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OZET

TRANSPLANTASYON SONRASI HASTALARIN KAN, SAC VE BUKKAL
SURUNTU ORNEKLERININ DNA PROFILLERI

Volkan Zeybek, DEUTF Adli Tip Anabilim Dali

Giris ve Amag: Adli olgularda kimliklendirme ve babalik/akrabalik incelemelerinde periferik
kanin DNA profilleri sik kullanilmaktadir. Calismalarda, allo PBSCT ve karaciger nakli
yapilan hastalarda, kan ve bazi dokularda kimerizm gelistigi ve nakil sonrasi engrafman ve
bazi komplikasyonlarin tanisinda, gelisen kimerizmin analizlerinin 6nemli oldugu
saptanmigtir. Giliniimiizde transplantasyon gec¢irmis hastalarin sayisinin giderek artmasi
nedeniyle Adli olgularda transplantasyon dykiisiiniin sorgulanmasi 6nem kazanmis ve bu tiir
olgularda daha dogru sonug alabilmek i¢in periferik kan yerine bukkal siiriintii 6rnekleri veya
sa¢ folikiillerinin ¢aligilmasi giindeme gelmistir. Calismamizda, kok hiicre ve organ transplant
hastalarinda kimerizm analizleri ile kan, sa¢ folikiilleri ve bukkal siirintii 6rneklerinin adli
kimliklendirmede kullanilabilirliliginin arastirilmasi amaglanmaistir.

Gerec- Yontem: DEUTF Hematoloji Bilim Dal tarafindan allo- PBSCT yapilmis bes
hastanin, DEUTF Genel Cerrahi Anabilim Dal tarafindan karaciger transplantasyonu
yapilmis 35 hastanin kan, sa¢ folikiili ve bukkal siiriintii ornekleri kor olarak incelendi.
Orneklerin DNA’lar1 izole edildikten sonra, belirli kisa ardisik tekrar dizileri, PCR analizi ile
cogaltilip kapiler elektroforezde genotip tayini yapilda.

Bulgular: DNA profilleri karsilastirildiginda; allo- PBSCT yapilan hastalarin dordiinde kan
orneklerinin, sa¢ ve bukkal siiriintii 6rneklerinden tamamen farkli oldugu, miks Kimerizm
bulunmadigi belirlendi. Bu ii¢ O6rnegi birbirinin ayni olan tek olguda da engrafman
basarisizligi oldugu ve nakil tekrar1 planlandigi 6grenildi. Karaciger transplantasyonu
yapilanlarda DNA profilleri karsilastirildiginda bir fark gézlenmedi. Karaciger nakli yapilmis
hastalarin hi¢ birinde GVHD gelismemis, iki tanesinde akut rejeksiyon gelismisti.

Tartisma ve Sonu¢: Basarili allo- PBSCT yapilmis kisilerin periferik kan DNA profillerinin
dondr kimerizmi gosterdigi, bukkal siirtintii 6rneklerinin DNA profilleri, nakil sonras1 gegen
stire ile degiskenlik gosterdigi ancak sa¢ orneklerinin DNA profillerinin tamamen aliciya ait
oldugu gosterilmistir. Karaciger transplantasyonu yapilmis 35 hastanin, her {i¢ 6rneginin
DNA profilleri arasinda bir fark yoktu. Bu durum olgularm higbirinde GVHD gelismemesine
baglandu.

Anahtar kelimeler: transplantasyon, kimerizm, adli kimliklendirme



SUMMARY
DNA Profiling In Blood, Buccal Swabs And Hair Follicles Of Patients Transplantation.
Volkan Zeybek, Dokuz Eylul University Faculty of Medicine Department of Legal Medicine

Introduction and Object: Peripheral blood DNA profiles are often used in forensic
identification and paternity/ kinship investigations. Studies were showed that, patients
undergoing allo PBSCT, and liver transplantation, chimerism developed in blood and some
tissues and this chimerism was important to show posttransplant engrafment and to diagnose
some of complications. Nowadays, due to the increasing number of patients who had
undergone transplantation, questioning the story of transplantation has gained importance in
forensic cases and buccal swab or hair follicles samples was raised rather than peripheral
blood samples to get more accurate results in such cases. In this study, it is aimed to
investigate availability of chimerism analysis of blood, hair follicles and buccal swab samples
in forensic identification of stem cell and organ transplant patients.

Materials and Methods: Blood, hair follicle and buccal swab samples of five patients who
were made alloPBSCT by Department of Hematology DEU and 35 patients who were made
liver transplantation by Department of General Surgery DEU were analyzed as blind. After
the isolation of samples DNA, specific short tandem repeats sequences were amplificated with
PCR and then genotype was determined with capillary electrophoresis.

Results: DNA profiles were compared with patients who underwent allo-PBSCT in four
blood samples, hair and buccal swab samples were completely different, there was no mixed
chimerism. It was learned that one patient whose three examples were same had failure of
engraftment and transmission repetition scheduled.

Discussion and Conclusion: It is showed that after succesful allo PBSCT, DNA profiles of
peripheral blood samples show donor chimerism, DNA profiles of buccal swab samples
varies with time after transplantation, and DNA profiles of hair samples are fully recepient’s.
There was no difference between each of the three samples DNA profiles of 35 liver
transplant patients. This situation is connected to the absence of development of GVHD.

Key words: transplantation, chimerism, forensic identification



1. GIRIS- AMAC

Son 30 yildir malign veya nonmalign hematolojik hastaliklarin tedavisinde allogenik
periferal kan kok hiicre transplantasyonu (allo- PBSCT) yaygm olarak kullanilmaktadir.
Bugiin diinyada yillik yaklasik 15000 allo- PBSCT yapilmakta ve her yil yapilan hasta sayis1
artmaktadir. Kok hiicre transplantasyonu, bir dondrden alinan hematopoietik kok hiicrelerin,
verildigi hastada yerlesip ¢ogalarak alicinin hematopoietik sisteminin tamamini veya bir
kismin1 olusturmas1 amaclanarak yapilan bir uygulamadir. Basarili bir kok hiicre
transplantasyonu sonrasi hastanin hematopoietik ve lenfoid hiicreleri donériin kemik iliginden

gelenlerle yer degistirir (1, 2).

Allo- PBSCT’nda, engraftman devamlihigi ve altta yatan hastaligin relapsinin
onlenmesi icin komple dondr kaynakli hematopoezisin olmasi  gerekmektedir.
Transplantasyon sonrasi takipte en 6nemli gorev; alic1 viicudundaki dondr spesifik hiicrelerin
kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesidir. Allo- PBSCT basar/ Dbasarisizliginin

belirlenmesinde kimerizm gosterilmesi gerekli hale gelmistir (1, 3).

Transplante edilen kemik iligi k6k hiicrelerinin “adult stem cell plasticity” olarak
adlandirilan, noral, kemik, kikirdak, kas, karaciger, barsak, alveolar, epidermal veya
endotelyal hiicrelere “transdiferansiye” veya “dediferansiye” olma potansiyellerinin oldugu
kabul edilmektedir. Bu nedenle basarili allo- PBSCT 6ykiisii olan kisilerde kKimliklendirme ve
akrabalik/ babalik tayini ¢alismalarinda periferal kan 6rneklerinin kullanilmasi uygun degildir

(1, 4, 5).

Ayni sekilde karaciger transplantasyonu yapilan kisilerde, yapilan ¢aligmalarda dondr
kimerizminin gosterildigi ve transplantasyon sonrasi bazi komplikasyonlarin erken tanisinda

bu yontemin kullanildig1 belirtilmektedir (6).

Karaciger, graft reddi duyarhlig: ile ilgili immunolojik olarak ayricalikli bir organdir.
Dondr transplant T lenfositleri aliciya karsi bir bagisik yanit olusturdugunda “graft versus
host disease” (GVHD) olusur. Bu, allo- PBSCT’larinda sik goriilen bir komplikasyondur.
Cilinkii ¢ok sayida immunokomponent hiicre, immunokompromis hiicre igine transfiize

olmaktadir. Karaciger transplantasyonlarimnda GVHD nadir fakat ciddi bir komplikasyondur.



GVHD tanis1 genelde klinikle konur, fakat son zamanlarda gelisen testler sayesinde dondr
organ kaynakli hiicrelerin gosterilmesi, klinik slipheyi dogrulayarak yanlis tedavi

uygulanmasini engellemistir (7, 8, 9).

Adli olgularda kimliklendirme ve babalik/akrabalik tayinlerinde periferik kan sik
kullanilmaktadir. Fakat transplantasyon yapilan kisilerde olusacak kimerizm nedeniyle bu tiir
olgularda daha dogru sonug alabilmek i¢in periferik kan yerine bukkal siiriintii 6rnekleri veya

sa¢ folikiillerinin kullanilmast uygundur (1,6).

Bu caligmada, kok hiicre ve organ transplant hastalarinda transplantasyon sonrasi
"graft wversus host disaese” (GVHD) ve prognoz takibinde kimerizm analizlerinin
optimizasyonunun saglanmasi ve sa¢ folikiillerinin ve bukkal siiriintii 6rneklerinin allo-
PBSCT ve karaciger transplantasyonu sonrasi adli kimliklendirmede kullanilabilirliliginin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 DNA ve yapisi:

Canliligin, temel belirtileri olan metabolizma, biiyiime ve cogalabilme yetenegine
sahip en kii¢iik pargasi hiicredir (10). Hiicrelerin molekiiler biyolojisini anlamak, tiim
biyolojik bilimlere temel olan aktif bir arastrma alamidir. Ozellikle insan genomunun
diziliminin tamamlanmasiyla, hiicre ve molekiiler biyolojideki gelismeler tip
uygulamalarinda yeni ufuklar agmistir (11). Insan genomu, temel olarak insanin fonksiyonel
bir organizma olmasini belirlemek icin gerekli olan tiim genetik bilgiyi yapisinda bulunduran

biiyiik miktarda kimyasal deoksiriboniikleik asitten (DNA) olusur (12).

Genomu olusturan DNA molekiilleri ¢ok uzun niikleotit polimerleridir. Niikleotitler,
basit alt birimler olmayip deoksiriboz olarak bilinen seker, fosfat grubu ve azotca zengin
piirin ve pirimidin bazlarindan olusan yapilardir. DNA’da iki adet piirin (adenin ve guanin)
ve iki adet pirimidin (sitozin ve timin) bazlar1 bulunmaktadir. Bazlar sekerlere baglanarak
niikleozidleri olustururlar. Niikleotitler bunlara ek olarak, niikleozid sekerlerin 5' karbonlarina

bagli bir ya da daha fazla fosfat gruplar1 igermesinden olusur (11).

Niikleotitlerin niikleik asitleri olusturmak {izere polimerlesmesi, bir niikleotitin 5'
fosfat1 ile digerinin 3' hidroksil grubu arasinda fosfodiester baglarmin olusumunu kapsar.
Polintikleotitler her zaman 5'- 3' yoniinde sentezlenirler; biiyliyen zincirin 3' hidroksil (OH)
grubuna serbest niikleotit eklenmektedir. Konvansiyonel olarak, DNA'da baz dizilimi 5'- 3'
yoniinde belirtilir. DNA molekiillerindeki genetik bilgi polimer boyunca yer alan bazlarin
diziliminde sakhidr (11).

DNA molekiilleri seker fosfat omurgasindan olusan iki zincirin bir eksen etrafinda
sarilmasi ile meydana gelen ¢ift sarmal (double helix) yapidadir. ki iplik birbirinin 6zdesi
olmayip birbirinin tamamlayicisidir. DNA’nin replikasyon, transkripsiyon, tamir gibi tiim
biyolojik fonksiyonlar1 bu 6zelligi sayesinde gergeklesir. Replikasyon sirasinda ¢ift iplikli
DNA molekiillerinin iplikleri ayrilip her biri yeni molekiiliin sentezi i¢in kalip gorevi goriir.
Sonunda atasal molekiiliin esdegeri olan iki ¢ift iplikli DNA meydana gelir. Mitoz ve mayoz

boliinmeler sirasinda replikasyon devamli olarak olusur. DNA’nin baz diziliminde sakli olan



genetik bilgi organizmanin tiim yap1 ve fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan proteinlerin yap1 ve
miktarin1 belirler yani genetik bilgi akist DNA—RNA—Protein seklinde gergeklesir. Bu
slirece santral dogma denir (12).

Insan genomu, kodlayan ve kodlamayan DNA dizilerinden olusur.

INSAN GENOMU

Niikleer Genom Mitokondriyal Genom

Genler ve genlerle ilgili diziler  Ekstragenik DNA 2 rRNA 22 tRNA 13 polipeptid
| kodlayan gen

Tek kopya veya az Tek veya diistik kopya Az veya ¢ok
tekrarlayan diziler say1l1 diziler (%60) tekrarlayar diziler (%40)

Kodlayan DNA  Kodlamayan DNA  Ardisik tekrar kiimeleri Genoma dagilmis tekrarlar

Pseudogenler Gen fragmanlar1 Intronlar, transkribe olmayan diziler vb

Sekil 1. insan genom organizasyonunun sematik dzeti

2.1.1 Genler Ve Genler ile ilgili DNA Dizileri

Genom {izerinde proteine veya riboniikleik asite (RNA) cevrilen islevsel bir iirlin
olusturacak sekilde eksprese olan diziler, gen olarak adlandirilir. insan Genom Projesi
kapsamimda 30000 civarinda gen tamimlanmistir. Bu genlerin yaklasik %95’1i polipeptid
kodlarken %5’1i RNA kodlamaktadir. Genlerin i¢inde biiyiilk miktarda kodlamayan DNA
bulunur. Bu tip genlerin kodlayan, yani proteine c¢evrilen dizi bolgelerinin (ekson),
kodlamayan dizilerden (intronlar gibi) ayrildig1 boliinmiis bir yapisi vardir. Tiim genin uzun
bir RNA molekiilii olusturacak sekilde transkripsiyonu yapilir, intronlar daha sonra kesilerek

ayrilir ve boylece mesajct RNA’da (MRNA) sadece eksonlar bulunur (11).



2.1.2 Ekstragenik DNA Tekrarlari:
Insan genomunun biiyiik kism1 gen dis1 tekrarlardan olusur. Bu diziler ardisik tekrar

kiimeleri ve genoma dagilmis tekrarlar olarak iki gruba ayrilabilir.

2.1.2.1 Ardisik Tekrar Kiimeleri:
Ayni dizinin ard1 ardina “n” sayida tekrarlanmasi seklinde goriiliir. Tekrarlanan bu
dizilerde tekrar sayilari degisken oldugundan genellikle polimorfiktir. Bu diziler kendi iginde

gruplara ayrilir.

2.1.2.1.1 Satellit DNA: Satellit DNA’lar hi¢bir zaman transkribe olmaz ve

heterokromatik bolgelerde 6zellikle sentromer yakinlarinda bulunurlar.

2.1.2.1.2 Minisatellit DNA:

Hiper degisken minisatellitler-VNTR(Variable Number of Tandem Repeats):

6-100 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki birimlerin birbiri ardinca tekrarlamasi ile 0.1- 20
kilobazlik (kb) tekrar bloklar1 olusturan ve genom iizerinde yaklasik 1000 kadar blok seklinde
bulunan yapilardir. Orta derecede tekrarlayan DNA (moderately repetetive DNA) olarak da
tanimlanirlar. Bu ardisik tekrarlarin esit olmayan krosover ve replikasyon kaymasi olaylarinin
iriinii olan duplikasyonlar sonucu olustugu kabul edilmektedir. Yiiksek mutasyon hizina

sahip (~%?2.0), yiikksek derecede polimorfiktirler. DNA kimliklendirmesi i¢in kullanilirlar.

Telomerik DNA: 10-15 kb’lik ardi ardina yerlesik tekrar tniteleridir. Kromozomlari

olusturan lineer DNA’nin uglarini kisalmaktan korur (12).

2.1.2.1.3 Mikrosatellit DNA:

Kisa ardisik tekrarlar-STR(Short tandem repeats):

STR(short tandem repeats) olarak da bilinen 2-6 baz ¢ifti uzunluktaki g¢ekirdek
tinitenin 5-30 kez ardigik tekrarindan olusan ve ortalama 150 b¢ uzunlugundaki DNA
iiniteleridir. Genom boyunca ortalama her 6-10 kb’da bir rastlanir. Insan genomunda yaklasik
olarak bir milyon STR lokusu bulunur (13). Bunlar ileri derecede polimorfik olduklarindan
genetik belirte¢ olarak yaygin bigimde kullanilmaktadir. insan genomunda heterozigotluklari

%70’in lizerinde olan 1300’den fazla STR lokusu tanimlanmuistir.



2.1.2.1.4 Megasatellit Ve Diisiik Kopyali DNA Tekrarlar:
Bunlarin tekrar iinitesi birkag kb olup, blok uzunlugu birka¢ 100 kb’dir.

2.1.2.2 Genoma Dagilmus DNA Tekrarlar:

Bircok kiiciik DNA ailesi bu genel tanimlama i¢cinde bulunsa da genomun 6nemli bir
kismini olusturduklar1 ve genetik hastaliklara karistiklar i¢in 6zellikle Alu ve L1 ailesi onem

kazanir.

2.1.2.2.1 Alu ailesi: Yaklasik 300bp uzunlugundadir. Insan genomunda yaklasik 500
000 Alu ailesi bulunmaktradir. SINE (short interspersed repeated sequences) grubuna ait en

Onemli ailelerden birisidir.

2.1.2.2.2 L1 (LINE) ailesi: 6kb kadar uzunluktadir. Insan genomunda yaklasik 100 000

kopyas1 bulunmaktadir.

2.2 Kromozom Ve Y apisi:

Insan genomu, 22 ¢ift otozomal ve 2 cinsiyet kromozomundan olusur. Her biri
dogrusal DNA molekiilii igerir. Yaklasik 2 metre olan genomik DNA’nin sadece 5- 10um
capindaki bir ¢ekirdege yerlesimi i¢in yogun bir sekilde paketlenmesini saglayan bazik histon
proteinleridir. DNA’nin histon proteinleri ile iliskisi sonunda kromatin yapisi ortaya

¢ikar(11,12).

Kromatin kondansasyonunun diizeyi, hiicrenin yasam dongiisii siirecinde degisim
gosterir. Interfazdaki hiicrelerde kromatinin ¢cogu nispeten yogun olmayan durumdadir ve
cekirdek i¢inde dagilmistir. Buna dkromatin adi verilir. Hiicre dongilisliniin bu doneminde,
gen transkripsiyonu olur ve DNA, hiicre boliinmesine hazirlanacak sekilde replike olur.
Okromatinin aksine, interfaz kromatinin yaklasik %10'u mitoza giren hiicrelerin kromatinine
benzeyen ¢ok yogunlasmig bir durumdadir. Heterokromatin, ge¢ replike olan, RNA’ya hig

cevrilmeyen veya nadiren cevrilebilen ve hiicrenin gereksinimlerine gore Okromatine



doniisebilen bir yapidir (11). Genomun en ileri derecede paketlenmis hali mitoz boliinme

sirasinda goriilen kromozomlardir. Kromozomal boyama ile mikroskopta goriilebilirler (12).

Kromozomlar c¢esitli boyamalar sonrasi 1tk mikroskobunda, agik ve koyu bantlar
seklinde gozlenir. Yaygin olarak Giemsa boyasi kullanilir. Giemsa boyasi kullanilmasiyla
olusan bantlara G- bantlar1 denmektedir. A¢ik ve koyu bantlarin 6zelligi adenin- timin (A-T)
ve guanin- sitozin (G-C) bazlarinin yogunlugu ile ortaya ¢ikar. Koyu boyanan G bantlar1 A-T
den zengin, acik bantlar ise G-C den zengindir. Bu sekilde boyanan 24 kromozomun boyut
farklar1 ve sentromer yerlesimlerine gore birbirinden ayirt edilmesini saglayan analiz tipine,

karyotip denir (10).

Kromozomlarin lizerindeki genlerin dagilimi da farklidir. Bu durum piirifiye CpG
adaciklarinin metafaz kromozomlarina hibridizasyonu ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalara
gore bazi kromozomlar genden zenginken bazilar1 fakirdir. Kromozomlarin G bantlarinda gen

yogunlugu azken, agik bantlarda ve subtelomerik bolgelerde gen yogunlugu fazladir (14).

Genler, kromozom iizerinde kesin pozisyonu veya lokusu olacak sekilde dogrusal
bicimde siralanmistir. Gen haritas1 genlerin kromozomal yerlesimlerinin haritas1 olup benzer
sekilde her tiir igin, hatta tiir i¢inde her birey i¢in karakteristiktir (12). Insan Genom
Projesi'nin 2003 yilinda tamamlanmasiyla su an insan kromozomlarmin 23 ¢iftinin de

uzunluk ve sekanslarini biliyoruz (10).

Kromozom c¢iftinin tiyeleri (homolog kromozomlar) birbiri ile uyumlu genetik bilgi
tagirlar. Yani ayni genler, ayni dizilime sahiptirler. Bununla beraber, herhangi bir spesifik
lokusta ayn1 genin 6zdesi veya ¢ok az farkli formu olabilir ve allel olarak adlandirilir. (12)
Eger homolog kromozom {iizerinde, ayni lokustaki iki allel farkli ise heterozigot denir, ayni
ise homozigot denir. Es lokuslardaki allellerde saptanan farkliliklar insan kimliklendirme
testleri i¢in 6nemlidir. Bir genetik lokusta bulunan allellerin tanimlanmasina genotip denir.
Ornegin lokusta A ve a allelleri varsa ii¢ genotip olusma olasilig1 vardir (AA, Aa, aa). AA ve
aa genotipleri homozigottur, Aa genotipi heterozigottur. DNA profili, multipl lokuslar igin
elde edilmis genotiplerin kombinasyonudur. DNA profillemesi de DNA molekiiliindeki

spesifik lokalizasyonlarda bulunan genotiplerin belirlenmesi islemidir (10).



Lokuslardaki allel sayismin genetik ¢esitlilikteki etkisini daha iyi anlamak i¢cin ABO
kan gruplarina bakilabilir. A, B ve 0 olarak 3 allel var. Bu 3 allel, olas1 3 homozigot genotip
(AA, BB, 00) ve 3 heterozigot genotip (A0, BO, AB) olusturabilir. Boylece 3 allelden 6 olas1
genotip ortaya ¢ikar. Fakat fenotip olarak A, B, AB ve 0 ortaya ¢ikar. DNA markeri igin,
daha ¢ok sayida allel olmasi, daha fazla sayida genotiple sonuglanir. Genel olarak, eger "n"
sayida allel varsa, n sayida homozigot genotip ve nx(n-1)/2 adet heterozigot genotip olusur.
Ornegin 20 tane allel varsa, 20+20x(20-1)/2=210 tane genotip olusur. Eger 10 lokus
oldugunu ve her lokusta 10 allel oldugunu diisiiniirsek; kombinasyonu 2,5x10'” olas1 genotip

olusur (55x55x55x...). Her lokustaki allel sayis1 ve her DNA testi i¢in lokus sayisi, olas1

genotip sayisinin daha ¢ok iiretilmesine yardimci olur (10).

Sekil 2. Kromozomun yapis1 (11)
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DNA molekiillerimizin ¢ok biiyiik kisminin (yaklasik %99,7's1) diger insanlarla ayni
oldugu, sadece kii¢iik bir kisminin (%0,3, yaklasik 10 milyon niikleotit) bizi diger insanlardan
ayirdig1 bilinmektedir. iste bu farkli bolgelerin ortaya gikarilmasi, insan kimliklendirmesinin

amacidir (10).
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2.3 Adli Bilimlerde DNA Analiz Yontemleri

Adli bilimlerde DNA analiz yontemleri hi¢bir zaman sabit kalmamis ve siirekli devam

eden teknolojik gelismeler gostermistir.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analizleri, 1980’lerden 1990’larin
ortasina kadar kullanilmistir (15, 16). Ray White tarafindan 1980 yilinda tanimlanan RFLP
orta diizeyde polimorfizm gosterir. Bu ¢esitlilik, kodominant alleller olarak kalitilir. Her bir
kromozoma 6zgiil bolgelerde haritalandiklar1 i¢in, genetik hastaliklarin bir ailede nesilden
nesile gecisini takip etmek amaciyla belirleyici olarak kullanilmaktadir (17). RFLP
yonteminin ayirt etme gilicii ¢cok yiiksek ve son derece giivenilir olmakla birlikte sadece
degrade olmamis DNA varliginda basarili sonuglar alinabilmesi yontemin adli bilimler
alaninda kullanimin1 sinirlamaktadir. Ayrica yontemin fazla zaman alici olmasi, ¢ok fazla is
giicii ve radyoaktif madde ile temas gerektirmesi, fazla miktarda ve yliksek kalitede DNA’ya
ihtiya¢ duyulmasi gibi olumsuz yonleri de vardir. Yukarida s6z edilen dezavantajlarindan
dolay1 bugiin yerini PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) teknigine dayali analiz yontemlerine
birakmustir (10, 18).

PCR metodu, adli bilimlerden ekolojiye, DNA diagnostik ¢alismalarindan temel
arastirmalara kadar her alanda kabul gérmiistiir. Bunun sebebi yontemin basit, kolay ve hizli
olmasidir (19). 1988’de Kary Mullis tarafindan gelistirilen PCR hiicre ¢ekirdegi igerisinde
gergeklesen DNA replikasyonunun bir analogudur. Sekil 3’te goriildiigii gibi denaturasyon
(A), baglanma (B) ve uzama (C) olmak iizere ii¢ asamadan olusmaktadir. Cok az miktardaki
(genellikle nanogram (ng) diizeyindeki) kalip DNA’da istenen bélgelerin tekrarlayan
kopyalarinin ¢ikarilmasi igin DNA polimeraz kullanilmaktadir. (10, 12, 20). DNA’nin her bir
replikasyon dongiisiinde iki katmma ¢ikmasi ile DNA molekiillerinin sayisi ekponansiyonel
olarak artar ve bdylece baslangigtaki az miktardaki kalip DNA’dan yeterli miktarda DNA
elde edilmesi saglanir. Ornegin 30 dongii boyunca amplifiye edilen tek bir DNA
molekiiliinden, teorik olarak 23° adet (yaklagik bir milyar) yeni molekiil elde edilecektir. Bu
yiizden tek bir DNA molekiiliiniin amplifikasyonu ile molekiiler klonlama veya niikleotit dizi

analizi gibi daha ileri analizler i¢in gereken miktarlarda DNA elde edilebilir (11).

11



Yontemde kalip olarak kullanilacak DNA, biyolojik 6rneklerden ¢esitli izolasyon
yontemleriyle elde edilir. Primerler kalip DNA’da ¢ogaltilmak istenen bolgeye 6zeldir. PCR
tekniginde giinimiizde en yaygimn olarak kullanilan polimeraz enzimi Taq polimerazlardir.
Son donemde modifiye edilmis HotStart Taq DNA polimerazlar, yiiksek sicakliga dayanikli
ve daha verimlidirler. Hedef DNA'nin konsantrasyonu, oligoniikleotid primer, Mg*?, DNA
polimeraz miktarlari, DNA kalitesi ile baglanma sicakligi gibi parametreler ydntemin
basarisini etkiler. Bu nedenle s6z konusu parametreler optimize edilmelidir (10, 21).

Sekil 3: PCR kullanilarak DNA amplifikasyonun mekanizmasi

aatcgaatgtgcccgtacgattcgatgcgaaactaggagccctatcgat
ttagcttacacgggcatgctaagctacgctttgatcctcgggatagcta

|

Denatiirasyon
aatcgaatgtgcccgtacgattcgatgcgaaactaggagccctatcgat
94°c

ttagctt acacgggcatgctaagctacgcttt gatcctcgggatagcta

|

aatcgaatgtgcccgtacgattcgatgcgaaactaggagccctatcgat

cgggcat

Baglanma

58°C

aactagg

ttagctt acacgggcatgctaagctacgcttt gatcctcgggatagcta

|

aatcgaatgtgcccgtacgattcgatgcgaaactaggagccctatcgat

Uzama

cgggcatgc taagctacgctttgatcctcgggatagcta
72°C

aatcgaatgt gcccgtacgattcgatgcgaaactagg
ttagcttacacgggcatgctaagctacgcttt gatcctcgggatagcta
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Adli bilimlerde PCR teknigi, cok diisiik miktardaki DNA’y1 ¢ogaltma imkani verdigi
icin tercih edilmektedir. Kriminal olaylarda cesitli delillerden elde edilen (tek bir sag teli,
sigara filtresi, kemik pargasi, kan lekesi vs.) ¢ok az miktarlardaki DNA’nin PCR teknigi ile
cogaltilabilmesi, delillerin degerlendirme oranmi yiikseltmistir (22). PCR yontemi
replikasyon gibi DNA’nin tamamin1 kopyalama imkani vermemektedir. Zaten bu zaman ve
para yoniinden ekonomik degildir. Bu nedenle DNA’nin amaca en iyi hizmet edecek

bolgelerinin gogaltilmast hedeflenmektedir (23).

PCR sonras1 amplifiye DNA fragmentlerinin yiiksek ¢oziiniirliikteki poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) sonucu giimiis boyama yontemi uygulanarak 10 baz ¢ifti veya daha
kii¢iik uzunluktaki DNA fragmentlerinin farkliliklar1 belirlenebilir. Bu yontem 1989 yilinda
Allen R.C. tarafindan bulunmustur (24). Teknigin diger bir avantaji da kolay ve hizh
olmasidir. Ayrica DNA milyonlarca kez ¢ogaldigi i¢in goriiniirlestirme islemi radyoaktif

olmayan yontemler ile yapilabilmektedir (25).

2.3 Adli Bilimlerde incelenen DNA Bolgeleri:

Adli amagla rutinde kullanilacak lokuslarin segiminde; lokusun ayrim giici,
heterozigotluk orani, kromozomal lokalizasyonu, yapisi, PCR ile ¢ogaltilabilmesi, glivenilir

ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesi gibi kriterler g6z 6niine alinir (26).

Adli bilimlerde bireylerin birbirinden ayriminda DNA parmak izi, haplotip analizi,
baglant1 haritalarmin ¢ikarilmasi, populasyon genetigi ve kimerizm gibi c¢aligmalarda
kullanilan yiiksek mutasyon hizina sahip (~%2.0), yiiksek derecede polimorfik VNTR’lar
tekrar sayisinin kigiler arasinda farklilik gostermesi nedeniyle adli bilimlerde ayrici genetik

isaret olarak kullanilmistir (27).

VNTR’lar genellikle RFLP yontemi ile tiplense de, PCR yontemi ile de tiplenebilirler.
Ancak degrade olmayan DNA ornekleri i¢in bile bu teknigin uygulanmasi sinirlidir. Ciinki
PCR’da hedef DNA biiyiikliigii arttikca amplifikasyon igleminin etkinligi azalmaktadir.
VNTR tiplemesinde fazla ve iyi kalitede DNA’ya gerek olmasi, istatistik analizinin zor
olmasi, bazen homozigot veya heterozigot ayrimini verememesi ve uzun zaman almasi gibi

nedenler yontemin kullanimini smirlandirmistir. Yukaridaki nedenlerden 6tiirti adli bilimlerde
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VNTR’larin bir alt grubu olan STR (Short Tandem Repeats- Kisa Ardisik Tekrar Dizinleri,
Mikrosatellitler) lokuslar tercih edilmektedir (10, 28).

Insan genomunda bulunan yaklasik olarak bir milyon STR lokusundan
heterozigotluklar1 %70’in {izerinde olan 1300’den fazla STR lokusu tanimlanmistir (29). Cok
sayida STR lokusunun tek tiip i¢erisinde, PCR (multipleks PCR) ile kolayca gogaltilabilmesi,
floresans tespit sistemleri ile jel veya kapiler elektroforezde genotip tayini yapilabilmesi
STR’larmn yaygin olarak kullanimmi saglamistir (30). VNTR lokuslarina gore ayrim
giiclerinin diisiik olmas1 bir dezavantaj gibi goriiniiyor ise de ¢ok sayida lokusun birlikte
calisilmas: ile bu sorun giderilmistir. Adli bilimler i¢cin uygun STR lokuslarmm se¢im
kriterleri; kiigiik ve degrade DNA orneklerinde sonu¢ vermesi, lokusun ayrim giiciiniin
%90’ tizerinde olmasi, allelerin 90- 500 b¢ arasinda olmasi, gozlenen heterozigozite oranin
%90°nin iizerinde olmasi, amplifikasyon hassasiyetinin yiiksek olmasi, diisiik mutasyon
oranina sahip olmasi1 olarak belirlenmistir (31). Mikrosatellitlerde lokuslar arasinda kismi
farkliliklar olmakla birlikte mutasyon orani her kusakta 107 ile 10* arasinda degismektedir.
Mutasyon orani tiirler arasinda farklilik gosterdigi gibi aymi tiir i¢inde lokuslar arasinda da

farklilik goriiliir (32, 33).

STR lokuslarinin analizi ilk kez 1991 yilinda Edwards ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlandiktan kisa siire sonra genis kullanim alan1 bulmus ve birbiri ardina ¢ok sayida yeni
STR lokusu tanimlanmustir (21). STR lokuslarmin ilk adli uygulamasi 6li bir magdurun

iskeletlerinin tiplenmesidir (10, 13).

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP-PCR) yeni kullanilmaya baslanan bir teknoloji olup
genomda STR’lerden daha yiiksek siklikta bulunduklarindan ve daha stabil olduklarindan
mutasyon oranlar1 diisiiktiir. STR’den daha yiiksek sensitivitesinin olmasi beklenmektedir,

ancak su ana kadar ustiinliigi kanitlanamamustir (34).

2.4 DNA Markirlan I¢in isimlendirme:

ISFG (International Society of Forensic Genetics) komisyonlarmin dogrultusunda
“D#-S#” sistemine gore yapilmaktadir. Eger markir genin bir pargasiysa, genin adi
isimlendirmede kullanilir. Ornegin, STR markir1t THO1, genomdaki tirozin hidroksilaz genini

belirtir. '01' kismi, tekrarlayan kismin tirozin hidroksilaz geninin intron 1 kismu i¢inde
14



oldugunu belirtir. Bazen kisaltmanin basina insan genomu oldugunu belirtmek i¢in HUM- eki

getirilebilir (10).

DNA markirt genin diginda kalmigsa kromozomal pozisyonuna goére adlandirilir.
Ornegin, D5S818 ve DYS19'u ele alinrsa; 'D', DNA'y1 belirtir. 5, 5. kromozomu, Y, Y
kromozomunu belirtir. 'S', tek kopya sekansini belirtir. Sonda bulunan sayilar, kromozomda

bulundugu lokusu belirtir. (10)

2.5 Genotiplendirme Protokolii Sirasinda Dikkat Edilecek Noktalar

Genotiplendirme protokolii biyolojik 6rnekten DNA izolasyonu, DNA miktar tayinini,
STR lokusu igin DNA ¢ogaltilmasini ve genetik analizérde dizin analizini icermektedir. Olay
yerinde bulunan biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA kontamine olmus olabilir. Kontamine
olan 6rnekteki insan DNA “s1 siklikla bakteri DNA ‘s1 da igerebilir. Bu 6rnekten insan DNA‘s1
izolasyonu ve STR analizi yapabilmek sikintili olabilir ¢iinkii STR genotipleme sistemlerinin
basaris1t PCR asamasinda kullanilacak olan DNA miktarina baghdir. Cok az miktardaki
DNA‘dan ancak kismi profil elde edilebilirken, ¢ok fazla DNA miktar1 da inhibisyona neden
olabilir. Adli analizcilere gore, genellikle sinirli miktarda olan adli kanit Grneklerinden,
yorumlanabilir STR profillerinin eldesi i¢in validasyon sonucu belirlenmis giivenilir miktar
tayin yontemleri se¢ilmelidir (35). Diger bir problem olay yerinde bulunan DNA 1s1 ve ¢esitli
Kimyasallara maruz kalirsa kalip DNA’nimn istenmeyen kiiglik pargalara boliinmesine ve STR

tiriinlerinde sinyal kaybma neden olabilir (36).

2.6 Genotiplendirme Protokolii:

STR bolgelerinin standardizasyonunu saglamak i¢in pek ¢ok iilkede g¢alismalar
yapilmig ve ticari girigimler sonucu standart STR Kkitleri iiretilmistir. Biiyiik cabalar ve
kapsamli ¢caligmalarla hem adli hem de genel popiilasyon genetigi ile ilgili biiyiik veritabanlar1
olusturulmustur. Bunlarm en Onemlilerinden biri 1990 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’'nde FBI tarafindan kurulan CODIS (Combined DNA Index System) veri
bankasidir. CODIS i¢inde FBI tarafindan belirlenen 13 STR lokusu yer almaktadir. Bu
lokuslar; D3S1358, VWA, FGA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820,
CSF1PO, THO1, TPOX, D16S539 (37).
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Diger bir onemli veritabam ise; Ingiltere’de Forensic Science Servis tarafindan
kurulan 10 STR lokusunu ve amelogenin igeren SGM (second- generation multiplex) Plus
sistemin kullanildig1 veri tabanidir (38). Ingiltere populasyonunda birbiriyle iliskisi olmayan
iki bireyin SGM plus STR lokuslarinin analizi ile elde edilen genetik profillerinin ayni olma
olasiligi 10"dir (39).

Ulkemizde de popiilasyon genetigi ve adli kimliklendirmede STR lokuslarinin

kullanimina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (63).

Son yillarda adli olgularda ve nesep tayininde kullanilan ayrim giicii daha yiiksek
kitler gelistirilmistir. AmpF/STR® Identifiler™ PCR Amplification (AB Applied Biosystems)
ve PowerPlex” (Promega) kiti, tek bir PCR amplifikasyonunda 15 tetraniikleotid STR
lokusunu ve cinsiyet tanimlayict isaret olan amelogenin lokusunu gogaltabilmektedir. Bu
kitler ile DNA konsantrasyonu 0,5- 0,125 ng/ul arasinda olan orneklerden genotip tayini
yapmak miimkiindiir (40). Ancak iiretilen ve siklikla kullanilan bu STR Kkitleri ile 6rnekler
degrade oldugunda genotip tayini yapilamamaktadir. Ciinkii baz1 STR lokuslar1 (CSF1PO,
D18S51, FGA ve D2S1138) uzun PCR iiriinleri olustururlar ve bu da genotiplemede sorunlara
yol agmaktadir. Bu sorunlarin ¢oziimii i¢in mini-STR lokuslar1 gelistirilmistir (36). Mini-STR
lokuslar1 PCR f{iriinlerinin kisaltilmasi ile degrade 6rneklerden genotipleme yapmay1 miimkiin
kilmistir. Mini-STR lokuslar1 Diinya Ticaret Merkezi olayinda da basariyla kullanilmistir
(41). STR sistemleri adli arastrrmalarda giivenilir olduklarini1 kanitlamiglardir. Milyonlarca
DNA profili (ulusal DNA veri bankalar1) STR lokuslari ile tiretilmistir (42)

2.7 AmpFISTR Identifiler Mikrosatellit/STR Lokuslar

Applied Biosystems (ABI) tarafindan iiretilen DNA profilleme sistemidir. Bu sistem
Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri Ag1 (European Network of Forensic Science Institues,
ENFSI) ve DNA analiz yontemleri tizerinde ¢alisan teknik grup (Technical Working Group
on DNA Analysis Methods, TWGDAM) tarafindan Onerilmistir. Yapilan calismalar ile

sistemin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi test edilmis ve onaylanmistir (43).

Mevcut olan STR lokuslar;; D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THOI,

D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818 ve
16



FGA gibi yiiksek derecede polimorfizim gosteren STR lokuslar1 olup (sekil 4), glinlimiizde
yaygin olarak; adli bilimlerde kimlik tespiti, babalik testleri ve atasal soy bagi (Y-STR),
genom haritalamalar1 ve populasyon calismalar1 gibi birgok konuda, STR polimorfizim

uygulamalarinda kullanilmaktadir (10).
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Sekil 4: Yaygin olarak kullanilan STR lokuslar1 (10)
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D3S1358 ve D19S433 lokuslar kiiciik baz ciftlerine (100- 150 bg) ve diisiik molekiiler
agirliga sahip olmalarmdan dolay1 ¢ok az miktarda olan ya da degredasyona ugramig DNA

iceren adli 6rneklerde sonuca gidebilme olasiligini arttirdigi i¢in kitte yer almaktadir (10).
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2.8 Kapiller Elektroforez Teknolojisi:

Kapiller elektroforez (CE), elektroforetik hareket kabiliyeti, faz ayirimi1 ve molekiiler
boyuttaki farkliliklara ya da bunlarin bir kagma bagh olarak elektrokinetik ayirim yapan bir
tekniktir. Bu elektrokinetik ayirim; iki ucu agik, dis yiizeyi silika ile kaplanmis, yaklasik 25-
75 pum i¢ ¢apli ve 15-100 cm uzunlugunda, silindirik kapillerlerde yapilir. Kapiller,
elektrotlar1 ve tamponu igeren iki cam hazne arasina yerlestirilmis olup, kapillerler jel ile
dolduktan sonra ¢ok az miktardaki 6rnek, kapillerin bir ucuna elektrokinetik ve hidrodinamik
teknikle yiiklenir. Ayirim yiiksek voltaj (yaklasik 5-30 kV, 1-150 uA) uygulayarak yaklasik
200-500 V/em dogru akim altinda saglanir. Bu elektrik akimi sadece molekiilleri elektrikle
yiikklemez (elektroforez) ayni zamanda tiim soliisyonun hareketini saglar (elektro-0zmos).
Kapillerdeki ¢6ziinlir maddenin dagilimi temel olarak diflizyon ile kapiller duvari-6rnek
etkilesimi, 1s1 ve iletkenlikteki degiskenlige bagli olarak elektroforetik dagilima dayanur.
Kapiller duvari-ornek etkilesimi, duvar i¢ yiizeyinin tampona eklenen dinamik maddeler ile
kaplanmasi ile en aza indirilir. Ornekler kapillerin anot ucuna yakm yerlestirilen sensorlar ile
kapiller iizerinden saptanirlar (sekil 5). Yontemin en 6nemli avantajlar1 ¢ok az miktarda 6rnek
gerektirmesi, ileri derecede hassas olmasi [LIF (laser-induced fluorescence) teknolojisi ile
birlestiginde atto-mol seviyeleri], hizli ayirim giicii, otomotizasyon ve ek cihazlarla uyum

olarak siralanabilir (10, 44, 45, 46, 47).

Kapiller elektroforezin LIF ile desteklenmesi sonucunda bu teknik DNA
fragmanlarinin ayriminda en hizli gelisen yontem olmustur. CE ile inorganik iyon saptanmasi,
ilaglar, oligoniikleotidler, peptit ve protein analizleri, bir¢ok genetik hastaliklarin tanisinda,
adli tipta genetik polimorfizmin saptanmasinda, mutasyon ve polimorfizm analizinde, SSCP
(single strand conformation polymorphism), VNTR (variable number tandem repeat), STR
(short tandem repeat) analizi ve DNA dizilemesi gibi bir ¢ok ¢alismada kullanilan giivenilir

bir yontemdir (44, 46, 48).
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Sekil 5: Kapiller elektroforez (CE) sistemi (10)

Kapiler elektroforez sistemi bilegenlari
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Bu amagla kullanilan gen analiz cihazlarinda kapiller elektroforez isleminin her
basamagi otomatize olmustur. Bu cihazlar anot ve katot kutuplar arasinda uzanan bir kapiller,
sicaklig1 sabit tutacak bir 1sitict bolge ve anot uca yakin bir bolmede lazer 151k kaynagi ile
CCD kameradan olusur. Kapillerin ig¢ine polimer dolduran bir siringa ve her iki kutupta
elektrik gecirgenligi saglayacak tampon hazneleri bulunmaktadir. Her bir 6rnek i¢in yeniden
polimerle doldurulan kapiller, 6rnek tiipiine girdiginde PCR ile ¢ogaltilmis ve denatiire
edilmis DNA fragmanlarimi elektrokinetik yontemle kapiller igerisine alir ve bu asamadan
sonra sabit voltaj ve sabit sicaklikta anot kutba dogru hareket eden DNA fragmanlari
kapillerin silika ile kaplanmamis bdlgesinden gegerken lazer 15111 baglandiklar1 primerin
rengine gore degisik dalga boylarinda yansitarak CCD kamera tarafindan algilanirlar. Uygun
bilgisayar yazilimi tarafindan degerlendirilen bu veriler ekranda biiytikliikk ve yogunlugu ifade
eden pikler seklinde belirir (sekil 6). Bu pikler bahsedilen yazilim tarafindan daha 6nce bu
yazilima tanitilan floresan boyali ve fragman biiyiikliigli bilinen standartlarla karsilastirilarak
degerlendirilmektedir. Standardizasyon isleminde allelik ladder (AL)’lar kullanilir. AL bir
lokusa ait yaygin allellerin ¢ogunu igermekle birlikte allel boyutunun standardize edilmesi
icin gereklidir (44, 45, 46).
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Sekil 6: ABI PRISM 310 Genetic Analyzer cihazinda, AmpFISTR SEfiler PCR {irlinlerinin,
GeneScan Software programinda elektroferogram gosterimi (49)

2.9 Mikrosatellit (STR) Lokus Allellerin Belirlenmesi:

STR lokus allelleri belirlenirken PCR 6rnegi Formamide icerisinde ¢oziilerek, standart
degerler olan 100-139-150-160-200-300-340-350-400 bp uzunluk araliklarinda Gen Liz Size
Standard (GS500) kullanilip, kapiller elektroforezde bilinen bir boyuttaki DNA tekrar
bdlgelerini, istenen bir ¢oziiniirlikte diisiik vizkosite saglayip formiile eden; Performance
Optimized Polymer (POP-4)’le yiiriitiilerek, Data collection’da analiz edilip pik degerleri
¢ikartilir ve bu degerler allelik ladders referans alinarak karsilastirilir (sekil 7) (10, 50).
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Sekil 7: STR allellerini belirleme basamaklar1 (10)

2.10 Kimerizm

“Chimera” Yunan mitolojisinde bas1 aslan, viicudu kegi ve kuyrugu yilandan olusan
yaratiga verilen isimdir. Bu nedenle giiniimiizde farkli parcalarin bir arada bulundugu ve ortak

bir biitiinii olusturdugu durumlar: ifade etmekte siklikla kullaniimaktadir (51).
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Tip literatiiriinde spontan veya edinsel olarak ikiden fazla genetik yapiya ait hiicrelerin
bir arada bulundugu organizmalarda kimerizmden s6z edilir. Spontan kimerizm ilk olarak, tek
kiside farkli kan gruplarinin bir arada gosterilmesi ile giindeme gelmistir ve bunlarin biiyiik
bir kismmnin ayni uterusta gelisim gosteren c¢ift yumurta ikizleri oldugu ve %8 oraninda
karsilasildigi gosterilmistir. Birgok insan intrauterin donemde anneden plasenta yolu ile veya
ileri yasamlarinda karsilasabilecekleri tekrarlayan kan transfiizyonlar1 ile gegen yabanci
hiicreler barindirarak mikrokimerizm gostermektedir. Koken alinan farkli hiicre gruplarina
gore farkli tanmimlamalar kullanilmaktadir.

* Heterolog kimerizm: Yabanci hiicre veya dokularin farkli tiirden bir organizmadan
kaynaklanmasi1 durumudur.

* Homolog kimerizm: Yabanci hiicre veya dokularin ayni tiirden bir organizmadan ancak
farkl: bir genotipten kaynaklanmasi durumudur.

* Isolog kimerizm: Yabanci hiicre veya dokularin ayni tiirden bir organizmadan ve ayni

genotipten (tek yumurta ikizi gibi) kaynaklanmasi durumudur (52).

Hematolojide  kimerizm  kelimesi ilk  olarak  deneysel olarak yapilan
transplantasyonlarla birlikte kullanilmaya baslanmistir. 1956°’da, Ford ve arkadaslar1
calistiklar1 hayvan modellerinde nakledilen verici hiicrelerinin zaman igerisinde giderek artan
diizeyde saptandigini gostermislerdir. Transplantasyon Oncesinde olduk¢a yiiksek oranda
uygulanan radyoterapiyi takiben verici hiicrelerinin aktarilmasindan sonra saptanan bu durum

“radyasyon kimerizmi” olarak adlandirilmistir (52).

Gilinlimiizde alicidda sadece verici  hematopoezisi ve/veya alicimin  kendi
hematopoezisinin devaminin derecesi “hematopoetik kimerizm” olarak adlandirilmaktadir.
Transplantasyon sonrasi alici ve verici hiicrelerinin orani kimerizmin derecesini belirler. Bu
derecelere gore farkli adlandirmalar gelismistir. Tam kimerizmde kemik iligindeki iiretimin
tamamini verici hiicreleri olustururken, miks kimerizmde alic1 ve verici hiicreleri bir arada
iretim yapar. Miks kimerizm izlemdeki duruma gore gegici olabilirken, stabil veya progresif
bir seyir gosterebilir. Miks kimerizmin saptanmasinda ¢ok farkli teknikler kullanilmasi nedeni
ile siklig1 ¢cok net bilinmemektedir. Giiniimiizde giderek daha duyarli molekiiler tekniklerin
kullanilmasi ile sanildigmin aksine miks kimerizmin sik karsilagilan bir durum oldugu
anlasilmistir. Mikrokimerizm ise transplantasyonu takiben %1’den daha az hiicrenin verici

kaynakli olmas: durumudur ve genellikle solid organ transplantasyonlarinda karsilasilir (3).
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Literatiirde medikolegal yonden kimerizmin 6nemi ile ilgili ilging bazi 6rnekler vardir.
Lydia Fairchild; iki ¢ocuk dogurdugu, iiglinciisiine hamile oldugu, 2002 yilinda esinden
bosanmak icin dava agtigi, mahkemenin, ¢ocuklarin biyolojik babasinin DNA analizi ile
kanitlanmasini istedigi, anne, baba ve iki ¢ocugun kan verdikleri, iki hafta sonra alinan
sonugta esinin, ¢cocuklarin babasi oldugu, ancak kendisi ne birinin, ne de Gtekinin annesi
olmadigi, sonuca itiraz ettigi, testlerin bir baska laboratuvarda yinelendigi, sonucun
degismedigi, cocuklart dogurdugunu gosteren hastane kayitlarmin delil kabul edilmedigi, ek
olarak kendisinin, soybagimi degistirmek ve g¢ocuk kagirmakla suglandigi, bu gelismeler
yasanirken {clincli ¢ocugunu dogurmak {iizere hastaneye yattig, mahkemenin, do§um
sirasinda ¢ocuktan ve anneden kan alinarak DNA analizi yapilmasini istedigi, bebegin diger
iki cocugun kardesi oldugu, babanin onun da babasi oldugu, Lydia’nin, bilirkisi huzurunda
dogurdugu son ¢ocugun da annesi olmadigi, dnceki su¢lamalara, yasal olmayan yollarla rahim
kiralayarak gelir elde etmek gibi bir yenisinin eklendigi, Lydia Fairchild'in avukatinmn itiraz
ettigl, Lydia'nin cesitli dokularinda DNA analizi yapilmasimni istedigi, deri, sag, kan ve yanak
ici hiicrelerinin DNA's1 ¢cocuklarm annesi olamayacagini gosterdigi, ama rahim i¢inden alinan
hiicrelerin her seyi degistirdigi, buna gore, Lydia’nin, her ii¢ ¢ocugun da annesi oldugunun

belirlendigi ve su¢lamalarin ortadan kalktig1 belirtilmektedir (53).
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3.GEREC VE YONTEM:

Cahsmamizda Kullanilan Malzemelerin Listesi:

1.
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Qiagen BioRobot M48 Robotic Workstation

Applied Biosystems Gold Plated 96- Well Gene Amp PCR System 9700
Applied Biosystems 3130xI Genetic Analyzer

Qiagen MagAttract DNA Mini M48 Kit (192)

Qiagen Starter Pack, M48

Applied Biosystems Quantifiler Duo DNA Quantificatin Kit

Applied Biosystems AmpFLSTR ldentifiler Plus PCR Amplification Kit
Applied Biosystems 96-Well Septa Plate

Applied Biosystems MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate

. Applied Biosystems 3130XL/3100 Genetic Analyzer Capillary Array 36cm
. Applied Biosystems Gene Scann 600 Liz Size Standart

. Applied Biosystems 310 Running Buffer 10x

. Applied Biosystems Hi- DI Formamide

. Applied Biosystems POP-4 Polymer For 3130/3130xI Genetic

. Applichem Proteinase K — Solution

. Applichem DTT

. Qiagen Buffer G2

. Greiner Filter Tip,Nature ,Sterile F.Gilson 200

. Greiner Filter Tip,Nature,Sterile F.Gilson P1000

. Greiner Filter-Tip,Natural,Sterile F.Gilson P10

. Greiner Microcentrifuge Tube,2,0ml With Cap, 500

. Puritan 25-1506-1PF Foam Tipped Applicators/Swabs, Polystyrene Shaft, Sterile
. Greiner EDTA’l1 vakumlu tiip

. Vorteks

. Thermo mixer

. Derin dondurucu

. Sml’lik steril, kapakl: tiipler
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Orneklerin Toplanmasi:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda karaciger
transplantasyonu yapilan ve tedavi sonrasi takipleri yapilan 35 hasta ile Dahiliye Anabilim
Dali Hematoloji Bilim Dali tarafindan allojenik kok hiicre transplantasyonu yapilan ve tedavi
sonrast takipleri yapilan 5 hasta, yazili aydinlatilmis onam alinarak ¢alismaya dahil edildi.
Gondlliilerin her birinden;

- EDTA’I1 tiipe 2 ml kan 6rnegi,

- Steril pamuklu ¢ubuk kullanilarak oral kavite mukozasindan bukkal siirtintii 6rnegi
(hastalar, 6rnek alinmadan 6nce temiz su ile li¢ kere agizlarinm ¢alkaladz),

- 5-7 adet ¢ekilerek koparilan koklii sa¢ kili alindi.

Tiim ornekler -20°C’de saklanda.

DNA izolasyonu, miktar belirlenmesi, amplifikasyonu ve Kkapiller elektroferoz
islemleri Adli Tip Kurumu Izmir Grup Baskanlig1 Biyoloji Ihtisas Dairesi’nin laboratuarinda

yapildi.

Orneklerden Biorobot M48 Kullanilarak DNA Izolasyonu:

1. Kan ornekleri tizerine 200 ul G2 Buffer, 20 ul Proteinase K eklendi.

2. Bukkal siiriintii 6rnekleri tizerine 200 ul G2 Buffer, 20 ul Proteinase K eklendi.

Kil 6rnekleri iizerine 100 pl G2 Buffer, 100ul ATL Buffer, 20 ul Proteinase K, 20 ul
DTT(Dithiothreitol) eklendi.

w

Ornekler vorteksle karistirildi.
56°C sicaklik, 700 rpm ¢alkalama ayarlarinda Thermo Mixer’de 1 saat bekletildi.
Inkiibasyon siiresi dolan 6rnekler 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.

N o o &

Ornekler, hiicrelerin parcalanmasi, niikleik asitlerin silika kapli MagAttract
partikiillerine baglanmasi, manyetik alan kullanarak kontaminantlarin uzaklastirildig:
yikama basamagi ve DNA’nin partikiillerden ayrilarak saf halde elde edilmesini
saglayan eliisyon basamaklarmin otomatik olarak gergeklestirildigi Biorobot M48

cihazina konularak izolasyon islemi devam ettirildi.
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Orneklerdeki DNA Miktarimin Belirlenmesi:

Ornekten izole edilen DNA miktar1 ve kalitesini belirlemek i¢in Quantifiler Duo DNA
Kantifikasyon kiti kullanildi. insan DNA’sma 6zellestirilmis Quantifiler Duo PCR Reaction
Mix ve Quantifiler Duo Male Primer mix kullanilarak mevcut DNA izolatmin mikrolitre
hacmi igerisindeki DNA miktar1 nanogram cinsinden Realtime PCR yoluyla kantitatif ve

ger¢ek zamanli olarak belirlendi ve miktarinin tayin edilmesi islemi yapildi.

Orneklerden PCR Yéntemiyle DNA’nin Cogaltilmast:

1. PCR Master mixi Identifiler Plus kitine gore hazirlandu.

Identifiler Plus, 16 lokus ile ¢alisma olanag1 saglar. Bu lokuslar: D8S1179, D21S11, D7S820,

CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX,
D18S51, Amelogenin, D5S818 ve FGA’dan olugsmaktadir (Tablo 1).

2. ABI 9700 Thermal Cycler cihazinin programlanmasi ile amplifikasyon islemi otomatik

olarak yapildi.

Kapiller Elektroforez islemi:

1. 3130x1 Genetik analizor cihazini yiikleme i¢in hazir hale getirldi.

2. Yiikleme karisimi hazirlanarak, cihaz yiikleme parametrelerine gore yiikleme yapildi ve

cihaz calistirildi.

3. Cikan sonuglar Gene Mapper ile analiz edildi. Elde edilen tiim analizlerin yazicidan

¢iktilar1 alindi.

Elde edilen kan, sa¢ ve bukkal siiriintii rneklerinin DNA profil analiz sonuglar1 her

olgu i¢in kendi aralarinda karsilastirildi
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Tablo 1: AmpFISTR® Identifiler® Plus Kit lokuslar1 ve allelleri

STR lokusu

Kromozom
lokasyonu

Identifiler Plus
icindeki alleller

Allelic Ladder

Kontrol DNA
9947A  genotip

D8S1179

8

8, 910, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17,18, 19

13

D21S11

21q11.2-g21

24, 24.2, 25, 26, 27,
28, 28.2, 29, 29.2, 30,
30.2, 31, 312, 32,
32.2, 33, 332, 34,
34.2, 35, 35.2, 36, 37,
38

30

D7S820

7011.21-22

6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15

10, 11

CSF1PO

5033.3-34

6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15

10, 12

D3S1358

3p

12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19

14,15

THO1

11p155

4,5,6,7,8, 9 93, 10,
11, 13.3

8,9.3

D13S317

13q22-31

8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15

11

D16S539

16qg24-qter

5, 8,9, 10, 11, 12,13,
14, 15

11,12

D2S1338

2035-37.1

15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28

19, 23

D19S433

19q12-13.1

9, 10, 11, 12, 12.2, 13,
13.2, 14, 142, 15,
15.2, 16, 16.2,17, 17.2

14, 15

VWA

12p12-pter

11,12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24

17,18

TPOX

2p23-2per

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13

D18S51

18921.3

7, 9, 10, 10.2, 11, 12,
13, 13.2, 14, 14.2, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27

15,19

Amelogenin

X: p22.1-22.3
Y: pll.2

XY

D5S818

5021-31

7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16

11

FGA

4028

17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 26.2,
27, 28, 29, 30, 30.2,
31.2, 32.2, 33.2, 422,
43.2, 44.2, 45.2, 46.2,
47.2,48.2,50.2,51.2

23,24
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Olgularm; cinsiyet, hastalik, yas, komplikasyon gelisip gelismedigi, alicilar1 ile
iliskileri, transplantasyon sonrasi gegen siire, ornekleri DNA profilleri arasinda fark olup
olmamasi bilgileri SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Science) bilgisayar programu ile

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji
Bilim Dali tarafindan allo- PBSCT yapilmis 3’1 kadmn, 2’si erkek toplam 5 hasta ¢alismamiza
goniilli olarak katildi. Hastalarin yas ortalamasi 31.6 + 13.18332 (minimum 18, maksimum
53 yas) idi. Ornek almdig1 sirada nakil sonras1 gegen siire en az 2 ay, en fazla 30 aydu.

Olgularmn 5’ine de malign hastaliklar nedeniyle transplantasyon yapilmisti.

4 olguda kardes, 1 olguda baba donor olarak kullanildi. Olgular 2’sinde alic1 kadin,
donor erkek, 2’sinde alic1 erkek, donor erkek ve 1°inde alici kadin, donér kadmn idi. Allo-

PBSCT yapilan goniilliilerin klinik bilgileri tablo 2°de gdsterilmistir.

Tablo 2: Allo PBSCT yapilan hastalarin klinik bigileri

Hasta Yas Alhcmn  Vericinin  Vericinin - Tam Nakil sonrasi GVHD

no cinsiyeti  cinsiyeti kan bag gecen siire (ay)

1 18 Kadin Erkek Kardesi AML 10 Yok

2 25 Kadin Erkek Kardesi B hiicreli 2 Yok
lenfoblastik
lenfoma

3 29 Kadin Kadin Kardesi AML 5 Yok

4 53 Erkek Erkek Kardesi AML 30 Yok

5 33 Erkek Erkek Babasi AML 4 Var

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali tarafindan
karaciger nakli yapilmis 8’1 kadin, 27’si erkek toplam 35 hasta ¢calismamiza goniillii olarak
katild1. Hastalarin yas ortalamasi 46.3 + 15.07544 (minimum 7, maksimum 67 yas) idi. Ornek
alindig1 sirada nakil sonrasi gegen siire en az 1 ay, en fazla 125 aydi (Tablo 3). Olgularin
22’sine viral nedenlerle, 3’iine alkol kullanimi nedeniyle, 6’sina metabolik hastaliklar
nedeniyle, 2’sine kriptojenik nedenlerle ve 2’sine hem viral hem de alkol kullanimi nedeniyle

olusan karaciger yetmezligi sonucu karaciger transplantasonu yapilmist1 (Tablo 4).

16 olguda kan bagi olan akraba, 4 olguda kan bagi olmayan akraba ve 15 olguda
kadavra dondr olarak kullanildi. Olgularin 18’sinde alict erkek, donodr erkek, 9’unda alici
erkek, donor kadin, 6’sinda alic1 kadin, donor erkek ve 2’sinde alici kadin, donor kadin idi.

Karaciger transplantasyonu yapilan goniilliilerin klinik bilgileri tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3: Karaciger transplantasyonu yapilan hastalarin klinik bigileri

Hasta Yas  Alcimn Vericinin Vericinin Tam Nakil sonras1 GVHD/
no cinsiyeti  cinsiyeti kan bag gecen siire Rejeksiyon
(ay)
1 58 Kadin Erkek Kadavra HBV+delta 125 Yok
2 25 Erkek Kadin Kadavra Wilson hst 122 Yok
3 54 Erkek Kadin Kiza HBV+Alkol 111 Yok
4 34 Kadin Erkek Esi HBV 101 Yok
5 57 Erkek Kadin Kiz1 HBV 101 Yok
6 54 Erkek Erkek Kadavra HBV 93 Yok
7 59 Erkek Erkek Oglu HBV 91 Yok
8 59 Erkek Erkek Oglu Alkol 91 Yok
9 58 Erkek Kadin Yengesi HBV 81 Yok
10 52 Erkek Erkek Kardes HBV+delta 71 Yok
11 54 Erkek Erkek Kadavra HBV+delta 59 Yok
12 60 Kadin Kadin Kiz1 HBV+delta 50 Yok
13 53 Erkek Erkek Kadavra HBV+delta 46 Yok
14 46 Erkek Kadin Esi Kriptojenik 41 Yok
15 57 Kadin Erkek Kadavra HBV+delta 41 Yok
16 47 Erkek Erkek Oglu HBV+delta 40 Yok
17 67 Erkek Erkek Oglu HCV 38 Yok
18 27 Erkek Erkek Oglu Glikojen Depo 36 Yok
Hst.
19 55 Erkek Erkek Kardesi HBV 36 Yok
20 17 Erkek Kadin Kardesi Primer 36 Akut
Hiperoksaliiri rejeksiyon
21 26 Erkek Kadin Kadavra HBV+delta 31 Yok
22 35 Erkek Erkek Kuzen Hemokromatoz 30 Yok
is
23 19 Erkek Erkek Kadavra HBV+delta 29 Yok
24 63 Kadin Erkek Kadavra Fulminan 23 Yok
Toksik Hepatit
25 7 Erkek Erkek Kadavra Fulminan HAV 23 Akut
rejeksiyon
26 52 Erkek Kadin Kadavra HBV 20 Yok
27 51 Erkek Erkek Oglu HBV+delta+ 17 Yok
Alkol
28 25 Kadin Erkek Kardes Biliyer darhk 10 Yok
29 43 Erkek Erkek Kadavra Alkol 10 Yok
30 51 Erkek Kadin Kadavra Alkol 7 Yok
31 41 Erkek Erkek Kardes HBV+delta 7 Yok
32 46 Kadin Kadin Kadavra Wilson 5 Yok
33 46 Erkek Erkek Oglu HBV+delta 4 Yok
34 63 Kadin Erkek Kadavra Kriptojenik 4 Yok
35 59 Erkek Erkek Oglu HCV 1 Yok
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Tablo 4: Karaciger nakli yapilan hastalarin hastalik etiyolojilerinin dagilimi

Etiyoloji
25
22
20
m Viral
15
m Alkol
B Metabolik
10
B Kriptojenik
6 Viral+Alkol
> 3
2 2
: n . . |
Viral Alkol Metabolik Kriptojenik Viral+Alkol

35’1 karaciger, 5’1 kemik iligi transplantasyonu yapilmis 40 olgunun alinan kan, sa¢ ve
bukkal siirtintii 6rnekleri calisilip D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D55S818 ve
FGA lokuslarina bakilarak sonuglar karsilastirildi.

Allo- PBSCT yapilmis olgularin 4’iinde kandan elde edilen DNA profilleri, sa¢ ve
bukkal siirtintii 6rneklerinden elde edilen DNA profilleri ile uyumsuzdu. 4 ay 6nce yapilan
allo- PBSCT sonrast GVHD geligmis ve tekrar nakil planlanan 5. olgunun 3 drneginin DNA
profili ayniydi. Bu bulgu istatistiksel olarak anlamliydi. (p: 0.025) Bulgularin istatistiksel
degerlendirmelerinde; kan, sa¢ ve bukkal siiriintii 6rneklerinin DNA profillerindeki farklar ile
hastalarin yasi, cinsiyeti, dondriin cinsiyeti, hastaligin tanis1 ve transplantasyon sonrasi gecen
stireler arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi. Olgularin hi¢ birinde miks
kimerizme ait bulgu saptanmadi. Bu 5 olgunun 6rneklerinin STR profil sonuglar1 ayrintili

olarak tablo 5’tedir.
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Tablo 5: Allo- PBSCT yapilan olgularin STR profil sonuglar

Olgu Ornek STRlokuslar1 Amolegenin
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THOL D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
1 Kan 13,14 312 912 12 17 89 912 1314 1819 1214 1618 8 14 1011 2025 XY
Kil 13,14 3031212 12 1617 89 12 10,11 1819 13,15 1618 8 14 1011 1925 X
Bukkal 13,14 3031212 12 1617 89 12 1011 1819 1315 1618 8 14 1011 1925 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THOL D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
2 Kan 14 2830 78 10 1517 68 1013 11,13 2024 12162 17 8 1417 1112 2223 XY
Kil 13 2830 7.8 10,11 1518 7,9 103 11,13 2024 12 17 811 1417 1213 1923 X
Bukkal 13 2830 78 1011 1518 79 10,13 1113 2024 12 17 811 1417 1213 1923 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
3 Kan 1113 27,312 11 1011 1517 6 11 1112 2021 1213 1518 812 1820 10,12 2125 X
Kil 1416 29312 901 12 17,18 69 1l 12,13 1721 13 1718 811 1820 10,13 2125 X
Bukkal 14,16 29312 911 12 1718 69 11 1213 1721 13 1718 811 1820 10,13 2125 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
4 Kan 13,15 30312 10,12 1011 1719 67 1213 11 1923 12216 16 911 1316 1213 2021 XY
Kil 14,15 29 1L13 910 1617 69 812 11 2023 132,16 15 89 1320 12 2021 XY
Bukkal 14,15 29 11,13 9,10 1617 69 812 11 2023 13216 15 89 1320 12 2021 XY
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D165539 D251338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
5 Kan 15 2730 9,11 1112 1516 6 12 910 23,25 13152 1618 8 1013 1011 2325 XY
Kil 15 2730 911 1L12 1516 6 12 910 2325 13,152 1618 8 1013 1011 2325 XY
Bukkal 15 2730 911 1112 1516 6 12 910 2325 13152 1618 8 1013 1011 2325 XY

Karaciger transplantasyonu yapilmis 35 olgunun hepsinde alinan kan, sa¢ ve bukkal
stiriintic~ orneklerinin  DNA  profilleri aym1  saptandi.  Bulgularin  istatistiksel
degerlendirmelerinde; kan, sa¢ ve bukkal siiriintii 6rneklerinin DNA profillerindeki farklar ile
hastalarin yasi, cinsiyeti, dondriin cinsiyeti, hastaligin tanis1 ve transplantasyon sonrasi gecen
stireler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. Bu 35 olgunun 6rneklerinin

STR profil sonuglar1 ayrintili olarak tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Karaciger transplantasyonu yapilan olgularin STR profil sonuglar1

Olgu Ornek STRlokuslar1 Amolegenin
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D55818 FGA
1 Kan 10,16 2629 11,13 10,12 1516 93 812 912 1924 1214 1819 812 1416 12 2026 X

X

Kil 10,16 26,29 11,13 10,12 15,16 93 812 9,12 1924 12,14 18,19 8,12 14,16 12 20,26
Bukkal 10,16 26,29 11,13 10,12 15,16 93 8,12 9,12 1924 12,14 18,19 8,12 14,16 12 20,26 X

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

2 Kan 14 28,30.2 11,12 10,11 15 6 10,12 10,12 16,17 13,15 17,19 8 1517 11,13 23 XY
Kil 14 28,30.2 11,12 10,11 15 6 10,12 10,12 16,17 13,15 17,19 8 15,17 11,13 23 XY
Bukkal 14 28,30.2 11,12 10,11 15 6 10,12 10,12 16,17 1315 17,19 8 15,17 11,13 23 XY

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
3 Kan 13,14 28,332 9 12,13 16,18 6,9.3 10,12 10,11 17,21 1415 141589 1416 1112 2021 XY
Kil 13,14 28,332 9 12,13 16,18 6,9.3 10,12 10,11 17,21 14,15 14,1589 14,16 11,12 2021 XY
Bukkal 13,14 28,332 9 12,13 16,18 6,9.3 10,12 10,11 1721 1415 141589 14,16 11,12 2021 XY
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Oleu Ornek STRIokuslari

Amolegenin

D8S1179 D21S11 D75820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

4 Kan 13,14 2930 9,10 1112 17 693912 913 1923 1214 141889 1415 11 2125 X
Kil 13,14 2930 910 11,12 17 693912 913 1923 1214 141889 1415 11 2125 X
Bukkal 13,14 29,30 9,10 11,12 17 693912 913 1923 1214 141889 1415 11 2125 X
D8S1179 D21S11 D75820 CSFLPO D3S1358 THOL D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
5 Kan 1415 31233189 1012 1718 9 914 12 2023 1314 17 89 1316 910 20 X,Y
Kil 14,15 31233189 1002 17,18 9 914 12 2023 13,14 17 89 1316 9,10 20 X,Y
Bukkal 14,15 31233189 1012 1718 9 914 12 2023 1314 17 89 1316 910 20 X,Y
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3S1358 THOL D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
6 Kan 1315 29,30 11,12 912 17 99.3 13 1112 21,23 13,162 17 812 1617 1011 2325 XY
Kil 13,15 2930 11,12 9,12 17 9,93 13 11,12 2123 13162 17 812 1617 10,11 2325 XY
Bukkal 13,15 29,30 11,12 912 17 993 13 1112 2123 13162 17 812 1617 1011 2325 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3$1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
7 Kan 1315 2731 10 1011 1617 693 811 11 17,22 1314 1617 12 1213 11,12 2324 XY
Kil 13,15 2731 10 1011 16,17 693 811 11 1722 1304 1617 12 1213 1112 2324 XY
Bukkal 1315 27,31 10 1011 1617 693 811 11 17,22 1314 1617 12 1213 11,12 2324 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
8 Kan 11,04 30332 8 1012 1517 9,10 810 11 2023 14 1719 811 1217 911 22223 XY
Kil 11,14 30332 8 10,12 15,17 9,10 810 11 2023 14 17,19 811 1217 911 22223 XY
Bukkal 11,14 30,332 8 1012 1517 910 810 11 2023 14 1719 811 1217 911 22223 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
9 Kan 1314 2930 912 12 1516 69 811 12 17,27 1315 1516 8 1214 11,12 2023 XY
Kil 13,14 2930 9,12 12 1516 69 811 12 1727 13,15 1516 8 1214 11,12 2023 XY
Bukkal 13,14 2930 9,12 12 1516 69 811 12 1727 1315 1516 8 1214 1112 2023 XY
D8S1179 D21S11 D75820 CSFLPO D3$1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
10 Kan 11,13 31322 810 12 17 993 12 1214 1923 1314 1517 911 13,15 11 2122 XY
Kil 11,13 31322 810 12 17 993 12 12,14 1923 13,14 1517 911 1315 11 2122 XY
Bukkal 11,13 31,322 8,10 12 17 99.3 12 1214 1923 1314 1517 911 1315 11 2122 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3$1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
11 Kan 1013 2829 810 11 1416 7 811 1112 1924 1416 1617 811 17,18 12,13 2124 XY
Kil 1013 2829 810 11 1406 7 811 11,12 1924 1416 1617 811 17,18 1213 2124 XY
Bukkal 10,13 2829 810 11 1416 7 811 11,12 1924 1416 1617 811 17,18 1213 2124 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
12 Kan 1315 30312 911 1012 1618 68 11 1011 1720 1415 14,16 10,11 12,13 11 2021 X
Kil 1315 30312911 1012 1618 68 11 1011 17,20 1415 1416 10,11 1213 11 2021 X
Bukkal 13,15  30,31.2 911 10,12 1618 68 11 1011 1720 1415 14,16 10,11 12,13 11 2021 X
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
13 Kan 1315 29322910 11,14 1516 67 1012 11 1720 1213 17 811 1719 1011 22 XY
Kil 13,15 293220910 11,14 1516 67 1012 11 1720 1213 17 811 17,19 1011 22 XY
Bukkal 13,15  29,32.2 9,10 11,14 1516 67 10,12 11 17,20 1213 17 811 17,19 1011 22 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
14 Kan 1013 29332810 11 1517 68 12 910 1720 13 14 8111216 1112 1820 XY
Kil 1013 29332810 11 1517 68 12 910 1720 13 14 8111216 11,12 1820 XY
Bukkal 10,13 29,332 810 11 1517 68 12 910 1720 13 14 8111216 11,12 1820 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
15 Kan 1214 2829 12,14 1011 1418 793912 913 2225 1214 1417 1011 1415 913 2225 XY
Kil 12,04 2829 1214 10,11 14,18 793 9,12 913 2225 1214 1417 10,11 1415 913 2225 XY
Bukkal 12,14 2829 12,14 10,11 1418 793912 913 2225 1214 14,17 10,11 1415 913 2225 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
16 Kan 1214 293121011 12,13 17 6 1112 13 17,20 1214 17,18 11 1214 1112 23 XY
Kil 12,04 293121011 12,13 17 6 11,12 13 1720 12,14 17,18 11 1214 1112 23 XY
Bukkal 12,14  29,31.210,11 12,13 17 6 11,12 13 1720 1214 1718 11 1214 11,12 23 XY
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Oleu Ornek STRIokuslari

Amolegenin

D8S1179 D21S11 D75820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

17 Kan 1314 2930 7,0 10 1718 6 11,12 11 17,23 14,152 17,19 8,10 1517 12,13 2224 XY
Kil 1314 2930 710 10 17,8 6 11,12 11 1723 14152 17,19 810 1517 1213 2224 XY
Bukkal 13,14 2930 7,10 10 17,18 6 11,12 11 17,23 14152 1719 810 1517 12,13 2224 XY
D8S1179 D21S11 D75820 CSFLPO D3S1358 THOL D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
18 Kan 1516 28,30 11,12 1213 1516 6,93 11 1112 17 1314 1519 8 17,08 912 23 XY
Kil 1516 2830 1112 1213 1516 693 11 11,12 17 1314 1519 8 17,18 9,12 23 XY
Bukkal 1516 28,30 11,12 1213 1516 6,93 11 1112 17 1314 1519 8 1718 912 23 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3S1358 THOL D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
19 Kan 1214 30 10,12 1011 15 89 1012 11,13 2325 1314 1618 811 1213 1213 2126 XY
Kil 12,04 30 1012 10,11 15 89 1012 11,13 2325 13,14 1618 811 1213 1213 2126 XY
Bukkal 1214 30 10,12 1011 15 89 10,12 11,13 2325 1314 16,18 811 1213 1213 2126 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3$1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
20 Kan 12,4 2931 12 811 1418 89 1011 11,12 1820 14 1416 11 15 11 20 XY
Kil 12,14 2931 12 811 1418 89 1011 1112 1820 14 1416 11 15 11 20 X,Y
Bukkal 12,14 29,31 12 811 1418 89 1011 11,12 1820 14 1416 11 15 11 20 X,Y
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
21 Kan 10,13 2932 8 10 17 78 811 10 17 12152 16 811 1316 12 21 XY
Kil 10,13 2932 8 0 17 78 811 10 17 12152 16 811 1316 12 21 X,Y
Bukkal 10,13 29,32 8 10 17 78 811 10 17 12152 16 811 1316 12 21 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
22 Kan 13 2729 89 1012 1516 693 1213 1011 2023 1316 1618 10 1315 9,0 1823 XY
Kil 13 2729 89 10,12 1516 693 1213 1011 2023 1316 1618 10 13,15 9,10 1823 XY
Bukkal 13 2729 89 1012 1516 693 1213 1011 2023 1316 1618 10 1315 9,10 1823 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
23 Kan 1014 3032 8 10 1517 78 11 1011 17 1215 1617 811 1316 11,12 2021 XY
Kil 10,4 3032 8 10 1517 78 11 1011 17 1215 1617 811 13,16 11,12 2021 XY
Bukkal 10,14 3032 8 10 1517 78 11 1011 17 1215 1617 811 1316 11,12 2021 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
24 Kan 1314 29 811 11,12 1517 69 8 11 1724 13142 16 11 17 1012 2426 X
Kil 13,14 29 811 11,12 1517 69 8 1 1724 13142 16 11 17 1012 2426 X
Bukkal 13,14 29 811 1112 1517 69 8 11 1724 13142 16 11 17 1012 2426 X
D8S1179 D21S11 D7$820 CSFLPO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
25 Kan 11,12 2833 11 11,12 1518 68 1013 1011 1620 13,162 17,19 11 1421 12 23 XY
Kil 11,12 2833 11 1,12 1518 68 10,13 10,11 1620 13162 17,19 11 1421 12 23 XY
Bukkal 11,12 2833 11 11,12 1518 68 10,13 1011 1620 13162 17,19 11 1421 12 23 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
26 Kan 13 2829 9,10 11,13 1516 67 10,12 11 20 1314 1519 9,11 1718 12 1923 XY
Kil 13 2829 9,00 1113 1516 67 10,12 11 20 13,14 1519 911 17,18 12 1923 XY
Bukkal 13 2829 9,10 11,13 1516 67 1012 11 20 1314 1519 911 1718 12 19,23 XY
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
27 Kan 1315 30332 11,12 1012 1517 6,7 1213 912 21,22 1416 1718 8 1314 11,13 20,23 XY
Kil 13,15 30332 11,12 10,12 1517 67 12,13 912 2122 1416 17,18 8 1314 11,13 20,23 XY
Bukkal 13,15 30,332 11,12 10,12 1517 67 1213 912 2122 1416 17,18 8 1314 1113 2023 XY
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D55818 FGA
28 Kan 11,13 2930 811 1112 1617 67 812 11,12 1823 1314 1719 89 1516 13 25 X
Kil 11,13 2930 811 11,12 1617 67 812 11,12 1823 13,04 1719 89 1516 13 25 X
Bukkal 11,13 2930 811 11,12 1617 67 812 11,12 1823 1314 17,19 89 1516 13 25 X
D8S1179 D21S11 D7$820 CSF1PO D351358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
29 Kan 1315 29322 12 913 1518 893 811 812 2324 1316 1517 1011 13,18 1213 21,22 XY
Kil 1315 29322 12 9,13 1518 893 811 812 2324 13,06 1517 10,11 1318 12,13 21,22 XY
Bukkal 13,15 29,32.2 12 913 1518 893 811 812 2324 1316 1517 1011 13,18 1213 2122 XY
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Oleu Ornek STRIokuslari Amolegenin

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA

30 Kan 1016 29 1012 910 15 68 812 11,12 17 1315 1617 11,12 13,15 12 2124 XY
Kil 10,16 29 10,12 9,10 15 68 812 112 17 13,15 16,17 11,12 1315 12 21,24 XY
Bukkal 10,16 29 10,12 9,10 15 68 812 1112 17 1315 16,17 11,12 1315 12 21,24 XY
D8S1179 D21S11 D7S820 CSFLPO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
31 Kan 9,14 3031.2 11,12 11 1517 8 1213 1213 1720 1415 1415 89 17 1213 2224 X
Kil 914 30312 11,12 11 1517 8 1213 1213 1720 1415 1415 89 17 12,13 2224 X
Bukkal 9,14 30312 11,12 11 1517 8 1213 1213 17,20 1415 1415 89 17 1213 2224 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D55818 FGA
32 Kan 13 2830 811 1011 1517 79 1314 912 1619 14152 1518 812 1213 10,12 19,26 X
Kil 13 2830 811 1011 1517 79 1314 912 1619 14152 1518 812 1213 10,12 19,26 X
Bukkal 13 2830 811 1011 1517 79 1314 912 1619 14152 1518 812 12,13 10,12 19,26 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSFLPO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
33 Kan 1314 28312810 12 1718 993 11 1012 17,23 15152 1419 811 1518 11,12 20,24 XY
Kil 13,14 28312810 12 1718 993 11 1012 17,23 15152 14,19 811 1518 11,12 2024 XY
Bukkal 13,14 28312810 12 1718 993 11 1012 17,23 15152 1419 811 1518 11,12 20,24 XY
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
34 Kan 1314 2930 911 10,12 16 89 813 1012 1825 14172 16 89 12,17 1112 22 X
Kil 1314 2930 9,11 10,12 16 89 813 1012 1825 14172 16 89 1217 11,12 22 X
Bukkal 1314 2930 911 10,12 16 89 813 1012 1825 14,172 16 89 1217 11,12 22 X
D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO D3S1358 THO1 D135317 D16S539 D251338 D195433 VWA TPOX D18S51 D5S818 FGA
35 Kan 1215 3031 11 12 16 7 1213 1213 1920 1314 1617 8,12 13,15 11 1920 XY
Kil 12,15 3031 11 12 16 7 1213 1213 1920 1314 1617 812 1315 11 1920 XY
Bukkal 12,15 3031 11 12 16 7 1213 1213 1920 1314 1617 812 1315 11 1920 XY
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Tablo 7: Allo- PBSCT yapilmis 1. olgunun bukkal siiriintii rnegi DNA profili analizi
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Tablo 8: Allo- PBSCT yapilmis 1. olgunun kan 6rnegi DNA profili analizi
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Tablo 9: Allo- PBSCT yapilmis 1. olgunun sag 6rnegi DNA profili analizi
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Tablo 10: Karaciger nakli yapilmis 26. olgunun kan 6rnegi DNA profili analizi
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Tablo 11: Karaciger nakli yapilmis 26. olgunun sa¢ 6rnegi DNA profili analizi
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Tablo 12: Karaciger nakli yapilmis 26. olgunun bukkal siiriintii 5rnegi DNA profili analizi
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5. TARTISMA

Giiniimiizde bircok hematolojik hastaligin tedavisinde allogenik periferal kan kok
hiicre transplantasyonu (allo- PBSCT) yaygin olarak kullanilmaktadir (3). Transplantasyon
yapilan kisilerde adli kimliklendirmede ve babalik/akrabalik tayininde olusacak kimerizm
nedeniyle periferik kan kullanimi uygun olmamakta, daha dogru sonug¢ alabilmek icin
periferik kan yerine bukkal siiriintii 6rnekleri veya sag¢ folikiillerinin kullanilmasinin daha

uygun olacagini gostermeyi hedefledik.

Yapilan calismalarda; basarili allo- PBSCT sonrasi alinan kan Orneklerinin DNA
profillerinin dondér genotipinde oldugu, bukkal mukoza DNA profillerinin degiskenlik
gosterdigi, sa¢ orneklerinin dondr genotipinden hi¢ etkilenmedikleri gosterilmistir. (1, 2, 4)
Calismamizda allo- PBSCT yapilmis 5 olgunun 4’iinde kan 6rneklerinin DNA profillerinin,
sac ve bukkal siirlintii 6rneklerinin DNA profillerinden tamamen farkli oldugu gozlendi.
Farkli olmayan tek olgunun klinik olarak son durumu arastirildiginda engrafman basarisizligi
nedeniyle transplantasyon tekrarmin planlandigi 6grenildi. Bu bulgu; alicinin  kendi
genotipinin gosterilmesinde, sa¢ ve bukkal siiriintli 6rneklerinin incelenmesinin dogrulugunu

gostermistir.

Hazirlama rejimine bagl gelisen aplazi sonrasinda, kan hiicrelerinin normale donmesi
ile kan degerlerinin diizelmesine engrafman adi verilir. Engrafman, verilen hiicrelerin
hastanm iliginde yerlestigini gosterir. Bagarili bir engrafman i¢in verilecek CD34 hiicre
sayisinin >5x10°%/ kg olmasi gerekir. Birbirini takip eden 3 giin boyunca nétrofil sayismin 500
ya da 1000/mm?*’iin tizerinde olmas1 durumundaki ilk giin nétrofil engrafmani olarak kabul
edilir. Birbirini takip eden 3 giin boyunca trombosit transflizyon gereksinimi olmadan
trombosit sayismm 20.000/mm®iin iizerinde olmasi halinde engrafman tarihi olarak ilk giin
kabul edilir (54). Allojenik nakil sonrasi graniilopoez ve eritropoezin baslamasi en erken 2-4
haftada olur. Trombopoezin yeterli hale gelmesi ise genellikle daha uzun surer ve birkag ay1
bulabilir. (55). Bizim olgularimizin nakil sonrasi gegen siiresi en kisa olani 8 haftalikti. Bu da,

tiim olgularimizin donor kimerizmi i¢in yeterli siireye ulastigini gosteriyor.
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Allo- PBSCT yapilmis olgularimizin bukkal siiriintii 6rnekleri DNA profilleri ile sag
ornekleri DNA profilleri birbirlerinin aynisiydi. Bazi c¢aligmalarda, bukkal siiriintii
orneklerinin miks kimerizm gosterdigi belirtilmektedir (1, 2, 4). Bukkal 6rneklerde hem
epitelyal hiicreler hem de I6kositler mevcuttur. Dondr l6kositlerinin mukozaya gog
edebilecegi ve tiikiiriikte bulunabilecegi, siirintii 6rnegindeki dondér DNA’smin kaynagi
olabilecegi diisliniilmektedir. Normal tiikiiriikte 16kosit sayist 2- 13.600 hiicre/ml arasinda
degisir ve inflamatuar agiz icine sahip hastalarda bu say1 l,lxloe/ml’ye kadar ¢ikabilir (56,
57). Bizim olgularimizin hi¢ birinde mukozit gibi oral inflamasyon bulgusu yoktu. Bukkal
stirtintii 6rneklerindeki kimerizmi bu go¢ etmis lokositlerin yiiksek sayida bulunabilmesine
baglamaktadirlar. Transplantasyon sonrasi gegen siirenin, siiriintii 6rneklerindeki donor hiicre
sayist i¢in onemli bir faktor oldugu belirtilmektedir. Zhou ve ark. yaptigi ¢alismada donor
kaynakli kimerizmin, transplantasyon sonras1 99 ve 147 aylik olgularda 3- 16 aylik olgulara
gore belirgin fazla oldugunu gostermislerdir. Tran ve ark ayrica kemik iligi kaynakli
hiicrelerin yanaga go¢ edebilecegini ve bukkal epitelyal hiicrelere doniisebilecegini in vivo
olarak gostermislerdir. Bu yiizden dondr kaynakli hiicrelerin agiz icinde zamanla artacagi
diistiniilebilir. Bizim allo- PBSCT yapilmis olgularimizda transplantasyon sonrasi gegen en
uzun siire 30 ay idi. Olgu sayisinin sinirli olmasi ve transplantasyon sonrasi gegen siirelerin
fazla olmamasi nedeniyle bukkal siiriintii Orneklerimizde kimerizmin saptanamadigini

diisiiniiyoruz.

Rovo A ve ark yaptig1 bir calismada 115 allo PBSCT yapilmis hasta grubunda kan ve
sa¢ Orneklerinin DNA profillerini karsilastrmig ve kan Orneklerinin tamami dondr
genotipindeyken, sa¢ 6rneklerinin tiimiinde alic1 genotipinin oldugunu gostermislerdir (5). Su
ana kadar yapilmis pek cok calismada, allo PBSCT sonrasi sa¢ orneklerinden %100 alic1
genotipinde Ornekler gdsterilmistir. Bizim olgularimizdan alinan sa¢ 6rneklerinin tiimiiniin
DNA profilleri aliciya aitti. Bu da diger calismalar1 desteklemektedir. Diger calismalar ve
bulgularimiz sonucunda allo PBSCT yapilmis kisilerde adli kimliklendirme ve babalik

akrabalik tayini incelemelerinde sa¢ 6rneklerini kullanilmasinin uygun olacagi goriisiindeyiz.

Giiniimiizde allo PBSCT sonrasi engrafman takibinde ve komplikasyon tanisinda
kanda dondr kimerizminin gosterilmesi altin standart olarak kullanilmaktadir (5, 58). Bizim
calismamizda yer alan transplantasyon basarisizlig1 olan ve transplantasyon tekrari planlanan

bir olguda 6rneklerin {igiiniin de ayn1 genotipte olmasi bunu desteklemektedir.
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Karaciger transplantasyonu, son donem karaciger yetmezliginin tedavisinde etkin bir
yontemdir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 5000- 6000 hastaya karaciger
nakli yapilmaktadir (59). Tirkiye’de 1988 yilindan beri karaciger transplantasyonu
yapilmaktadir. Saglik Bakanlig1 verilerine gore 2011 yilinda tilkemizde 900 hastaya karaciger
nakli yapilmistir.

Akut GVHD karaciger transplantasyonu sonrast nadir ancak Oliimciil bir
komplikasyondur. Siklikla nakil sonras1 10. giin- 6. hafta arasinda goriiliir. Hastaligin erken
doneminde ilag reaksiyonlar1 veya viral enfeksiyon belirtilerinden ayrimi zor oldugu icin,
klinik belirtilerle akut GVHD tanis1 koymak giictiir (7, 60). GVHD’e neden olan hiicreler T
lenfositlerdir, alict kaninda dondr T lenfosit kimerizminin gosterilmesi post-transplant GVHD
tanist i¢in Onemli bir aragtir. (8, 9) Ayrica, alict kanindaki dondr T lenfositlerin kantitaf
degerleri hastaligin takibinde ve tedaviye yanitinda onemlidir (7). Yapilan calismalarda,
karaciger transplantasyonu sonrasi donér kimerizminin 1- 3 hafta i¢inde kayboldugu, ancak
GVHD varliginda bu siirenin uzadigr ve kimerizm degerlerinin %20’den fazla oldugu
belirtilmektedir. (7, 61) Dauber ve ark yaptigi calismada, karaciger transplantasyonu sonrasi
18. haftada GVHD nedeniyle 6len hastanin, 6lmeden 2 giin dnce alman periferik kaninin
tamamen dondr genotipine sahip oldugu, bukkal siiriintii 6rneginin miks genotipe sahip
oldugu, sa¢ Orneginin ise tamamen alict genotipinde oldugunu gostermistir. Karaciger
transplantasyonu yapilmis hastalarda, kok hiicre transplantasyonu yapilmis hastalarda oldugu
gibi, alict DNA profillerinin, dondr profillerinden etkilenmesinin adli bilimler agisindan
onemli oldugu belirtilmektedir. (6, 62) Literatiirde karaciger transplantasyonu sonrasi, uzun
donem takipte STR analizi kullanilarak yapilmis ¢caligmaya rastlanmadi. Bizim ¢caligmamizda
karaciger transplantasyon sonrasi 1 ay -125 ay siire ge¢mis 35 hasta incelendi. Ve olgularin
kan, sac, bukkal siirlintii Ornekleri DNA profilleri birbirlerinin aynisi ¢ikti, kimerizme
rastlanmadi. DNA profillerinde fark olmamasi, hastalarin hi¢ birinde GVHD gelismemesine

bagland:.

Domiati-Saad ve ark yaptiklar1 ¢alismada, karaciger transplantasyonu yapilmig
hastalarda, kimerizm seviyeleri ile akut rejeksiyon ataklari arasinda anlamli bir iligki
olmadigini belirtmektedirler (7). Calismamizda akut rejeksiyon ge¢irmis 2 olgunun kan, sac,

bukkal siirlintii 6rneklerinin DNA profilleri arasinda bir fark gézlenmedi.
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6. SONUC ve ONERILER:

Allo- PBSCT giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bir tedavi yontemidir. Basarili allo-
PBSCT yapilmis kisilerin periferik kan DNA profillerinin dondr kimerizmi gosterdigi, bukkal
stirtintli 6rneklerinin DNA profilleri, nakil sonras1 gecen siire ve 6rnek alimi sirasinda tiikiiriik
kontaminasyonu riski nedeniyle degiskenlik gosterdigi ancak sa¢ 6rneklerinin DNA profilleri,
hem yapilmis diger caligmalarda hem de bizim ¢alismamizda tamamen aliciya ait oldugu

gosterilmistir.

Karaciger transplantasyonu sonrasi kan ve ¢esitli doku 6rneklerinin DNA profillerinde
dondr kimerizmi olusabilecegi ve bunlarin gelisebilecek komplikasyonlarin, 6zellikle GVHD
tanis1 koymada ve takibinde kullanilmasinin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Calismamiza
katilan 35 karaciger transplantasyonu yapilmis hastanin kan, sa¢ ve bukkal siiriinti
orneklerinin DNA profilleri arasinda bir fark olmamasmin hi¢cbirinde GVHD olmamasina

bagladik.

Adli bilimlerin her alaninda oldugu gibi, adli genetikte de eksiksiz ve dogru bilgiye
ulagsmak cok Onemlidir. Bu nedenle adli kimliklendirme ve akrabalik/babalik tayini i¢in

almacak 6rneklerde kisilerin tibbi 6zgegmisleri kesinlikle 6grenilmelidir.
Transplantasyon sonrasi adli kimliklendirme ve babalik/akrabalik tayini i¢in yapilacak
DNA profilleme islemlerinde kan ve bukkal siiriintii 6rneklerinin yerine sa¢ Orneklerinin

kullanilmasinin daha giivenilir olacagini diistinmekteyiz.

Benzer ¢alismalarin, daha genis serilerle yapilarak, verilerin konfirme edilmesi

gerektigi gorlisiindeyiz.
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(EK 1) DEU Girisimsel (invaziv) Olmayan Klinik Arastirmalar Degerlendirme
Komisyonu’nun izin belgesi

Karar No:2011/22-07 ‘Tarih:30.06.20ll

- Prof.Dr.Yiicel ARISOY un sorumlusu Dr.Volkan Zeybek’in yiiriitiiciisii oldugu “Transplantasyon

KARAR BILGILERI | Sonrasi Hastalarin Kan, Sa¢ Ve Bukkal Siiriintii Orneklerinin DNA Profilleri” isimli klinik
aragtirmaya ait bagvuru dosyast ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri
dikkate alinarak incelenmis, etik agidan ¢alismanin gergeklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi
ile karar verilmisgtir.
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(EK 2) Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi arsiv tarama izin belgesi

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI HAsjrﬁN,Es; o
BASHEKIMLIGI . Z01T40 06 307

Sayi:  B.30.2.DEU.0.70.10.00
Konu: Hasta Dosyalari inceleme

ADLI TIP ANABILIM DALI BASKANLIGINA
Dr. Volkan ZEYBEK

ILGI: 29.06.2011 tarihli dilekgeniz

ilgi dilekgenizde belirttiginiz konuda Arsiv ve Tibbi istatistik Bolimiinde ¢alisma yapmaniz uygundur.

Bilgilerinize rica ederim.
Prof. Dr. Eyiip HAZAN

Baghekim
—_———
Adres : Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi 35340 inciralty iZMIR ) )
Tel: +90(232) 412 23 58 Faks: +90 (232) 259 97 23 Ayrintil bilgi igin irtibat: F.Sultan ERGUN

e-post:sultan.ergun@deu.edu.tr Elektronik ag : www.den.edu.tr
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(EK 3) Adli Tip Kurumu Bagkanlig1 izin belgesi

Vi
T.C,
ADALET BAKANLIGI
Adli Tip Kurumu Baskanhg:
Say1 : B.03.1.ATK.0.01.00.08/{) 9 22/04/2011

Konu: Bilimsel Kurul

Sayin, Prof. Dr. Yiicel ARISOY

“Kok Hiicre ve Solid Organ Transplantasyonu Sonrasi Hastalarin Kan, Sa¢ ve Bukkal
Siiriintii Orneklerinin DNA Profilleri” isimli ¢alisma Oneriniz 21/04/2011 tarihli Egitim ve
Bilimsel Arastirma Komisyonu toplantisinda goriigiilmiis ve ¢alismada kullamlacak tiim sarf
malzemenin Kurumumuz disindan karsilanmasi kosulu ile kabul edilmistir.

Bilginize rica ederim.

DO?MC Haluk INCE
B ¥
€
/\J

Adli Tip Kurumu, Telefon: (0 212) 454 15 00 Faks:(0 212 ) 454 15 82

Cahanrsema Mah Kimfz Qale Raheeliavler/IQT Flelktranik A&: wranw atk oav tr
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(EK 4) Aydinlatilmis onam formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

“Transplantasyon Sonrasi Hastalarin Kan, Sa¢ Ve Bukkal Siiriintii Orneklerinin DNA
Profilleri” isimli calismada kemik iligi ve karaciger nakli yapilan hastalarda sa¢ ve
yanak igi sdrunti ornekleri alinarak, bu ornekler ile rutin amach alinan kan
orneklerinden genetik incelemeler yapilarak, sonuglar arasinda Kkarsilastirma
yapilacaktir. Elde edilen sonuglar kimlik bilgileri sakli tutularak bilimsel amagli olarak
kullanilacaktir.

Sa¢ ve yanak igi suruntl 6rneklerimin alinmasina, bu érnekler ile rutin amagl alinan
kan orneklerimde genetik incelemelerin yapiimasina, kimlik bilgilerim sakh tutularak
bilimsel amacl olarak kullaniimasina izin veriyorum.

Arasgtirici adi soyadi, imza, tarih:

Gonullt adi soyadi, imza, tarih:

Tanik adi soyadi, imza, tarih:
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