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OZET

10 STR Lokusunun Multipleks Analizi ve Cukurova Populasyonunda Allel
Frekanslarimin Saptanmasi

Kisa ardisik tekrarlar (Short Tandem Repeats = STRs) insan genomunda 2-6
baz cifti uzunlugunda baz bloklarinin, birbirlerine bas-kuyruk olacak sekilde
ardisik tekrarmmdan olusan DNA dizileridir. Ardisik tekrar sayilarmmin Kisiden
kisiye degisiklik gostermesi, PCR ile c¢ogaltilabilmeleri ve degrade DNA
orneklerinde analiz edilebilmeleri, onlar adli amach kimliklendirme ve soy bagim
tespitte ideal belirtecler yapmaktadir.

STR lokuslarimin Kkimliklendirme ve akrabahk iliskileri tayininde
kullamlabilmesi i¢in 6ncelikle populasyon ¢alismasi yapilarak, ilgili populasyonda
allel frekans dagilim oranlarimin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismanin amaci 10 STR lokusunun (D10S1248, D1S1656, D2S1338,
D22S1045, D19S433, THO1, D2S441, D6S1043, D12S391 ve AMEL) multipleks
analizi ve bu lokuslarin Cukurova populasyonunda allel frekanslarinin
arastirillmasi ve populasyon verisinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dah Adli
Genetik Laboratuvar’’nda bir baska populasyon calismasi kapsaminda alinan
orneklerden hazirlanan genomik DNA’lar kullanildi. Bu Kkisiler, aralarinda
akraballk bag bulunmayan ve rastgele secilen 100 gonulli vericiden
olusmaktaydi. Izole 6rneklerin analizinde 10 STR lokusunu multipleks ¢ogaltmaya
olanak tamiyan Verifiler Kit kullanildi. PCR reaksiyonu sonrasinda PCR iiriinleri
kapiller elektroforezde yurutaldo.

Calhismada, 8 D10S1248 alleli (11-18), 16 D1S1656 alleli (8-21), 11 D2S1338
alleli (14-25), 9 D22S51045 alleli (10-18) , 11 D19S433 alleli (12-17.2), 6 THO1 alleli
(6-10), 8 D2S441 alleli (10-16), 12 D6S1043 alleli (9-21) ve 14 D12S391 alleli (15-25)
tanmimlandi.

Cahisilan 9 sistemin allel frekans dagihmlarnt Hardy-Weinberg dengesi ile
uyumlu bulundu. Lokuslarin heterozigotluk oram 0.50 ve 0.90 arasinda olup,
kombine eslesme olasihigi 1.7x10™"!, kombine ayrim giicii 0.999999 ve kombine
dislama giicii 0.9998 olarak hesaplanda.

Cukurova yoresi i¢in hesaplanan yiiksek ayrim giicii nedeniyle, 9 STR
sisteminin birlikte bu yorenin adli amach analizlerinde kullanilabilecek gecerli
genetik isaretler olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adli DNA analizii, Cukurova populasyonu,
kimliklendirme, STR, paternite testi.



ABSTRACT

Multiplex Analysis of 10 STR loci and Investigation of Allele Frequencies in
Cukurova Population

Short Tandem Repeats (STRs) are DNA sequences consist of 2-6 base pair
length blocks that repeat like head and tail in human genome. Showing difference
in tandem repeat number among individuals, being amplified by PCR and being
analyzed in degraded DNA samples make them ideal markers in forensic
individualization and kinship analysis.

In order to use STR loci in individualization and kinship analysis, first a
population study must be done, and allele frequency distribution related to the
population must be determined.

Purpose of this study is to carry out the multiplex analysis of 10 STR loci
(D10S1248, D1S1656, D2S1338, D22S1045, D19S433, THO1, D2S441, D6S1043,
D12S391 and AMEL) and to study allele frequencies of these loci in Cukurova
population and detection of population data.

In this study, genomic DNAs prepared from samples which had been
collected within the scope of another population study in Cukurova University
Faculty of Medicine Forensic Medicine Department Forensic Genetics Laboratory
were used. These people consisted of randomly chosen 100 volunteer individuals
whom don’t have a kinship. In analysis of isolated samples, Verifiler Kit which
enables multiplex amplification of 10 STR loci was used. PCR products obtained
after PCR reaction were conducted on capillary electrophoresis.

In the study, 8 D10S1248 allele (11-18), 16 D1S1656 allele (8-21), 11 D2S1338
allele (14-25), 9 D22S1045 allele (10-18), 11 D19S433 allele (12-17.2), 6 THO1 6
allele (6-10), 8 D2S441 allele (10-16), 12 D6S1043 allele (9-21) and 14 D12S391
allele (15-25) were determined.

Allele frequency distribution of 9 studied systems was found consonant with
Hardy-Weinberg equilibrium. Heterozygosity ratio of loci was calculated as
between 0.50 and 0.90, combined matching probability as 1.7x10™*!, combined
discrimination power as 0.999999 and combined power of exclusion as 0.9998.

Due to high discrimination power that has been calculated for Cukurova
region, it is believed that 9 STR systems together would be the valid genetic
markers used in forensic analysis of this region.

Key words: Forensic DNA analysis, Cukurova population, identification,
STR, paternity testing.
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1. GIRIS VE AMAC

Kimliklendirme, yasayan veya 6lii bir kisinin tanimlanmasina ve diger kisilerden
ayirt edilebilmesine yarayan Ozelliklerin tespiti i¢in yapilan islemdir. Adli bilimlerin
temel uygulama alanlarindan biri olan kimliklendirme, stpheli 6lim, kitlesel felaket,
kayip kisi tespiti, soy bag tayini, suclu/sugsuz arastirmasit gibi c¢alismalarda

kullanilmaktadir® 2,

Kan, semen ve diger biyolojik viicut sivilari ile bunlara ait lekelerden adli amacl
kimlik tespiti ¢cok uzun bir siiredir yapilabilmektedir. Ge¢gmiste bu amacla ana kan grubu
ve alt gruplar, insan lI06kosit antijenleri, polimorfik proteinler ve enzimlerin

immiinolojik ve elektroforetik yéntemlerle analizi yapilmistir®,

Gunimduzde ise, dogrudan DNA teknolojisinden yararlanilmaktadir. DNA

1.1 4 tarafindan ilk kez

profillemesi veya tiplendirmesinin 1985’te Alec Jeffreys et a
tanimlanmasinin ardindan, adli genetik alaninda, insan orjinli biyolojik materyallerin
kimliklendirmesinde olduke¢a etkili oldugu kanitlanan, bilgilendirici ve gicli DNA

tiplendirme sistemleri gelistirilmistir.

DNA analizi, doku tipi ayrimi yapmadan, herhangi bir dokudan (6rnegin kan,
kemik, sag, tOkuruk, semen, deri) yapilabilmektedir. Ayrica, diger belirteclere
(antijenler, polimorfik proteinler ve enzimler) gore degradasyona daha direncli
olmasmmin yaninda, ¢ok az miktardaki ©rneklerde analizinin yapilabilmesi ve
kimliklendirme potansiyelinin ¢ok yiiksek olmasi sebepleri ile oldukga avantajlidir.
Gunumuzde DNA analizi, kriminal ¢alismalar ile kimliklendirmede adli genetik
laboratuvarlar tarafindan kullanilan standart bir metot haline gelmis olup, geleneksel

testlerin tamamen giindemden kalkmasini saglam1§t1r3.

Glinimiiz adli genetik laboratuvarlarinda, kimliklendirme ve soy bagini tespit
caligmalarinda, DNA iizerinde bulunan ve yiiksek polimorfizme sahip olan STR
lokuslarinin analizi yapilmaktadir®. STR lokuslarnin kimliklendirme ve akrabalik
iligkileri tayininde kullanilabilmesi i¢in oncelikle populasyon calismasi yapilarak, ilgili
popullasyonda allel frekans dagilim oranlarimin belirlenmesi gerekmektedir. Boylece,

istenilen kimliklendirme potansiyeline ulasilabilmesi i¢in ortalama ka¢ STR lokusunun



calisilmas1 gerektigi ve istatistiksel hesaplamalarda yeterli ayrim giiciine ulasilip
ulasilamadigi belirlenebilmektedir.

Bu calismada, kan ve yanak ici epitel hiicrelerinden daha dnce izole edilmis olan
genomik DNA’lardan 10 STR lokusunun multipleks amplifikasyonu yapilarak, ilgili
lokuslarin kimliklendirme ve akrabalik iliskileri tayininde kullanilabilmesi igin allel
frekanslarinin saptanmasi ve Cukurova populasyonu icin bir veri tabani olusturulmasi

amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

20. ylizyilin basindan itibaren DNA’nin ve adli bilimlerde DNA’nin kullaniminin
gelisimi hizli bir sekilde gergeklesmistir. 1900 yilinda Karl Landsteiner ABO kan grubu
sistemini tamimlamig ve bireylerin kan gruplarina gore farkli gruplara yerlestirilecegini
gézlemlemistirG. 1915°te Leone Lattes, Karl Landsteiner’in tanimladigi ABO kan grubu
sistemi ile bir babalik vakasini c¢ozerek, genetik farkliliklar sonucu antijenlerin
olusturdugu ayrim giiciinii hukukun kullanimina sunmus ve bdylece adli genetigin
temelleri atilmistir. Bunu takiben, bircok kan grubu sistemi ile polimorfik serum
proteini tanimlanmis Ve bu belirtecler birlikte analiz edildiginde yiiksek ayrim giicii elde
edilebilmistir. Bu serolojik belirtecler hep birlikte kullanildiginda gii¢lii bir ara¢ olmakla
birlikte, ¢ogu adli olguda tiim belirteglerin analizi i¢in yeterli miktarda biyolojik
materyal bulunmadigindan ve/veya materyallerin olay yerinde yapilar1 bozuldugundan,

etkinligi sinirh kalmigtir™ ®.

Kisiler arasindaki farklarin, adli amacgli kimliklendirmede ulasilmak istenen temel
verilerden olmasi nedeniyle 1978 yilinda DNA polimorfizminin tanimlanmasi, adli
genetikte genetik materyalin bizzat kullanildigi, DNA’ya dayali kimliklendirme
yaklagimlarinin da baslangicini olusturmustur®. DNA polimorfizmi ilk yillarda Southern
tarafindan tasarlanan Southern Blotlama teknigi ile saptanmis ve 1980 yilinda ilk
yuksek polimorfizme sahip lokus tespit edilmistir. 1984 yilinda Jeffreys, restriksiyon
enzimleri ile kesilen DNA parcalarinin spesifik DNA problari ile hibridizasyonu sonucu
birey spesifik bant paternlerinin olustugunun kesfetmislerdir. Olusan birey spesifik bant

paterni DNA parmak izi olarak adlandirimistirr®”,

Nakamura et al.*°

tarafindan, 1987 yilinda DNA parmak izinden farkli olarak,
belirli bir lokusta bulunan ve ardisik tekrar eden DNA dizileri saptanmistir. Birbirine
bas-kuyruk olusturacak sekilde ardisik tekrar eden bu dizilerin sayilari bireyler arasinda
degisiklik gosterdigi icin, bu tekrarlar Degisen Sayida Ardisik Tekrarlar (VNTRs-
Variable Number of Tandem Repeats) olarak adlandirilmaktadir’’. Daha sonraki
yillarda yapilan ¢aligmalar ile bu lokuslarin kan, semen, tukirik gibi biyolojik sivilar ve

bunlara ait lekeler ile dokularin kimliklendirmesinde kullamlabilecegi goriilmiistiir™.



llerleyen yillarda, Karry Mullis tarafindan gelistirilen PCR teknolojisi sayesinde, PCR
ile c¢ogaltilabilen VNTR lokuslart tanimlanmis ve bu lokuslara PCR ile
cogaltilabilmeleri nedeni ile AMP-FLP (Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)
denmistir'. 1990’11 yillarin basinda, Edwards et al.'® tarafindan, AMP-FLP’lerden daha
kisa parga uzunluk polimorfizmi olusturan ve STR olarak isimlendirilen lokuslar
tanimlanmistir. Daha 6nce tanimlanan diger lokuslara oranla, degrade ornekte PCR ile
analizinin miimkiin olmasi, az miktarda ornekte analiz edilebilmesi, yorumlama
kolaylig1 gibi Usttnlikleri nedeniyle, biyolojik materyallerin kimliklendirilmesinde STR

lokuslari tercih edilmistir™® *°.

2.2. DNA’nin Genel Ozellikleri ve Yapisi

DNA, insanlar ve neredeyse diger tiim organizmalarda bulunan kalitim
materyalidir. Bir insanin viicudundaki hemen hemen tiim hiicreler aynt DNA’ya

sahiptir.

Insan DNA’s1 3 milyar bazdan meydana gelmektedir ve bu bazlarin %99 undan
fazlas1 biitiin insanlarda aynidir. Bazlarin dizisi, organizmanin olusturulmasi ve
korunmasi i¢in uygun bilgiyi kodlar. Hucrenin nikleusunda bulunan DNA, 23 cift

kromozom i¢inde paketlenmis halde bulunmaktadir’.

DNA’nin énemli bir dzelligi, kendini kopyalayabilmesidir. Ikili sarmaldaki her bir
iplik, baz dizilerinin kopyalanmasi i¢in model gorevi goriir. DNA, her bir iplik boyunca
bulunan nikleotitlerin siras1 veya dizisi boyunca bilgiyi kodlar. Organizmalar, farkli

nikleotid dizilerine sahip DNA molekilleri tasimalar1 sebebi ile birbirlerinden ayrilir.

2.3. Genom ve insan Genomunun Yapisi

Bir organizma DNA’sindaki bilginin tamami genom olarak adlandirilir ve
organizmanin sentezleyecegi biitlin proteinlerin bilgisini tagir. DNA’nin %25°1 genlerle
ilgili bolge, %75’i ise genlerle ilgili olmayan bélge seklinde siniflandirilmaktadir.
Genlerle ilgili olan %25’lik kismin %1.5’i kodlayan bdlge (ekzon) ve %23.5°i



kodlamayan bolge (intron) olarak ayrilmaktadir. Kodlayan bolgede insersiyon, delesyon
ve esit olmayan krossing over gibi gesitli nedenlerle fenotipe de yansiyabilen bireysel
farkliliklar olusurken, kodlamayan bolgelerde de aynmi nedenlerle polimorfizmler

olusmaktadlrle.

2.4. Adli Analizlerde Kullanilan Polimorfizmler

Adli analizlerde, genom (zerinde bulunan yaygin 2 tip DNA polimorfizmi

kullanilmaktadir:

Tek nokleotit polimorfizmleri (SNP): SNP’ler, genomik DNA’da tek baz ciftlik
sekans farklilig1 olusturan ve populasyondaki normal bireylerde frekansi %1 veya daha
fazla olan niikleotit varyasyonlaridir. SNP olusum mekanizmasi oldukga basittir.
SNP’ler, hiicrede DNA replikasyonu esnasinda polimeraz enzimlerinin yanlis niikleotit
ilave etmesi, nikleotitlerin yer degistirmesi veya delesyonlar: sonucu olusabilmektedir.
SNP’ler insan genomunda ortalama her 1000 baz ciftinde bir goriilmektedir'”*®. insan
genomu 3.2 milyar baz ¢ifti uzunlugunda oldugundan, her iki genom arasinda bir
milyondan fazla farklilik olacagi hesaplanmistir. Bu oran insan genom varyasyonunun

%385’1ni olusturmaktadir.

SNP’ler insan genomu (zerinde bialelik, trialelik ve tetraalelik formda
bulunabilirler. Genom Uzerinde en fazla bulunanlar bialelik SNP’lerdir. Onu sira ile
trialelik SNP’ler ve tetraalelik SNP’ler izlemektedir. Bialelik SNP’ler ile teorik olarak
tic farkli genotip olusmaktadir. SNP’lerin biiyiik c¢ogunlugunun bialelik olmasi,
onlardan elde edilen bilginin smirli olmasina yol agmaktadir. Bu nedenle, SNP’lerin

kimliklendirme esasina dayali adli analizlerde uygulamalari stnirlidir™® %,

Degisen Sayida Ardisik Tekrarlar (VNTR): Genomda belirli baz dizilerinden
olusan ¢ekirdek tinitenin birbirlerine bas kuyruk olacak sekilde ardisik tekrarini igeren
diziler bulunmaktadir. Ardisik olarak tekrar eden bu dizilerin sayilar1 kisiden kisiye
degisiklik gosterdigi icin, bireyler arasinda uzunluk varyasyonu meydana gelmekte

olup, bu tekrar dizileri adli amag¢h kimliklendirmede kullanilabilmektedir. Uzunluk farki



gosteren bu DNA bolgeleri VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) olarak

adlandirilmaktadir®.

Mendel yasalarma gore kalitilan VNTR lokuslar1, nukleotitlerde delesyon,
insersiyon ve/veya esit olmayan krosing-over sonucu olusabilmektedir. VNTR’lerin
tekrar dizilerinde bulunan cekirdek Unitenin baz sayisina goére alt siniflandirmasi
yapilmistir.  Cekirdek Unite 6 baz ciftinden fazla ise uzun ardisik tekrar ya da
minisatellit, 2-6 baz cifti arasinda ise Kisa Ardisik Tekrar (Short Tandem Repeat-STRS)

ya da mikrosatellit olarak adlandirilmaktadir®.

2.5. STR Lokuslarinin Genel Ozellikleri

STR lokuslari, 2-6 baz ¢ifti uzunlugundaki c¢ekirdek Unitenin ardisik tekrari ile,

2123 fnsan genomu

100-400 baz ¢ifti uzunlugunda baz dizilimi igeren bdlgelerdir
boyunca her 6-10 kilo bazda bir bulunmaktadir™. Mutasyon oranlart 10°-10"

civarindadir.

2.5.1. STR Lokuslarimin Kromozomal Lokalizasyonuna Gore Adlandirilmasi

STR lokuslarinin isimlendirilmesi, lokusun genler arasinda veya genlerden uzakta

olan bir bolgede olmasina bagl olarak degisiklik gdsterir.

Gen bolgesi icinde bulunan STR lokusu, genin adin1 takiben kaginci intronda ise o
intron sayisinin yazilmasi ile isimlendirilir. Orn: HumTHO1 lokusu. THO, Tirozin
hidroksilaz genini ifade ederken, 1 rakami bu lokusun Tirozin hidroksilaz geninin
birinci intronunda bulundugunu gostermektedir. Gen bolgesi disinda olan bir STR
lokusunun isimlendirilmesi ise, dort asamada gerceklestirilmektedir. Ik harf olan D;
DNA’y1 sembolize etmektedir. D harfinden sonra gelen rakam; lokusun hangi
kromozomda yer aldigini gdstermektedir. Ugiincii siradaki harf S (Single); lokusun
DNA dizisinde tek oldugunu ifade etmektedir. En sondaki sayr ise; lokusu o
kromozomda bulunan diger STR lokuslarindan ayiran sayidir. Ornegin; D10S1248 bu

kurallara gore isimlendirilmig bir lokustur®.



2.5.2. STR Lokuslarimin Tekrar Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

STR lokusu allelleri, tekrar yapisina gore; basit, bilesik ve kompleks tekrarlar
olmak Uzere ii¢ sekilde siniflandirilmistir. Basit tekrarlar; ayni uzunluk ve dizi birimleri,
bilesik tekrarlar; iki veya daha fazla bitisik basit tekrarlari, kompleks tekrarlar ise; az
veya ¢ok sayida cesitli, araya karismis dizilerle birlikte, farkli birim uzunlugunda birgok

tekrar bloklar1 igerebilirler25'28.

Ornek:
Basit STR; THO1—> [AATG]
Bilesik STR; D125391—> [AGAT]11 [AGAC]; [AGAT]

Kompleks STR; D21S11—s [TCTA]+[TCTG]s[TCTAJs TA [TCTA]; TCA
[TCTA], TCCATA [TCTA]s

Basit STR’ler, kolay standardizasyon ve diisiik mutasyon oranlari avantajina
sahiptir. Kompleks STR’ler ise, ¢ok degisken olma avantajina sahiptir. STR dizileri,
tekrar birimi uzunlugunda, tekrar sayisinda ve tekrar motifinde cesitlilik

go6stermektedir®® 2’.

2.5.3. STR Lokusu Allellerinin Adlandirilmasi

Allellerin adlandirmast ise, allelin icerdigi tekrar sayisina gore yapilmaktadir. Her

allele tekrar adedini gosteren bir say1 verilmektedir. Tamamlanmamis tekrar iceren

allellerde ise; baz sayisi, allel isminden sonra ondalik olarak eklenir 26,28

Ornek: HumTHO1 lokusu
HumTHO1: [AATG]q-allel 9

HumTHOL: [AATG]e-ATG-[AATG]s= allel 9.3



2.6. Adli Amagh Kullanilan STR Lokuslari

Genom Uzerinde ¢ok sayida STR lokusunun varlig: bilinmektedir. Ancak, STR
lokusunun adli amacgli kimliklendirme ve soy bagim tespit c¢alismalarinda

kullanilabilmesi i¢in bazi kriterler tasimas1 gerekmektedir. Belirlenen kriterler;

eKullanilan lokusun ayrim giiciiniin  %90’1n  {izerinde ve gozlenen
heterozigotlugun %70’in {lizerinde olmasi,

e Alellerin tahmin edilen uzunluklarinin 90-400 baz cifti arasinda olmasi,

e Tanimlanma hassasiyeti yliksek olan lokuslarin segilmesi,

e Mutasyon oraninin diisiik olmasi,

eUygun olmayan cevre kosullarindan toplanan biyolojik orneklerde saglikli
sonuclar alinabilmesi,

o Multipleks amplifikasyona olanak tanimasidir®.

Son 20 yilda, insan kimliklendirmesine uygulanmak iizere birtakim tetraniikleotid
STR’ler kesfedilmistir®’. Tetramerik STR lokuslari, dimerik ve trimerik lokuslara oranla
tanimlama sirasinda daha az hata oranina sahip olmasi, jel iizerinde kolayca ayirt
edilebilmesi ve amplifikasyon sonrasi elektroforez asamasinda daha az artik iiriin
olusumu sebebiyle tercih edilmektedir. Adli DNA tiplendirmesinde kullanilan otozomal
STR lokuslari, baglant1 dengesizligi ile ilgili olusabilecek bir sorunu ortadan kaldirmak

icin ayr1 kromozomlardan veya ayni kromozomda uzak bdlgelerden segilmektedir.

Multipleks STR analizi, modern DNA profillemesinin temelidir. Cesitli suglarin
failinin tanimlanmasina yardimci olmak igin, ulusal ve uluslararasi veri tabani
olusturulmasinda kullanilmak {izere standart STR lokus setleri tammlanmlstlrzg'al.
Zaman icinde bolgesel, ulusal ve uluslararasi veri tabanlarinin boyutlar1 genisletilmistir.
DNA profillemesinin rolii ayrica, veri tabanlarinin ailesel arastirmalara dahil edilmesi
igin  gelistirilmis  olup, akrabalik analizleri, miilteci, siginmact ve go¢cmen

uygulamalarinda da kullanilmak (izere, analiz edilen lokus sayis1 arttirilmistir. Bu artis,

tesadiifi eslesmelerin etkisini azaltmaktadir.



Genel olarak, STR’lerin ayirma giicii son derece yiiksektir ve 13 STR lokusu
calisgildiginda akraba olmayan iki bireyin aynt DNA profiline sahip olma olasilig

ortalama 10" hesaplanmigtir®* *,

DNA tiplendirmesinde kullanilan lokuslarin, ulusal ve uluslararasi alanda etkili
olmasi i¢in, standart bir set olusturulmasi gerektigi diistiniilmistiir. Bunun Uzerine,
Kasim 1997°de, FBI tarafindan ABD’nin ulusal DNA veri tabanina yiiklemek zere, 13
STR lokusu iceren bir sete ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir. ABD dahilindeki DNA
eslesmelerini saglamak i¢in CODIS veri tabani tarafindan segilen 13 standart STR
lokusu; CSF1PO, FGA, THO01, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51 ve D21511°dir**,

Nisan 2011°’de, FBI Laboratuvar1 ABD i¢in standart 13 STR lokus setinin
genisletilmesini 6nermis ve eklenen lokuslarla birlikte toplam lokus sayis1 21 olmustur.
Bu 21 lokustan 19’u otozomal lokustur. Bunlar; CSF1PO, FGA, THO01, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
D12S391, D1S1656, D2S441, D10S1248, D2S1338, D19S433 ve Penta E’dir. Kalan 2
tanesi ise gonozomal lokus olup, bunlar Amelogenin ve DYS391’dir?’.

Avrupa’da ise, Avrupa Adli Bilimler Enstitlisii tarafindan olusturulan DNA
calisma grubu, 1999 yilinda benzer sekilde bir toplant1 gergeklestirmistir. Bu toplantida
7 STR lokusundan (THO1, VWA, FGA, D8S1179, D18S51, D21S11 ve D3S1358)
olusan Avrupa Standart Seti (ESS)’ni, Avrupa’nin ulusal DNA veri tabani olarak
kullanmak iizere se¢mistir® *2. Secilen lokuslar, Avrupa konseyi tarafindan 2001 yilinda
onaylanmistir. Avrupa Adli Bilimler Enstitiisii Ag1 (ENFSI), Nisan 2009°da 7 STR
lokusu iceren Avrupa Standart Set’e, 5 STR lokusu (D12S391, D1S1656, D2S441,
D10S1248 ve D22S1045) eklemistir™™".

Firmalar, secilen standart STR setleri ile uyumlu olacak sekilde, floresan isaretli

primerler iceren multipleks STR setleri gelistirmistir. Bunlardan bazilar1 Tablo 1’de

gosterilmistir™ 3 3,



Tablo 1- STR lokus setleri i¢eren ticari kitlerden bazilari

Powerplex Identifiler | Minifiler ESX/ES117 | NGM(Select) | SEfiler SGM Plus
16 Plus

TPOX TPOX - - - - -
CSF1PO CSF1PO CSF1PO - - - -
D5S818 D5S818 - - - - -
D7S820 D7S820 D7S820 - - - -
D13S317 D13S317 D13S317 - - - -

FGA FGA FGA FGA FGA FGA FGA
vWa vWa - vWa vWa vWa vWa
D3S1358 D3S1358 - D3S1358 D3S1358 D3S1358 D3S1358
D8S1179 D8S1179 - D8S1179 D8S1179 D8S1179 D8S1179
D18S51 D18S51 D18S51 D18S51 D18S51 D18S51 D18S51
D21S11 D21S11 D21S11 D21S11 D21S11 D18S51 D18S51
THO1 THO1 - THO1 THO1 THO1 THO1
D16S539 D16S539 D16S539 D16S539 D16S539 D16S539 D16S539
- D2S1338 D2S1338 D2S1338 D2S1338 D2S1338 D2S1338
- D19S433 - D19S433 D19S433 D19S433 D19S433
- - - D12S391 D12S391 - -

- - - D1S1656 D1S1656 - -

- - - D2S441 D2S441 - -

- - - D10S1248 | D10S1248 - -

- - - D22S1045 | D22S1045 - -

- - - SE33 SE33 SE33 -

Penta D - - 3 - ~ -

Penta E - S = - - -
Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin | Amelogenin

Adli DNA incelemelerinde kullanilmak iizere STR lokuslarinin bulundugu ticari

kitlerde; allelik ladder, pozitif kontrol olarak genotipi bilinen kontrol genomik DNA,

primer seti ile Master Mix (enzim, tuz, dNTP, tasiyici proteinler ve 0.05% sodyum azid)

bulunmaktadir.

2.7. Calismada Kullanilan STR Lokuslari

Soy bagi tayininde ayrim giliciinlin yeterli olmadigi ve mutasyonun oldugu

durumlarda, sonuglarin dogrulugunu ve kalitesini arttirmak tizere, zamanla ek bolgelere

ihtiya¢ duyulmustur®® *°. Bu ihtiyac neticesinde, ek bélgelerin bulundugu ticari kitler

olusturulmustur. Igerisinde 9 otozomal STR lokusu bulunan Verifiler Direct PCR

Amplification Kit, bu ticari kitlerden biridir. Verifiler Direct Amplification Kit, ilk kez

Kasim 2012°de sunulmustur®®. Yapilan degisiklikler sonucunda, Mart 2013’te son halini
almistir. Bu kit igerisindeki lokuslar; D10S1248, D1S1656, D2S1338, D22S1045,
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D19S433, THO1, D2S441, D6S1043, D12S391 ve cinsiyet belirleyici belirteg
Amelogenin’dir’® *, Identifiler STR Kit’i igerisinde bulunan 3 otozomal STR lokusu
(D2S1338, D19S433, THO1) ve cinsiyet belirleyici Amelogenin, 6rneklerin karisma
olasiligin1 azaltmak Uzere, kontrol amagh olarak Verifiler Kit i¢cinde de bulunmaktadir.

Calismada kullanilan STR lokuslar1 ve bazi1 6zellikleri Tablo 2’de aktarilmistir.

Multipleks lokuslarin analizinde, ¢ok renkli boya teknolojisi kullanilmaktadir.
Ortiisen lokuslar icin alleller, farkli renkte boyalar1 olan lokus spesifik primerlerin

etiketlenmesi ile ayirt edilebilmektedir®.

10 lokusun analiz edildigi Veriler KiT’te analiz igin 5 farkli floresan boya
bulunmaktadir. Bunlarin 4’i, ornekleri isaretlemek i¢in kullanilan 6-FAM™, VIC®,
NED™ ve PET® boyalarnidir. 5. boya ise, internal uzunluk standardinin
isaretlenmesinde kullanilan LIZ’dir. Her bir floresan boya, farkli dalga boyunda
maksimum absorbans gostermektedir. En diisiik dalga boyunda 151k yayan mavi renkteki
6-FAM™ boyasidir. Bunu VIC® (yesil), NED™ (sar1), PET® (kirmizi) ve LIZ®

(turuncu) takip etmektedir*® %,

F: Forward
R: Reverse

Tablo 2- Calismada kullanilan STR Lokuslari®®

STR Lokusu Bulundugu GenBankasi Tekrar Sira
Kromozom Adlandirmasi
D10S1248 10026.3 AL391869 [GGAA]; (F)
D1S1656 1942 G07820 [TAGA]5 [TAGG] [TG]s (R)
D2S1338 2035 G08202 [TGCC];[TTCC];3[GTCC] [TTCC], (R)
D22S1045 22912.3 AL022314 [ATT]. ACT [ATTI, (F)
D19S433 19912 G08036 [AAGG] AAAG [AAGG] TAGG [AAGG] 12 (R)
THO1 11p15.5 D00269 [AATG]; (F)
D2S441 2pl4 ACO079112 [TCTAl, (F)
D6S1043 6915 AL132766 [AGAT]:: (R)
D12S391 12p13.2 AF076965.1 [AGAT]:: [AGACT; [AGAT] (F)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=938752
http://www.cstl.nist.gov/strbase/images/d19s433.jpg
http://www.cstl.nist.gov/strbase/seq_info.htm%23HUMTH01

2.8. STR Lokuslariin Analizinde Kullanilan Yontemler

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan STR lokusu analiz yontemleri 4 asamada

gerceklestirilmektedir.

2.8.1. DNA izolasyonu

Bu asamada amag, hiicre zarlarin1 yikmak, proteinleri denatiire etmek ve
sonrasinda, denatiire proteinlerle diger hiicre igeriklerinin ortamdan uzaklastirilarak
DNA’nin  agiga cikarilmasimm saglamaktir. izolasyon igin ¢esitli yontemler
bulunmaktadir. En ¢ok bilinen yontemler; Fenol-kloroform izolasyonu, Silika bazli

izolasyon, Chelex izolasyonu ve FTA izolasyonudur®**°.

Bu calismada, Chelex izolasyonu yontemi ile izole edilen DNA’lar kullanildi. Bu
yontemde, Chelex recginesi, metalik olmayan iyonlarin konsantrasyonunu degistirmeden,
DNazlarin koaktivatorii olan Mg gibi metal iyonlarma baglanarak, DNA’min
parcalanmasma engel olur®. iki asamada gergeklesen islemin ilkinde; protein
partikillerinin regineye baglanmasi igin, Chelex eklenen 6rnek karisimi, 56°C’de 20
dakika 1sitilir. ikinci asamada ise, protein denatlirasyonunun ve regine ile daha siki
baglanarak ¢okmenin saglanmasi i¢in 99°C’de 8 dakika kaynatilir. Daha sonra, PCR

amplifikasyonu agsamasina kadar +4°C’de saklanr.

2.8.2. DNA Kantitasyonu

Izole edilen DNA’nin miktar ve kalitesini belirlemek igin yapilan islemdir. Az
veya fazla miktarda DNA ile PCR asamasimin gergeklestirilmesi, hi¢ DNA profili elde
edilmemesine veya hakkinda yorum yapilamayacak kadar bozuk bir DNA profili elde
edilmesine yol acabilmektedir. Ozellikle olay yerinden elde edilen 6rnekler cevresel
kosullara bagli olarak degrade olabilecegi igin, bu 6rneklerde kantitasyon blyik 6nem
tasimaktadir. Cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; ultraviyole spektroskopi,
floresan spektroskopi, jel bazli analiz, slot blot analizi, real-time PCR bunlardan
bazilaridir®®. Adli érneklerin miktar tayininde hassas kantitasyon yéntemlerine ihtiyac
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duyulur. Bu nedenle, floresan spektroskopi ve jel bazli analizin kullanimi sinirhidir. Adli
orneklerin miktar tayini i¢in ge¢miste slot blot analizi yaygin olarak kullanilsa da,

gunimuzde real-time PCR’a dayali miktar tayini yapilmaktadir.

2.8.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, Karry Mullis tarafindan 1983 yilinda gelistirilmis olup, DNA igerisinde yer
alan ve dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zglin bir bolgeyi enzimatik olarak
¢ogaltmak igin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir*’. Mullis bu

calismasiyla, 1993 yilinda kimya alaninda Nobel Odiilii’nii kazanmistir™ °.

PCR i¢in; kalip DNA, ¢ogaltilacak bdlgenin 5° veya 3" ucuna komplementer iki
adet primer, dintlikleotid trifosfatlar (ANTP), DNA polimerazin optimum aktivite ve
stabilitesi icin uygun pH ve iyon (Mg*?) konsantrasyonunu saglayan tampon ¢ézelti ile

yiiksek 1s1ya dayanikli DNA polimeraz enzimi gereklidir.
PCR ii¢ agsamada gergeklesir.

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

Baglanma (Annealing): Tepkime sicakligi 50-65°C’ye diistiriilerek tek zincirli
kalip DNA’ya primerlerin baglanmasi gerceklesir. Primerin baglanma sicakligi; baz

dizisine, primer konsantrasyonuna ve iyonik tepkime ortamina baglidir.

Uzama (Extension/Elongation): 68-72°C’de gergeklesen bu asamada, DNA
polimeraz enzimi tarafindan, kalip DNA zincirinin 5° ucundan 3" ucuna dogru
dNTP’lerin eklenmesi ile yeni DNA ipligi meydana gelir. Bu {i¢ asama bir dongii kabul

edilir ve déngii sayisi 20-35 defa tekrarlanabilmektedir®.

Dongili tamamlandiktan sonra uygulanan son uzama asamasi, zaman zaman
uygulanan bir asamadir. Kalan tek iplikli DNA var ise, onlarin uzamasi igin iiriinler 70-

74°C arasinda bir sure bekletilir.

13



PCR teknolojisi,  genetik hastaliklarin tanisi, doku tiplendirme, bulasici
hastaliklarin tanisi, kimliklendirme ve soy bag tespiti gibi bir¢ok alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir®,

2.8.4. Elektroforez

PCR ile gogaltilan DNA pargalarinin, uzunluklarina goére ayrimimin yapildigi
asamadir. Bu asama i¢in mevcut olan yontemlerden bazilari; agaroz jel elektroforezi,
poliakrilamid jel elektroforezi ve kapiller jel elektroforezidir. Bu ¢alismada, kapiller jel

elektroforezinden yararlanildi.

2.8.4.1.Kapiller Jel Elektroforezi

Adli DNA laboratuvarlarinda STR alellerinin ayrimi ve tespiti i¢in baslica
kullanilan metot, kapiller elektroforezdir. 1995 yilinda tanmitilmasindan itibaren, adli
DNA laboratuvarlarinda STR tiplendirme amaciyla kullanilan popiiler bir metot
olmustur™® *. Kapiller elektroforezde; dar bir cam kapiller, iki kiiciik tampon sisesi ve
yiikksek voltajda gii¢ saglayiciya bagh iki elektrot bulunmaktadir. Ayrica, lazer 11k
kaynagi, floresan detektorii, 6rnek tiipleri veya tablasini tutan bir otomatik numune alma

cihaz ile 6rnek enjeksiyonu ve tespitini kontrol eden bir bilgisayar da bulunmaktadir.

Her bir 6rnek enjekte edilmeden énce, polimer soliisyonu ile kapiller doldurulur.
Cogu kapiller elektroforez sistemi, yiiklenmis molekiillerin 6rnekten kapillere hareketini
saglamak Uzere yuksek voltajin uygulandigi elektrokinetik enjeksiyondan
faydalanmaktadir. DNA negatif yiiklii oldugu ig¢in pozitif voltaj DNA molekiillerini
kapillere cekmektedir.

Ornegin tespiti, kapillerin sonuna yakin yerlestirilen lazer ile ornek
enjeksiyonundan  Ornek  tespitine olan slre¢ Olcllerek otomatik  olarak
gerceklestirilmektedir. Lazer 15181, kapillerdeki pencerenin iginde sabitlenmis bir
pozisyonda kapillerin iizerine gelmektedir. DNA parcalari, bu pencereden gectikce

1siklandirilmaktadir. Tespit noktasinda daha kiigiik DNA parcalar ilk once tespit
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edilmektedir. Onlar1 uzunluk ve baz ¢ifti sayisiyla iligkili olarak daha biiyiik olan DNA
parcalar1 takip etmektedir. DNA’nin ¢ogaltilmis hedef bolgeleriyle birlestirilmis olan
PCR primerleri floresan boyaya baglanmistir. Cogaltilan alleller, isaretlenmis DNA
molekdileri detektorlii gectikce elektroferogram (Gzerinde pikler halinde ekranda
goriintilenir. Goruntilenen bu pikler, daha ©nce cihaza kaydedilen standartlarla

karsilagtirilir®,

Kapiller elektroforez, giivenilir veri saglayan, ¢cok az miktarda 6rnek gerektiren,
kiclk inorganik iyonlardan DNA makromolekdllerine kadar, analizi yapilacak olan
maddeler icin etkili bir ayirma teknigidir. Yiiksek etkinlik, kisa analiz siiresi, ¢ok yonlii
caligma gibi 6zelliklerinin yani sira, manuel veya yar1 manuel tekniklerin otomasyonunu
calistirma, degerli ornekleri saklama ile tehlikeli organik kimyasallarin kullanimin1 en
aza indirme ve klinik laboratuvarlar i¢in gii¢lii bir yeni metodoloji olusturma avantajlari

bulunmaktadir*®,

Klinik amaglar i¢in de kullanilmakta olan kapiller elektroforezden, metabolik
hastaliklarin tespiti vasitasiyla insan hastaliklarinin teshisinde ve viicut sivilarinda
ilaglarin  goriintiillenmesinde de yararlanilmaktadir. Gelisen teknolojiyle birlikte,
geleneksel jel elektroforezi yontemiyle analiz edilemeyen diisiik molekiiler agirliktaki

maddelerin saptanmasi i¢in uygun olmaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

Aralarinda akrabalik bag1 bulunmayan ve rastgele segilen 100 kisiye ait 6rneklerin
kullamildig1 ¢alismanin projesi igin, Cukurova Universitesi Etik Kurulu’ndan onay
alind1 (Etik Kurul No: 2014-35/ Karar No:10). Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi T1p
Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali Adli Genetik Laboratuvari’nda bir bagka populasyon
caligmasi kapsaminda alinan drneklerden hazirlanan genomik DNA’lar kullamilds. izole
DNA'’larda, D10S1248, D1S1656, D2S1338, D22S1045, D19S433, THO1 D2S441,
D6S1043, D12S391 ve cinsiyet belirleyici AMEL STR lokuslarinin  Applied
Biosystems GeneAmp PCR Systems 9700 PCR cihazi ile amplifikasyonu ve
amplifikasyon sonrast 3130 Genetic Analyzer otomatik kapiller elektroforez cihazi ile

elektroforezi yapildi. Islem sonras1 olusan pikler degerlendirildi.

Bu calismanin gerceklestirilebilmesi igin Cukurova Universitesi Arastirma

Fonunda TYL-2015-3655 nolu proje ile parasal destek alinmstir.
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3.1. Geregler
3.1.1. Deneylerde Kullamlan Ornekler

Cukurova Universitesi Adli Tip Anabilim Dali'na soy bag: tespiti igin basvuran
olgulardan, aralarinda akrabalik bagi olmayan ve rastgele secilen saglikli kisilerin
parmaklarindan alian 3pl tam kan (33 kisi) veya yanak i¢inden alinan agiz igi siiriintii

ornekleri (67 kisi) kullanildi.

3.1.2.Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler
e VeriFiler™ Direct PCR Amplification Kit
o Formamid: Applied Biosystems HiDi"™ Formamide 25 ml
e GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard
e Su: Deiyonize, DNAaz, RNAaz free

3.1.3.Deneylerde Kullanilan Plastik ve Diger Malzemeler
e Tupler: 0.2 ml’lik steril ependorf tupler
e Pipet ucglari: 10 ve 100 pl’lik.steril, otomatik pipet uglar
e Rack
e Buz kalib1
e Filtre kagidi: Whatman

3.1.4.Deneylerde Kullanilan Cihaz veya Gerecler
e Mikropipet: 10 pl ve 100 pul hacminde mikropipetler
e Mikro Santriftj: Hettich Universal 12F santrif(j
o Vorteks: Elektro-Mag M16
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
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3.2. Yontem
3.2.1.PCR

izole DNA 6rneklerine Verifiler Direct PCR Amplification Kit protokoli

uygulandi. PCR reaksiyonunda her bir 6rnek igin;

Kullanilan malzemeler Miktar
VeriFiler™ Direct Master Mix 2 ul
VeriFiler™ Direct Primer Set 1l
Distile su 3ul
DNA 1l

0.2 mI’lik ependorflara hazirlandi ve tiipler Thermal Cycler cihazina yerlestirildi
(Sekil 1). Amplifikasyon i¢in kullanilan PCR parametreleri:

Baglangig inkiibasyon asamasi: 95°C’de 11 dakika
Denatiirasyon asamasi: 94°C’de 20 saniye

} 27 Dongil
Baglanma asamasi: 59°C’de 3 dakika

Son uzama asamasi: 60°C’de 15 dakika

En son bekleme asamasi: 4°C’de oo

Sekil 1 - Thermal Cycler
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3.2.2. Kapiller Elektroforez

Thermal Cycler cihazinda amplifiye edilen 6rnekler otomatik kapiller elektroforez
cihazinda yurdtildu. Cihazda ydratilen her bir drnek igin;

Hi-Di™ Formamide: 4.5 pl
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard: 0.1 pl
DNA: 0.4 pl koyuldu.

Hazirlanan bu karigimlar plate’in uygun kuyucuklarina yerlestirildi. Ayrica, analiz
edilen ornekleri genotiplendirmek tzere 4.5 pl formamide ve 0.1 pl LIZ 500 ile 0.4 pl
Allelik Ladder igeren bir bagka karisim plate’in uygun kuyucuguna koyuldu. TUm
ornekler kuyucuklara yerlestirildikten sonra, kuyucuklarda hava kabarcigr olup
olmadigina bakildi. Eger kabarcik varsa, kisa bir santrifiij yapilarak kabarciklar
giderildi. Plate elektroforez cihazina yerlestirildikten sonra polimer seviyesi,
tamponlarin ve suyun seviyesi, hava kabarcigi olup olmadigi kontrol edildi.
Elektroforez sonrasi sonuglar GeneMapper ID v3.2 programi ile degerlendirildi (Sekil
2).

Sekil 2 - Kapiller Elektroforez Cihaz1
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3.2.3.Istatistiksel Hesaplamalar

Genetik profillendirme sonuglarinin adli amagli kimliklendirme ve soy bagi tespiti
degerlendirmelerinde kullanilabilmesi icin, allel frekanslarinin ve lokuslarin adli

etkinlik degerlerinin belirlenmesini saglayan asagidaki istatistiksel hesaplamalar

kullantimugtir »°% %32,
1. Allel frekansi
p =2X+Y
2n

X: Homozigot allel sayis1
Y: Heterozigot allel say1s1

n: Calismada kullanilan 6rnek sayisi

2. Heterozigotluk ylzdesi
H=>h

n

>h: Ornek popiilasyonunda tanimlanan toplam heterozigot kisi sayist

n: Ornek popiilasyondaki toplam kisi sayis1
3. Kimliklendirme potansiyeli (Eslesme Olasiligi)
P.: Yxi?

xi: Polimorfik sistemde tanimlanan i kadar genotipin frekansi

4, Ayrim giicli
PD= 1- ¥xi®

5. Bu istatistiksel hesaplamalarin yapilmasinda, PowerStats Program Version 1.2

kullanilmuistir.
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4. BULGULAR

Tablo 3’te, 100 kisiye ait kan veya agiz i¢i epitel hiicrelerinden izole edilen
DNA’lardan 10 STR lokusunun multipleks PCR’1 sonrasi, AMEL disindaki 9 STR

lokusunun allel frekans dagilim oranlar1 gosterilmektedir.

Tablo 3- Cukurova populasyonunda 9 STR lokusunun 100 kiside saptanan allel frekans dagilim oranlari

Lokus | D10S1248 D1S1656 D2S1338 D2251045 D195433 THO1 D2S441 D6S1043 D12S391
Allel

6 28,5%

7 20,0%

8 0,5% 11,0%

9 27,5% 0,5%

9,3 12,0%

10 0,5% 1,0% 14,5% 4,5%

11 2,5% 12,0% 14,0% 28,0% 28,0%

11,3 7,5%

12 3,5% 10,5% 0,5% 10,5% 6,0% 29,0%

13 20,0% 7,0% 0,5% 25,5% 3,0% 5,0%

13,2 0,5%

14 27,5% 4,0% 0,5% 5,5% 28,0% 35,0% 4,5%

14,2 3,0%

15 22,5% 15,0% 46,0% 12,5% 5,5% 1,0% 1,5%
15,2 11,0%

15,3 5,0%

16 15,0% 19,5% 1,5% 26,0% 5,5% 0,5% 1,5%
16,2 1,0%

16,3 5,5%

17 8,0% 5,0% 15,5% 6,0% 0,5% 1,0% 10,5%
17,2 2,0%

17,3 9,0% 0,5%
18 1,0% 0,5% 13,0% 1,0% 9,5% 18,0%
18,3 5,0% 1,0%
19 0,5% 13,5% 10,0% 18,5%
19,3 0,5% 0,5%
20 15,0% 6,0% 12,5%
21 0,5% 0,5% 1,0% 12,0%
22 8,0% 8,0%
23 15,5% 8,5%
24 7,0% 6,0%
25 10,0% 1,0%
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Tablo 4°de ise, ilgili lokuslarin Cukurova popilasyonu igin adli etkinlik degerleri

gosterilmektedir.

Tablo 4- 9 STR lokusunun Cukurova populasyonu i¢in adli etkinlik degerleri (n=100)

Lokus D10S1248 | D1S1656 | D2S1338 | D22S1045 | D19S4333 | THO1 | D2S441 | D6S1043 | D12S391
Eslesme 0,073 0,029 0,037 0,139 0,062 0,098 0,098 0,071 0,038

Olasilig1

Ayrim Giicii 0,927 0,971 0,963 0,861 0,938 0,902 0,902 0,929 0,962

Paternite

Dislama Giicii 0,618 0,755 0,755 0,342 0,562 0,656 | 0,527 0,599 0,857

Allel Frekanslar:

Homozigot 19,0% 12,0% 12,0% 36,0% 22,0% 17,0% | 24,0% 20,0% 7,0%

Heterozigot 81,0% 88,0% 88,0% 64,0% 78,0% 83% 76% 80% 93%
Toplam Allel 200 200 200 200 200 200 200 200 200
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5. TARTISMA

DNA teknolojilerinde meydana gelen gelismelerin adli bilimlerde uygulanabilir
olmast; kimliklendirme ve soy bagi tespiti, miras davasi, kitlesel felaket, kayip kisilerin
arastirtlmasi, popilasyon genetigi, tibbi teshis gibi c¢alismalara 6nemli Kkatkilar
saglamistir. Bunun yaninda, bu gelismelerden, cinayet, cinsel saldir1 gibi su¢ teskil eden
durumlarin aydinlatilmasinda da yararlanilmaktadir. Olay yerinden elde edilen biyolojik
ornekler ve bunlarin bulundugu yerler, su¢ ve sugla iligkili kisiler hakkinda bilgi

saglamaktadlrlz.

DNA analizinin diinyada adli amagl olarak ilk uygulamasi, Ingiltere’de 1983 ve
1986 yillarinda islenen bir tecaviiz ve cinayet davasinin ¢éziimiidiir. Bu iki olayda, Alec
Jeffreys tarafindan siipheli ve olay yeri Orneklerinde DNA parmak izi yontemi

kullanilarak DNA profili ortaya ¢ikarilmistir®® *

. Stipheli ve olay yeri orneklerinden
elde edilen DNA profilinin birebir eslesmesi ile siiphelinin her iki olayin suglusu oldugu
bulunmustur. Zaman i¢ginde DNA teknolojisinin gelismesi ile birlikte, RFLP teknigi ile
VNTR lokuslarimin ve PCR teknigi ile de STR lokuslarinin kimliklendirme ve soy
bagin1 tespit amacli daha etkin olarak kullanilabilecek belirtecler olabilecegi
gésterilmistir55’ %, Boylece, gelismis iilkeler basta olmak iizere tiim diinyada daha
objektif ve giivenilir sonuglar elde edebilmenin yolu olan DNA’ya dayali

kimliklendirme ve soy bagini tespit ¢aligmalarina gegis siireci baglamistir.

Ulkemizde, Yargitay 2. Hukuk Dairesinin 27.05.1993 tarih ve 8685 esas, 9405
sayili kararinda, paternite arastirmalarinda eritrosit antijenleri, polimorfik eritrosit
enzimleri ve serum proteinlerinin ¢alisilmast  gerektigi;  babaligin/anneligin
reddedilemedigi durumlarda ve bu testlerle baba/anne olabilirliginin %99.73 oranina
ulagsmadig1r durumlarda, DNA analizleri dahil tim g¢alismalarin yapilmasi gerektigi

belirtilmistir.

Ulkemizde adli DNA analizinin ilk uygulanist ise 1993 yilinda, Istanbul
Universitesi’ne bagl Deneysel Tip Arastirma Merkezinde gerceklestirilmistir. Burada,
HLA DQ alfa, LDLR, GC, GYPA, HBGG ve D7S8 lokuslarindan olusan 6 lokusun

birlikte analizine izin veren ticari bir kit ile DNA analizi ¢alismalarina baslanm1$t1r57.
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STR lokuslarimin kesfedildigi daha sonraki yillarda ise, yapilan deneysel c¢alismalar
sonrast ticari olarak gelistirilen multipleks kitlerin kullanimi ile kimliklendirme ve soy
bagi analizlerinde, gegmiste kullanilan tiim serolojik tanimlama metodolojilerinin yerini

STR lokuslarinin kullanildigit DNA analizleri almistir™® .

Giiniimiiz adli DNA laboratuvarlari, artik kimliklendirme ve soy bagi analizlerinin
rutin uygulamalarinda otozomal STR lokuslar1 kullanmaktadir. Avrupa’da, Avrupa
DNA Profilendirme Grubu (EDNAP), DNA analizleri ile babaligin veya anneligin
reddedilebilmesi i¢in en az ii¢ lokusta uyumsuzluk bulunmasi gerektigini belirtmistir®.
Anne veya babaligin dislanamadigi durumlarda ise, indeksin 10000 ve iizerinde olmasi
gerektigi ifade edilmistir®™ % Ancak, yenilerde bu oranin da yeterli olamayacagini

gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

2015 yilinda yapilan bir calismada®, kardes iki baba adayi-anne ve ¢ocugun 15
STR lokusu ile yapilan karsilagtirmasinda; her iki baba adayi ve g¢ocuk arasinda
uyumsuzluk saptanmamis olup, babalik indeksi 10000’in iizerinde hesaplanmistir.
Ancak, ek sistemler c¢alisilarak iki kardes baba adayindan birinin babaligi
dislanabilmistir. Yakin akrabalar arasinda yapilan karsilastirmalarda siklikla rastlanilan
bu sorunlara, akraba olmayan kisiler arasinda yapilan Kkarsilastirmalarda da
rastlanilabilmektedir. Poetsch et al.* yaptig1 bir calismada; 336 cocuk ve cocuklarla
akrabalik iligkisi olmayan 348 kisiyi bilgisayar programu ile karsilagtirarak (13-15 STR
sistemi) 116004 caprazlama yapmuslardir. Toplam caprazlamada 322 cocukta baba
adaylarindan en az biriyle iki veya daha az sistemde uyumsuzluk saptandigi, 26
karsilagtirmada ise tam eslesme saptandigi belirtilmistir. Tam uyum gosteren 26
karsilastirmaya anne dahil edildiginde ise, 116004 caprazlamanin 4’iinde babaligin

dislanamadig belirtilmistir.

Anabilim dalimizda 15 STR lokusu ile yaptigimiz bir ¢alismada da benzer bir
durumla karsilagilmustir®. Siipheli baba ve gocugun DNA profilleri karsilastirildiginda
bir lokusta mutasyon olabilecegi diislinlilen uyumsuzluk goriilmiis, yapilan istatistiksel
hesaplamada paternite indeksi 61623, paternite olasiligr %99.99 olarak bulunmustur.
Ilave olarak calisilan 6 lokusla beraber toplamda 21 STR lokusu ile olusturulan DNA
profilleri karsilastirildiginda ise uyumsuz sistem sayist iice ¢ikmis ve babalik

reddedilebilmistir.
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Bununla birlikte, 15 STR lokusuna ek olarak ¢alisilan ilave 6 lokusun, 10000’in
tizerinde paternite indeksine ulagmada yetersiz kaldigi durumlarin da goriildiigiini
belirten caligmalar da bulunmaktadir. 21 kisiden olusan 10 ailede yapilan bir ¢alismada,
15 STR lokusuna ilave olarak calisilan 6 lokusla dahi 3 ailede paternite indeksinin

10000’in altinda kaldig: bildirilmistir®.

Almanya'da da paternite analizleri igin 2012'de giincellenen Gen Tani Yasasi
(Gendiagnostikgesetz) ile 2013 yilindan itibaren olasiligin minimum %99.999 (indeks
100000 ve {izeri) oranma ulagacak sayida STR lokusu ¢alisilmas: gerektigi

belirtilmistir®’.

Kimliklendirme ve soy baginin belirlenmesinde kullanilacak ilave STR lokuslarini
belirlemek icin popilasyon ¢alismasi yapilmasi ve lokuslarin ilgili populasyondaki allel
frekans dagilim oranlarinin hesaplanmasi gerekmektedir®. Olay yeri 6rnegi ile siipheli
ornegin DNA profilleri eslestiginde olay yeri 6rneginin ne kadar olasilikla siipheliye ait
olabilecegini veya siipheli baba/anne ile cocugun DNA profilleri eslestiginde siipheli
baba veya annenin, baba/anne olma olasiliginin toplumda bulunan herhangi bir erkek ya
da kadindan ka¢ kat daha olasi oldugunu hesaplayabilmek i¢in analizde kullanilan
lokuslarin allel frekanslarmin bilinmesi gerekmektedir. Daha az lokusla daha yiiksek
ayrim giicline ulasilabilmesi i¢in se¢ilen lokuslarin ayrim giiciiniin %90’1n iizerinde

olmasi istenmektedir®,

Cesitli popiilasyonlar arasinda yapilan ¢alismalarda, bu 9 STR lokusu ig¢in
gozlenen ayrim giicli 0.78-0.96 arasinda degisiklik gosterdigi gérﬁlmektedir69'71.Bu
calismada, 9 STR lokusunun ayrim giicii D22S1045 i¢in 0.861’den, D1S1656 igin
0.971’¢ kadar degismektedir. Bu sonuca gore, kimliklendirme ve soy bagi tespiti i¢in

bildirilen en az %90 ayirt etme giicii oraninin iizerine ¢ikildigi goriilmiistiir.

D10S1248, D1S1656, D2S1338, D22S1045, D19S433, THO1, D2S441, D6S1043
ve D12S391°den olusan 9 STR lokusunun kombine ayrim giicii ise %99.99’a ulasmustur.

Elde edilen sonuglar, ayrim giiciiniin yeterli olmadigi durumlarda secilen ek STR
lokuslarinin, kimliklendirme ve soy bag analizleri igin nitelikli sonuglar

saglayabilecegini gOstermistir.
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Bu nedenle soy bagim tespitine yonelik olarak yapilan ¢aligmalarda ve dzellikle
de gercek anne/baba olmayip anne veya baba ile yakin akrabaliga sahip kisiler oldugu
durumlarda, anne veya baba olabilecegi yoniinde hatali sonug verme olasiligina kars,
annelik/babalik indeksinin 100000 ve {izerinde tutulmasi gerekmektedir. Bu bakimdan
Anabilim Dalimiz rutin uygulamalarda kullanilan 15 STR sistemine ek olarak
kullanilabilecek, iicli ortak bu dokuz (9) STR lokusu yanlis sonu¢ verme riskini

Onleyecektir.
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6. SONUCLAR

1. Cukurova yoresinde yasayan 100 kisilik popiilasyonda 9 STR lokusundan;
D10S1248 lokusunda 8 allel,
D1S1656 lokusunda 16 allel,
D2S1338 lokusunda 11 allel,
D22S51045 lokusunda 9 allel
D19S433 lokusunda 11 allel,
THOL1 lokusunda 6 allel,
D2S441 lokusunda 8 allel,
D6S1043 lokusunda 12 allel,
D12S391 lokusunda 14 allel saptanmustir.

2. Ladder icinde bulunmayan ancak bu popilasyonda gorilen aleller
D1S1656°da 21, D2S1338’de 14 ve D12S391°de 17,3 ile 18,3 alelleridir.

3. Caligilan STR lokuslarinin PD degerleri;
D10S1248 0.927
D1S1656 0.971
D2S51338 0.963
D2251045 0.861
D195433 0.938
THO1 0.902
D25441 0.902
D6S1043 0.929
D12S391 0.962 olarak hesaplanmustir.

4. 9 lokus icin hesaplanan kombine eslesme olasiligi 1.7x10™, kombine ayrim

giicli 0.999999 ve kombine diglama giicii 0.9998 hesaplanmistir.
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9 lokusun da adli amach kimliklendirme ve soy bagini tespit ¢aligmalarinda

anlamli olabilecegi goriilmiistiir.
Bu calisma ile olusturulan populasyon verileri Anabilim Dalimiz Adli

Genetik Laboratuvart ve diger Adli Genetik Laboratuvarlarinda yapilacak

istatistiksel hesaplamada kullanilabilecektir.
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