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WHO'S YOUR DADDY?
Don't count on DNA testing to tell you

From the science magazine Discover, Vol. 27 No.04, Aprll 2006 p. 68: By Susan
Kruglinski

When celebrity hairstylist Andre Chreky was hit with a paternity suit by a woman
he had not been involved with for years, he was certain he couldn't lose.
Paternity tests are DNA tests, he thought, and DNA tests never lie. So he
unhesitatingly submitted a swab of cells. To his shock, he was positively identified
as the father, with a 99.99 percent certainty.

But last April, after a two-year legal battle that cost Chreky $800,000, the Fairfax,
Virginia, circuit court found that human error in the testing was probable and
that the DNA results were incorrect.

"It hurt my family; my business," Chreky says. "My life will never be the same."

DNA testing is thought of as definitive. If there is a match between two samples,
then identification is certain. Some DNA experts place the probability of an error
at one in a billion. But recent cases in which paternity tests were proven to be
inaccurate suggest the odds may be much less certain.




CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE
"Quality Management for Molecular Genetic Testing MM-20A"

* There is understandable assumption from users that the
results of genetic tests are reliable, whereas studies of
performance in external quality assessment (EQA) schemes

repeatedly show that errors occur at a measurable rate, at all
stages of the testing process.

* To respond to the need for improvement in the quality of
clinical genetic testing, providers are encouraged to
implement a comprehensive Quality Measurement System
(QMS) and to fulfill the requirements for internationally
recognized standarts for laboratory accreditation.




Molekuler Tani?

Molekuler biyolojik yontemler kullanilarak
genomun (genomik/transkriptomik), proteinlerin
(proteomik) veya metabolitlerin (metabolomik)
tibbi amacli analiz edilmesidir.

Nukleik asit ekstrasyonuna dayali yontemler.

Nukleik asitlerin, proteinlerin ve metabolitlerin
tibbi taniya yonelik ylksek teknolojik yontemler
kullanilarak analiz edilmesidir.




Analitik Yontemler “CLSI-MMO01-A3"

Jel Elektroforez

Kapiller Elektroforez
Southern/Northern Blot Analizleri
Polimeraz Zincir Reaksiyonu “PCR"”

*PCR (Nested PCR, Asimetrik PCR, In situ PCR, *Metilasyon PCR)
*Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR)
*Real-Time PCR

Hidroliz proplari

Cift zincirli DNA baglanma boyalariyla surekli monitorizasyon
Floresans Rezonans Enerji Transfer Proplari “"FRET"
Molektler Beacon Proplari
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isaretlenmis amplifikasyon, PCR primer ile



DNA Dizileme

*Zincir sonlandirma yontemi

(chain termination sequencing=Sanger sequencing)
*Pyrosequencing

*Metilasyon dizileme

*Yeni kusak dizileme yontemi

High Resolution Melting "HRM" analizleri

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
(MLPA)

Mikroarray Yontemler

*Mikroarray temelli ekspresyon analizleri

*Mikroarray temelli Comparative Genomic Hybridization Analizleri
\\CGHaII

*Tek nukleotit polimorfizm “SNP"”analizleri



Direkt Mutasyon Tespit Yontemleri (Direkt Genotipleme)

*OligonUlikleotit Hibridizasyon Analizleri/Allel Spesifik
Oligonukleotitler “ASOs"”/ dot blots

*Restriction Fragment Length Polymorphism “RFLP”

Liquid Bead Arrays

Flap Endontikleaz-1 (FEN-1) DNA-temelli Polimeraz
Amplifikasyonu

In Situ Hibridizasyon (Fluorescence In Situ Hybridization
“FISH" vb.)

Molekuler Klonlama



Molekuler Tani-Tipta Kullanim Alanlari

* Molekiler Genetik-Molekuler Sitogenetik-Molekller Onkoloji-
Molekiler Imminoloji/Mikrobiyoloji-Molekiler Patoloji

* Preimplantasyon * Predispozisyon
* Fetal/prenatal testler * Presemptomatik
* Yenidogan taramas| * Prognostik testler
* Tanisal amacl * Farmakogenetik
* Tasiyicilik

e Kanser tanisi ve tedavinin izlenmesi

* Patojenlerin tespiti ve tiplendirilmesi
* Parmak izi, babalik tayini (adli tip- kriminoloji)

*Bireysel Tip-Bireysel Terapi ¢calismalari




Toplam Kalite Ydnetimi Kavraminin Oncileri

W. Edwards Deming (1900-1993)

*|statistiki stirec kontrol cizelgeleri,
planla-yap-denetle-uygula
basamaklarina dayali kalite planlama
modeli ve toplam kalitenin 14 ilkesi.

Walter A. Shewhart (1891-1967)

*istatistiki 6lcme ydntemlerini Gretim
sireclerine uyarlamistir.

Joseph M. Juran (1904-2008)

*Juran Uclusi-kalite planlamasi, kalite
kontrol ve kalite iyilestirme

Kaoru ishikawa (1915-1989), Philip B.

Crosby (1926-2001), Arman V.
Feigenbaum (1922-?), Shigeo Shingo
(1909-1990)
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Tibbi Laboratuvarlarda
Toplam Kalite Yonetimi Nedir?

Toplam:

e Test isteminden baslayip, sonucun kullanicilara ulastirilmasina kadar
olan tim surecler ve,

e Laboratuvarin her calisaninin (en st diizey yoneticiler de dahil olmak
Uzere) ve laboratuvar haricindeki hizmet sirecinde gorev alan dis
laboratuvar(lar), tedarikciler, numune tasiyici/kurye elemanlari ve
laboratuvarin musterilerinin (hekimler, diger ilgili saghk hizmeti
personeli, hastalar) belirli derecelerde siirece dahil edilmesidir.

Kalite:

e Belirli standartlar dogrultusunda hizmet alanlarin beklentilerine tam ve
eksiksiz yanit verecek sekilde dogru, guvenilir ve zamaninda sonuc
uretilmesidir.

YOonetimi:

 Hedeflenen kalitenin elde edilebilmesi ve surdirulebilir olmasiicgin

belirli kural, ilke, plan ve programlar dogrultusunda sistematik olarak
yurutilen sitrecler battnaddar.




Molekuler Tani Laboratuvarlarinda
Kalite Yonetim Sistemi Yaklasimi

The European Molecular Genetics
Quality Network

EuroGentest Network of
Excellence (EUGT NoE, FP6-
512148, http://www.
eurogentest.org).

Cystic Fibrosis European Network
European Society of Human
Genetics

The American Society of Human
Genetics

EM N%

ESHG

UROPEAN SOCIETY OF HUMAN GENETICS
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(7NN AMERICAN

g SOCIETY
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Molekiiler Testlerde Kalite Yonetim Sistemi ile iliskili
Standart ve Kilavuzlar

 Molekiler genetik testlerde f‘*
kalite givencesi kilavuzu OECD I‘
| CLINICAL AND
* Molekuler Genetik Testler I¢gin //LABORATORY
STANDARDS

Kalite Yonetimi Kilavuzu-MM20A INSTITUTE .



Uluslararasi Alanda Molekiiler Testler ile ilgili Kalite
Yonetim Sistemi Yaklasimi-i

* Avrupa ulkelerinde:

— Bircok Ulkenin yasal kurallari kalite yonetiminde 1ISO 15189°u
referans alir ve cogu ulkede akreditasyon ve dis kalite
degerlendirme programina katilma zorunlulugu vardir.

* Avusturalya ve Yeni Zelanda:

— Molekiler genetik testler dahil olmak UGzere, tibbi
laboratuvarlarin, saglk hizmeti 6demelerinden
faydalanabilmesi icin akredite olmasi sarti aranmaktadir.

— "Laboratory Accreditation Standarts and Guidelines for
Nucleic Acid Detection Techniques”



Uluslararasi Alanda Molekiiler Testler ile ilgili Kalite
Yonetim Sistemi Yaklasimi-II

e Kanada:

— Molekiiler genetik testler icin, yerel akreditasyon kuruluslari
ya da ulusal akreditasyon kurulusu tarafindan akredite
olmalidir (ISO 15189 ya da Kanada versiyonuna gore).

e Amerika:

— Clinical Laboratory improvement Amendments “CLIA-88"
duzenlemelerine uyum zorunlulugu bulunmaktadir.

* Asya ve diger llkelerde:

— "“The Japanese Committee for Clinical Laboratory Standarts” ve
“The Hong Kong Accreditation Service”

“Molekiler genetik test laboratuvarlarinda kalite glivencesi
ve kalite yonetiminin iyilestirilmesi kilavuzu "



Kalite Yonetim Sistemi Uygulamasi (CLSI MM20-A)

Kalite Sistem ilkelerinin Uygulanmasi Teknik Siireg
6.1. Organizasyon 7.1. Test Performansinin
Validasyon/Verifikasyonu
6.2. Personel 7.2. Analiz Oncesi
6.3. Dokiiman ve Kayitlar 7.3. Analiz
6.4. Danisma Hizmetleri 7.4. Analiz Sonrasi
6.5. Degerlendirme 7.5. Testlerin Kalitesinin Saglanmasi

6.6. Uygunsuzluk Yonetimi

6.7. Bilgi Yonetimi

6.8. Surekli lyilestirme

6.9. Dis Laboratuvar

6.10. Tedarikgiler

6.11. Ekipman

6.12. Tesis, Cevre ve Giivenlik




Personel Plani ve Gorev Tanimlari

Tibbi Laboratuvar Organizasyon Semasi Ornegi

{ Laboratuvar Direktori ]

Klinik Danisman

[
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Molekiiler Genetik Test Kayit Saklama Siireleri-Tavsiye/Zorunluluklar

Kaynaklar

Kayit Saklama Suresi

International Organization for
Standardization “I1SO 15189:2013"

*Saklama sureleri analizin dogasina ve her
bir kayda spesifik olarak dizenlenmelidir.

Clinical Laboratory Improvement
Amendments “CLIA"

*Test istekleri, test prosedur, analitik sistem
kayitlari, dis kalite degerlendirme sonuclari
ve test raporlari en az 2 yil kayit altinda
olmalidir.

Clinical and Laboratory Standars
Institute “CLSI MMO01-A3-Molecular
Methods for Clinical Genetics and
Oncology Testing”

*Kayitlar yaruarlukteki mevzuatlara uygun
olarak belirlenmis bir zaman periyodunda
saklanmalidir. Kritik test sonuclari bir kusak
suresince (yaklasik 25 yil) saklanmalidir.

American College of Medical Genetics
and Genomics: “ACMG Standarts and
Guidelines for Clinical Genetics
Laboratories”

*Yasalara uygunluk dikkate alinarak, genetik
testler ile ilgili kritik kayitlar bir kusak (20 yil)
saklanmalidir.




Danisma Hizmeti

Kullanicilar (Klinisyen-Hasta) ile Laboratuvar arasinda
etkili iletisim saglanmalidir:

* Direkt gorismeler
e Laboratuvar kitapcigi-Test rehberi
* |nternet

* Brosurler
e Egitim ve bilgilendirme toplantilari ? |
e Test raporlari m e



Bilgi YOnetimi

Laboratuvar Bilgi YOnetim Sistemi (LBYS):

e Kullanici tarafindan tanimlanabilen rapor formati
*Otomatik yorum olusturabilme ve manuel yorum
yazabilme,
*Rapor siniflandirma; on bilgi, sonug, dneri vb.

* Etnik koken, soyagaci ve hasta-aile anamneazi gibi,
sonuclarin yorumlanmasinda gerekli veriler sisteme

girilebilmelidir.

* Matematik isaretleri ve sembollerinin (6rn: +/-, ,[1, *)
yazilmasina uygun olmalidir.



Bilgilerin Gizliligi ve Guivenligi:

e Laboratuvar, kontrolu altinda olan hasta
bilgilerinin gizliligini saglamahdir.
* Gereklilikler yerine getirilmelidir.

* Yetkili olmayan kisilerin tarafindan
erisilebilirlik engellenmelidir.



Veri Yonetimi-Veri Tabanlari:

e Varyant diziler ve referans diziler cesitli biyolojik veri
bankalarinda kayit altina alinmakta ve surekli
glincellenmektedir.

* The Human Genome Variation Society:
“http://www.hgvs.org”

* National Center for Biotechnology Information:
“http://www.ncbi.nlm.nih.gov”

*Bu bilgiler arastirmalar icin referans olabilir ya da test
sonuclarinin yorumlanmasinda kullanilabilir.


http://www.hgvs.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Dis Hizmet Laboratuvarlari

(Referral Laboratory)

Dis hizmet laboratuvar se¢im prosediiru olustururken

dikkat edilecek hususlar:

Tibbi, operasyonel, kalite yonetimi ve finansal acidan
degerlendirme,

Resmi ve kurumsal gereklilikleri karsilamasi,
Test Ucretleri,

Lojistik hizmetler,

S6zlesme ya da protokol yapilmasi ve kapsami.



Laboratuvarlar hakkinda ¢esitli uluslararasi internet
portallarindan bilgi edinilebilir:

* http://www.eurogentest.org/laboratories/databases

* http://www.orpha.net

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GeneTests



http://www.eurogentest.org/laboratories/databases
http://www.orpha.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GeneTests

Tedarikgilerin Degerlendirilmesi

* Tedarikgi, istenilen standartlara uygun reaktif ve
materyal temin edebilir mi?

e Satin alinmadan dnce kritik materyallerin
spesifikasyonlari belirlenmeli ve acikca yazilmalidir.
(Nukleik asit saflastiriimasinda kullanilan materyaller,
floresan, kemiliminesan ve kolorimetrik boyalar,
polimerazlar, deoksiribonikleotit trifosfatlar, MgCl,).

 Siparis verilmeden once primerlerin dizisi, safligl.



Tesis, Cevre ve Guvenlik

e Laboratuvar dizayni, laboratuvar alaninin
paylasimi-Tek yonlu is akisi

* Personel ve hasta guvenligi



PCR izolasyonu Reaksiyon karisimi Amplifikasyon
Odal

Tek yonlu is akisi



Guvenlik:

* Guvenlik ile ilgili egitimler
*Zararl ve mutajenik kimyasal maddeler
*Radyoaktif materyal, ultraviyole isinlar, elektrik
carpmalari
*Biyolojik ve kimyasal atiklarin uygun sekilde atilmasi

*Personel koruyucu ekipmanlarinin uygun kullanimi



TEKNIK SUREC

/.1. Test
/.2. Ana

7.3. Anali

7.4. Ana
7.5. Test

performansinin validasyon/verifikasyonu

1z oncesi

iz

1z sonrasi

erin Kalitesinin Saglanmasi



Test Performansinin Validasyon/Verifikasyonu

/Klinik kullanicilar \
4 Klinik Karar ) " Hasta
Karar Verme, Hasta Bakimi,
Hazirlanmasi, Numune Tedavisi ve
Toplanmasi ve Test Klinik
\ Istemi J Yonetimi
K Numune Test
Test Bilgisi ve Test Raporu ve
ve Danisma Istemi D
K Kullanici talep ve ihtiyaglari \ Hizmeti H?;ﬁzqt?
* Klinik yeterlilik ve yarar
* Testin tipi, maliyet ve 6deme ANALIZ ONCES] ANALIZ|  ANALIZ
* Mevcut metot/teknolojiler SONRASI
* Gerekli numune ve materyal A\ A /
! Performans karakteristikleri/ v
X 2 Dis Hizmet
Test Performansinin | -aboratuvan
Validasyon/Verifikasyonu | Laboratuvar




Analiz Oncesi

ﬁ(linik kullanicilar

Test seciminde
yardimci olacak
bilgiler

k Kitapgik,

Klinik Karar
Hasta ile birlikte
karar verme

A v

Danismanhk

Hasta hazirligi
Hasta tanimlanmasi

»

Numune gereklilikleri
ve barkotlama

Test istemi

websitesi vb.
Test bilgisi

Laboratuvar

T

Test performansinin
validasyon/verifikasyonu

ANALIZ ONCESI

Numune Transportu

T l

Dis hizmet laboratuvari
(Referral laboratory)

—> ANALIZ



Analitik Evre

“Kalite Kontrol Calismalan”

L

77 \\
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w

e Kontrol plani olusturulmalidir.
 Resmi ya da akreditasyon gereklilikleri dikkate alinmalidir.
 Tum sonuclar kayit altina alinmalidir.



Kontrol tipleri:

* Orijin temelli
— Genomik kontrol
— Sentetik kontrol

* Hedef diziler/varyantlar temelinde
— Pozitif kontrol
— Negatif kontrol
— No-template kontrol

* Analitik sure¢ temelinde

— Ekstraksiyon, amplifikasyon, saptama, hibridizasyon,
endojen, eksternal RNA, internal kontroller.



Analiz Sonrasi

Test raporu kapsami:

* Cinsiyet

* Yas

* Etnik koken

* Aile hikayesi

* Test sonuglari ve yorumu

* Tavsiyeler, uyari ve ilave bilgiler



Molekiiler Genetik Test Rapor Ornegi

Hasta Adi: XXXX

Kimlik No: 03890743 Kisi ve Aile Bilgisi (Kistik Fibrozis)
Dogum Tarihi:  02/11/1981 Etnik koken : Kafkas
Cinsiyet: Kadin Aile anamnezi: Negatif

Test istemi: Dr. XXX Kisi anamnezi: Negatif

Rapor Tarihi: 15/03/2014

Uygulanan Test: CFTR mutasyon panel analizi _
Test Endikasyonu: Asemptomatik bireyde kistik fibrozis (CF) tasiyicilik testi
Numune Tipi: Kan

Numune Alinma Tarihi: 05/03/2014

Sonug: c.1521_1523del (c.1521_1523delCTT) bir kopyasi tanimlandi..
(NCBI mRNA Referans Sequence [NM_000492.2])

Yorum: Bu kisi CF ile iligkili mutasyon i¢in tasiyicidir.
Mutasyonun bir cocuga kalitiilma sansi 'z (50 %)’dir.

Oneri: Hastaliktan etkilenmis ¢ocuk sahibi olma riskini ve oteki aile
bireylerine etkilerini netlestirmek i¢cin genetik konsultasyon
tavsiye edilmektedir.



Uyari: DNA calismalari tum kisilerde kistik fibrozis tasiciligi icin kesin
sonug bildirmez. Bundan dolayi bu test ile ilgili yorumlar olasilik
bildirmektedir. PCR reaksiyonlarinda eser dizeyde kontaminasyon bile
genotiplendirme hatalarina neden olabilir.

llave Bilgi:
Bir mutasyona sahip olan bireyler tasiyici olarak tanimlaniriar ve klinik
olarak etkilenmemiglerdir.

Test Metotu: CTFR geni asagida listelenen mutasyonlarin varligi
bakimindan PCR ve allel spesifik oligonukleotit hibridizasyon ile test
edildi. Bu test, FDA (US Food and Drug Administration) tarafindan
onaylandi.

** Asaqidaki Kistik fibrozis (CF) gen mutasyonlari test edildi.**
c.1519 1523del(c.1519 1521delATC) c¢.1657C>T ¢.3484C>T
c2988+1G>A ¢.1519 1521(c.1519 1521delATC) c.1624G>T




Testlerin Kalitesinin Degerlendirilmesi

Dis Kalite Programi:

 Tum test surecini icerecek sekilde ya da sadece
analiz/yorum sirecini icerecek sekilde olabilir.

*Bazi tlkelerdeki dizenlemeler yilda iki kez dis kalite

numunesi ¢calistimasini gerektirir.

Alternatif Performans Degerlendirmeleri:

* Laboratuvarlararasi karsilastirma
* Farkh bir metot ile karsilastirma



Sonuc olarak;

e Kullanicilar (hastalar ve klinisyenler) molekiler genetik
testlere oldukca glveniyorlar.

* Ancak, yasanmis hikayeler ve bilimsel degerlendirmeler
hata oraninin yuksek oldugunu géstermekte.

* Kapsamli ve standartlara uygun bir sekilde “kalite
yonetim sistemi” uygulanmalidir.



Japanese factory workers
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