del|in-del| in del |in-del| in [in-del| del
T21-167N del in del del |in-del| del [in-del| in in del |in-del| in in in in in in del in del |in-del|in-del [in-del|in-del | in in |in-del|in-del| in del |in-del| in [in-del| del
T21-168 del |in-del|in-del| in del |in-del| del |in-del| in del |in-del| in |[in-del| del [in-del| del in del in del |in-del|in-del| in in-del | del [in-del| in in
T21-168N del |in-del|in-del| in del |in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| in |in-del| del [in-del| del in del |in-del| del |in-del|in-del| in del del in in-del | del |in-del| in in in in
T21-169 in del |in-del|in-del| del |in-del[in-del|in-del|in-del|in-del| in in in in |in-del| in del in del [in-del| del [in-del|in-del|in-del|in-del| in del |in-del| del del in in del [in-del| del
T21-169N in del |in-del|in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in in in in |in-del| in del in del [in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del| in del |in-del| del del in in del |in-del| del
T21-170 in in del |in-del| del |in-del| del [in-del|in-del|in-del| del |in-del| in |in-del|in-del| in del |in-del| del |in-del|in-del|in-del| in del |in-del|in-del| del in | in-del |in-del | in-del| in in |in-del [ del
T21-170N in in del |in-del| del |in-del| del [in-del|in-del|in-del| del |in-del| in |in-del|in-del| in del |in-del| del |in-del|in-del|in-del| in del |in-del|in-del| del in | in-del | in-del [ in-del | in in | in-del
T21-172 in in |[in-del| in del |in-del| del del |in-del| del |in-del| del [in-del|in-del|in-del| in |in-del| in in in del [in-del|in-del |in-del | del del in in in |in-del | in-del| in in | in-del | in-del
T21-172N in in |[in-del| in del |in-del| del del |in-del| del |in-del| del [in-del|in-del|in-del| in |in-del| in in in |in-del|in-del| in [in-del| del del in in in |in-del | in-del [ in in | in-del [in-del
T21-173 in | in-del| in-del| in-del | in-del | del del in |in-del| in |in-del| in del in-del in |in-del| del [in-del| del del in in-del del del del del
T21-173N in | in-del| in-del| in-del | in-del del in |in-del| in del in-del | del [in-del| del in-del del
T21-174 in-del | in-del | in-del| in del del |in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| del in in in in |in-del | del del |in-del | in-del | in-del [ in-del| in in in |in-del [ del del |in-del| del in
T21-174N in-del | in-del | in-del| in del del |in-del| del |in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| del in in in in |in-del| del del |in-del | in-del | in-del | in-del in in |in-del [ del del del
T21-175 in-del| in del |in-del| in in |[in-del| in in |in-del| del |in-del| del del [in-del| in-del|in-del|in-del|in-del| del |in-del| del in in [in-del | in-del | in-del | in del |in-del| del [in-del|in-del
T21-175N in-del| in del |[in-del| in in |[in-del| in in |in-del| del |in-del| del del [in-del| in-del|in-del|in-del|in-del| del |in-del| del in in in-del | in del |in-del| del [in-del|in-del
T21-176 in-del| del [in-del| in [in-del|in-del|in-del|in-del| in [in-del| in in del in del in in in |in-del [in-del| in [in-del| del del |in-del| in |in-del| del in del in del |in-del |in-del| del
T21-176N in-del| del [in-del| in |[in-del|in-del|in-del|in-del| in [in-del| in in del del del in in in |in-del [in-del| in [in-del| del del del in del in del |in-del |in-del
T21-177 in-del| in |in-del|in-del| del del del |in-del|del-in| del del in in |in-del| del [in-del| del |in-del| del del |del-in| del del [in-del| in in | in-del| del in |[in-del| in [in-del| del in-del
T21-177N in-del| in |in-del|in-del| del del del |in-del|in-del| del del in in | in-del|in-del | in-del| del |in-del| del del del del in-del | in in | in-del| del in [in-del| in [in-del| del |in-del|in-del
T21-178 in del |in-del| in-del| in-del|in-del | del |[in-del|in-del| del in | in-del | in-del | in-del | in-del | in-del | in-del | in del del del del |in-del| in [in-del| in del in del |in-del| del del del in
T21-178N in del del |in-del| in-del|in-del| del [in-del|in-del| del in | in-del | in-del | in-del [ in-del | in-del | in-del | in del del del del |in-del| in [in-del| in del in del [in-del| del del del in
T21-179 in-del | in-del | in-del | in-del | in-del [ in del in | in-del|in-del [ in-del| in del in |in-del|in-del| in [in-del| in |in-del|in-del| del [in-del| del in in-del | del |in-del|in-del| in in del
T21-179N in-del | in-del | in-del | in-del | in-del [ in del in | in-del|in-del | in-del| in del in |in-del|in-del| in [in-del| in |in-del|in-del| del [in-del| del in del |in-del| del |in-del|in-del| in in del
T21-180 del in | in-del| in-del| in-del | in-del | del in del del |in-del| del |in-del| in [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in |in-del| del del in | in-del | in-del | del in del |in-del|in-del [in-del | del in
T21-180N del in | in-del| in-del | in-del| in-del | del in del del |[in-del| del |in-del| in |in-del|in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in [in-del| del del in [in-del|in-del | del in del |in-del|in-del |in-del| del in
T21-181 in-del| in [in-del| del [in-del| del del in del |in-del| in |in-del{ in |in-del| in |in-del del [in-del|in-del|in-del| del in in-del | del in in in del
T21-181N in-del| in [in-del| del [in-del| del del in del |in-del| in |in-del{ in |in-del| in |in-del in-del | in-del | in-del | del |[in-del in del in in in in del
T21-232 in-del | in-del | del in del in |in-del | in-del|in-del| in in in |in-del[ in |in-del[ in |in-del| in del |in-del|in-del | in-del | in-del in [in-del|in-del | in-del | in-del | in-del | in |in-del| in |in-del |in-del
T21-232N in-del | in-del | del in del in |in-del|in-del|in-del| in in in |in-del[ in |in-del| in |in-del| in del |in-del|in-del | in-del |in-del [in-del| in [in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| in |in-del| in |in-del|in-del
T21-233 in-del| in [in-del|in-del|in-del| del |in-del|in-del| del [in-del| del |in-del|in-del| in |in-del| in [in-del| in in del |in-del |in-del | del in del |in-del|in-del|in-del| del |in-del| in [in-del| in [in-del| del
T21-233N in-del| in |in-del|in-del|in-del| del [in-del|in-del| del |in-del| del [in-del|in-del| in |[in-del| in [in-del| in in del |in-del |in-del del |in-delin-del|in-del| del |in-del| in [in-del| in [in-del| del
T21-234 in-del| del in | in-del| in-del| in-del| del [in-del| del |in-del| del |in-del|in-del| del del | in-del| in-del | in-del in-del | del [in-del|in-del| del [in-del| in in |in-del| in del |in-del| in [in-del| del [in-del
T21-234N in-del| del in | in-del| in-del| in-del| del [in-del| del |in-del| del |in-del|in-del| del del |in-del|in-del|in-del|in-del | in-del| del |in-del|in-del| del |[in-del| in in |[in-del| in del |in-del| in [in-del| del [in-del
T21-235 in-del| del |in-del|in-del| del |in-del|in-del|in-del| in |in-del|in-del| in |in-del| in |in-del|in-del|in-del|in-del|in-del| del in | in-del del del in-del | in in in in in |in-del
T21-235N in-del | in-del | in-del | in-del | in-del| in-del [ in del del |in-del|in-del|in-del|in-del| in del |in-del| in del |in-del| del del [in-del|in-del| in in | in-del in-del | del in |in-del| in del |in-del| del
T21-236 in-del| in-del| in [in-del|in-del| in |[in-del| del |in-del|in-del|in-del| in |in-del|in-del|in-del|in-del| del in-del | in-del | in-del | in-del | in-del | in |in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| in del |in-del| in del
T21-236N in-del| in-del| in [in-del|in-del| in |[in-del| del [in-del|in-del|in-del| in |in-del|in-del|in-del|in-del| del in-del | in-del | in-del | in-del | in-del | in |in-del| del |in-del|in-del| del |in-del| in del [in-del| in




Tablo X. Tiimor tipine gore InDel lokuslarinda bulunan mutasyon olaylarinin sayisi

IS

[ lokus  [EEERCTY cLOH IS pLOH cLOH

o | : :
o | 1 1
BN : 1 4
—on | 1 1
o | 1 :
oo | ; ;
o | z :
o | 1 1
o | 1 1
1 1
; ;
w0 | 1 1

Toplam 11 49 15 3 3 4

(o]
(&




48

Normal 6rnek

Kanserli 6rnek

B0 El
5000 + S000 1
4000 + An00 4
2000 1+ 2000 4
2000 + 2000
1000+ 10004
0 T T [IE!
I
D28 D26+
1740 ;
: 2138
D26+
£9.94
1318
Sekil 16: Heterozigosite kaybi
Normal 6rnek Kanserli 6rnek
B0
4400 + 0000 F
4000 + 000 +
600+ —
s2007 7000 ]
2800 oo 4
2400 + [
| 000 +
2000+ i
| AQ00 +
1600 T T
r 2000 +
12001 r
I 2000 +
2001+ L
[ 1000+
400 1 L
[ 0
i} I I
D 26- e
fi7.40 2416
24489
D26+
D26+ 69.A7
69.50 743
2228

Sekil 17: Kismi heterozigosite kayb1



Normal 6rnek

Kanserli 6rnek

D32+
133.79
1448

140

ID32-
131.67
478

e
13378
672

Sekil 18: InDel instabilitesi




50

5. Tartisma ve Sonug¢

DNA profillemesi adli bilim uzmanlar1 tarafindan siklikla kullanilmaktadir ve
kimliklendirme i¢in iyi bir aractir. Genel olarak bir kisinin kan, sag, tiikiirlik, kemik ve semen
gibi biyolojik materyallerinin analizi ile kimliklendirilmesi yapilmaktadir(13). Kimliklendirme
amach arsivden tiimorli dokularin kullanilmas: ise vakada baska bir biyolojik materyal kaynagi
olmamasi durumunda tercih edilmektedir. Bunun sebebi tiimorlii dokularin genel olarak
mutasyonlara sahip olmasi ve bunun da genotip analizini etkileyebilecegi ihtimalinin olmasidir.
Buna ragmen tiimorlii dokularin kullanilmasinin en avantajli segenek olabilecegi bazi durumlar
s06z konusudur(61). Bu durumlara 6rnek olarak yapilan babalik testinde varsayilan babaya ait
ulasilabilen tek biyolojik materyal arsivlenmis doku 6rnegi olabilir. Bagka bir 6rnek olarak ise
doktor tarafindan kanser tanisinin yanlis koyulup, organin ¢ikarildigi vakalarda hekim hatasi
sorgulandiginda parafin blogun ameliyat edilen kisiye ait olup olmadigmnin incelenmesi
verilebilir. Ayrica kayip kisi ya da felaket kurbanlarinin kimliklendirilmesinde, 6len kisiye ait
oldugu diislinlilen arsivlenmis doku Ornekleri karsilagtirma yapilabilen tek kaynak

olabilir(3,55).

STR lokuslarinin, kimliklendirme amagl adli bilimler laboratuvarlarinda tercih edilen ilk
metot olmasinin sebebi genomda yaklagik olarak 1 milyon STR lokusu olmasi ve igerdigi
tekrarlarin say1 ile igerik olarak birbirinden farkli olmasindan dolay:r fazla derecede
polimorfizm gostererek ayrim gli¢lerinin yiiksek olmasidir(24,46—49). Ancak s6z konusu
kanserli dokular oldugunda meydana gelen genetik instabiliteler STR polimorfizminin
degismesine sebep oldugu i¢in sonuglar hatali bir sekilde yorumlanabilmektedir(3). STR’lerin
yani sira insan genomunda bulunan bir veya daha fazla niikleotidin eklenmesi ya da silinmesi
ile meydana gelen polimorfizmler olan InDel’lerin adli bilimlerde potansiyel bir genetik
belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtilmistir(4,80). Ozellikle Weber ve arkadaslari tarafindan

Insanlarda bulunan 2000 bi-alelik InDel’in 2002 yilinda ilk defa tanimlannus ve karakterize
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edilmis olmasi, sonrasinda 2006 yilinda Mills ve arkadaslarinin 415.000°den daha fazla InDel
polimorfizmi igeren ilk InDel varyasyon haritasini1 olusturmasiyla beraber InDel’lere olan ilgi
artis gostermistir(4,82). InDel’lerin genomda ¢ok sik bulunmasi, kiiciik amplikon boyutuna
sahip oldugu i¢in degrede orneklerde basarili sonug vermesi, STR’lere gore daha az mutasyon
oranina sahip olmasi ve STR’lerin analizi i¢in kullanilan yontemlerin InDel analizi i¢in de

kullanilabilmesi InDel’leri STR’lere gore daha avantajli konuma getirmektedir(4—6).

Bu tez kapsaminda meme ve tiroit dokular1 kullanilarak 36-InDelplex panelinde yer
almakta olan 34 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521,
rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671,
rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480,
rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363,
rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu ve Y kromozomu
tizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusu ile amelogenin (AMG-XY) lokusunun profilleri
¢ikartiimugtir. Ilk olarak parafinli dokulardan DNA izolasyonu yapilmis olup miktar tayininden
sonra 0rneklere PCR iglemi uygulanmistir. PCR islemi Tablo I ve Tablo II’de yer alan miktar
ve kosullara gore yapilmistir. Bulunan en yiiksek miktara sahip o6rnek 93,8 ng/uL
konsantrasyonundayken, en diisiik miktara sahip 6rnek ise 0,41 ng/uL konsantrasyonundadir
(Tablo V ve VI). Ornekler PCR islemi icin ilk olarak 1 ng/pL olacak sekilde seyreltilmistir.
Profillerin daha iyi ve tam ¢ikmasi agisindan bu miktar ilk olarak 2 ng/uL. daha sonra ise 3
ng/ul’ye yiikseltilmistir. Baz1 6rneklerin 3 ng/uL miktar ile dahi profilinde ¢ok eksik lokusa
sahip olmasindan dolay1 bu 6rnekler PCR isleminde seyreltilmeden direkt kullanilmis ve
elektroforez sonrasi iyi sonuglar alinmistir. PCR f{iriinlerinin Applied Biosystems™ 3500
Genetik Analizorde yiiriitiilmesi yapildiktan sonra Genemapper® v.5 (Thermo Fisher
Scientific) programi ile verilerin analizi yapilip kanserli ve normal dokular arasindaki

farkliliklar saptanmustir.
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Bu ¢alismada kullanilan dokular arsivden ¢ikarilmis olup uzun yillar saklanabilmesi
acisindan formalinde fikse edilip parafine gomiili sekilde korunmaktadir. Bu da dokulardaki
DNA’nin degrede olmasina ve orneklerin profilinin eksik ¢ikabilmesine sebep olmaktadir.
DNA’nin degrede olmasi, formalinde fikse edilmesiyle beraber fragmentasyona ve Kimyasal
modifikasyonlara ugramasindan kaynaklanmaktadir(95). Ornegin, ingiltere’de yapilan 100.000
genom calismasinda kullanilan parafin bloklardan elde edilen DNA’larin miktarinin az olmasi
ve degrede olmasindan dolay1 tiim genom sekanslamasindan bloklarin %31°1 ¢ikarilmistir(96).
Bu calismayla elde edilen profillerde de baz1 lokuslara ait alellerin piklerinin boyutunun ¢ok

kiigiik ¢ikmasi dogru analiz yapabilme agisindan zorluk olusturmustur.

Guyard ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada ise arsivden aliman ayni doku
bloklar1 4-6 yil sonra tekrar DNA izolasyonu islemine tabi tutulmus ve miktarlar1 tayin
edilmistir. Calismanin sonuglarina gére DNA miktarinda %53 oraninda azalma meydana
geldigi gortilmiistiir(97). Bu tez ¢alismasinda da kullanilan bazi doku 6rnekleri 4 yil 6ncesine

ait oldugu i¢in eksik profillerin sebeplerinden birinin bu olabilecegi diistintilmiistiir.

Ayn1 zamanda parafinli dokulardan DNA izolasyonu yonteminin se¢iminin de DNA
miktarini ve kalitesini etkiledigi bilinmektedir. McDonough ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada 9 DNA ekstraksiyon yontemi kullanilmig olup her birinin sonucunda elde edilen
DNA’lar miktar ve kalite olarak karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak DNA’larin miktar ve
kalitesinde farkliliklar tespit edilmistir(98). Frazer ve arkadaglar tarafindan yapilan bagka bir
calismada izolasyon yonteminde kullanilan Proteinaz K miktariin DNA’nin miktarini
etkileyecegi belirtilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan protokoldeki Proteinaz K miktar1 2 katina
cikarilarak (20 pl’den 40 pl’ye) DNA izolasyonu tekrar edilmistir ve sonucunda Proteinaz K
miktarinin artmasinin tiriiniin miktarin arttirdigr gosterilmistir(99). Bu tez ¢aligmasinda ise
Proteinaz K 25 pl olarak kullanilmigtir. Bunun da bazi 6rneklerde DNA miktarlarinin az

¢ikmasina bir etki olusturdugu diisiiniilmektedir.
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Calismada parafin bloklara gomiili dokularin kullanilmasinin  getirdigi  bu
dezavantajlardan dolay1 bazi1 6rneklerin PCR ve elektroforez islemi degisiklikler yapilarak
tekrarlanmigtir. Bdylece elde edilen profillerdeki eksikliklerden ortadan kalkmasi
amagclanmistir. Ik olarak seyreltme isleminde DNA miktarmin fazla kullanilmasi yoluna
gidilmistir. Bunun bazi orneklerde basarisiz sonuglanmasiyla beraber DNA’nin ¢ok fazla
degrede olmasindan dolayt DNA miktarlar1 fazla olsa dahi iyi profiller elde edilemedigi
saptanmistir. Bu ylizden de bu 6rnekler seyreltilmeden kullanilmis olup profiller daha az eksik

lokusa sahip olacak sekilde elde edilmistir.

Ayrica genel olarak incelendiginde normal meme dokusuna ait 6rneklerin profillerinde
lokuslarin daha fazla eksik alele sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin memede, yap1
itibariyle yag dokusu yogunlugunun fazla olmasi ve bunun da DNA verimi a¢isindan kayiplar
yasanmasina yol agmasi oldugu bulunmustur. Ornegin bu tez calismasina benzer olarak
McDonough ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada da normal meme dokularinda ona
karsilik gelen kanserli kisma gore daha az DNA oldugu saptanmistir(98). Mee ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada da normal meme dokusu yaklasik olarak tamamen yagdan
olustugu icin kanserli meme dokusu ile karsilastirildiginda daha az DNA, RNA ve protein

miktarina sahip oldugu goriilmiistiir(100).

Bu tez c¢alismasinda kanserli ve normal dokular arasinda farklilik olarak InDel
instabilitesi ve heterozigosite kaybi varligi sorgulanmistir. InDel’ler i¢in yeni bir alelin
olusmasi ya da bir alelin eklenmesi InDel instabilitesi sayilmaktadir. Heterozigosite kayb1 ise
timorlii dokudaki allelik delesyon olarak tanimlanmigtir. Ayrica heterozigosite kaybi pik
yogunlugunun miktarima gore de farklilik gostermektedir. Tamemen heterozigosite kaybi
olarak degerlendirilmesi i¢in pik yogunlugunun 0.5 ten diisiik 2 den yiiksek olmasi gerekirken,
kismi heterozigosite kaybi ise bir alelin pik boyutunun %50 den fazla azalmasi durumunda

ortaya ¢ikmaktadir(60).
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Tablo IX” da goriildiigii tizere bu tez ¢alismasinin sonucunda meme dokularinda toplam
936 lokusun 75’linde degisiklik goriilmiistiir (%8). Bu degisikliklerin %65,31i heterozigosite
kaybi, %20’si InDel instabilitesi ve %14,7’si kismi heterozigosite kaybidir. En ¢ok degisen
lokuslar ID26, ID16 ve ID24 lokuslaridir. Bu lokuslarin kanserle ya da herhangi bir hastalikla
ilisigi bulunamamustir. 26 dokudan 5 6rnek hari¢ hepsinde degisiklik goriilmiistiir. Orneklerin

%80,8’inde mutasyonel degisiklik saptanmistir.

Tiroit dokularinda ise toplam 756 lokustan 10 lokusta degisiklik goriilmiistiir (%1,3).
Bu degisikliklerin 3’1 heterozigosite kaybi, 3’1 kismi heterozigosite kaybi ve 4’ InDel
instabilitesidir. 21 dokudan 5’1 hari¢ diger ornekler degismeden kalmistir. %76,2°si ayni

kalmugtir.

Bireylere ait tiroit ve meme kanserlerinin evreleri karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gézlemlenmemistir. Her iki kanser tiirli de metastaz yapmamis olup tiroit dokularinin
meme dokularina gore daha az degisiklik igermesinin sebebinin kanser tiiriiniin farkliligindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 17°de goriildiigii tizere bir alelin tamamen kaybi ile heterozigosite kaybr meydana
gelmistir. Orneklerde en cok goriilen degisiklik budur. Sekil 18’de bir alelin pik boyutunun
%350’den fazlasinin kaybai ile ortaya c¢ikan kismi heterozigosite kayb1 goriilmektedir. Sekil 19

ise yeni bir alelin eklenmesi sonucu olusan InDel instabilitesine ornektir.

Tozzo ve arkadaglar tarafindan 2021 yilinda yapilan ¢aligmada dondurulmus kanser
dokulart kullanilirken bu tez ¢aligmasinda baska birgok vaka ¢aligmalarinda rastlandigi gibi
kanserli dokular1 saklama yontemlerinden biri olan formalinde fikse edilmis parafin bloklara
gomiilii dokular kullanilmistir. Tozzo ve arkadaslarinin ¢alismasinda 66 6rnekten 61’inin yani
orneklerin %92,4> {iniin InDel lokuslarinda en azindan bir mutasyona sahip oldugu

goriilmiistiir(60). Yapilan bu tez ¢alismasinda ise toplamda 47 6rnekten 26’sinda (%55,3 tinde)
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degisiklik goriildiigli saptanmistir (Tiroit dokusuna ait kanserli ve normal 6rneklerden birinin,
yapilan profilleme sonrasi ayni kisiye ait olmadigi anlagilmis olup degerlendirmeye
almmamistir). iki galismanin sonucu karsilastirildiginda aradaki farkliligin secilen kanser
tiirlerinden, dokularin muhafaza edilme seklinin farkliligindan, kullanilan yontemlerin ve

secilen InDel marker’larinin farklilik gostermesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak 36-InDelplex panelinde yer almakta olan 34 InDel (rs34660708,
rs34495360, rs2308135, rs2307789, rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137,
rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304,
rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480, rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424,
rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101,
152308072, rs2067191) lokusu, Y kromozomu iizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusu ile
amelogenin (AMG-XY) lokusunun kanserli ve normal dokularda profillerinin elde edilmesiyle
kargilagtirmalar sonucu heterozigosite kaybi, kismi heterozigosite kaybi ve InDel instabilitesi
gibi mutasyonel olaylar saptanmistir. Bu durum referans 6rnek olarak sadece tiimorlii dokularin
kullanildig1 vakalarda sonuglarin yanlis yorumlanmasma yol acabileceginden dikkatli
olunmalidir. InDel’ler STR’lerden daha az mutasyon oranina sahip olmasina ragmen bu tez
caligmasinda kanserli dokular ve normal dokularin profilleri arasinda farkliliklar saptanmistir.
Literatiir incelendiginde STR’lerde de benzer mutasyonel degisiklikler goriilmiistiir(59,62,64—
66). Bu ylizden calismalarda STR’lerin yani sira InDel’lerin kullanilmasi durumunda da bu
degisiklikler goz Oniinde bulundurularak bazi onlemler alinmalidir ve miimkiinse sonuglar

arsivden ¢ikarilmis parafinli dokularin yani sira farkli 6rnekler kullanilarak teyit edilmelidir.
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EK-2 Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

"Bir arastirma calismaya katilmak i¢in davet edilmis bulunmaktasiniz. Asagidaki
bilgileri okuduktan sonra calismaya katilmak isterseniz, bu formu imzalaymiz. Formu
imzalamaniz caligmanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi
serbestge verdiginizi belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda

anlamadig@iniz ifadeler varsa ¢alismadaki arastirmacilara sorarak bilgi edininiz."”
1. Arastirmanin adi,

“Kanserli Dokularda InDel Instabilitesi ve Adli Bilimler Acisindan Onemi” adli bu

caligma bir aragtirma olup, akademik amagla yapilmaktadir

2. Calismanin bir arastirma oldugu,

Bu calisma bir arastirma olup, akademik amagla yapilmaktadir.

3. Arastirmanin amaci,

Bu ¢alisma bir yiiksek lisans tezidir.

Adli DNA profilleme ¢alismalarinda sadece kanserli dokularin kullanildig: durumlarda,
STR’lerde goriilen instabiliteler nedeniyle kimliklendirmede hatali sonuglar ortaya
cikabilmektedir. Bu caligmanin amaci, kanserli dokularda kimliklendirmede kullanilan 36
InDel lokusunun incelenmesi olup STR’lerde gozlenen instabilitenin InDel’lerde goriiliip

goriilmediginin anlasilmasidir.
4. Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi i¢in dngdriilen siire,

Goniilliiniin kanserli doku 6rnegi alindiktan sonra higbir sorumlulugu olmayacaktir.
Goniilliintin kanserli doku 6rnegi ¢alisma siiresince (2 yil) saklanacak ve ¢alisma sonuglaninca

imha edilecektir.
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5. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi,

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii say1s1 yaklasik 50 kisi olacaktir

6. Arastirmada uygulanacak tedaviler,

Aragtirmada goniilliilerden kanserli doku 6rnegi almak disinda herhangi bir miidahele
yapilmayacak veya tedavide bulunulmayacaktir. Arastirmanin deneysel asamasi su sekildedir;
goniillillerden alinilacak kanserli doku 6rneklerinden DNA izole edilecek, miktar1 belirlenecek,
PCR teknigi ile 36 INDEL lokusu c¢ogaltilacak ve elektroforez analizi yapilacaktir (ABI 310-
3130 Genetic Analyzer, GeneMapper Software). Kontrol amagli dokularin kanserli olmayan

kismindan alinan 6rnekle ayni islemler tekrarlanacaktir.

7. Varsa farkli tedaviler i¢in goniillillerin arastirma gruplarina rastgele atanma

olasiliginin bulundugu,

Goniilliilere herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

8. Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak iizere

izlenecek veya goniillilye uygulanacak yontemlerin tiimii,

Goniilliilerden sadece kanserli doku 6rnegi alinacaktir.

9. Arastirmanin deneysel kisimlari,

Bu calismada, ¢alismaya riza gosteren goniilliilerden olusan yaklasik 50 kisiden alinan
kanserli doku 6rnekleri kullanilacaktir. Arastirmanin laboratuvar asamasinda ise DNA analizi

yontemiyle, kanserli doku 6rneklerinden DNA profilleri elde edilecektir.

10. Goniilliiniin maruz kalacagi ongoriilen riskler veya rahatsizliklar (arastirma
hamilelerde veya lohusalarda yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit ¢ocuklarinin da maruz

kalacag1 ongoriilen riskler veya rahatsizliklar dahil olmak {izere),
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Goniilliidden sadece kanserli doku 6rnegi alinacaktir. Kanserli doku 6rnegi alinmasinin

higbir riski yoktur.

11. Aragtirmadan makul 6l¢iide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii agisindan
hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadiginda goniilliinlin bu durum hakkinda

bilgilendirilecegi,
Goniillii agisindan hedeflenen bolgeler ile ilgili herhangi bir klinik yarar yoktur.

12. Goniillitye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve

bunlarin olast yarar ve riskleri,
Goniilliiye herhangi bir girisim ya da tedavide bulunulmayacaktir.

13. Ilgili mevzuat geregince gerekiyorsa goniilliiye verilecek tazminat (sigorta) ve /

veya saglanacak tedaviler,

Gontiilliilere yapilacak islem sadece kanserli doku 6rnegi almak olup bu islem sirasinda
katilimcilarda dogabilecek hukuki ve mali riskleri proje yiiriitiiciisii olarak tamamen

ustlendigimi bildiririm.

14. Varsa, goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iligkin 6demeler

hakkindaki bilgiler,
Gondilliiler i¢in herhangi bir ulagim, yemek veya baska bir masraf 6denmeyecektir.
15. Gondillilerin sorumluluklari,

Goniilliiniin bu c¢aligmayla ilgili kanserli doku ornegi vermekten baska higbir

yiikiimliiliigl yoktur.
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16. Gondilliiniin arastirmaya katiliminin istege bagli oldugu ve goniilliiniin istedigi
zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz kalmaksizin, higbir hakkini kaybetmeksizin

arastirmaya katilmay1 reddedebilecegi veya arastirmadan ¢ekilebilecegi,

Goniilliiniin arastirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima
maruz kalmaksizin arastirmadan c¢ekilebilecektir. Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek

gorildiiglinde katilimci arastirma disi birakabilir.

17. Goniilliiniin kimligini ortaya ¢ikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimliginin

gizli kalacagi,

Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligi ile ilgili kayitlarn gizli tutulacag,
kamuoyuna agiklanamayacagi; arastirma sonuglarinin yayimlanmasit halinde dahi goniilliiniin

kimligi gizli kalacaktir.

18. Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saghk
otoritelerinin goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilecegi, ancak
bu bilgilerin gizli tutulacagi, yazili bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla

gontlli veya kanuni temsilcisinin s6z konusu erigime izin vermis olacagi,

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanhk ve diger ilgili saghk
otoritelerinin goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri olacaktir. Ancak bu

bilgiler gizli tutulacaktir.

19. Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin

zamaninda bilgilendirilecegi,
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Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal temsilcisinin zamaninda

bilgilendirilecegini taahhiit ederiz.

20. Goniilliiniin; arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers
olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi i¢in temasa gecebilecegi kisiler ile bu kisilere

ait gilinlin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralari,

Gondiilliiniin aragtirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili
herhangi bir bilgi edinebilmesi i¢in proje yiiritiiciisii Faruk Asicioglu’na ait glinlin 24 saatinde

ulasabilecegi telefon numarasi 05325203489 dir.

21. Goniilliiniin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar

veya nedenler,

Goniilliintin kanserli doku 6rneginden herhangi bir nedenle DNA elde edilememesi

durumunda katilim sona erdirilir.
22. Calisma sonrasi arastirma tirinlerine erigim,

Arastirma sonrasi elde edilecek tiriinler tez ¢alismasi ve bilimsel katki i¢in kullanilacak

olup, baska hi¢bir amag i¢in kullanilmayacaktir.

23. Goniilliillerden alinacak biyolojik materyallerin ne oldugu, hangi amagcla alindig:
ve analizlerinin nerede yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda yapilmasi durumunda

biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin agiklanmast),

Goniilliilerden elde edilecek olan kanserli doku &rneginden 36 Insersiyon/Delesyon

(INDEL) lokusu tiplendirilerek kanserli dokudaki stabiliteleri belirlenecektir. Biyolojik
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materyallerin analizleri yurtdisinda yapilmayacak olup; calisma, 1.U-C Adli Tip ve Adli

Bilimler Enstitiisii laboratuvarlarinda yapilacaktir.

24, “Bilgilendirilmis goniilli olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekceli veya gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum” ifadesi goniilliiniin

kendi el yazisi ile yazilacaktir.

25. “S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla

katilmay1 kabul ediyorum” Ifadesi géniilliiniin kendi el yazis1 ile yazilacaktir.
26. Goniilliiniin ad1 / soyadi / imzas1 / tarih,

27. Arastirma ekibinde yer alan ve arastirma hakkinda bilgilendirmeyi yapan yetkin

bir arastirmacinin ad1 / soyadi / imzasi / tarih,
28. Gerekiyorsa olur islemine tanik olan kiginin adi / soyadi / imzasi / tarih,
29. Gerekiyorsa anne ve baba veya kanuni temsilcinin adi / soyadi / imzas1 / tarih,
yer almalidir.

30. Goniilliillerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma

yapilabilmesi i¢in;

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
gorevli tarafindan yapildi. Aragtirmaya goniillii olarak katildigim, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekcesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin

arastirmaci tarafindan da arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.
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S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.

“Kanserli Dokularda InDel Instabilitesi ve Adli Bilimler Acisindan Onemi” adli
arastirma kapsaminda alman kanserli doku 6rneginin (Goniillii tarafindan uygun olan sik

isaretlenmelidir)

C Sadece yukarida bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.
Ileride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin Ad1 ve Soyada:
Goniilliiniin Dogum Tarihi:
Goniilliiniin Imzas::

Tarih:

31. Ayrica, BGOF, goniillii veya kanuni temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak
bir hiikkim veya ifade iceremez ayrica arastirmactyi, kurumu, destekleyici veya bunlarin
temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir ytlikiimliiliikkten kurtaracak hiikiim

veya ifade tasiyamaz.
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