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OZET

13 RM Y-STR Lokusunun Multipleks Analizi ve Mutasyon Oranlariin Saptanmasi

Y kromozomu, telomer Dbolgelerinde bulanan psddo-otozomal bélgeleri disinda,
rekombinasyona ugramamasi sebebi ile Y kromozomundaki degisimler sadece mutasyonlar
aracilifiyla olusmakta ve bu mutasyonlar Kisiler arasinda ayrim yapabilmeyi saglayabilmektedir.

Bu sebeple Rapidly Mutating Y-STR (RM Y-STR) adi verilen mutasyon oranlar yiiksek
lokuslar incelenmektedir. Yapilan ¢alismalarda; DYF387S1, DYF399S1, DYF403Slab, DYF404S1,
DYS449, DYS518, DYS526ab, DYS547, DYS570, DYS576, DYS612, DYS626 ve DYS627
lokuslarmin adli kullanima uygun oldugu gozlemlenmistir. Bu 13 RM Y-STR ile diinya genelinde
bir¢ok popiilasyon ¢alismasi yapilmaktadir. Sonuclar incelendiginde verilerin rutin adli kullanima
uygun oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada C.U. Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali’nda otozomal STR lokuslari ile baba-
ogul oldugu dogrulanan 100 6rnek ciftinde 13 RM-YSTR lokusunun mutasyon oranlari
saptanmstir.

Calisma sonucunda 13 RM Y-STR lokusunun multipleks PCR’1 optimize edilmis ve rutin
kullanima hazir hale getirilmistir.

Calisilan 13 RM-YSTR lokusundan en yiiksek ayrim giiciine sahip lokusun DYF399S1 (GD =
0.996161), en diisiik ayrim giiciine sahip lokusun DYS576 (GD = 0.786868) oldugu goriilmiistiir. 13
lokusun haplotip cesitliligi ise 1.000000°dir. Mutasyon oranlari; DYS612 lokusunun 3.0 x 107 (95%
Cl, 0.0062-0.0852), DYF399S1 lokusunun 6.0 x 10 (95% CI, 0.0223-0.1260), DYS547 lokusunun
2.0 x 102 (95% CI, 0.0024-0.0704), DYF404S1 lokusunun 3.0 x 102 (95% CI, 0.0062-0.0852),
DYS626 lokusunun 1.0 x 107 (95% CI, 0.0002-0.0545), DYS576 lokusunun 2.0 x 102 (95% ClI,
0.0024-0.0704), DYS627 lokusunun 1.0 x 107 (95% CI, 0.0002-0.0545), DYS570 lokusunun 2.0 x 107
(95% CI, 0.0024-0.0704), DYF387S1 lokusunun 2.0 x 102 (95% CI, 0.0024-0.0704) ve DYS449
lokusunun 1.0 x 107 (95% CI, 0.0002-0.0545)’dir. DYS526 a, DYS526 b ve DYS518 lokuslarinda
mutasyon gozlenmemistir. 13 lokusun ortalama mutasyonu ise 1.77 x 107 (95% CI, 0.0005-
0.0067)’dir.

Paternal soydas sahislarin karistigi cinsel saldir1 gibi zorlu vakalarda kimliklendirme i¢in 13
RM Y-STR lokusu 6nemli sonuglar verebilir. Ek olarak bu set zorlu soybagi davalarinda ve
siiphelenilen babalarin paternal soydas oldugu babalik davalarinda sonuclarin belirlenmesini
kolaylastiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Y-STR, RM Y-STR, Cukurova Popilasyonu, Y kromozomu, Adli Genetik

Analiz, Mutasyon
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ABSTRACT

Multiplex Analysis of 13 RM Y-STR Loci and Determination of Mutation Ratios

The Y chromosome changes occurs only through mutations due to this chromosome do not
recombinate except of the pseudo-autosomal area found in telomere areas. These mutations allow
people to be distinguished between. Y chromosome constitutes an important place in paternity
cases, brotherhood determination, sexual assaults and evolutionary studies.

Therefore, loci with high in mutation rates called Rapidly Mutating Y-STR (RM Y-STR) are
examined. In the studies conducted, it was observed that DYF387S1, DYF399S1, DYF403Slab,
DYF404S1, DYS449, DYS518, DYS526ab, DYS547, DYS570, DYS576, DYS612, DYS626 and
DYS627 loci are appropriate for forensic use. Numerous population studies are conducted
worldwide with these 13 RM Y-STR. The results analyzed are shown to be suitable for routine use
of forensic analysis.

In this study, mutation rates of 13 RM Y-STR will be determined by using 100 sample pairs
that are confirmed to be father-son with autosomal STR loci in C.U. Faculty of Medicine,
Department of Forensic Medicine.

At the end of the study, the multiplex PCR of 13 RM Y-STR locus was optimized and made
ready for routine use.

It is seen that the locus with the highest discrimination power from the 13 RM-YSTR loci
studied is DYF399S1 (GD = 0.996161) and the locus with the lowest discrimination power is
DYS576 (GD = 0.786868). Mutation ratios; for DYS612 was 3.0 x 107 (95% CI, 0.0062-0.0852),
DYF399S1 was 5.0 x 10 (95% CI, 0.0223-0.1260), for DYS547 was 2.0 x 10? (95% CI, 0.0024-
0.0704), for DYF404S1 was 3.0 x 107 (95% CI, 0.0062-0.0852), for DYS626 was 1.0 x 10° (95% ClI,
0.0002-0.0545), for DYS576 was 2.0 x 107 (95% ClI, 0.0024-0.0704), for DYS627 was 1.0 x 107 (95%
Cl, 0.0002-0.0545), for DYS570 was 2.0 x 10 (95% ClI, 0.0024-0.0704), for DYF387S1 was 2.0 x 107
(95% ClI, 0.0024-0.0704) and for DYS449 was 1.0 x 102 (95% CI, 0.0002-0.0545). There were no
mutation at DYS526 a, DYS526 b and DYS518 loci. Mean mutation ratio for 13 loci was 1.77 x 107
(95% CI, 0.0005-0.0067). Mean hapotype diversity for 13 locis was 1.000000.

In hard cases such as identification of suspects in sexsual assault cases which involved by
individuals who had same male lineage 13 RM Y-STR loci can provide crucial results. Moreover
this set will facilitate to determination of hard paternity cases such as suspected fathers share same

paternal lineage.

Key Words: Y-STR, RM Y-STR, Population of Cukurova, Chromosome Y, Forensic Genetical

Analysis, Mutation
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1. GIRIS

Gunumuz adli genetik caligmalarinda “Kisa Ardistk Tekrarlar (Short Tandem
Repeat, STR)” ad1 verilen mikrosatellit bolgeler siklikla kullanilmaktadir!. STR’ler, 2-6
baz cifti uzunlugundaki tinitelerin bir araya gelerek ardisik tekrar1 sonucu olusan 100-
400 baz ¢ifti uzunlugunda yiiksek polimorfizme sahip alanlardir®™, Ayrim giicii ok
yuksek olan bu otozomal STR setleri adli laboratuvarlarda kimliklendirme ve
akrabaligin belirlenmesi alanlarinda kullanilmaktadir. 13 otozomal STR seti
kullanilarak yapilan istatistiki analizler sonucu, akraba olmayan iki insanin ayn1 STR
profiline sahip olma olasihgmin 10™ seklinde hesaplanmasi, bu bélgelerin adli
kimliklendirmede yadsinamaz énemi oldugu agikca gostermektedir®®. Bununla birlikte
otozomal STR’lerin belli bashh dezavantajlar1 da vardir. Ornegin; major-minor
komponente sahip karisimlarda, major birlesenin diger mindr birleseni maskelemesi,
cinsel saldir1 ve benzeri olaylarda siklikla sorun yaratmaktadir’. Bu noktada diferansiyel
lizis veya sitolojik inceleme gibi yontemler denenmekte fakat bazi durumlarda basarisiz
sonuclar elde edilmektedir. Ozellikle olaym iizerinden belirli bir siire ge¢mis olan
orneklerde bu ydntemlerin biiyiik dlciide yetersiz oldugu goriillmektedir®.

Otozomal STR’lerin yetersiz kaldigi durumlarda Y kromozomu iizerindeki STR
bélgelerinin kullanimu biiyiik avantaj saglamaktadir”'®. Erkege spesifik olusu, biiyiik
bolumindn non-rekombinant olmast ve unipaternal aktarimi gibi etkenler bu
kromozomu adli genetik basta olmak tizere diger ¢alismalar agisindan ¢ok kiymetli bir

konuma getirmektedir**?

.Y kromozomu adli ¢alismalarda oldugu gibi evrimsel
calismalarda da siklikla kullanilmaktadir. Cesitli popiilasyonlardan alinan ornekler ile
Afrika’dan yola ¢ikan insanoglunun diinyanin geri kalanma yayilma yollarnt Y
kromozomu incelenerek saptanmaya calisilmistir™> . Adli genetik laboratuvarda ise
Ozellikle cinsel saldir1 gibi olaylardan elde edilmis karisik Orneklerin analizinde

11,16,17

kullanilmaktadir . Ayrica Y-STR analizi kisiler arasindaki paternal akrabalik

iliskisini ortaya koyabilmektedir’®%

. Sagladig1 biiyiikk avantajlara ragmen Y-STR
analizinin baglica zayiflig1; olay yerinden alinan 6rnek sonuglarinin siipheli sahisla
uyumlu olmasi halinde, bu sahsin paternal erkek akrabalarinin dislanamamasidir.™.
Miras ve kayip sahis gibi sartlarda avantaj olan bu paternal aktarim, olay yerlerinden

elde edilen orneklerde dezavantaj yaratmaktadir. Birden fazla aile {iyesinin katildig:

1



suglar azimsanmayacak diizeydedir®"#.

llave Y-STR belirteglerinin eklenmesiyle
kombine ayrim giicii arttirilarak bu problem agilmaya ¢alisilmaktadir®,

Ballantyne ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada giinlimiizde siklikla
kullanilan bolgeler de dahil olmak Uzere 186 Y-STR bolgesi incelenmis ve yiksek
mutasyon oranlarina sahip alanlar belirlenmistir. Bu alanlara RM Y-STR bdolgeleri
admni1 vermislerdir®”.

Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Adli Tip Anabilim Dali
biinyesinde elde edilmis, baba ogul oldugu Identifiler® Kit ile dogrulanmis érneklerin
genomik DNA’larindan 13 RM Y-STR lokusunun multipleks amplifikasyonu yapilmas,
ilgili lokuslarin adli etkinlik degerleri ve Cukurova populasyonundaki mutasyon

oranlar1 incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihcge
Adli hemogenetik, 1900 yilinda Karl Landsteiner’in ABO kan gruplarini
tanimlayip siniflandirmasiyla ortaya ¢ikmistir. ABO sistemi ve serumda ¢6ziinen protein
belirteclerinin kombine analiziyle yiiksek ayrim giicii saglamistir. Buna ragmen
yontemin g¢alisilmasi igin ¢ok miktarda 6rnege ihtiyag duymasi blyuk bir dezavantajdir.
Ayrica analizlerde kullanilan proteinlerin bozulmaya egilimli olmasi1 da siklikla
sorunlara yol agmaktadir®.
1960’lar ve 1970’lerde restriksiyon enzimlerinin kullanimi, Sanger sekanslama®® ve
Southern Blot?” gibi molekiiler biyolojide yasanan gelismeler bilim insanlarimin DNA
Uzerinde inceleme yapabilmesini miimkiin kilmistir. 1978’e gelindiginde ise DNA
polimorfizmleri Southern Blot*® teknigiyle saptanmis ve 1980°de ilk yiksek polimorfik
lokus gosterilmistir®. 1984 yilinda Alec Jeffreys, daha sonrasinda ise Nakamura ve
arkadaglar tarafindan “Degisen Sayida Ardisik Tekrarlar (Variable Number Tandem
Repeat, VNTR)” adi verilecek olan tekrar bolgeleri ile galisirken, bu bélgelerin adli

amaclt kullanilabilecegini fark etmistire’o’31

. Jeffreys tarafindan gelistirilen teknik,
polimorfik lokuslar: tespit etmek icin agaroz jel elektroforezi, Southern blotlama ve
prob hibridizasyonu yapilmadan 6nce DNA’nin ekstrakte edilmesini ve restriksiyon
enzimi ile kesilmesini gerektirmekteydi. Yontemin sonucunda X-Ray filminde
(Otoradyografi) siyah bantlar gérinmekteydi. Bantlar, kisiye 6zgii modelleri ortaya
koydu ve Jeffreys buna DNA parmak izi adini verdi®’. VNTRnin yiksek ayrim giicii
olmasina ragmen bazi Smirlart vardir. Analiz igin yiksek miktarda DNA gereklidir ve
bozunmus Orneklerde yontem ise yaramamaktadir. Dahasi laboratuvarlar arasi
karsilagtirma yapmak ¢ok gli¢ ve analiz ¢cok zaman almaktadir®.

Adli DNA analizlerini kokiinden degistirmis olan bulus, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ise Kary Mullis isimli bir kimyager tarafindan gelistirilmistir. PCR y0ntemi,
molekiiler biyolojinin tiim yénleri lizerinde derin bir etki yaratmistir®®.Bu teknik Kary
Mullis’e 1993 yilinda Nobel Kimya ddiiliinii kazandirmstir!. Teknik 6zetle, DNA’nin
spesifik bolgelerinin amplifiye edilebilmesini saglamaktadir. PCR metodu DNA analizi
icin gerekli olan DNA miktarin1 ¢ok buyik Olglide azaltmis, sadece bir kag¢ hiicreden

bile DNA profili ¢ikarabilmeyi mumkin kilmistir. Bunlarin yani sira analiz igin
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harcanan sireyi de biiyiik oOlgiide kisaltmaktadir. Bozunmus DNA’lar (izerinde
calismaya imkan tanimakta ve genomdaki hemen hemen tim polimorfizmlerin
analizinde kullanilabilmektedir®.

1990’larin  basinda ise Edwards ve arkadaslar1 tarafindan STR’ler seklinde
isimlendirilen lokuslar tammlanmstir®. Ardindan STR’ler bazi adli vakalarda
kullanilmaya baglanmig, 1990’larin sonuna gelindiginde ise butln dinyada adli
laboratuvarlarin standart araci olmustur. Ticari kit haline gelmesi kullanimimi daha da

%37 Guniimizde ise adli genetik calismalarinin  biiyiik

popiiler hale getirmistir
cogunlugunu STR polimorfizm analizi olusturmaktadir ve uzmanlara gore bu durumun
yakin gelecekte degismesi pek de mimkiin gorillmemektedir®,

1983 yilinda Vergnaud ve arkadaslari, delesyonlara bagli anomalileri incelemek
amactyla ilk kez Y kromozomunu molekiiler olarak haritalandirmistir®®. 1992°de
Vollrath ve arkadaglari daha detayli bir harita ortaya koymustur®’. Yine 1992°de
Roewer ve arkadaslari tarafindan Y kromozomu iizerinde “DYS19” olarak adlandirilan
ilk STR bolgesi tespit edilmistir™. O zamandan bu yana vyiizlercesi daha
kesfedilmistir'®?°#**_ Y-STR’lere kars1 artan ilgi sebebiyle cok sayida popiilasyon
caligmas1t yapilmig ve allel frekanslarinin belirlenmesi amaciyla veri tabanlar

olusturulmustur. STR haplotiplerini karsilagtirmak i¢in “Y Kromozom Haplotip

Referans Veri Tabam” kurulmustur (www.yhrd.org)*. Evrimsel ve antropolojik

gallsmalar1n46 yani sira adli amagh olarak glinimdiiz laboratuvarlarinda siklikla Y-STR

belirtecleri kullanilmaktadir.

2.2. 'Y Kromozomunun Genel Ozellikleri

60 milyon baz ¢iftinden olusan Y kromozomu, insan genomunun yaklasik
%?2’sine karsilik gelmektedir. 78 genin kodladigi 27 farkli proteinin sentezi bu
kromozomda gergeklesir“. Genomdaki en kiigiik kromozomdur. Kisa kol “p” {izerinde
PAR1 ve uzun kol “q” Uzerinde PAR2 denilen, X kromozomuna homolog, pseudo-
otozomal bolgeler vardir. Bu bolgeler kromozomun %5’i kadardir ve kromozomun
uclarinda (telomerlerde) bulunurlar. Bunun diginda kalan kromozomun %95’ ise non-
rekombinant 6zelliktedir ve NRY olarak adlandirihr®. Haploit 6zellikte olup,
mutasyonlar disinda degismeden uni-parental (paternal) olarak kalitilir®.

Y kromozomu erkek esey kromozumu olarak bilinmektedir ve erkek fenotipinin
olusmasinda rol oynar. Kromozomun Uzerinde yer alan SRY geni, testis gelisimini
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tetikleyen ve gelismekte olan bir fetiisiin erkek olmasini saglayan proteini kodlar™®. Bu
gende gorulen mutasyonlar; iskelet anomalileri, gonadal kanserler, akciger kanseri,
mesane kanseri ve 6zefagus kanseri gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir"°. Intronlarda
gorilen insersiyon, delesyon ve esit olmayan krossing-over gibi sebepler ise

polimorfizmlere neden olur’”®.

Bu polimorfizmler temelde Tek Nukleotid
Polimorfizmleri  (Single Nucleotid Polymorphisms, SNPs) ve VNTR olarak
ayrilmaktadir. VNTR’ler blyukliklerine gére minisatellit (6 baz ciftinden blyik) ve
mikrosatellit (2-6 baz ¢ifti aras1) diger adiyla STR olarak adlandiriimaktadir®®.
Polimorfizmler, evrim ¢alismalarindan adli analizlere kadar gesitli bilimsel alanlarda
kullammaktadir*®®%-%,

2.3. STR’lerin Yapisi ve Y-STR’lar

Kisa ardigik tekrarlar, 2-6 baz c¢ifti uzunlugundaki bdlgelerin birbiri ardina
siralanarak tekrar motifleri olugturmasiyla ortaya ¢ikan DNA dizileridir. Genellikle 350
baz ¢iftinden daha kisa uzunluktadirlar®®. Cok sayida STR bélgesi tanimlanmis olmakla
birlikte, adli analizlerde 20 kadar siklikla kullanilmaktadir.

nsan genomu boyunca ortalama olarak her 6-10 kilobazda bir bulunan®* STR
lokuslari, ¢ekirdek-tekrar motif yapisina gore; basit, bilesik ve kompleks tekrarlar
olarak ¢ sekilde kategorize edilmistir. Basit tekrarlar; ayn1 uzunluk ve ¢ekirdek-tekrar
motif Uniteleri icerirken, bilesik tekrarlar; iki veya daha fazla bitisik basit tekrarlar
icerir. Kompleks tekrarlar ise; degisken say1 ve ¢esitte ¢ekirdek-tekrar motifleri ile bu

motiflerin aralarina karisan farkli motifleri de icermektedir®",

Ornek:
Basit STR; D7S820— [GATA],

Bilesik STR; D195433—(AAGG) (AAAG) (AAGG) (TAGG) [AAGG],
Kompleks STR; FGA— [TTTC]TTTTTTCT[CTTT].CTCC[TTCC],

Adli analizlerde kullanilan otozomal basit STR’lerde optimizasyon kolay ve

mutasyon orani disiiktiir. Kompleks olanlar ise yiiksek c¢esitlilige ve degiskenlige

sahiptir®®®’.



Y kromozomu iizerindeki ilk STR lokusunun kesfini 1992 yilinda Roewer ve

arkadaslar1 yapmis ve lokusa “DYS19” adini vermislerdir*’.

Daha sonraki yillarda
yiizlerce lokus daha saptanmistir.
Paternal aktarimi sebebiyle adli vakalarda kullanilan® " Y-STR’lere kars1 artan

ilgi, ticari Kkitleri piyasaya ¢ikarmistir (Tablo 1).

Ornek:
Basit Y-STR; DYS391 — [TCTA],
Bilesik Y-STR; DYS19 — [TAGA]s TAGG [TAGA],

Kompleks Y-STR; Y-GATA-H4 —[TAGA],ATGGATAGATTA [GATG], AA
[TAGA],



Tablo 1™. Y-STR belirtecleri; Ticari Y-STR kitleri ve Ticari olmayan Y-STR setleri

Lokuslar

Minimal
Haplotip
C

PowerPlex
®
Ya

AmpFISTR
®
Yfiler®®

PowerPlex
®
Y232

Yfiler
®
Plus®

RM

STR
c

DYS19
DYS385a/b
DYS3891
DYS389l1
DYS390
DYS391
DYS392
DYS393
DYS437
DYS438
DYS439
DYS448
DYS456
DYS458
DYS635
Y-GATA-H4
DYS481
DYS533
DYS549
DYS570
DYS576
DYS643
DYS449
DYS460
DYS518
DYS627
DYF387S1a/
b

DY S526a/b
DYS547
DYS612
DYS626
DYF399S1

DYF403Sla/
b
DYF404S1
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2.3.1.Y-STR Lokuslarinin Adli Analizlerde Kullanimi

Standart otozomal DNA lokuslariyla yapilan c¢alismalardaki en 6nemli sorun;
allelik dropoutlar, az olan bilesenin, PCR iriinii ¢ok olan bilesen tarafindan
maskelenmesi nedeniyle kadin-erkek karisgiminda ayrim yapilamamasidir’®. Bu gibi

karisimlarda az olan bilesenin ¢ok olan bilesene oran1 1:50°nin altindayken, az olan
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bilesen genellikle saptanamaz'®. Boyle durumlarda Y-STR c¢alismalarmin adli

molekiiler biyoloji alaninda sahip oldugu biiyiik 6énem ortaya c¢ikmaktadir™™">.
Ozellikle cinsel saldir1 gibi, kadin DNA profilinin miktarca ¢ok yiiksek oldugu kadin-
erkek karisimlarinda Y-STR kullanimi, erkek profilinin ayrimimi net bir sekilde
saglamaktadir™®*’

erkek DNA’s1, 800 ng kadin DNA’s1 igeren 1:2000 oranindaki karisik orneklerde bile

. Prinz ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin sonuglarina gore; 400 pg

Y-STR kimliklendirilmesi yapilabilmistir™’. Sibille ve arkadaslarinin arastirmasina gore,
cinsel saldirilardan alinan ve spermatozoa igin negatif olarak tanimlanan swablar Y-
STR analizi igin tekrar test edilmis, swablarin ortalama olarak 1/3’inde Y-STR
profillerinin saptanabildigini gdsterilmistir®. Diger bir arastirmada ise Dekairelle ve
Hoste, diferansiyel ekstraksiyon ile elde ettikleri PSA (prostate-specific antigen) pozitif
orneklerde STR analizleri yapmis ve PSA pozitif drneklerin hi¢ birinde otozomal STR
profili saptanamadig: halde %48’inde Y-STR profili saptanmustir’.

Shewale ve arkadaslari azospermik ve vazektomi sonrasi semen Orneklerini
incelenmistir. Y-STR’leri kullanarak yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda, semende
bulunan, epitel/l6kosit gibi hiicrelerden 12.5 ile 1000 ng arasinda degisen miktarda
DNA elde etmislerdir. Eski ve bozunmus semen lekelerine uygulanan diferansiyel
ekstraksiyonun basarisiz olmaya egimli oldugu da goriilmektedir’’. Sitolojik inceleme
sonucunun negatif oldugu, bosalmanin gerceklesmedigi, sperm sayimmi yapilamayan
ve/lveya diferansiyel lizisin basarisiz oldugu cinsel saldirt  Orneklerinde Y
kromozomunun varligmin Y-STR’ler ile saptanmasi sayesinde zorlu vakalar
¢oziilebilmektedir. Dahasi, cinsel saldir1 sonrasinda, 2-8 giin gibi uzun bekleme sireleri
icerisinde bile alman swab orneklerinden Y-STR profilleri ortaya konabilmektedir®.
Otozomal STR’ler ile yapilan analizler sonugsuz kaldiginda Y-STR analizlerinin
sorusturmacilar i¢in ¢ok kritik bir delil niteliginde oldugu agik¢a goriilmektedir®*°.

Y-STR profillerinin haplotip dogas1 ve tek bir ebeveyn tarafindan aktarilmasi

sebebiyle olusturdugu cografik kiimelesme sayesinde, siipheli sahislarin bulunmadigi



olaylarda saptanan lekelerden, ciiriimiis cesetlerden ve iskelet kalintilarindan etnik
koken ayrimi yapilabilmektedir'!. Ayrica Y-STR calismalari ile sadece izole olmus
birbirinden uzak Afrika veya Avrupa gibi metapopiilasyonlar arasindaki farklar1 degil
ayni zamanda Dogu Slavlar veya Romence konusan Avrupalilar gibi cografik
yakinhktaki popiilasyonlarda Y-STR haplotipleri gdsterilebilmektedir®. Uygulama,
ayni zamanda bazi siiphelilerin aklanmasina da yardimci olabilmektedir. Sadece
ABD’de cinsel saldirilardan elde edilmis fakat analiz edilmemis 180,000 adet 6rnek
bulunmaktadir. Diger iilkelerde de benzer durumlar s6z konusudur. Birlesik Devletler
vatandasi olan A.B. Butler Jr. 6rneginde bu yontemin 6nemi agikg¢a ortaya koyulmustur.
ABD’nin Teksas eyaletinde bir kadina tecaviiz etmekten 16 y1l boyunca tutuklu kalmas,
elde edilen kanitlar 1999 yilina kadar test edilmemis ve otozomal STR analizi
yapildiginda ise testler sonugsuz kalmistir. Sonrasinda olay yerinden alinan semen
ornegine Y-STR analizi yapilmis ve lekenin Butler’e ait olmadig1 ortaya ¢ikmigtir. 2000
yilmin Ocak ayinda serbest birakilmustir’.

Y-STR analizinin baglica zayifligi, olay yerinden alinan orneklerin sonuglarinin
stipheli sahisla uyumlu olmasi halinde, ilgili sahsin paternal erkek akrabalarinin
dislanamamasidir'’. Miras ya da kayip kisi gibi olgularda avantaj olan paternal aktarim,
olay yerlerinden elde edilen bazi 6rneklerde goriildiigii lizere dezavantaj yaratmaktadir.

2 Bunlarla

Birden fazla aile iiyesinin katildigi suglar azimsanmayacak diizeydedir®
birlikte aile i¢inde gergeklesen cinsel saldirilarda su an kullanilan Y-STR’ler yetersiz
kalabilmektedir®. Acikca goriilmektedir ki, erkek-kadin karisik leke gibi delillerden
elde edilen Y-STR profilleri kisiye 6zgii olgekte ayrim giicii sagladiginda, cinsel
saldirilarin ¢6ziilmesi konusunda ¢ok biiylik bir adim atilmig olacaktir. Ek belirtecler
yardimi ile suan i¢in kullanilan Y-STR’lerin ayrim giicii arttirilmaya caligilmaktadir®®,
Tarih boyunca ¢esitli sebeplerle daralan ve ardindan hizla genisleyen

81-84

populasyonlar ve ataerkil kultirlere sahip toplumlar Y-STR gesitliliginin

azalmasina sebep olmasinin yani sira gunimuizde kullanilan Y-STR’lerin ayrim
giicliniin daha da azalmasina yol acmustir® 8,

Nonrekombinant yapisi ve Y haplotip cesitliligini saglayabilecek tek etki
mekanizmasinin mutasyon olusu sayesinde yiiksek mutasyon oranlari goriilen Y-

STR’lerin kullanilmas1 ayrim giiciliniin arttirilmasi adina uygun olacaktir. Ballantyne ve

arkadaglar tarafindan yapilan arastirmada gilintimiizde siklikla kullanilanlar da dahil



olmak Uzere 186 Y-STR bolgesi incelenmis, 120 Y-STR bolgesinde 924 mutasyon
belirlenmistir. Calisma sonucunda hesaplanan mutasyon oranlarinin 3.81x10™ (95% Cl,
1.38x10° ile 2.02x10%) ile 7.73x10? (6.51x10? ile 9.09x10?) arasinda oldugu
saptanmistir. 173 bolgede 1x10° veya daha da az (1x10™) mutasyon oranina
rastlamislardir. Geriye kalan 13 bolgede 1x10%den daha fazla (%1,19 ila %7,73
(6,51x1072 ile 9,09x10%)) mutasyon oram: ile karsilasmislardir®®. “Rapidly Mutating”
(RM) Y-STR olarak tanimladiklar1 bu bolge, Y kromozomunun potansiyel ayrim
gliciinii yiikseltmistir. Bu durumu; rutinde adli amagli kullanilan Y-STR’lerde, her lokus
icin her 1000 jenerasyonda 1 mutasyon gdzlemlenmekteyken, yeni panelde her 100
jenerasyonda 1 mutasyon gozlemlenmekte seklinde de a¢iklamak miimkiindiir®®. Elde
edilen bilgiler 1s138inda RM  Y-STR’ler yalmizca uzak erkek soylar1 arasindaki
farkliliklar1 saptamak i¢in ayrim giiciinii arttirmakla kalmayip ayni zamanda yakin

paternal soydas akrabalarinda ayrimini saglayabildigi goriilmiistiir™.
2.4. Calismada Kullanilan RM Y-STR Lokuslar1

Calismada kullanilan RM Y-STR lokuslar1 asagidaki tabloda gosterilmistir
(Tablo 2).
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Tablo 224%%%-% RM Y-STR lokuslaru.

Lokus Adi Pozisyonu | Lokasyonu Tekrar Motifi
(Mb)
DYS526 a 3.64 Ypll.2 (CCTT),
DYS526 b 3.64 Ypll.2 [CCCTIsN2o[CTTT][CCTT]pN113[CC
TT]q
DYS612 15.75 Yqll.221 [CCTIs[CTTLL[TCT]4[CCT][TCT]n
DYF399S1 | 25.1, Yql1.223, [GAAAL:N,[GAAA],
26.77, Yqll.23, Yql1.2
27.2
DYS547 18.87 Yqll.221 [CCTT]aT  [CTTC]pNsg[TTTC]qN1o
[CCTT]4 [TCTCLL[TTTC]:N14[TTTCls
DYF404S1 | 25.95, Yqll1.23, Yq12 [TTTC]naN4 [TTTC]s
28.0
DYS626 24.41 Yql1.223 [GAAA]L N2z [GAAA]s Ns[GAAA]s
[AAA]; [GAAA], [GAAG]: [GAAA];
DYF403S1 a | 6.2, 9.65, | Yp11.2, Ypll.2, |[TTCT]\N,[TTCT],
(Calismadan | 9.52 Ypil2
cikarilmisgtir)
DYF403S1 b | 6.3 Ypll.2 (b) [TTCTli2 Nz [TTCT]s [TTCC]y
(Calismadan [TTCT]uaN2 [TTCT]s
cikarilmisgtir)
DYS576 7.05 Ypll.2 [AAAG],
DYS518 17.32 Yqll.221 [AAAG]; [GAAG]; [AAAG],
[GGAG]: [AAAG]s N [AAAG], N
[AAGG],4
DYS627 8.65 Ypll.2 [AGAA]; Nis [AGAG]; [AAAG], Ng1
[AAGG];
DYS570 6.68 Ypll.2 [TTTC],
DYF387S1 | 28.0,25.9 |Yqll.2, Yql11.23 [AAAG]; [GTAG]: [GAAG]s N
[GAAG]y [AAAG]:3
DYS449 8.28 Ypi11.2 [TTTCInN2 [TTTC]s Ny [TTTC],
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2.5. Adli DNA Analizi Asamalar
Adli DNA analizleri 4 basamakta gerceklestirilir.

2.5.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunun iki temel hedefi vardir. Bunlardan ilki DNA profilini
diizgliin sekilde ortaya koyabilmek i¢in en yiiksek verimlilikte DNA’nin izole
edilmesidir. Bu durum 0zellikle az miktardaki 6rneklerde ciddi 6nem teskil etmektedir.
Ikinci hedef ise DNA’nin daha sonraki asamalarda kullanilabilmesi icin yeteri kadar saf
hale getirilmesidir. Bu safligin saglanabilmesi, hiicrede bulunan DNA harici protein
yapilarin denatiire edilmesi ve takibinde ortamdan uzaklastirilmasi vasitast ile
gerceklesir”®** Olay yerinden toplanan biyolojik 6rneklerle yapilan adli analizlerde
toplanan noktadan alinan g¢evresel kontaminantlarin da uzaklastirilmas: bu asamada
olur.

DNA ckstraksiyonu i¢in ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Secilecek olan
ekstraksiyon yontemini, ornegin tiiri ve miktar1 gibi farkli etmenler belirlemektedir.
Hiz, bazi 6zel durumlarda otomatize olmus ekstraksiyon prosediirii ihtiyaci®®*,
orneklerden maksimum diizeyde DNA ekstrakte ederken ayni zamanda da basarili
profillemeyi engelleyecek herhangi bir PCR inhibit6riinii uzaklastiracak yontemler

96,100,101
. Kullanilan

gerektiren durumlar bu etmenlerden bazilarimi  olusturur
kimyasallarin sagliga zararli olmamasi da bir baska 6nemli faktor sayilmaktadir.
Rutin olarak laboratuvarda en cok bilinen ve kullanilan metodlar; Chelex

ekstraksiyonu, FTA ekstraksiyonu, Silika bazli ekstraksiyondur™ %,

2.5.1.1. Chelex® 100 Resin Ekstraksiyonu

Chelex recinesi, magnezyum (Mg?") gibi DNaz koenzimi polivalent metal
iyonlarina (aktivator) cok yiksek derecede afinite duyar. Bu afinite sebebiyle polivalent
metal iyonlarina kenetlenir ve ¢ozeltiden uzaklastirir. Uygulama yapilacak olan 6rnek,
Chelex ¢ozeltisinde 56°C’de 20 dakika inkiibe edilir. Hemen ardindan 99°C’de 8 dakika
inkiibasyona gecilir. Bu asamada hiicreler parcalanir ve proteinler denatiire olur.
Inkiibasyon sonunda santrifiij yapilir ve kirlilik pellet olusturur. Ileri asamalar igin

stipernatant kullanilir.
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2.5.2. DNA Miktar1 Ol¢iimii

DNA ekstraksiyonunun ardindan, DNA miktarinin belirlenmesi 6nemlidir.
Dogru miktarda DNA'nin PCR’da kullanilmasi, en hizli sekilde ve en iyi kalitede sonug
verir. Fazla miktarda DNA kullanimi non-spesifik pikler olusturup yorumlamayi
zorlastirir.  Bu durum diizgiin bir profilleme yapilamamasina sebeptir. Ozellikle adli
analizlerde ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA, miktar tayini yapilmadan kesin
olarak bilinemez. Referans 6rnek kullanilirken DNA miktarinin 6l¢tiimii gérece daha az
onemlidir. Cok degisken olmadigi i¢in, her seferinde benzer DNA miktarina ulasilmasi
beklenilir. Buna ragmen, birgok laboratuvar, standart analizlerinin bir parcasi olarak
referans orneklerdeki DNA'y1r miktarsal olarak 6lgmeye devam etmektedir. Ornegin
ABD’de adli DNA analizlerinde, FBI’in belirledigi standartlar geregi olay yerinden elde
edilen 6rneklerde ve referans olarak alinan 6rneklerde DNA miktar tayininin yapilmasi
zorunludur'®1%,

Herhangi bir ornekten elde edilen DNA miktari, ekstraksiyonun yapildigi
biyolojik materyalin tiirtine baglidir. Nikleusu olan her hiicrede ortama olarak 6 pg
genomik DNA bulunmaktadir. Sivi kanin mililitresinde 5000 ile 10000 niikleusu olan
hiicre, semende ise ortalama bir ejekiilasyon sonrasinda 2.75 ml semen iiretildigi goz
Online alindiginda ortalama 66 milyon civarinda spermatozoa oldugu tahmin
edilmektedir'®.

DNA Kkantitasyonu icin cesitli yontemler kullanilmaktadir. Ultraviyole
spektroskopi, floresan spektroskopi, jel bazli analiz, slot blot analizi ve real-time PCR
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bunlardan bazilaridir™". Adli DNA laboratuvarlarinda tercih edilen miktar tayin

yontemi real time PCR’dir. Real Time PCR yapilirken SYBR |, TagMan® Prob,
Molekiiler =~ Boncuk veya Hibridizasyon Prob  yontemleri kullamlabilir™”’.
Laboratuvarimizda Applied Biosystems 7500 Real Time PCR cihaziyla TagMan® Prob
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde 6-karboksifloresin (6-FAM, Reporter)
boyasiyla 5 ucundan, 6-karboksiltetrametil-rodamin (TAMRA, Quencher) boyasiyla 3’
ucundan isaretlenmis problar kullanilmaktadir. 6-FAM floresan 1s1ma yaparken,
TAMRA bu 1simay1 fiziksel olarak yakin pozisyonda olmalari sebebiyle nétralize
ederek amplifikasyon gergeklesmeden sinyal olusmasini engeller. Amplifikasyon
sonunda Taqg Polimeraz enzimi ekzonikleaz aktivitesiyle probu parcalar. Reporter ve

quencher birbirinden uzaklasir. Reporter 1s1ma yapar ve bu 1s1ma monitorize edilir. Bu
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yontem reaksiyondan es zamanli olarak veri almamizi saglamaktadir. Asagida Sekil

1°de gosterilmektedir.

probe
re rter f‘j—g

1 Denaturation i i p{) quenchﬂr I

3 Probe hvbridizati T T R o I T T |IQ’
robe hybridization L 11 L " 1 L1 1

F E

L___ 9

3 Extension/ ) T T T 1 T L —i

Probe hydrolyzation 1 11 1 L1 T 1 11 1

i 2 gzl
4 Fluorescence emission L 11 L L1

Sekil 1. Real Time PCR, TagMan® Prob Yontemi

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
1983’te bulunmasinin ardindan biiylik bir devrim yaratan PCR'® DNA

icerisinde yer alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bélgeyi enzimatik

olarak gogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak isimdir'®

. Optimal kosullar
altinda, tek bir hiicreden bile DNA amplifikasyonu yapabilir'®**. PCR kullanimi
yuksek derece bozunmus 6rneklerde dahi profillemeye izin vermektedir.

Bir PCR tepkimesi i¢in; kalip DNA, en az iki primer (Forward ve Reverse), Taq
polimeraz gibi termostabil DNA polimeraz, steril deiyonize su, iyon dengesi icin
magnezyum (Mg*?) tampon cozeltisi ve deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTPs)
gerekmektedir.

PCR (¢ adimda gergeklesir (Sekil 2);

Denattirasyon: Amplifiye edilecek DNA bdlgesinin, yiiksek sicaklikta (95°C) cift
zincirinin arasindaki hidrojen baglarinin koparak iki tane tek zincir haline gelmesini
iceren asamadir. Yaklasik olarak 5 dakikada gerceklesen ayrilma sonrasi, tek zincir
seklindeki DNA kalip olarak kullanilir.

Baglanma (Annealing): Reaksiyon 1sis1 50-65°C’ye disiiriilerek tek zincirli kalip
DNA’ya spesifik oligonukleotid primer baglanmasi gerceklesir. Primerin baglanma

sicakligi; baz dizisine, primer konsantrasyonuna ve iyonik tepkime ortamina baglhdir.
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Uzama (Extension/Elongation): 68-72°C’de gergeklesen bu asamada, polimeraz
enzimi tarafindan, kalip DNA zincirinin 5" ucundan 3° ucuna dogru dNTP’lerin
eklenmesi ile yeni komplementer DNA ipligi meydana gelir.

Bu ii¢ asama bir dongii kabul edilir ve dongii sayisi ortalama 20-35 defa
tekrarlanir. Birka¢ pg genomik DNA ile baslayan siireg, teorik olarak 28. donglide 67
milyondan fazla (2" sayida) PCR iiriinii elde edilmesiyle sonuglanir® (Tablo 3).

Tablo 3%. PCR déngui/iiriin tablosu.

Dongi PCR Uriinii
1 0

2 0

3 2

4 4

5 8

6 16

7 32

8 64

9 128

10 256

20 262144
21 524288
22 1048576
23 2097152
24 4194304
25 8388608
26 16777216
27 33554432
28 67108864
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Sekil 2. PCR asamalar.

2.5.4. Elektroforez

PCR sonrasi elde edilen amplikonlarin uzunluklarina goére ayrimini saglamak
icin uygulanan asamadir. Prensip olarak DNA’nin negatif yiiklii olmasindan
faydalanilir. Elektroforez icin maliyet, hiz ve hassaslik farkliliklart gosteren bir kag
farkli yontem vardir. Agaroz jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi ve kapiller
jel elektroforezi bunlardan bazilaridir. Tez g¢alismasinda da kullanilan kapiller jel
elektroforezi en hizli ve otomatize olmus elektroforez yontemlerinden biridir.
Orneklerin kapillere hareketi yiiksek voltajli elektrokinetik enjeksiyon ile saglanr.
Temel olarak, PCR asamasinda farkli renklerde floresans boyalarla isaretlenmis DNA
molekiilleri biyiiklik farklina gore floresans detektorii tarafindan tespit edilir.

Sonrasinda floresans isaretli molekiiliin enjeksiyonundan detektorde tespit edildigi ana
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kadar gecen sure bilgisayar tarafindan Slgiiliip hesaplamasi yapilir. Standart degerlerle
karsilastirilmas: sonucu elektroferogramda pikler olusturur™®.

Hem Kklinik hem de adli analizlerde kullanilan kapiller elektroforez, hizli ve
yiiksek giivenilirlikte sonu¢ vermektedir. Diisiik diizeydeki molekiiler agirliga sahip
orneklerin tespitinde ¢ok yararlidir. TUm bunlarin yani sira diger elektroforez

yontemlerinde kullanilan toksik madde maruziyetini 6nlemektedir'®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar
A) PCR I¢in Kullanilan Kimyasallar

QIAGEN Multiplex PCR Master Mix Katalog No (Cat. No.): 206143
QIAGEN QIAquick PCR Purification Kit Katalog No (Cat No./ID): 28106

Su: Deiyonize, DNAaz, RNAaz free
6-FAM, VIC, NED, PET isaretli RM Y-STR Primerleri (Tablo 4)
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Tablo 4. RM Y-STR primerler ve multipleks konsantrasyonlari.

Primerler Primer Sekans 5° — 3’ Isaretli Konsantra
Boya syon (uUM)

DYS526 F TCTGGTGAACTGATCCAAACC 6 - FAM 0.066
DYS526 R GGGTTACTTCGCCAGAAGGT 0.066
DYS612 F CCCCATGCCAGTAAGAATA 6-FAM 0.028
DYS612 R GTGAGGGAAGGCAAAAGAAAA 0.028
DYF399S1F GGGTTTTCACCAGTTTGCAT 6—-FAM 0.050
DYF399S1 R CCATGTTTTGGGACATTCCT 0.050
DYS547 F TCCATGTTACTGCAAAATACAC 6-FAM 0.066
DYS547 R TGACAGAGCATAAACGTGTC 0.066
DYF403S1F CAAAATTCATGTGGATAATGA VIC -
DYF403S1R ACAGAGCAGGATTCCATCTA -
DYS626 F GCAAGACCCCATAGCAAAAG VIC 0.066
DYS626 R AAGAAGAATTTTGGGACATGTTT 0.066
DYF404S1F GGCTTAAGAAATTTCAACGCATA ViIC 0.050
DYF404S1 R CCATGATGGAACAATTGCAG 0.050
DYS576 F GTTGGGCTGAGGAGTTCAATC NED 0.066
DYS576 R GGCAGTCTCATTTCCTGGAG 0.066
DYS518 F GGCAACACAAGTGAAACTGC NED 0.050
DYS518 R TCAGCTCTTACCATGGGTGAT 0.050
DYS627 F CTAGGTGACAGCGCAGGATT NED 0.050
DYS627 R GGATAATGAGCAAATGGCAAG 0.050
DYS570 F CTGGCTGTGTCCTCCAAGTT PET 0.066
DYS570 R GGCAACCTAAGCTGAAATGC 0.066
DYF387S1F ACAGAGCTAGATTCCATTTTACCC PET 0.083
DYF387S1R GCCACAGTGTGAGAAGTGTGA 0.083
DYS449 F TGGAGTCTCTCAAGCCTGTTC PET 0.083
DYS449 R CCATTGCACTCTAGGTTGGAC 0.083

B) Elektroforez I¢in Kullanilan Kimyasallar

o Formamid: Applied Biosystems HiDi™ 25 ml
e GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard
e Su: Deiyonize, DNAaz, RNAaz free

3.1.2 Kullanilan Cihazlar Ve Malzemeler

e Mikropipet: 10 pl, 100 ul, 200 ul hacminde mikropipetler

e Mikro Santriftj: Hettich Universal 12F santrif(j

e Vorteks: BioSan Vortex V-1 Plus
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e Thermal Cycler cihazi: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
e TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Gradient

e Kapiller Elektroforez cihazi: Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
e Buzdolabi ve Derin Dondurucu: Bosch

e Tupler: 0.2 ml’lik steril ependorf tipler

e Pipet uglari: 10, 100 ve 200 ul’lik steril, otomatik pipet uglar

e (Cesitli biiytikliikte Racklar

3.2.Yontem

Bu ¢alismada, biyolojik materyal olarak Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Adli Tip Anabilim Dal1 Adli Genetik Laboratuvari’na gelen bireylerden alinan biyolojik
orneklerin kullanilmas1 i¢in, Cukurova Universitesi Etik Kurulu'ndan 02 Eyliil 2016
tarihli ve 56 sayili toplantisinda (Karar No: 13) onay alinmustir.

Bu calismada baba/ogul cifti ve/veya baba soyu akrabaligi (iki erkek kardes,
amca/yegen, dede/torun veya birinci derece kuzen olgular dahil) olan 200 kisiden alinan
yanak i¢i siirlintii Oornekleri veya parmaktan alinan birka¢ damla kan Orneginden
instagene matriks kullanilarak izole edilmis genomik DNA’lar kullanilmistir. Ornekler
daha 0nce otozomal (ldentifiler kit ile) ve gonozomal (Yfiler kit ile) STR lokuslart ile

baba/ogul, iki erkek kardes veya amca/yegen iliskisi dogrulanmis kisilerden se¢ilmistir.
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Calismadaki is akis1 agagidaki diyagramda gosterilmistir.

DNA izolasyonu

¥

DNA Kantitasyonu

A

Single PCR
Optimizasyonu

.

Multipleks PCR
Optimizasyonu

.

Allelik Ladder Uretimi

.

Panel ve Bin Set
Olusturma

.

200 Ornegin Multipleks
PCR’|

.

istatistiksel Analizler




3.2.1. Primerlerin Hazirlanmasi
Liyofilize halde olan 10’ar nmol isaretli primerlere 100’er pl niikleaz free su
eklenerek stok soliisyon hazirlanmistir. Vorteks ve kisa bir spin sonrasinda 0,5 ml’lik
steril ependorf tlplere lokusa spesifik primer ciftlerinin her birinin Forward ve Reverse
primerleri 10’ar pl olacak sekilde aktarilmis ve elde edilen 20’ser ul’lik karigimlar
tekrar vorteks ve kisa bir spinin ardindan kullanima hazir hale getirilmistir. Bu primer
karigimlarindan 1’er pl alinip steril ependorf tiiplere aktarilmis ve 19 ul niikleaz free su
eklenmistir. Son durumda 2.5 pM’lik primer karigimlari elde edilmistir.
3.2.2. Primer dizaym ve multipleks gelistirme
Primer se¢ciminde daha Once Alghafri ve arkadaslarinin onerdigi primer ciftleri
2

kullamlmlstlr11 :

belirtilen ATTO550 boyasi yerine NED, Yakima Yellow yerine VIC ve AATO565

Bununla birlikte, bu c¢alismada primer etiketlemede literatiirde
yerine PET boyalar1 kullanilmistir.

Single PCR

Her bir primer ciftinin performansini degerlendirmek, panel ve bin setleri
olusturmak i¢cin tim PCR primer giftlerinde single PCR reaksiyonlar
gergeklestirilmistir. Bu reaksiyonda AmpFCSTR™ Yfiler™ DNA Control 007 ile daha
once Ballantyne ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 13 RM-YSTR lokusu alelleri
belirlenmis olan kontrol Tiirk popiilasyonuna ait 2 adet érnek kullanilmistir™. Single

PCR’da kullanilan PCR karisim1 ve PCR parametresi altta aktarilmistir.

Single PCR Karisima:
Master Mix: 7.5 ul
Primer Cifti: 0.083 uM
Nikleaz Free Su: 6.5 ul
Genomik DNA: 1ng

Toplam Reaksiyon Volumdi: 15 ul

PCR Parametreleri:

95°C 10 Dakika
94°C 30 Saniye
58°C 45 Saniye 12 Dongu
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72°C 60 Saniye

94°C 30 Saniye

55°C 45 Saniye 20 Dongu
72°C 60 Saniye

72°C 45 Dakika

+4°C ©

3.2.3. Multipleks PCR

Optimize multiplex PCR karisimi elde edebilmek i¢in 13 RM-YSTR lokusuna
ait primer ciftlerinin farkli konsantrasyonlari ile multipleks PCR denemeleri yapilmistir.
Instagene matriks (BioRad) ile izole edilen ve -20 C’de saklanan genomik DNA
orneklerinin oda sicakliginda coziilmeleri saglanmigtir. Ardindan 13000 rpm’de 2
dakika santrifiij edilerek PCR i¢in hazir hale getirilmistir.

Multipleks PCR optimizasyonu icin 6nce her bir primer ¢iftinden FAM, VIC,
NED ve PET boyalarinin floresans etkinligi goz Oniinde bulundurularak degisen
miktarlarda (FAM 0.016 uM, VIC 0.033 uM, NED 0.05 uM, PET 0.066 uM) koyularak
caligmalara baslanmis ve lokusa ait allelerin pik yilikseklik seviyelerine bagli olarak
primer ciftlerinde azaltma veya arttirma yapilarak optimum pik yiikseklik seviyeleri
ayarlanmaya calisilmistir. PCR reaksiyonu i¢in 0.2 ml’lik ependorflarda asagida
gosterilen sekilde karistm hazirlanmis  ve tlipler Thermal Cycler cihazina
yerlestirilmistir (Sekil 3, Sekil 4).

13 RM-YSTR lokusunun herbirinin yukaridaki PCR dongli parametresinde
yeterli miktarda {riin alinabilmesi nedeniyle single PCR ig¢in kullanilan PCR
parametreleri multipleks PCR i¢in de kullanilmistir. Multipleks reaksiyonunda

cogaltilmis iiriinler kapiller elektroforezde analiz edilmistir.
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Master Mix: 7.5 ul

Primerler:

DYS526 a/b: 0.066 uM
DYS612: 0.028 uM
DYF399S1: 0.050 uM
DYS547: 0.066 M
DYF404S1: 0.050 uM
DYS626: 0.066 uM
DYS576: 0.066 uM
DYS518: 0.050 pM
DYS627: 0.050 uM
DYS570: 0.066 uM
DYF387S1: 0.083 uM
DYS449: 0.083 uM
Nikleaz Free Su: 2.63 ul
Genomik DNA: 1ng

Toplam Reaksiyon Volumd: 15 ul

PCR Parametreleri

95°C 10 Dakika
94°C 30 Saniye )
58°C 45 Saniye > 12 Dongl
72°C 60 Saniye
/
94°C 30 Saniye B
55°C 45 Saniye . 20 Dongu
72°C 60 Saniye
/
72°C 45 Dakika
+4°C 0
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3.2.4. Orneklerin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Amplifikasyonu yapilmis olan 6rneklerin analizi i¢in Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer kapiller elektroforez cihazi (Sekil 5) kullanilmistir. Plate tizerindeki
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uygun kuyucuklara her érnek reaksiyonu igin 4.5 pl formamid, 0.15 pl LIZ 500 ile 0.5
ul PCR iirtinii eklenmistir. Benzer sekilde alelik ladder igin de 4.5 pl formamid, 0.15 pl
LIZ 500 ile 0.5 pl alelik ladder eklenmistir. Hazirlanan karsimlarin bulundugu plate
santrifiij edilerek cihaza yiiklenmistir. Elektroforezde DS33 matriksi (Applied
Biosystems) ve G5 modiilii secilmistir. Elektroforez i¢in 6rnek enjeksiyon siiresi 10
saniye, firin sicakligi 60°C ve gii¢ kaynagi 1.2 kV’ye ayarlanmistir. Ornekler 36 cm
uzunlugunda kapiler kolonda, POP-7 polimeri ve 1X EDTA genetik analiz tamponunda
yuriitilmistir.

Sekil 5. Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer Kapiller Elektroforez Cihazi

3.2.5. Allel tanimlama ve genotiplendirme
RM Y-STR multipleks ile analiz edilen lokuslara ait alellerin tanimlanmasinda

laboratuvarimizda hazirlanan alelik ladder kullanilmistir. Allel dizayninda Uluslararasi
RM Y-STR calisma grubunun belirledigi alel adlandirma modeli dikkate almmistir™,
Bu grup calismasi i¢inde yer alan ve daha dnce laboratuvarimizda alel adlar1 belirlenmis
Turk populasyonuna ait orneklerin single PCR drinlerinden  Allelik Ladder

113~ Allelik ladder’a dahil edilen allellerin alel adlari ve baz uzunluklari

olusturulmustur
dikkate alinarak, GeneMapper ID v3.2 programinin “Panel Manager” sekmesinden RM
Y-STR paneli ve ilgili lokuslara ait bin seti olusturulmustur. Kapiller elektroforez
isleminden elde edilen ham veriler (Sekil 6) GeneMapper ID v3.2 programinda
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hazirlanan bu bin seti ile degerlendirilmistir. Allelik ladder olusturmada kullanilan
single PCR firilinlerinin pik yilikseklik seviyeleri arasinda ¢ok biiyiik fark olmasi
nedeniyle tiim belirteclerin tek tiipte olabilecegi bir ladder hazirlanamamistir. Bu
nedenle 3 farkli ladder grubu olusturulabilmistir.

Bu caligmada ticari olarak elde edilebilen standart DNA 6rnegi (Yfiler 007)
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Tablo 5’de standart DNA 007°nin 13 RM-YSTR
lokusu ile olusturulan RM Y-STR profili yer almaktadir.

Tablo 5. Yfiler 007 Kontrol DNA RM Y-STR profili.

RM Y-STR Lokuslari Yfiler 007 Kontrol DNA

14
DYS526 a

36
DYS526 b

37
DYS612

49
DYS547

24-26.1
DYF399S1

30
DYS626

14-16
DYF404S1

19
DYS576

37
DYS518

21
DYS627

17
DYS570

35-37
DYF387S1

30
DYS449
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Sekil 6. Applied Biosystem 3130 Data Collection v3.0 programinda ham heri goriintiisii
3.2.6. Allelik Ladder Uretilmesi

Her lokus igin alel uzunluklar1 farkli olan oOrnekler segilerek single PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Alelik ladder iiretiminde miimkiin oldugunca tim
lokuslar i¢in tek allele sahip kisilerin genomik DNA 6rnekleri kullanilmistir. Single
PCR i¢in her primer setinden 2.5 pM primer kullanilmis olup, amplifikasyon multipleks
PCR igin kullanilan PCR parametrelerinde gergeklestirilmistir. Amplifiye PCR {irtinleri
ticari QIAGEN QIAquick PCR Purification Kit kullanilarak saflastirilmistir.

Saflastirma islemi tiretici firmamn talimatlarina gore yapilmistir**®, Talimatlar
dogrultusunda saflastirma; PCR firiiniiniin 5 kat1 kadar PB tamponu PCR drinunun
tizerine eklendi ve karistirildi. Karigimin tamami QIAquick kolonlarina aktarildi. 17900
G’de 1 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiindeki artik siv1 atildi. Kolona 750 ul PE
tamponu eklendi. Ardindan 17900 G’de 1 dakika santrifij edildi. Koleksiyon tplndeki
artik sivi atildi. 17900 G’de 1 dakika santrifiij islemi kolona ekleme yapilmadan
tekrarlandi ve muhtemel tampon artiklarinin uzaklasmasi saglandi. Koleksiyon

tiptindeki artik sivi atildi. Kolonun tizerine 30 pul EB tamponu eklendi. 1 dakika

28



beklendi. Kolon temiz bir koleksiyon tiipiine aktarildi ve 17900 G’de 1 dakika santrif(j
edildi. Koleksiyon tiipiinde saflastirilmig PCR {irtinleri elde edildi.

Saflastirilan single PCR iirlinlerinin elektroforezde yiiriitiilmesi sonrasi pik
yukseklik seviyeleri dikkate alinararak alel karigimi olusturulmustur. Bu karigimda
single PCR ile iiretilen allellerin her birinin pik yiikseklik seviyesi dikkate alinararak ve
en kiguk alelin pik yukseklik seviyesinin 100 relatif floresan fiinitesinin (rfu) altina
diismeyecek sekilde uygun konsantrasyonlarda PCR f{iriinii koyulmustur. Hazirlanan
karisimlar 6rneklerin elektroforezinde allelik ladder olarak kullanilmuistir. 3 farkl allelik

ladder karisimi elde edilmistir.

3.2.7.Dogruluk, Tamlik ve Tekrarlanabilirlik

Allelik ladder uzunluklarinin tam 6l¢timii i¢in 4 kez enjeksiyon sonrasi allel
uzunluklart degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede ladder i¢indeki her allelin ortalama
uzunlugu ile bu zunluklara ait standart sapmalar hesaplanmuistir.

Sonuglarin tekrarlanabilirligini test etmek icin pozitif kontrol (Yfiler 007) ile
DNA miktar1 bilinen 5 Ornek farkli zamanlarda tekrar ¢alisilarak elektroforezde

yurutllmiistir.

3.2.8. Hassasiyet

DNA miktar1 bilinen standart DNA 6rneginin (Yfiler 007) ¢esitli diliisyonlar1 (1
ng, 0.5 ng, 0.3 ng, 0.25 ng, 0.2 ng, 0.1 ng) hazirlanmistir. Hazirlanan multipleks panel
ile tam profil ve kismi profil elde edebilmek i¢in en az ne kadar DNA’ya ihtiya¢ oldugu

belirlenmistir.

3.2.9. Istatistiksel Hesaplamalar
Verilerin analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi i¢in kullanilan allelik ladderda
bulunan allellerin uzunluklarinin standart sapmasi asagidaki formiil ile hesaplanmigtir.

Denklem 1.

SD = (QIx=x1? / n - 1)

SD: Standart Sapma (Standard Deviation)
n: Ornek Sayisi

X: Veri Degeri
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X": Ortalama

Elde edilen RM Y-STR profillerinin istatistiksel hesaplamalar1 asagidaki formiil

ile yap11m1$t1r115.
Denklem 2.
HD=n.(1-Ypd)/(n-1)

HD: Haplotip Cesitliligi (Haplotype Diversity)
n: Ornek Sayisi

pi: i’nci allelin frekansi

Y-STR’lerdeki mutasyon oranlari, 100 6rnek c¢iftinde saptanan mutasyonlarin

toplam mayoz sayisina boliinmesiyle elde edilmistir**®.
Denklem 3.
MR=m/n

MR: Mutasyon Oram
n: Toplam Mayoz Sayisi

m: Mutasyon Sayisi

Ornekler i¢in % 95 giiven araliklart (CI), http:/statpages.info/confint.ntml

adresinde bulunan MS Excell Makrosu kullanilarak binom dagilimi ile tahmin
edilmistir. Elde edilen mutasyon tahminleri, daha Onceki bir ¢alismada bildirilen

mutasyon oranlar1 ile karslla$t1r11m1st1r24.
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4. BULGULAR

4.1. Multipleks PCR Optimizasyonu

Genomik DNA’lardan, DYS526 a/b, DYS612, DYF399S1, DYS547, DYF404S1,
DYS626, DYF403S1 a/b, DYS576, DYS518, DYS627, DYS570, DYF387S1 ve
DYS449 RM Y-STR lokuslarinin optimal amplifikasyon kosullarinda farkli DNA ve
primer konstrasyonlarinda PCR denemeleri yapilmigtir. Daha sonra ABI 3130 Genetic
Analyzer otomatik kapiller eclektroforez cihazi ile elde edilen amplikonlarin
elektroforezi yapilmis ve elektroforegramda olusan pikler degerlendirilmistir.
Literatiirde® kontrol DNA olarak kullanilan Yfiler ticari kitinin kontrol DNA’s1 olan
007 kontroluniin 13 RM Y-STR profili bilinmektedir. 007 kontrol DNA’s1 ve
optimizasyon denemelerinde kullanilan Orneklerden olusan bir allelik ladder
olusturulmustur. Oncelikle tek bir karisim halinde iiretilmeye ¢alisilmis elektroforegram
goriintiisii Sekil 7°da gosterilmistir. Elektroforegramda da goriildiigli lizere optimal tek
bir allelik ladder karisim1 dengeli sekilde iiretilememistir. 3 adet farkli karigimla iiretilen
allelik ladder karisimu ise Sekil 8, Sekil 9 ve Sekil 10°da gosterilmistir. 4 farkli zamanda
enjeksiyonu yapilmis allelik ladder karigimlarinin elektroforegramlart incelenmis,
lokuslarda ki allellerin uzunluklar1 (size) belirlenmis ve karsilastirilmistir. Her allelin
standart sapmas1 ve lokuslardaki her bir allelin ortalama uzunlugu hesaplanmig, EKLER
boliminun a (1-13) kisminda gosterilmistir. DY S526a lokusunun allellerinin ortalama
uzunluk degeri 140.39 — 154.09, DYS526b lokusunun allellerinin ortalama uzunluk
degeri 358.18 - 373.52, DYS547 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 425.99
- 438.66, DYS612 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 199.49 - 220.38,
DYF399S1 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 264.61 - 295.17, DYF404S1
lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 176.29 — 204.51, DYS626 lokusunun
allellerinin ortalama uzunluk degeri 224.20 — 247.04, DYS576 lokusunun allellerinin
ortalama uzunluk degeri 179.96 — 202.40, DYS518 lokusunun allellerinin ortalama
uzunluk degeri 265.29 — 276.86, DYS627 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk
degeri 309.12 — 325.18, DY S570 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 132.84
—150.51, DYF387S1 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 242.17 — 257.60
ve DYS449 lokusunun allellerinin ortalama uzunluk degeri 312.02 - 337.51

araligindadir.

31



Optimizasyon i¢in yapilan ¢alismalarda tiim genotiplendirmenin yapilabilmesi i¢in
gereken minimum genomik DNA miktar1 0.25 ng olarak saptanmugtir. Verimli bir
multipleks PCR i¢in belirlenmis olan primer konsantrasyonlar1 ve diger bilesenler Tablo
4’te gosterilmistir. Analiz esik degeri 50 rfu seklinde belirlenmistir. Farkli primer
konsantrasyonlar1 ile denenen multipleks amplifikasyonlarda DYF403S1a/b lokusuna
ait allelerin genotiplendirilmesinde sorunlar yasanmistir. Multipleks reaksiyonda
DYF403S1a lokusu allelleri kismen genotiplendirilebilirken, 403S1b allerine ait pik
yukseklik seviyeleri 50 rfu’nun Gzerine ulasilamamistir. Bu nedenle bu lokus multipleks
analizden ¢ikarilmistir. Tablo 6’da 6-FAM, VIC, NED ve PET boyalariyla etiketlenen

lokuslara ait allellerin maksimum minimum uzunluklari (size) gosterilmistir.

Tablo 6. 6-FAM, VIC, NED ve PET boyalariyla isaretlenmis allellerin maksimum ve minimum
uzunluklar (size).
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Minimum Maksimum
DYS526 a 11(136.85) 18(166.66)
DYS526 b 31(350.50) 41(389.23)
DYS612 32(193.32) 41(220.00)
DYS547 43(417.97) 52(455.58)
DYF399S1 16(259.50) 29.1(311.50)
VIC
DYS626 25(224.33) 34(259.70)
DYF404S1 11(180.34) 17(204.34)
DYS576 15(179.99) 21(202.54)
DYS518 35(257.42) 44(293.00)
DYS627 16(309.00) 24(341.00)
DYS570 15(129.00) 22(159.13)
DYF387S1 33(234.00) 41(266.00)
DYS449 25(312.47) 36(357.00)
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4.2. Allel Frekans Dagilim Oranlar

100 kisi ile yapilan populasyon ¢alismasinda 13 RM Y-STR lokusuna ait alleller
frekanslar1 hesaplanmistir. Calismada DYS526a lokusunda 8 allel (11-18), DYS612
lokusunda 10 allel (32-41), DY S526b lokusunda 11 allel (31-41), DYF399S1 lokusunda
29 allel (16-29.1), DYS547 lokusunda 12 allel (43-52), DYF404S1 lokusunda 10 allel
(11-17), DYS626 lokusunda 11 allel (null dahil, (0)25-31), DYS576 lokusunda 8 allel
(15-21 (duplike 17-18 dahil)), DYS518 lokusunda 11 allel (35-44), DYS627 lokusunda
10 allel (16-24), DYS570 lokusunda 8 allel (15-22), DYF387S1 lokusunda 9 allel (33-
41), DYS449 lokusunda 12 allel (25-36) belirlenmistir. Popiilasyonda allellerin
lokuslara gore goriilme sikligi EKLER bolimandn b (1-13) kisminda gosterilmistir.

4.3. Haplotip Cesitliligi (HD) ve Ayrim Kapasitesi (Discrimination
Capacity-DC)

Calisilan 100 6rnek icinde tiim haplotipler benzersiz oldugundan, HD ve DC
degerleri 1°dir.

HD=1.0

4.4. Lokuslarin Ayrim Kapasitesi (Genetic Diversity-GD)

Her bir lokusun ayrim kapasitesi EKLER bolumuniun b (1-13) kisminda
gosterilmigtir. Calisilan 13 RM-YSTR lokusundan en yiiksek ayrim giiciine sahip
lokusun DYF399S1 (GD = 0.996161), en diisiik ayrim giiciine sahip lokusun DYS576
(GD = 0.786868) oldugu goriilmiistiir.

4.5. Mutasyon Oranlan ve Ozellikleri

100 paternal soydas ¢ift ile yapilan ¢alisma sonucu elde edilen mutasyon oranlari
Tablo 7’de gosterilmistir. Calismada 19 ¢iftte toplam 23 adet mutasyon gozlemlenmis,
bunlarin 14 (%60.87) tanesi baba-ogul arasinda olup, 9 (%39.13) tanesi ise diger (amca-
yegen, agabey-kardes) paternal soydas kisiler arasinda gézlemlenmistir (Tablo 8). Baba-
ogul ciftleri arasinda goriilen 14 mutasyonun 13’lnde tek, 1’inde ise ¢oklu (2) tekrar
Uinitesi degigimi gozlenmistir. Tekrar initeleri kayip/kazang iliskisi bakimindan
incelendiginde ise 10 mutasyonun babadan ogula gecisinde tekrar (nite kaybi

goriilmiistiir. Bu kayiplarin 9’u tek tekrar tinitesi kayb1 seklinde olup 1’i ¢oklu (2) tekrar
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tinitesi kaybi seklinde gerceklesmistir. 5 mutasyon ise tek tekrar iinitesi kazanci
seklinde goriilmiistiir. EK olarak bu gruptaki ¢iftlerden birinde birden fazla lokusta (2)
mutasyon goriilmiistiir. Bu mutasyon her iki lokusta da babadan ogula geciste tek tekrar
tinitesi kayb1 seklinde gozlemlenmistir. Diger paternal soydas c¢iftler arasinda goriilen 9
mutasyonun 8’si tek tekrar tinite degisimi seklinde olup 1 tanesi ¢oklu (2) tekrar Unite
degisimi seklindedir. Bu gruba dahil olan giftlerin 3’tinde multiple (2) lokusta mutasyon
gozlemlenmistir. Birden fazla lokusta gerceklesen mutasyonlarda tek tekrar (nite
degisimi gorilmektedir. Calisilan lokuslardan DYS526a, DYS526b ve DYS518’de
mutasyon gozlenmemistir. Geri kalan lokuslardaki mutasyon oranlari %1-6 arasinda
degiskenlik gostermektedir. 13 RM Y-STR’lerin ortalama mutasyon orani ise %1.77

olarak hesaplanmustir.

Tablo 7. 13 RM Y-STR lokuslarinin mutasyon oranlari.

Lokus Mutasyon Orani (%) Giiven arahgi (%95)
DYS526 a 0.00 y

DYS526 b 0.00 "

DYS612 3.00 0.0062-0.0852
DYF399S1 6.00 0.0223-0.1260
DYS547 2.00 0.0024-0.0704
DYF404S1 3.00 0.0062-0.0852
DYS626 1.00 0.0002-0.0545
DYS576 2.00 0.0024-0.0704
DYS518 0.00 -

DYS627 1.00 0.0002-0.0545
DYS570 2.00 0.0024-0.0704
DYF387S1 2.00 0.0024-0.0704
DYS449 1.00 0.0002-0.0545
Ortalama 177 0.0005-0.0067
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Tablo 8. Mutasyon Profilleri.

Ornek No  Akrabahk Mutasyon Mutasyon 2 Mutasyon (Kayip/Kazanc)
1

Cocuk  20-23-27.1

Cocuk 48

Cocuk 14-15-16

Cocuk 19

036 Yegen 18-22-25.1

Cocuk 22-25-25.1

Cocuk 47

058 Kardes 38 20-24.1-25

Cocuk 17-18-18

Cocuk 15-16

Cocuk 39

086 Kardes 22.1-23

Cocuk

140 Kardes 19

Cocuk 34

Cocuk 19-21-22.1

158 Kardes 20

172 Kardes 37

180 Cocuk 14-15
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5. TARTISMA

Adli olgularda birden fazla aile {iyesinin katildig1 suclar azimsanmayacak
dizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin c¢ocuklara karsi islenen cinsel saldiri

vakalarinda saldirganlarin %34’U aile tyeleridir'!’

. Bu gibi biyolojik materyallerin
kimliklendirilmesinde rutin analizlerde kullanilan otozomal ve gonozomal STR lokusu
analizleri ¢ogu zaman yeterli olmamaktadir. Yenilerde normal Y-STR lokuslarina
oranla mutasyon oranlari daha yiliksek olan ve RM-YSTR olarak adlandirilan
gonozomal STR lokuslarinin yakin akrabalarin ayrimini saglayabilecegini bildiren
calismalar bulunmaktadyr®1213.118-120

RM-Y-STR lokuslarinin adli analizlerde kullanilabilmesi igin ise cesitli
validasyon caligmalar1 yapilmistir. Yapilan validasyon caligmalarindan birisi segilen
lokuslarin multipleks amplifikasyona uygunlugunun test edilmesidir. Bu c¢alismalarda
13 RM-YSTR lokusunun ti¢ ayr1 multipleksle amplifiye edildigi ¢alismalar yaninda, 13
lokusun tek reaksiyonda analiz edilebildigini bildiren calismalar da bulunmaktadir.
Olay yerinde bulunan biyolojik materyaller genellikle ¢ok az oldugundan, adli analizler
icin secilen ¢ok sayidaki belirtecin az miktardaki Ornekten bir defada analizinin

yapilabilmesi olduk¢a oOnemlidir. Bu nedenle bu calismada 13 lokusun tek tiipte

cogaltilabildigi bir multipleks reaksiyonun yapilabilmesi hedeflenmistir.

5.1. Multipleks PCR Optimizasyonu ve Allelik Ladder

Calismanin ilk asamasinda multipleks amplifikasyon optimizasyonu icin DNA
miktar1 bilinen standart DNA o6rnekleri kullanilmistir (Yfiler 007 ve DNA miktar
bilinen bir baska genomik DNA). Multipleks PCR optimizasyonu icin 6nce her bir
primer c¢iftinden 6-FAM, VIC, NED ve PET boyalarinin floresans etkinligi géz oniinde
bulundurularak degisen miktarlarda (6-FAM 0.016 uM, VIC 0.033 uM, NED 0.05 puM,
PET 0.066 uM) koyularak ¢alismalara baslanmis ve lokusa ait allelerin pik yiikseklik
seviyelerine bagl olarak primer ¢iftlerinde azaltma veya arttirma yapilarak optimum pik
yukseklik seviyeleri ayarlanmustir.

Allelik ladder iretmek icin yapilan bazi denemeler 0.1 — 0.3 uM gibi
yapilmistir. Yiiksek primer konsantrasyonlarinin kullanilmast multipleks PCR’da

beklenildigi gibi elektroforegram gortntisiinde spesifik olmayan piklerin olusumu ve
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elektroforez rezoliisyonunun bozulmasi gibi pik kalitesi agisindan gesitli sorunlar
yaratmigtir. Daha diisiik konsantrasyonlar denendiginde pik kalitesinin iyilestigi, ¢ok
daha diisiik konsantrasyonlarda ise piklerin hedeflenen pik yiikseklik seviyelerine (50
rfu) ulasamadigr gézlemlenmistir.

Bu calisgmada multipleks PCR igin belirlenen primer konsantrasyonlari ile

literatirde®*1*2

multipleks PCR igin belirtilen primer konsantrasyonlari arasinda kismi
farkliliklar bulunmaktadir. Bunun farkliligin PCR cihazlarindaki performans farkliligi
sebebiyle olabilecegi diisiilmektedir.

Multipleks optimizasyon c¢alismasinda DYF403Sla/b lokusuna ait allelerin
tanimlanmasinda zorluklar yasanmistir. DYF403Sl1a’ya ait allel pikleri kismen
tanmimlanabilirken, DYF403S1b lokusunda pik ylkseklikleri daima 50 rfu’nun altinda
kalmistir. Bu lokusa ait allelerin degerlendirmesinde yasanan problemler nedeniyle
multipleks i¢inden ¢ikarilmistir. Diger lokuslarin tamaminda mevcut PCR protokolii ve
primer konsantrasyonunda allel pik yukseklik seviyeleri 50 rfu’nun zerinde
Olgtilmiistiir (Sekil 11, 12, 13). DYF403Sla/b lokusu alellerinin multipleks
amplifikasyona uygunlugu konusunda sorun yasandigimi belirten baska c¢alismalar da
bulunmaktadir. Ug ayri multipleks amplifikasyonun test edildigi global diizeyde yapilan
bir ¢alismada bazi merkezlerin DYF403S1a ve b alellerini tanimlandirmalarinda sorun
yasadig1 goriilmektedir. Bir baska literatirde de DYF403Sl1a/b lokusunun 4 kopya
allelik olmasi sebebiyle allelleri arasinda ¢akismalara sebep olabildigi de
gésterilmistirlie’. Bu aragtirmacilar primer tasarimini degistirmis ve lokusun adini revize
etmistir. Adlandirma alt gruplara aywma seklinde yapilmis olup DYF403S1a,
DYF403S1bl ve DYF403S1b2 olarak son halini almistir. Aragtirmacilar 2 farkl

121 Bu calismada

multipleks PCR kullanarak saglikli sonug alinabildigini bildirmislerdir
multipleks — amplifikasyon  optimizasyonunda DYF403Sla/b  alellerinin  pik
yuksekliklerinin genellikle 50 rfu ve altinda kalmasi nedeniyle giivenli alel adlandirma
yapilamayacagi gerekcesi ile DYF403Sla/b lokusunun primerleri multipleksten
cikarilmis ve hesaplamalara dahil edilmemistir.

Bunlara ek olarak Thermo Fisher Scientific sirketi Yfiler® Ticari Kitinde, standart
olarak kullanilan Y-STR setlerine, multipleks PCR’1 miimkiin ve kolay optimize olan

RM Y-STR setlerini eklenmis ve yeni bir ticari kit olusturmustur. Yfiler® Plus Ticari
Kiti adin1 alan bu kitte bulunan RM Y-STR setleri; DYS570, DYS576, DYS449,
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DYS518, DYS627 ve DYF387S1°dir. Sirket, RM Y-STR setlerinin eklemesinin
nedenini yakin paternal akrabalarin ayrimini saglamalarindaki yiiksek potansiyel olarak

belirtmistir'®.
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Sekil 13. Optimizasyon sonrasi elektroforegram PANEL 3.

STR lokuslarinin allel adlandirilmalarinda 0.5 bp’lik sapmanin {izerindeki bir
farklilik yanlis adlandirmaya neden olacagindan sapmanin +0.5 bp sinirlarinda olmasi
istenir. Bu nedenle STR lokuslarinin dogru adlandirilmasinda allelik ladder olusturma

ve Orneklerin allellik ladderlar ve internal kontrol belirtegler ile birlikte aymn
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elektroforez kosullarinda yiiriitiilmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismada ticari olarak elde
edilen LIZ500 internal kontrol olarak kullanilirken, farkli allel uzunluklarina sahip
kisilerin 6rneklerinden hazirlanan karisim da alelik ladder olarak kullanilmustir.

Bu asamada 100 6rnekte multipleks PCR amplifikasyonu sonrasi her lokus i¢in
farkli alel uzunluklarina sahip kisilerin 6rneklerinden segilerek yapilan single PCR
urtinleri ile alelik ladder olusturulmustur. Ladder olusturmada minimum pik yiikseklik
seviyesi 100 rfu olacak sekilde bir karisimin hazirlanmasi hedeflenmistir. Ancak
uretilen single PCR pik yilkseklik seviyeleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar oldugundan
(Sekil 7) 13 RM-Y-STR lokusu igin ii¢ ayri alelik ladder olusturulabilmistir (Sekil 8, 9,
10). 3 farkl allelik ladderin kapsadigi lokuslar altta siralanmustir:

Allelik Ladder 1: DYS526a, DY S526b, DY S547
Allelik Ladder 2: DYS612, DYF399S1, DYS626, DYF404S1
Allelik Ladder 3: DYS576, DYS518, DYS627, DYS570, DYF387S1, DY S449

Ballantyne ve arkadaslarinin ¢ok merkezli katilim ile yaptigi calismada 3 ayr
PCR ve 3 ayn allelik ladder kombinasyonu kullanmiglardir. Bu g¢alismada ise tek
reaksiyonda PCR yapilabilmis (bir lokus dislanarak-DYF403S1a/b), ancak tim lokuslar
icin tek bir ladder seti heniiz olusturulamamustir. Ug¢ farkli ladder 6rnek kaybina ve
analiz siiresinin uzamasina yol a¢madigindan analizler bu 3 farkli ladder ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan allelik laddelarin 4 enjeksiyon sonrasinda allellerin
uzunluklart incelenmis, ortalama allel uzunluklari belirlenmistir. EKLER bdliimiinde a
(1-13) kisminda gosterildigi lizere belirlenen uzunluklarin ortalama standart sapmalart
0.053303 - 0.251009 araliginda olup kabul edilebilir sinirlar igerisindedir. Bununla
birlikte, tiim allellerin tek ladder seti ile analiz edilebilmesi i¢in ¢aligmalara devam

edilecektir.

5.2. Mutasyon Oranlari, Yapisi ve Elektroforegram

RM-YSTR’lerin bireysel farklilasmadaki etkinligini test etmek icin ise 100
baba/ogul — amca/yegen — agabey/kardes cifti aragtirllmistir. Baba/ogul — amca/yegen —
agabey/kardes ¢iftleri icinde toplam 23 mutasyon saptanmuistir.
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Belirlenen mutasyon oranlar literatiirle karsilastirildiginda bazi kuguk farkliliklar

goriilmiistiir (Tablo 9). Bu farkliliklarin muhtemel sebeplerinden birinin c¢alisilan 6rnek

sayis1 olabilecegi diisliniilmektedir. Bu ¢aligmada 200 kisinin DNA 6rnegi kullanilirken,

karsilagtirmanin yapildig1 calismada 2000 civarinda kisinin DNA 6rnegi kullanilmistir.

Diger bir muhtemel farkliligin ise Orneklerin ait oldugu popiilasyonlarin farkli

olmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir®. Literatiir incelendiginde bu

gibi kiiciik farkliliklarin olmasinin muhtemel oldugu belirtilmektedir. Calismada elde

edilen ortalama mutasyon orani % 1.77 iken literatiirde?®® % 1.87°tir. Tablo 9’da da

belirtildigi tizere DYF403S1a ve DYF403S1b lokuslarinin mutasyon orani sirasiyla %

3.10 ve % 1.19°dur. Bu lokuslarin tez ¢calismasindan ¢ikarilmasi mutasyon oranlarinda

kismi diisiis yaratmis olabilecegi diisiliniilmektedir.

Tablo 9. Mutasyon Oranlarimin Karsilastirilmasi.

Lokus Cahismadaki  Mutasyon | Literatirdeki Mutasyon
Oram (n = 200) Oram (n = 2000)
DYS526 a 0.00 0.27 x 10
DYS526 b 0.00 1.25x 107
DYS612 3.00 x 107 1.45 x 107
DYF399S1 6.00 x 10 7.73x 107
DYS547 2.00 x 10° 2.36 x 107
DYF404S1 3.00 x 107 1.25 x 107
DYS626 1.00 x 10 1.22 x 10
DYF403S1 a - 3.10 x 107
DYF403S1 b - 1.19 x 107
DYS576 2.00 x 10 1.43x 10
DYS518 0.00 1.84 x 107
DYS627 1.00 x 107 1.23x 10°
DYS570 2.00 x 10 1.24x 10
DYF387S1 2.00 x 10° 1.59 x 10°
DYS449 1.00 x 107 1.22 x 10°
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Secilen RM Y-STR lokuslarinin bir kism1 Y kromozomu (zerinde tek kopya
halinde bulunurken, bir kism1 duplikasyon/triplikasyon nedeniyle birden fazla kopyaya
sahiptir. Tek allele sahip olanlarin adlandirilmasi kolay olmakla birlikte, bireysel
farklilasmadaki etkinligi diisiiktiir. Cok allelli lokuslar ise bireysel farklilagsmay1
arttirdigindan tercih edilmekle birlikte, allellerin adlandirmasinda zorluklar vardir.
Omegin duplikasyon sonucu genom iizerinde olusan birbirinin ayn1 iki allel kapiler
elektroforezde tek alel olarak goriiliir. Ayni uzunluktaki iki allelin kapiler elektroforezle
ayrimi yapilamadigindan kisi tek bir allele sahipmis gibi degerlendirilir. Bazi
durumlarda elektroforegramdaki pik yiikseklik seviyelerindeki farkliliklar dikkate
almarak bir kiside ist iiste cakisan iki alelin tanimlanmasi miimkiin olabilir*?®*?*,
Mutasyon arastirmalarinin  yapildigi  baba/ogul karsilastirmalar1  pik  yikseklik
seviyelerindeki ~ degisikliklerin ~ yorumlanabildigi  durumlara  6rnek  olarak
verilebilmektedir. Bu ¢aligmada 100 6rnek g¢iftinde karsilasilan 23 mutasyondan 3
tanesinde pik yiikseklik seviyeleri alellerin daha ayrintili degerlendirilmesine firsat
vermistir. Bu 3 ornek cifti altta aktariimistir:

Sekil 14°te DYF404S1 lokusu allellerine ait elektroforegramda pik yukseklikleri
incelendiginde (6rnek no 25 ve 26); drnek 25’in (baba) 14 ve 16 aleline sahip oldugu
gorilmekle birlikte, 14 olarak adlandirilan alelin pik yiiksekliginin, 16 olarak
adlandirilan alelin pik yiiksekliginin yaklasik 2 kati oldugu gériilmektedir. Ornek 26
(ogul)’da ise 14, 15 ve 16 allellerinin pik sinyallerinin yiiksekliklerinin ayn1 seviyelerde
oldugu goriilmektedir. Her iki olgunun pik yiikseklik seviyesinden babanin 14,16 degil;
14,14,15 alelline sahip oldugu anlasilmaktadir. Bu durumda babadan ogula geciste 14

alelinden birinin bir tekrar Unitesi ilavesi ile 15 aleline doniistiigii anlagilmaktadir.
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Ornek 25 Baba

130 200
14,14, 16
Ornek 26 Ogul
130 200
14, 15, 16

Sekil 14. DYF404S1 lokusu Ornek 25, 26 elektroforegram.

Sekil 15'te 73 ve 74 no’lu baba/ogul Orneginin ortalama 1 ng DNA
kullanilararak yapilan PCR’1 sonras1t DYF404S1 lokusunda babaya ait tek alel (alel 16)
ve c¢ocuga ait iki alel (15,16) tanimlanmistir. Alellerin pik ylkseklik seviyeleri
karsilagtirildiginda, babaya ait 16 alelinin pik yiikseklik seviyesi ¢ocukta tanimlanan 2
alel (alel 15 ve 16 )’in pik yilikseklik seviyesinin toplami ile aymidir. Burada pik
yiikseklik seviyesi babanin aslinda 16,16 aleline sahip oldugunu ve ogula gegiste
alellerden birinin 1 tekrar iinitesi kayba ugradigin1 gostermistir. Pik yiiksekligi dikkate
alinmadan yapilacak bir degerlendirmede babadan ogula gec¢iste hem duplikasyonun

oldugu hem de 1 tekrar iinitesi kaybin oldugu degerlendirmesi yapilmasi kaginilmazdir.
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Ornek 73 Baba
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Ornek 74 Ogul
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Sekil 15. DYF404S1 lokusu Ornek 73, 74 elektroforegram.

Sekil 16’da ise genomda tek alele sahip olan DYS576 lokusunda 65 no’lu
ornegin (baba) 18, 66 no’lu ornegin (ogul) ise 17 ve 18 aleline sahip olduklari
goriilmiistiir. Ornek 65’in  elektroforegrami incelendiginde 18 sinyalinin pik
yiiksekliginin, 66 no’lu drnekte tanimlanan 17 ve 18 aleli pik yiiksekliginin toplamina
esit oldugu goriilmektedir. Ornek 66’nin elektroforegraminda gériilen 18 alelinin pik
yiiksekliginin ise 17 alelinin pik yiiksekliginin yaklagik 2 kat1 civarinda oldugu
gorilmektedir. Bu sinyal seviyesinden 6rnek 66’da DYS576 lokusunun “17,18,18”
aleline sahip olabilecegi anlasilmaktadir. Ortalama 1-2 ng DNA ile yapilan PCR sonrasi
her iki 6rnegin pik yiiksekligi incelendiginde, 6rnek 65°de DYS576 lokusu alelinin
“18”, “18,18” veya “18,18,18” olabilecegi ongorilmiistiir. Elektroforez gorintisiinden
babanin 18,18 ve ¢ocugun duplikasyon ve bir tekrar {initesi kaybr ile 17,18,18 aleline

sahip olabilecegini Ongoriilmekle birlikte; diger muhtemel sebepler de miimkiindiir.
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Biitiin bu farkliliklar duplikasyon/triplikasyon mekanizmalariyla agiklamak olasidir™®”,

Sonugta bu ornekte oldugu gibi mutasyon mekanizmasinin tam olarak anlagilamadigi
elektroforez goriintiileri ile de karsilagilabilecegi anlasilmstir.

Ornek 65 Baba
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Ornek 66 Ogul
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17,18, 18

Sekil 16. DYS576 lokusu Ornek 65, 66 elektroforegram.

Y kromozomu (zerinde bulunan STR lokusu alellerinde duplikasyonlarla
karsilasilmas: da ¢ok yaygindir (% 50.4)'*°. Bu calismada da tek allelli RM-YSTR
lokuslarinda duplikasyonlara rastlanmistir. Bu ¢alismada duplikasyon tanimlanan tek
alelli lokuslar DYS612 ve DY S576dur.

Elde edilen sonuglar incelendiginde 13 RM Y-STR lokusunun multipleks
uygulamasinin kisi Olgeginde ayrim saglayabildigi goriilmiistiir. Cinsel saldir1 vb.
olaylardan gelen leke gibi karisik Ornek sliphesi olan delillerin incelenmesinde
kullanilabilir. Paternal soydas erkek bireylerin ayn1 suga katildigina dair stiphe olusmasi

halinde deliller analiz edilip mutasyondan kaynaklanan ayrim saglanabilir. Dahas1
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sliphelenilen babalarin paternal soydas oldugu bazi babalik davalarinda veya karmasik
soybagi davalarinda ayrim giiclinii arttirmak i¢in rutin olarak kullanilan STR setlerine
ek olarak kullanilabilir.

Mutasyon oranlariin bilinmesi DNA profillerinin yorumlanmasi agisindan ¢ok
o6nemlidir. Otozomal ve Y kromozomu Uzerindeki STR’ler ylksek oranda polimorfik
oldugu icin mutasyon ihtimali her zaman gbéz Oniinde bulundurulmalir. Baba—ogul
oldugu iddia edilen ciftler arasinda 3 lokusta goriilen uyumsuzlukta bile paternitenin
dislanmasi her zaman miimkiin olmayabilmektedir?®*?’. Bunlara ek olarak paternite
veya diger soy baginin belirlenmesi amaciyla yapilan otozomal STR analizlerinde olas1
bir mutasyon goriilmesi kombine olasilik hesaplarinda belirgin farkliliklar yaratmakta
ve olasiliklar1 azaltmaktadir. Diger yandan, Y-STR’lerin kullanildig: cinsel saldir1 veya
diger suglardan elde edilmis karisik lekelerde ise mutasyonlar, siipheli sahislarin sucla
iligkisini belirlemek admna yapilacak olan yorumlamalarda 6nemli bir yer teskil
etmektedir. Ozellikle ayn1 paternal soydan gelen erkek bireylerin karistig1 cinsel saldirt
vb. olaylardan elde edilen karisik orneklerin (leke, swab, vb.) DNA profilleme
caligmalarinda mutasyon oranlar1 bilinen lokuslarin kullanimi kisi 6l¢eginde ayrim
yapilmas1 konusunda biiyiik katki saglayabilir. Mutasyon oranlarmin ataerkillik gibi
baz: kiiltiirel sebeplerden dolayi popiilasyonlar arasi farklilik gosterebilmesi olasidir'?,
Bu gibi nedenlerle Cukurova popiilasyonunda mutasyon oranlarinin saptanmasi bir

gerekliliktir.
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6. SONUC

1. Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Adli Tip Anabilim Dalina basvuran 100
paternal soydas c¢ift ile yapilan ¢alismada;
DYS526a lokusunda 8 allel ve GD = 0.806262,
DYS612 lokusunda 10 allel ve GD =0.792121,
DYS526b lokusunda 11 allel ve GD = 0.894545,
DYF399S1 lokusunda 29 allel ve GD = 0.996161,
DYS547 lokusunda 12 allel ve GD = 0.862222,
DYF404S1 lokusunda 10 allel ve GD =0.911717,
DYS626 lokusunda 11 allel (null dahil) ve GD = 0.884646,
DYS576 lokusunda 8 allel ve GD = 0.786868,
DYS518 lokusunda 11 allel ve GD = 0.856767,
DYS627 lokusunda 10 allel ve GD = 0.846464,
DYS570 lokusunda 8 allel ve GD = 0.796969,
DYF387S1 lokusunda 22 allel ve GD = 0.961616,
DY S449 lokusunda 12 allel ve GD =0.901212 olarak belirlenmistir.

Veriler lokuslarin allelik varyasyonlarmin ve lokuslardaki genetik cesitliligin

yuksek oldugunu gostermistir.

2. 3 farkl ladder karisimi hazirlanarak rutin kullanima hazir hale getirilmistir.
Hazirlanan allelik ladder anabilim dalimiz adli genetik laboratuvarinda RM Y-STR

caligsmalarinda allel adlandirmada kullanilabilecektir.

3. 13 RM Y-STR lokusunun tek tiipte PCR’1 gergeklestirilmistir.
Rutin kullanim i¢in optimizasyonu tamamlanmistir. BOylece olay yerinden gelen az
miktarda DNA iceren Orneklerin kimliklendirilmesinde kullanilma olanag:

saglanmistir.

4. 13 RM Y-STR lokusunun mutasyon oranlar1 belirlenmistir;
DYS526 a 0.0 x 107
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DYS526 b 0.0x 10

DYS612 3.0x 107
DYF399S1 6.0 x 107
DYS547 2.0x 107
DYF404S1 3.0x 107
DYS626 1.0 x 107
DYS576 2.0x 107
DYS518 0.0 x 107
DYS627 1.0 x 107
DYS570 2.0 x 102
DYF38751 2.0x 107
DYS449 1.0 x 107

13 lokusun ortalama mutasyonu 1.77 x 10'dir. Tanimlanan yiiksek mutasyon
oranlar1 olan lokuslar klasik Y-STR’ler ile kiyaslandiginda bireyler arasi varyasyon

daha yiiksek bulunmustur.

13 RM Y-STR lokusunun haplotip c¢esitliligi ¢ok yiliksek olarak bulunmustur.
(GD=1).

Calismadan elde edilen popiilasyon sonuglart anabilim dalimiz adli genetik
laboratuvarlarinda istatistiksel hesaplamalarda kullanilabilecek veri tabanini

olusturmustur.

13 RM Y-STR lokusu adli kimliklendirme ve soy bagi belirleme amaciyla
kullanilabilir oldugu dogrulanmistir.
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EKLER

1. ALLELIK LADDER STANDART SAPMALAR

a 1. Allelik Ladderda DYS526a lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS526a

Allel 12 Allel 13 Allel 14

140.46 145.02 149.02

140.47 145.13 149.91

140.58 145.19 149.78

140.08 145.44 150.00
Ortalama

Uzunluk 140.39 145.19 149.67
Standart

Sapma 0.218537 0.177858 0.44754

a 2. Allelik Ladderda DYS526b lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS526b
Allel 33 Allel 34 Allel 35 Allel 36
358.02 361.89 365.59 369.52
358.17 362.03 365.83 369.66
358.16 362.05 365.79 369.65

358.38 362.31 365.99 369.89
Ortalama
Uzunluk 358.18 362.07 368.80 369.68

Standart Sapma 0.148408 0.175119  0.16452 0.15384
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Allel 15
153.91
154.07
154.10
154.30

154.09

0.160104

Allel 37
373.38
373.50
373.52
373.71

373.52
0.136473



a 3. Allelik Ladderda DYS612 lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS612
Allel 34 Allel 35 Allel 36 Allel 38 Allel 39 Allel 40 Allel 41
199.36 202.30 205.33 211.25 21429 217.30 220.32
199.47 20251 205.13 211.19 21448 217.41 220.39
199.54 20229 205.27 211.34 21457 217.50 220.47

199.60 202.37 205.29 211.17 214.33 217.36 220.37
Ortalama
Uzunluk 199.49 202.36 205.25 211.23 214.41 217.39 220.38

Standart Sapma 0.10308 0.10145 0.08699 0.07632 0.13048 0.08461 0.06238

a 4. Allelik Ladderda DYS547 lokusu icin standart sapma oranlari

DYS547

Allel 45 Allel 46 Allel 47 Allel 48

425.88 429.96 434.28 438.40

425.88 430.02 434.39 438.56

425.92 430.05 434.49 438.71

426.29 430.58 434.84 439.00

Ortalama

Uzunluk 425.99 430.15 434.50 438.66

Standart Sapma 0.199228 0.287446 0.24235 0.255261
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a 5. Allelik Ladderda DYF399S1 lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYF399S1
Allel Allel
Allel 17 17.2 Allel 19 Allel 20 Allel 21 21.1
26455 266.45 272.30 276.07 279.85  280.89
264.63 266.52 272.28 276.06 279.93  280.88
264.67 266.48 272.32 276.05 279.87  280.93
264.62 266.46  272.17 275.94 279.82  280.79
Ortalama
Uzunluk 264.61  266.47 272.26 276.03 279.86  280.87
Standart
Sapma 0.049917 0.030957 0.06702 0.060553007 0.046458 0.05909
Allel Allel
Allel 22 22.1 Allel 23 Allel 24 24.1 Allel 25
283.72 28476  287.50 291.38 292.45  295.17
283.72 28476  287.50 291.38 292.42  295.26
283.70 284.76  287.54 291.37 292.42  295.20
283.60 28457 287.38 291.26 292.23  295.05
Ortalama
Uzunluk 283.68 284.71  287.48 291.34 292.38  295.17
Standart
Sapma 0.057446 0.095 0.069282 0.0585235 0.100995 0.088318

a 6. Allelik Ladderda DYF404S1 lokusu i¢cin standart sapma oranlari

DYF404S1
Allel 10 Allel 13  Allel 14 Allel 15 Allel 16 Allel 17
176.23  188.37 19243 196.36 200.37 204.39
176.29 188.49 19247 196.53 200.47 204.50
176.33  188.47 19250 196.50 200.47 204.46
176.31 188.48 192.62 196.66 200.77 204.70
Ortalama
Uzunluk 176.29 188.45 19250 196.51 200.52 204.51
Standart
Sapma 0.043205 0.055603 0.081854 0.123119 0.173205 0.13301
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a 7. Allelik Ladderda DYS626 lokusu i¢in standart sapma oranlari

Allel 25 Allel 27

224.24
224.22
224.24
224.12
Ortalama
Uzunluk 224.20
Standart

231.84
231.84
231.85
231.72

231.81

DYS626
Allel

28  Allel 29 Allel 30
235.68 239.44  243.29
235.60 239.46  243.23
235.66 239.38 243.19
23548 239.23  243.09
235.60 293.37  243.20

Allel 31
247.15
247.09
247.10
246.85

247.04

Sapma 0.057446 0.061847 0.09 0.104043 0.084063 0.134257

a 8. Allelik Ladderda DYS576 lokusu icin standart sapma oranlari

DYS576
Allel 15 Allel 17 Allel 18  Allel 19 Allel 20 Allel 21

179.95
180.04
179.95
179.91

Ortalama
Uzunluk 179.96
Standart Sapma  0.055

187.52
187.53
187.44
187.53

187.50

191.31
191.34
191.30
191.23

191.29

194.97
195.00
194.94
194.93

194.96

198.80
198.78
198.76
198.64

198.74

202.46
202.44
202.40
202.30

202.40

0.043589 0.046547 0.031623 0.07188 0.071181

a 9. Allelik Ladderda DYS518 lokusu i¢in standart sapma oranlari

Ortalama Uzunluk
Standart Sapma

Allel 37
265.41
265.28
265.34
265.14
265.29
0.11471

DYS518
Allel 38 Allel 39
269.34 273.21
269.19 273.08
269.16 272.98
268.96 272.78
269.16 273.01
0.156285 0.181361
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Allel 40
277.03
277.02
276.82
276.60
276.86

0.202875



a 10. Allelik Ladderda DYS627 lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS627
Allel 16 Allel 17 Allel 18 Allel 19
309.23 313.26 317.34 321.32
309.18 313.26 317.24 321.23
309.09 313.13 317.13 321.11
309.01 313.09 317.12 321.10
Ortalama Uzunluk ~ 309.12 313.18 317.20 321.19
Standart Sapma  0.097425 0.088129 0.103722  0.104881

a1ll. Allelik Ladderda DYS570 lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS570

Allel 16 Allel 17 Allel 18 Allel 19

132.70 136.96 141.35 145.93

132.79 136.19 141.37 145.95

132.81 136.93 141.40 146.03

133.06 137.22 141.65 146.21

Ortalama Uzunluk ~ 132.84 136.82 141.44 146.03
Standart Sapma  0.154272  0.442907 0.139851  0.127541

a 12. Allelik Ladderda DYF387S1 lokusu icin standart sapma oranlari

DYF387S1
Allel 35 Allel 36 Allel 37 Allel 38
242.28 246.25 250.04 253.96
242.18 246.14 250.04 253.92
242.14 246.15 249.96 253.87
242.11 245.93 249.80 253.59
Ortalama Uzunluk  242.17 246.11 249.96 253.83
Standart Sapma  0.074106  0.134505 0.113137 0.167432
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Allel 20
325.35
325.30
325.03
325.04
325.18

0.168721

Allel 20
150.38
150.50
150.53
150.65
150.51

0.110905

Allel 39
257.75
257.63
257.58
257.45
257.60

0.124197



a 13. Allelik Ladderda DY S449 lokusu i¢in standart sapma oranlari

DYS449
Allel 25  Allel 26 Allel 28  Allel 29  Allel 30
311.86 316.14 324.81 32898  333.14
312.04 316.43 32488  329.11  333.33
311.93 316.22 32484  329.07  333.23

312.28 316.62 325.24 329.47 333.63
Ortalama
Uzunluk 312.02 316.35 324.94 329.15 333.33

Standart Sapma  0.183916 0.216237 0.200395 0.21531 0.212975
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Allel 31
337.31
337.43
337.40
337.92

337.51
0.274773



2. ALLEL FREKANS VE HAPLOTIP CESITLILiGi TABLOLARI

b 1. DYS526 a Lokusu Allel Frekanslari.

DYS526 a Allelleri Ve Genetik | Frekans
Cesitlilik

11 0.010000
12 0.130000
13 0.290000
14 0.250000
15 0.160000
16 0.100000
17 0.050000
18 0.010000
GD 0.806262

b 2. DYS612 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS612  Allelleri Ve  Genetik | Frekans
Cesitlilik

32 0.010000
33 0.010000
34 0.050000
35 0.110000
36 0.320000
37 0.260000
38 0.170000
39 0.020000
40 0.040000
41 0.010000
GD 0.792121
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b 3. DYS526 b Lokusu Allel Frekanslari.

DYS526 b Allelleri Ve Genetik | Frekans
Cesitlilik

31 0.020000
32 0.040000
33 0.080000
34 0.090000
35 0.150000
36 0.180000
37 0.110000
38 0.120000
39 0.100000
40 0.070000
41 0.040000
GD 0.894545

b 4. DYS547 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS547 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
43 0.020000
44 0.050000
45 0.060000
46 0.100000
47 0.150000
48 0.190000
48.2 0.010000
49 0.230000
49.2 0.010000
50 0.130000
51 0.030000
52 0.020000
GD 0.862222
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b 5. DYS562 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS626 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
0* 0.010000
25 0.090000
26 0.020000
27 0.060000
28 0.050000
29 0.190000
30 0.150000
31 0.140000
32 0.090000
33 0.140000
34 0.060000
GD 0.884646

*DYS626 lokusunda, drnek 185 ve 186 (baba-ogul)’da null allel gbzlemlenmistir.

b 6. DYS576 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS576 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
15 0.080000
16 0.150000
17 0.290000
17-18 0.010000
18 0.300000
19 0.130000
20 0.030000
21 0.010000
GD 0.786868
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b 7. DYS518 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS518 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
35 0.040000
36 0.080000
37 0.090000
38 0.190000
39 0.230000
40 0.190000
41 0.090000
42 0.040000
43 0.020000
43.3 0.010000
44 0.020000
GD 0.856767

b 8.DYS627 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS627 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
16 0.060000
17 0.050000
18 0.080000
19 0.070000
20 0.240000
20.2 0.020000
21 0.250000
22 0.140000
23 0.060000
24 0.030000
GD 0.846464
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b 9. DYS570 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS570 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
15 0.010000
16 0.190000
17 0.220000
18 0.270000
19 0.220000
20 0.070000
21 0.010000
22 0.010000
GD 0.796969
b 10. DYS449 Lokusu Allel Frekanslari.

DYS449 Allelleri Ve Genetik Cesitlilik | Frekans
25 0.060000
26 0.060000
27 0.070000
28 0.130000
29 0.140000
30 0.080000
31 0.150000
32 0.150000
33 0.040000
34 0.070000
35 0.030000
36 0.020000
GD 0.901212
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b 11. DYF399S1 Lokusu Allel Frekanslari.

DYF399S1  Allelleri Ve Genetik | Frekans

Cesitlilik

16 0.003571
16.1 0.003571
17 0.007143
17.2 0.007143
18 0.010714
18.1 0.003571
18.2 0.003571
19 0.050000
19.1 0.003571
20 0.039286
20.1 0.010714
20.2 0.010714
21 0.125000
21.1 0.025000
22 0.132143
22.1 0.050000
23 0.096429
23.1 0.046429
24 0.082143
24.1 0.078571
24.2 0.003571
25 0.035714
25.1 0.067857
26 0.003571
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b 12. DYF404S1 Lokusu Allel Frekanslari.

DYF404S1  Allelleri Ve  Genetik | Frekans
Cesitlilik

11 0.017045
12 0.028409
12.2 0.005682
13 0.119318
13.2 0.022727
14 0.295455
14.2 0.005682
15 0.289773
16 0.170455
17 0.045455
GD 0.911717

b 13. DYF387S1 Lokusu Allel Frekanslari.

DYF387S1  Allelleri Ve  Genetik | Frekans
Cesitlilik

33 0.008969
34 0.026906
35 0.062780
36 0.340807
37 0.201794
38 0.156951
39 0.089686
40 0.085202
a1 0.026906
GD 0.961616
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