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OZET

12 X-STR Lokusunun Adli Etkinlik Degerlerinin Arastirilmasi

Amag¢: X kromozomu iizerindeki kisa ardisik tekrarlar (Short Tandem
Repeats-STRs) otozomal kromozomlardaki STR’lere destekleyici olarak adli
kimliklendirmede ve soy bag arastirmalarinda kullanilabilmektedir. X STR
lokusu allellerinin allel frekanslar1 popiilasyonlar arasinda farkhihklar
gosterdiginden adli amac¢h kimliklendirme ve soy bag analizleri icin yapilacak
istatistiksel analizlerde her popiilasyona 6zgii veri taban olusturulmahdar.

Gere¢ ve Yontem: Bu ¢alisma 12 X-STR lokusunun (DXS7132, DXS7423,
DXS8378, DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135,
DXS10146, DXS10148 ve HPRTB) alel/haplotip frekans dagiliminin saptanmasi ve
adli etkinlik degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla yapilmistir. Cahsmada
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dahna DNA analizi icin
basvuran olgulardan rastgele secilen 137 kisiden (84 kadin, 53 erkek) goniilliiliik
esasma dayal olarak alinan biyolojik ornekler kullanilmistir. Alinan 6rneklerde
instagene matriks ile DNA izolasyonunu takiben 12 X-STR lokusunun miiltipleks
amplifikasyonu yapilmis ve PCR iiriinleri kapiler elektroforezde yiiriitiildiikten
sonra genotiplendirilmistir.

Bulgular: Cahsilan 12 X-STR lokusunda toplam 126 alel tanimlamistir. En
fazla alele sahip lokusun 31 alelli DXS10148 ve en az alele sahip lokusun 5 alelli
DXS8378 oldugu gozlenmistir. 84 diploid ornekle yapilan analizde, Bonferroni
diizeltme testinden sonra, Hardy Weinberg Dengesinde sapma tamimlanmamistir
(p=0.05/12). Calisilan lokuslar icinde en yiiksek ayrim giicii kapasitesine sahip
lokusun DXS10135 (PDKadin = 0.995396, PDErkek = 0.951127) ve en diisiik ayrim
giiciine sahip lokusun DXS8378 (PDKadin= 0.826910; PDErkek= 0.669670) oldugu
gozlenmistir. 53 haploid ornekte baglantih gruplarin olusturdugu haplotipler
incelendiginde baglanti grubu 1 (Linkage Group 1-LG1), LG2, LG3 ve LG4’te
sirasiyla 50, 46, 39 ve 46 farkh haplotip tanimlanmis olup, her bir baglantilh grubu
icin en diisilk ayrim giicii (Power of Discrimination-PD) degeri 0.94 olarak
hesaplanmistir. 4 LG grubunun kiimiilatif PD degeri ise 0.999999°un iizerindedir.

Sonu¢: Bu calisma sonucunda elde edilen istatistiksel veriler 12 X-STR
lokusu i¢in gelistirilen Argus X-12 STR panelinin Tiirk popiilasyonunda oldukc¢a
polimorfik ve bilgilendirici oldugunu; 6zellikle babanin analizinin yapilamadig:
babalik davalarinda ve kompleks akrabalik iliskilerinin ortaya koyulmasinda
giiclii bir tamamlayici arag olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: X-STR, X kromozomu, Adli Kimliklendirme, Soy Bagi, Adli
Etkinlik




ABSTRACT

Investigation of Forensic Activity Values of 12 X-STR Locus

Aim: Short Tandem Repeats(STRs) on the X chromosome can be used as
supportive for STRs in autosomal chromosomes, forensic identification and lineage
research. Since allel frequencies of X STR loci vary among populations, for
statistical analysis for forensic identification and pedigree analysis, population-
specific database should be established.

Material and Method: This study was carried out to determine the allele /
haplotype frequency distribution and forensic efficiency values of the 12 X-STR
loci (DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10134, DXS10105, DXS10103,
DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148 and HPRTB). In this study,
biological samples were used taken from 137 subjects (84 females, 53 males) who
were randomly selected from the patients who applied for DNA analysis in
Cukurova University Faculty of Medicine Department of Forensic Medicine. In the
samples, 12 X-STR loci were amplified after DNA isolation with instagene matrix
and PCR products were genotyped after capillary electrophoresis.

Results: A total of 126 alleles were identified in the 12 X-STR loci studied. It
was observed that the locus with the most alleles was DXS10148 with 31 alleles and
with the least alleles was DXS8378 with 5 alleles. In the analysis performed with 84
diploid samples, there was no deviation in Hardy Weinberg Balance after
Bonferroni correction test (p = 0.05 / 12). It was observed that the locus which had
the highest discriminating capacity within the studied loci was DXS10135
(PDFemale = 0.995396, PDMale = 0.951127) and the locus with the lowest
discriminating power was DXS8378 (PDFemale = 0.826910; PDMale = 0.669670).
For 53 haploid samples, when haplotypes of the linked groups were examined, in
the linking group 1 (Linkage Group 1-LG1), LG2, LG3 and LG4, 50, 46, 39 and 46
different haplotypes were identified, respectively, and for each linked group, the
least Power of Discrimination-PD value was calculated as 0.94. Cumulatif PD value
of 4 LG groups was found over 0.999999.

Conclusion: The statistical data obtained from this study revealed that the
Argus X-12 STR panel developed for the 12 X-STR locus was highly polymorphic
and informative in the Turkish population; especially in paternity cases where the
father's analysis cannot be done, and a strong complementary tool in revealing
complex Kinship relations.

Key words: X-STR, X chromosome, Identification, Kinship, Forensic Efficacy
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1. GIRIS

Yasayan veya Oli bir kisinin tanimlanmasmma ve diger kisilerden ayirt
edilebilmesine yarayan ozelliklerin tespiti i¢in yapilan islemlerin tiimii kimliklendirme
olarak adlandirilir. Adli bilimlerin temel wuygulama alanlarindan biri olan
kimliklendirme, siipheli oliim, kitlesel felaket, kayip kisi tespiti, soy bagi tayini,
suclu/sugsuz arastirmasi gibi ¢caligmalarda kullanilmaktadir.'*

Kan, semen ve diger biyolojik viicut sivilar1 ile bunlara ait lekelerden adli amacl
kimlik tespiti ¢ok uzun bir siiredir yapilabilmektedir. Ana kan grubu ve alt gruplari,
insan l0kosit antijenleri, polimorfik proteinler ve enzimlerin immiinolojik ve
elektroforetik yontemlerle analizi 6nceki yillarda bu amacla kullamlmistir.>*

DNA’nin tanimlanmasi sonrasinda konvansiyonel yontemlerin yerini daha hizl
ve giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle DNA tekniklerinin aldig1 goriilmektedir. DNA
profillemesi veya tiplendirmesinin 1985°te Alec Jeffreys ve arkadaslari tarafindan ilk
kez tanimlanmasinin ardindan, adli genetik alaninda, insan orjinli biyolojik
materyallerin kimliklendirmesinde olduk¢a etkili oldugu kanitlanan, bilgilendirici ve
gii¢liit DNA tiplendirme sistemleri gelistirilmistir."

DNA analizi, doku tipi ayrimi1 yapmadan, herhangi bir dokudan (6rnegin kan,
kemik, sacg, tiikiliriik, semen, deri) yapilabilmektedir. Ayrica, diger belirteglere
(antijenler, polimorfik proteinler ve enzimler) goére degradasyona daha direngli
olmasimmin yaninda, c¢ok az miktardaki Orneklerde analizinin yapilabilmesi ve
kimliklendirme potansiyelinin ¢ok yiiksek olmas1 sebepleri ile oldukg¢a avantajli oldugu
bilinmektedir. Giiniimiizde DNA analizi, kriminal ¢alismalar ile kimliklendirmede adli
genetik laboratuvarlar1 tarafindan kullanilan standart bir yontem haline gelmis olup,
geleneksel inceleme ve aragtirma yontemlerinin geri planda kalmasina neden oldugu
goriilmektedir.’

Otozomal kisa tandem tekrarlar1 (STR), insan tanimlama, ebeveyn testi, kardes
analizi ve adli olgularda uzun yillardan beri yaygm olarak kullamlmaktadir.*” Son
zamanlarda, X-STR'ler, baz1i karmagik akrabalik analizleri ile analiz i¢in anneye
ulagilamayan ve sadece baba-kiz ¢ocugunun analizinin miimkiin oldugu vakalarda
yararliliklar1 nedeniyle, adli arastirmalarda otozomal STR'lerin tamamlayici araglari

olarak kullanilmaya baslanmustir.*’ X-STR'ler, 6zellikle tartismali cocugun cinsiyetinin



kiz ¢ocugu oldugu durumlarda, anne-ogul iliskisi, baba-kiz iliskisi, iki kiz kardesin ayn1
babadan olup olmadiklarinin soruldugu durumlarda ve babaanne-torun gibi akrabalik
iliskilerinin ¢oziilmesinde yararli oldugu ve ek katki sagladigi goriilmektedir.'® X-
STR'ler ayrica, cinsel suglar gibi kadin-erkek biyolojik Orneklerin karigik oldugu
durumlarda erkek DNA profilinin ayrimina yardimci olabilmektedir.

X-STR lokuslarinin  kimliklendirme ve akrabalik iligkileri tayininde
kullanilabilmesi i¢in 6ncelikle popiilasyon ¢alismasi yapilarak, ilgili popiilasyonda allel
frekans dagilim oranlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu caligmada, 12 X-STR
lokusunun Cukurova yoresinde yasayan insanlardan alinan biyolojik materyallerde allel
frekans dagilim oranlarmin saptanmasi ve adli etkinlik degerlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Belirlenen allel frekans dagilim oranlar1 adli 6rneklerin analizi sonrasi
yapilacak istatistiksel analizlerde veri tabani olarak kullanilacaktir. Adli etkinlik
degerlerinin belirlenmesi her bir lokus ve 12 lokusun birlikte ¢aligilmasi durumunda ne

kadar anlaml1 sonuglar alinabilecegini gdsterecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Karl Landsteiner 1930 yilinda Tip ve Fizyoloji alaninda Nobel Odiilii kazandiran
calismast olan ABO kan grubu sistemini 1900 yilinda tanimlamis ve insanlarin kan
gruplarina gére smiflandirilacagini ortaya koymustur.!' Leone Lattes tanimlanan ABO
kan grubu sistemi ile 1915°te bir babalik vakasini ¢ozerek, genetik farkliliklar sonucu
antijenlerin olusturdugu ayrim giiciinii hukukun kullanimia sunmus ve bdylece adli
genetigin temelleri atilmistir. Daha sonra, ¢ok sayida kan grubu sistemi ile polimorfik
serum proteini ve enzimleri, 16kosit antijenleri (Human Leuokocyte Antigens- HLA)
tanimlanmistir. Bunlar birlikte analiz edildiginde yiiksek ayrim giicii elde edilmistir. Bu
serolojik belirtecler hep birlikte kullanildiginda giiclii bir tanimlayic1 ara¢ olmakla
birlikte, ¢ogu adli olguda tiim belirteglerin analizi i¢in yeteri kadar biyolojik 6rnek
bulunmadigindan, biyolojik Orneklerin olay yerinde yapilart bozuldugundan,
proteinlerin ve enzimlerin yapilarinin bozulmaya egilimli olmasindan dolay1 etkinlikleri
smirli kalmigtir,™!!

20. yiizyiin basindan itibaren DNA polimorfizminin tanimlandigi ve
kullaniminin hizli bir sekilde gelistigi ve adli bilimler alaninda kabul gordiigii
bilinmektedir. DNA adli amag¢h kimliklendirmede kisiler arasindaki farklarin temel
verilerini olusturdugundan 1978 yilinda DNA polimorfizminin tanimlanmasiyla,
genetik materyalin  bizzat kullanilmas1 ve DNA’ya dayali kimliklendirme
yaklagimlarinin da baslangicini olusturmustur.'' DNA polimorfizmi Southern tarafindan
tasarlanan Southern Blotlama teknigi ile tespit edilmis ve 1980 yilinda ilk yiiksek
polimorfizme sahip lokus saptanmistir. 1984 yilinda Alec Jeffreys tarafindan
restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA parcalarmin spesifik DNA problar ile
hibridizasyonu sonucu birey spesifik bant paternlerinin olustugu ortaya konmustur.
Olusan birey spesifik bant paterni DNA parmak izi olarak adlandirilmistir.”" '™

1987 yilinda Nakamura ve arkadaslar1 tarafindan belirli bir lokusta bulunan ve
ardisik tekrar eden DNA dizileri saptanmustir.” Ardisik tekrar eden bu dizilerin sayilari
bireyler arasinda degisiklik gdsterdiginden Degisen Sayida Ardisik Tekrarlar (VNTRs-

Variable Number of Tandem Repeats) olarak adlandirilmaktadir.'® ilerleyen yillarda bu



lokuslar ile yapilan ¢aligmalarin sonucunda biyolojik sivilar (kan, semen, tiikiiriik gibi)
ve bunlara ait lekeler ile dokularin kimliklendirmesinde kullanilabilecegi goriilmiistiir."”

Karry Mullis’e 1993 yilinda Nobel Kimya o6diiliinii kazandiran Adli DNA
analizlerinde doniim noktas1 olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction-PCR)’nun molekiiler biyolojinin uygulama alanlarinda derin etki yaratan bir
teknik oldugu bilinmektedir."*"” PCR teknolojisi sayesinde, PCR ile cogaltilabilen
VNTR lokuslar1 tanimlanmis ve bu lokuslar PCR ile ¢cogaltilabilmeleri nedeni ile AMP-
FLP (Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) olarak adlandirlmustir.' 199011 yillarin
basinda, Edwards ve arkadaslar1 tarafindan, STR olarak isimlendirilen AMP-FLP’lerden
daha kisa parg¢a uzunluk polimorfizmi olusturan lokuslar tanimlanmistir.”’ VNTR nin
yiiksek ayrim giicii olmasina ragmen analiz i¢in yiiksek miktarda DNA’ya ihtiyag
duyulmas1 ve bozulmus Orneklerde ise yaramamasi biyolojik Orneklerin
kimliklendirilmesinde STR lokuslarinin tercih edilmesine neden olmustur.?'** STR
lokuslarinin degrade 6rnekte PCR ile analizinin miimkiin olmasi, az miktarda 6rnekte
analiz edilebilmesi ve yorumlama kolaylig1 gibi istiinliikleri nedeniyle yaygin olarak
adli hemogenetik laboratuvarlarinda standart olarak uygulanmaya baslandigi, ticari kit

haline gelmesinin kullanimini daha da popiiler hale getirdigi gozlenmistir.”> >

2.2. DNA’nin Genel Ozellikleri ve Yapisi

DNA’nin, insanlarda ve hemen hemen diger tiim organizmalarda bulunan
kalitim materyali oldugu, insan viicudundaki tiim hiicrelerin ayn1t DNA’ya sahip oldugu
bilinmektedir.

Insan DNA’smin 3 milyar bazdan olustugu ve bu bazlarin % 99’undan fazlasinin
biitiin insanlarda ayni oldugu anlagilmistir. Bazlarin dizisi, organizmanin olugturulmasi
ve korunmasi i¢in uygun bilgiyi kodlamaktadir. Bu bazlarin dizilerinin siras1 genetigin
ve kaltimin prensibini olusturmaktadir. DNA eritrositler haricinde tiim hiicrelerin
niikleusunda, 23 ¢ift kromozom i¢inde paketlenmis halde bulunmaktadir.'

DNA kendi kendini kopyalayabilme yetenegine sahiptir. ikili sarmal halinde
bulunur ve her bir iplik, baz dizilerinin kopyalanmasi i¢in model gorevi goriir. DNA,
her bir iplik boyunca bulunan niikleotitlerin siras1 veya dizisi boyunca bilgiyi kodlar.
Canlilar farkli niikleotid dizilerine sahip DNA molekiilleri tasimalari sebebi ile

birbirlerinden ayrilirlar.>”



2.3. Genom ve Insan Genomunun Yapisi

Canlilarin DNA’sindaki bilginin tamami genom olarak adlandirilmaktadir.
Genomlardaki bazlarin siralamasi sentezlenecek olan proteinlerin bilgisini tagir.
DNA’nin % 25’1 genlerle ilgili bolge, % 75’1 ise genlerle ilgili olmayan bolge seklinde
simiflandirilmaktadir. Genlerle ilgili olan % 25°’lik kismin % 1,5’1 ekzon (kodlayan
bolge) ve % 23,51 intron (kodlamayan bolge) olarak ayrilmaktadir. Ekzonda insersiyon,
delesyon ve esit olmayan krossing over gibi ¢esitli nedenlerle fenotipe de yansiyabilen
bireysel farkliliklar olusurken, intronda da aym1 nedenlerle polimorfizmler

olusabilmektedir.*

2.4. Adli Analizlerde Kullanilan Polimorfizmler
Adli analizlerde DNA polimorfizmi sekans ve uzunluk polimorfizmi olmak

tizere iki ana baslik altinda siiflandirilmaktadir.

2.4.1. Dizi (Sekans) polimorfizmi

DNA’nin polimorfik 6zelliklerinden ilk saptanani dizi (sekans) polimorfizmidir.
DNA molekiiliinii olusturan baz dizisindeki insersiyon, delesyon veya yer degisikligi
(substisyon) sonucu meydana gelmektedir. Sekans polimorfizmi gosteren HLA geninin
asirt degisken bolgeleri ve mitokondrial DNA’nin D-loop boélgesi adli amach

772 fnsan genom projesinin

kimliklendirmede siklikla kullanilan bolgelerdir.
tamamlanmasi sonrast insan genomu boyunca dagilmig olan ve adli amach
kimliklendirme, yakin soy tahmini, atasoy tahmini ve fenotip tahmini yapilabilmesine
olanak taniyan cesitli tek niikleotit polimorfizmler (Single Nucleotid Polymorphisms-

SNPs) de bildirilmistir.”’

2.4.2. Uzunluk polimorfizmi

Insan genomunda belirli baz dizilerinden olusan cekirdek {initenin birbiri ard:
sira degisik sayida tekrarindan olusan DNA fragmanlari bulunmaktadir. Ardisik olarak
tekrar eden bu dizilerin tekrar sayilar1 toplumdaki bireylerde farkliliklar gdsterdigi igin
bu polimorfizmlerden adli amagl kimliklendirmede yararlanilmaktadir. Insanlar
arasindaki tekrar sayis1 degisikligi bu spesifik DNA fragmaninin uzunlugunun farkl

olmasina neden olmaktadir. Bu DNA bolgeleri uzunluk farklarindan dolayr VNTR’ler



(Variable Number of Tandem Repeats) olarak adlandirilmaktadir. VNTR’ler niikleotid
veya niikleotidlerin delesyon, insersiyon ve/veya esit olmayan krosing-over’t sonucu
olusabilmektedir. Mendel yasalarina gore kalitilan VNTR’ler yiiksek ayirt etme giicline
sahiptirler. VNTR’ler tekrar dizilerinin i¢erdikleri baz sayisina gore siniflandirilmistir.
Buna gore tekrar dizisi 6 baz c¢iftinden fazla ise Uzun Ardisik Tekrarlar (Long Tandem
Repeats; LTRs) ya da minisatellit, 2 ile 6 baz cifti arasinda ise Kisa Ardisik Tekrarlar

(Short Tandem Repeat-STRs) ya da mikrosatellit olarak adlandiriimaktadir.'®*°

2.5.STR

STR lokuslar1 2-6 bg¢ (baz ¢ifti) uzunluktaki c¢ekirdek iinitenin ardisik
tekrarindan olusan ve siklikla 100-400 baz cifti uzunlugundaki DNA tekrar iiniteleridir.
STR lokuslarina genom boyunca ortalama her 6-10 kb (kilobaz) da bir rastlandigi ve
yaklagik 500.000 STR lokusunun oldugu tahmin edilmektedir.’' > STR lokuslar1 tekrar
eden tiinitenin yapisina gore basit, bilesik ve karmasik olarak {ice ayrilmaktadir. Basit
tekrarlar ayni1 sayida diziler icerirken, bilesik tekrarlar iki veya daha c¢ok sayda bitisik
basit tekrarlar1 icermektedir. Karmasik tekrarlar ise ¢esitli sayida farkli uzunluklarda

araya karisan tekrar tinitelerini icermektedir.** >’

2.5.1.STR’lerin Adlandirilmasi

Tiim Diinyada su¢ orani artmis ve bundan dolayi iilkeler arasinda veri aligverisi
zorunlu hale gelmistir. Bunun i¢in STR lokuslarinin ve lokus alellerinin
adlandirilmasinda standardizasyona gidilmesi gerekmistir. Bu nedenle ISFH
(International Society of Forensic Hemogenetics, Uluslararasi Adli Hemogenetik
Dernegi) 1992 yilinda lokus ve alellerin adlandirmasiyla ilgili kurallar belirlemistir. Bu
kurallara gére STR lokuslarmin adlandirilmasi dort asamada yapilmakta olup; ilk harf
olan D; DNA’y1 sembolize etmektedir. Ikinci siradaki rakam; lokusun hangi
kromozomda yerlestigini gdstermektedir. Ugiincii harf olan S (Single); bu lokusun DNA
dizisinde tek oldugunu belirtmekte, en sonda yer alan say1 ise; lokusu o kromozomda
yer alan diger STR lokuslarindan ayiran rakamdir. Ornegin D12S391 bu kurallara gore
isimlendirilmistir. Allelik adlandirma ise her allelin igerdigi tekrar sayisina gore
yapilmakta olup, tekrar dizilerinin bir kism1 sadece ayni basit tekrarlardan olusurken bir

kismi ise iki ya da daha fazla, farkl, basit tekrar dizilerinden olusmaktadir. Kompleks



tekrar dizilerinden olusan bir diger grupta ise dizi boyunca degisik say1, uzunluk ve baz
tekrari igerigi olan tekrar dizileri bulunmaktadir. Bu tanimlamaya gore her allele tekrar
sayisini gosteren bir rakam verilir. Ornegin yaygin kullanilan THO1 lokusunun en
kiigiik alleli 5’tir ve bes adet “AATG” tekrart igerir. En biiyiik allel olan “10” ise

adindan da anlasildig1 gibi on adet tetraniikleotid tekrari gostermektedir.*®

2.5.2.STR Lokuslarimin Se¢im Kriterleri

Genom 1iizerinde ¢ok sayida STR lokusunun oldugu bilinmektedir. Bu STR
lokuslarinin hepsi adli amagli kimliklendirme ve soy bagini tespit caligmalarinda
kullanilmamaktadirlar. Bunun i¢in bazi1 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Bu

ozellikler;

e STR lokusunda gozlenen heterozigotlugun % 70’in lizerinde olmasi,

e Ayrim giiclinlin % 90’1n lizerinde olmasi,

e Alellerin tahmin edilen uzunluklarinin 90-400 baz cifti arasinda olmasi,
e Tamimlanma hassasiyeti yiiksek lokuslar olmasi,

e Multipleks amplifikasyona olanak tanimasi,

e Mutasyon oraninin diisiik olmasi,

e <Uygun olmayan biyolojik 6rneklerde saglikli sonuglar almabilmesidir.'®*!*

2.5.3.STR’lerde Mutasyon

STR lokuslar diisiik, orta ve yiiksek diizeyde olmak iizere ¢esitli oranda
mutasyona ugrayabilmektedir. STR lokusunun adli tipta kullanilabilir olmas1 ig¢in
mutasyon oranmin diigiik olmasi gerekmektedir. STR’ler siklikla tekrar artisi ya da
azalmasi seklinde ve insersiyon ve delesyonlar seklinde goriilen nokta mutasyonlari gibi
mutasyonlar gosterebilirler.

Mikrosatellitlerde lokuslar arasindaki kismi farkliliklarin yani sira mutasyon
oramimin her jenerasyonda 107 ile 10 arasinda degismekte oldugu bildirilmektedir."**
Simdiye kadar bildirilen en yiliksek mutasyon oranmin ACTBP2 (SE33) lokusunda
oldugu goriilmiistiir.*

Mikrosatellitlerde mutasyon olusumu replikasyon sirasinda tekrar dizisini iceren

bolgenin ayrildiktan sonra shift (kayma) sonucu hatali birlegsmesi ile meydana



gelmektedir. Bu hatali birlesme bir tekrar artisina ya da bir tekrar azalmasina yol acan
delesyon veya insersiyona sebep olmaktadir.*® Arastirmacilar mutasyon oraninin
lokusun tekrar sayisini arttirdigi, dolayisi ile tekrar sayisinin artmasi sonucunda
uzunlugun da arttig1 goriisii kabul edilmektedir.”’” Bu durum replikasyon sirasindaki
kaymanin, tekrar sayisi fazla olan uzun lokuslarda meydana gelme olasiliginin artmasi
ile agiklanmaktadir.*® Mutasyon oranimin, tiirler arasinda farklilik gdsterdigi gibi ayni
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tir icinde lokuslar arasinda da farklilik gdsterdigi bilinmektedir. Mutasyon

sikhigini erkeklerde kadimlara gére daha fazla oldugu goriilmektedir.”'~>

2.5.4. STR’lerin Adli Amach Kullanim Alanlari

Adli olaylarda failin tespiti, babalik tayini ve her tiirlii karmasik akrabalik
iligkisinin ortaya ¢ikarilmasi, go¢men alimlari, kitlesel felaketlerde Olenlerin
kimliklendirilmesi amaci ile kullanilmaktadir.”>>

STR’ler insanlardaki bu kullaniminin yaninda veterinerlik alaninda da
kullanilmaktadir. Ozellikle saf kan atlarin ya da kiigiik ve biiyiik bas hayvanlarin nesep
tayini amaci ile STR’lerden faydalanilmaktadir. Hayvan DNA’sindan STR analizi
yabanci iilkelerde ise daha fazla kedi, kopek gibi evcil hayvanlarin biyolojik
orneklerinin bu hayvanlarin ev, is yeri gibi ortamlarda beslenmesi nedeni ile bir ¢ok
kriminal olayda fail ile olayin iliskilendirilmesinde delil degeri tasiyabilmesinden dolay1
kullanilmaktadir. Bu amagla cinayet, tecaviiz gibi olaylarin olustugu olay yerinde
ve/veya failin giysi veya lizerinde saptanan magdur/e’ye ait evcil hayvanlarin kili bir

cok olayin ¢oziimiinde yardimer olmaktadir.”®’

2.5.5. Gonozomal STR Polimorfizmi

Cinsiyet kromozomlarinda bulunan polimorfik boélgelerin adli  genetik
incelemelerde son derece yararh olabilecekleri gosterilmistir. Bu konuda son yillarda bir
¢ok ¢alisma yapilmistir. Oncelikle Y kromozom {izerindeki polimorfik bélgelerin adli
amacli kullanimia yonelik olgu bildirileri, istatistik degerlendirme yapilabilmesi i¢in
frekans hesaplamalar1 ve ticari kullanima sunum o6ncesinde multipl Y-STR kitlerinin
validasyon caligmalar1 yapilmistir. Y-STR ¢alismalarindan elde edilen basarili sonuglar

bu kez ¢aligmalarin X-STR analizleri iizerine yogunlasmasina sebep olmustur.



Y kromozomu sadece erkek ebeveyn tarafindan kalitildigindan ayni soydan
gelen tiim erkeklerde yeni bir mutasyon olmadik¢a bir ¢ok jenerasyon boyunca ayni

haplotip gériilecektir.”*’

Bu nedenle Y-STR’nin paternite olgularinda kullanimi
yayginlasmistir. Ozellikle baba adaymin bulunamadigi ya da baba adaymin biyolojik
materyalinden DNA elde edilemedigi durumlarda ¢ocuk erkek ise baba adayinin soy
agacinda yer alan dede, amca, kuzen vs. gibi herhangi bir erkegin Y-STR sonuglari

olayin aydinlatilmasinda yardime1 olmaktadir.”

2.5.6. X-STR Polimorfizminin Adli Amac¢h Kullanimi

Otozomal STR’lere ek olarak, sadece anneligin soruldugu durumlarda, baba
adayinin 6lmesi, bulunamamasi gibi nedenlerle otozomal DNA profilinin ¢alisilamadigi
durumlarda baba adaymin yakinlarinin c¢aligilmasi ile babalik tayini yapilabilmektedir.
Bu durumun ¢ocugun cinsiyetinin kiz olmasi halinde gegerli oldugu, ¢ocugun iki X
alelinden birisini annesinden, digerini de babasindan aldigi, boylece ¢ocugun biyolojik
annesinde bulunmayan allellerin babadan ge¢cmis oldugu kabul edilmektedir. Baba
adaymnin tasiyacagr X alellerinin kaynagi annesi oldugundan, anne veya babaanne
tarafindan aktarilan X analizi i¢in her iki cinsten kardesler kullanilabilmektedir. X STR
analizi babaanne kiz torun arasindaki iliskiyi ortaya koymak konusunda yararh
olmaktadir. Kiz torunlarin tasidig1 baba kaynakli X kromozomun mutlaka babaannenin
iki X kromozomundan birisi olmasi1 gerektigi bilinmektedir.

Biyolojik babalar1 ayn1 olan iki kiz kardesin ayn1 paternal X kromozomuna sahip
olmalar1 gerekmektedir. Dolayisi ile iki kiz kardesin ayn1 babadan olup olmadiklarinin
soruldugu durumlarda, X kromozomal STR’lerin ¢alisilmas1 faydali sonuclar
vermektedir.

Yakin akraba iki erkegin baba adayr oldugu durumlarda, ¢ocugun kiz olmasi
kosulu ile X-STR analizi otozomal STR’lere gore daha yararli olabilmektedir. Ozellikle
bu iki baba aday1 erkegin, baba ve ogul olmalar1 halinde X-STR’ler son derece bilgi
verici olmaktadir. Ciinkli bu durumda her iki baba adayinin tagidigi X kromozomunun
farkl1 biyolojik kaynaktan geldigi bilinmektedir. Ayni durumun kuzenler i¢in de gegerli
oldugu kabul edilmektedir.

X-STR’lerin babalik davalarinda otozomal STR’lere iistiinliigii baba adayinin

daha kolaylikla dislanabilmesinden kaynaklanmaktadir. Ciinkii X-STR’lerin dislama



olasiliginin, benzer Polimorfik Bilgi Icerigi (Polymorphic Information Content-PIC)
degerine sahip otozomal STR’lere gore daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bunun
nedeni olarak da baba adayiin X STR agisindan hemizigot olmast bildirilmektedir.®*

Abortus materyalinden babalik tayini gerektiginde eger fetus disi ise X-STR
analizi biiytik kolaylik saglamaktadir. Ciinkii kiirtaj materyalinden fetal dokunun gozle
ayirt edilmesi gebeligin yasi ile ters orantili olarak hemen hemen imkansizdir. Bu
nedenle rastgele yapilan 6rnekleme sonucunda DNA analizi siklikla sadece anneye ait
alelleri icerirken, sansli olunan bazi vakalarda anne ile fetusun alellerinin miks olarak
yer aldigi durumla karsilagilmaktadir. Boyle bir miks 6rnegin otozomal STR ¢aligilmis
olmasi halinde degerlendirme giicliigii olugsmaktadir. Oysa disi bir fetusun X-STR analiz
sonucunda her lokustaki annede bulunmayan allelin babadan kalitildig:
bilinmektedir.'>*

DNA’nin fethi kabir materyalinden veya eski kemiklerden elde edildigi
vakalarda, siklikla sadece kisa DNA fragmanina sahip STR’ler basar1 ile amplifiye
edilebilmektedir. Bu durumda yeterli istatistiksel deger elde edilebilmesi giictiir.
Erkekler X-kromozom agisindan hemizigot oldugundan Ortalama diglama sans1 (Mean
Exclusion Chance-MEC) degerleri otozomal STR’lerden daha yiiksek olmaya
egilimlidir. Bu nedenle X-STR’ler kullanilarak istenilen istatistiksel degerleri elde

. 64,66,67
etmek mumkiin olmaktadir.”™””

2.6. Calismada Kullamilan X STR Lokuslari

Investigator Argus X-12 QS Kiti, cinsiyet tayini i¢in Amelogenin (AM)
primerleri yaninda, DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10079,
DXS10101, DXS10103, DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148, HPRTB
markirlari icermektedir. Her grupta 3 markirin oldugu 4 baglanti1 grubuna ayrilmistir ve
her 3 markir bir haplotip olarak ele alinmaktadir. Kit i¢inde ayrica O6rnekler arasi
kontaminasyon kontrolii ve diger kitlerle tutarliligin kontrolii i¢in otozomal STR lokusu

D21S11 lokusuna ait primerleri de bulunmaktadir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan X-STR lokuslari®®

GenBank® Accession  Repeat mott of the reference

Locus number clele Chromosomd mapping
AmdogeninX  MSS418 - X22.1223
AndogeninY  MSSA19 . Ypl12
DXS7132 GOaI 1 TCTAJ Xq11.2
DXS7423 AC109994 ICCAB TCIGTCCTICCA: Xa28
DXS8378 08098 (CTATs X22.31
DXS10074 AL356358 [AAGAJu Xq12
DXS10079 ALD49564 “MWW WeM 2
[AAAG]: GAAAGAAG [GAAA:
DXS10101 L A[GAMAL AAGA [AMAG:  Xa26.2
AAAAAGAA [AAAG] s AA
DXS10103 eRsss mﬁg}"lmﬁl mAch) 167
[GAAA]; GAGA [GAAA], AA
[GAAA] GAGA [GAAAJGAGA
DAS10134 AL034384 [GACAGAL [GAAA| GTAA  Xa28
[GAAAL AAA [GAAAL: AAA
[GAMA:
DXS10135 AC003684 [AAGA], GAAAG [GAAAL;  Xp22.31
T
DXS10146 ALD34384 e
[CTIT], CTTC [CTTN) o T [CTTT),
DKS10148 AC003684 [GG‘“[, , GG]“[MGA'"M“ %2231
HATB M26434 [AGAT]* Xg26.2
[TCTAJ, [TCTG}; [TCTA]; TA
D21511 APO0433 (ICTALTCA [CTARTCCATA. 21211
[TCTA}:
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ell.d
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Tablo 2. Calisilan lokuslarin X kromozomundaki yeri®

@
?

Amelogenin X

DXS10146
DX510135
DX58378

DXs7132
DXS10079
DXS10074

DX510103
HPRTB
DXs10101

DXS10146
DX510134
DX57423

oMb | Linkage group |

66 Mb
Linkage group 2
|
|
I linkage group 3
133Mb |
|
- +
149 Mb

. Il.inkoge group 4
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2.7. X-STR Lokuslarinin Analizinde Kullanilan Yontemler

STR lokusu analiz yontemleri 4 asamada gerceklestirilmektedir.

2.7.1. DNA lzolasyonu

DNA izolasyonunda ama¢ DNA profilini ortaya koyabilmek i¢in en yliksek
verimlilikte yeteri kadar saflagtirilmasini saglamaktir. Bunun ig¢in yapilmasi gereken
hiicre zarlarimi parcalayip proteinleri denatiire etmek ve denatiire proteinlerle diger
hiicre igeriklerinin ortamdan uzaklastirilmasidir. Boylelikle DNA’nin agiga ¢ikarildigi
bilinmektedir. Izolasyon igin cesitli ydntemler bulunmakta olup en cok bilinenleri;
Fenol-kloroform izolasyonu, Silika bazli izolasyon, Chelex izolasyonu ve FTA
izolasyonudur.”*"!

Calismamizda, Chelex izolasyonu yontemi ile izole edilen DNA’lar
kullanilmustir. Bu ydntemde Chelex reginesi, DNazlarin koaktivatorii olan Mg+ gibi
metal iyonlarina ¢ok yiiksek oranda afinite duydugundan dolay1 bunlara baglanarak,
DNA’nin pargalanmasma engel olmaktadir. ki asamada gerceklesen bu islemin ilk
asamasinda; protein partikiillerinin recineye baglanmasi i¢in, Chelex eklenen G6rnek
karisimi, 56°C’de 20 dakika inkiibe edilmekte, ikinci asamada ise, protein
denatiirasyonunun ve regine ile daha sik1 baglanarak ¢cokmenin saglanmasi i¢in 99°C’de
8 dakika inkiibasyonu yapilmakta ve PCR amplifikasyonu asamasina kadar +4°C’de

saklanmaktadir.

2.7.2. DNA Kantitasyonu

DNA izolasyonundan sonra DNA’nin miktar ve kalitesininin saptanmasi igin
yapilan iglemdir. DNA’nin PCR asamasinin gergeklestirilmesi, DNA’nin miktaria gore
hi¢c DNA profili elde edilmemesine veya yorum yapilamayacak kadar bozuk bir DNA
profili elde edilmesine yol acabilmektedir. Ozellikle olay yeri incelemesinden sonra
elde edilen oOrnekler cevresel kosullara bagli olarak degrade olabileceginden, bu
orneklerde kantitasyon biiylikk onem tasimaktadir. Bunun icin c¢esitli yOntemler
kullanilmaktadir. Bunlarin bazilari; ultraviyole spektroskopi, floresan spektroskopi, jel
bazli analiz, slot blot analizi, real-time PCR’dir.”* Adli érneklerin miktar tayininde
hassas kantitasyon yoOntemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, floresan

spektroskopi ve jel bazli analizin kullanimi sinirlidir. Adli 6rneklerin miktar tayini igin
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gecmiste slot blot analizi yaygin olarak kullanilsa da, giiniimiizde qubit fluorometre ile
floresan bazli florometrik 6l¢giim ve/veya real-time PCR’a dayali miktar tayini siklikla

yapilmaktadir.

2.7.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan gelistirilmis olup, DNA igerisinde
yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak
¢ogaltmak icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir.>'®"

PCR i¢in; kalip DNA, ¢ogaltilacak bolgenin 5” veya 3" ucuna komplementer iki
adet primer, diniikleotid trifosfatlar (ANTPs), DNA polimerazin optimum aktivite ve
stabilitesi igin uygun pH ve iyon (Mg ™) konsantrasyonunu saglayan tampon ¢dzelti ile
yiiksek 1stya dayanikli DNA polimeraz enzimi gereklidir.

PCR {i¢ asamada gergeklesmektedir.

Denatiirasyon: Cogaltilacak olan DNA’nin, yiiksek sicaklikta ikili zincirinin
bozularak tek zincir haline getirilme asamasidir. ikili zincirin ¢oziiliip tek zincir haline
gelmesi 94-98°C’de yaklasik olarak 5 dakikada gerceklesir. Ayrilma sonrasi tek zincir
halindeki DNA, kalip olarak kullanilir.

Baglanma (Annealing): Tepkime sicaklig1 50-65°C’ye diisiiriilerek tek zincirli
kalip DNA’ya primerlerin baglanmasi gerceklesir. Primerin baglanma sicakligi; baz
dizisine, primer konsantrasyonuna ve iyonik tepkime ortamina baghdir.

Uzama (Extension/Elongation): 68-72°C’de gerceklesen bu asamada, DNA
polimeraz enzimi tarafindan, kalip DNA zincirinin 5" ucundan 3" ucuna dogru
dNTP’lerin eklenmesi ile yeni DNA ipligi meydana gelir. Bu ii¢ asama bir dongii olarak
kabul edilir ve dongii sayist 20-35 defa tekrarlanabilmektedir. '

Dongii tamamlandiktan sonra uygulanan son uzama asamasi, zaman zaman
uygulanan bir agsamadir. Kalan tek iplikli DNA var ise, onlarin uzamasi igin iiriinler 70-
74°C arasinda bir siire bekletilir.

PCR teknolojisi, genetik hastaliklarin tanisi, doku tiplendirme, bulasici hastaliklarin
tanisi, kimliklendirme ve soy bagi tespiti gibi bircok alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 1. Thermal Cycler

2.7.4. Elektroforez

DNA parcalarinin PCR ile ¢ogaltilmasindan sonraki asama uzunluklarina gore
ayriminin yapildigi elektroforez yontemidir. Elektroforezde kullanilan yontemlerden
bazilari; agaroz jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi ve kapiller jel
elektroforezidir. Calismamizda, kapiller jel elektroforezinden yararlanilmistir.

Adli DNA laboratuvarlarinda kapiller jel elektroforezi STR alellerinin ayrimi ve
tespiti i¢in kullanilan baglica yontemdir. 1995 yilindan sonra, adli DNA
laboratuvarlarinda STR tiplendirme amaciyla kullanilan popiiler bir yontem
olmustur.n’74 Kapiller elektroforezde; dar bir cam kapiller, iki kiiciik tampon sisesi ve
yiiksek voltajda gilic saglayiciya bagh iki elektrot bulunmaktadir. Ayrica, lazer 151k
kaynagi, floresan detektori, ornek tiipleri veya tablasini tutan bir otomatik numune alma
cihazi ile 6rnek enjeksiyonu ve tespitini kontrol eden bir bilgisayar da bulunmaktadir.

Her bir 6rnek enjekte edilmeden once, kapiller polimer soliisyonu ile doldurulur.
Cogu kapiller elektroforez sistemi, yiiklenmis molekiillerin 6rnekten kapillere hareketini
saglamak iizere yiiksek voltajin uygulandigi elektrokinetik enjeksiyondan
faydalanmaktadir. DNA negatif yiiklii oldugu i¢in pozitif voltaj DNA molekiillerini
kapillere ¢ekmektedir.
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Ornegin tespiti, kapillerin sonuna yakin vyerlestirilen lazer ile ornek
enjeksiyonundan  Ornek tespitine olan siire¢  Olclilerek  otomatik  olarak
gerceklestirilmektedir. Lazer 15181, kapillerdeki pencerenin iginde sabitlenmis bir
pozisyonda kapillerin iizerine gelmektedir. DNA parcalari, bu pencereden gectikge
isiklandirilmaktadir. Tespit noktasinda daha kiicik DNA pargalart ilk Once tespit
edilmektedir. Onlar1 uzunluk ve baz ¢ifti sayisiyla iligkili olarak daha biiyiik olan DNA
pargalar1 takip etmektedir. DNA’nin ¢ogaltilmis hedef bolgeleriyle birlestirilmis olan
PCR primerleri floresan boyaya baglanmistir. Cogaltilan alleller, isaretlenmis DNA
molekiileri detektdrli gectikge elektroferogram {izerinde pikler halinde ekranda
goriintiilenir. Gortintiilenen bu pikler, daha oOnce cihaza kaydedilen standartlarla
karsilagtirilir."!

Kapiller elektroforez, cok az miktarda 6rnek gerektiren, giivenilir veri saglayan,
kiigiik inorganik iyonlardan DNA makromolekiillerine kadar, analizi yapilacak olan
maddeler icin etkili bir ayirma teknigidir. Yiiksek etkinlik, kisa analiz siiresi, cok yonli
calisma gibi 6zelliklerinin yani sira, manuel veya yar1 manuel tekniklerin otomasyonunu
calistirma, degerli o6rnekleri saklama ile tehlikeli organik kimyasallarin kullanimini en
aza indirme ve klinik laboratuvarlar igin giiclii bir yeni metodoloji olusturma
avantajlarin1 barindirmaktadir.”

Klinik amaglar i¢in de kullanilmakta olan kapiller elektroforezden, metabolik
hastaliklarin saptanmasinda ve viicut sivilarinda ilaglarin gdoriintiilenmesinde de
yararlanilmaktadir. Gelisen teknolojiyle birlikte, geleneksel jel elektroforezi yontemiyle
analiz edilemeyen diisiik molekiiler agirliktaki maddelerin saptanmasinda uygun oldugu

goriilmektedir.

16



Sekil 2. Kapiller Elektroforez Cihaz1
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3. GEREC ve YONTEM

Biyolojik materyal olarak Dogu Akdeniz - Giineydgu Anadolu Bolgesinde
yasayan ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dalina DNA analizi
icin bagvuran olgulardan rastgele secilen ve aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan
137 kisiye ait drneklerin kullanildig1 ¢alismanin projesi igin, Cukurova Universitesi Etik
Kurulu’'ndan onay alimmustir (Etik Kurul No: 83/ Karar No:3). Izole DNA’larda,
DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10079, DXS10101, DXS10103,
DXS10134, DXS10135, DXS10146, DXS10148, HPRTB ile internal kontrol D21S11
STR lokuslarinin Applied Biosystems GeneAmp PCR Systems 9700 PCR cihaz ile
amplifikasyonu ve sonrasinda 3130 Genetic Analyzer otomatik kapiller elektroforez
cihazi ile elektroforezi yapilarak, islem sonrasi olusan pikler degerlendirilmistir.

Bu calismanm gerceklestirilebilmesi i¢in Cukurova Universitesi Arastirma

Fonundan TTU-2019-11537 nolu proje ile parasal destek alinmistir.
3.1. Gerecler

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Ornekler

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dalina DNA analizi igin
basvuran olgulardan rastgele secilen ve aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 137
kisiye (84 kadin, 53 erkek) ait Ornekler kullamilmigtir. Bu ¢alisma kisilerin

parmaklarindan alinan 3ul tam kan 6rnekleri ile gergeklestirilmistir.

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Instagene matrix (Bio Rad)
e Quant-it ssDNA kiti
e Investigator Argus X-12 QS Kit (Qiagen)
e Formamid: Applied Biosystems 25 ml (Applied Biosystems)
e POP 7 (Applied Biosystems)
e 10xEDTA tamponu (Applied Biosystems)
e Su: Deiyonize, DNAaz, RNAaz free
e DNA Size Standard 550 (BTO)
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3.1.3. Deneylerde Kullanilan Plastik ve Diger Malzemeler
e Tiipler: 0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml’lik steril ependorf tiipler
e Pipet uglari: 2.5, 10, 100 ve 1000 pl’lik steril, otomatik pipet uglari
e Rack
e Buz kalib1
e Filtre kagidi: Whatman

3.1.4. Deneylerde Kullamilan Cihaz veya Gerecler
e Mikropipet: 2,5 pl, 10 pl, 100 pl ve 1000 pl hacminde mikropipetler
e Mikro Santrifiij: Hettich Universal 12F santrifiij
e Vorteks: Elektro-Mag M16
¢ Qubit Fluoremetre: Invitrogen
e Thermal Cycler cihazi: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
e Kapiller Elektroforez cihazi: Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
e Buzdolabi: Philco

e Derin dondurucu: Bosch

3.2. Yontem

3.2.1. Instagene Matriks ile DNA izolasyonu
Calismada 3 pl tam kandan izole edilen genomik DNA’lar kullanilmigtir.

[zolasyon asamalar1 asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. 1,5 ml’lik eppendorf tiip i¢ine alinan 3 ul kan 6rneginin lizerine 1 ml saf su ilave
edilerek oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyonu takiben tiipler 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonrasi altta 20-30 pul kalacak sekilde iist faz pipetle uzaklastirildi.

4. Alt faz tizerine 200 pl Instagene matrix (BioRad) eklendi ve 56°C’de 20 dakika
inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonras tiipler yiiksek hizda vorteks ile karistirildi.

6. Ardindan 99°C’lik 1s1 blogu iizerinde 8 dakika bekletildi.
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7. Inkiibasyon sonrast tiipler yiiksek hizda vorteks ile karistirildi ve 13000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi. Caligmada {ist fazdan alinan 0,5-1 ng DNA 6rnekleri
kullanildi.

3.2.2. DNA miktar tayini
Instagene matriks ile izole edilen tek zincirli DNA’larin miktarlar1 Quant-it

ssDNA kit protokolii izlenerek Qubit 2.0 fluorometre ile 6l¢iildii.

3.23. PCR
Izole DNA 6rneklerine Investigator Argus X-12 QS Kit protokolii uygulandi”.

PCR reaksiyonunda her bir 6rnek i¢in;

Kullanilan malzemeler Miktar

Fast Reaction Mix 2.0 7,5 ul

Primer Mix 2,5 ul

Distile su degisken pl

DNA degisken (0,5-1 ng olacak sekilde)
Toplam voliim 25 ul

0,2 mI’lik ependorflara hazirlandi ve tiipler Thermal Cycler cihazina yerlestirildi

Amplifikasyonda kullanilan PCR parametreleri:

Sicaklik Degeri | Bekleme Siiresi | Dongii Sayisi
Denatiirasyon 98°C’de 60 saniye 3 dongii
Yapisma 61°C’de 100 saniye
Uzama 72°C’de 5 saniye
Denatiirasyon 96°C’de 10 saniye 27 dongli
Yapisma 61°C’de 100 saniye
Uzama 68°C’de 2 dakika
Son uzama 72°C’de 5 saniye
Bekletme 10° C o0
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3.2.4. Kapiller Elektroforez
Thermal Cycler cihazinda amplifiye edilen O6rnekler otomatik kapiller
elektroforez cihazinda yiiriitiildii. Cihazda ytiriitiilen her bir 6rnek i¢in alttaki tabloda

verilen miktarlarda malzeme kullanildi.

Kullanilan malzeme Miktar
Hi-Di™ Formamide 6 ul
DNA Size Standard 550 (BTO) 0,25 ul
DNA 0,5 ul
Toplam 6,75 ul

Hazirlanan bu karisimlar plate’in uygun kuyucuklarina yerlestirildi. Ayrica,
analiz edilen ornekleri genotiplendirmek tizere 6 pl formamide ve 0,25 pul DNA Size
Standard 550 (BTO) ile 0.5 ul Allelik Ladder iceren bir baska karisim plate’in uygun
kuyucuguna koyuldu. Tiim 6rnekler kuyucuklara yerlestirildikten sonra, kuyucuklarda
hava kabarcig1 olup olmadigina bakildi. Eger kabarcik varsa, kisa bir santrifiij yapilarak
kabarciklar giderildi. Plate elektroforez cihazina yerlestirildikten sonra polimer seviyesi,
tamponlarin  ve suyun seviyesi, hava kabarcigr olup olmadigr kontrol edildi.

Elektroforez sonrasi sonuglar GeneMapper ID v3.2 programi ile degerlendirildi.

3.2.5. istatistiksel analiz

Lokuslarin kadin/erkek/total alel frekanslari ve erkeklere ait wveriler ile
olusturulan haplotip frekanslar1 StatsX (Statistics for X-STR) v2.0 yazilim programi ile
hesapland1.”

Lokuslarin Hardy Weinberg Dengesi (HWE) nde olup olmadigini test i¢cin Gouy
ve Zieger’in gelistirdigi cevirim ii istatistik programi kullanild1.”®

Lokuslarin polimorfik bilgi igerigi (PIC), erkekler ve kadinlar i¢in ayrim giicii
(PD), ortalama dislama sansi (MEC), heterozigot orani (HET) gibi adli etkinlik

degerleri lokuslarin alel frekanslar1 kullanilarak www.chrx-str.org web sitesinde

bulunan ¢evrimici istatistik programu ile hesapland:.”’
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4. BULGULAR

Cukurova popiilasyonunda calisilan 84 kadin ve 53 erkege ait 6rnekte 12 X-STR
lokusuna ait baglant1 gruplar1 Tablo 3’te; alel frekans dagilim oranlar1 Tablo 4, 5, 6 ve
7’de; adli etkinlik degerleri Tablo 8’de ve 4 LG grubunun 53 erkege ait haplotip frekans

dagilim oranlar1 Tablo 9’da aktarilmstir.

Tablo 3. Baglant: Gruplari®

nkoe rop

|2 T8 DSOS W01
2l OAS7132..DKS10074. NS1007
3 o HPTR. DS10101 - NSI0103
A el DNS7A23 - DAS10134.- DESI0N6
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Tablo 4. Cukurova popiilasyonunda 84 kadin ve 53 erkege ait ayr1 ve birlikte hesaplanan DXS8378,
DXS10135 ve DXS10148 lokuslarina ait alel frekanslari.

Alel DXS8378 DXS10135 DXS10148

no Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total
9 0,018 0,014

10 0,321 0,358 0,330

11 0,411 0,453 0421

12 0,214 | 0,189 | 0,208

13 0,036 0,027

13,3 0,006 0,005
15 0,019 | 0,005
16 0,006 0,005

17 0,036 0,038 | 0,036 | 0,006 0,005
18 0,042 0,113 | 0,059 | 0,101 0,038 | 0,086
19 0,054 0,041 | 0,012 0,075 | 0,027
19,1 0,012 0,009

20 0,036 0,027 0,094 | 0,023
20,1 0,018 0,014

21 0,065 0,050 | 0,006 0,075 {0,023
21,1 0,024 0,018

21,2 0,038 | 0,009
22 0,095 0,072 0,113 | 0,027
22,1 0,113 |0,027 | 0,012 0,009
23 0,089 0,068 | 0,018 0,038 | 0,023
23,1 0,006 0,019 | 0,009 | 0,054 0,041
24 0,060 0,045 |0,018 0,113 | 0,041
24,1 0,170 | 0,041 | 0,131 0,100
25 0,077 0,059 | 0,006 0,113 | 0,032
25,1 0,189 0,045 | 0,208 0,158
26 0,060 0,045 0,038 | 0,009
26,1 0,132 |0,032 | 0,167 0,127
27 0,113 0,086 0,057 0,014
27,1 0,151 0,036 | 0,125 0,095
28 0,071 0,054 0,038 | 0,009
28,1 0,057 |0,014 | 0,054 0,041
28.2 0,006 0,005
29 0,060 0,045 0,057 |0,014
29,1 0,019 | 0,005 | 0,054 0,041
30 0,054 0,041 0,019 | 0,005
30,1 0,012 0,009
31 0,006 0,005 0,038 | 0,009
31,1 0,006 0,005
32 0,012 0,009 0,019 | 0,005
33 0,019 | 0,005
34 0,006 0,005
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Tablo 5. Cukurova popiilasyonunda 84 kadin ve 53 erkege ait ayr1 ve birlikte hesaplanan DXS7132,
DXS10074 ve DXS10079 lokuslarina ait alel frekanslari.

Alel DXS7132 DXS10074 DXS10079

"0 'Kadin | Erkek | Total | Kadn | Erkek | Total | Kadmn | Erkek | Total
7 0.054 0,019 | 0,045

g 0.137 0170 |0.145

9 0.019 | 0.005

11 0,024 | 0,057 | 0,032

12 0,125 {0,151 |0,131

13 0,268 | 0,132 | 0,235 0,038 | 0,009

14 10,399 |0,415 |0,403 | 0,006 0,005 |0,018 |0,019 |0,018

15 0,125 |0,189 |0,140 | 0,060 |0,075 |0,063 |0,006 |0,038 |0,014

16 |0,048 |[0,057 |0,050 |0,179 |0,151 |0,172 | 0,036 | 0,058 |0,041

17 0,012 0,009 |0,226 |0,226 |0,226 |0,089 |0,115 |[0,095
18 0,256 10,170 |0,235 |0,143 |0,173 | 0,150
19 0,071 (0,113 | 0,081 |0,286 |0,135 | 0,250
20 0,012 10,019 [0,014 |0,232 |0,288 | 0,245
21 0,137 0,096 |0,127
21,3 0,006 0,005
22 0,048 | 0,038 | 0,045
23 0,019 | 0,005
29 0,019 | 0,005
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Tablo 6. Cukurova popiilasyonunda 84 kadin ve 53 erkege ait ayr1 ve birlikte hesaplanan HPRTB,
DXS10101 ve DXS10103 lokuslarina ait alel frekanslari.

Alel no HPRTB DXS10101 DXS10103
Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total

11 0,113 | 0,151 | 0,122

12 0,310 | 0,377 | 0,326

13 0,333 | 0,302 | 0,326

14 0,173 10,132 | 0,163

15 0,054 | 0,038 | 0,050 0,030 0,023

16 0,018 0,014 0,095 {0,118 | 0,100

17 0,131 |0,059 |0,114

18 0,190 | 0,255 | 0,205

19 0,423 0,373 |0,411

20 0,119 | 0,196 | 0,137

21 0,006 0,005

21,2 0,006 0,005

24,2 0,006 0,005

25,2 0,006 | 0,019 | 0,009

26,1 0,006 | 0,019 | 0,009

26,3 0,019 | 0,005

27,2 0,036 0,027

28 0,024 | 0,038 | 0,027

28,2 0,083 | 0,132 | 0,095

29 0,048 0,036

29,2 0,161 | 0,151 | 0,158

30 0,060 | 0,075 | 0,063

30,2 0,125 |0,208 | 0,145

31 0,083 | 0,075 | 0,081

31,2 0,083 | 0,132 | 0,095

32 0,083 | 0,019 | 0,068

32,2 0,048 | 0,057 | 0,050

33 0,113 {0,057 | 0,100

34 0,036 0,027
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Tablo 7. Cukurova popiilasyonunda 84 kadin ve 53 erkege ait ayr1 ve birlikte hesaplanan DXS7423,
DXS10134, DXS10146 lokuslarina ait alel frekanslari.

Alel no DXS7423 DXS10134 DXS10146

Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total | Kadin | Erkek | Total
11 0,006 0,005
12 0,006 0,005
13 0,065 0,019 0,054
14 0,345 | 0,509 | 0,385
15 0,357 0,340 0,353
16 0,179 {0,132 | 0,167
17 0,042 0,032 0,019 | 0,005
24 0,006 0,005
25 0,060 | 0,019 |0,050
26 0,060 0,075 0,063
27 0,167 | 0,075 |0,145
28 0,173 0,170 0,172
29 0,173 0,170 0,172
30 0,119 |0,113 | 0,118
31 0,006 0,005 | 0,012 0,009
32 0,024 |0,019 |0,023 | 0,006 0,005
33 0,101 0,057 0,090 | 0,006 0,038 0,014
34 0,149 |0,113 | 0,140
35 0,190 0,189 0,190
36 0,185 0,189 0,186
36,2 0,019 | 0,005
37 0,167 0,189 0,172
37,2 0,019 | 0,005 | 0,006 0,005
38 0,054 0,094 0,063
38,2 0,006 0,005
38,3 0,036 | 0,038 | 0,036
39 0,018 0,019 0,018
39,2 0,030 | 0,038 | 0,032
39,3 0,030 0,038 0,032
40,2 0,012 |0,075 |0,027
40,3 0,018 0,014
41,2 0,018 |0,019 |0,018
41,3 0,006 0,005
422 0,012 0,057 0,023
423 0,012 0,009
432 0,042 0,094 0,054
442 0,054 | 0,038 | 0,050
443 0,006 0,005
452 0,024 0,019 0,023
47 0,018 0,014
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Tablo 8.-X-STR Lokusunun Adli Etkinlik Degerleri (n=137).

Lokus | PIC | HOM| HET | PE | PDr | PDy | MEC | MEC | MECp | MECp

Kriiger Kishida esmerais esmerais

Duo

DXS8 | 0.60 | 0.33 | 0.66 | 0.38 | 0.82 | 0.66 | 0.396 | 0.605 | 0.6056 | 0.4589
378 | 5698 | 0330 | 9670 | 2918 | 6910 | 9670 | 887 698 98 17

DXS1 | 094 | 0.04 | 095 | 0.90 | 0.99 | 0.95 | 0.900 | 0.948 | 0.9489 | 0.9050
0135 | 8911 | 8873 | 1127 | 0532 | 5396 | 1127 | 966 911 11 26

DXS1 | 091 | 0.07 | 092 | 0.83 | 0.98 | 0.92 | 0.841 | 0.915 | 0.9157 | 0.8506
0148 | 5762 | 9115 | 0885 | 8254 | 8617 | 0885 | 293 013 62 44

DXS7 | 0.70 | 0.25 | 0.74 | 0.49 | 0.89 | 0.74 | 0.525 | 0.705 | 0.7055 | 0.5675
132 | 5548 | 8000 | 2000 | 6179 | 6984 | 2000 | 049 548 48 79

DXS1 | 0.80 | 0.16 | 0.83 | 0.65 | 0.94 | 0.83 | 0.662 | 0.808 | 0.8084 | 0.6939
0074 | 8417 | 9792 | 0208 | 6252 | 9380 | 0208 | 874 | 417 17 50

DXS1 | 0.80 | 0.17 | 0.82 | 0.64 | 0.94 | 0.82 | 0.651 | 0.797 | 0.8034 | 0.6878
0079 | 3475 | 4455 | 5545 | 7278 | 7495 | 5545 | 505 786 75 71

DXS1 | 0.89 | 0.09 | 0.90 | 0.80 | 0.98 | 0.90 | 0.806 | 0.896 | 0.8968 | 0.8201
0101 | 6863 | 5447 | 4553 | 4730 | 3200 | 4553 | 924 | 430 63 54

DXS1 | 0.71 | 0.25 | 0.74 | 0.50 | 0.90 | 0.74 | 0.536 | 0.713 | 0.7134 | 0.5765
0103 | 3476 | 3290 | 6710 | 4154 | 2610 | 6710 | 708 476 76 27

HPRT | 0.70 | 0.25 | 0.74 | 0.49 | 0.89 | 0.74 | 0.513 | 0.701 | 0.7013 | 0.5626
B 1318 | 6403 | 3597 | 8874 | 1979 | 3597 | 642 318 18 24

DXS7 | 0.64 | 0.30 | 0.69 | 0.42 | 0.85 | 0.69 | 0.442 | 0.640 | 0.6410 | 0.4967
423 | 1009 | 4472 | 5528 | 1376 | 2778 | 5528 | 133 889 09 77

DXS1 | 0.84 | 0.13 | 0.86 | 0.72 | 0.96 | 0.86 | 0.729 | 0.849 | 0.8499 | 0.7511
0134 | 9949 | 5521 | 4479 | 3593 | 7105 | 4479 | 070 | 949 49 46

DXS1 | 0.88 | 0.10 | 0.89 | 0.77 | 0.97 | 0.89 | 0.781 | 0.880 | 0.8809 | 0.7966
0146 | 0956 | 9478 | 0522 | 6102 | 8448 | 0522 | 440 956 56 24

PIC :Polymorphic Information Content (Polimorfik Bilgi igerigi)

HOM: Homozygosity (Homozigot orani)

HET: Heterozygosity (Heterozigot orant)

PE:Power Exclusion (Dislama Giicii)

PDg: Power of Discrimination Female (Kadimlar I¢in Ayrim Giicii)

PDy: Power of Discrimination Male (Erkekler I¢in Ayrim Giicii)

MECkriger: Kriiger’in formiilii ile Anne-Baba-Cocuk durumunda Ortalama Dislama
Sansi

MECkishida: Kishida’nin formiilii ile Anne-Baba-Cocuk durumunda Ortalama Dislama
Sansi

MECpesmerais Duo: Baba-Kiz veya Anne-Kiz durumunda Ortalama Diglama Sanst
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Tabloe 9. Cukurova popiilasyonunda 53 erkege ait 6rnekte haplotip siklig1

Haplotype frequency (N=

LG1 Haplotype Count Frequency

1022.115
1022.128
1024.121
1024.125
1024.126
1024.133
1025.118
1025.119
1025.120
1025.125
1025.131
1026.119
1026.120
1026.122
1027.127
1027.130
1027.132
1028.121
1028.128
111720
111729
111820
111825
1122.119
1122.124
1124.119
11241212
1124.124
1124.127
1125.122
1125.123
1125131
1126.122
1126.127
1126.129
1127121
1127.121.2
1127.123
1127.126
1128.124
1129.122
121818
121822
121825
1222.125
1222.129
1223.124
1225124
1226.120
1227.121

PR R R R R NR R R R R R R R R R R R R NRNR R R R R R R R R R R R R R R B B B2 B BB B BB B B §2

0,018867925 1117 20
0,018867925 111818
0,018867925 1118 19
0,018867925 12 1520
0,018867925 12 16 18
0,018867925 12 16 19
0,018867925 12 16 22
0,018867925 1217 15
0,018867925 12 1721
0,018867925 12 1920
0,018867925 12818
0,018867925 1317 20
0,018867925 1318 15
0,018867925 1318 19
0,018867925 131829
0,018867925 131920
0,018867925 132020
0,018867925 13817
0,018867925 1413 20
0,018867925 141518
0,018867925 141520
0,018867925 14 16 19
0,018867925 1417 17
0,018867925 1417 19
0,018867925 14 17 20
0,018867925 141721
0,018867925 1418 16
0,037735849 1418 22
0,018867925 1418 23
0,037735849 141921
0,018867925 14720
0,018867925 148 16
0,018867925 14818
0,018867925 14820
0,018867925 1516 14
0,018867925 1516 17
0,018867925 1517 19
0,018867925 1518 20
0,018867925 1519 16
0,018867925 151917
0,018867925 15817
0,018867925 15818
0,018867925 15918
0,037735849 16 16 15,19
0,018867925 16 16 19
0,018867925 161921
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925

1 0,01886792 1129.219
1 0,01886792 1130.216

1 0,01886792 1130.2 16,18

1 0,01886792 1130.218
1 0,01886792 1130.219
1 0,01886792 1131.218
1 0,01886792 1131.220
1 0,01886792 1225.218
1 0,01886792 1226.3 20
1 0,01886792 122819
1 0,01886792 1228.219
1 0,01886792 1228.2 20
1 0,01886792 1229.2 19
1 0,01886792 1229.2 20
1 0,01886792 123016
1 0,01886792 1230.219
1 0,01886792 1231.219
1 0,01886792 1232.219
2 0,03773585 13 26.120
1 0,01886792 1329.218
2 0,03773585 1329.220
1 0,01886792 133017,19
2 0,03773585 133018
1 0,01886792 1330.219
2 0,03773585 133116
2 0,03773585 133118
1 0,01886792 1331.218
1 0,01886792 133217
1 0,01886792 133316
1 0,01886792 133319
1 0,01886792 1429.217
1 0,01886792 1430.218
2 0,03773585 1430.219
1 0,01886792 143118
1 0,01886792 1431.218
1 0,01886792 1431.219
1 0,01886792 143317
1 0,01886792 1530.218
1 0,01886792 1532.219
1 0,01886792

1 0,01886792

2 0,03773585

1 0,01886792

1 0,01886792

1 0,01886792

1 0,01886792

28

1 0,018867925 133629
2 0,037735849 14 17 40.2
1 0,018867925 14 3225
1 0,018867925 143328
1 0,018867925 143329
1 0,018867925 143429
1 0,018867925 14 3430
1 0,018867925 14 3526
1 0,018867925 14 3527
2 0,037735849 143528
3 0,056603774 143542.2
4 0,075471698 143543.2
2 0,037735849 1436 27
1 0,018867925 1436 28
1 0,018867925 14 36 30
2 0,037735849 14 36.2 33
1 0,018867925 14 37 26
2 0,037735849 14 37 40.2
1 0,018867925 14 3744.2
1 0,018867925 1437.230
2 0,037735849 14 38.3 28

1 0,018867925 14 38.343.2

2 0,037735849 14 39 39.2

1 0,018867925 14 39.345.2

2 0,037735849 153341.2
1 0,018867925 153427
2 0,037735849 153428
1 0,018867925 153429
1 0,018867925 153433
1 0,018867925 153529
1 0,018867925 153530
1 0,018867925 153628
1 0,018867925 153629
1 0,018867925 153643.2
1 0,018867925 153729
1 0,018867925 153742.2
1 0,018867925 153743.2
1 0,018867925 153842.2

1 0,018867925 1539.340.2

163526
163628
163639.2
163827
163828
163829
163844.2

1

1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
2
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

LG2 Haplotype Count Frequency LG3Haplotype Count Frequency LG4 Haplotype Count Frequency

0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,037735849
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,037735849
0,018867925
0,037735849
0,037735849
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,037735849
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,037735849
0,018867925
0,037735849
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925
0,018867925



5. TARTISMA

Molekiiler biyoloji; DNA teknolojisinin ilerlemesiyle biiyiik Olgiide gelisme
gostermistir. DNA incelemeleri hizli ve gilivenilir bir bicimde az miktarda biyolojik
materyallerle sonug¢ verebilmektedir. Adli amacl olarak sa¢/killar, kan, idrar, semen ve
diger biyolojik sivilar ile bunlara ait lekeler DNA analizi i¢in kullanilmaktadir.
Homolog kromozomlar iizerinde yer alan alellerin olusturdugu genotip tablosu bir
kisinin DNA profilini olusturmaktadir. DNA profilleme; soy bagi tespitinde, siipheli ve
magdurlarin = tanmimlanmasinda  ve  cinsiyet  belirlenmesi  gibi  durumlarda
kullanilmaktadir.

Adli DNA analizi, Ingiltere’de 1983 ve 1986 yillarinda islenen bir tecaviiz ve
cinayet davasinin ¢oziimiinde ilk olarak uygulanmistir. Her iki olayda, Alec Jeffreys
DNA parmak izi yontemini kullanarak DNA profilini slipheli ve olay yeri 6rneklerinde
gostermis, DNA profilinin birebir eslesmesi ile siiphelinin her iki olaymn da suglusu
oldugu bulunmustur.”®” DNA teknolojisinin gelismesi ve yapilan calismalar, RFLP
teknigi ile VNTR lokuslarinin ve PCR teknigi ile de STR lokuslarinin kimliklendirme
ve soy bagini tespit amacl daha etkin olarak kullanilabilecek belirtegler olabilecegi

gosterilmistir.**"

Boylece, gelismis iilkeler basta olmak {izere tiim diinyada daha
objektif ve giivenilir sonucglar elde edebilmenin yolu olan DNA’ya dayal
kimliklendirme ve soy bagini tespit ¢alismalarina gecis siireci baglamistir.

Ulkemizde, Yargitay 2. Hukuk Dairesinin 27.05.1993 tarih ve 8685 esas, 9405
sayili kararinda, “paternite aragtirmalarinda eritrosit antijenleri, polimorfik eritrosit
enzimleri ve serum proteinlerinin ¢alisilmast  gerektigi; babaligin/anneligin
reddedilemedigi durumlarda ve bu testlerle baba/anne olabilirliginin %99.73 oranina
ulagsmadigr durumlarda, DNA analizleri dahil tiim ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi”
belirtilmistir.

Tiirkiye’de ilk olarak adli DNA analizi 1993 yilinda, Istanbul Universitesi’'ne
bagli Deneysel Tip Arastirma Merkezinde yapilmistir. Burada, HLA DQ alfa, LDLR,
GC, GYPA, HBGG ve D7S8 lokuslarinin birlikte analizine izin veren ticari bir kit ile
DNA analizi ¢alismalaria baslanmistir.*> STR lokuslarinin kesfedilmesinden sonra ise,

yapilan deneysel caligmalar sonrasi ticari olarak gelistirilen multipleks kitlerin kullanimi

ile kimliklendirme ve soy bagi analizlerinde, ge¢miste kullanilan tiim serolojik
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tanimlama metodolojilerinin yerini STR lokuslarinin kullanildigt DNA analizleri
almugtir.®*

Kimliklendirme ve soy baginin belirlenmesinde kullanilacak ilave STR
lokuslarmi belirlemek i¢in popiilasyon ¢aligmast yapilmast ve lokuslarin ilgili
popiilasyondaki allel frekans dagilim oranlarinin hesaplanmasi gerekmektedir. Olay yeri
ornegi ile siipheli 6rnegin DNA profilleri eslestiginde olay yeri 6rneginin ne kadar
olasilikla siipheliye ait olabilecegini veya silipheli baba/anne ile gocugun DNA profilleri
eslestiginde siipheli baba veya annenin, baba/anne olma olasiliginin toplumda bulunan
herhangi bir erkek ya da kadindan kac kat daha olas1 oldugunu hesaplayabilmek i¢in
analizde kullanilan lokuslarin allel frekanslarinin bilinmesi gerekmektedir. Daha az
lokusla daha yiiksek ayrim giiciine ulasilabilmesi i¢in segilen lokuslarin ayrim giiciiniin
% 90’1n iizerinde olmasi istenmektedir .

X-STR'lerin X kromozomunun o6zel kalitimi sonucu, karmasik akrabalik
vakalarinda rutin adli uygulamalar icin degerli bir arag¢ olabilecegi belirlenmistir.
Kadinlar iki X kromozomundan birini annelerinden, digeri babalarindan alirken,
erkekler ise X kromozomunu yalnizca annelerinden alir. Bu yiizden, X-STR'ler baba-kiz
iligkilerinde markir aktarimi1 bozulmadig: siirece, uzun soyagaci izleri konusunda fikir
verebilir. Ayn sekilde, yiiksek MEC degeri nedeniyle baba-kiz, biiylikanne-torun veya
iki kiz kardesin babaliginin reddedilmesi gibi durumlarda anlamli veriler sunabilir.
Bunun da otesinde kompleks akrabalik iliskilerinde bu markirlarin kullanilabilmesi
nedeniyle 6zellikle kitlesel felaketlerde anlamli olabilecegi bildirilmistir. Sekil 3 ve 4’te
calisilan 12 X-STR lokusun bir kadina ve bir erkege ait elektroforez goriintiileri

izlenmektedir.
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Sekil 4. Bir kadina ait 12 X STR lokusu allellerinin elektroforez goriintiisii

X-STR'lerin adli amag¢h kullanilmasinda, her popiilasyonun alel frekans veri
tabanlarinin olusturulmasi gerekmektedir. Diinya’da ¢ok sayida popiilasyon i¢in ticari
olarak elde edilebilen InvestigatorTM Argus X-12 Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Almanya) paneli veya GHEP-ISFG tarafindan gelistirilen decaplex paneli kullanarak

kendi veri tabanlar1 olusturulmustur.
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84 kadin ve 53 erkekten olusan toplam 137 6rnekle yapilan bu ¢alismada 12-
XSTR lokusunun Dogu Akdeniz-Giineydogu Anadolu Bdélgesi populasyonu igin alel ve
haplotip frekans dagilimlar1 arastirilmistir. Yapilan arastirmada bu populasyon icin en
diisiik alel sayisina sahip lokusun 5 alelli DXS8378, en yiiksek alel sayisina sahip
lokusun 31 alelli DXS10148 oldugu goriilmiis olup diger popiilasyon sonuglarina
bakildiginda da benzer sonuglar bildirilmistir.

53 erkek ornekle yapilan ¢aligmada iki kiside DXS10079 lokusunda iki alelli
patern, bir kiside DXS10103 lokusunda iki alelli patern gozlenmistir. Daha Once
otozomal kromozomlar ile Y kromozomlarinda gosterilen duplikasyon X-kromozomu
iizerinde de olabilmektedir.*** Bu nadir paternler, ¢alisilan érneklerde ilgili lokusun
duplike olabilecegini veya kisilerin ekstra bir X-kromozoma sahip olabilecegini
gosterir.  Aynt  numunelerde baska hi¢bir lokus bu alisilmadik kaliplari
gostermediginden, bu ¢alismada elde edilen duplikasyon bulgulari igin birinci agiklama
daha mantiklidir. ilave elektroforez pikleri iiretimine neden olan bu durum (erkeklerde
biallelik, kadinlarda trialellik) adli yorumlamay1 karmasik hale getireceginden, X-STR
veri tabanlar1 olustururken karsilasilan bu gibi durumlarin raporlanmasinin 6nemli
olacagi vurgulanmaktadir. Bu tlir verilerin sadece adli olgularda degil, genetik
antropoloji ve molekiiler tipta da yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.*® Adli amacli
analizlerde polimorfik lokuslarin istatistiksel analizlerde giivenle kullanilabilmeleri i¢in
lokuslarin alel frekans dagilimlarimin HWE’den sapma gostermemesi beklenir. Bu
amacla 84 diploid Ornegin Arlequin 3.5 istatistik analiz programinda HWE testi
yapilmistir. Analiz sonuglarinda; 0.05 giiven araligina gére HPRTB ve DIS10135
lokuslar1 HWE’den sapma goOstermistir. Bununla birlikte, multiallelik lokuslar icin
uygulanmasi onerilen Bonferroni diizeltmesinden sonra, test edilen 12 X-STR lokusun
hicbirinde HWE den sapma olmadigi, gozlenen ve beklenen verilerin dengede oldugu
saptanmistir.

Lokuslarin adli etkinlik degerleri incelendiginde PIC degeri en yiiksek lokusun
DXS10135, en diisiik lokusun DXS8378 oldugu saptanmistir. Lokuslarin MEC
degerleri analiz edilen olgu gruplarina gore degisiklik gostermektedir. Anne-baba-¢ocuk
ticliisii analiz edildiginde; baba-kiz veya anne-kiz analizinde; babaanne-torun veya iki
kiz kardes analiz edildiginde MEC degerleri degigsmektedir. Her bir farkli durum igin
gelistirilmis istatistik hesaplamalarina goére de MEC degeri en yiiksek lokus
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DXS10135°tir. Benzer sekilde en yiiksek PD degerine sahip lokus DXS10135, en diistik
PD degerine sahip lokus DXS8378 dir.

Adli genetikte analiz edilen tiim lokuslarin kombine ayrim giicii hesaplanirken,
bagimsiz lokuslar arasinda carpim kurali uygulanmaktadir. Tim X-STR'ler ayni
kromozom {iizerinde oldugundan, iki veya daha fazla markirin birbiri ile iligkili olmas1
muhtemeldir ve baglantili bolgeler ayrilmadan birlikte aktarilirlar. X-STR’lerin adli
amagl kullanilabilmesi i¢in X kromozom markirlar1 arasinda genetik baglanti olup
olmadig1 konusunda tam bilgi sahibi olmak gerekir. Baglantili lokuslarin ¢arpima dahil
edilmesi, yanlis istatistik hesaplamalara neden olabilecektir. Genel olarak, X
kromozomu Xp22.2, Xql2, Xq26 ve Xq28 'te bulunan 4 baglant1 grubuna ayrilmistir.
Bununla birlikte, lokuslar arasindaki fiziksel mesafe ¢ok kiiciikse, bu gruplar arasinda
da rekombinasyon ve gec¢isin meydana gelebilecegi bildirilmistir. Adli amagh
analizlerde lokuslar arasinda carpim kuralini uygulayabilmek icin lokuslar arasinda
baglanti olmamasi1 gerektiginden, calisilan 12 X-STR lokusu i¢in Arlequin 3.5.1
programi ile diploid (kadin) ve haploid (erkek) drneklerde ayri olmak iizere lokuslar
arasit baglanti dengesizligi (Linkage Disequilibrium-LD) testi gergeklestirilmistir.
Yapilan analiz sonuglarmma 0.05 giliven aralifinda bazi lokuslarda anlamli iligki
saptanmistir. Bu nedenle literatiirde Onerilen multialelli lokuslar arasinda baglanti
hesaplamada diizeltme faktorii olarak kullanilan Bonferroni testi uygulanmistir
(p=005/66). Bu diizeltme testi sonrast diploid ve haploid 0&rneklerle yapilan
hesaplamalarda lokuslar arasinda anlamli baglanti tespit edilmemistir. Test sonuglarina
gore lokuslar arasinda anlamli bir iligki tanimlanmamasina ragmen, 4 LG grubunun
(LG1,LG2,LG3 ve LG4) PD degeri hesaplanmistir. Her bir LG grubu i¢in en diisiikk PD
degeri 0.94 hesaplanmistir. Test edilen biitlin parametreler ve 0Ozellikle yiiksek
kiimilatif PD degeri (0.999999999), 12-XSTR lokusunun miiltipleks analizinin adli
amacli kimliklendirme ve akrabalik analizlerinde kullaniminin uygun olacagmi

gostermistir.
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6. SONUC

. Cukurova popiilasyonunda 137 (84 kadin ve 53 erkek) ornekle yapilan

calismada 12 X-STR lokusunda toplam 126 alel tanimlamistir. En fazla alele

sahip lokusun 31 alelli DXS10148 ve en az alele sahip lokusun 5 alelli DXS8378

oldugu gozlendi.

. Diploid orneklerle yapilan HWE testlerinde; Bonferroni diizeltme testi sonrasi

gbzlenen ve beklenen genotip daglimlari arasinda sapma olmamistir (p>

0.05/12).

. Lokuslarin PD degerleri incelendiginde ¢aligilan lokuslar i¢inde en yiliksek ayrim

giicii kapasitesine sahip lokusun DXS10135 (PD Kadin = 0.995396, PD Erkek =

0.951127) ve en disiik ayrim giicli kapasitesi sahip lokusun DXS8378 (PD

Kadin = 0.826910, PD Erkek = 0.669670) oldugu saptanmustir.

. 84 kadin ve 53 erkek ornekle yapilan LD testinde; Bonferroni diizeltme faktorii

sonrasi 12-XSTR lokusu arasinda baglant1 saptanmamuistir.

. 53 haploid 6rnekte baglantili gruplarin olusturdugu haplotipler incelendiginde;

a) Baglanti grubu 1 (DXS8378, DXS10135 ve DXS10148)’de 50 farkh
haplotip,

b) Baglantt grubu 2( DXS7132, DXS10074 ve DXS10079)’de 46 farkh
haplotip,

¢) Baglanti grubu 3 ( HPRTB, DXS10101 ve DXS10103)’te 39 farkh
haplotip ve

d) Baglanti grubu 4 (DXS7423, DXS10134 ve DXS10146)’te 46 farkli
haplotip tanimlanmis olup, baglantili gruplar i¢in en diisiik PD degeri
0.94’1in tizerindedir.

. Caligilan 12 —XTR lokusunun adli analizler i¢in etkinligi test edildiginde yiiksek

PIC, PD, MEC degerleri ile dort baglant1 grubunun yiiksek kiimiilatif PD degeri

(0.999999) nedeniyle, bu markirlarin adli amagli kimliklendirme ve akrabalik

iligkilerinin analizinde ve 6zellikle baz1 kompleks akrabalik iligkilerinde ytiksek

etkinlige sahip oldugunu ortaya koymustur.

. Bu ¢alisma ile olusturulan veriler Anabilim Dalimiz Adli Genetik Laboratuvari

ve diger Adli Genetik Laboratuvarlarinda yapilacak istatistiksel hesaplamalarda
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kullanilabilecek; Ozellikle otozomal STR lokuslar1 ile yeterli ayrim giiciine
ulagilamayan ve/veya babanin yoklugunda babaanne-kiz torun ve hala-kiz yegen
iligkisinin ortaya koyulmasi ile baba olabilirligin kuvvetlendirilmesi veya

dislanmasinda anlamli olabilecektir.
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