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1. Ozetler

1.1. Ozet

InDel’ler hem somatik hem de gonozomal kromozomlar iizerinde yaygin bir sekilde bulunan
delesyon veya insersiyonun ya da her ikisinin bir arada goriildiigii polimorfizm ¢esitidir. Bu
lokuslar kisa amplikon uzunluklarina sahip oldugundan ve 20-30 lokuslu multipleks
calisildiklarinda ayrim giicleri yiliksek oldugundan giiniimiizde STR lokuslarina alternatif
olarak kimliklendirmede kullanilmaya baslanmistir. Adli bilimlerde olgunun tiiriine ve
cesidine gore cinsiyet kromozomlart kullanilabilmektedir. Y kromozomu polimorfizmi
kullanilarak baba tarafindan akrabaligin ve baba-ogul iliskileri belirlenebilirken; X

kromozomu polimorfizmi kullanilarak baba-kiz arasindaki iliskiler belirlenebilmektedir.

Bu ¢alismada 20 X InDel lokusu (MID 76, MID 229, MID 356, MID 236, MID 198, MID
357, MID 193, MID 243, MID 218, MID 184, MID 75, MID 586, MID 111, MID 383, MID
395, MID 359, MID 220, MID 1566, MID 219, MID 358) ile 1 Y InDel (MID 227)
lokuslarini igeren toplam 21 lokuslu, biri 10 digeri 11 lokuslu olmak tizere 2 multipleks olarak
panel gelistirildi. Bu multiplekslerin optimizasyonu ve validasyonu yapilarak optimum DNA
miktarmin 1 ng/pl oldugu belirlendi. Valide edilen 21 gonozomal InDel panelinin Tiirkiye
populasyonundaki gen sikligi hakkinda 6n bilgi edinmek amaciyla 100 kiside tiplendirildi.
Arlequin ver. 3.5.2.2 ile 21 lokusun gen sikliklar1 ve populasyonlar arasi karsilastirilmasi
yapildi. Her lokusun adli kimliklendirmedeki giiciinii belirlemek i¢in de Powerstat (Promega)
kullanildi. 21 lokusun ortalama heterozigotluk oraninin 0,400 oldugu ve ayrim giiciiniin %99
oldugu belirlendi. Bu calismanin sonucunda 21 lokustan olusan gonozomal InDel
multipleksinin Tiirkiye populasyonu igin polimorfik oldugunu ve kimliklendirme igin gerekli
ayrim giiciine ulasilabildigi icin, olgu aydinlatmada giinlimiizde kullanilan STR ve SNP

lokuslariyla birlikte veya tek basina kullanilabilecektir. Populasyonlar arasi karsilastirmada



elde edilen Fs; (F-istatistik) degerlerine gore Tiirkiye ile Avrupa populasyonlari arasinda

sadece 1 lokusta (MID 75) biiyiik bir farklilasma gozlenirken, Tiirkiye ile Japonya arasinda 7
lokusta (MID 75, MID 356, MID 357, MID 193, MID 76, MID 243, MID 358) biiyiik
farklilagsmalar goézlendi. Buna gore 21 gonozomal InDel lokusu agisindan Tiirkiye’ye en yakin

populasyonun Avrupa, en uzak populasyonun ise Japonya oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Adli Tip, Adli Bilimler, Adli Genetik, Genetik Kimliklendirme,

Insersiyon/Delesyon (InDel) Polimorfizmi, Kit Gelistirme

1.2. Ingilizce Ozet (Abstract)

InDels are a variety of polymorphisms that are observed with deletion or insertion or both and
common on both somatic and gonosomal chromosomes. Since these loci have short amplicon
lengths and have a high discrimination power when they are studied with 20-30 loci
multiplexes, they are now being used as an alternative to STR loci in forensic identification.
In forensic sciences, sex chromosomes can be used according to the type and variety of the
case. When the paternal kinship, and the relationship between father and son can be
determined by using Y chromosome polymorphism, the relationship between father and

daughter can be determined by the use of X chromosome polymorphism.

In this study, two multiplex panels were developed including 20 X InDel loci (MID 76, MID
229, MID 356, MID 236, MID 198, MID 357, MID 193, MID 243, MID 218, MID 184, MID
75, MID 586, MID 111, MID 383, MID 395, MID 359, MID 220, MID 1566, MID 219, MID
358) and 1 Y InDel (MID 227) with 21 loci in total as one consisting of 10 and the other 11
loci. Optimization and validation of these multiplexes revealed that the optimum amount of

DNA was 1 ng/ul. In order to provide preliminary information about the gene frequency of



the validated 21 gonosomal InDel panel in Turkish population, samples of 100 people were
identified. Comparisons of gene frequencies and populations of 21 loci were performed with
Arlequin ver. 3.5.2.2. Powerstat (Promega) was used to determine the power of each locus in
forensic identification. The mean heterozygosity ratio of 21 loci was determined to be 0.400
and the discrimination power was defined as 99%. As a result of this study, since the
gonosomal InDel multiplex, which consists of 21 loci, is polymorphic for the Turkish
population and the discrimination power required for identification can be reached, it can be
used separately or together with currently available STR and SNP loci for solving cases. As
per the Fst (F-statistics) values obtained in the comparisons between the populations, when a
major variation in only one locus (MID 75) was observed between Turkey and European
populations, there were major variations in 7 different loci (MID 75, MID 356, MID 357,
MID 193, MID 76, MID 243, MID 358) between Turkey and Japan. Accordingly, it was
determined that Europe was the closest and the Japan was the furthest population to Turkey in

terms of 21 gonosomal InDel loci.

Key Words: Legal Medicine, Forensic Sciences, Forensic Genetics, Genetic Identification,

Insertion/Deletion (InDel) Polymorphism, Kit Development



2. Giris ve Amacg

Adli bilimlerde cinayet, cinsel saldiri, hirsizlik gibi adli vakalarda olay yerinde bulunan
biyolojik materyallerden elde edilen DNA profili kullanilarak, siipheli kisiler ile olay arasinda
baglant1 olup olmadig1 saptanmaya ¢aligilir. Adli vakalarin ¢ézlimiinde olgunun tiiriine gore

otozomal ya da gonozomal (X ve Y kromozomundan) polimorfizmden yararlanilir (1,2,3,4).

STR lokuslar1 rutin adli genetik analizlerde halen yaygin olarak kullanilmasina ragmen,
bircok vakada olay yerinden gelen asir1 derecede bozulmus biyolojik orneklerde tipleme
sorunlar1 yasanabilmekte ve sonu¢ alinamamaktadir. Bu sorunlari ¢ézmek i¢in adli bilimciler

alternatif genetik isaretlere yonelmistir (5).

Son yillarda adli bilimlerde kullanilmaya baslanan InDel’ler, STR ve SNP lokuslartyla
birlikte kullanildiginda adli kimliklendirmede daha basarili sonuglar elde edilebilmektedir
(6,7,8). InDel’ler genomda SNP’lerden sonra en fazla goriilen polimorfizm gesitidir. InDel;
bir veya birden fazla niikleotidin insersiyonu-eklenmesi ve/veya delesyonu-gikarilmasi
sonucu olusur. Insersiyon/delesyon populasyonda %1’in iizerinde bir siklikta gdriilmesiyle
ilgili toplum igin kullanilabilen bir polimorfizim sekli ortaya ¢ikmaktadir (6,7,8,9,10). Bu
lokuslarin multipleks PCR ¢alisilmasina imkan vermesi, heterozigotluk oraninin yiiksek
olmasi ve amplikon uzunluklarinin kiigiik olmasindan (60-200 bg) dolay: kimliklendirmede,
biyocografik soy, analizinde, evrimsel arastirmalarda ve akrabalik iligkilerinin

belirlenmesinde kullanilabilmektedirler (10,11,12).

InDel’lerin adli bilimlerde kullanimi ile ilgili ¢alismalar son yillarda hiz kazanmistir. Bu

lokuslarla ilgili hazir ticari kit sayis1 oldukca azdir. Bu nedenle arastirmacilar kullanacaklari



InDel multipleks panallerini kendileri olusturmaktadirlar. Tirkiye’de ise konuyla ilgili
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada 21 gonozomal InDel lokusundan (X kromozomuna
bagli 20 InDel: MID 76, MID 229, MID 356, MID 236, MID 198, MID 357, MID 193, MID
243, MID 218, MID 184, MID 75, MID 586, MID 111, MID 383, MID 395, MID 359, MID
220, MID 1566, MID 219, MID 358 ve Y kromozomuna bagli InDel: MID 227) olusan bir
multipleks panel olusturmak, bu panelin uygulanabilirligi i¢in optimizasyon ve validasyonu
yapmak ve on fikir vermek amaciyla Tiirkiye popiilasyonunda calisilarak; olusturulan panelin
gen sikliklari, heterozigutluk oran1 ve ayrimlama giicii belirlenerek Tiirkiye’deki adli
laboratuvarlarda genetik kimliklendirmede ve nesep tayininde kullanilabilir bir multipleks

(kit) haline getirilmesi amaglanmustir.



3. Genel Bilgiler

3.1. Adli Molekiiler Genetikte Ge¢misten Giiniimiize Gelismeler

Molekiiler genetik alaninda 1980°li yillarda gergeklestirilen ilerlemeler ile polimorfik
ozelliklerin direkt olarak DNA diizeyinde incelenmesine olanak taninmistir. 1985 yilinda Alec
Jeffreys’in DNA molekiiliinde polimorfik tekrar dizilerini kesfinden sonra adli bilimlerde
DNA kullannmi hizla gelismistir. O tarihten giiniimiize babalik - akrabalik iliskilerinin
belirlenmesinde ve diger kriminal arastirmalarda gerek bireylerden gerekse olay yerinden
toplanan biyolojik orneklerin kimliklendirilmesi DNA analiz teknikleri ile yapilmaktadir.
Teror, cinayet, cinsel saldir1, hirsizlik ve benzeri bir¢ok adli olgunun olay yerinde tespit edilen
biyolojik materyallerden izole edilen DNA profilleri sayesinde siipheli sahislar ile olay yeri

iliskilendirilebilmektedir (1,13,14).

DNA analizlerinin adli bilimlerde uygulanmaya baslandig: ilk donemlerde kullanilan VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats) lokuslarinin ayrim giicii yiiksek olmasina ragmen iyi
kalitede (pargcalanmamis), fazla miktarda (300-500 ng) DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, analiz
stirelerinin uzun ve zahmetli olmasi, radyoaktif madde maruziyeti gibi nedenlerle yerini yeni
teknolojiler almistir. Son 20 senedir adli kimliklendirmede yaygin olarak STR lokuslar

kullanilmaktadir (15,16).

STR lokuslarimin amplikon biiyiikliiklerinin kii¢iikk olmasi, bozunmus biyolojik 6rneklerde
basarili sonuglar alinabilmesi, multipleks analize imkan vermesi ve pahali donanim
gerektirmemesinden dolayr son yillarda adli bilimlerde genetik isaretler olarak

kullanilmaktadir (2,17,18).



Federal Bureau of Investigation-Federal Arastirma Biirosu (FBI) tarafindan kurulan bir DNA
veri bankas1 olan Combined DNA Index Systems (CODIS) adli bilimlerde kullanilmak iizere
13 STR lokusu belirlemistir. Bu lokuslarin multipleks PCR kitleri de ticari olarak tiretilmistir
(5). 2015 yilinda baglatilan ve validasyonu Ocak 2017’de tamamlanacak olan bir projeyle,
CODIS’e yeni lokuslar eklenerek lokus sayist Amelegenin lokusu ile birlikte 20’ye
cikartilacaktir. Birgok ticari firma bu lokuslar1 iceren yeni kitler iiretmistir ya da var olan

kitlerine mini STR lokuslarin1 eklemislerdir (19).

Bugiin ¢alisilan STR lokuslar1 halen kullanilmakla birlikte, olay yerinden gelen asir1 derecede
bozunmus biyolojik orneklerde tipleme sorunlari yasanmakta, bircok kez karsilagtirmaya
imkan verecek basarili sonuglar alinamamaktadir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla degrede
orneklerde dahi tipleme imkan1 veren kisa DNA dizinleri (miniSTR’ler) pazara sunulmustur
(5). Son yillarda ise ayn1 amagla DNA iizerinde ¢ok az yer kaplayan tek niikleotid
polimorfizmi (SNP-Single Nucleotide Polymorhism) ve InDel polimorfizmi gibi farkli DNA

polimorfizm arastirmalarina yonelinmistir (6,7,20).

3.2.Giiniimiizde Adli Kimliklendirmede Rutinde Kullanilan Onemli Kitler
PCR, yasam bilimi arastirmalarinda, kalitsal hastaliklarin saptanmasi, bulasict hastaliklarin
klinik tanisi, genlerin klonlanmasi, genetik kimliklendirme, babalik-nesep tayini gibi cesitli
amaglar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (21). Normal bir PCR reaksiyonunda temel olarak
asagidaki bilesenler bulunur:

e Kalip DNA: Analiz edilecek DNA izolat1

e Primer cifti-ciftleri: Cogaltilacak DNA bdlgesine ait sentetik oligoniikleotit baz dizisi

e Taqg Polimeraz: Amplifikasyonda DNA sentezlenmesi i¢in yiiksek sicakliga dayanikli

polimeraz enzimi.



e dNTP: (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) DNA polimerazin yeni DNA molekiillerini
olusturdugu dort deoksiniikleotid-trifosfat

e Buffer: DNA amplifikasyonu i¢in uygun bir kimyasal ortam saglayan tampon ¢ozelti

1985 yilinda Alec Jeffreys’in DNA molekiiliinde polimorfik tekrar dizilerini kesfinden sonra
adli bilimlerde DNA kullanimi hizla gelismistir. O tarihten beri babalik - akrabalik
iliskilerinin belirlenmesi ve diger kriminal arastirmalarda gerek bireylerden gerekse olay
yerinden toplanan biyolojik orneklerin kimliklendirilmesi DNA analiz teknikleri ile
yapilmaktadir (13). Bu analizler, polimorfik DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ve elektroforetik
analizi ile ele edilen DNA profillerinin karsilagtirilmasi sonucunda kisilerin kimliklendirmesi
asamalarindan olugsmaktadir. Adli bilimlerde, 1990 yilinda ilk PCR’ye dayali amplifikasyon

kiti Human Leuokocyte Antigens -HLA-DQA polimorfik lokuslar1 olmustur (21).

Genel olarak PCR kitleri, tiim PCR bilesenlerini (kalip DNA hari¢) ayni tiipte iceren,
optimizasyonu ve validasyonu tamamlanmis, kullanima hazir ticari tiriinlerdir. 1990 yilindan
beri ¢esitli ticari firmalar gelisen teknolojiye paralel olarak bir¢ok polimorfik lokusa ait hazir
ticari kit tiretmekte ve adli laboratuarlar tarafindan kullanilmaktadir. Ticari kitlere olan ilginin
nedeni; yontemin optimize ve valide olmasi, her laboratuvarda ayni standartlarda analiz
edilebilmesi, tek tiipte PCR bilesenlerin tiimiinli igermesi ve belli standartlarda iiretilmis

olmasidir (21).

Adli kimliklendirme amagli PCR kit iiretimi 1990 yilindan bu yana sirastyla; doku uygunluk
antijenleri (HLA lokuslar1), VNTR lokuslari, STR lokuslari, SNP lokuslar1 ve InDel lokuslar1
olmak tizere ¢esitli sistemlerin polimorfizminden yararlanarak kit tiretimi yapilmakta ve adli

genetik laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (6,7,13,14,20,22).



3.2.1. Adli genetik laboratuvarlarinda kullanilan STR analizine dayal kitler

3.2.1.1. AmpFISTR® Identifiler® Plus PCR Amplification Kit
Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific firmasinin tirettigi kullanima hazir bir kittir. 20
yila yakin bir siiredir, STR teknolojisini kullanarak adli genetik laboratuvarlarinda genetik
kimliklendirme amaciyla kullanilmaktadir. CODIS’in 6nerdigi 13 STR lokusunu da igeren 15
STR lokusu ve cinsiyet ayrimi i¢in kullanilan Amelogenin lokusu ile birlikte toplamda 16
STR lokusunun (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, vWa, TPOX, D18S51, D5S818, FGA, Amelogenin) ayni
anda multipleks olarak analizine imkan vermektedir. STR lokuslari, kitin igerigindeki 5 ayr1
floresans boya ile isaretlenmis primerler kullanilarak kapiller elektroforez - Applied
Biosystems 310, 3130, 3130xl, 3500 ve 3500xI cihazlarinda analiz edilmektedir (23). Bugiin

adli genetik laboratuvarlarinda kullanilabilen ticari hazir bir kittir.

3.2.1.2. PowerPlex® 16 System Kit
Promega firmasmna ait 16 STR lokusunu (D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E,
D5S818, D13S317, D7S820, D15S539, CSF1PO, Penta D, VWA, D8S1179, TPOX, FGA,
SE33) igeren kit, adli genetik laboratuvarlarinda genetik kimliklendirme amaciyla
kullanilmaktadir. STR lokuslari, 4 ayr1 floresans boya ile isaretlenmis primerler kullanilarak
kapiller elektroforez - Applied Biosystems 310, 3130, 3130xl, 3500 ve 3500xI cihazlarinda

analiz edilmektedir. Halen adli genetik laboratuvarlarinda kullanilan ticari bir kittir (24).

3.2.1.3. Investigator ESSplex Plus Kit
Qiagen firmasina ait, Avrupanin benimsedigi (European Standard Set-ESS) yeni lokuslar1 ve
Amelogenin ile beraber 16 multipleks STR lokusunun (Amelogenin, THO01, D3S1358, VWA,

D21S11, D16S539, D1S1656, D19S433, D8S1179, D2S1338, D10S1248, D22S1045



D12S391, D2S441, D18S51) analizine imkan veren ticari bir kittir. STR lokuslari, kitin
icerigindeki 4 ayr1 floresans boya ile isaretlenmis primerler kullanilarak kapiller elektroforez -
Applied Biosystems 310, 3130, 3130x1, 3500 ve 3500x] cihazlarinda analiz edilmektedir.
Diger ticari firmalara gore piyasaya son yillarda girmis olup, adli genetik laboratuvarlarinda

kullanilan hazir bir kittir (25).

3.2.1.4. GlobalFiler™ PCR Amplification Kit

Adli genetikteki son gelismelere paralel olarak (CODIS lokus sayisinin 20’ye ¢ikarilmasi vb.)
son donemde Applied Biosystems - Thermo Fisher Scientific firmasi tarafindan 6 farkli
floresans boya ile isaretli primerlerin kullamldig1 24 lokuslu iiretilen ticari kitidir. Icerdigi
STR lokuslar1 (D3S1358, vWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51,
DYS391, D2S441, D19S433, THO1, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33,
D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S1338, Y indel, Amelogenin) FBI, Avrupa ve CODIS’in
benimsedigi tiim bdlgeleri kapsamaktadir. Kitte cinsiyet ayirict kromozom olarak
Ameleogenin lokusuna ek olarak bir adet Y InDel lokusu kullanilmistir. Bu lokuslardan 10°u
mini STR lokusudur. 24 lokusun ayrim giiciiniin yiiksek olmas1 ve mini STR lokusu igermesi
sayesinde zorlu adli vakalarda diger kitlere gére %90 daha basarili profil elde etmek
miimkiindiir. Ayrica bu kitte, tiim diinya popiilasyonuna ait DNA veri tabanina uygun olarak
alel araliklar1 genisletilmistir. Bu sayede global adli genetik kimliklendirmeye olanak

tanimaktadir.

Kitte 6 floresans boya bulundugundan Applied Biosystems 3500 ve 3500x1 kapiller

elektroforez cihazlarinda analiz yapilabilmektedir (26).
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3.2.1.5. PowerPlex® Fusion 6C System Kit

Promega firmasimin adli genetikteki son gelismelere paralel olarak en son ¢ikardigi 27 STR
lokuslu (D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248, D13S317, D16S539, D18S51, D2S1338,
CSF1PO, THO1, VWA, D21S11, D7S820, D5S818, TPOX, D8S1179, D12S391, D19S433,
SE33, D2251045, FGA, DYS391, DYS576, DYS570, Penta E, Penta D , Amelogenin) ticari
bir kittir. Kit CODIS ve Avrupa’nin benimsedigi tiim lokuslar1 igermekte olup cinsiyet ayirici

Ameleogenin lokusuna ek olarak 3 adet Y STR lokusu igermektedir.

6 floresans isaretli boya kullanilarak primerler tasarlanmistir. 27 STR lokusu tek multiplekste
analiz edilebilmektedir. Bu sayede kitin ayrim giiciinii diger firmalarin ticari iiriinlerine gore

artirmistir.

Kit 6 floresans boya teknolojisine uygun olup analiz Applied Biosystems 3500 ve 3500xI

kapiller elektroforez cihazlarinda yapilabilmektedir (27).

3.2.1.6. Investigator 24plex QS Kit

Qiagen firmasmin adli genetikteki son gelismelere paralel olarak en son ¢ikardigi 24 STR
lokuslu (THO1, D3S1358, VWA, D21S11, TPOX, DYS391, D1S1656, D12S391, SE33,
D10S1248, D22S1045, D19S433, D8S1179, D2S1338, D2S441, D18S51, FGA, QS1,
D16S539, CSF1PO, D13S317, D5S818, D7S820, QS2 ) kitidir. Kit, CODIS, Avrupa ve
International Criminal Police Organization - Uluslararasi Polis Teskilati’nin (Interpol)
benimsedigi tim lokuslar1 igermektedir. 6 floresans boya teknolojisine uygun olup Applied

Biosystems 3500 ve 3500x1 kapiller elektroforez cihazlarinda galisilabilmektedir (28).
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3.2.1.7. AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit

Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific firmasinin gelistirmis oldugu 8 adet mini STR
lokusu (D13S317, D7S820, D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO, FGA) ve
Amelogenin lokusunu ig¢eren miiltipleks bir kittir. STR lokuslarinin amplikon boyutlar1 70-
283 bg olup ozellikle olay yerinden gelen zorlu adli 6rneklerin analizinde kullanilmak iizere
iiretilmistir. Lokuslarin kii¢clik amplikon boyutlarindan dolay1 kite ‘MiniFiler’ ad1 verilmistir.
Kitte 4 floresans boya ile isaretlenmis primerler kullanilmistir. Ornekler kapiller elektroforez -

Applied Biosystems 310, 3130, 3130x1, 3500 ve 3500xI cihazlarinda analiz edilmektedir (29).

3.2.1.8. AmpFISTR® Yfiler® Plus PCR Amplification Kit

Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific firmas: tarafindan iiretilen Y kromozomu
polimorfizim analizine dayal1 27 Y STR lokusunun (DYS19, DYS385 a/b, DYS387S1 a/b,
DYS389 I/11, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DY S448,
DYS449, DYS456, DYS458, DYS460, DYS481, DYS518, DYS533, DYS570, DYS576,
DYS627, DYS635 (Y GATA C4) ve YGATA H4) multipleks analizine imkan veren PCR
kitidir. Kitin onceki versiyonunda (AmpFISTR® Yfiler® PCR Amplification Kit) 17 STR
lokusu analiz edebilirken gelistirilen bu kit ile 10 STR lokusu daha eklenerek 6zelikle olay
yerinden gelen zorlu drneklerin analizinde etkindir. Bu lokuslarin 7°si hizli mutasyon oranina
sahip olup akraba erkeklerin ayriminda etkin kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Kit 6
floresans boya teknolojisine sahiptir ve Applied Biosystems 3500 ve 3500xI kapiller

elektroforez cihazlarinda galisilabilmektedir (30).
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3.2.1.9. PowerPlex® Y23 System

Promega firmasina ait Y kromozomu polimorfizmine dayal1 23 Y STR lokusunun (DY S576,
DYS389l, DYS448, DYS3891l, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533, DYS438,
DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393, DYS458,
DYS385a/b, DYS456 ve Y-GATA-H4) multipleks analizini saglayan PCR amplifikasyon
kitidir. Olay yerinden gelen Orneklerin kimliklendirilmesinde ve nesep tayininde Y
kromozomu polimorfizminden yararlanmak iizere tasarlanmistir. Kitte 4 floresans boya ile
isaretlenmis primerler kullanilmistir. Kapiller elektroforez - Applied Biosystems 310, 3130,

3130x1, 3500 ve 3500x1 cihazlarinda analiz edilmektedir (31).

3.2.1.10. Investigator Argus Y-12 QS Kit

Qiagen firmasina ait Y kromozomu polimorfizm analizine dayali, Scientific Working Group
on DNA Analysis Methods —DNA analiz Metotlar1 Bilimsel Calisma Grubu (SWGDAM)
tarafindan benimsenmis 12 Y STR lokusunun (DYS439, DYS437, DYS390, DYS385,
DYS391, DYS389-1, DYS19, DYS389-11, DYS393 DY S438, DYS392) multipleks analizini
saglayan PCR amplifikasyon kitidir. Nesep tayininde Y kromozomu polimorfizminden
yararlanmak {izere tasarlanmis olan kit igerisindeki 4 ayr1 floresans boya ile isaretlenmis
primerler kullanilarak 6rnekler kapiller elektroforez - Applied Biosystems 310, 3130, 3130xl,

3500 ve 3500x1 cihazlarinda analiz edilmektedir (32).

3.2.1.11. Investigator Argus X-12 QS Kit

X kromozomu polimorfizmine dayali nesep tayini analizleri i¢in iiretilmis bir iriindiir.
Qiagen firmasi tarafindan 12 X STR lokusunu (DXS10103, DXS8378, DXSI10101,

DXS10134, DXS10074, DXS7132, DXS10135, DXS7423, DXS10146, DXS10079,
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DXSHPRTB, DXS10148) ve otozomal D21S11 ile Amelogenin lokuslariyla birlikte toplam

14 lokusun miiltipleks analizi i¢in gelistirilmis PCR amplifikasyon kitidir (33).

3.2.2. SNP analizine dayah Kitler
DNA iizerinde ¢ok az yer kaplayan SNP genetik isaretlerinin hazir ticari formlar1 son yillarda
gelistirilmistir.  Bu ticari SNP kitleriyle kimliklendirmeye ek olarak ozellikle siipheli
DNA’sina ait herhangi bir veri bulunamadiginda, kisilerin sag rengi, goz rengi, ten rengi gibi
fenotipik 6zelliklerini belirmeye yarayan ve biyocografik soy tayini saglayan SNP kitleri de
gelistirilmistir. SNP analizleri son donemde hizli ve veri kalitesinin arttirilmasini saglayan
daha ileri seviyede analize olanak veren yeni nesil dizileme sistemlerinde — NGS (Next
Generation Sequencing System) yapilmaktadir. Ayni anda ortalama 120 SNP bdlgesi
caligilarak %99,99’luk ayirim giiciine ulasilabilmektedir. Ticari NGS Kitleri ilk defa 2014
yilinda Thermo Fisher Scientific tarafindan “lon PGM > sistemi i¢in tasarlanip iki tiir olarak
piyasaya siiriilmiistiir. Daha sonra Illumina, “MiSeq FGx Forensic Genomics System” i¢in

tasarladigi kiti piyasaya stirmistiir (34).

3.2.2.1. Precision ID Identity Panel
Applied Biosystems - Thermo Fisher Scientific firmasi tarafindan degrade ve eser miktardaki
orneklerde kimliklendirme ve nesep tayini amaciyla kullanilmak {izere tasarlanmis, Applied
Biosystems marka lon PGM, lon S5-S5 XL NGS cihazlarinda analiz edilebilen bir kittir. 124
SNP noktas1 iceren kit ile her tiirlii biyolojik drnekte (kan, tiikiiriik, svab, viicut sivisi vs.)
caligilabilmektedir. Kit tasarlanirken rutinde kullanilan STR lokuslarmin ayrim giiclinii
yakalayabilmek i¢in 124 SNP secilerek %99,99° luk ayrim giiciine ulasilabilmistir. Bu 124
SNP noktasi; 90 otozomal SNP, 34 Y kromozomuna 6zgii SNP’den olusan, diisiik mutasyon
oranina ve kii¢clik amplikon boyutuna sahip (132-141 niikleotit) bolgelerdir. Bu sayede kit

degrede ya da eser miktarda drneklerle ¢calismaya imkan sunmaktadir (34).
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3.2.2.2. Precision 1D Ancestry Panel
Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific firmasi tarafindan olay yerinden elde edilen
stipheli DNA’sina ait 6rnegin veri tabaninda bir eslesmeye rastlanmamigsa, sorusturmaya yon
verebilecek ve kisiyi tanimlayabilecek hem fenotipik 6zelliklerini (sa¢ rengi, gbz rengi, ten
rengi) hem de soy tayinini yapmak tizere gelistirilmis bir kittir. Bu kit ile 165 SNP noktasi
multipleks olarak Applied Biosystems lon PGM, lon S5-S5 XL NGS cihazlarinda analiz
edilebilmektedir. Degrade ve her tiirlii biyolojik 6rnekte (kan, tiikiiriik, svab, viicut sivisi vs.)
calisilabilmektedir. Kit ile birlikte ALFRED (Allele Frequence Database) software
kullanilmaktadir. Bu software tiim kitasal diizeyde populasyonlara 6zgii verilere sahiptir ve
analiz edilen her 6rnegin hangi populasyona yakin oldugunu tespit ederek harita iizerinde
kisinin hangi ik ve bolgeden oldugunu gosterir. Kitin icerdigi SNP noktalart ile % 99,77

oraninda ayrim giiciine ulagilmaktadir (34).

3.2.2.3. ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit
[llumina firmasi tarafindan tamamen adli genetik uygulamalari i¢in tasarlanan bu kit hem olay
yeri Ornekleri hem de referans orneklerde kullanilmak tizere gelistirilmistir. Adli genetik
uygulamalarinda STR ve SNP teknolojilerini ayn1 anda kullanan ilk ve tek validasyonlu kittir.
Ayn kit ile 29 otozomal STR, 24 Y-STR ve 9 X-STR lokuslari, 86 kimliklendirme SNP
noktasi, 22 fenotip belirleyen SNP noktast ve 56 biyocografik soya ait SNP noktasin1 bir
arada calismak miimkiindiir. Ustelik bu 200’den fazla lokusun analizi i¢in 1 ng DNA
kullanilabilmektedir. Bu kitle olay yerinden gelen orneklerde sikca rastlanan alel diismesi ve
kismi profil sorunlar1 yasanmamaktadir. Kit yeni nesil dizileme sistemi olan [llumina MiSeq

FGx sistemine valide olup bu sistemde ¢alisilabilmektedir (34).
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3.2.3. InDel analizine dayal kitler

Adli bilimlerde InDel lokuslari son yillarda kullanilmaya baslanmigtir. Bu sebeple InDel kit
iiretimi de oldukca kisithidir. Genellikle adli bilimciler kendi InDel panellerini olusturmakta
ve yayginlastirmaya calismaktadir (35). Halihazirda mevcut 2 adet ticari InDel Kiti
bulunmaktadir.
3.2.3.1. Investigator® DIPplex Kit

Qiagen firmasi tarafindan Son 2-3 yilda piyasa siiriilmiis somatik kromozomlarda bulunan 30
InDel lokusunu igeren bir kittir. Kit ayrica Amelogenin lokusunu da i¢cermektedir. Segilen
InDel lokuslar1 160 b¢’den kiiciik olup 6zellikle felaket kurbanlariin kimliklendirilmesi ve
antropolojik aragtirmalar i¢in {retilmistir. ABI 310, 3130, 3130XL, 3500, 3500XL

cihazlarinda analiz edilmektedir (36).

3.2.3.2. InDelPlex INDEL Polymorphism Detection Kit
Pereira R. vd. tarafindan 2009 yilinda Oporto Universitesi Molecular Immiinoloji ve Patoloji
Enstitiisii ile Santiago de Compostela Universitesi ortakliginda gelistirilen, son 1-2 y1l iginde
Genomica firmasi ile birlikte ticarilestirdikleri bir kittir. Kit 38 InDel bolgesinin multipleks
PCR amplifikasyonuna olanak saglamaktadir. Bu lokuslar somatik InDel’lerden olugmaktadir.
Adli genetik kimliklendirme ve klinik diagnostik amagh tiretilmistir ABI 310, 3130, 3130XL,

3500, 3500XL cihazlarinda analiz yapilabilmektedir (6, 7, 8).

3.3. Insersiyon/Delesyon Polimorfizminin Adli Genetikte Kullanimi
Nokta ya da gen mutasyonlari, DNA dizisinde meydana gelen ve sonraki nesillere
aktarilabilen degisiklikler olarak tanimlanirlar. Nokta mutasyonlari genellikle bir veya birkag
niikleotidde meydana gelen mutasyonlar olup genomun yapisinda degisiklige neden

olurlar. Baz dizisinin eksilmis olmasina delesyon, baz eklenmesi olayina ise insersiyon adi
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verilmektedir (22,37) (Sekil 1). Insersiyon ya da delesyon mutasyonlar;, nokta
mutasyonlarindan ¢ok daha 6énemli degisikliklerdir. Ciinkii DNA zincirinde bir ya da birden
fazla bazin eksilmesi ya da eklenmesi, genellikle eklenme ya da eksilmenin oldugu noktadan
baslayarak okuma kodu g¢ergevesinin kaymasina yol acar. Bu da gen yapisinda 6nemli

degisiklikler meydana getirerek polimorfizme neden olur (6,7).

Normal DNA Dizisi
TACTTCAAACCGCGGT

~ YHGSSNANGRUAS

Polipeptit i _usil- enell: ol N-_Z
v
Baz Eklenmesi Baz Eksilmesi
ol
TACTTCAAATCGCGT rucrrcAA'cccccrA
welll Al ehall secll Al Al ul Asl el
Inzersiyon Delesyon

Sekil 1. Baz dizisi iizerinde Insersiyon ve delesyonun sematize gosterimi (38).

3.3.1. Insersiyon
DNA baz dizisine bir veya daha fazla bazin eklenmesi sonucu dogal diziyi bozan mutasyon
cesididir. Bu ekleme bir baz olabilecegi gibi biitiin bir kromozom kadar da olabilir (Sekil 2).
DNA polimerazin kaymasi sonucu genellikle mikrosatellit bolgelerine komsu olmayan baz

dizilerinin ana diziye eklenmesi sonucu olustugu diistiniilmektedir (39,40,41).
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A B | Ninm /

2

~1m

Insersiyon

Sekil 2. Kromozom boyutunda insersiyon (38).

3.3.2. Delesyon
DNA baz dizisinde bir veya daha fazla bazin eksilmesi-¢ikarilmasi sonucu olusan mutasyon
cesididir. Insersiyonda oldugu gibi delesyon baz bir veya birka¢ bazda olabilecegi gibi
kromozom boyutunda da olabilmektedir (Sekil 3). Kromozomun bir pargasinin kopup,

kaybolmasi seklinde olusan delesyon ciddi genetik hastaliklara yol agabilmektedir (39,40,41).

s

Delesyon

Sekil 3. Kromozomal boyutta delesyon (38).
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3.3.3. InDel (insersiyon/Delesyon)

InDel, 6zellikle somatik ve gonozomal kromozom mutasyonlar;; adli molekiiler genetik,
evrim ve popiilasyon genetigi calismalarinda delesyon veya insersiyonun ayri ayri ya da
ikisinin bir arada goriildiigii mutasyon kombinasyonlarin1 ifade etmek icin kullanilir
(40,41,42).

Kromozomun bir bdliimiiniin veya tamaminin delesyona veya insersiyona ugramasi g¢esitli
oldiirticti genetik hastaliklara neden olur. Tek veya birka¢ bazin insersiyon veya delesyona
ugramast ise uzunluk polimorfizmine neden olur. DNA iizerinde 1-50 niikleotit arasinda
olusan InDel mikroindel olarak tanimlanir (43). Polimorfik olmalarindan dolayr InDel’ler
popiilasyon, filogenetik ¢alismalarinda ve kimliklendirmede kullanilabilmektedir (6,7,8,44).
Polimorfizm ardisitk mutasyonlar sonucunda meydana gelir ve kusaktan kusaga Mendel
yasalarina gore aktarilirlar. 2002 yilinda James Weber ve arkadaslar1 insan genomu {izerinde

2000’in iizerinde bialelik insersiyon/delesyon bolgesi tanimlamislardir (3).

InDel’ler genomdaki tiim genetik varyasyonlarn %16-25’ini olusturmaktadirlar. Insan
popiilasyon c¢aligmalarinda 1,6-2,5 milyon InDel polimorfizmi tanimlanmistir. Bu da
Insersiyon veya delesyon (InDel) sonucu meydana gelen kalitimsal degisikliklerin, insan
genomunda siklikla goriildiiglinii ve genetik isaret olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Ancak bu kadar sik goriilmelerine ragmen yapilan calismalar kisithidir (21). Oysa ayrim
giiclerinin ve heterozigotluk oranlarinin yiliksek olmasi; kimliklendirmede, biyolojik koken
aragtirmalarinda, evrimsel arastirmalarda ve molekiiler antropolojide kullanilmaya elverisli
kilmaktadir. Bu sebeple giintimiizde adli kimliklendirmede DNA profillemesinde kullanilan

SNP ve STR polimorfizmine alternatif olugturmaktadir (6,7,8,9,10).
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3.3.3.1. Gonozomal InDel lokuslarinin adli genetikte kullanim
InDel lokuslar1 hem somatik hem de cinsiyet kromozomlar1 tizerinde bulunmaktadir. Somatik
kromozomlarla karsilastirildiginda X ve Y kromozomlarinda da benzer oranda InDel
varyasyonlar1 bulunmaktadir. X’e bagli polimorfizm analizinde baba/kiz iliskisinde otozomal
genetik isaretlere ek olarak kullanilabilir. Akraba iki erkegin (baba/ogul gibi) babalik
davasinda, cocugun kiz olmasi durumunda X kromozomundaki polimorfizmin kullanilmasiyla
babalik belirlenebilir. Ciinkii siipheli babalar farkli annelere sahip oldugundan farkli X

kromozomlarina da sahip olacaklardir (3,45).

Y kromozomu babadan ogula degismeden aktarildigindan, ayni ailenin erkek bireylerinde
mutasyon ve genetik anomaliler diginda ayni sekilde goriilmektedir. Bu sebeple Y
kromozomuna bagli polimorfizim analizi ile, popiilasyon genetigi, biyocografik soy
belirlenmesi, erkek tarafindan akrabaliklarin degerlendirilmesi-baglant1 analizi ve adli genetik
kimliklendirme calismalar1 yapilabilmektedir. Ozellikle baba adayinmn bulunamadigs,
biyolojik materyalinden DNA elde edilemedigi durumlarda ya da 6lii oldugu durumlarda
cocuk erkek ise; feth-i kabir yapmaya gerek kalmadan babanin soy agacinda yer alan dede,
amca, kuzen vs. gibi herhangi bir erkegin Y-kromozom lokuslarmin tiplendirilmesi ile
sorgulanan ¢ocugun aileye dahil edilip edilmedigi sdylenebilir (46,47,48). Benzer sekilde
babanin 61diigli ya da bulunamadigi durumlarda ¢ocugun kiz olmasi kosulu ile, babaanne-kiz
cocuk arasinda X’ e bagli polimorfizmin analizi ile babalik davalar1 ¢6ziimlenebilir. Cocugun
X kromozomlarindan biri babasindan gelmektedir ve babasinin X kromozomu da onun
annesinden gelmektedir. Sonu¢ olarak kiz ¢ocuktaki baba kaynakli X kromozomu mutlaka

babaannenin X kromozomlarindan biri olacaktir (3,45).

Cinsel tecaviiz su¢larindan sonra olusan hamilelikler kiirtaj ile sonuglandirilabilir. 6—8 haftalik

kiirtajlarda diisiik materyali, maternal kan ve dokularla birlikte bulunur ve bunlar mikroskobik
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olarak ayrilamasi zordur. Bu durumda fetiis disi ise, X’ e bagl polimorfizm analizi ile
babadan kalitilan X kromozomunun varligi tespit edilebilir (3,45). Y kromozomundan da
cinsel suglarda yararlanilmaktadir. Magdurun kadin oldugu durumlarda magdura ait vajinal
stirtintii 6rneginde magdur ve faile ait DNA karisim durumundadir. Kadinda Y kromozomu
bulunmadigindan elde edilen karisitm DNA’sinda Y kromozomu lokuslari kullanilarak

kimliklendirme yapildiginda yalnizca faile ait profil elde edilmektedir (46,47,48).

Anneleri farkli veya ayni 2 kiz ¢ocugunun, ayn1 babadan olup olmadiginin arastirilmasi yine
X’ e bagli polimorfizmin analizi ile belirlenebilir. Babada bir X kromozomu bulundugundan
tim kiz cocuklarma aynt X kromozomunu aktaracaktir. Ancak babalar1 ayni degilse

babalarindan aktarilan X kromozomu lokuslar1 da farkli olacaktir (3,45).

Bu tiir olgularda ve olay yerinden gelen &rneklerin profillendirilmesinde gonozomal ve
otozomal InDel’ler STR ve SNP lokuslariyla birlikte kullanilarak daha basarili sonuclar elde

edilebilmektedir (3,45).

3.4. Multipleks Panel Gelistirilmesi ve PCR Optimizasyonu

PCR optimizasyonu, yontemin gerekliliklerine ve c¢esidine goére PCR bilesenlerinin
dengelenip optimum kosullara getirilmesidir. Optimize edilmesi gereken PCR bilesenleri ise:
Polimeraz enzimi, PCR tampon c¢ozeltisi, primer konsantrasyonlar1 ve Tm degerleri,
*2)

Deoksintikleotid =~ Trifosfatlarin  (ANTP) konsantrasyonu, Magnezyum (Mg iyon

konsantrasyonu ve dongii parametreleridir (49,50).
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3.4.1. Taq polimeraz secimi ve konsantrasyonu
Taq polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen DNA polimeraz enzimidir.
Thermus aquaticus, termofilik bir bakteri olup kaplica ya da jeotermal bolgelerde yasar. Taq
polimeraz enzimi, PCR'de kullanilan, yiiksek sicakliklara dayanabilen bir enzimdir. Bu
sebeple PCR yonteminin gelismesinde en biiylik katki bu enziminin bulunmasi olmustur.
Glinimiizde PCR’de Hot Start 06zellikte AmpliTaq Gold gibi Taq polimerazlar
kullanilmaktadir. Hot Start DNA Polimeraz, Taq DNA Polimeraz’in gelistirilmis bir formudur
ve 1s1 muamelesi ile aktive edilmektedir. Enzimin aktif bolgesine eklenen kimyasal bir madde
ile oda sicakliginda inaktif hale getirilmistir. PCR’nin hazirlik ve baslangi¢ asamasinda heniiz
aktiflesmeyen enzim, bu asamalarda meydana gelen yanlis primer baglanmalarini ve yanlig
uzamalart engellemektedir. Bu sekilde standart DNA polimerazlara gore daha spesifik ve

yiiksek verimde PCR iiriinii elde edilebilmektedir.

Enzimin miktar1 da PCR’de 6nemli bir faktordiir. PCR kosullar1 optimum hale getirildiginde
100 pl reaksiyon igin onerilen Taq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2,5 iinitedir. Bu
miktar kalip DNA veya primere gore degisebilir. Enzim konsantrasyonu diisiik olursa elde
edilecek iirtin (DNA) az olur. Enzim konsantrasyonu yiiksek olursa istenmeyen bantlar ortaya

cikabilir (49,51,52).

3.4.2. Magnezyum iyon konsantrasyonu
MgJ'2 tyonlarinin esas islevi DNA polimerazin aktivitesini baslatmak ve primer-kalip DNA
hibridizasyonunu saglamaktir. Ayrica ¢ift iplikli DNA’nin erime noktast (Tm) degerini
arttirmaktir. PCR ortamina eklenen Mg+2 iyonunun reaksiyon karisimindaki konsantrasyonu
farkli PCR uygulamalarinda degisiklik gosterebilir. Mg+2 konsantrasyonu primerlerin acilan

DNA zincirlerine yapigmasini, kalip DNA’nin acilma sicakligini, PCR sonucunda elde edilen
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DNA kalitesini, primer-dimer olusumlarini, enzim aktivitesini ve giivenilirligini
etkilemektedir. Bu nedenle PCR’de Mg iyon konsantrasyonunu ayarlamak ¢ok nemlidir.
Bir PCR protokoliiniin optimum kosullara gelebilmesi i¢in 0,5-2,5 milimolar (mM) arasinda

Mg*? iyonlarinin dNTP konsantrasyonu igerisinde bulunmasi gerekmektedir (49,50).

3.4.3. dNTP konsantrasyonu
DNA polimeraz enzimi DNA sentezleyebilmek i¢in; komplementerini sentezleyecegi bir kalip
DNA molekiiliine, substrat olarak serbest niikleotidlere - ANTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
ve kalip zincire eslesmis primere ihtiyag duyar. Ticari lriin olan dNTP’ler esit
konsantrasyondaki dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin karisimindan olusmaktadirlar. PCR
reaksiyonu i¢in dort bazin konsantrasyonu da esit olmali ve optimum kosullar i¢in her bir
deoksiniikleotid (adenin, timin, quanin, sitozin -A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 uM
arasinda olmalidir. dANTP konsantrasyonunun yiiksek olmasi, yeni sentezlenen DNA
dizilerinde hatali dizilerin olarak ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Bu sebeple miimkiin oldugu
kadar diisiikk konsantrasyonda dNTP kullanmak PCR’nin 6zgiinliiglinii ve gilivenilirligini
artirmaktadir. ANTP’ler karisim halinde veya ayr1 ayr olarak satin alinabilir. Genellikle 100
mM konsantrasyonda satilan dNTP karisimlarinin 10 mM’lik kii¢lik hacimlere bdliinerek —20

°C de saklanmalidir (49,50).

3.4.4. PCR tampon ¢ozeltisi
PCR tampon c¢ozeltisinin karigimi beraber kullanildigi enzime ve PCR sartlarina gore
degisiklik gosterebilir. Tris-HCI, Tris-Asetat, Taps tampon ¢ozeltilerinde en sik kullanilan
kimyasallardir. PCR tamponu olarak genellikle tecih edilen10-50 mM aras1 Tris-HCI’dir. Bu
tampon ¢oOzeltinin 20 °C de pH’si 8,3-8,8 arasinda degisir. Tampon c¢ozeltisinde primer

baglanmasini kolaylastirmak icin 50 mM KCIl veya NaCl; enzimin daha iyi ¢alismasina
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yardimc1 olmak icin Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 deterjani ilave
edilir. Fakat 50 mM’1n {izerindeki KCl veya NaCl Taq DNA polimeraz aktivitesini engeller

(49,53).

10X Buffer dengelenmis Amonyum/Potasyum konsantrasyonu ile multipleks PCR igin
optimize edilmis bir tampon sistemidir. Multipleks PCR i¢in gerekli tiim tampon ¢ozeltilerini
karisim halinde igerir. Genellikle 10X Reaksiyon Buffer: Tris-HCIl pH:8.7, dengelenmis
KCI/(NH4),S04, 15mM MgCl2, %1 Tween 20® igerir. 10X Buffer’in son konsantrasyonu

1X olacak sekilde kullanilir (54).

3.4.5. Multipleks PCR karisimi (PCR master miks, PCR miks)
PCR reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler genellikle; MgCl,, 10X PCR tamponu, dNTP’ler,
Taq DNA Polymeraz’dir. PCR bilesenlerini tek tek kullanmak yerine tiim bilesenleri tek tiipte
iceren hazir ticari PCR karigimlart bulunmaktadir. Bu hazir karisimlar 6zellikle multipleks
PCR gibi daha karmasik ve gelismis PCR sistemleri i¢in optimize edilmis iiriinlerdir ve bir¢ok
arastirmact PCR c¢alismalarinda hazir ticari PCR karigimi kullanmaktadir. Tercih edilme
nedeni ise; maliyetinin diisiik olmasi, multipleks PCR c¢aligmalar1 i¢in optimize edilmis
olmasi, kolay olmasi ve PCR reaksiyonu hazirlama siiresini kisaltmasidir. Ayrica primer
haricinde tiim PCR karisimi bir seferde alindigindan kontaminasyon riski de en aza

inmektedir (55).

3.4.6. Primer dizaym, konsantrasyonu ve Tm degerleri
Primerler (oligoniikleotidler): PCR iirliniine 6zgii 18-30 baz ¢ifti arasinda degisen dizileridir.
Primerler tasarlanirken ¢ogaltilmasi istenen hedef DNA bdlgesinin her iki ucuna tamamlayici

olan diziler tasarlanir (56).
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Primerlerin 3’ uclarindaki baz dizini primerin dogru yere baglanmasini belirlemektedir. Eger
ileri ve geri yonlii (forward ve reverse) primerlerin karsilikli olarak 3’ uglarinda birbirlerine
komplementer baz dizisi igeriyorsa bu durum istenmeyen primer-dimer olusumlarina neden
olur (49).

Primer tasarimi yapilirken dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalar:

e Genellikle en fazla 30 baz ¢ifti uzunlugunda olmalidir.

e Ogzellikle G-C oraninin %50 nin altinda kalmasina 6zen gosterilmelidir.

e Tm sicaklig1 birbirine yakin primer ¢iftlerinin se¢ilmesine dikkat edilmelidir.

e Dort bazin da esit oranda kullanimma 6zen gosterilmeli, primerler tekrarli bolgeler
icermemeli ve secilen primerin genomda baska bir bolgeye komplementer olup
olmadiginin NCBI, VEGA, ENSEMBL vb. genom veri bankalarindan kontrolii
yapilmalidir.

e Secilen primer ¢iftlerinin primer-dimer yapma olasiliklarinin olmamasina dikkat

edilmelidir (57).

Primerlerin baz dizisindeki guanin, sitozin (GC) miktart1 ve primerlerin baglanmasi igin
gerekli sicaklik miktar1 (Tm) arasinda ¢ok iyi bir denge kurmak gerekir. Bu denge
saglanamadig takdirde PCR’de iyi sonu¢ almak miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle primer
dizilerinin ortalama %50-60’min G ve C bazlarmin olmasi gerekir. Ornegin bir primerin baz
dizisinde GC oran1t % 50 ve Tm degeri 56-62 °C arasinda olursa bu primerin sorunsuz bir
sekilde ¢aligmasi beklenir. Primerlerin denatiirasyonda ikiye ayrilan DNA zincirlerinde hedef
bolgeye hatasiz bir sekilde baglanabilmesi icin baglanma sicakligimin iyi hesaplanmasi
gerekmektedir. Primerlerin baglanma sicakligini hesaplamak i¢in Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T)

formiilii kullanilmaktadir (49,58).
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Giliniimiizde primer tasarlamak icin bilgisayar programlar1 yapilmistir. Bu programlarda da
genellikle dort bazin esit oranda kullanimina dikkat edilir. Primerler, aralarinda tek bir
niikleotid farki olan hedef dizileri birbirinden ayiracak sekilde tasarlanir ve bdylece genetik
testler icin alele spesifik problar hazirlanabilir. Tasarlanan primerleri sentezletmek igin
iireticiler genellikle 3 yontemden birini kullanir.
e Tuzdan arindirma (desalting)- en ucuz yontemdir, Ancak primerler dizi analizinde
kullanilacaksa bu yontem tercih edilmemelidir.
e Kolon bazli saflagtirma ¢ok temiz sonug¢ veren tuzdan arindirma yontemine gore daha
pahal1 ancak HPLC’ye gore ekonomik olan bir yontemdir.
e HPLC- en basarili saflastirma yontemi olmakla beraber maliyeti en yiiksek olan
yontemdir.
Primerler, firmalardan genellikle liyofilize halde ve steril olarak temin edilir. 200 pmol/ul
olacak sekilde sulandirildir daha sonra bu stoktan 10 pmol/ul’lik bir diliisyon hazirlanarak
kullanilabilir (57). Genellikle PCR’de primer konsantrasyonu 0,1-0,5 uM arasinda olmasi
gerekir. Primer konsantrasyonu yiiksek oldugunda primerler yanlhs baglanabilmekte ve
spesifik olmayan DNA bantlar1 olusabilmektedir. Ayrica primer-dimer olusarak elde edilecek

PCR firiiniin az olmasina da neden olur (49,57,58).

3.4.7. PCR dongii kosullar:
PCR, 6n denatiirasyon, denatlirasyon, annealing (baglanma) ve ekstansiyondan (uzama)

olusan tekrar dongiileri ile final ekstansiyon asamalarindan olusur.

3.4.7.1.Denatiirasyon

0
PCR’de kullanilan kalip DNA iplikg¢iklerinin ¢ift sarmal yapisi 92-95 C’de 1-2 dakikada

birbirlerinden ayrilir. Ancak GC bazlarinca zengin kalip DNA zincirlerinde, siire ve sicakligi
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artirmak gerekir. PCR olmamasinin en 6nemli nedenlerinden biri de kalip DNA zincirinin

yeterince agilmamasidir (49,59,60).

3.4.7.2. Baglanma
PCR’de denatiirasyon sonrasi sicakliginin, 37-65 °C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid
primerlerinin acilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bdlgeye
baglanmasidir. Bu islem 30-60 saniyede gerceklesmektedir (49). Primerlerin agilan DNA
zincirlerine yapismast ic¢in gerekli sicaklik derecesi ve zaman aralifi primerlerin

konsantrasyonu, elde edilecek DNA’nin uzunlugu ve baz igerigine gore degisir (49,58).

3.4.7.3. Uzama
Primerlerin DNA polimeraz tarafindan uzatilmasi i¢in gerekli zaman, ¢ogaltilmas1 hedeflenen
kalip DNA pargasinin uzunlugu, kalip DNA’nin konsantrasyonu ve ortam sicakligina bagl
olarak degisir. Genel olarak primer uzatma islemi 55-72 °C de yapilmaktadir. Ciinkii bu
sicaklik Taq DNA polimeraz enziminin optimal ¢alismasi i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir. Primerlerin uzatilmasi i¢in gerekli siire amplifiye edilecek bolgeye baglh

olarak degismektedir. En uygun uzama siiresi ortalama 1 dakikadir (49,58).

3.4.7.4. Dongii sayisi
PCR’nin ¢alisma sartlar iy1 ayarlandigi taktirde 25-40 dongii sayist yeterli olmaktadir. Bu
say1 ¢ogaltilacak kalip DNA konsantrasyonuna ve kullanilan enzimin kalitesine baghdir. Az
miktarda DNA ile baslandiginda en fazla 40 dongii, daha fazla DNA ile basladiginda ise ideal
dongii sayist 30 olmalidir. Dongli sayisinin fazla olmasi, spesifik olmayan ikincil iirlinlerin

(primer dimer) olusumuna neden olur (49,59).
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3.4.8. Multipleks Panel ve primer se¢cme kriterleri
Multipleks PCR, ayn1 reaksiyonda birden fazla primer kullanilarak tiim bolgelerin ayni anda
ve kisa siirede analiz edilmesini saglamaktadir. Multipleks PCR sistemlerinin optimizasyonu,
tek bir primer ile ¢alisilan PCR’ye gore kullanilacak primerler arasindaki uyumun saglanmasi
ve diger parametrelerin diizenlenmesi gerektiginden daha zor olsa da, elde edilen sonuglarin
kalitesi nedeniyle gilinlimiizde yaygin bi¢cimde kullanilmaya ve gelistirilmeye devam

etmektedir (61).

Multipleks PCR i¢in primer se¢iminde asagidaki kriterlere uyarak tercih yapilmalidir:

. Primerler en fazla 30 baz ¢ifti uzunlugunda olmalidir.

. Segilen primerlerin baz dizilerinin dogrulugu NCBI, VEGA, ENSEMBL vb. gibi
veri tabanlarindan kontrol edilmelidir.

. Primer dizilerinin %50-60’nin G ve C bazlarinin olmasina dikkat edilmelidir.

. Her bir primerin Tm sicakligi hesaplanarak bu sicakliklari birbirine yakin primer
ciftlerinin se¢ilmesine dikkat edilmelidir.

. Secilen primerin genomda baska bir bdlgeye ya da diger primere-bolgeye
komplementer olup olmadigimin NCBI, VEGA, ENSEMBL vb. genom veri

bankalarindan kontrolii yapilmalidir.

. Segilen primer ¢iftlerinin primer-dimer yapma olasiliklarinin olmamasina dikkat
edilmelidir.
. Benzer biiyiikliikteki bolgelerin primerleri kapiller elektroforez analizi i¢in farkli

floresans boya ile isaretlenmelidir (6,7,57,61).
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3.5. Multipleks Panel Gelistirilmesi ve Validasyonu

TS EN ISO/IEC 17025 Standardi; deney ve kalibrasyon laboratuvarlarinin yeterliligi icin
genel sartlarin yanisira bir laboratuvarin teknik agidan dogru ve giivenilir sonuglar liretme
kabiliyetini ve teknik yeterliligini ele almaktadir. Laboratuvar yeterliliginin gostergesi olarak
uluslararasi diizeyde tek bir standardin kullanilmasiyla, diinyanin herhangi bir yerinde faaliyet
gosteren deney ve kalibrasyon laboratuvarlarinin birbirleriyle ayni seviyede rekabet etmesi
amaglanmaktadir. Adli genetik laboratuvarlari da EN ISO / IEC 17025 kurallarina tabidir ve
gerekliliklerinden birisi, test laboratuvarlarinda kullanilan yontemlerin dogrulanmasi ve
gecerli kilinmasidir (valide edilmesidir) (62,63).

European Network of Forensic Science Enstitutes —Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri
Toplulugu (ENFSI) DNA Calisma Grubu, bir yontemin laboratuvarda uygulanabilmesi igin
asagida belirtilen asgari gegerlilik kriterlerini igermesi gerektigini ongoérmektedir. Bu
validasyon parametre tavsiyeleri genel kriterler olup her laboratuvar kendi i¢ validasyonunu
yontemine gore genisletebilir ya da diizenleyebilir. Ancak bir sistemi dogrulamak igin ne
olursa olsun prosediirler ve enstriimanlar EN ISO / IEC17025’¢ uygun olmalidir. Ayrica
sonuglarin uluslararasi uyumluluk i¢inde olmasi mutlak bir zorunluluktur. DNA profillerinin
laboratuvarlar arasinda karsilagtirilabilir olmasimi saglamak igin belli standartlarda ve

gegerlilikte yontemin uygulanmasina baghidir (62,63,64).

Yeni multipleks bir kit gelistirildiginde yontemin gecerli kilinmasi igin gerekli asgari
parametreler; tekrarlanabilirlik, yeniden iretilebilirlik, duyarlilik - 6l¢iim limiti belirlenmesi
(LOQ), analiz esiginin belirlenmesi (LOD), dinamik alan belirlenmesi (lineer ¢alisma alani

belirlenmesi) ve pik denge analizinden olugsmaktadir (stokastik esik) (62,63,64).
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3.5.1. Tekrarlanabilirlik
Y Ontem optimizasyonunda kullanilan 6rneklerin ayni laboratuar ve cihazlarda farkli analistler

tarafindan farkli bir zamanda c¢alisilarak benzer sonuglarin alinip alinmadiginin

belirlenmesidir (62,63,64).

3.5.2.  Yeniden iiretilebilirlik
Optimizasyonda kullanilan 6rneklerin farkli bir laboratuar ve farkli genetik analizdr cihazi

kullanarak benzer sonuglarin alinip alinmadiginin belirlenmesidir (62,63,64).

3.5.3. Duyarhlik (LOQ)
Yontemin uygulanacagi cihazda tam profil elde edilebilen en diisiik hedef DNA
konsantrasyonunun tespit etmek tizere yapilir. Dinamik alanin belirlenmesinde kullanilan
PCR iirlinline ait yiiriitmeler en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona elde
edilen her bir alelin pik yiiksekliklerinin ortalamasi ile standart sapmasi bulunarak analiz

cihazinda tam profil elde edilen en diisiik DNA konsantrasyonu tespit edilmis olur (62,63,64).

3.5.4. Analiz esigi belirlenmesi (LOD)
Kullanilan cihazin analiz esigini belirlemek iizere, negatif kontrol 6rneklerinin analizi yapilir.
Elde edilen en yiiksek piklerin RFU (Rolatif Floresan Birimi) degerlerinin ortalamasi ile
standart sapmas1 hesaplanir (62). Genellikle analiz esigi asagidaki formiillerle hesaplanabilir
(65):

1- Analiz esigi (LOD)= EBYO+ (3 X EBPYS)
EBYO: En biiyiik pik yiikseklikleri ortalamas1 (Negatif kontrol ¢caligmasindaki)

EBPYS: En biiyiik pik yiikseklikleri standart sapmasi
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2- Analiz esigi (LOD): 3 X EBPYS
EBPYS: En biiyiik pik yiikseklikleri standart sapmasi
3- Analiz esigi (LOD): EBYO+ 4.65 X EBPYS

EBPYS: En biiyiik pik yiikseklikleri standart sapmasi

3.5.5. Dinamik alanin belirlenmesi (lineer ¢aliyma alani belirlenmesi)
Dinamik alan, analiz cihazinin tespit araligint gosterir ve bu da cihazin tespit edebilecegi en
diisiikk ve en yliksek DNA miktarlarint gosterir. Bunun i¢in; DNA miktar1 bilinen 6rnekten
cesitli konsantrasyonlarda diliisyon (0,0125 ng/ul, 0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul, 0,125 ng/ul, 0,25
ng/ul, 0,5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul, 3 ng/ul) hazirlanir. PCR {irtinleri analiz cihazinda yiiriitiiliir.
Elde edilen pik yiiksekliklerinin ortalamasi alinarak her bir konsantrasyona denk gelen pik

yiiksekligi ortalamasi grafigi ¢izilerek dinamik alan belirlenir (62,63).

3.5.6. Pik denge analizi (stokastik esik)
Pik denge analizi i¢in; aymi lokusta bulunan kardes aleller arasinda dengesizliklerin
goriilmeye baslandigr pik yiiksekligi ya da hedef DNA konsantrasyonudur. Bu amagla
amplifiye edilip ¢ogaltilarak tiplendirilen 6rneklerde heterozigot gen bolgeleri icin alel pik
yiiksekliklerinin birbirine olan oranlar1 bulunur. Kardes alel pik yiikseklikleri orani i¢in bir

esik deger elde edilir. Bu oranin hesabinda pikler dengeli ve en az >% 60'ir (62).
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4. Gerec ve Yontem

Bu ¢alismada 28 gonozomal InDel lokusundan (MID 314, MID 378, MID 375, MID377,
MID 504, MID 227, MID 313, MID 315, MID 75, MID 76, MID 586, MID 356, MID 383,
MID 236, MID 198, MID 395, MID 357, MID 193, MID 243, MID 358, MID 184 MID 111,
MID 1566, MID 218, MID 219, MID 220, MID 358, MID 359) olusan bir multipleks panel
gelistirmek icin primer se¢imi ve tasarimi yapildi. Bu 28 InDel lokusunu igeren baska bir
patenti alinmis bir multipleks panel ya da hazir ticari kit olup olmadig: arastirildi. Her bir
InDel lokusu i¢in Once tek tek PCR optimizasyonu yapildi 28 InDel lokusu i¢indeki 8 Y-
InDel lokusundan 7°si hem kadin hem erkek DNA’sinda amplifiye oldugu icin bu lokuslar
multipleksten ¢ikarildi ve ¢alismaya 21 InDel lokusu ile devam edildi. Daha sonra multipleks
PCR’nin  optimizasyonu yapildi. Optimizasyon sonrasi olusturulan multipleksin
uygulanabilirligi i¢in validasyon parametreleri calisildi. Valide edilmis InDel panelinin
Tiirkiye popiilasyonu igin bir 6n fikir vermesi amaciyla, aralarinda akrabalik iliskisi
bulunmayan ve c¢alismaya goniilli katilmayr kabul eden 100 kiside 21 gonozomal InDel
lokusunun genotipleri belirlenerek Arlequin ver 3.5.2.2 ile alel sikliklar1 ve populasyonlar
arast uzaklik belirlendi. Ayrica adli istatiksel parametreler de powerstat (promega) ile
hesaplandu. Is akis1 asagidaki sirayla yapilmustir.

1. Az ici siirlintii 6rneklerinden DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini

2. 28 InDel lokusunun ayr1 ayrt PCR optimizasyonu

3. 21 InDel Lokusunun 2 multipleks olarak optimizasyonu

4. 21 InDel Lokusunun 2 multipleks olarak validasyonu

5. 100 kisiye ait DNA 6rneginde 21 InDel lokusunun 1. ve 2. multipleksinin ¢ogaltilmasi

(PCR), elektroforezi ve tiplendirilmesi

6. 21 InDel lokusuna ait Tiirkiye’deki alel sikliklarinin belirlenmesi ve karsilastiriimasi
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4.1 Kullanilan Kit, Kimyasal ve Cihazlar
DNA izolasyonunda Kullanilan Kitler:
e PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction Kit (Applied Biosystems-Thermo
Fisher Scientific)

e COPAN FG-4N6FLOQSWABS (Applied Biosystems -Thermo Fisher Scientific)

DNA Miktar Olciimiinde Kullanilan Kitler:

e Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™- Thermo Fisher Scientific)

PCR’de Kullanilan Kimyasallar ve Kitler:
e Floresan (6FAM, VIC ve NED) ile isaretli primerler (Applied Biosystems-Thermo
Fisher Scientific)

e GML PCR Master Mix (PCR Mix ve Tag Polimeraz) (GML AG)

Elektroforezde Kullanilan Kimyasallar:
e Hi-Di™ formamide (Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific),
e GeneScan™ - 500 LIZ™ Size standard (Applied Biosystems- Thermo Fisher

Scientific)

Kullanilan Cihazlar
e Vorteks - Harmony Mixer Uzusio - VTX-3000L
e Termomikser - Wealtec Corp.
e Fluorometre cihazi - Qubit ® (Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific )
e Automate Express DNA Izolasyon Robotu (Applied Biosystems- Thermo Fisher

Scientific)
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Ist dongii cihazt (PCR) - GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems- Thermo Fisher
Scientific)

Genetik Analizator - ABI 310 (Applied Biosystems- Thermo Fisher Scientific)

4.2.Gonozomal InDel Lokuslarimin Secimi

Kimliklendirmeye yonelik multipleks bir InDel paneli (kiti) olusturmak {izere konuyla ilgili

literatiirde ¢alisilmis tiim InDel lokuslari, alinmis patentler ve hazir ticari kitler arastirildi. Bu

calismalarin disinda kalan InDel lokuslar1 Marshfield diallelic indels database - Mamalian

Genotyping Service veri bankasindan (https://www3.marshfieldclinic.org/mgs/) asagidaki

kriterlere uygun sekilde segildi (6,7) (Tablo 1).

Her bir lokusun farkli populasyonlarda ¢alisilmis olduguna,

Gen sikliklarinin ve heterozigot oranlarinin dengeli olmasina,

Beklemis ve eser orneklerde basarili sonug alinabilmesi i¢cin DNA iizerinde daha az
yer kaplayan dolayisiyla amplikon uzunluklari kii¢iik boyutta olan (60-160 bg)
InDel’lerin olmasina,

Multipleks PCR i¢in primerlerin GC oranlari, TM degerleri, primerler arasi
komplementerlik olup olmamasina,

Adli kimliklendirme yapan ve her laboratuvarda mevcut olan genetik analizor
cihazlarinda (Applied Biosystems 310, 3130, 3130 xI, 3500, 3500xI, 3730,3730 xl),
olusturulan multipleks panelin analiz edilebilmesi i¢in bu cihazlarin yazilimlarinda
taniml1 bulunan floresans boyalar ile isaretlenmesine ve benzer biiyiikliikteki InDel

lokuslar1 farkli floresans boya ile isaretlenmesine dikkat edildi.

Segilen primerlerin NCBI (Biyoteknoloji Bilgileri Ulusal Merkezi (National Center for

Biotechnology Information) genom veri bankalarindan genomda baska bir bdlgeye ya da

diger primerlere komplementer olup olmadiginin kontrolii yapildi.
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4.2.1. Patent-kit taramasi
Secilen InDel lokuslarina ait daha onceden alinmis patent — hazir ticari kit olup olmadigi

Google patents (https://patents.google.com/) ve TR-Espacenet (https://tr.espacenet.com/)

internet adreslerinde tarandi. InDel’lerle ilgili patenti alinmis 3 ¢alisma bulunmus olup bu
caligmalar asagida verilmistir.

e CN 101956005 B patent numarasti ile “Fluorescently-labeled insertion/deletion (InDel)
genetic polymorphism locus composite amplification system and application thereof”
isimli 35 InDel bolgelerini kapsayan bir multipleks panel patenti bulunmaktadir.
Burada patenti alman 35 InDel boélgesi otozomal kromozomlar {izerinde yer
almaktadir.

e CN 103468800 B patent numarasi ile “Forensic medicine composite detection kit
based on 20 multiple insertion/delection genetic markers” isimli 20 InDel bdlgesini
kapsayan bir multipleks panel patenti bulunmaktadir. Patenti alinan 20 InDel bolgesi,
otozomal kromozomlar iizerinde yer almaktadir.

e CN 104131067 B patent numarasi ile “X-InDel site of a fluorescent compound labeled
amplified system and its application translated from” isimli 18 X kromozomu iizerinde
yer alan InDel boélgelerini kapsayan bir multipleks panel patenti bulunmaktadir.
Burada patenti alinan 18 InDel bolgesi, X kromozomu {izerinde bulunmaktadir. Ancak
Bu calismadaki bolgelerden tamamen farkli bolgelerdir.

Yukaridaki patent taramalarina ek olarak;

e Qiagen firmasina ait olan “Investigator DIPplex Kit” isimli InDel kiti bulunmaktadir.
Bu kit 30 otozomal InDel lokusunu kapsamaktadir.

e Genomica Markasina ait “InDelPlex INDEL Polymorphism Detection Kit” isimli 38

otozomal InDel bolgesi igeren multipleks kit bulunmaktadir.
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Bu tezde yukarida patenti alinmig ve ticari olarak iiretilmis InDel kitlerinin paneli disindaki

lokuslarin segilmis oldugu teyit edildi.

4.3.Gonozomal InDel Lokuslarinin Multipleks Dizaym

X ve Y kromozomuna 06zgii secilen InDel lokuslarinin X ve Y olarak 2 ayr1 multiplekste

calisilmasi planlandi (Tablo 1 ve 2). Benzer biiyiikliikte olan lokuslarin, elektroforezde

cakigmamasi i¢in farkli floresans boya ile isaretlendi.

Tablo 1. Ik segilen Y-InDel primerlerinin kromozomal yerlesimi, PCR primer baz dizisi ve
floresans boya se¢imi

RefSNP
No &/(I) Id[l)J Cllljgt EL Kromozom g}gi: ﬁ‘un;gﬂlﬁogr:l Forward /Reverse PCR Primer FIOé'gizns
(rs)

1| 314 | rs25538 % TTG 7471 | O A A o o 6-FAM

2 | 378 | rs25602 % GATA | 105109 |15 STECELATACORATARSACTS | oFam

3| 375 | rs25599 % AAG | 14316 | o 3 e s | 6FAM

o [ | [P e [f e e
F: 5 TGTCACCAGGTACTAGTGCA 3

5 | 504 | rs140793 % ACA | 132-135 |R:5 AAAGCAACCACTTTACCTAATG | VIC
2

S e | v | e | e RO

7 | 313 | rs25537 % ATG | 134137 |7 55 gg%%%ﬁ%ﬁggg‘%ﬁgﬁ%% 3;; NED

8 | 315 | rs25539 Y AR | aasas | LT e oS | NED
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Tablo 2. ilk segilen X-InDel primerlerinin kromozomal yerlesimi, PCR primer baz dizisi ve

floresans boya se¢imi

MID Ref SNP InDel Amplikon . Floresa
No Kodu Cluster ID | Kromozom Dizisi | Biiyiikligii Forward /Reverse PCR Primer ns
(rs) Boya
[ e | x| wer | ww [FISSMTOTmmCLSTS
2 76 rs16368 X AGA 99-102 E:: 55. gi\éi\&GCTFTCCAGTTGG(;rgg'}r,IzggAS 3 6-FAM
3 586 rs1160845 X AGG 117-120 E 55. g?g;%iziﬁéggiéﬁ-;¥$$$ ; 6-FAM
4 356 rs25580 X CTT 127-130 E 55. Eziﬁggé%éi(zgfggﬁg AT:TS?,. 6-FAM
o | | x| mo | e [T
6 236 rsl6673 X AATT 62-66 E:: 55. ii%’:EETgTCZCCTé(?rTg g;g;\%T? 3 VIC
i | | xS e[S SAOmSITCIEST |
o [P | orr | e | gSmeSITIOIONTICs
o | 357 | rs25581 X TGAGA | 128133 |1 o Lo e vIC
10 | 193 | rs16632 X AATA | 100105 |13 LT OO A A Lo h s NED
11| 243 | rs16680 X TGT | w0122 | A A A NED
o | | x| [ SRATACRTCCIE |
14| 111 rs16397 X NNN 132-135 E:: Eé. égg?ﬁ?&%@éﬁ;ﬁ;ﬁfﬁ,{g@iz'g 6-FAM
15 | 1566 | rs2307762 X GTAATTG 92-99 ESéngglggzﬁgﬁﬁ-??:gﬁégggT NED
e[ [P x| | e [E goATEE TS |
| 2 | wwese | x| 1T | 1z |FSCTARRTGGARGECTGACTGAT | oo
18 | 220 rsl16657 X GTGA 143-147 E:: 2'. ?géﬁg?ﬂ%ﬁ?gggﬁ%%égé 3 VIC
o | | x| e [ TRNIACTCIET |
20 | 359 | rs25583 X AA | 134135 | o 3 ARTTTTOCTSISAACKTANS VIC

:5' GGCACATGATGCCAATATAT 3'
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4.4.Yontemin Uygulanmasi

4.4.1. Agwiz ici siiriintii orneklerinden DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini

4.4.1.1.DNA Orneklerinin Hazirlanmasi
DNA ornekleri icin; aralarinda akrabalik bulunmayan, saglikli ve ¢calismaya onay veren (Ek1:
Aydinlatilmis Onam Formu) istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii ¢alisanlar1, dgrencileri
ve goniillilerden olusan toplam 100 kisiden alinan agiz i¢i siiriintii 6rnekleri kullanildi.
Orneklerin DNA izolasyonu PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction Kit (Applied
Biosystems-Thermo Fisher Scientific) kullanilarak Automate Express DNA izolasyon robotu

ile yapild1 (66).

4.4.1.2.AutoMate Express™ DNA izolasyon robotu ve PrepFiler Express™ Forensic
DNA Extraction Kit ile DNA izolasyonu

1. Eppendorf tiipe konan agiz i¢i sivap tlizerine 500 pl Lysis Buffer + 5 ul IM DTT
eklenerek 40 dakika, 70°C’de 800 rpm hizda ¢alkaland.

2. Automate Express cihazinin protokol kart1 etiketi sola bakacak sekilde yerine yerlestirildi
ve cihaz agild1.

3. Menii ekraninda 1’e basarak PrepFiler Express™ Forensic DNA Extraction Kit
protokoliine uygun menii se¢ildi.

4. Cihazin kapagim yukar1 dogru iterek kartus sasisi iginden ¢ikarildi. PrepFiler Express™
Forensic DNA Extraction Kit i¢cinden ¢ikan 13 adet bos reaktif kartusu (PrepFiler®
Express Cartridges) kartus sasisine yiiklendi. Bunu yapmak icin her bir reaktif kartusunu
ok yoniinde reaktif kartusu yerine tam oturana kadar kanal boyunca kaydirildi.

5. Kartus sasisi cihaz i¢indeki yerine yerlestirildi. Daha sonra tiip sasisi cihazdan ¢ikarildi.
AutoMate Express™ Tips and Tip Holders (pipet uglar) tiip sasisindeki T1 ve T2 yazili

kuyucuklara (26 kuyucuk) yerlestirildi.
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10.

PrepFiler® Elution Tubes (eliisyon tiipleri), tiip sasisindeki E yazili kuyucuklara (13
kuyucuk) yerlestirldi.

Lysis Buffer ile inkiibasyona birakilan DNA ornekleri (tiim sivi- 500 pl), PrepFiler®
Sample Tubes (6rnek tiipili)’e pipet yardimiyla aktarildi. Tipler 6rnek numarasina gore
kodlandi ve tiip sasisinde S yazili kuyucuklara (13 kuyucuk) yerlestirildi.

Tiip sasisi E yazili kuyucuklar 6nde olacak sekilde cihazdaki yerine yerlestirildi.

Kartus sasisi ve tlip sasisi yerlestirildiginden emin olduktan sonra cihaz kapagi kapatildi
ve Start (bagla) tusuna basildi.

30 dakika sonunda cihazin kapag1 yukar1 dogru itelerek agildi ve tiip sasisindeki eliisyon

tiipleri (DNA izolatlar1) kapaklari kapatilarak -20 © C de muhafaza edildi.

4.4.1.3. izolatlarin DNA miktar tayini

DNA’s1 izole edilen oOrneklerin DNA miktar tayini Qubit® Fluorometer - Invitrogen™

cihazinda, Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™) kullanilarak yapildi (67). islem

basamaklar asagida verildigi sekilde yapildi:

44.1.4The Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit ile DNA Izolatlarinin
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Olgiilecek 6rnek sayis1 ve cihazin kalibrasyonu igin gerekli 2 adet standart ile birlikte
toplam say1 belirlenerek, 0,5 ml’lik steril tiipler hazirland.

Miktar tayin kitinin i¢eriginde bulunan Quant-iT™ dsDNA HS reaktifi, 6l¢limii yapilacak
her 6rnek igin 200:1 oraninda Quant-iT™ working ¢ozeltisi ile seyreltildi. Tiiplere bu
cozeltiden 200 pl’ lik karigimlar hazirlandi.

Hazirlanan karisimdan standartlarin Glgiilecegi tiiplere 190 pl, O6rneklerin Olgiilecegi

tiiplere ise 199 ul konuldu.
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4. Iki standarttan da 10 ul alinarak, 190 ul ‘lik karisim igeren tiiplere eklendi.

5. Incelenecek drneklere ait izolatlardan da 1 pl alinarak, 199 pl’lik karisim iceren tiiplere
eklendi.

6. Elde edilen karisimlar kisa siire vortekslenerek, 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

7. Oncelikli olarak standartlarin Qubit™ fluorometer cihazinda DNA konsantrasyonlari
belirlenerek aletin kalibrasyonu saglandi.

8. Kalibre edilen Qubit™ fluorometer cihazinda sirasiyla drnekler 6l¢iilerek miktarlart not

edildi.

4.4.2. 28 InDel lokusunun ayr1 ayri ve 2 multipleks olarak PCR optimizasyonu
4.4.2.1. Primerlerin Tm degerlerinin belirlenmesi
Oncelikle her bir InDel lokusunun Primer-Blast programinda GC oranlarma goére TM
degerleri hesaplandi ve PCR’deki annealing derecesi belirlendi. En yiiksek 58 °C oldugu
gozlendi. Buna bagli olarak PCR dongii kosullarinda annealing sicakliginin en az 58 © C
olmasi gerektigi belirlendi. (Tablo 3).

Tablo 3. Gonozomal InDel primerlerinin Tm sicakligi ve GC oranlari

Primer No| MID Kodu TM Sicakhg (° C) - PCR GC Oranlari (%)
Annealing Sicakhigi
1 75 53,5 40
2 76 54,5 45
3 229 55,5 45
4 586 54,5 40
5 356 57 50
6 111 56,5 50
7 236 57 45
8 383 56,5 50
9 198 55,5 40
10 395 55,5 40
11 357 56 45
12 359 54 40
13 220 56 45
14 227 54 40
15 1566 54 40
16 193 56 50
17 243 54 40
18 219 55,5 45
19 218 56,5 45
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Primer No| MID Kodu TM Sicakifn (* C) - PCR GC Oranlari (%)
Annealing Sicakhig1
20 358 57 50
21 184 57 50
22 313 55,5 45
23 314 55,5 40
24 315 55,5 48
25 375 54,5 35
26 377 56,5 45
27 378 56,5 50
28 504 58 50

4.4.2.2. Primer konsantrasyonlari
Genellikle PCR’de primer konsantrasyonunun 1-5 pmol/ pl arasinda olmasi gerekir
(49,57,58). Bu sebeple her bir lokus i¢in primer konsantrasyonu ortalama 3 pmol/ pl olarak
belirlendi. Bunun i¢in 100 pmol/ pl olan stok primerler sulandirilarak 3 pmol/ ul olacak

sekilde sulandirildi.

4.4.2.3. PCR bilesenleri ve dongii programi
PCR i¢in hazir multipleks PCR karisimi (GML PCR Master Mix) kullanildi. PCR dongii
kosullar1 ve bilesenleri (Tablo 4) Her bir lokus ayr1 ayr1 kendi Tm oranina bagli baglanma
sicakliginda (Tablo 3) ve genel PCR dongii kosullarina bagl kalarak GeneAmp® 9700

(Applied Biosystems) 1s1 dongii cihazinda ¢ogaltildi (Tablo 5) (6,7,8,68).

Tablo 4. InDel lokuslarinin ayr1 ayri optimizasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

. Hacim (uL
Bilesenler Her bir 6rl(1tk)igin
GML PCR Mix 7,5
GML Taq Pol. (5U/uL) 0,2
Primer 2
Distile su 4,3
Genomik DNA (5-10 ng/ul) 1
Total 15
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Tablo 5. InDel lokuslarinin ayr1 ayr1 optimizasyonunda kullanilan PCR dongii kosullar

Asama islem Sicaklik (°C) Siire
1 Denatiirasyon 95 10 dak.

95 40 sn

Amplifikasyon
4- 45

2 (25dongii ) >4-60 N

72 40 sn
3 Uzama 60 30 dak.
4 siiresiz

4.4.2 4. Elektroforez asamasi
PCR friinleri Applied Biosystems marka 310 Genetik Analizér Cihazinda yiiriitiildi.
Orneklerin elektroforetik analizi; elektroforeze hazirlanmasi, yiiklenmesi ve verilerin analizi

olmak iizere ii¢ temel adimdan olugmaktadir.

e Elektroforeze Hazirhk:
10 pl Formamide, 0,5 pl LIZ Size standart ve 1 pl PCR fiiriinii elektroforeze yiiklenmek i¢in
hazirlandi.

e Orneklerin Elektroforez Cihazina Yiiklenmesi ve verilerin analizi:
Ornekler 36 cm kapillerle, POP-4 polimeri kullanarak GS STR POP4 (1ml) G-5 modiiliinde;
enjeksiyon 3kV ve Ssn, yiiriitme voltaji 15 kV, 60°C’de 30 dakika yiiriitiildii. Elektroforezden
sonra 0rnekler GeneMapper® programinda analiz edilerek genotip tayini yapildi. Her bir
lokusun Del ve Ins (minér ve major) alel boyutlar: (alel aralik skalasi) Marshfield diallelic
indels database - Mamalian Genotyping Service veri bankasindaki

(https://www3.marshfieldclinic.org/mgs/) verilere gore genetik analizor cihazinda her lokusun

genotiplendirmesi yapildi.
7 Y-InDel lokusunun (MID313, MID314, MID315, MID375, MID377, MID378, MID504)
elektroforegraminda hem kadin hem de erkek DNA o6rneklerinde pikler gozlendi (Sekil 20,

21, 22, 23). Bu lokuslar cinsiyet aymriminda kullanilamayacagi i¢in 7 Y-InDel lokusu
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calismadan ¢ikarildi ve ¢aligmaya 1 Y-InDel ve 20 X-InDel olmak iizere toplam 21 InDel

bolgesi ile devam edildi.

4.4.2.5. 21 InDel lokusunun multipleks PCR optimizasyonu
21 InDel lokusunun ayr1 ayri PCR’si yapilip basarili sonuglar elde ettikten sonra, 2 multipleks
olacak sekilde PCR optimizasyonu yapildi (Tablo 6a, 6b). Bunun ig¢in 3 pmol/ul olan
primerlerden esit hacimde alinarak multipleks primer karigimi olusturuldu. PCR bilesenleri ve
dongii programui ilk bagta ayni sekilde uygulandi. Daha sonra ¢oklu lokus sebebiyle PCR mix
ve Taq polimeraz miktarlari, PCR dongii sayis1 ve primer konsantrasyonlart arttirildi (Tablo 7,

8, 9).

Tablo 6a. 1. Multipleks i¢in dizayn edilen InDel Lokuslarinin kromozomal yerlesimi, primer
baz dizisi ve kullanilan floresans boya

Multipleks 1
RefSNP
No PlgloldDu Cllljéter Kromozom D;ilé:sr,]is ];A:ln;sllclllfﬁgr:x Forward /Reverse PCR Primer Flolggizns
(rs)
1| 76 |rs16368 X AGA 09102 | Lo e o AT s o 6-FAM
2 | 220 | rs16666 X CTTTTA | 104110 |5 2 0l s, 6-FAM
3 | 356 |rs25580 X cTT 127-130 |2 L s 6-FAM
4 | 236 |rs16673 X AATT 6266 |1 2 ii%i?gg;fgggfggg;&?? 3 VIC
o o] x| e AT | e
6 | 357 |rs25581 X TGAGA | 128133 |2 TCE IO T s s vIC
T o] v | e LSRR | e
8 | 193 |rs16632 X AATA | 101105 |72 TCTFTG?AAAAGAT%%%CCAAGT?QQZS% g’ NED
9 | 243 |rs16680 X TeT | ez |y AT L T NED
o o [TE x| m e | | e
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Tablo 6b. 2. Multipleks i¢in dizayn edilen InDel Lokuslarinin kromozomal yerlesimi, primer
baz dizisi ve kullanilan floresans boya

2. Multipleks

No IEAoldl:l)J CTS%E)I”\I rD Kromozom DDeilé:?iS ];Aun;sﬂllflogr:l Forward /Reverse PCR Primer Fé(:?:/::
ek mer | we CICETOSCRCr T
2 | 586 | rsL160845 X AGG | 117120 |3 Al O A I IS eFam
3 | 111 | rs16397 X NNN | 132135 |0 ABECABCEAAAIACTIASTY |l eFam
e x| s e oApSRTECCEs
S ET o om e FoomOMCTOONTE
6 | 3590 | rs25583 X AA 13-136 |2 e ™, vIC
7 | 220 | rs16657 X GTGA | 143147 |3 ACACTOTTARTSCOAMSASY | vic
8 | 1566 | rs2307762 x  CTATTC L gpgg Lo T S oS! | NED
9 | 219 | rsl6656 X T 127129 | 2 A e IO LA NED

Tablo 7. InDel lokuslarinin multipleks optimizasyonunda kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler

Hacim (uL)

Her bir oérnek icin

GML PCR Mix 10
GML Taq Polimeraz (5U/uL ) 0,5
Primer karisimi 5
Genomik DNA (1ng/pl) 1
Distile Su 35
Total Hacim 20

44




Tablo 8. InDel lokuslarinin multipleks optimizasyonunda kullanilan PCR dongii kosullari

Asama islem Sicaklik (°C) Siire
1 Denatiirasyon 95 10 dak.
95 40 sn
Amplifikasyon 60 45 sn
(29 dongii ) 72 40 sn
Uzama 60 30 dak.
4 siiresiz

Tablo 9. Optimize edilen multipleks primer konsantrasyonlari

Primer No MID Kodu Primer Konsantrasyonu
(pmol/pl)

1 76 6

2 229 4

3 356 4

4 236 4

5 198 4

1. Multipleks 6 357 4
7 227 6

8 193 8

9 243 6

10 218 6

11 184 8

Primer No MID Kodu Primer Konsantrasyonu
(pmol/nl)

1 75 7

2 586 12

3 111 4

4 383 5

. 5 395 4
2. Multipleks 6 359 8
7 220 4

8 1566 12

9 219 4

10 358 8

4.4.3. 21 InDel lokusunun 2 multipleks olarak validasyonu

InDel multipleks panelin validasyonu igin; analiz esigi, dinamik alan, duyarlilik, stokastik

esik, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik basamaklar1 uygulandi.
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4.4.3.1. Analiz esigi
Genetik analizor cihazinin analiz esigini belirlemek igin, analiz edilen 10 negatif kontrol
orneginde gozlenen en yiiksek piklerin RFU (Rolatif Floresan Unit) degerlerinin ortalamasi

ve standart sapmas1 hesaplandi. Analiz esik degeri hesabi icin asagidaki formiil kullanildi:

Analiz esigi (LOD): 3 X EBPYS (EBPYS: En biiyiik pik yiikseklikleri standart sapmast)

4.4.3.2. Dinamik Alan
Dinamik alan i¢in; DNA miktar1 bilinen 6rnekten 9 adet diliisyon (0,0125 ng/ul, 0,025 ng/ul,
0,05 ng/ul, 0,125 ng/ul, 0,25 ng/ul, 0,5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul, 3 ng/ul) hazirlandi. Her bir
konsantrasyon i¢in 5 6rnek olmak iizere 45 PCR yapildi. PCR iiriinleri 310 Genetik Analizor
Cihazinda ytriitildii. Her bir konsantrasyon i¢in elde edilen 5 6rnegin pik yiikseklikleri
ortalamalar1 da alind1. Her bir konsantrasyona kars1 elde edilen pik yiiksekligi ortalamasina ait

grafik ¢izilerek multipleksin ¢alistig1 optimum dinamik alan belirlendi

4.4.3.3. Duyarhhk
Dinamik alan ¢alismasinda belirlenen en diisiik iki konsantrasyona ait 5 6rnekten elde edilmis
olan her bir alelin pik ytiksekliklerinin ortalamasi ve standart sapmasi ile asagidaki formiilden
konsantrasyona bagli duyarlik degeri hesaplandi.
Duyarhlik Degeri LOQ = Pik yiikseklikleri ortalamasi — (3 x pik yiikseklikleri standart

sapmast)

4.4.3.4. Stokastik Esik

Duyarlilik sonucu belirlenmis tam profil elde edilen en diisiik 2 konsantrasyondaki DNA

orneklerinde heterozigot InDel bolgeleri icin kardes alel pik yiliksekliklerinin birbirine orani
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ve standart sapmasi hesaplandi. Sonra asagidaki formiille kardes alel pik yiikseklikleri orani
esik degeri (Stokastik esik) belirlendi.
Stokastik Esik Degeri = Kardes Alel Pik Yiikseklikleri Oranlarinin Ortalamas1 — (3 X Kardes

Alel Pik Yiikseklikleri Oranlarinin Standart Sapmasi)

Daha sonra kardes alel pik yiikseklikleri oranina karsilik gelen kiiciik pik yiiksekliklerini
veren grafik ve kardes alel pik yiikseklikleri oranina karsilik gelen DNA konsantrasyonu

grafikleri ¢izildi.

4.4.3.5. Tekrarlanabilirlik
Bunun i¢in sonuglart alinmis 5 6rnegin ayni laboratuar ve cihazlarda farkli analist tarafindan

farkli bir zamanda c¢aligsmasi saglandi.

4.4.3.6. Yeniden iiretilebilirlik
Bunun i¢in sonuglart alinmis 5 Ornegin farkli bir laboratuar ve cihazlarda (Applied
Biosystems marka ABI3130 Genetik Analizér cihazi) farkli analist tarafindan farkli bir

zamanda c¢alismasi saglandi.

4.4.4. 100 Kkisiye ait DNA orneginde 21 InDel 1. ve 2. multipleksinin ¢ogaltilmasi

(PCR), elektroforezi ve tiplendirilmesi

Rizalar1 alinmig toplam 100 kisiden alinan agiz i¢i siirlintli 6rneklerinin 21 InDel lokusunun 2
multiplekste optimizasyon ve validasyona uygun olarak PCR’si yapildi (Tablo 7,8,9). Daha
sonra optimizasyonda kullanilan ayni yiiriitme kosullarinda (bkz syf 42, 4.4.2.4. Elektroforez
asamasi) Applied Biosystems 310 Kapiller Elektroforez cihazinda yiiriitiilerek analiz edildi ve

genotipler belirlendi.
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4.4.5. 21 InDel lokusuna ait Tiirkiye’deki alel sikhiklar:
21 gonozomal InDel lokusunun optimizasyonu ve validasyonu tamamlandiktan sonra 100
kisiden toplanmis 6rneklerde bu lokuslarin genotipleri belirlenerek, Tiirkiye popiilasyonuna
ait on fikir vermesi amaciyla Arlequin ver 3.5.2.2 programi kullanilarak alel frekanslari

belirlendi.

Populasyonlar arasi alel frekanslarinin karsilastirilmasi icin Mammalian Genotyping Service -
Marshfield Clinic InDel veri bankasinda yer alan lokuslara ait ¢alisilmis farkli
poptilasyonlarin alel frekanslari kullanildi. Yine bu frekanslar kullanilarak Arlequin ver
3.5.2.2°de popiilasyonlar karsilastirildi. Ayrica adli istatiksel parametreler de powerstat
(promega) programlar1 kullanilarak; Ayrim giicii (PD), eslesme olasiligi (Pm), polimorfik

bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi (TPI) hesaplandi.
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5. Bulgular

Bu ¢alismada, multipleks InDel kit olusturmak iizere X kromozomu {izerinde bulunan 20
InDel lokusu (MID 76, MID 229, MID 356, MID 236, MID 198, MID 357, MID 193, MID
243, MID 218, MID 184, MID 75, MID 586, MID 111, MID 383, MID 395, MID 359, MID
220, MID 1566, MID 219, MID 358) ve Y kromozomu tizerinde bulunan ladet InDel (MID
227) lokusu ile birlikte toplam 21 InDel lokusunun 2 multiplekste optimizasyonu ve
validasyonu gergeklestirilmistir. Valide edilen 21 InDel multipleks panelinin Tiirkiye
poplilasyonundaki gen sikligini1 arastirmak ve bir 6n fikir edinmek amaciyla, c¢alismaya
goniillii katilmayi kabul eden, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan ve saglikli 100 kisiden

alinan ag1z i¢i siiriintli- stvap 6rnekleri kullanilarak gen sikliklar1 belirlenmistir.

5.1. Agiz ici siiriintii 6rneklerinden DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini
Calismada kullanilmak {izere 100 kisiden alinan agiz igi siirlintii 6rneklerinin tiimiinden DNA
izolasyonu yapilarak DNA miktarlar 6lgiildii (Tablo 10). Bir 6rnegin DNA miktari cihazin

Ol¢ciim degerlerinin altinda kalmistir.
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Tablo 10. Agiz i¢i siiriintii 6rneklerinden elde edilen DNA miktari

Sira DNA Ornek Kodu DNA Miktar: (ng/pl) Sira DNA Ornek Kodu DNA Miktar: (ng/pl)
1 C1 58 51 T4 7,5
2 C3 14,5 52 T5 1,78
3 C4 9 53 T6 4,31
4 C5 1,6 54 T7 12,3
5 C6 14,4 55 T8 6,35
6 Cc7 6 56 T9 1,54
7 C8 7,5 57 T10 2,18
8 C10 15,5 58 T11 9,87
9 Cl1 12 59 T12 10,3
10 C12 82 60 T13 8,8
11 C13 31,8 61 T14 1,18
12 C14 8,7 62 T15 45
13 C15 14,6 63 T16 3,77
14 C16 45 64 T17 1,65
15 C17 47 65 T18 22,1
16 C18 16,6 66 T19 2,5
17 C20 9,8 67 T20 22
18 C22 6,6 68 T21 6,81
19 C32 10,5 69 T22 6,62

20 C33 8,3 70 T23 10,3
21 C35 11,5 71 T24 10,7
22 C37 14 72 T25 3,88
23 BX 1,07 73 T26 115
24 BB 1 74 T27 5,7
25 B9 8 75 T28 17,4
26 B19 42 76 T29 1,25
27 25K 8 77 T30 1,66
28 BA 31 78 T31 14
29 BO 1,17 79 T32 6,6
30 3K 31 80 T33 4
31 5K 44 81 T34 3,68
32 6K 41 82 T35 1,97
33 7K 24,5 83 T36 3,67
34 8K 61 84 T37 3,91
35 10K 64 85 T38 3,35
36 11K 62 86 T39 12,8
37 12K 88 87 T40 1,97
38 13K 71 88 T41 51
39 14K 57 89 T42 1,2
40 15K 69 90 T43 0,7
41 17K 33,8 91 T44 1,46
42 19K 84 92 T45 3,7
43 20K 81 93 T46 0,99
44 21K 21 94 T47 1,3
45 22K 66 95 T48 19
46 23K 50 96 T49 39
47 24K 12 97 T50 16,2
48 26K 36 98 T51 8,6
49 T1 2,61 99 T52 1,7
50 T3 2,85 100 T2 -
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5.2. 21 InDel lokusunun ayr1 ayr1 PCR optimizasyonu ve analizi

Her bir InDel lokusu PCR ile gogaltilip analiz edilerek optimize edildi. Her bir lokus igin
primer konsantrasyonu ortalama 3 pmol/ pl olarak belirlenmis ve Tm sicakliklarmma (Rui
2012) gore belirlenen PCR protokolii ile amplifikasyon yapildi (Tablo 4,5). 7 Y-InDel
lokusunda (MID313, MID314, MID315, MID375, MID377, MID378, MID504) hem kadin
hem de erkek DNA 6rneklerinde PCR’de amplifikasyon goriildiigiinden (Sekil 4, 5, 6, 7) ve
cinsiyet ayirnminda kullanilamayacagi i¢in bu lokuslar ¢alismadan ¢ikarildi. Calismaya 1 Y-
InDel ve 20 X-InDel olmak iizere toplam 21 InDel bolgesi ile devam edildi. Tek tek analiz

edilen lokuslara ait elektroforegramlar Sekil 8-28’te verilmistir.

L LLUN S S—| —1
a0 E."':T__ -
JI Kadin DMNA Ornegi Kadin DMNA Srnedi
L34 4 L,?_-;J
= ] = =1
Eg! _7_ -
+a0
Erkek DMA Ornegi
Erkek DMNA Ornegi J[\
— A M
sl EE=.o=l
[ e e

Sekil 4. MID313 ve MID314 Y-InDel lokuslarinin kadin ve erkek DNA’sma ait
elektroforegram goriintiisii

|

Ago v -

J'\'\ Kadin DMNA Ornegi Kadin DA Ornegi
[FEc =] ,ﬂ\
[esice ]
|
o so
Erkek DMNA Ornegi
)!I'i‘_)f"l\ Ertceic A Srmegil

Gas oale o=
== ==2) e =7

Sekil 5. MID315 ve MID375 Y-InDel lokuslarinin kadin ve erkek DNA’sina ait
elektroforegram goriintiisii
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Sekil 6. MID377 ve MID378 Y-InDel
elektroforegram goriintiisii
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lokuslarinin kadin ve erkek DNA’sina ait

Sekil 7. MID 504 Y-InDel lokusunun kadin ve erkek DNA’sina ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 8. MID 76 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 9. MID 229 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 10. MID 356 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 11. MID 236 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 12. MID 198 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 13. MID 357 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 14. MID 227 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 15. MID 193 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 16. MID 243 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 17. MID 218 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 18. MID 184 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 19. MID 75 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 20. MID 586 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 21. MID 111 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 22. MID 383 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 23. MID 395 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 24. MID 359 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 25. MID 220 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 26. MID 1566 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 27. MID 219 lokusuna ait elektroforegram
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Sekil 28. MID 358 lokusuna ait elektroforegram
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5.3. 21 InDel lokusunun ayr1 ayr1 ve 2 multipleks olarak PCR optimizasyonu

5.3.1. PCR bilesenlerinin miktarlari

Bu ¢alismada hazir ticari PCR karisimi olan GML PCR Master Mix kullanilmig olup tekli

lokus PCR’sinde 7,5 pLL PCR mix ve 0,2 pl Taq polimeraz kullanilmistir. Ancak multipleks

olarak PCR’de ayni miktarda bilesenler kullanildiginda hi¢ pik gézlemlenmediginden (Sekil

29) bu miktarlarin multipleks PCR igin yetersiz oldugu tespit edildi ve 10 pL PCR mix ve 0,5

ul Taqg polimeraz olarak arttirildi (Tablo11).

Tablo 11. Tekli PCR ve multipleks PCR’de kullanilan PCR bilesenleri

Tekli PCR’de Kullanil
. = . v o= Multipleks PCR’de Kullanilan Hacim (nL)
Bilesenler Hacim (pL) - . .
- . . Her bir ornek icin
Her bir ornek icin
GML PCR Mix 7,5 10
GML Taq Pol. (5U/uL) 0,2 0,5
Primer 2 5
Distile su 4,3 3,5
Genomik DNA ( 5-10 ng/pl) 1 1
Total 15 20
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Sekil 29. 7,5 uL PCR mix ve 0,2 pl Taq polimeraz kullanimi sonucu elde edilen

elektroforegram
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5.3.1.1. PCR dongii kosullar:
Her bir InDel lokusunun tekli PCR’de kullanilan PCR bilesenlerinin miktarlar1 arttirillmasina
ragmen PCR dongii sayis1 25 olarak yapildi. Ancak multipleks PCR i¢in 25 dongii sayisi

yeterli olmadigr i¢in alelik kayiplar gozlendi (Sekil 30). Bu sebeple dongii sayisi 29’a

cikarildi.
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Sekil 30. Multiplekslerin 25 dongii sayisinda PCR’sinde goriilen alel kayiplari

5.3.1.2. Primer konsantrasyonlari
21 InDel lokusunun ayr1 ayr1 PCR’sinde her lokus igin 3 pmol/ul konsantrasyonunda primer
kullanild1 ve tiim lokuslarin PCR’lerinde 2 ayr1 multipleksinde de ayni oranda ve esit hacimde
primer karigimi kullanilmasina ragmen bazi lokuslarda alelik kayiplar ve alel pik dengesizligi

gozlenmistir (Sekil 31). Bu nedenle primer konsantrasyonlari elektroforegramdaki pik
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yiiksekliklerine gore yeniden ayarlanarak 21 lokus 2 multiplekste optimize edilmistir. (Tablo

9) (Sekil 32, 33, 34).
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Sekil 31. 3 pmol/ ul primer konsantrasyonlarinda miiltipleks PCR’de gozlenen alelik

dengesizlikler.
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Sekil 32. PCR kosullar1 optimize edilmis 1. miiltiplekse ait erkek DNA’s1

elektroforegrami
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Sekil 33. PCR kosullar1 optimize edilmis 1.multiplekse ait kadin DNA’s1 elektroforegrami
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Sekil 34. PCR kosullar1 optimize edilmis multipleks 2’ye ait elektroforegram

5.4. 21 InDel Lokusunun 2 multipleks olarak Validasyonu
21 gonozomal InDel lokusu 1 ve 2. multipleks panelin validasyonu i¢in; analiz esigi, dinamik
alan, duyarlilik, stokastik esik, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik basamaklar

uygulandi.

5.4.1. Analiz esigi

Analiz edilen 10 negatif kontrol érneginde gozlenen en yiiksek piklerin RFU (Rolatif Floresan

Unit) degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanarak:
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Multipleks 1 icin analiz esiginin 103,53 RFU; Multipleks 2 icin

saptandi (Tablo 12).

Tablo 12. Analiz esik degeri

80,586 RFU oldugu

Multipleks 1
Negatif Kontrol Pik Yiikseklikleri E.!de Ed'llen P|k o
Calismasinda elde Ortalamas Yiiksekliklerinin Analiz Esigi (LOD)
edilen Pik Yiikseklikleri (RFU) ! Standart Sapmasi (RFU)
(RFU) (EBPYS)
177
183
151,7 4,51 1
137 51,75 34,5 03,53
110
Multipleks 2
Negatif Kontrol A _— Elde Edilen Pik
Calismasinda elde Pik (;i ltl:ls::ll;;len Yiiksekliklerinin Analiz Esigi (LOD)
edilen Pik Yiikseklikleri (RFU) Standart Sapmasi (RFU)
(RFU) (EBPYS)
126
93
91,25 26,862 80,586
85
61

5.4.2. Dinamik Alan

DNA miktar1 bilinen 6rnekten hazirlanan 9 farkli (0,0125 ng/ul, 0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul,

0,125 ng/ul, 0,25 ng/ul, 0,5 ng/ul, 1 ng/pl, 2 ng/ul, 3 ng/ul) konsantrasyon i¢in elde edilen pik

yiiksekliklerinin ortalamasi (Tablo 13) alinarak, her bir konsantrasyona karsi pik yiiksekligi

ortalamasi grafigi (Grafik 1,2) ¢izilerek her iki multipleksin analiz edilebildigi dinamik alan

belirlendi.
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Tablo 13. 9 DNA konsantrasyonuna ait pik yiikseklikleri ortalamasi

Multipleks 1
DNA Konsantrasyonu Elde Edilen Pik Yiikseklikleri Ortalamasi (RFU)
3 ng/ul 2594
2 ng/ul 683,5
1 ng/pl 748
0,5 ng/pl 436,85
0,25 ng/ul 304,42
0,125 ng/pl 150,4
0,05 ng/ul Analiz Esigi Altinda
0,0125 ng/ul Analiz Esigi Altinda
0,0025 ng/yl Analiz Esigi Altinda
Multipleks 2
DNA Konsantrasyonu Elde Edilen Pik Yiikseklikleri Ortalamasi1 (RFU)
3 ng/pl 1268
2 ng/ul 1328,3
1 ng/pl 1299
0,5 ng/pl 417,84
0,25 ng/ul 203,38
0,125 ng/pl 122,07
0,05 ng/ul 86
0,0125 ng/ul Analiz Esigi Altinda
0,0025 ng/ul Analiz Esigi Altinda
Multipleks 1 Dinamik Alan
3000
= 2500
b I
g 2000 /
; 1500 /
E 1000 #=—Multipleks 1 Dinam ik
m H Alan
5 M
° 0 —— .

¥
&

7 &

o

(S KR

ST F IS
AN

o
¥ o o Qv

Hedef DNA Konsantrasyonu

Grafik 1. Multipleks 1’e ait ortalama RFU degerlerine bagl dinamik alan
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Grafik 2. Multipleks 2’ye ait ortalama RFU degerlerine bagli dinamik alan

5.4.3. Duyarhlik (LOQ)
Dinamik alan ¢alismasinda kullanilan diliisyonlarin analizinde tam profil elde edilen en diisiik
iki konsantrasyonun 0,5 ng/ul ve 1 ng/ul oldugu belirlendi (Sekil 35-52). Duyarlilik i¢in her
konsantrasyon grubunda yer alan 5 6rnegin analizinden elde edilmis olan her bir alelin pik
yiiksekliklerinin ortalamasi ve standart sapmasina gore duyarlilik degerinin ortalamasi

alinarak:

Multipleks 1 ve Multipleks 2’de 0,5 ng/pl konsantrasyon i¢in duyarhlik sirasiyla; 211,43 RFU

ve 320,20 RFU oldugu belirlendi. Bu sekilde tam profil elde edilen en diisiik DNA

konsantrasyonun 0,5 ng/ul oldugu tespit edilmis oldu (Tablo 14).
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Tablo14. Duyarlilik sonucu

Multipleks 1

Hesaplanan
DNA Duyarhhk Analiz Esik Duyarhlik(LOQ)
Konsantrasyonu Degeri Degeri —LOD (RFU) Sonucu
(RFU)
1 ng/ul 513
103,53 0,5 ng/ul
0.5 ng/ul 211,43 e
Multipleks 2
Hesaplanan
DNA Duyarhilik | Analiz Esik Degeri— | Duyarhhk(LOQ)
Konsantrasyonu Degeri LOD (RFU) Sonucu
(RFU)
1 ng/ul 569
80,586 0,5 ng/ul
0,5 ng/ul 320,20 &V
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Sekil 35. 3 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 37. 1 ng/ul DNA konsantrasyonunda Multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 38. 0,5 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1°e ait elektroforegram
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Sekil 39. 0,25 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 40. 0,125 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 41. 0,05 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 42. 0,0125 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 43. 0,0025 ng/pl DNA konsantrasyonunda multipleks 1’e ait elektroforegram

70



ANLIG-Lb-Lb-LZ-51 ARLEsa Iz

| |
ESs 11 383 ]

Fooo

OO0
S000
4000
000
Zooo
1000

al al 131
ez 111 9101 |ex 127 26 (G0
1629 S167

Al 147
ez 142 2110
5541

AINMZE-16-16-12-51 AT fia W

LS | BE=E= [ZZ0 ]

mnlimn
al 116
=z 111.8221
4570

al 1=0
sm 129 34|z 139 47|21
4454 5352

AIMIZ6-16-16-12-51 AT fsa o
E:E_
a0 s0 180
Foo0
s000 |

s000 ]
a000
2000
2000 ]
ol fors 1 o LN

al 112 al 145
24.01 == 123.74 30 7o 3‘? S2
bt 54 565 bt Se53 5 514 =x]s]

Sekil 44. 3 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegram
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Sekil 45. 2 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegram
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Sekil 47. 0,5 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegram
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Sekil 48. 0,25 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegram
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Sekil 49. 0,125 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegram
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Sekil 52. 0,0025 ng/ul DNA konsantrasyonunda multipleks 2’ye ait elektroforegrami belki
cikmayanlar
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5.4.4. Stokastik Esik
Tam profil elde edilebilen en diigiik 2 konsantrasyondaki (0,5 ve 1 ng) DNA 6rneklerinde
heterozigot InDel lokuslar i¢in kardes alel pik yiiksekliklerinin birbirine oran1 ve standart
sapmasina gore kardes alel pik yiikseklikleri orani esik degerinin:
Multipleks 1°de:
1 ng/ul igin 58,73

0,5 ng/pl i¢in 31,61

Multipleks 2°de:

1 ng/ul igin 79,03

0,5 ng/pl icin 45,23 oldugu belirlendi (Tablo 15).
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Sonrasinda kardes alel pik yiikseklikleri oranina karsilik gelen kiigiik pik yiiksekliklerini

veren grafik ve kardes alel pik yiikseklikleri oranina karsilik gelen DNA konsantrasyonu

grafigi elde edilmistir (Grafik 3 ve 4).

Tablo 15. Stokastik esik degeri

Multipleks 1
Kardes Alel Pik Kardes Alel Pik
Koﬁ:ﬁ:gg’yﬁnu Yiikseklikleri Standart Sapma Yiikseklikligi Oram
Oranlarinin Ortalamasi Esik Degeri
1 ng/ul 82,39 7,89 58,73
0,5 ng/ul 78,56 15,65 31,61
Multipleks 2
Kardes Alel Pik Kardes Alel Pik
KoHn::irgsl\;/ﬁnu Yiikseklikleri Standart Sapma Yiikseklikligi Oram
Oranlariin Ortalamasi Esik Degeri
1 ng/pl 91,27 4,08 79,03
0,5 ng/ul 86,15 13,64 45,23
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Grafik 3. Alellerin kiigiik pik yiiksekliklerinin kardes alel pik yiikseklik oranina gore dagilimi
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Grafik 4. Hedef DNA konsantrasyonlarina bagli kardes alel pik yiikseklikleri orani

5.4.5. Tekrarlanabilirlik

Genotipleri belirlenmis 5 6rnegin ayni laboratuar ve cihazlarda farkli analist tarafindan farkli

bir zamanda calismasi saglandi. Her iki calismada da aynmi genotipler elde edildi (Sekil

53a,53b,54a,54b).
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Sekil 53b. 2. Analistin ¢aligmast sonucu multipleks 1’e ait elektroforegram
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Sekil 54b. 2. Analistin ¢alismasi sonucu multipleks 2’ye ait elektroforegram
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5.4.6. Yeniden iiretilebilirlik

Genotipleri belirlenmis 5 6rnegin farkli bir laboratuar ve cihazlarda farkli analist tarafindan

farkli bir zamanda ¢alismasi saglandi. Farkli bir laboratuvarda, Applied Biosystems marka

ABI 3130 Genetik Analizor cihazinda da multipleks 1 ve 2’ye ait her lokusta ayn1 genotipler

elde edildi (Sekil 55a, 55b). Farkli bir cihazdaki ¢alismada ¢alismanin panel ve binleri cihaza

yiiklii olmadigindan elektroforegramda alel isimleri ve biiyiikliikleri gosterilmemektedir.
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Sekil 55a. Farkli laboratuvarda farkli cihazda analiz edilen multipleks 1’e ait elektroforegram
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5.5. 21 InDel lokusuna ait Tiirkiye’deki alel sikhiklar:
PCR optimizasyonu ve validasyonu yapilan 21 InDel lokusunun Tiirkiye
popiilasyonundaki gen sikliklarini belirlemek i¢in ¢aligmaya onay veren 100 kisiden alinan
ag1z i¢i siriintii 6rneklerinde optimize edilen PCR bilesenleri (PCR Mix miktari, primer
konsantrasyonlar1) ve PCR programi kullanilarak genotipler belirlendi. 8 kiside miiltipleks
2’ye ait InDel lokusu; 1 kiside de Multipleks 1’ ait InDel lokusu tiplendirilemedi (Tablo
20 Ek 3’te verilmistir). Gen sikliklar1 igin Arlequin ver 3.5.2.2 programi kullanilarak alel
frekanslar1 hesaplandi. Ayrica adli istatiksel parametreler de powerstat (promega)

programlar1 kullanilarak hesaplandi.

21 lokusa ait 98 kisiden elde edilmis alel frekanslar1 ve adli istatistiksel parametreler Tablo

16’da ve buna baglh elde edilen lokuslar arasi alel siklik karsilastirilmasi Grafik 5

verilmistir.

’te

Alel Frekanslari

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
01

B Frekans Major Alel (Ins)

MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID
76 229 356 236 198 357 227 153 243 218 184 75 586 111 383 395 359 220 1566 219 358

M Frekans Mingr Alel (Del)

Grafik 5. Tirkiye populasyonunda 21 gonozomal InDel lokuslar1 arasi alel siklik

karsilastirilmasi
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Tablo 16. Tiirkiye populasyonunda 21 InDel lokusuna ait alel frekanslar1 ve adli istatistik
parametreler

No Lokus ngj?s Ff(el‘:lf;l?s Pm” PD" PIC” PE TIP"
1 MID 76 0,670 0,329 0,394 0,606 0,34 0,059 0,70
2 MID 229 0,082 0,917 0,781 0,219 0,14 0,005 0,54
3 MID 356 0,270 0,729 0,449 0,551 0,32 0,045 0,67
4 MID 236 0,814 0,185 0,574 0,426 0,26 0,021 0,60
5 MID 198 0,587 0,412 0,349 0,651 0,37 0,077 0,75
6 MID 357 0,355 0,644 0,380 0,620 0,35 0,055 0,69
7 MID 227 0,768 0,231 0,484 0,516 0,29 0,051 0,68
8 MID 193 0,333 0,666 0,391 0,609 0,35 0,099 0,80
9 MID 243 0,603 0,396 0,436 0,564 0,36 0,253 1,15
10 MID 218 0,664 0,335 0,408 0,592 0,35 0,034 0,64
11 MID 184 0,139 0,860 0,608 0,392 0,21 0,041 0,66
12 MID 75 0,659 0,340 0,384 0,616 0,35 0,082 0,76
13 MID 586 0,230 0,769 0,500 0,500 0,29 0,034 0,64
14 MID 111 0,644 0,355 0,387 0,613 0,35 0,043 0,66
15 MID 383 0,266 0,733 0,461 0,539 0,31 0,036 0,64
16 MID 395 0,277 0,722 0,435 0,565 0,32 0,059 0,70
17 MID 359 0,781 0,218 0,516 0,484 0,28 0,032 0,63
18 MID 220 0,693 0,306 0,410 0,590 0,33 0,062 0,71
19 MID 1566 0,414 0,585 0,349 0,651 0,37 0,066 0,72
20 MID 219 0,322 0,677 0,415 0,585 0,34 0,036 0,64
21 MID 358 0,707 0,292 0,426 0,574 0,33 0,052 0,68
Total PD 0,9999

* Ayrim giicli (PD), eslesme olasilig1 (Pm), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE),
g
tipik babalik indeksi (TPI)
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5.5.1. Hardy-Weinberg dengesi

Hardy-Weinberg dengesini belirlemek ig¢in yine Arlequin programinda 21 lokusa ait p-

degerleri hesaplandi. Bonferroni diizeltmesi ile p= 0,01/21 uygulanarak anlamlilik diizeyi p>

0,000476 olarak alindi. Bonferroni diizeltmesi sonras1 7 lokusta Hardy-Weinberg dengesinden

sapma gozlendi. Tiim lokuslarin ortalama heterozigotlugu 0,400 olarak bulundu. Beklenen

heterozigotluk ve P degerleri Tablo 17°de verilmektedir.

Tablo 17. 21 InDel lokusunun hardy-weinberg denge tablosu

Locus Beklgnen P-degeri
Heterozigotluk HWE
MID 76 0,44442 0,00099
MID 229 0,15209 0,00068
MID 356 0,39703 0,00056
MID 236 0,30383 0,00005
MID 198 0,48715 0,00169
MID 357 0,46071 0,00010
MID 227 0,36043 0,17561
MID 193 0,44677 0,16535
MID 243 0,48122 0,09020
MID 218 0,44789 0,0000
MID 184 0,24085 1.00000
MID 75 0,45195 0,03220
MID 586 0,35657 0,00038
MID 111 0,46083 0,00002
MID 383 0,39330 0,00007
MID 395 0,40348 0,00946
MID 359 0,34337 0,00057
MID 220 0,42779 0,00542
MID 1566 0,48825 0,00070
MID 219 0,43923 0,00000
MID 358 0,41592 0,00167
21 Lokus Ortalama 0,40015

Heterozigotluk

5.5.2. Populasyonlar arasi alel frekanslarinin karsilastirilmasi

Mammalian Genotyping Service - Marshfield Clinic InDel veri bankasinda yer alan farkli

popiilasyonlara ait 21 InDel lokusunun belirlenmis alel frekanslar1 ve Tiirkiye’ye ait (bu tez
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caligmast

gosterilmektedir.

sonuclar) alel

frekanslari

karsilastirmast

Tablo

Tablo 18. 21 InDel lokusuna ait popiilasyonlar arasi alel farkliliklar

18’°de ve Grafik 6°da

Tiirkiye Avrupa Afrika Afro -Amerikan Japonya
Lokus Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans | Frekans
(Del) (Ins) (Del) (Ins) (Del) (Ins) (Del) (Ins) (Del) (Ins)

N7HGD 0,67 0,33 0,55 0,45 0,66 0,34 0,95 0,05 0,98 0,02
'\2/|2|9D 0,08 0,92 0,13 0,87 0,11 0,89 0,09 0,91 0,13 0,87
MID | 027 | o7 | o4s | os7 | oes | o3 | os | o0s | os | 019
'\Z/l?!GD 0,82 0,18 0,86 0,14 0,52 0,48 0,98 0,02 0,90 0,10
I\l/L;SD 0,58 0,42 0,46 0,54 0,36 0,64 0,64 0,36 0,63 0,37
'\3{'5:7D 0,36 0,64 041 0,59 0,45 0,55 0,71 0,29 0,82 0,18
'\2/|2|7D 0,76 0,24 0,58 0,42 0,62 0,38 0,64 0,36 0,66 0,34
'\1/'5;? 0,34 0,66 0,27 0,73 0,03 0,97 0,95 0,05 0,85 0,15
I\z/!? 0,61 0.39 0,74 0,26 0,64 0,36 0,95 0,05 0,89 0,11
MID N

218 0,66 0,34 - - - - _ . } )
MID

184 0,13 0,86 0,49 0,51 0,37 0,63 0,05 0,95 0,11 0,89
MD | oss 0,35 0,36 0,64 015 0,85 0,01 0,99 0,13 0,87
MID'l 023 | o7 | o028 | or | oo | 0% | o1 | o8 | 009 | oo
|\1/|1|10 0,64 0,36 0,58 0,42 0,33 0,67 0,81 0,19 0,76 0,24
MID

383 0,26 0,74 - - - . } ) i i
MID

395 0,27 0,73 - - - . } ) i .
MID

359 0,78 0,22 - - - - - - i .
MID

220 0,69 0,31 0,84 0,16 0,80 0,20 0,44 0,56 0,64 0,36
MID

1566 0,41 0,58 - - - - - - ; -
MID

219 0,32 0,67 - - - . _ ) ) i
MID

358 0,71 0,29 0,72 0,28 0,24 0,76 0,98 0,02 0,99 0,01

-" (Popiilasyonu calismasi yapilmamis lokuslar)
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1

m Tirkiye
0,8 M Avrupa
mAfrika
0.8
W Afro-Amerikan
0,7 M laponya
06
05
04
0,3
02
01
a

MID 76 MID 229 MID 356 MID 236 MID 198 MID 357 MID 227 MID 193

W Tiirkiye

W Avrupa
W Afrika

W Afro-Amerikan

M lapaonya

MID 243 MID 184 MID 75 MID 586 MID 111 MID 220 MID 358

Grafik 6. 21 InDel lokusuna ait popiilasyonlar arasi alel frekans karsilagtirmasi

21 InDel lokusunun popiilasyonlar arasi karsilastiriimasi Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programi
kullanildi. Elde edilen Fst degerlerine (0-0,5 arasi kiigiik farklilasma, 0,05-0,15 orta diizey,
0,15-0,25 aras1 biiytik, >0,25 ¢ok biiylik farklilagsma) gore farkliliklar saptandi. Bu farkliliklar

Tablo 19’da verilmektedir.
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Tablo19. Popiilasyonlar aras1 Fsr-degerleri

Lokuslar
Populasyon MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID MID Populasyon
76 229 356 236 198 357 227 193 243 184 75 586 111 220 358
Tiirkiye | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | Tiirkiye
Avrupa | 0,02122 | -0,00060 | 0,03913 | -0,00032 | 0,02170 | -0,00282 | 0,05686 | 0,00314 | 0,03317 | 0,00000 | 0,17214 | -0,00739 | 0,00352 | 0,05540 | -0,00703 | Tiirkiye
Afrika | -0,01719 | -0,01311 | 0,25836 | 0,17869 | 0,07989 | 0,00201 | 0,02777 | 0,21784 | -0,01372 | 0,21884 | 0,40274 | 0,04419 | 0,17126 | 0,01653 | 0,34097 | Tiirkiye
Aﬁ‘;rr‘;l'(a 0,16506 | -0,01444 | 0,20717 | 0,09883 | -0,00814 | 0,19675 | 0,01722 | 0,51460 | 0,26099 | 0,01837 | 0,56632 | -0,00640 | 0,03884 | 0,11260 | 0,19654 | Tiirkiye
Japonya | 0,22440 | -0,00318 | 0,41640 | 0,01139 | -0,00814 | 0,33700 | 0,00734 | 0,38695 | 0,17799 | -0,01236 | 0,41215 | 0,04290 | 0,01142 | -0,00862 | 0,19654 | Tiirkiye

*0-0,5 arasi kiigiik farklilasma
*0,05-0,15 orta diizey farklilagma

*0,15-0,25 aras1 biiyiik farklilasma

*> 0,25 cok biiyiik farklilagsma
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6. Tartisma

Giliniimlizde kriminal laboratuvarlarda kimliklendirmede yaygin olarak STR sistemleri
kullanilmaktadir. Adli bilimciler var olan sistemlere alternatif her tiirlii biyolojik 6rnekten
sonu¢ almabilen yeni polimorfik sistemler gelistirmektedirler (5). Insersiyon/delesyon
polimorfizmi insan genomunda bir veya birka¢ bazin eklenmesi veya kaybolmasi seklinde
olusur ve polimorfizme neden olur bu da adli olgularin ¢6ziimiinde kimliklendirme ve nesep
tayininde kullanilabilmektedir. Ozellikle adli bilimlerde siipheliye ve/veya magdura ait olasi
biyolojik delillerde bulunan DNA miktar1 az veya bozulmus oldugu durumlarda STR
sistemlerine alternatif DNA {iizerinde daha az yer kaplayan sistemler tercih edilmektedir. Bu
gibi  durumlarda InDel polimorfizminden yararlanarak basarili  kimliklendirme
yapilabilmektedir (6,7,8). Bu sistemlerin DNA iizerinde kapladiklar1 alan (60-200 bg)
olduk¢a kiigiiktiir. DNA parcalanmig olsa bile basarili DNA profili elde etme potansiyeli
yiiksektir. Ciinkii baslangic DNA miktar1 en fazla 0,5-1 ng olacak sekilde aynmi anda
multipleks PCR yapilabilmektedir. Bu da az miktardaki DNA’dan bir kisinin DNA profilinin

cikarilmasi ve diger kisilerden ayirt edilmesini saglamaktadir (6,7,8,68).

InDel’ler adli bilimlerde son yillarda kullanilmaya baslanmistir. Bu tez kapsaminda biri 10
digeri 11 lokustan olusan 2 multipleks olarak dizayn edilen 21 gonozomal InDel lokusunu (X
kromozomuna bagli 20 InDel: MID 76, MID 229, MID 356, MID 236, MID 198, MID 357,
MID 193, MID 243, MID 218, MID 184, MID 75, MID 586, MID 111, MID 383, MID 395,
MID 359, MID 220, MID 1566, MID 219, MID 358 ve Y kromozomuna bagli bir InDel: MID
227) igeren panelin optimizasyonu ve validasyonu yapildi. Ayrica Tirkiye’deki adli
laboratuvarlarda kisilerin kimliklendirilmesinde, biyolojik anne-babanin belirlenmesinde, iki

kiz kardesin ayn1 babadan olup olmadiklarinin belirlenmesinde v.b. olgularda kullanilabilmesi
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icin bu panelin Tiirkiye’deki gen sikligin1 ve goriilme seklini belirlemeye yonelik 100 kiside

de tiplendirildi.

InDel Lokuslarinin Secimi ve Multipleks Dizayni

Bu ¢alismada kimliklendirmeye yonelik multipleks bir InDel kiti olusturmak tizere konuyla
ilgili literatiirde ¢aligilan tiim InDel lokuslari, patent ve kitler tarandi. Var olan ¢aligmalarin
disinda kalacak sekilde gonozomal kromozomlar (X ve Y) tlizerindeki InDel lokuslari
Marshfield diallelic indels database - Mamalian Genotyping Service veri bankasindan

(https://www3.marshfieldclinic.org/mgs/) secilmistir.

Bu tez i¢in baslangigta, 20 X kromozomuna bagli InDel ve 8 Y kromozomuna bagli InDel
bolgesinden olusan 28 lokusun calisilmasi tasarlanmis ancak 7 Y kromozomuna bagli
InDel’lerin hem kadin hem erkek DNA orneklerinde ¢ogalmasindan dolayr bu bolgeler
calismadan ¢ikarilmistir. Cikarilan bolgelere ait primerlerin X kromozomu iizerinde
komplementeri oldugu NCBI primer-blast’ta daha sonra yapilan arastirmalarda belirlenmistir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Bu nedenle 7 Y-InDel ¢alismadan

cikartilarak 1 adet Y-InDel 20 adet X InDel olmak iizere toplam 21 lokuslu multipleks

tasarlandi. Multipleksteki 1 Y-InDel lokusu da cinsiyet ayriminda kullanilabilecektir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen 21 lokuslu paneli iceren baska bir calisma bulunup
bulunmadigini arastirmak icin Google patents ve tr.espacenet.com’ da tarama yapildi.
InDel’lerle ilgili 3 ¢alisma bulundu (bkz sayfa 35) Ancak gelistirdigimiz panel bu
caligmalarin kapsadigi InDel bolgelerinden farklidir. Patent taramalarina ek olarak; Qiagen

firmasina ait “Investigator DIPplex Kit” ve Genomica’ya ait “InDelPlex INDEL
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Polymorphism Detection Kit” isimli InDel kitler bulunmaktadir ve ticari olarak adli

laboratuvarlara pazarlanmaktadir. Bu kitler otozomal InDel’lere ait gelistirilmis kitlerdir.

Bu tezde patenti alinmis ve ticari olarak iiretilmis InDel kitlerinin igerdigi gen bolgelerinin
disindaki lokuslar secilmistir. Ayrica tim kitler yurtdisinda iretilmekte ve iilkemizde
pazarlanmaktadir. Bu ¢alisma ile gelistirilen multipleks panel (kit) Tiirkiye’de gelistirilen ilk

InDel kiti olma 6zelligini tagimaktadir.

21 InDel lokusunun avyri ayri ve multipleks olarak optimizasyonunun degerlendirilmesi

Multipleks olusturmak {izere secilen InDel lokuslarinin her biri 6ncelikle ayr1 ayr1 PCR ile
cogaltilip analiz edildi. PCR karisimi1 olarak GML PCR Master Mix kullanilmig olup tekli
lokus PCR bilesenleri i¢in {iriiniin 6nerdigi miktarlar (Tablo 4) kullanilarak basarili PCR
yapildi. Primer konsantrasyonlar1 ise Rui ve arkadaslarinin 2012°deki c¢alismasina uygun
olarak 3 pmol/ul olarak belirlendi ve Tm sicakliklarina uygun PCR protokolii ve PCR dongii

programi olusturularak her bir InDel lokusu basariyla ¢ogaltildi (Sekil 8-28).

21 lokus igerisinde birbirine yakin biiyiikliikte lokuslar bulundugundan 2 ayr1 multiplekste
calisilmaya karar verildi (Tablo 6a, 6b). Multipleks PCR optimizasyonunda tekli lokus
PCR’sinde kullanilan PCR mix miktarlar1 ve dongii sayis1 belirli oranlarda arttirildi. Her iki
multipleksin primer konsantrasyonlari, Tm sicakliklari dolayisiyla PCR dongli programi

multipleks PCR’ye uygun sekilde optimize edildi.

Primer konsantrasyonlar1 ilk once tekli lokus PCR’sinde kullanilan 3 pmol/ pl’den 2 kat

arttirtlarak 6 pmol/ pl’ye ¢ikarildi. Ancak bazi lokuslarda alel diismesi ve bazi lokuslarda da

cok yiiksek pikler elde edildi. Lokuslar arasi alel pik yiiksekliklerini dengelemek igin primer
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konsantrasyonlar1 dengelendi. Cesitli konsantrasyonlarda yapilan denemeler sonucu alel pik
yiiksekliklerinin en iyi elde edildigi konsantrasyonlar belirlendi (Tablo 9). Bdoylece tiim PCR
kosullar1 multiplekse uygun hale getirilerek 21 InDel loksu 2 ayri multiplekste (Multipleks 1

ve Multipleks 2) optimize edildi (Sekil 32,33,34).

21 InDel Lokusunun validasyonunun degerlendirilmesi

21 InDel lokusunun multipleks optimizasyonu tamamlandiktan sonra ydntemin gecerli
kilinmast i¢in analiz esigi, dinamik alan, duyarlilik, stokastik esik, tekrarlanabilirlik ve tekrar

iiretilebilirlik basamaklar1 uygulandi.

Analiz esigi Multipleks 1 i¢cin 103,53 RFU; Multipleks 2 i¢in 80,586 RFU oldugu saptandi.
Bu sonuglara gore multipleks 1 analizlerinde 103,53 RFU degerinin tizerindeki piklerin;
multipleks 2 i¢in 80,586 RFU degerinin iistiindeki piklerin alel olarak kabul edilmesi gerektigi

belirlendi.

Dinamik alaninin ve duyarlilifin belirlenmesi i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda (0,0125 ng/pl,
0,025 ng/ul, 0,05 ng/ul, 0,125 ng/ul, 0,25 ng/ul, 0,5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul, 3 ng/ul) 2
multipleks analiz edilerek dinamik alan grafikleri olusturuldu (Grafik 1,2). Buna goére analiz
esiginin ustiindeki RFU degerinde olup tam profilin elde edilebildigi en az DNA
konsantrasyonun 0,5 ng/pul olarak belirlendi. DNA konsantrasyonu 2-3 ng/ul’ye yiikseldiginde
piklerde dengesizlikler gozlendi. Dinamik alan i¢in de optimum DNA konsantrasyonu 1 ng/ul

olarak belirlendi (Sekil 35-52).

Stokastik esik icin her iki multiplekste tam profilin elde edilebildigi en diisiik 2 DNA

konsantrasyonundaki (0,5 ng/ul ve 1 ng/ul) heterozigot aleller yani genotipi “InDel” olan

90



profiller kullanilarak kardes alel piklerinin birbirine olan oranlari sonucunda elde edilen esik
deger multipleks 1°de: 1 ng/ul i¢in 58,73- 0,5 ng/ul i¢in 31,6 multipleks 2’de: 1 ng/ul igin
79,03- 0,5 ng/ul igin 45,23 olarak belirlendi (Tablo 15). Bu sonugla kardes alel pik
yikseklikleri oraninin multipleks 1’de 31,61; multipleks 2°de 45,23 altina distiigiinde pik

dengelerinin bozulacagi ve kardes alel piki olarak kabul edilemeyecegi belirlendi.

Tekrarlanabilirlik c¢alismasinda 5 Ornek farkli bir analist tarafindan farkli bir zamanda
caligilarak analiz edildi ve aynmi genotipler elde edildi (Sekil 53a, 53b,54a,54b). Tekrar
tiretilebilirlik i¢in yine 5 6rnek farkli bir laboratuvar ve cihazda galisildi ve ayni genotipler
elde edildi (Sekil 55a,55b). Bu da bize calismanin baska kisiler tarafindan ve farkli

laboratuvarlarda da galisilabilir oldugunu gostermektedir.

100 kisive ait DNA orneginde 21 InDel multipleksinin cogaltilmas: (PCR), elektroforezi ve

tiplendirilmesi

Bu ¢alisma i¢in aydinlatilmis onamlart alinmis 100 kisiye ait DNA’dan 99°u basar1 bir sekilde
izole edilip miktarlar1 belirlenmistir (Tablo 10). Bu nedenle optimize edilen lokuslar 99 kisi
ile ¢alisilmistir. InDel genotiplendirmesi 1 kiside hi¢ yapilamazken 10 kiside de kismi profil
elde edilmistir. Bunun nedeni DNA’nin nitel ve niceliginin analize uygun olmamasindan
kaynaklanlandig1 soylenebilir. 89 kisiye ait DNA 6rneginde 21 InDel lokusuna ait tam profil

elde edilmistir (Tablo 20-Ek 3).

21 InDel Lokusunun Tiirkive’deki Alel Sikliklarinin Degerlendirilmesi

Adli bilimlerde kullanilan genetik isaretlerin adli kimliklendirmede ve akrabalik iliskilerinin
belirlenmesinde kullanilabilmesi i¢in ilgili populasyona 6zgli gen sikliklarinin belirlenmesi

gerekir. Cilinkii analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde yapilan istatistiksel hesaplamalarda,
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hangi toplumun veri tabanlarinin kullanilacagi 6nemlidir. Olayla ilgisi oldugu diisliniilen
stipheli ya da failin ait oldugu toplumun veri tabaninin kullanilmasi1 gerekir (10,22). Bunun
icin bu tez kapsaminda gelistirilen 21 gonozomal Indel lokusunun Tiirkiye’de olgu
aydinlatmada kullanilabilmesi i¢in alel sikligin1 belirlenmesi gerekir. Bu amacla alel sikliklar
ile ilgili 6n bilgi edinmek tizere rizast alinmig 100 kisinin agiz igi siirlintli Ornekleri
kullanilarak 21 InDel lokusu tiplendirildi (Tablo 20-Ek 3). Arlequin ver 3.5.2.2 kullanilarak
alel frekanslari, Hardy-Weinberg dengesine uyumlu olup olmadigi ve diger
populasyonlarlarla karsilastiridi. Ayrica Powerstat (Promega) programi ile adli istatistiksel

parametreler belirlendi.

21 gonozomal InDel lokusuna ait 3 lokusta (MID 229, MID 236, MID184) alel frekanslarinin
oranlarinin (MID 229: 0,08/0,91; MID 236: 0,81/0,18; MID 184: 0,13/0,86) dengeli olmadigi
ve heterozigotluk oranlarinin diisiik oldugu gozlendi. Bu lokuslarin adli istatistiksel
parametreleri incelendiginde alel frekans ve heterozigotluk oranlarina paralel olarak ayrim
giicliniin de digerlerine gore daha diisiikk oldugu saptandi (Tablo 16). Bu da s6z konusu
lokuslarin kimliklendirmede en az tercih edilecek lokuslar oldugunu gostermektedir. Lokus
icerisindeki alel frekans oranlarinin dengeli; heterozigotluk oranlarinin ve ayrim giiciiniin en
yiiksek oldugu lokuslar MID 243, MID 193, MID 198°dir. Bu lokuslarin kimlikledirme giicii
yiiksek oldugundan ileride bu tez kapsaminda ¢alisilan diger lokuslar1 da i¢ine alacak yeni bir
gonozomal InDel multipleksi olusturularak Tirkiye’deki kriminal laboratuarlarda

kullanilabilecektir.

21 InDel lokusuna ait adli istatistiksel parametreler acisindan ayri1 ayri her lokus ele

alindiginda; 2 lokusun ayrim giiciiniin diisiik oldugu gozlenmistir (MID229: 0,21; MID111:

0,392). Bu lokuslar disindaki diger lokuslarin ayrim giiclerinin yiliksek oldugu saptanmistir
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(Tablo 16). 21 lokus birlikte ¢alisildiginda PD (Ayrim giiciiniin) % 99 oldugu saptandi. Buna
gore bu lokuslar hem kimliklendirmede hem de akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde

kullanilabilecektir (Tablo 16).

Tiirkiye popiilasyonuna ait 21 gonozomal InDel lokusunun HardyWeinberg dengesinde olup
olmadig1 incelendiginde; bircok lokusta sapma oldugu gozlendi bunun i¢in Bonferroni
diizeltmesi yapilarak anlamlilik diizeyi p> 0,000476 (0,01/21) olarak alindi. 7 lokusta (MID
111, MID 218, MID 219, MID 236, MID 357, MID 383 ve MID 586 ve) p degerleri
0,000476’den  kiigiik oldugundan Hardy-Weinberg dengesinden sapma gésterdigi
gozlenmistir. Bunun nedeni; Orneklemin kiigiik ve homojen toplanmamasindan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Diger 14 lokusta ise beklenenden farkli bir sapma
gozlenmemistir. Bu da 14 InDel lokusunun Hardy-Weinberg i¢in Tiirkiye populasyonunda

dengede oldugunu gostermektedir (Tablo 17).

21 gonozomal InDel lokusunun heterozigotluk oranlar1 da degerlendirilerek, heterozigotluk
acisindan diisiik olan 2 lokus (MID 229: 0,152; MID184: 0,240) oldugu gozlendi. Tiim
lokuslarin ortalama heterozigotluk oraninin 0,400 oldugu saptandi (Tablo17). Bu da Tiirkiye

populasyonunda 21 gonozomal InDel lokusunun polimorfik oldugunu géstermektedir.

Marshfield diallelic indels database - Mamalian Genotyping Service veri bankasinda
(https://www3.marshfieldclinic.org/mgs/) bulunan Avrupa, Afrika, Afro-Amerika ve Japonya
populasyonlariin bu tez kapsaminda ¢alisilan 21 lokusun 15’ine ait alel frekanslari verileri
bulundugundan karsilastirma sadece bu lokuslarla yapildi. Buna gore; 3 lokusta ( MID 76,
MID356 ve MID 243) Afrika’yla, 1 lokusta (MID 229) Afro-Amerikalilarla, 3 lokusta (MID

227, MID 184, MID 220) Japonya’yla ve 8 lokusta (MID 236, MID 198, MID 357, MID 193,
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MID 75, MID 586, MID 111, MID 358) Avrupa’yla gen sikliklarinin yakin oldugu dozlendi.
Bu sonuglara gore genel olarak en ¢ok Avrupa’ya yakin oldugumuz sdylenebilir (Tablo 18,

Grafik 5,6).

Populasyonlar aras1 karsilastirma istatistiksel analiz Fst (F-istatistik) degerlerinin
karsilastirilmasiyla yapilmaktadir (68). Tirkiye ile Avrupa popiilasyonlar1 arasinda Sadece 1

lokusta (MID 75) biiyiik bir farklilasma (> 0,15) gozlenirken diger lokuslarda diisiik diizeyde

farklilagsmalar saptanmistir (Tablo 19).

Tiirkiye ile Afrika popiilasyonu arasinda 3 lokusta (MID 75, MID 356, MID 358) ¢ok biiyiik
farklilasma (>0,25) gozlenirken 3 lokusta da (MID 236, MID 193, MID 111) biiyiik

farklilasma gozlendi. Diger lokuslarda ise diisiik diizeyde farklilasma gozlendi (Tablo 19).

Tiirkiye ile Afro-Amerika popiilasyonu arasinda 3 lokusta (MID 75, MID 193, MID 243)cok
biiyiik, 4 lokusta (MID 76, MID 356, MID 357, MID 358) da biiyiik farklilasma gozlendi.

Diger lokuslarda ise diisiik diizeyde farklilasma saptandi (Tablo 19).

Tiirkiye ile Japonya arasinda 4 lokusta (MID 75, MID 356, MID 357, MID 193) ¢ok biiytik
farklilasma gozlenirken, 3 lokusta (MID 76, MID 243, MID 358) da biiyiikk farklilasma

gozlendi diger lokuslarda yine diisiik diizeyde farklilasma saptandi (Tablo 19).

MID 75 lokusunun Tiirkiye ile karsilastirilan tiim populasyonlarda Fst degerlerinde goriilen
cok biiyiik farkliliklar nedeniyle bu lokusun Tiirkiye popiilasyonuna 6zgii gen sikligi igerdigi
ve heterozigotluk orani yiiksek oldugu igin; bundan sonra biyocografik soyla ilgili yapilacak

caligmalarda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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21 gonozomal InDel lokusunun benzer calismalarla karsilastirmasi

Freitas ve ark. yaptiklar1 calismada 33 X InDel multipleks paneli geistirmislerdir (69).
Calismamizin 2 lokusunun (MID356 ve 357) bu ¢alismada kullanilan lokuslarla ayni oldugu
saptandi. 33 X InDel multipleks panelinin ortalama heterozigotluk oraninin 0,373 ve total
ayrim giiciiniin (PD) %99 bildirilmistir. Calismamizdaki 21 InDel lokusunun ortalama
heterozigotluk orani 0,400 ve total ayrim giicii de %99’olup bu ¢alismayla benzerlik

gostermektedir.

Rui ve ark. caligmalarinda 32 X InDel lokusu ile ilgili bir panel gelistirip populasyon
calismasi1 yapmislardir (70). Calismada bir lokusun Hardy-Weinberg dengesine uymadigi,
ortalama heterozigotlugun 0,388 oldugu ve tiim lokuslara ait total ayrim giiciiniin (PD) %99
oldugu bildirilmistir. Bu tez kapsaminda gelistirilen 21 gonozomal InDel paneli ile Rui’nin
panelindeki 5 lokus ortaktir (MID111, MID198, MID356, MID357, MID243). Bu 5 lokustaki
heterozigotluk oranlar1 da benzerdir. Bu tez caligmadaki 21 lokusunun 2 tanesi disinda
(MID229, MID184) hepsinin alel frekeansinin 0,2’den biiyiik se¢ilmis olup, ortalama

heterozigotluk orani 0,400, total ayrim giicii ise %99°dur.

Rui ve arkadaslarinin otozomal 38 InDel lokusundan olusan diger bir multipleks ¢alismalari
(6) Genomica firmasi ile ortak girisim ile hazir ticari InDel kiti olarak piyasada “InDelPlex
INDEL Polymorphism Detection Kit” olarak yer almistir. Bu kitin igerdigi 38 InDel
lokusunun her birinin heretozigotlugu 0,30’un istiinde, ortalama heterozigotlugun 0,450 ve
total ayrim giiciiniin (PD) %99 oldugu bildirilmistir. Bu g¢alismadaki 21 gonozomal InDel
lokusunun her bir lokusunun ayrim giicii 2 lokus hari¢ (MID 229 ve MID 184) 0,4 ve {istii,

total heterozigotlugu 0,400 ve total ayrim gii¢leri %99°dur.
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Diivenci 2015 yilinda Qiagen firmasina ait olan hazir ticari otozomal InDel Kkitini
(Investigator DIPplex Kit) kullanarak 30 otozomal InDel lokusunun Tirkiye’deki gen
sikligimi belirlemistir (71). Buna gore: minimum alel frekansi 0,324, Tiirkiye populasyonu
icin ortalama heterozigotlugun 0,487 ve total ayrim giiciiniin %99 oldugunu tespit etmistir.
Adli istatistiki parametreler agisindan degerlendirildiginde calismamizla uygunluk

gostermektedir.

Bu tez ile benzer bir diger ¢alisma ise Zhang ve arkadaslarinin 2015 yilinda gelistirdikleri 18
X kromozomuna ait multiplekstir (72). Bu calismada 18 X kromozomuna ait InDel
multipleksin total ayrim giiciiniin %99 oldugu bildirilmistir. Bu tez kapsaminda gelistirilen 21
gonozomal InDel paneli ile Zhang ve arkadaslarinin ¢alismasimin adli istatistiki parametreler

acisindan benzer oldugu saptanmustir.

Sonug olarak:

Bu tez kapsaminda gelistirilen 21 lokuslu InDel multipleks panelinin heterozigotluk oraninin
ve ayrim giliciiniin yiiksek olmasi, PCR amplikon uzunluklarinin 60-160 b¢ boyutunda olmasi
ve optimum 1ng/ ul DNA ile ¢alisilabilmesi nedeniyle olay yerinden gelen beklemis ve eser
miktardaki biyolojik 6rneklerde basarili tiplendirme olasilig1 yiiksektir. Ayrica 21 lokuslu
multipleks ile kimliklendirme i¢in gerekli ayrim giiciine ulasilabildigi i¢in kimliklendirmede,
soy tayininde ve akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde giiniimiizde kullanilan STR ve SNP
lokuslariyla birlikte veya tek basina kullanilabilecek bir multipleks panel gelistirilmistir. Bu
multipleks panelin Tiirkiye’deki kriminal laboratuvarlarda rutinde c¢alisilabilmesi igin
Tiirkiye’nin genelini yansitacak sekilde 200-250 kiside c¢alisilarak Tiirkiye’deki alel

frekanslarinin yeniden belirlenmesi gerektigi onerilmektedir.
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8. EKLER

EK 1. Aydinlatilmis Goniillii Olur Formu

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisi’nde doktora tezi amaciyla yapilacak bir
arastirmaya katilmaniz istenmektedir. Caligmaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir.
Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini
bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri igerdigini ve olas1 yararlarimi risklerini
ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman ayiriniz. Eger caligmaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz igin size
bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir. Formu imzalamaniz ¢alismanin kapsami
ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi serbestge verdiginizi belirtmektedir. Bu
onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadiginiz ifadeler varsa
caligmadaki aragtirmacilara sorarak bilgi edinebilirsiniz.

Gonozomal InDel Lokuslarmma Ait Multipleks Kit Gelistirilmesi

Adli bilimlerde babalik - akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde ve kriminal arastirmalarda
olay yerinden toplanan biyolojik 6rneklerin (kan, kan lekesi, semen, semen lekesi, tiikiiriik,
tikiirik lekesi kil, kemik v.s) kimliklendirilmesi DNA analizleri ile yapilmaktadir.
Kimliklendirmede, genellikle STR genetik isaretlerinden yararlanilmaktadir. Bu lokuslar
halen kullanilmakla birlikte, olay yerinden gelen asir1 derecede bozunmus biyolojik
orneklerde tipleme sorunlari yasanabilmekte ve sonu¢ alinamamaktadir.
Son doénemlerde insersiyon-delesyon (InDel) sonucu meydana gelen kalitimsal degisiklikler
de, insan genomunda  genetik isaret olarak kullamlabilmektedir. Insersiyon/delesyon
polimorfizmi insan genomunda tek bir bazin eklenmesi veya kaybolmasi seklinde olusur ve
genomun yapisinda degisiklige sebep olur. InDel genomda siklikla goriiliir. InDel, insersiyon
ve delesyon polimorfizmi, nokta mutasyonu olarak da adlandirilir. Tek veya birkag bazin
insersiyon veya delesyona ugramasi polimorfizme neden olur ve adli bilimler i¢in oldukca
onemlidir. Insersiyon/delesyon polimorfizminin (InDel) heterozigotluk oranmmn yiiksek
olmasi1 ayrica diglama ve ayrim giicliniin diger genetik isaretlerden daha yiliksek olmasindan
dolay, tercih edilmektedir. Ulkemizde STR, SNP ve InDel’lere ait optimizasyon, validasyon
caligmalar1 tamamlanmis hatta bu genetik isaretlere ait hazir ticari kit bulmak miimkiindiir.
Ancak InDel konusunda halihazirda yalnizca otozomal InDel’lere 6zgii ¢aligmalar mevcuttur.
Heniiz gonozomal InDel {izerine ¢alisma yapilmamistir.
Tiirkiye’de zorlu 6rneklerde kimliklendirmeye yardimci olmak amaciyla gonozomal InDel
bolgelerine ait multipleks bir kit gelistirilmesi amacimizdir.

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina baglidir. 6698 sayili kanununun 11.
Maddesi uyarinca 6grenme, bilgi talep etme, diizeltilmesini talep etme ve verileri yok etme
hakkiniz bulunmaktadir. Arastirmaya katildiginizda, arastirmanin herhangi bir asamasinda bir
gerekce gostermeksizin ayrilabilirsiniz. Bunun i¢in herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz
kalmasi s6z konusu degildir. Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek gorildiigiinde
katilimcinin aragtirma dis1 birakilacagi bildirilebilir.
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Alnan kisisel veriler, hukuka ve diirtisliik kurallarina, bilimsel ¢alisma kurallarina uygun
olarak, isbu proje kapsaminda ve projenin yapilmasi amaci ile sinirli ve 6l¢iide anonim olarak
kullanilacaktir. Kisisel veriler isbu projenin yapilip bitirilmesi i¢in gerekli olan siire ile siirh
olarak muhafaza edilecektir. Kisisel veriler projenin sona ermesini miiteakip proje yliriitiiciisii
tarafindan silinecek veya anonim hale getirilecektir.

Sizden aragtirma ile ilgili herhangi bir para talebinde bulunulmayacagi gibi kendisine de
O0deme yapilmayacaktir. Bagli bulundugunuz Sosyal Gilivenlik Kurumundan (SGK)dan
herhangi bir licret alinmayacaktir.

Aragtirmanin sizin aginizdan hedeflenen herhangi bir klinik yarar1 bulunmamaktadir.

Aragtirma konusu ile ilgili ve sizin aragtirmaya katilmaya devam etme isteginizi
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde siz ya da yasal temsilciniz zamaninda
bilgilendirilecektir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence verilmektedir.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii; 50-100 kisidir. Sizden pamuklu ¢ubukla
agizdan siriintli 6rnegi alinacaktir. Sizden elde edilecek olan biyolojik materyal; proje
yiiriitiiclisti tarafindan tibbi personel yonetiminde ve denetiminde gerekli 6rnekler alinacaktir.
Arastirma ile ilgili analizler .U Adli Tip Enstitiisii Ogrenci Laboratuvarinda yapilacaktir.

Kendi haklariniz hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir bilgi almak istediginizde,
sorumlu arastirmacit Tugba Unsal’dir. Arastirmaciya giiniin 24 saatinde erisebilecek telefon
numarast; 0(532) 7149285 ‘tir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar: okudum. Bana, yukarida
konusu ve amact belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sézlii agiklama asagida adi belirtilen
gorevli tarafindan yapildi. Arastirmaya géniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan da arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul
ediyorum.

“Gonozomal InDel Lokuslarina Ait Multipleks Kit Gelistirilmesi”’ doktora tez ¢caligmasi
kapsaminda alinan agiz i¢i siiriintii-tiikiiriik 6rneginin (Goniillii tarafindan uygun olan sik
isaretlenmelidir)

[] Sadece yukarida bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.

[] Ileride yapilmas: planlanan tiim ¢alismalarda kullanmilmasina izin veriyorum.

’

[] Hi¢bir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.’
Goniilliiniin Ad1 Soyada:

Goniilliiniin Imzasi

Tarih:

Yetkin Arastirmacinin Adi-Soyadi: Tugba Unsal
Yetkin Arastirmacinin imzas:

Tarih:
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Ek 3. 21 InDel Lokusuna Ait Genotipler
Tablo 20. 21 InDel Lokusuna Ait Genotipler

Ornek | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID
No 76 229 356 236 198 | 357 | 227 | 193 | 243 | 218 | 184 75 586 111 383 395 359 220 | 1556 | 219 358
1 Del Del Del Del Ins Del Del Del Del Del Ins Ins Ins Del Ins Del Del Del Ins Del Del
2 Indel Ins Indel Del Ins | Indel | Ins | Indel | Indel | Del Ins Del | Indel Ins Indel | Indel Del Del Ins Indel Del
3 Del Ins Ins Del | Indel | Del - Indel | Indel | Indel Ins | Indel Ins Del Indel Ins Del Del Ins Ins Del
4 Del Ins Ins Del Ins Del Del Ins Del Del Ins - - Del Del Del - - - Ins -
5 Indel Ins Del Del Ins Del - Del Ins Ins | Indel | Ins Ins Del Ins Indel Del Indel Del Ins Del
6 Del Ins Ins Del Ins Ins Del | Indel | Indel Ins Ins - - - - - - - - - -
7 Del Ins Ins Del Ins Ins - Indel | Indel | Indel | Indel | Del | Indel | Indel Ins Ins Del Indel Ins Ins Del
8 Ins Ins Del Indel | Del Ins Del Ins | Indel | Del Ins | Indel | Indel Del Ins Ins Del Ins Ins Ins Del
9 Indel Ins Ins Indel | Del Ins - Indel | Indel | Indel | Indel | Ins Del Ins Ins Ins Del Del Ins Ins Del
10 Del Ins Ins Indel | Del Ins | Indel | Ins | Indel Ins Ins Del Del Del Del Del Del Ins Ins Ins Del
11 Del Ins Ins Del Ins Ins Del Ins | Indel Ins Ins - Ins Del Ins Ins Ins Ins Ins Ins Del
12 Del Ins Ins Ins Del Ins - Indel | Indel | Indel | Indel | Indel | Indel | Indel Ins Ins Del Ins - Indel Del
13 Del Ins Del Ins Ins Ins - Ins | Indel Ins Ins Ins Del Del Ins Ins Del Indel Del Ins Del
14 Del Ins Ins Del Del Ins Del Ins | Indel | Del Ins Del | Indel Del Ins Ins Del Indel Ins Ins Ins
15 Indel - Del Del Del Del | Indel | Indel | Indel | Del Ins | Indel Ins Ins Ins Del Del Ins Indel Ins Del
16 Indel Ins Del Ins Del Del Ins Ins Del Del Ins Del Ins Ins Ins Ins Ins Del Ins Ins Del
17 Ins Ins Ins Ins Del Ins | Indel | Ins | Indel | Del Ins Del Ins Del Ins Ins Del Del Ins Del Ins
18 Indel Ins Ins Del Del | Indel - Indel | Ins Ins Ins Del Del Del Del Indel Del Ins Ins Del Indel
19 Del Ins Indel | Indel | Indel | Ins - Ins | Indel | Del | Indel | Indel Ins Del Indel Ins Del Del Indel | Indel Del
20 Indel Ins Del Del | Indel | Del Del | Indel | Indel Ins Ins Del Indel | Indel Ins Indel | Indel Del Ins Indel Del
21 Del Ins Ins Del | Indel | Ins - Ins | Indel Ins | Indel | Del Ins Indel | Indel | Indel Del Del Ins Del Del
22 Ins Ins Indel Del Del | Indel - Indel | Indel | Del Ins Del Ins Del Ins Indel | Indel | Indel | Indel Ins Del
23 Del Del Ins Del | Indel | Ins - Ins | Indel Ins Ins | Indel | Indel Ins Indel | Indel Del Indel | Indel Del Del
24 Indel | Indel Ins Del | Indel | Ins Del Ins | Indel | Del | Indel | Indel Ins Ins Ins Indel Del Indel Del Indel Del
25 Indel Ins Indel Del Del | Indel - Indel | Indel | Ins Ins Del Ins Indel Ins Indel | Indel | Indel Ins Ins Indel
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Ornek | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID
No 76 229 356 236 198 | 357 | 227 | 193 | 243 | 218 | 184 75 586 111 383 395 359 220 | 1556 | 219 358
26 Del Ins Del Del Del Del - Ins Del | Indel | Indel | Indel Ins Del Del Indel Del Ins Del Indel Del
27 Indel - Del Del | Indel | Del Del | Indel | Indel | Ins Ins Del Ins Ins Del Ins Del Del Ins Ins Del
28 Del Ins Indel Del | Indel | Indel - Indel | Indel | Indel | Indel | Indel Ins Del Ins Ins Del Indel | Indel Ins Indel
29 Ins - Ins Del | Indel | Ins - - Indel | Del Ins | Indel | Indel Ins Indel | Indel Del Indel | Indel Ins Del
30 Del Ins Ins Indel Ins Ins Del | Indel | Indel | Del Ins Del Ins Ins Ins Ins Del Ins Ins Ins Del
31 Ins Ins Indel Del Del | Indel - Indel | Indel | Del | Indel | Indel | Indel | Indel Del Ins Del Indel | Indel | Indel Del
32 Del Del Ins Del Ins Ins Del Ins | Indel | Ins Ins | Indel | Indel Ins Indel Ins Del Indel | Indel Del Del
33 Ins Ins Ins Del Del Del Del | Indel | Indel | Del Ins Del Ins Del Del Ins Del Ins Ins Del Del
34 Indel - Ins Del Ins Ins Del | Indel | Indel | Ins Ins Ins Del Ins Ins Ins Del Del Ins Ins Del
35 Indel Ins Indel | Indel | Del | Indel - Del | Indel | Indel | Indel | Del Ins Del Ins Indel | Indel | Indel | Indel | Indel | Indel
36 Del Ins Ins Del | Indel | Del Del | Indel | Indel | Del | Indel | Ins Ins Del Indel Ins - - Del Ins Indel
37 Del Ins Ins Ins Ins Del Del | Indel | Indel Ins Ins Ins Del Del Del Ins Del Del Ins Ins Del
38 Ins Ins Ins Indel | Indel | Ins - Ins | Indel | Del | Indel | Del Ins Indel Ins Ins Del Indel Ins Ins Indel
39 Ins Ins Ins Del Del Ins Del | Indel | Indel | Del Ins Ins Del Ins Ins Ins Del Del Ins Ins Del
40 Indel Ins Ins Del | Indel | Ins - Indel | Indel | Indel Ins Ins Indel | Indel | Indel Ins Indel Del Del Indel | Indel
41 Indel Ins Ins Del Del Ins - Indel | Indel | Del Ins | Indel | Del Indel Ins Del Del Del Indel Ins Indel
42 Del Ins Indel Del | Indel | Indel - Del | Indel | Del Ins Del Ins Del Ins Indel Del Indel Del Indel Del
43 Del Ins Ins Del | Indel | Del - Indel | Indel | Del Ins | Indel Ins Del Indel Ins Indel | Indel | Indel Ins Indel
44 Del Ins Indel Del | Indel | Indel - Ins | Indel | Del Ins - - - - - - - - - -
45 Del Ins Del Del Del Ins Del Ins | Indel | Del Ins - - - - - - - - - -
46 Indel Ins Indel | Indel | Del | Indel - Indel | Indel | Indel Ins - - - - - - - - - -
47 Indel - Ins Del Ins Ins Del Ins | Indel Ins Ins - - - - - - - - - -
48 Del Ins Ins Del Ins Ins | Indel | Del | Indel | Del Ins - - - - - - - - - -
49 Del Indel | Indel Del | Indel | Indel - Ins Del Del | Indel | Indel Ins Indel Ins Ins Del Del Ins Del Indel
50 Ins Ins Ins Del Del | Indel | Indel | Indel | Ins Del Del Ins Ins Del Ins Ins Ins Del Ins Del Del
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Ornek| MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID

No 76 229 356 236 | 198 | 357 | 227 | 193 | 243 | 218 | 184 75 586 111 383 395 359 220 | 1556 | 219 358
51 Del Ins Indel | Indel | Indel | Indel - Ins Ins | Indel | Indel | Indel Ins Del Indel | Indel Ins Del Indel Del Indel
52 Del Ins Ins Del Del Ins | Indel | Del Ins Ins Ins Del Ins Del Ins Ins Del Del Del Ins Ins
53 Ins Ins Ins Del Del Del Del Del | Indel | Del Del Del Ins Del Del Ins Del Del Del Ins Del
54 Del Ins Ins Indel | Indel | Ins - Ins Del Ins Ins Del Ins Del Ins Ins - Indel Del Ins Del
55 Del Ins Del Del Ins Del - Ins Ins Ins Ins Del Ins Del Ins Ins Del Indel Del Del Del
56 Ins Ins Ins Ins | Indel | Ins | Indel | Ins | Indel | Ins Ins Ins Ins Del Ins Ins Del Del Ins Indel Del
57 Ins Ins Ins Del | Indel | Ins - Indel | Indel | Indel Ins | Indel Ins Indel | Indel | Indel Ins Del Ins Ins Ins
58 Del Ins - Ins Del Ins - Indel | Ins Del Ins Del Ins Ins Ins Ins Ins Del Del Del Indel
59 Del Ins Indel Del | Indel | Indel - Ins Del | Indel | Indel | Indel | Del Indel Ins Ins Indel Del Indel | Indel | Indel
60 Del Ins Ins Del Ins Ins Del Ins | Indel | Del Ins Del Ins Del Del Del Del Del Ins Ins Del
61 Del Ins Ins Del Ins Ins Del Ins Del Del Ins Del Ins Del Del Del Del Indel Ins Ins Del
62 Indel Ins Ins Del | Indel | Ins - Del Del Del Ins | Indel Ins Indel Ins Ins Indel Del Ins Indel Del
63 Indel Ins Ins Indel | Indel | Indel - Indel | Indel | Indel | Ins | Indel | Indel Del Indel Ins Indel Del Del Indel Ins
64 Del Ins Ins Ins Ins Ins Del Ins Del Del Ins Ins Ins Del Del Del Del Indel Del Del Del
65 Indel | Indel | Indel Del Del | Indel - Ins Del Del | Indel | Indel Ins Del Ins Ins Indel Del Del Indel Del
66 Indel Ins Ins Del Ins Ins - Indel | Del Del Ins Del Ins Del Ins Del Del Del Del Del Del
67 Ins Ins Ins Del Ins Del | Indel | Ins Del Del Ins Del Ins Ins Ins Indel | Indel | Indel Ins Del Indel
68 Del Ins Ins Indel | Del Ins Del Del Del Ins Ins - - - - - - - - - -
69 Del Ins Ins Del Del Ins - Indel | Del | Indel Ins | Indel | Indel | Indel Ins Indel Del Indel | Indel Ins Del
70 Ins Ins Ins Del | Indel | Del - Ins Ins Del Ins Del Ins Del Ins Ins Del Del Del Ins Ins
71 Indel Ins Del Del | Indel | Del - Indel | Del Del Ins | Indel Ins Del Ins Indel | Indel | Indel Ins Indel | Indel
72 Ins Del Ins Del Ins Ins Del Ins Del Del Ins Ins Ins Ins Ins Del Del Del Indel Ins Del
73 Del Ins Ins Indel | Del Ins Del Ins | Indel | Del Ins Del Ins Del Ins Ins Del Ins Indel Ins Ins
74 Del Ins Ins Del Del Ins - Indel | Del Ins Ins Del | Indel Del Del Ins Ins Ins Indel | Indel Ins
75 Indel Ins Ins Del | Indel | Ins - Indel | Del Del Ins Del Ins Ins Ins Del Ins Ins Indel Del Ins
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Ornek | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID | MID
No 76 229 356 236 198 | 357 | 227 | 193 | 243 | 218 | 184 75 586 111 383 395 359 220 | 1556 | 219 358
76 Del Ins Indel Ins Del | Indel | Ins Ins Del Del Ins Ins | Indel | Indel Ins Indel Del Del Ins Ins Indel
77 Ins Ins Del Del Del | Indel - Ins Del Del | Indel | Indel Ins Del Ins Ins Del Del Indel Ins Indel
78 Del Ins Indel Del Del | Indel - Ins Del Del Ins | Indel | Indel | Indel | Indel | Indel Del Del Ins Ins Indel
79 Indel Ins Indel Del Del | Indel - Indel | Del Del | Indel | Del Ins Indel | Indel Ins Indel | Indel Del Del Indel
80 Del Ins Del Del | Indel | Indel - Ins | Indel | Del Ins Del | Indel Del Ins Indel | Indel Del Indel | Indel | Indel
81 Del Indel Ins Del Del Ins - Del Del Del Ins Del Ins Indel Ins Ins Del Del Ins Del Indel
82 Indel Ins Indel Del Del | Indel - Ins | Indel | Indel | Ins Del Ins Del Indel Ins Del Del Ins Indel Ins
83 Del Indel Ins Del | Indel | Del - Del | Indel | Indel | Indel | Del Ins Indel Ins Indel | Indel Del Indel Ins Del
84 Del Indel | Indel | Indel | Del | Indel | Ins | Indel | Indel | Del Ins | Indel Ins Indel Ins Ins Indel Del Indel Del Del
85 Del Ins Ins Del | Indel | Del - Ins Ins Del Ins Del Ins Del Indel Ins Indel Del Indel Ins Indel
86 Indel Ins Indel | Indel | Del | Indel - Ins | Indel | Del Ins | Indel Ins Indel | Indel Ins Del Del Ins Ins Del
87 Del Ins Ins Del Del Ins | Indel | Del | Indel | Del Ins | Indel Ins Del Ins Ins Ins Del Del Ins Ins
88 Del Ins Ins Indel | Indel | Indel - Ins Del Del | Indel | Del Del Ins Ins Indel Del Del Indel Ins Del
89 Ins Ins Indel Del | Indel | Indel - Ins Del Del | Indel | Indel Ins Del Indel | Indel Del Indel Del Ins Indel
90 - - - - - - - - - - - Ins Del Del Ins Ins Ins Ins Del Ins Ins
91 Del Ins Ins Del Del | Indel | Del Del | Indel | Ins Ins Del Ins Ins Ins Ins Del Del Del Ins Del
92 Indel Ins Ins Del Del Ins - Indel | Del | Indel | Ins Del Ins Del Ins Indel | Indel Del Indel Ins Indel
93 Del Ins Indel Del Ins Ins - Ins Del | Indel | Ins - - - - - - - - - -
94 Del Ins Ins Del Ins Ins | Indel | Ins Del | Indel | Ins Del Ins Del Del Del Del Del Del Ins Ins
95 Indel Ins Indel Del Del Ins - Ins Del Del Ins | Indel Ins Ins Ins Ins Del Ins Indel Ins Del
96 Indel | Indel Ins Del Del Ins - Ins Ins | Indel | Indel | Del | Indel Ins Indel Ins Del Del Indel Ins Del
97 Del Ins Indel Del | Indel Ins - Del Del | Indel | Ins Del Indel | Indel Ins Indel Del Indel Ins Indel Del
98 Ins - Ins Ins Ins Del | Indel | Ins Ins Del Ins Del Ins Ins Ins Ins Del Del Ins Ins Ins
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