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. GIRIS ve AMAC

Adli bilimlerde, kimliklendirme, babalik tayini vediger akrabalik ikkilerin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Bunu yapabilmek icinsamlar arasinda farklilik gosteren
Ozellikler aratirihir. Bunun icin ilk olarak Karl Landsteiner &rndan bulunan kan gruplari
kullaniimistir. Daha sonra ga&kn teknolojiye bgll olarak eritrosit enzimleri, serum
proteinleri, hemoglobin ve I6kosit antijenleri (Ham Leuokocyte Antigens,-HLA)
kullaniimistir. Bu sistemler ilesipheliyi kesin olarak dlamak muimkindi. Blanmama
durumunda ise bir ¢cok sistem bir arada sgahasina rgmen dahil etmede sorunlar
yasanmaktaydi. Ayrica s0z konusu sistemler ile her tbiyolojik materyal
kullanilmamaktaydi. Alec Jeffreys'in 1985 yilinda ultiokus prob kullanarak insan
DNA'sinin ¢ok dgisken bdlgelerini tanimlamasindan sonra, adli bilmak&aninda insan kan
ve dokularindan kimlik tespiti icin DNA'nin polimbk bélgelerinden yararlanilabilege

anlaiimistir.

Gunumuzde adli DNA analizlerinde, DNA'nin milyonta kopyasinin okmasini
sglayan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemimgaliimesine bgl olarak 1993
yilindan bu yana DNA'nin tekrar eden bdlgeleri gahaktadir. Batin insanlar ayni tip
tekrarlara sahiptir, ancak tekrar sayilari bireydeasinda farklik gostermektedir. Bu tir
polimorfizm, ardsik tekrar eden dizi sayisinin buyufline gore mikrosatellit (STR, Short
Tandem Repeat) ve minisatellit (VNTR, Variable Nwenlof Tandem Repeat) olarak ikiye
ayrilir (Lewin B. 1997, Saferstein R. 2004). Uzuiires sadece otozomal STR’lar
kimliklendirme ve babalik tayininde kullaniigmson yillarda ise gonozomal STR’lar da adli

amach kimliklendirmede kullaniimaya ganmstir.

Adli DNA analizlerinde gonozomal STR’lar farkli aflarin ¢6ziminde
kullaniimaktadir. Cinsel saldiri vakalarinda k&1 DNA ornekleri elde edilir ve Y
kromozomuna h#i STR’lar kullanillarak erkgn DNA profiline ulagmak mimkin
olabilmektedir. Babanin bulunamgdiolgularda, c¢cgun erkek olmasi durumunda baba
tarafindan herhangi bir erkek akrabanin Y STR l&kusgalsilarak cocgun o aileye ait olup
olmadgl soylenebilir. Y kromozomu cahmalarindan sonra X kromozomunun da adli
bilimlerde deisik olgularda kullanilabilecé ortaya konmstur. Sadece annelik sorulglunda
otozomal STR’lara ek olarak ayrim gucu artirilabifocwgun kiz olmasi kguluyla akraba iki

erkezin baba aday! oldiu durumlarda (babagal gibi) ve iki kiz cocgunun, ayni babadan



olup olmadginin aratirlmasi gibi durumlarda X-STR’lar kullanilabilir. Babanin
bulunamadii durumlarda ¢ocgun yine kiz olmasi kaluyla babaanne-kiz torun arasinda X-
STR analizleri ile babalik davalari ¢ozimlenelilBzibor R. 2003).

Bu tez cakmasinin amaci, X kromozomunagha8 STR lokusunun (DXS8378,
HPRTB, DXS10074, DXS7132, DXS10101, DXS7423, DXS34)1DXS10135) Mentype®
Argus X-8 PCR ticari kiti kullanarakjstanbul Universitesi Adli Tip Enstitisi Adli
Molekuler Genetik laboratuarinda optimizasyonglamak ve Turkiye'deki polimorfizmini
belirlemektir. Bunun icin oncelikle kitin hangi DN#olasyon yontemi ile daha iyi sonug
verdigi arastirlldi. Daha sonra kit icin optimum DNA miktari loéendi. PCR toplam hacmi ve
elektroforez yukleme miktarlari belirli oranlardaadtilarak en uygun hangi miktarlarda sonuc¢
verdigi belirlendi. Ayrica erkek ve kadin kark ornekler cakilarak, bu tur 6rneklerdeki
lokuslarin ayrim gucu belirlendi. Aile cstnasi yapilarak X-STR lokuslarinin babalik
belirtimindeki etkinlgi arastirildi. Bu lokuslarin rutin vakalarda (kimliklermdne ve babalik
belirtiminde) kullanilabilmesi igin her bir lokusuiirkiye'deki alel siklgini belirlemek
gerekir. Bu amaca yonelik olarak Turkiye'nin buthdlgelerini temsil edecekekilde 130
kisiden alinan kan ornekleri kullanilarak, ilgili lokkarin Turkiye populasyonundaki alel
sikliklar belirlendi. Ayrica her bir lokusun PIGet, PE, Pl, PD ve MEC istatistiksel

parametreleri hesaplanarak lokuslarin adli bilinga kullanim gicu deerlendirildi.



Il. GENEL B ILGILER

1. Genetikisaretler

Kimliklendirme ve nesep tayinlerinde 1900’lU yrila bgindan itibaren dncelikle kan
gruplari (eritrosit antijenleri) ardindan eritrogihzimleri, serum proteinleri, hemoglobin ve
Iokosit antijenleri (Human Leuokocyte Antigens,-H) Allizeyinde ifade edilen genetik
varyasyonlardan vyararlanilgtnr (Stuart H. 1999). S6z konusu sistemlerin ingede
yontemleri proteinlerin elektroforetik ayrimina, tiggnlerin immanolojik reaksiyonlarina
dayanmaktadir.

Bu polimorfik isaretler, adli bilimcilere dgerli kanitlar sglamalarina kayin bazi
dezavantajlari vardi.

a) Bu sistemler ile taze kan 6érnekleri ve kan lekedékin olarak incelenebilmektedir.

b) Varyasyon diizeylerinin sinirli olmasi nedeniylke beslarina biyolojik tanimlayici olarak
kullanilamamaktadirlar. Bireyin baba olma olasri sdyleyebilmek icin veya mahkemelere
delil teskil eden biyolojik materyalin zanhya/midura ait olup ya da olamayagal
soyleyebilmek icin tim antijenik sistemlerin, pobnfik protein ve enzimlerin ¢callmasi
gerekmektedir.

c) Antijenik yapilar, proteinler ve enzimler, cevresldllarina bgli olarak kisa strede yapisal
degisikli ge wrarlar.

d) Bireye yapilan birka¢ kan transfizyonundan somidadilen kana ki olarak deisiklik
gosterebilmektedirler.

e) So6z konusu sistemlerin incelenmesinde kullanilaimtgmler ise eser miktardaki
materyallerden sonug alinabilecek kadar hassgsdate(Kobilinsky L. 2005, Kalfglu E.
2006).

Bu sistemler artik kullaniimagindan eski sistemler olup, yerini daha gtvenilarol
DNA analizleri almgtir. Adli amacli DNA tiplemesi ilk olarak 1985 ymda ingiltere’de ve
1986’nin sonlarinda da ABD’de delil olarak kullaniftir (Jeffreys A. ve ark. 1988).

Temel bilimler ve tibbi bilimlerde rutinde géi amaclarla kullanilan DNA analizleri
(Pehlivan S. 2007), adli bilimlerde de babalik, adgalik iliskilerinin saptanmasinda
kullaniimaktadir. Tek yumurta ikizleri ggnda tim insanlarin DNA’ si birbirinden farkhdir.
Bu 0Ozellik kriminal tani koymada temel faktordurir Bliger dnemli 6zellik ise bir insanin

DNA’sinin her hiicrede birebir ayni olmasidir. Ggime bir insanin kan hicrelerinden alinan



DNA 0ornesi, sac, kemik ya da sperm hicresindeki DNA ile dyn(Mozayani A. 2006,
Shuller W. 2001).

2. Genetik Polimorfizm ve Kisa Ardsik Tekrarlar

Baslangicta DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilsiae dayanan RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism-Sinidrgacik Uzunluk Polimorfizmi) analizi
polimorfik DNA bolgelerinin tespiti amaciyla kulldmistir. 1980’lerde adli bilimlerde
kriminal olaylarin aydinlatiimasinda kullanigrancak bir takim dezavantajlari ofgluortaya
konmustur. Is glicuini arttirmasi, analizin uzun strmesi, radybatddde ile cakilmasi, fazla
miktarda ve degrade olmagn(bozulmamy) DNA'ya ihtiya¢c duymasi, pahali olmasi ve
otomasyona uygun olmamasi gibi nedenlerden dold&uPRiin adli bilimlerde kullanimi
sinirl kalmstir (Schanfield M. S. 2000, Lee H. 1998).

1983’te Kary Banks Mullis’in belirli bir DNA bdlg&ni milyonlarca kez ggaltmaya
yarayan ve bu sayede ona 1993 Nobel Kimya oduli@aaahdiracak olan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’nu (PCR) bulmasi ile birlikte adli amdgmliklendirme hem daha kolay hem de
daha kisa slUrede gercekieeye balamistir. PCR’'In eser miktarda bulunan biyolojik
materyalden dahi DNA’nin istenen bdlgesinin milyemel kopyasinin yapilmasina imkan
vermesi, DNA'nin adli amach kullanimini artirgtir (Kobilinsky L. 2005, Bartlett J. M. S.
2002).

Insan genomunda bulunan yaika3 milyar baz cifti, her biri farkli lokuslardaey
alan 25,000-30,000 geni kodlamaktadir. Protein &gt kisim tim genomun yakil
%3'0dur. Geri kalan kisim protein kodlamaz ve bsnkin buytk ¢cgunlugu da tekrarlardan
olusur (James H. S. 2003). Genleringgo“alel” olarak adlandirilan birka¢ farkh formda
bulunabilmektedir. Bir toplumun genetik yapisindaddaryasyonlarin (d@simlerin) varlgi
“genetik polimorfizm” olarak adlandirilir (Alikafoglu M. 2006).

Bir lokusun polimorfik olarak adlandiriimasi icieplum icinde o lokusla ilgili iki
veya daha fazla alelin bulunmasi gerekmektedirinRwfizmin ortaya cikabilmesi icin
genomun belli bolgesindeki baz ciftleri dizinindaryasyonlarin olmasi, bu gigikliklerin o
populasyonda kalicl olmasi ve sghin %1'den fazla olmasi gerekmektedir (Dib C. 996
Polimorfizm gdsteren bir gen icin her birey, birireeden dieri babadan aktarilan iki farkl
alel taryabilirken, bir populasyon ayni gen icin ¢cok sayi@ele sahip olabilmektedir. Bu
genetik polimorfizm adli amacgh DNA analizleriniarhelini olgturmaktadir.

Yapisal olmayan DNA boélgelerinde (intron), 6zdiikfarkli uzunluklarda nukleotid

dizilerinin desisik sayida, ardarda tekrarlanmasiyla salu bolgeler polimorfizm agisindan



blyuk 6nem t@maktadir. Bu polimorfik bolgelere ait aleller msyanlari biriktirebilme
Ozellikleri, evrim hizinin hesaplanmasi ve gen gl seyri icin tutarl bilgi
olusturdusundan, bu bolgeler filogenetik c¢gthalarda ve insan go¢ modellerinin
olusturulmasinda bilgi kayria olarak kullaniimaktadirlar (Gomolka M. 1994). Agd olarak
tekrar eden bu dizilerin tekrar sayilari, toplumlusturan bireyler arasinda farkhliklar
gosterdgi icin bu polimorfizmlerden adli amacgh kimliklenanede yararlaniimaktadir
(Schleif R. 1993).

Insan genomundaki farkli sayida birbiri ardina teksan bu polimorfik bolgelere
VNTR’lar (Variable Number of Tandem Repeats) veyaisatellitler denilmektedir. 10-100
b¢'lik tekrarlara sahip VNTR’lar niikleotid veya nabktidlerin delesyon, insersiyon ve/veya
esit olmayan krosing-over’t sonucu ghbilmektedir. Bo lokuslar Mendel yasalarina goére
kalitilirlar. YUksek ayrimlama gictne sahiptirl&€opealy P.M. 1994). VNTR’larin bir alt
grubu olan STR’lar (Short Tandem Repeats-STRs)aykk100—-400 b¢ uzunfiunda, tekrar
dizini 2—-6 baz cifti arasinda olup mikrosatellitagk adlandirilirlarilk kez 1991 yilinda
Edwards ve arkadkari tarafindan tanimlangtir. Bu tekrar dizilerine genom boyunca
ortalama her 6-10 kb (kilobaz)'da bir rastlanir.nG@ boyunca yakiak bir milyon STR
lokusu bulunur (International Human Genom Cons.1208TR dizileri basit ve karmge
olarak ikiye ayrilirlar. Basit tekrarlar, tekrareadtinite aynidir. Karmye tekrarlar ise farkh
tekrar Unitelerine sahiptirler. Genomda iki nukldbt (dinUkleotid) tekrarlara daha sik
rastlanmaktadir. Ancak iki nukleotid tekrarlarindaki bazlik bir farkin ayirimi gig
oldugundan adli amach olarak genellikle tetrantikleda&lrarlar kullaniimaktadir (Butler M.
J. 2003). STR’lar VNTR’lara gore daha kisa tekramtélere sahip oldgundan, alelik
varyasyonlari minisatellitlere oranla az olup dodayla ayirim gucleri daha gliiktiir. Ancak
STR sistemlerinin bu dezavantaji ¢ok sayida STRudakun bir arada amplifiye
(cogaltilmasi) edilebilmesi ile yok edilmiolur. STR’lar ginimizde daha kisa DNA
fragmanlari (parcaciklari) icermesi nedeni ile kesndegrade (bozunmudrneklerde dahi
sonu¢ alinabilmesi, ¢cama kolaylgl ve birgok lokusun bir arada amplifiye edilebilmes
yuksek ayirim guci gostermesi gibi Ustin 6zellikbayesinde adli amacli kimliklendirmede

ve nesep tayininde tercih edilen sistemler alimu(Butler J.M. 2005).
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Sekil 1. Bir STR Lokusu

Adli amaclh rutinde kullanilacak STR lokuslariniseciminde; ayrim gucd,
kromozomal yerlgmi, yapisi, dger STR lokuslari ayni anda ile tek bir PCR ile
cogaltilabilmesi (multipleks), guvenilir ve tekrarldmbr sonuclarin elde edilebilmesi gibi
kriterler g6z Ondne alinmaktadir. Adli DNA analiafele PCR’a dayali yontemlerin
1990’larda kullaniimaya knmasiyla, eser miktarda DNA iceren orneklerinliznaabhi
muimkin olmgtur. Devam eden ¢camalarla, 6zellikle STR lokuslarinin PCR ileggdtilarak
incelenebilecginin gosterilmesi, adli amagh DNA analizinde ydmr donemin agilmasina
neden olmstur.

Adli amaclh DNA analizlerinde ¢ok sayida STR lodugalsiimaktadir. Adli analizler
icin ilk STR tipleme sisteminingiltere’de Forensic Science Service (FSS)stigtistir. Bu
STR sistemi (QUAD) ile 4 lokus ayni andagettilabilmekteydi. Daha sonra FSS, ikinci nesil
multipleks (SGM, second generation multiplex) dkaeallandirilan STR sistemini ggirdi.
Ingiltere’de artik Applied Biosystems adl ticaniket tarafindan Uretilen The AmpF/STR®
SGM Plus® Kkiti kullaniimaktadir. Amerika Bigé&k Devletlerinde ise adli analizlerde
kullanilimasi i¢in FBI tarafindan CODIS (Combined BNhdex System) olarak adlandirilan
13 STR lokusu secilrglir. GUnimuzde bu lokuslarn da iceren, Applied Bgiems’in
gelistirdigi AmpF/STR® Identifiler® ve Promeggirketinin Urettgi PowerPlex® 16 adli iki
ticari kit bulunmaktadir (Goodwin W. 2007, Samugl&. 2000).

Tablo 1. STR sistemleri

auAD SGM SGM Plus® Identifiler® PowerPlex® 16
WA Amelogenin Amelogenin Amelogenin Amelogenin
THO1 w WA D251338 D251338 D251338
F13A1 es51179 vINA vIWA vINA
FES 21511 D1s5359 D1e5359 D1e5359
18551 De51179 Des1179 De51179
THO1 D21511 Dz1511 D21511
FGA 018551 D18551 018551
THO1 THO1 THO1
FaA FGA FaA
D1353217 D135317
CSF1PO CSF1PO
D7s820 DFsazo
TPOX TPOX
DssS818 D5sa18
D251338 Dz51322 Penta D

D195433 D195433 Penta E




PCR ile c@altilan STR lokuslarinin uzunluklarinin élcilmesrekir ki bazi STR
alelleri arasinda bir baz ciftlik fark vardir. PGRunlerinin jel elektroforezi igin poliakrilamid
jel kullanilarak 20-500 nukleotid uzu@undaki DNA parcalari ayrimi gumiboyama ile
yapilabilmektedir. Bu elektroforezde gallan lokus sayisi sinirhdir ¢lnkid farkl lokustari
alelik boyut (size) mesafeleri cakbilmektedir. Bu sinirlama, adli bilimler topl@u
tarafindan PCR urunlerinin farkh floresans boyalaretiketlenmesi sganarak giderilmtir.
Bunun icin bir seri boya galirilerek, bu boyalarin PCR primerlerin her birinth ucundan
eklenerek elektroforez sirasinda DNA parcalarinefirlenebilmelerini sglamaktadir. Tek
analizde boyalarin sayisinin 5’e kadar ¢ikariimdaha fazla lokusun callabilmesi olanak
verir. Elektroforez sistemleri slab-jelden, DNA galarinin polimer solisyonuyla dar cam
tupten gecirilerek, iyon argon lazerle tespit dualilmesine olanak veren kapiller elektroforeze
gelistirilmi stir. Kapiller elektroforez c¢ozelti icindeki partikérin elektriksel alan etkisi
altinda goc¢ etmesi prensibine dayanan gucli biditknayirma tekngidir. Kapiller jel
elektroforezinde temel ayirma mekanizmasi; jelldddaulmus kapillerde gobzeneklerden
gecerek go¢ eden molekdillerin buydklikleri araskndarka dayanir. Kapiller elektroforez,
5-20 kilovoltluk bir giic kayn&, anot ve katot elektrotlar arasinda bulunan bpiker ttp,
sicaklgl sabit tutacak bir 1sitici bdlge ve anot uca yakinlazer sik kayna ile CCD
(charged coupled device) kameradanstuNegatif yukli DNA molekull polimer igerisinde
ve elektrik akimi altinda anoda (+) @a hareket eder. DNA o6rgeelektrokinetik yontemle
kapiller icerisine alinir, sabit voltaj ve sicakhkanoda dgru hareket eden DNA parcaciklari
kapillerde ilerlerken (detektor) lazeng tarafindan farkl floresans boya ilgaretli primere
gore dgisik dalga boylarinda yansitarak CCD kamera tarahnagilanirlar (Goodwin W.
2007, Butler, J.M. 2005).
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Sekil 2. Kapiller elektroforez sistemi (Forensic DNA Tygi2005)



Applied Biosystems tarafindan @anan kapiller elektroforez sistemleri ¢oklu renk
dedeksiyonuna sahiptirler. ABI PRISM® 310 Genetikatyzer cihazi bir yuriatmede tek
kapiller ile 48 PCR urtnunt analiz edebilirken, ABRISM® 3100 ve Applied Biosystems
3130xI Genetik Analyzer cihazlan 16 kapiller il®0D’'den fazla, ABI PRISM® 3700 ve
Applied Biosystems 3730xl Genetik Analyzer cihazl@8 kapiller ile 4000’den fazla PCR
ariintn analiz edebilmektedir.

Elektroforez sonrasi STR profillerinin gerlendiriimesi, GeneScan®, GeneMapper
ID veya GenoTyper® gibi programlarla gerceskilelir. PCR Urlnlerinin boyutlari, internal
size standart kullanilarak belirlenir. Internalesstandart, boyutlari belli ve floresans boya ile
isaretlenmg DNA parcalari icerir ve bu DNA parcalari kapillelektroforez yiriutmesi
esnasinda PCR urunleri ile birlikte lazer tarafmdaspit edilir. En ¢ok kullanilan ticari
internal size standartlari Applied Biosystegitgetinin ROX™ veya LIZ™ floresans boya ile

isaretli GeneScdff 500 standardi ve Promega’nin ILS600'diir (Goodwin2007).
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Sekil 3. (@) GeneScd 500 (Applied Biosystems) (b) ILS600 (Promega) (An
Introduction to Forensic Genetics)



GeneScan gibi programlarla gdlan STR lokusunun hangi alellere sahip @alu
boyut analizi ve alelik ladder ile kalastirilarak yapilir. Alelik ladder, STR lokusu i¢insan
populasyonunda mevcut olan tim alellerin yapayadldrazirlanmy halidir. Alelik ladder,

calisilan STR lokusunun hangi alellere sahip @aiou kesin olarak belirlenmesinigar.
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Sekil 4. Mentype® Argus X-8 Alelik Ladder (Argus X-8 Kilax Kitabi 2007)
3. STR’larin Adlandiriimasi

STR’larin dunya capinda kullanimi igin lokuslannve alellerinin adlandiriimasi
standardize edilmgiir. Bu nedenle ISFH (International Society of Fwsie Hemogenetics,
Uluslararasi Adli Hemogenetik Dergig 1992 yilinda lokus ve alellerin adlandirmasinda
uyulacak kurallari ortaya koyngwur. Bu kurallara gére STR lokuslarinin isimlenidiesi dort
asamada yapilmaktadirilk harf D; DNA'yl, ikinci siradaki rakam; lokusun ahgi
kromozomda yerkgk oldugunu, Ug¢tinct harf olan S (Single); bu lokusun DNaisihde tek
oldugunu, en sonda yer alan sayi ise; lokusun o kromdaoryer alan gier STR
lokuslarindan ayiran rakami gosterir. GimeD5S21 bu kurallara gore isimlendirilen bir
lokustur.

Alelik adlandirma ise her alelin icepilitekrar sayisina gore yapiimaktadir. Tekrar
Unite dizilerinin bir kismi1 sadece basit tekrartmdolyurken, bir kismi ise iki ya da daha
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fazla farkh tekrar Unite dizilerini icerir. Komgts tekrar dizilerinden okan bir dger grup ise
dizi boyunca dgisik sayi, uzunluk ve baz tekrarina sahip dizileradugur. Buna gore her
alele tekrar sayisini gosteren bir rakam verilimédin yaygin kullanilan THO1 lokusunun en
kucuk aleli 5°tir ve bg “AATG” tekrari icerir. En buydk alel olan “10” isen “AATG”
tetrantkleotid tekrarini icerir. THOL1 lokusunun 39.o0larak numaralandirilan alelinde ise
dokuz tetranukleotid ile birlikte G¢ bazlk “ATG Bazlarindan olgan eksik bir tekrar dizisi

yer alir.

| AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | alel 7

| AaTG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG [ATG| AaTG | AATG | AATG | alel 9.3

Sekil 5. THO1 lokusu

STR lokusunda tekrar eden dizinin hangi sarmaldanhangi yonde okunmasi
gerektgi ayni komisyon tarafindan standardize edstimi buna goére tekrar dizin -3'5'
yoninde okunur ve lokus protein kodlayan genleginde ise proteini kodlayan zincirin adi
kullanilir (Bar W. 1997). Orngn Hum THO1 lokusunun insan tirozin hidroksilaz Han
tirozin hidroksilaz) geninin 1. intronu Uzerindellmdugunu gosterir.

STR lokuslari somatik kromozomlar haricinde ciesikromozomlari Uzerinde de
bulunur. Bu lokuslar ile somatik kromozomlarggh& TR lar ¢zilemeyen ya da bu lokuslara
alternatif veya destekleyici olarak cinsiyet krormpm STR lokuslarina ihtiya¢ duyulmaktadir
(Bobillo C. 2008).
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4. Cinsiyet Kromozomlarinin Adli Bilimlerde Kullani mi

Adli amaclh DNA analizlerinde otozomal kromozomlazerinde bulunan, ayrim gicu
dolayisiyla dglama gicu ve heterozigotluk orani yiksek olan stm&TR lokuslari
kullaniimaktadir. Son vyillarda adli genetik incelder gonozomal kromozomlar tzerindeki
polimorfizme yo6nelmitir ve bu calgmalar ilk olarak Y kromozomu polimorfizminin

incelenmesiyle bgamistir.

Sekil 6. Y kromozomu ve X kromozomu (Biophoto AssociatestBResearchers)
4.1. Y Kromozomu

Insan Y kromozomu 21. kromozomdan sonraki en kigiknkzom olup akrosentrik
bir yapiya sahiptir. Genomun sadece % 2 kadariovnkizom tarafindan oturulur. Yaklaik
altmis milyon baz cifti icermektedir. Kromozomun uzunkiga kollarinin distal bélimlerinde
bulunan ve X kromozomu dizinleri ile homolog olanadet psddootozomal bdlge icerir
(PAR1,PAR2). Bu bdlgelerin ginda Y kromozomunun %95’'i mayozda rekombinasyona
ugramaz (NYR boélgesi) haploigekilde bulunur ve baba tarafindan erkek gacdesismeden
aktarilir (Butler, J.M. 2005, Ceylan G.G. 2007).

Y kromozomunun birka¢ yliz gen icegdidUsinulmektedir ve Y kromozomunun
blyuk bir bolumu fonksiyonel olmayan tekrar dizilere psddogenlerden alonustur.
Evrimsel olarak X ve Y kromozomlari yakla 240-320 milyon yil 6nce, memelilerin
kuslardan ayrimi sirasinda farkglaaya balamistir. Zamanla, uclarda yer alan ve X
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kromozomu ile homoloji gosteren PAR bdlgeleri harggkek cinsiyetiyle ilgili genlerin
disindaki dizilerin birggunu kaybetmytir (Rustamov A. 2006). Y kromozomu, cinsiyet
determinasyonu, erkek infertilitesi, testis deterasyonu gibi erkge 0zel cok Onemli
biyolojik fonksiyonlarla ilgili genetik bilgiyi Gzende tgir (Cinnioglu C. 2001).

Y kromozomu rekombinasyongramadgindan (NRY bdlgesi- nonrecombining Y)
ve sadece erkek ebeveyn tarafindan kalgmdian ayni soydan gelen tim erkeklerde yeni bir
mutasyon olasi@i disinda bir¢ok nesil boyunca ayni haplotip gorulegeliu ozellik Y
kromozomu polimorfizmini, gé¢ yollarinin agarlimasinda, antropolojik, evolisyonel ve adli
genetik alaninda kullaniimasina neden aftau Son yillarda NRY’ de250 polimorfik lokus
tanimlanmgtir. Bu polimorfik bolgeler ti¢ grupta siniflandmaktadir.

1) Distk mutasyonlu bialeliksaretler. Bunlar insan evriminde ender mutasyon lafayga
(UMEs- unique mutation events) tanimlanan tek baisiklikleri (SNP- single nucleotide
polymophism).

2) Mikrosatellitler veya ardik tekrar dizileri (STR). Bunlarin mutasyon hizirenerasyon
basina % 0,2x1F - 9,3x10° arasinda déstigi calismalarla gosterilngtir.

3) Yuksek dgiskenlik gosteren lokuslar. Bu lokuslar cok yuksektasyon hizina sahiptirler.

Bunlarin icinde STR’lar ¢cajma kolaylgl, mutasyon sikfiinin ¢cok fazla olmamasi ve

polimorfik olmasi bakimindan en ¢ok tercih edilekuslardir (de Knijff P. 2000).
4.1.1. Adli Bilimlerde Y Kromozomu

Adli genetik incelemelerde Y kromozomu STR polinomi yaygin kullanim alani
bulmustur. Kadin erkek DNA’larinin kagmis oldugu cinsel saldiri olgularinda Y-STR analizi
oldukca etkilidir. Kargmis orneklerde sadece erkekte bulunan Y kromozomuinidski
bolgelere 6zgu primerler kullanilarak Y-STR anaédilebilir (Yuksel@lu E.H. 2003).
Babalik davalarinda oOzellikle baba adayinin buluamdgn ya da baba adayinin biyolojik
materyalinden DNA elde edilemeiidurumlarda ¢ocuk erkek ise baba adayinin gagmda
yer alan herhangi bir ergm (baba tarafindan herhangi bir erkek akrabas§TR sonuclari
kullanilarak fethi-kabire gerek duyulmadan babaidyini yapilabilmektedir (Kayser M.
2001). Erkek kardgerin tayininde, ayrica bir vakadgiipheli erkgi ve sUphelinin baba
tarafindan tum erkek akrabalaringldmaktadir (Kayser M. 2007).

Vaginal penetrasyon iddiasi olglunda erkge ait epitel hiicreleri Y-STR analizleriyle
ortaya konabilir (Gunn A. 2006). Ancak Y-STR’leriayrim guci otozomal STR’lardan

disUktir. Bir cinsel saldirida semenin kagma stupheye yer birakmayacakekilde
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saptayamaz. Otozomal STR’larla desteklenmedik¢calancaileden bir erlggn fail oldugu
soylenebilir (A1cioglu F. 2006).

Y kromozomunda yer alan amelogenin geninde birsyele ya da primer lganma
bdlgesinde bir mutasyon meydana ggildile, Y kromozomuna ait pik alinamgdicin Kisi
yanlilikla kadin fenotipinde derlendirilir. Y kromozomal STR’lar calilarak bu dnlenebilir
(Roffey P.E. 2000).

4.2. X Kromozomu

Cinsiyet kromozomlari veya gonozomlar, pek ¢cok y@mndtozom olarak adlandirilan
diger kromozomlardan farklidir. X kromozomu, 153 mitgan fazla baza sahiptir.
Kromozomal anomalisi olmayan normal erkek hicrakbi cinsiyet kromozomlari ciftler
halinde bulunmaz. Erkekler bir X bir de Y kromozomagirlar. Bu sebeple X ve Y bolgeleri
erkeklerde hemizigottur. Buna gmen X ve Y kromozomu arasindaki homoloji ayni
kaynaktan geliyor gibi goérinir. Erkek gametogenegnasinda, X ve Y kromozomlari
arasindaki rekombinasyon, psdédootozomal boélgekerakl adlandirlan kicik sub-telomerik
bdlgelerde ortaya cikar. Bu bélgeler homologdutdestozomal boélgelerdeki genler cinsiyet
baglantili dezildir. Bu bolgelerdeki rekombinasyon sikliotozom kromozomlara gore 20 kez
daha yuksektir (Szibor R. 2007).

X kromozomunun, Xp ve Xq telomerleri olmak Uzere FMAve PAR2 olarak
adlandirilan psédootozomal bélgeleri bulunmaktatiyrica ortak psédootozomal bolgelerine
ek olarak X ve Y kromozomunda birgcok homolog badgetardir. Dgilerde X kromozomu
homolog ¢ift olarak bulunur ve bu 6zgllile otozomal kromozomlara benzer. Birden fazla X
kromozomuna sahip bireylerin hiicresive sadece bir aktif X kromozomu vardinaktif X
kromozomu (cinsiyet kromatini — Barr Cisinidi ilk defa 1949 yilinda kedilerin sinir
hicrelerinin - morfolojileri  Gizerine incelemeler yapaBarr ve Bertram tarafindan
kesfedilmistir. Bu argtiricilar cinsiyet kromatininin yalnizca gikedilerin sinir hticrelerinde
bulundwgunu, erkek kedilerde bulunmaani gostermilerdir. Bugin bu arduricilarin birinin
adina atfen cinsiyet kromatinine Barr cisigfic{(Barr body) denilmektedir. Moore 1953
yilinda insanlarin dilerinin de ayni kromatine sahip olgunu go6sternstir. Cinsiyet
kromatini, dsi memelerinin somatik htcrelerinde interfazda génibzel bir kromatindir.
0.7-1.4 um capinda olup, nukleer membranin i¢ yiadeefutunmy, koyu boyanan 6zel bir
cisimciktir. Disilerin I6kositlerinde goérilen Drum-stick (Davul tolagl) inaktif X

kromozomunun dgésik bir goérungudar. Dr. M. F. Lyon, 1961 yilinda Lyon hipotezini
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farelerde X'e bali heterozigot genlerin fenotipik etkileri Gzeringaptigl calsmalar

sonucunda ortaya koyrstur. Lyon hipotezine gore;

* Disi memeliler cinsiyet kromatini inaktif olan X krormomundan olgmaktadir. Yani
disilerde iki X kromozomundan biri genetik olarak itidftk. Eger dside U¢ X
kromozomu varsa bunlardan ikisi inaktive olur. Baktivasyon embriyoda 12—-16. ginde
meydana gelmektedir.

« Inaktivasyon rastgele ve gansiz meydana gelir. Boylece bazi hicrelerde patexn
kromozomu, bazilarinda maternal X kromozomu inaktiéir. X inaktivasyonu di
somatik hiicrelerde rastgele gda da bu durumun bazi istisnalari vardir. Yapisalaé
anomali olan X kromozomunun tercihen inaktif olmiasiistisnalardan birisidir.

 Embriyonik gelsimin erken evrelerinde meydana gelen inaktivasyogeri

donitmsuzdur.

Bir dolde beklenmeyen ve belirlenemeyen anormalogomal karyotipler meydana
gelebilir ve X'e bgh markirlar kullanilarak yapilan akrabalik testinidgzrulugunu
etkileyebilir. Orngin Ullrich-Turner sendromu ile gkilendirilen gonozomal genotip XO,
canh dii dogumlarinda 2500’e 1 oraninda ortaya ¢ikar (Clemenes M. 2000). Bir bka
beklenmedik durum fenotipik olaraksderde XY karyotipinin ortaya ¢ikmasidir (Wieacker
P. F. 1998). Bu, androjen duyarsgziveya XY disgonozomisieklinde meydana gelir. Bu tir
aksakliklar genetik olarak erkeklerin kolay farkilegkyen dgi fenotipi sergilemelerine neden

olur. Fakat Y kromozomunun vatliamelogenin analizi ile kolaylikla agi&abilir.



4.2.1. X Kromozomuna B&lI Hastaliklar

4.2.1.1. Yapisal duzensizlikler

* Alport sendromu

* Androjen duyarsizf§i sendromu

» Becker's muskdler distorfi

* Sentronukleer miyopati

» Charcot-Marie-Tooth hastgl

» Coffin-Lowry sendromu

* Duchenne muskdiler distrofi

* Fabry hastaf

* Fragile X sendromu

* Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksgli
* Hemofili

* Menkes hastah

* Sentronukleer miyopati

» Sendromik olmayan galik

*  Ornithin transkarbamilaz yetmegili
* Rett sendromu

* Renk korligu

» Spinal ve bulbar muskdler atrofi

* X’e bagli kombine immun eksik$i
* X'e bagli agammaglobulinemi

» X’e bagli sideroblastik anemi

4.2.1.2. Sayisal Duzensizlikler

. Turner sendromu
. Klinefelter sendromu

. Trizomi X
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4.2.1.2.1. Turner Sendromu

X kromozomu uzerindeki resesif bir genin etkisi esaal erkeklerde gorulir. X'e pla
genler resesif olsalar da erkeklerde hemizigot kdllundan fenotipik olarak etki gosterirler.
X’e bagli resesif bir hastghin kadinlarda ortaya cikabilmesi icin ya homozigorumda
olmasi ya da hastgl tasiyan kadin, X kromozomu monozomisi veya o0 gen &ilgen
parsiyel monozomisi olan Turner sendromlgi kilabilir. Bunlara ek olarak kadin gérinimlu
46 XY kromozomlu testikilar feminizan bir hastalola.

Hastalik ilk kez Henry Turner tarafindan 1938 ydhntanimlanngtir. Polani ve
Wilkins boyle vakalarda 1954 yilinda X kromatinin@dgini gosterdiler ve 1959°'da Dr.
Charles Ford, sendromun kromozom diziminin 45, X@ugunu bulmgtur. Avrupa'da
genellikle Ullrich-Turner sendromu ya da Bonnevigith-Turner sendromu olarak
isimlendirilir (Tarkan Y. 1991).

X kromozomu taimayan bir yumurta hiicresinin X kromozomugiyan bir sperm ile
dollenmesi sonucu ya dasey kromozomu tamayan bir spermin normal bir yumurta
hicresini dollemesiyle meydana gelir. Yakkaolarak Turner sendromlu gebeliklerin %98'i
distkle sonuclanmaktadir. Turner sendromunun belirtilkisa boy, Limfodema, el ve
ayaklardasiskinlik, gogus kafesi farklilg ve meme ucu gegligi, disiik sac bitgi, distk
kulak cizgisi, kisirhik, Amenore (adet gormeme)géi belirtiler, dga kivrilan dirsek (kubitus
valgus), perdeli boyun, yumak ve yukari donen tirnaklar, Simian cizgisi vesid
g6zkapaklaridir.  Turner sendromu bulgular siden ksiye farklihk go6sterebilir

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Turner_sendromu 2009
4.2.1.2.2. Klinefelter Sendromu

Klinefelter ~ sendromu; hicre boélinmesi  sirasindaseysel kromozom
duzensizliklerinden kaynaklanan semptomlarirsidd gortlmesi durumudur. Hastal
1942'de Dr. Harry Klinefelter ilk olarak tanimlaginr. Sendromlu hastalarin %80’i 47, XXY
karyotipine sahip iken vakalarin %20’sinde 49, XXXX48, XXXY; 48, XXYY; 47, XYY,
46, XX gibi farkh karyotipler gorulebilmektedir @cioglu F. 2006). Bu kiler genellikle
erkek birey olarak gorulirler. Uzun kol ve bacakl&adinimsi kalca cikintilari ilk olarak
g6ze carpan ozellikleridir. Testisleri kii¢cuk, kadmsi g@is (jinekomasti) ve kas ggiinleri
vardir. Sesleri erkeklere nazaran daha incedir.ogtpadizm gorulebilir. Sakal ve biyik
gelisimleri ¢ok az, vicut killanmalari kadinimsi gorardedir. Spermatogenez gorilmez ve

kisir bireylerdir. Canli erkek gian bireylerin 500 ya da 1000'inde 1 oranla goralir.
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4.2.2. X Kromozomunun Adli Bilimlerdeki Tarihcesi

Adli calismalarda X kromozomu markirlarinin gendlciide kullanma fikri son
yuzyilin ikinci yarisinda yapilan klinik genetik meylerden kaynaklanmaktadir. X
kromozomuna bz renk korligt, hemofili, Duchenne mduskdler distrofi, G6PD ekgik
Lesch-Nyhan sendromu gibi bircok bilindik hastalardir. Fertil erkeklerde, bitin kiz
cocuklar babadan gelen kusurlu X kromozomuna saklipar ve bunu gelecek kagin
yarisina aktarirlar. Bu bilgi sadece klinik gentiklegsil ayni zamanda babalik testi icinde
deserlidir. Yine de adli bilimlerde cinsiyet antili genetik markirlarin (belirte¢) kavranmasi
¢cok yava olmustur (Szibor R. 2007).

Akrabalik iliskilerin belirlenmesi bilindgi gibi baslangicta sadece kan grubu
markirlari ile yapilmaktaydi. Daha sonra serum girdéri ve enzimleri eklendi. X'e (g
markirlarda ilk 6nemli bgari Xga kan grubunun Race ve Sanger’itamaa grubu tarafindan
saptanmasi ile elde edilgtir (Tippett P. 1998). Xga'nin X kromozom gantisi dsilerde ve
erkeklerde Xga /Xg fenotip sikliklarinin k#estirilmasi ile kolayca bulunabilir (erkeklerde:
0.62/0.38; kadinlarda: 0.86/0.14). Xga kan grubdukta zayif bir antijendir. Bu da Xga
testinin akrabalik testi uygulamasinda 6nemli bimtgm olarak kullanilamamasinin bir
sebebi olabilir. Yine de Klinefelter ve Ullrich-Toer sendromundaki gibi kromozom
anormalikleri, X kromozomunun serolojik Xga testiullanilarak tanimlanmasiyla
cOzUImigtar (Tippett P. 1998).

DNA teknigi 6ncesinde adli bilimciler insan dokularinda vegh hiicrelerde cinsiyet
tayini icin cinsiyet kromatinlerini kullandilar. Da sonra bu teknik, erkek heterokromatininin
floresans mikroskobu kullanilarak yapildi.

1980’lerin bainda klinik genetik uzmanlari, gam ©ncesi tghisi amaclayan gen
baglanti analizine bgdadilar (Davies K. E. 1985). Bazi X glantili hastaliklar (Duchenne
miiskiler distrofi ve hemofili gibi) hedef alingti ik asamada; Southern ve RFLP tekinile
tek nukleotid polimorfizmi (SNP) saptandi. Bu maldkn (Lalloz M. R. 1994), CA tekrar
polimorfizmleri ve minisatellit Stl4 (DXS52) ile deeklendi (Oberlé I. 1985). Daha sonra
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekmin kullanima girmesiyle der polimorfizm
¢esitleri de incelenmytir. Adli arastirmalarda X kromozomuna lailk ¢alisilan mikrosatellit
lokuslart HPRTB ve HUMARA'dIr (Desmarais D. 199&;il8or R. 2000).
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4.2.3. X Kromozomuna B&li Kisa Ardisik Tekrarlar

Mikrosatellit veya basit argk tekrarlar, tim insan kromozomlarinda homojen bir
sekilde bulunur (Subramanian S. 2003). Yine de krpono icindeki STR ygunlugu dnemli
degiskenlikler gosterebilir. Ug ve alti niikleotid tekiar eksonlarda oldukca fazla ikengdr
tekrarlar intronlarda daha fazladir (McNeil J.A.0B). Tri, tetra ve penta STR’larin analizi,
adli bilimlerde oldukca yaygindanis ve otozomal STR’lar, Y ve X kromozomal STR
markirlarinin uygulamalarindan ¢ok 6nce kullaniladoglanmstir. X-STR’larda mutasyon
oranlari, otozomal STR’larda bildirilene benzerrdaada (2,09X18) gériilmektedir (Szibor
R. 2007a, Aicioglu F. 2006).

X kromozomuna hgi STR’larin adli amagli kullanilabilegedurumlarsdyledir:

* Biyolojik kanitlarda X kromozomu markirlarinin  agri gict (PD) dgeri
karsilastirilacak Kkginin cinsiyetine gore dsiklik gosterir. Bir kadin biyolojik
materyali yine bir kadinla ksitastirllacaksa, X'e bgli markirlarin PD dgeri
otozomal markirlarinkine sé¢ olur. Eger erkek biyolojik materyali bir erkekle
karsilastinldiginda, erkekte bir X kromozomu bulungitndan, X’e bagh markirlarin
PD deeri otozomal markirlarinkinden daha az olacaktarig{k biyolojik érneklerde
erkek varlginin tespiti icin Y-STR’larin kullaniimasi uygunketkadin varlginin
tespiti icin X-STR’larin kullaniimasi otozomal STIR'a oranla daha etkindir. Clnk
tesadifen bir kinin tim X STR’'I homozigot olmadi surece, iki alel gormek
mumkundur (Szibor R. 2007).

* Anne, cocuk vesUpheli babanin oldiu babalik davalarinda otozomal STR’larin
kullanimi yeterlidir ve bgka bir markirin kullaniimasina gerek duyulmaz. Bapal
ili skisi belirlendginde X STR’lar kullanilamaz. Clnkl baba ve erkekwoarasinda
X kromozomu gegi yoktur. Baba/kiz igkisinde ise otozomal STR’lara ek olarak
kullanilabilir. Kiz gocgun sahip oldgu X kromozomun birini annesinde alirken
digerini babasindan alir (Szibor R. 2003, Gomes 17200

» Akraba iki erkein (baba/gul gibi) babalik davasinda, ¢agun kiz olmasi durumunda
X STR’larin kullaniimasiyla babalik belirlenebiliiCinki stpheli babalar farkl
annelere sahip olgundan farkli X kromozomlarina da sahip olacakla(Builes J.J.
2007). Erkek kardgerin babalik davalarinda ise annelerinin ortak agnmsebebiyle X
STR’larin etkisi %50 oraninda azalabilgzelen kullanimi uygun dsldir.

» Cinsel tecaviz sonrasinda sonra safu hamilelikler c¢gunlukla kurtaj ile
sonuclandirilabilir. 6—8 haftalik kirtajlardagiic materyali, maternal kan ve dokularla
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birlikte bulunur ve bunlari birbirinden ayirmak dor. Bu durumda ki kiirtaj materyali
yani fetlis dji ise, X-STR analizi ile babadan kalitilan X kromozunun varlg tespit
edilebilir. Ensest vakalarinda, fetiisinsidolmasi durumunda X-STR, tum fetls
alelleri hamile kadinin alelleri ile ayni ise endegbalik kanitlanir (Szibor R. 2007b).

* Anne-gocuk testinin gerekli olgu bazi durumlar olabilir. Annelik mitokondrial DNA
(MtDNA) ile belirlenebilir. Ancak bu her zaman igkesin dgildir. Ornegin mtDNA
dizileri sadece kendi ¢ocuklari ile gleanne soyundaki y&enler, kuzenler, teyzelerde
de aynidir. Ayrica bu yontemin zor ve pahalisalyaninda her toplumda heniz yeterli
genetik populasyon verisi olmamasi gibi kisitlayledenler de bulunmaktadir. Anne-
ogul ikilisinde, cocuktaki X kromozomu maternal kakhaoldugundan, otozomal
STR’lar ile X-STR’larin birlikte cakilmasi annefiin belirtimini kuvvetlendirecektir
(Asicioglu F. 2007).

* Anneleri farkli veya ayni iki kiz co@unun, ayni babadan olup olmguahin
argstirllmasi ise yine babadan kalitilan X kromozomdrRSanalizi ile bu ttr babalik
davalarinda dahil etme olagiimi artacaktir (Ruivo D. 2008).

» Baba adayinin 6lmesi ya da bulunamamasi durumtgrdaun kiz olmasi ksulu ile
babaanne-kiz cocuk arasinda X-STR analizleri ilbabl davalari ¢ézimlenebilir.
Soyle ki cocigun X kromozomlarindan biri babasindan gelmektedirbabasinin X
kromozomu da onun annesinden gelmektedir. Sonutalol&iz gocuktaki baba
kaynakli X kromozomu mutlaka babaannenin X kromozomdan biri olacaktir
(Asicioglu F. 2006).

oK
® [

I -
o B

Sekil 7. Babaanne ile kiz torun arasindaki X kromozomutkalninsematik gosterimi
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4.2.4. Tez Cakmasindaincelenen X-STR Lokuslari

Bu tez cakmasinda kullanilan X kromozomuna 0zglu DXS7132, DXX3/(
DXS8378, DXS10074, DXS10101, DXS10134, DXS10135RMAB lokuslari ile cinsiyet
belirlemek icin Amelogenin lokusu c¢gillmistir.

Amelogenin
DXS101356 ] a Mb
DXS8378

Hp2a.11
Er2l.F
Hr2l.>
Hp2i.d
Hedll.s
Hrll.Z
Hell. 23
Hpll.22
*pliy2}
aii.d
Hali=z DXST132 | &5 Mb
4 DXS10074
Hali.d
Kaild.2
Hali.d
HaqZl.1l
Kq21.2
Hq21.31
HaZl.IZ
HaZl1l.33
HaZZ.1
Kaq22.2
HaIZX.F
EL =1
_g2E
b i
Ha2b.l
HaZh.Z HPRTB 133 Mb
Ha2E.d
oz s DXS10101
K272
2T .3
DXS10134
— 149 Mb
Ha2e DXST423

Sekil 8. Tez konusu X-STR lokuslarinin X Kromozomu tUzerkiderlesimi ve p-telomerden

uzaklgi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/humaing).

4.2.4.1. Amelogenin

Amelogenin hem X hem de Y kromozomda bulunmaktasur.nedenle amelogenin
tayini cinsiyetin saptanmasinda kullaniimaktadirveX'Y kromozomlarinda homolog olarak
bulunan amelogenin geninin drund, gelekte olan di minesi matriksinin  temel
komponentlerini olgturur. Dis minesindeki proteinlerin %90’1n1 gfturur. Amelogenin bir
STR lokusu dgildir. Elektroforezde 212 b¢’lik X kromozomuna 6zgie 218 bg'lik Y
kromozomuna 6zgil bant gosterir. Yani X kromozomelagenin lokusunun birinci intronu,

Y kromozomuna gore 6 b¢’lik bir delesyonu vardinl@yz K. 2003).



Tablo 2. Amelogenin lokusuna ait bilgiler
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Lokus Gen bankasi ulgim numarasi Kromozomal yerlgimi
Amelogenin X M55418 Xp22.1-22.3
Amelogenin Y M55419 Ypll.2
4.2.4.2. DXS8378 STR Lokusu
Tablo 3. DXS8378 STR lokusuna ait bilgiler
Lokus Primer Alel Tekrar Kromozomal | Gen bankasi
Unitesi yerlesimi ulasim no
DXS8378 | ° TCATTACGAATATCAMGGCAM-3' | (g 15) [CTAT] Xp22.31 G08098
5.CTTCTCTGGTTCTCTAGCTCACAT 3'

DXS8378 STR lokusunun tekrar tnitesi CTAT olup &elara bgli olarak uzunlgu
154,3-178,7 bg¢ arasindagienektedir. Alel sayisi (8—15) 8'dir. Ancak nadir @l 7 (Aler
M. ve ark. 2007) ve 17.ci alellere de rastlanmaktégecker D. ve ark. 2007).

4.2.4.3. HPRTB (Human Fosforibozil Transferaz)

Tablo 4. HPRTB STR lokusuna ait bilgiler

Lokus Primer Alel Tekrar Kromozomal Gen bankasi
Unitesi yerlesimi ulasim no
5-AACTTTTTCTCTGTATGTAGTCGATT- 3'
HPRTB (8-17) [CTAT] XQq26.2 M26434
5-CTACATCAAAGTGAAAAGCCAT- 3'

HPRTB STR lokusunun tekrar tnitesi CTAT'dir ve t@kara bgh olarak uzunlgu
189.4-221.8 b¢ arasinda gignektedir. Alel sayisi (8-17) 10’dur. Ancak literaté 6—7
(Edwards A. ve ark. 1991) ve 18-19.cu alellereasianmaktadir (Zarrabeitia M.T. 2004).




4.2.4.4. DXS7423 STR Lokusu

Tablo 5. DXS7423 STR lokusuna ait bilgiler
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Lokus

Primer Alel Tekrar Unitesi Kromozomal | Gen
yerlesimi bankasi
ulasim no
[TCCAJs
2 } TCTGTCCT
5. TGCTGAGGGGTAGATGGG-3 [TCCAIx

DXS7423 STR lokusunun tekrar Unitesi [TCGATJCTGTCCT [TCCAk'tir ve

tekrarlara bgl olarak uzunlgu 232.7-253.5 bg¢ arasindagdgnektedir. Alel sayisi (12—-18)
7'dir ancak literattirde 10 (Pereira R. ve ark. 20@B.cu alellere de rastlanmaktadir (Aler M.

ve ark. 2007, Zalan A. ve ark. 2007).

4.2.4.5. DXS7132 STR Lokusu

Tablo 6. DXS7132 STR lokusuna ait bilgiler

Lokus Primer Alel Tekrar Kromozomal Gen
Unitesi Yerlesimi Bankas!
Ulasim No
5-TGATTAGGAATATCAAAGGCAAA- 3'
DXS7132 (11-17) [TCTA] Xqll.2 G08111
5-CTTCTCTGGTTCTCTAGCTCACAT- 3'

DXS7132 STR lokusunun tekrar Gnitesi TCTA'dir vergeglara bgl olarak uzunlgu
281.3-305.5 b¢ arasindagiignektedir. Alel sayisi (11-17) 7’dir. Ancak literadié 6 (Zalan
A. ve ark. 2007) 8 (Chen M.Y. ve ark., 2004) 9 (Al. ve ark. 2007) 10 (Shin S.H. ve ark.
2005) 18 (Chen M.Y. ve ark. 2004, Shin S.H. ve af05, Becker D. ve ark. 2007) ve 19.cu
(Chen M.Y. ve ark. 2004, Zalan A. ve ark. 2007)late de rastlanmaktadir.




4.2.4.6. DXS10134 STR Lokusu

Tablo 7. DXS10134 STR lokusuna ait bilgiler
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Lokus Primer Alel Tekrar Unitesi | Kromozomal Gen
Yerlesimi Bankasi
Ulasim No
[GAAA] ; GAGA
[GAAA] 4
5-CAACATAGTGAGATCCCACCTTTAC -3' | (29-44,3
DXS10134 (29-443) AA Xq28 AL034384
5-TAATATTCTATTGTATGGGCATGCTG -3' [GAAA] GAGA
[GAAA] , GAGA
[GACAGA]s
[GAAA] GTAA
[GAAA] s AAA
[GAAA] , AAA
[GAAA]
DXS10134 STR lokusunun tekrar Unitesi [GAABSIAGA

[GAAA] ,AA[GAAAIGAGA[GAAA] 4 GAGA[GACAGA]3 [GAAA] GTAA[GAAA] 3 AAA
[GAAA] JAAA[GAAA] x ve tekrarlara b#i olarak uzunlgu 330.1-383.6 bg¢ arasinda

desismektedir. Alel sayisi (29-44.3) 30’dur.
4.2.4.7. DXS10074 STR Lokusu

Tablo 8. DXS10074 STR lokusuna ait bilgiler

Lokus Primer Alel Tekrar Kromozomal Gen
Unitesi Yerlesimi Bankasi
Ulasim No
DXS10074 | 5-TTATTATTTTGCCTACCTCTCTGAGC -3 (4-21) [AAGA] Xq12 AL356358
5-ATTTTCTCTCTGTCTTAGCTCCCATA -3'

DXS10074 STR lokusunun tekrar Gnitesi [AAGA] veratara bglh olarak uzunlgu

97.5-167.6 b¢ arasindagignektedir. Alel sayisi (4—21) 20’dir.




4.2.4.8. DXS10101 STR Lokusu

Tablo 9. DXS10101 STR lokusuna ait bilgiler
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Lokus Primer Alel Tekrar Unitesi | Kromozomal Gen
Yerlesimi Bankasi
Ulasim No
[AAAG] 5
GAAAGAAG
DXS10101 5-TGTTTCAAAATAATATGGGAGTTGG -3' (24.2-35) [GAAA] Xq26.2 AC004383

5-TCTTTAATCTCTCACAGCCCCTAC -3'

A[GAAA] ;AAGA
[AAAG] s

AAAAAGAA
[AAAG] «

DXS10101 STR lokusunun tekrar Gnitesi [AAGA] verahara bglh olarak uzunlgu
189.9-223.3 b¢ arasindagiienektedir. Alel sayisi (24.2—-35) 22'dir.

4.2.4.9. DXS10135 STR Lokusu

Tablo 10.DXS10135 STR lokusuna ait bilgiler

Lokus Primer Alel Tekrar Kromozomal Gen
Unitesi Yerlesimi Bankas!
Ulasim No
5-TATTTTTAATAGAGACGGGGTTTCTC -3' [AAGA] 5
DXS10135 (14.1-36.2) GAAAG Xp22.31 AC003684
[GAAA] «
5-GAGACCGAAAATGGTACTGAGG -3'

DXS10135 STR lokusunun tekrar tnitesi [AAGABAAAG [GAAA] « ve tekrarlara
bagl olarak uzunlgu 242.4-316.1 b¢ arasindagignektedir. Alel sayisi (14.1-36.2) 33'ddr.

Ancak literattirde 13.cu (Becker D. ve ark. 2008Jaate rastlanmaktadir.

4.2.5. X-STR’larin Istatistiksel Hesaplamalari

Polimorfik bir kalitsal 6zellin (gen) farkli tipleri biliniyorsa ve bu s6z konus

tiplerden her birini tgtyan Kkilerin sayisi ile populasyonun sayisi, o 6zgtliher bir tipinin

sikligint verir. Bir biyolojik 6rnekten elde edilen DNArgfili stphelininki ile birebir




25

uyusuyorsa, iki orngin ayni kaynaktan geldi dustnudltr. Fakat iki farkli ki ayni DNA
profiline tesadifen de olsa sahip olabilir. Bu lestisal glesme oranini belirleyebilmek igin
biyolojik delilden elde edilen profilin populasyoaid sikligini bilmek gerekir (Evett 1.W.
1996). Bu sikliklar populasyonlar arasinda farklgosterir. Bu farklilik birbirine yakin olan
populasyonlarda uzak olanlara oranla daha azdar(®eore J.A. 1983).

DNA profillemesinde kullanilan STR lokuslarinin lakeekanslarinin hesaplanmasi
icin toplumu temsil eden ve birbiri ile akrabalikskisi bulunmayan rastgele secikren az
100 bireyin DNA tiplemesi yapilir. Alel frekansihesaplamak icinse frekansi hesaplanacak
alel sayisi toplam alel sayisina boluntr. HerhdmgDNA profilinin sikhgi, DNA profilinde
belirlenmg olan aleller ile populasyon veri tabanindaki skbeserlerinin yardimi ile
hesaplanir (Goodwin W. 2007).

iki biyolojik 6rnek ile stiphelinin DNA 0Ozellikleri birbirini tutmadynda, yani bir
dislama gozlendiinde herhangi bir teknik hata yapiimadiya da ornekler kagtiriimadgi
takdirde sorun ¢oOzulmuve siphelinin sanilan ki olmadgl kesin olarak sdylenmiolur.
Buna kagihk incelenen ornekle katastirilan arasinda bir uyum gorulmesi, DNA
moleklliniin tamaminin baz dizini incelenmeyip sadéelirli bolgelerin 6zelliklerinin
karsilastiriimasini icerdiinden, rastlantisal benzeiiin istatistiksel olarak hesaplanmasini
gerekli kilar.

Bir populasyondan secilen rastgele iksikin bir lokus igcin ayni genotipi tama
olasilgl, kimliklendirme gtict (power of identity, PI) versine ise glama guci (power of

discrimination, PD) denir. Bu ikisi arasindaki nratgiksel bglanti ise

PD=1-PI

seklinde ifade edilir. Kimliklendirme gticinin hesapmasi isesagidaki formulle yapilir.
PI=Y x i?

(x i = s0z konusu lokustaki genotip kombinasyomiar frekansidir) (The Evaluation of
Forensic DNA Evidence 1996).

Olay yerinden elde edilen DNA o6rgiain stpheli haricinde populasyondan herhangi
birine ait olma olasif hesaplanmak istenglihde, o kginin populasyonun rastgele bir Gyesi
oldugu varsayilir ve DNA profilinin, populasyonda buluaraiklgina bakilarak hesap yapilir.

Bu siklik rastgele uywma olasilg (Matching Probability, MP) olarak ifade edilir.1&31lik
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orani (Likelihood Ratio, LR) ise inceleme konusunéiin DNA'sI ile mukayese DNA'nin
ayni sahsa ait olmasi olasiinin, inceleme konusu orgiea DNA'sI ile mukayese DNA'nin
iki farkli sahistan gelmesi olasilna oranidir (Butler J.M. 2005).

iki gen siklpl arasindaki anlamlilik testi (Z geri);

P1 -P2

Z=

P1(1-P1) + P2(1-P2)
N N

P1 = Birinci alelin gen sik
P2 =ikinci alelin gen sikfi

X kromozomuna 6zgu istatistiksel hesaplamalar fazkimanlarda farkli agaricilar
tarafindan ortaya konngtur. Polimorfik bilgi icergi (PIC) hesaplama formillu Botstein ve
arkadalari tarafindan 1980 yilinda yayinlargtm. Hem otozomal markirlar hem X
kromozomu markirlari icin kullanilabilen beklenegtérozigotluk (HET) dgeri formuli 1974
yilinda Nei ve Roychoudhury adli ataucilar tarafindan belirlenrgtir. 1968’'de Kriger’in
formule ettgi Ortalama Dglama Gicu (MEC) otozomal markirlar ve anne, babaaeuk
Uclast icin uygundu ancak babanin olngadgiksik davalarda uygun gigdi. Burada babanin
eksikliginin babaannenin X kromozomu markirlar gadirak giderilebilecginin gorilmesi
ile Kishida ve arkadgari 1997 yilinda MEC formulini gefirdiler. Kiz cocigunu da iceren
dcli (anne, baba ve cocuk) ecatalarda, MEC Kriger d¢eri MEC Kishida ile
karsilastirildiginda X-STR’larda otozomal STR’lardan daha etkinugld géralmtir. Son
olarak X kromozomu ile ilgili istatistiksel hesapialari 1998’'de Desmarais ve arkglda

yayinlamstir.
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PC=1->1"-2% > £,
i=1 =1 j=i+1 ’

HET = (1—§f2]
n—1 =

MECyiger = Zi 2 (1 - )7 + S f (1 - )P + Z fif, (F+ ) (- f,— 1)
MECyihiga = Zi f° (1 - ) + T fi (1 - )7+ Z £, (F+ ) (1-f— 1)
MECpesmarae = 1 - =i 7+ =, £ — (£ §9)°

MECpesmaras oo = 1 - 2Z; 12+ Z, 12

PDeomae = 1 — 2(Z, 2% + Z; 1

PDpe = 1 — =, 2

PIC; Polimorfik bilgi icergi (Polymorphism Information Content)

HET; Beklenen heterozigotluk (Expected Heterocyydsi

MEC; Ortalama Dglama Gicu (Mean Exclusion Chance)

PD; Ayrim Gucu (Power of Discrimination)

f; alel frekansi

MEC (Kishida) anne, kiz cocukiipheli baba tclisu

MEC (Kruger) anne, kiz ¢cocuk, babaanne Ug¢lusu

MEC (Desmarais) anne, kiz cocgkipheli baba tc¢lusu

MEC (Desmarais Duo) kiz cocwgpheli baba ikilisi veyatpheli anne, erkek cocuk
(R. Szibor 2003, Mentype® Argus X—8 PCR AmplificatiKit Kilavuz Kitabi)
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lll. GEREC VE YONTEMLER

Bu calsma icinistanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisi'ne babahlirlemesi nedeni
ile bagvuran kiiler, 1.U. Adli Tip Enstitiisu yiksek lisans, doktora vez ydbnemi stajyer
Ogrencilerden cagmaya gonulli katilmayi kabul edengBkll ve aralarinda akrabalik gkisi
bulunmayan, Turkiye’nin butiin bolgelerini temsileegk sekilde 55 erkek ve 75 kadindan
toplam 130 kgiden alinan taze kan 6rnekleri kullaniytm. Ayrica babaanne, baba, kiz torun
ve anneden okan bir aile ile baba, anne ve kiz cocuktars@fu5 aile gakilarak X-STR’larin
babalik belirtimindeki etkinii gosterilmeye cagiimistir. Kan ornekleri 5 mL’lik EDTA’li
tuplere alinmytir.

Kani alinan Kiler, calsmanin amaci ve yontemi hakkinda bilgilendirgmayrica
yeterince bilgilendirildikleri ve kendi iradelerglbu ¢camaya katildiklarini gésteren onam
formu kisiler tarafindan imzalanmgtir. Onam formu orng ekte sunulmaktadir.

Bu calsma I.U. Adli Tip Enstitusi Adli Molekiler Genetik Labatuarinda
gerceklatirilmistir. Calisma 3 aamada gercekdérildi.

1. Mentype® Argus X-8 PCR Amplifikasyon Kiti'nin bu bBaratuar icin optimizasyon
calismasi yapildi.

2. Aile calismasi yapilarak kitin ve dolayisiyla DXS7132, DXS34DXS8378, DXS10074,
DXS10101, DXS10134, DXS10135 ve HPRTB lokuslarinakrabalik ilgkilerinin

belirlemesindeki etkingii saptandi.
3. S0z konusu lokuslarin genel Turkiye toplumundagl aikliklari belirlendi.

Kan 6rneklerinden ilk samada DNA izolasyonu yapildi. Bunun i¢cin Chelex® M
QIAamp®DNA Mini Kit ile iki farkli DNA izolasyon yatemi kullanildi. Bu yontemlerin
hangisinin amplifikasyon (PCR, Polymerase Chaindien) icin uygun oldgu belirlendi.
DNA miktar tayini florometrik yontemle vyapildi. DX332, DXS7423, DXS8378,
DXS10074, DXS10101, DXS10134, DXS10135, HPRTB ve efogenin lokuslarinin
amplifikasyonu icin, Mentype® Argus X-—-8 PCR Ampiifisyon Kiti kullanildi. Bglangi¢
DNA miktar1 desistirilerek optimum DNA miktari belirlendi. PCR topta hacmi Kkitin
kullanim kilavuzu o6nerilerine gore yapildi. Dahanso toplam hacim belli oranlarda
azaltilarak PCR gercelgirildi. Kadin ve erkge ait DNA oOrnekleri ile kagim olusturularak
karisik 6rneklerdeki ayirim belirlenmeye galdi. PCR drtnlerinin genetik analizére yikleme
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miktari kitin kullanim kilavuzunda belirtilenle kikte farkl yikleme miktarlari denenerek
optimize edildi. Mentype® Argus X-8 PCR Amplifikamy Kiti'nin optimizasyonu
yapildiktan sonra 130 ¢ide 8 X-STR lokusunun tiplemesi yapilarak genel Kiye

toplumuna ait alel sikliklari tespit edildi.

1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tablo 11.Kimyasal malzemeler

Kimyasal Malzeme Markasi Kullanildigi Asama
Chelex ® 100 Sigma DNAzolasyonu
QIAamp®DNA Mini Kit Qiagen DNAIizolasyonu
Mentype® Argus X—-8 PCR Biotype PCR Aamasi

Amplifikasyon Kit(100)

Hi-Di Formamid Applied Biosystems Elektroforezamasi

Matriks Standard (DS-30) Applied Biosystems ElektroforezsAmasi

(6-FAM, HEX, NED, ROX)

POP4 Applied Biosystems Elektroforezainasi
10X EDTA tamponu Applied Biosystems Elektroforegafnasi
Quant-it dsDNA HS Invitrogen Tek zinc. DNA Miktaayini

Quant-it ssDNA Invitrogen Cift zinc. DNA Miktar Tayi




Mentype® Argus X—8 PCR Amplifikasyon Kit (100 reaksyon) icerigi:

Nuklease-free Water

Reaksiyon Miks A (Mg, dNTP Mix, BSA)

Primer Miks

Kontrol DNA XY1

Kontrol DNA XX74

DNA Size Standard 550 (ROX)
Alelik Ladder

Tag DNA Polimeraz (hot start)

2. Kullanilan Gerecler ve Cihazlar

Tablo 12.Cihazlar ve Geregler

3.0 mL
500
25(L
(2 ngal) 10 uL
(2 ngdL) 10 uL
pl
1QuL
40

30

Cihaz ve Gere¢

Markasi

Otomatik Pipet (2,l) (20 pl) (100 pl)
(2000ul)

Eppendorf

Vorteks (Karstiricr)

Nejat Cgkuner

Etiv

Nuve EN 500

Mikrosantrifdj

Heraus Biofuge

Termomikser Incekaralar
(Isitict, Karstirict)
Buzdolabi ve Derin Dondurucu Arcelik

Isi D6ngi Cihazi,

(GeneAmp PCR System 9700)

Applied Biosystems

Kapiller Elektroforez

(ABI Prism 310 Genetic Analyzer)

Applied Biosystems

Florometre cihazi (Qubit)

Invitrogen
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3. Kandan DNA izolasyonu

3.1 Chelex® 100 DNAzolasyon Yoéntemi

Chelex recinesi bakir, demir vegdr g5ir metallere cok gucli Eanmayetengine

sahip bir maddedir. Hucrenin zarini parcalar ve DMAindaki hemen hemen bdtln
maddeleri kendine Igtar.

1.

© 0 N o 0 b~ N

icinde 1 ml steril deiyonize su bulunan mikrosaijritipiine 40 pllik EDTA'lI kan
ornesi eklenir.

Yavasca karstirilarak 30 dakika oda 1sisinda inktbe edilir.

3 dakika 15000 rpm’de santrifdj edilir.

Tupte 20-30ul kalacadekilde Ust faz atilir.

Son hacmi 200 pl olacalekilde % 5 Chele% 100 ¢ozeltisi eklenir.

20-30 dakika 56° C’de inklbe edilir.

5-10 saniye yuksek hizda vortekslenir.

8 dakika 100°C’de kaynatilir.

5-10 saniye yuksek hizda vortekslenir.

10. 3 dakika 15000 rpm’de santrifdj edilir.

DNA izolatlari 2—8 °C’de muhafaza edilir.

3.2 QIAamp®DNA Mini Kit ile DNA izolasyonu

1.

200 pl'lik EDTA’l kan 1,5 ul'lik mikrosantrifdj tiptine konulur. 20 pl proteinaz K ve
200ul AL tamponu eklenir ve 15 saniye vortekslenir.

56°C’de 10 dakika inkube edilir.

200 pl %96-100’'luk etanol eklenir. 15 saniye vosiekir.

QIAamp® mini spinkolonu 2ml toplama tipine yesteilir ve 3. adimda elde edilen
karisim kolona aktarilir. 8000 rpm’de 1 dakika santrédijlir. Filtrati iceren tip atilir.
Kolona 500 pl AW1 eklenir. 8000 rpm’de 1 dakika sty edilir. Filtrati iceren tip
atilir.

Kolona 500 pl AW2 eklenir. 14000 rpm’de 3 dakikats#ilj edilir. Filtrati iceren tip
atilir.

Kolon bgs olarak 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir.
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8. QIAamp® mini spinkolon 1,5 ml'lik mikrosantriflj tiptne yerérilir. 200 pul AE
tamponu eklenir. Oda isisinda 1-2 dakika inktubkre8000 rpm’de 1 dakika santrifQj
edilir.

4. DNA Miktar Tayini

4.1. DNAIzolatlarinin Florometre ile Miktarlarinin Olgiilmesi

DNA miktarlari Qubit Florometre (Invitrogen) cihamia, QlAamp®DNA Mini Kit ile
yapilan DNA izolasyonu i¢in Quant-it dsDNA HS (Higbensitive) kiti, Chelex® 100 ile
yapilan izolasyon icin ise Quant-it SSDNA Kkiti kautldi. Floresans teknolojisine dayalil cihaz
ile DNA miktarlari 260 nm dalga boyundaaaidaki adimlar izlenerek ol¢ulngtur.

1. Her bir 6rnek icin 199 pl kit tamponu ve 1 ul letktif (reagent) ile kagimi hazirlandi.

2. Cihazin kalibrasyonu icin her 6lcimde Standart 1Stendart 2 kontrolleri kullanildi.
Bunun icin cihaza 6zgu tipe 200 pllik tampon-re#gearsimindan 190 pl kondu ve
Uzerine 10 pl standart eklendi.

3. Ornekler igin, cihaza 6zgi tupe 200 pl'lik tamp@agent kasimindan 199 ul kondu ve

tzerine 1 pl DNA izolati eklendi. TUpler birka¢ sgnvortekslendi.

Oda sicakiinda 2 dakika inkiibe edildi.

Standart 1 ve Standart 2 sirasiyla okutularak kadyon yapildi.

Ornek tlpleri cihaza yertrilerek okuma yapildi.

N o g &

DNA miktarlari cihazda otomatik olarak hesaplandi.

ol

. DNA Amplifikasyonu

DNA izolatlarr Mentype® Argus X-8 PCR AmplifikasyorKiti kullanilarak
DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10101, DEE¢4, DXS10135, HPRTB
ve Amelogenin lokuslarinin multipleks (coklu) anfiggsyonu yapildi. Bunun icinsagidaki
protokol izlendi.

Her bir 6rnek icin PCR kari siminin hazirlanmasi:

Nuclease-free Water 14,1 pl
Reaksion Miks A 5,0 ul
Primer Miks 2,5 ul
Taqg DNA Polimeraz (hot start, 2.5l)) 0,4 pul
DNA 06rnegi 3,0 ul

Toplam 25,0 pl



Tablo 13.PCR Programi
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Sicaklik Degeri Bekleme Suresi Dongu Sayisi Uygulanan Islem
94° C 4 dk. 1 Bgangic
denatirasyonu
94° C 30 sn. Denatlurasyon
58° C 120 sn. 30 Primer B&@nmasi
72° C 75 sn. Zincir Uzamasi
68° C 60 dk. 1 Son uzama
10° C 0 Bekletme

6. Elektroforez

PCR UrUnlerinin elektroforezi, ABI PRISM® 310 GeioetAnalyzer cihazinda
gerceklatirildi. Ornekler Gene Scan programinda analiz edgliinesi icin cihaza DS 30
(Applied Biosystems) adi verilen ve dort floresdmoya iceren (6-FAM, HEX, NED, ROX)
matriks standardi yuklendi. Mavi renk veren 6-FAlImelogenin, DXS8378, HPRTB,
DXS7423, DXS7132 ve DXS10134 lokuslarini,siyerenk veren HEX ise DXS1007,
DXS10101 ve DXS10135 lokuslarinin gorungtiemesinde kullaniimgtir. Kirmizi renk

veren ROX ise internal size kontroldur.

6.1. ABI 310 Genetik Analizér'iin Elektroforeze Hazrlanmasi

PCR urunlerini kapiller elektroforeze yuklemedercé&rata Collection Software 3.0
(Applied Biosystems) kullanilarak érnek listelerei@Scan D parametrelerine gore Tablo 14
'deki kosullar s&lanarak hazirlandi. Matrix Standards Set DS—-30Aqiplied Biosystems)
yuklenerek yirtutmeler bu standart ile yapildi. 3% kapiller, POP 4 polimer ve DNA Size
Standard 550 (ROX) internal size standart kullanild

Tablo 14.Elektroforez keullari, GeneScan D modul parametreleri

Modul Inj.Sdresi | Inj. | YUritme | YUrUtme | YUrUtme | Matriks Size
(sn) kV kV Sicaklig Zamani Standard
°C (dk)
GS STR
POP4 5 5 15.0 60 28 DS30- | GS400HD
(AuL) D 160109
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6.2. PCR Urunlerinin Elektroforez icin Hazirlanmasi ve ABI 310 Genetik Analizor
Cihazina Yuklenmesi
1. Ornek sayist X 12 pl Hi-Di Formamid + 0,5 pl DNAz8& Standard 550 (ROX)
kullanilarak kagim elde edildi.
2. PCR Urunu icin her tlipe, 1. maddede hazirlanagikatan 12 ul konularak tzerine 1 pul
PCR drunu eklendi.
3. Alelik ladder tupi icin 1. maddede hazirlanan ardan 12 pl ve 1 pl alelik ladder
eklendi.
4. Ornekler 6nce 5 dk. 95 °C’de denatire edildi veadaonra 5 dk. buzda bekletilerek

cihaza yuklendi.

6.3. Elektroforegramlarin Degerlendirilmesi
Sonuclar GeneScan Analysis software 3.1.2 (Appiexdystems) kullanilarak analiz
edildi. Kapiller elektroforezde yuritilen PCR Urémlve ornekler, alelik ladder ile Gst Uste

cakstirilarak deerlendirildi.
7. Verilerin istatistiksel Analizi

Lokuslara ait alel sikliklari, POPGENE Version 1@B8agrami ile hesaplandi. PIC,
MEC, HET, PD dgerleri adli kromozom X akairma grubu (The Forensic ChrX Research
Group) tarafindan gaelirilen web sitesinde bulunan programla, alel &ilah girilerek

otomatik olarak hesaplandi (www.chrx-str.org).
8. Mentype® Argus X—8 PCR Amplifikasyon Kiti'nin Optimizasyon Calsmalari
8.1. DNAIzolasyon Yontem Tayini

Chelex ®100 ve QIAamp®DNA Mini Kit izolasyon yontéeni kullanilarak hangi
yontemin kit i¢cin uygun oldgu belirlendi.

8.2. Optimum DNA Miktar Tayini

Farkli DNA miktarlari iceren 10 tane Chelex ®100 1@ tane QIAamp®DNA Mini
Kit ile izole edilen DNA drnekleri (0.0025 ng/ul,@D5 ng/ul, 0.015 ng/ul, 0.025 ng/ul, 0.05
ng/ul, 0.1 ng/ul, 0.25 ng/ul, 0.5 ng/ul, 1 ng/uhd@ul) kullanilarak PCR i¢in optimum DNA

miktari belirlenmeye cajildi.
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8.3. PCR Toplam Hacminin Azaltiimasi

PCR reaksiyon miktarlari orantisal olarak azal#aoptimum miktarlar belirlenmeye

calisildi.

Nuclease-free Water 7,1 ul 3,6 ul
Reaksion Miks A 2,5 ul 1,25 pl
Primer Miks 1,25 ul 0,625 pl
Taqg DNA Polimeraz (hot start, 2.5l)) 0,2 pul 0,1 pul

DNA 06rnegi 1,5 pl 1l
Toplam 12,55 pl 6,675

8.4. Karisik Orneklerde Kitin Ayrim Giicuniin Belirlenmesi
Kadin ve erkge ait DNA izolatlari belli oranlarda (1:1, 1:2, )Y:Karstirilarak PCR yapildi.
PCR drunleri ABI 310 Genetik Analizér'de yarutalda.

8.5. PCR Uriinuin Elektroforezicgin Optimum Miktarinin Belirlenmesi

1. Ornek sayisi X 8 pl Hi-Di Formamid + 0,2 pul DNA 8istandard 550 (ROX)
kullanilarak kagim elde edildi.

2. Ornek igin her tiipe, 1. maddede hazirlanarskadan 8 pl ve 0,8 pl PCR Uriini
eklendi. Alelik ladder i¢cin 1. maddede hazirlanangmdan 8 pul ve 0,4 pl alelik
ladder eklendi.

3. Ornekler 5 dk. 95 °C’'de denatire edildi ve dahaa&ndk. buzda bekletilerek cihaza
yuklendi.
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V. BULGULAR

Bu tez camasinda Mentype® Argus X—8 PCR Amplifikasyon Kitillanarak 8 STR
lokusunun (DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DRY)1, DXS10134, DXS10135
ve HPRTB)I.U. Adli Tip Enstitisii Adli Molekiiler Genetik Labatuari’nda optimizasyonu
yapildi. Daha sonra 130skile genel Turkiye toplumu ile ilgili alel sikliklabelirlendi. Ayrica
6 aile calgilarak X-STR’larin babalik belirlemesindeki etkiglgosterildi.

1. Mentype® Argus X—8 PCR Amplifikasyon Kiti’nin Optimizasyon Calsmasi
1.1. DNAIizolasyon Yontemlerine Gore Kasilastirma

Bunun icin ilk gamada her iki DNA izolasyon yontemi (Chelex® 100 ve
QlAamp®DNA Mini Kit) denenerek sonuglar kalastiriimistir. izolatlar kitin kullanma
kilavuzunda belirtilen PCR ve elektroforezsibbarina bl kalinarak cakilmis ve sonuclar
deserlendirilmistir. Her iki DNA izolasyon yonteminin amplifikasyakiti icin uygun oldgu
yapilan ¢agmalarla belirlenmitir. Sekil 9 ve 10’da Chelex 100 ve QIAamp®DNA Mini Kit

ile izole edilen iki 6rnge ait elekroforegram gortlmektedir.
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Sekil 10. QlIAamp®DNA Mini Kit ile elde edilen elektroforegnma
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1.2. DNA Miktarlarina Gére Yapilan Hassasiyet Calsmasi

PCR icin optimum DNA miktari, Chelex 100 ve QlAamp®A Mini kit ile her bir
yontem icin 10 farkli DNA izolasyon miktari (0.002f/ul, 0.005 ng/ul, 0.015 ng/ul, 0.025
ng/pl, 0.05 ng/ul, 0.1 ng/ul, 0.25 ng/ul, 0.5 ng/uing/ul, 2 ng/pl) ile yapilan catnalarla
belirlendi. Her iki izolasyon yonteminde de 0.25rigaltindaki DNA miktarlariyla yapilan
PCR’da ya tim lokuslarda ya da bir ka¢ lokustgapma sglanamamgtir. 2 ng/pul DNA
miktariyla yapilan ¢cajmada ise istenmeyen fazladan pikler gézlendi. Ersapuc 1 ng/ul
olan DNA miktariyla elde edildi.Sgkil 11).
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Sekil 11. Chelex 100 icin yapilan hassasiyet gaksina ait elektroforegram (0.25 ng/ul,
1 ng/pl ve 2 ng/ul).



38

E-i?uwwsmmﬁ-umu-h

w 13 - 1 4 L3 FL

>

-gEEEERREE

» " - 110 il L m

P

BNITWIENIN

TEHEE fob - ke ms s sbaaa 306 ¢

| MLALAARAALAA!

0.25 gyl

SdEELERERE

]
| oA _J
i _uding fn B 3 L S—

(A
L |

N axa me s ammk s

(1 W]
A Ul
; =

LA

0.5 ngful

Sekil 12. QlAamp®DNA Mini kit igin yapilan hassasiyet gghasina ait elektroforegram

(0.25 ng/ul, 0.5 ng/ul)

1.3. PCR’In Toplam Hacmine Gére Kasilastirma

Bu asamada Mentype® Argus X-8 PCR Amplifikasyon KitinPCR reaktiflerin

miktarlari deistirilerek toplam PCR hacminin azaltilmasi amaclagimi PCR drtnlerinin

kapiller elektroforeze yiklenme miktari, kitin oneri dogrultusunda gerceks$érilmistir.

Yapilan ¢algmalarda PCR hacminin % 75 azaltilmasiyla dahi ahlaomuclar elde edilmgiir
(Sekil 13, 14 ve 15).
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Sekil 13. Kitin 6nerdgi PCR miktari (25 pl) ile elde edilen PCR drtnuneskekroforegram.
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Sekil 14. PCR miktarinin % 50 azaltilmasi (12.55 pl) ile §ap bir ylritmeye ait
elektroforegram.
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Sekil 15. PCR miktarinin % 75 azaltiimasi (6.675 pl) ile §ap bir yuritmeye ait
elektroforegram.
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1.4. Karisik Orneklerde Mentype® Argus X-STR Kitinin Ayrim Guciniin Belirlenmesi

X-STR profilleri bilinen kadin ve erlge ait DNA izolatlar belli oranlarda ( 1:1, 1:2
ve 1:5) kantirllarak PCR yapildi. Kadin ve erge ait 6rnek kagimlarinda en iyi sonuclar
1:1 ve 1:2 oranlarda elde edilirken, 1:5 oranind®ir ayrim yapilamamntir (sekil 16 ve 17).
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Sekil 16.1:1 oraninda kadin-erkek k@mina ait elektroforegram
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Sekil 17.1:5 oraninda kadin-erkek k@mina ait elektroforegram
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1.5. Elektroforez Yukleme Miktarina Goére Karsilastirma
Yapilan calymada PCR Urdnlerinin ve alelik ladderin azaltilmg#itme sonucunu
belirgin birsekilde degistirmedigi saptanmytir (Sekil 18 ve 19).
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Sekil 18. Kitin dnerdigi miktara gore yuritilen alelik laddera ait elekbregram
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Sekil 19. 0.4 pl yikleme miktarina gore yuritilen alelikded
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2. DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS1010XSM00134, DXS10135,
HPRTB Lokuslarina Ait Genel Turkiye Toplumuna Ait V eriler

DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10101, DEE34, DXS10135 ve
HPRTB lokuslari 130 kide genel Turkiye toplumuna ait alel sikliklari idehdi Ancak bazi
lokuslarda bir kac kiden sonuc¢ alinmartir. Bunlar ilgili lokusun alel sik@ tablosunda
belirtiimistir. Alel sikliklari dezisik irklara ait toplumlarla (Avrupa-Almanya, Asyapimya,
Afrika-Gana) kagilastirildi. Irklar arasinda buyuk farkhliklar gozleken Alman toplumuyla
yakin benzerlikler bulunmaktadir (grafik 1, 3, 4,657, 8). Bu ¢cajmada yer alan 8 lokustan
sadece HPRTB lokusuna ait Turkiye populasyonu sikliklari bulunmaktadir. Turkiye
populasyonu alel sikliklari kgtastiriimasi yalnizca bu lokusta yapilgtir.

2.1 DXS8378 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS8378 lokusu icin topldralel gozlennstir. En fazla
gorulen alel 10. aleldir. En az gorilen alel ise. Bfeldir. 14. alel ise c¢aimamizda

gOzlenmenmtir.

Tablo 15.DXS8378 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklari ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS8378 Erkek (n=55) Kadin (n=74) Toplam (n=129)
Alel Siklik Siklik Siklik
8 0.0000 0.0274 0.0198
9 0.0357 0.0205 0.0248
10 0.4107 0.3356 0.3564
11 0.3214 0.3151 0.3168
12 0.1964 0.2397 0.2277
13 0.0179 0.0616 0.0495
14 0.0000 0.0000 0.0000
15 0.0179 0.0000 0.0050
PIC 0.666262 MEC Kruger 0.468376
Het 0.717287
MEC Kishida 0.666262
PE 0.455508
P 0.141356 MEC Desmarais 0.666262
PD 0.869049 MEC Desmarais Duo 0.523589
Py 0.717287
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Grafik 1. Genel Turkiye toplumu DXS8378 STR lokusu alel &l@nnin ile dger tlke
toplumlariyla (Almanya, Japonya, Gana)siastiriimasi.
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2.2. HPRTB Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda HPRTB lokusu icin toplanal@l gozlenmitir. En fazla
gorulen alel 13 no’lu aleldir. En az gorulen alellss ve 17 no’lu aleldir. 10. alel ise

calismamizda gortlmensgiir.

Tablo 16.HPRTB lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklari ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

HPRTB Erkek (n=54) Kadin (n=71) Toplam (n=125)
Alel Sikhk Sikhk Sikhk
9 0.0000 0.0141 0.0102
10 0.0000 0.0000 0.0000
11 0.2037 0.2324 0.2245
11.2 0.0000 0.0211 0.0153
12 0.2963 0.2465 0.2602
13 0.3704 0.3521 0.3571
14 0.0741 0.0986 0.0918
15 0.0556 0.0211 0.0306
16 0.0000 0.0070 0.0051
17 0.0000 0.0070 0.0051
PIC 0.702861 MEC Kruger 0.515827
Het 0.744622 o
MEC Kishida 0.702743
PE 0.500609
P 0.127689 MEC Desmarais 0.702861
PDx 0.893021 MEC Desmarais Duo 0.564519
PDQ, 0.744622
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Grafik 2. HPRTB STR lokusunun ¢amamizda elde edilen alel sikliklari ilesdr Turkiye
(Asicioglu F.) populasyonu ¢aimasinin kaglastirilmasi.
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Tablo 17.HPRTB lokusu alel sikliklarinin Turkiye ¢#cioglu F.) populasyonu ile

karsilastirimasi (Z dgerleri).
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Grafik 3. Genel Turkiye toplumu HPRTB STR lokusu alel sildrkhin ile dger tlke
toplumlariyla (Almanya, Japonya, Gana)siastiriimasi.
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2.3. DXS7423 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS7423 lokusu ic¢in topldmalel gozlennstir. En fazla
gorulen aleller 14 ve 15. alellerdir. En az goriddsl 12 ve 18. alellerdir.

Tablo 18.DXS7423 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklari ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS7423 Erkek (n=55) Kadin (n=72) Toplam (n=127)
Alel Siklik Siklik Siklik
12 0.0000 0.0069 0.0050
13 0.0364 0.0972 0.0804
14 0.2727 0.3611 0.3367
15 0.4727 0.3056 0.3518
16 0.1636 0.1389 0.1457
17 0.0545 0.0833 0.0754
18 0.0000 0.0069 0.0050
PIC 0.684935 MEC Kruger 0.495862
Het 0.729442
MEC Kishida 0.684935
PE 0.475263
Pl 0.135279 MEC Desmarais 0.684935
PDx 0.882291
MEC Desmarais Duo 0.544636
PRy 0.729442
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Grafik 4. Genel Turkiye toplumu DXS7423 STR lokusu alel &liaiinin ile dger tlke
toplumlariyla (Almanya, Japonya, Gana)siastiriimasi.
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2.4. DXS7132 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS7132 lokusu icin topl@nadet alel gozlenstir. En

fazla gorulen alel 14 no’lu aleldir. En az gorubdal 17. aleldir.

Tablo 19.DXS7132 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklari ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS7132 Erkek (n=55) Kadin (n=69) Toplam (n=124)

Alel Siklik Siklik Siklik

11 0.0364 0.0145 0.0207

12 0.0909 0.0942 0.0933

13 0.2545 0.2971 0.2850

14 0.3455 0.2971 0.3109

15 0.2364 0.2391 0.2383

16 0.0182 0.0435 0.0363

17 0.0182 0.0145 0.0155
PIC 0.713678 MEC Kruger 0.528044
Het 0.754638

MEC Kishida 0.713678

PE 0.517734
P| 0.122681 MEC Desmarais 0.713678
PD 0.898838 MEC Desmarais Duo 0.576881
Py 0.754638
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Grafik 5. Genel Turkiye toplumu DXS7132 STR lokusu alel &l@nnin ile dger tlke
toplumlaryla (Almanya, Japonya, Gana)siagtiriimasi.
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2.5. DXS10134 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS10134 lokusu icin topld4 alel gozlenngtir. En
fazla gorulen aleller 35 ve 36. alellerdir. En awrigen alel 39. aleldir. 42.3 ve 44.3 no’lu

aleller ise cahmamizda gozlenmestir.

Tablo 20.DXS10134 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklar ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS10134 Erkek (n=55) Kadin (n=63) Toplam (n=118)

Alel Sikhk Sikhk Sikhk

31 0.0000 0.0317 0.0221

32 0.0182 0.0476 0.0387

33 0.0364 0.0238 0.0276

34 0.2000 0.1270 0.1492

35 0.2000 0.2143 0.2099

36 0.2545 0.2063 0.2210

37 0.1091 0.2063 0.1768

38 0.0909 0.0397 0.0552

38.3 0.0364 0.0159 0.0221

39 0.0000 0.0079 0.0055

39.3 0.0000 0.0238 0.0166

40.3 0.0364 0.0079 0.0166

41.3 0.0000 0.0159 0.0110

42.3 0.0000 0.0000 0.0000

43.3 0.0182 0.0079 0.0110

44.3 0.0000 0.0000 0.0000
PIC 0.828718 MEC Kruger 0.678108
Het 0.846475

MEC Kishida 0.809941
PE 0.687930
Pl 0.076762 MEC Desmarais 0.828718
PDx 0.958672
MEC Desmarais Duo 0.722121

P, 0.846475
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36 0.222 0.1793 0.196 0.2210
37 0.173 0.1828 0.218 0.1768

37.3 0.000 0.0000 0.005 0.0000
38 0.062 0.0897 0.191 0.0552

38.3 0.000 0.0034 0.005 0.0221
39 0.035 0.0276 0.057 0.0055

39.2 0.000 0.0034 0.000 0.0000

39.3 0.040 0.0000 0.000 0.0166
40 0.000 0.0103 0.019 0.0000

40.3 0.050 0.0000 0.003 0.0166
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44.3 0.001 0.0000 0.000 0.0000

Grafik 6. Genel Turkiye toplumu DXS10134 STR lokusu aleligirinin ile dger llke
toplumlarnyla (Almanya, Japonya, Gana)siastiriimasi.
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2.6. DXS10074 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS10074 lokusu icin topla4 alel gozlenngtir. En fazla
gorulen aleller 16 ve 17 no’lu, az gérulen aleiter 10 ve 21 no’lu alellerdir. 4, 11 ve 12.

aleller ise cahmamizda gozlenmestir.

Tablo 21.DXS10074 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklar ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS10074 Erkek (n=55) Kadin (n=72) Toplam (n=127)
Alel Siklik Siklik Siklik
4 0.0000 0.0000 0.0000
7 0.0364 0.0139 0.0201
8 0.1636 0.0972 0.1156
9 0.0182 0.0139 0.0151
10 0.0000 0.0069 0.0050
11 0.0000 0.0000 0.0000
12 0.0000 0.0000 0.0000
13 0.0364 0.0000 0.0101
14 0.0182 0.0486 0.0402
15 0.0364 0.0833 0.0704
16 0.2182 0.2361 0.2312
16.2 0.0182 0.0347 0.0302
17 0.1273 0.1875 0.1709
18 0.1455 0.1458 0.1457
19 0.1455 0.0833 0.1005
20 0.0182 0.0486 0.0402
21 0.0182 0.0000 0.0050
PIC 0.848473 MEC Kruger 0.727206
Het 0.862820 o
MEC Kishida 0.848250
PE 0.720282
P| 0.068590 MEC Desmarais 0.848473
PDy 0.966835 MEC Desmarais Duo  0.749155
PQ, 0.862820
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14 0.009 0.1310 0.005 0.0402
15 0.070 0.1897 0.081 0.0704
16 0.218 0.1207 0.177 0.2312

16.2 0.002 0.0000 0.000 0.0302
17 0.249 0.0345 0.319 0.1709
18 0.149 0.0345 0.272 0.1457
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Grafik 7. Genel Turkiye toplumu DXS10074 STR lokusu aleligirinin ile dger tlke

toplumlarnyla (Almanya, Japonya, Gana)siagtiriimasi.




2.7. DXS10101 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS10101 lokusu icin toplda5. alel gozlenngiir. En fazla
gorulen alel 30.2. aleldir. En az gortlen alel 3al2ldir. 24.2 ve 26.2 no’lu aleller ise

calismamizda gozlenmestir.

Tablo 22.DXS10101 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklar ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS10101 Erkek (n=52) Kadin (n=69) Toplam (n=121)
Alel Sikhk Sikhk Sikhk
24.2 0.0000 0.0000 0.0000
26.2 0.0000 0.0000 0.0000
27 0.0000 0.0145 0.0106
27.2 0.0192 0.0290 0.0263
28 0.0192 0.0290 0.0263
28.2 0.0769 0.1304 0.1158
29 0.0192 0.0580 0.0474
29.2 0.1731 0.0870 0.1105
30 0.0769 0.1159 0.1053
30.2 0.0962 0.1667 0.1474
31 0.0962 0.0797 0.0842
31.2 0.0962 0.0870 0.0895
32 0.0577 0.0580 0.0579
32.2 0.1154 0.0290 0.0526
33 0.1346 0.0797 0.0947
33.2 0.0000 0.0072 0.0052
34 0.0192 0.0290 0.0263
PIC 0.899397 MEC Kruger 0.811089
Het 0.906917 o
MEC Kishida 0.899397
PE 0.809572
P 0.046542 MEC Desmarais 0.899397
P . 1 .
D 0.983815 MEC Desmarais Duo 0.823771
PDn, 0.906917
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24.2 0.000 0.0862 0.000 0.0000
25 0.000 0.0172 0.000 0.0000
25.2 0.000 0.0034 0.000 0.0000
26 0.000 0.0000 0.005 0.0000
26.2 0.025 0.0310 0.000 0.0000
27 0.011 0.0345 0.008 0.0106
27.2 0.025 0.0069 0.003 0.0263
28 0.040 0.1000 0.024 0.0263
28.2 0.148 0.0000 0.013 0.1158
29 0.011 0.1000 0.043 0.0474
29.2 0.120 0.0069 0.019 0.1105
30 0.043 0.0759 0.110 0.1053
30.2 0.152 0.0448 0.118 0.1474
31 0.113 0.1448 0.159 0.0842
31.2 0.106 0.0207 0.148 0.0895
32 0.101 0.1586 0.132 0.0579
32.2 0.047 0.0379 0.089 0.0526
33 0.040 0.1034 0.070 0.0947
33.2 0.007 0.0000 0.040 0.0052
34 0.011 0.0241 0.014 0.0263
34.2 0.000 0.0000 0.005 0.0000
36 0.000 0.0034 0.000 0.0000

Grafik 8. Genel Turkiye toplumu DXS10101 STR lokusu aleli&irinin ile dier tlke

toplumlariyla (Almanya, Japonya, Gana)diastiriimasi.
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2.8. DXS10135 Lokusuna Ait Bulgular

Genel Turkiye toplumunda DXS10135 lokusu icin topld9 alel gozlenngtir. En
fazla gorulen aleller 21 ve 22 no’lu alellerdir. Bn gortlen aleller 16, 17, 32 ve 36. alellerdir.

34 ve 35. aleller ise camamizda gorulmengtir.

Tablo 23.DXS10135 lokusunun genel Turkiye toplumuna ait alkliklar ve istatistiksel
parametrelerine ait veriler.

DXS10135 Erkek (n=55) Kadin (n=70) Toplam (n=125)
ALEL Sikhik Sikhik Siklik
16 0.0182 0.0000 0.0051
17 0.0000 0.0071 0.0051
18 0.0364 0.0357 0.0359
19 0.0727 0.1000 0.0923
20 0.0364 0.1143 0.0923
21 0.1818 0.0714 0.1026
22 0.0909 0.1071 0.1026
23 0.0545 0.1143 0.0974
24 0.1273 0.0857 0.0974
25 0.0727 0.0929 0.0872
26 0.0727 0.0429 0.0513
27 0.0364 0.0571 0.0513
28 0.0545 0.0786 0.0718
29 0.0545 0.0500 0.0513
30 0.0182 0.0214 0.0205
31 0.0182 0.0143 0.0154
32 0.0182 0.0000 0.0051
33 0.0364 0.0000 0.0102
34 0.0000 0.0000 0.0000
35 0.0000 0.0000 0.0000
36 0.0000 0.0071 0.0051
PIC 0.914400 MEC Kruger 0.837283
Het 0.920126
MEC Kishida 0.914293
PE 0.836692
Pl 0.039937 MEC Desmarais 0.914400
PDx 0.987894
MEC Desmarais Duo 0.847331
PDn 0.920126
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Alel Almanya Gana Japonya Turkiye
16 0.004 0.0207 0.000 0.0051
17 0.028 0.0345 0.022 0.0051

17.1 0.000 0.0103 0.000 0.0000
18 0.040 0.0897 0.037 0.0359

18.1 0.000 0.0207 0.000 0.0000
19 0.068 0.0621 0.083 0.0923
20 0.072 0.1000 0.148 0.0923
21 0.112 0.1000 0.137 0.1026

21.1 0.000 0.0552 0.005 0.0000
22 0.108 0.1172 0.107 0.1026
23 0.084 0.0207 0.081 0.0974
24 0.108 0.0621 0.059 0.0974
25 0.072 0.0448 0.089 0.0872
26 0.100 0.0207 0.056 0.0513
27 0.060 0.0172 0.046 0.0513
28 0.048 0.0207 0.046 0.0718
29 0.028 0.0103 0.030 0.0513
30 0.028 0.0069 0.022 0.0205
31 0.028 0.0069 0.016 0.0154
32 0.003 0.0034 0.000 0.0051
33 0.004 0.0000 0.008 0.0102
34 0.000 0.0000 0.008 0.0000
35 0.000 0.0000 0.000 0.0000
36 0.000 0.0000 0.000 0.0051

Grafik 9. Genel Turkiye toplumu DXS10135 STR lokusu aleligirinin ile dier llke

toplumlariyla (Almanya, Japonya, Gana)siastiriimasi.
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Bu tez caymasinda kullanilan babaanne, anne, baba ve kikigocalgan aile ile ilgili X-
STR’larin kalitimini gésteren tablgagidadir.

Tablo 24.6rnek aile 1 (babaanne, baba, anne, kiz torun)

AMEL. |DXS8378 | HPRTB | DXS7423| DXS7137 DXS1013#DXS10074| DXS10101 DXS10135
Babaannd XX 1011 | 1143 | 1416 1215 3536 8-18 29.230 22-28
Baba XY 10 13 16 12 36 8 30 22
Anne XX 8-11 12-13 13-15 13-15 37-39.3 14-15| 28,2-28,2| 19-23
Kiz torun | XX 8-10 1313 1516 12-15 36-39.3 8-14 28.230 1922
Tablo 25.6rnek aile 2 (baba, anne, kiz cocuk, X STR lokuslar
AMEL. |DXS8378 | HPRTB | DXS7423| DXS7132 DXS1013¢ DXS1p®| DXS10101] DXS10135
Baba | XY 10 13 16 12 36 8 30 22
Anne XX 8-11 12-13 13-15 13-15 37-39.3 14-15| 28,2-28,2| 19-23
Kiz XX 8-10 13-13 15-16 12-15 36-39.3 8-14 28.2-3D 29-2
cocuk
Pl (Paternity Index, Babalindeksi) = 2355906
Olasilik (P): 0.999995
Tablo 26.0rnek aile 2 (baba, anne, kiz cocuk, somatik STKadtari)
DNA Lokuslari Anne Baba Kiz ¢ocuk
D81179 13-15 13-14 14-15
D21S11 30-33 29-30 29-30
D7S820 10-11 8-10 8-11
CSF1PO 10-12 11-12 10-11
D3S1358 15-17 16-16 16-17
THO1 6-6 6-6 6-6
D13S317 11-13 12-12 11-12
D16S539 12-13 11-13 12-13
D2S1338 23-23 17-22 17-23
TPOX 8-12 8-11 8-8
D18S51 17-18 17-17 17-18
D5S818 11-11 10-11 11-11
FGA 21-23 22-24 23-24
P1 (Paternity Index, babalik indeksi) = 690073
Hummel'e Gére Essen Mdéller orant W = 0.999999
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V. TARTI SMA ve SONUC

Kimliklendirme ve nesep tayini, bireylerin molekillediizeyde farkhliklar
gOstermesine yani genetik polimorfizme dayanir. DR®Ilekulinin tek yumurta ikizleri
disinda polimorfik 6zellgi ayni olan iki kinin bulunmamasi bu molekulin kimliklendirmede
kullanilabilmesine imkan verir. Bir lokusun poliniiér olarak adlandirilabilmesi icin toplum
icinde o lokusla ilgili iki veya daha fazla alelioulunmasi gerekir. Polimorfizmin ortaya
cikabilmesi icin genom dizininde varyasyonlarin aém bu dgisikliklerin o populasyonda
kalici olmasi ve sik@nin %1'den fazla olmasi gerekmektedir (Dib,1996).

Gunimuzde adli DNA analizlerinde kullanilan STR uskari gosterdikleri
polimorfizm ve multipleks (¢coklu) PCR’a uygun olmal nedeni ile tercih edilmektedirler.
Adli bilimlerde, gelitirilen ticari kitlerle calgilan STR lokus sayisi 15’e ¢ikghr. Ancak bu
kitler otozomal STR lokuslarini icermektedir. Farlddli olaylarin ¢éziminde o6rge
tecaviz vakalarinda gonozomal STR’larin otozomaR&Fdan daha etkili oldgunun
gorilmesi argtiricilari gonozomal STR’lara yoénlendirgtir. ilk 6nce Y kromozomuyla
baslayan calgmalar daha sonra X kromozomu ile devam gtimiX kromozomuna bl
STR’lar, otozomal STR’lara ek olarak, ¢gcun kiz olmasi durumunda babalik davalarinda
kullanilabilirliginin gdsterilmesi ile Biotypesirketi tarafindan Mentype® Argus X-8 PCR
amplifikasyon kiti geltirilmistir. Bu ¢alsmamizda bu kit kullanilarak DXS7132, DXS7423,
DXS8378, DXS10074, DXS10101, DXS10134, DXS10135RAB lokuslarinin Tarkiye
toplumundaki alel sikliklari belirlendi. Bunun icitk once kitin1.U. Adli Tip Enstitisu Adli
Molekiler Genetik laboratuarinda optimizasyon ggaasi yapildi. Bunun icin s6éz konusu
lokuslarin analizi igin en uygun DNA izolasyon yéntinin secimi, optimum DNA miktarinin
tayini, PCR toplam hacmi, PCR urunun elektrofoiga pptimum miktari belirlendi. Ayrica
kadin erkek kasmis oOrneklerde kitin ayrim gucli belirlendi. Aile gahasiyla da X
kromozomuna kgl STR’larin ebeveynlerden kiz cocuklarina aktargosterilmitir.

Kandan DNA izolasyonu i¢in Chelex®100 ve QlAamp®DNAnI Kit kullaniimistir.
Yapilan calgmalarla her iki yontemin de kit i¢cin uygun olglu elektroforez sonrasi elde
edilen elektroforegramlarla goraldu.

PCR icin optimum DNA miktar tayini icin 10 tane C&e ®100 ve 10 tane
QIAamp®DNA Mini Kit ile izole edilen DNA 6rnekler(0.0025 ng/ul, 0.005 ng/ul, 0.015
ng/pl, 0.025 ng/ul, 0.05 ng/ul, 0.1 ng/ul, 0.25wg0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul) kullanilarak
hassasiyet ¢aimalari yapildi. 0.25 ng/ul DNA o6rgieile sonug alinabildii ancak elde edilen
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piklerin 1000 rfu diizeyinde olgu gozlendi. 1 ng/ul DNA orrig ile ise 7000 rfu’ya kadar
pikler alinabildgi, 2 ng/ul DNA'da ise artefakt piklerin oftugu gorulmitir. Gehrig ve
arkadalarinin yaptgl calsmada ise 0.04 ng/ul DNA ile de okunabilir pikledelettiklerini

belirtmiglerdir. Calsmamiz sonucu 1 ng/ul DNAnin en uygun miktar gdou

soyleyebiliriz.

Optimizasyonun tcluncitsamasinda toplam PCR hacmi azaltilarak sonu¢ alecah
en uygun PCR miktari belirlendik olarak PCR reaktiflerinin miktarlari %50 (12,55 daha
sonra %75 (6,675 ul) oraninda azaltildi. Gehrig arkadalarinin calgmalarinda PCR
hacminin 10 pl'e kadar azaltilmasiyla da iyi somnghlabildikleri, bizim calmamizda ise
%25 (6,675 pl) azaltimasiyla bile elektroforegrasonuclarinin okunabil@i goéralda.
Calismamizda en iyi sonug¢ 1 ng/pl DNA icgin optimum PC&eimi 6,675 pl olarak belirlendi.

Doérdinci gamada ABI 310 Genetik Analizére yukleme miktarldalektroforez
yukleme miktari) dgistirilerek optimum miktar belirlendi. Elektroforez iktarlari, Hi-Di
Formamid 12 plden 8 pl'ye, DNA Size Standard 53R0K) 0.5 plden 0.2 ul'ye
disurulerek elde edilen karmdan 8 pl alinarak tzerine 0.8 pl PCR Urini veyaud alelik
ladder eklenmgitir. Sonuc olarak toplam hacim 13 pl’den PCR Uriinign 8.5 pl'ye alelik
ladder icin 8.4 ul'ye ddurdIimistir. Elektroforez sonrasi elde edilen elektrofoaagjiarda pik
boylari arasinda belirgin bir gliis goralmemgtir.

Son gamada ise kitin dolayisiyla X-STR’larin kadin-erkk&rsimlarindaki ayrim
glcu saptanmgtir. 1:1, 1:2 ve 1:5 oranlarinda, X-STR profilldrilinen kadin-erkek DNA
izolatlari kargtirllarak elde edilnyi karsim 6rnekleri cakilmistir. Karisik érneklerde ¢ X
kromozomu bulundgundan elektroforegamlarda, ayni alellere sahip dlkiari bilinen
lokuslarda ¢ pik gozlenmesi gerekir. Bu bilgginda 1:1 ve 1:2 oranlarinda yapilan ke
profillerinde bu ¢ pik gozlenmesinegraen, 1:5 oranindaki kgrmda bu gercekieemitir.

Aile calismasinda, X-STR’larin kalitimi ve babalik belirtideki etkinligi
belirlenmitir. Bunun igin c¢alilan 6 aileden ikisi tablo 24, 25, 26’da Ornek alar
sunulmaktadir. Birinci 6rnek ailede babaannedenténana X-STR’larin aktarimi gdsterildi
(Tablo 24). Babaannenin erkeglona aktardil X-STR profili, babanin kizina aktagiprofil
ile aynidir. Busekilde aktarim, ¢cogiun kiz olmasi kgulu ile babanin bulunamagibabalik
vakalarinda babaannenin X-STR profilinden yaralakdvabalik belirlenebilirikinci 6rnek
ailede ise rutinde callan STR lokuslari ile X-STR lokuslari arasinda dldb indeksi ve
olasilgl kaswilastirildi. Rutin calgilan STR lokuslari ile elde edilen oranlar, gddin
lokuslarin (13) fazlafii nedeniyle daha yuksek olglu gorulmektedir fakat X-STR lokuslari
ile elde edilen sonuclarda da gereken oran (0.@88)rulabilmektedir (Tablo 25,26). Babalik
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davalarinda somatik STR lokuslari ile birlikte X{Tokuslari da kullanilabilirSoyle ki,
cocyzun kiz oldgu ve somatik STR lokuslari ile en fazla iki lokadglama rastlandg
babalik vakalarinda, X-STR lokuslari kullanilarakl@han lokus sayisi arttirilabilir.

Son olarak c¢agilan DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DXS10101,
DXS10134, DXS10135, HPRTB X-STR lokuslarinin Tukkigopulasyonundaki alel siklilar
belirlendi. Bunun i¢in 130 ki calisildi ancak bazi lokuslarda PCR’da gatma
gerceklgmedisi icin tipleme yapilamangtir. Elde edilen sonuglarla alel sikliklari POPGENE
Version 1.32 programi ile hesaplandi. PIC, MEC, HEPD degerleri, elde edilen alel
sikliklarinin, adli X kromozomu agarma grubu (The Forensic ChrX Research Group)
tarafindan gettirilen ve kendi web sitelerinde (www.chrx-str.orgjulunan programa
girilmesi ile belirlendi. Olgu ¢6ziminde hangi Iskun daha yararl olgwnu anlayabilmek
icin, her lokusun PIC, HET, PD ve MEC @lerini bilmek gerekmekte ve bir lokusun PIC,
HET, PD ve MEC dgerlerinin yiksekli o lokusun adli genetik acidan dstUglind
gOstermektedir.

Genel Turkiye populasyonunda DXS8378 lokusu aldildari belirlenmesi igcin 130
kisi calisildi. Ancak bir 6rnek PCR’da @alma olmadil icin 129 kiside sonug¢ alinabilrgtir.
DXS8378 lokusu icin alel sikliklari ve istatistikseeriler (PIC, MEC, HET, PD) tablo 15'de
gorulmektedir. Catmada 7 (8,9,10,11,12,13 vel5) alel gozlestimil4. alel gbzlenmersyiir.
Alel sikhgl en az 15. alelde, en fazla 10, 11 ve 12. aledlg@riimigtir. Calsmamiz dger
populasyonlarla kadastiriimis ve grafik 1'de gosterilngtir. J. Edelmann ve arkagarinin
Alman populasyonunda yapti calsmada 8-14 arasindaki alellere rastlanme alel
dagihmlari bizim calsmamizla benzer oldw belirlenmitir. istatistiksel verilerin ise bu lokus
icin bizim calgmamizla hemen hemen ayni addu gorilmektedir. M. Hashiyada ve
arkadalarinin Japon populasyonunda y#ptcalsmada yalnizca 9-13 arasindaki aleller
gorulmis ve 0.6 gibi bir dgerle en fazla 10. alel saptarytm. K. Thiele ve arkadgarinin
Gana populasyonunda yaptcalsmada 10—14 arasindaki aleller gorulurken en faatélgn
11. aleldir. Bu bulgularsiginda DXS8378 lokusunun Turkiye toplumundaki al&liklarinin
Avrupa populasyonlarininki ile benzer ofilu Asya ve Afrika'dan ise farkli oldiu
saptanmytir.

HPRTB lokusu icin Turkiye genelinde 125iie yaptgimiz calsmada alel sikliklari
ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HET, PD) tallé’'da gorulmektedir. Caimada 9 (9, 11,
11.2, 12, 13, 14, 15, 16 vel7) alel gozlestmi En fazla gortlen alel 13. aleldir. En az
gorulen aleller 16. ve 17. alellerdir. 10. alel ggdsmamizda gortlmergtir. F. Asicioglu’nun

HPRTB lokusu ile ilgili Turkiye populasyonuna aigptgl calsma ile kasilastirildiginda
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(Grafik 2), iki gen arasindaki anlamhlik derecesbelirleyen Z dgerlerine goére aleller
arasinda anlamli derecede farkih olmadgl ortaya konmgtur (tablo 17). Dier
populasyonlar arasindaki kdestirmada ise, Japon populasyonunda M. Hashiyada ve
arkadalarinin yaptiklari cagmada 9, 10, 11.2 ve 17 no’lu aleller gb6zlenmezkéksgk
oranda (0.5) 13. alel gozlengti. K. Thiele ve arkadgarinin Gana populasyonunda yagpti
calsmada 11.2. alel gozlenmezken en fazla 13. alel lg@ktedir. J. Edelmann ve
arkadalarinin Alman populasyonunda yapticalsmada ise 11.2 ve 17 nolu aleller
gorilmems bizim calsmamizla benzer olarak en fazla 13 nolu alel gozigtimnYapilan
karsilastirmalar sonucunda HPRTB lokusunun Turkiye popuwasyida gorilme sildinin
diger populasyonlarla arasinda buyuk farkhliklar othgaanlgiimaktadir.

DXS7423 lokusu igin Turkiye genelinde 127side yaptgimiz calgmada alel
sikliklar ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HEPD) tablo 18'de gorulmektedir. Yaptmiz
calismada toplam 7 (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) alelegimistir. En fazla gorulen aleller 14
ve 15. alellerdir. En az gorilen alel 12 ve 18llaldir. M. Hashiyada ve arkaglarinin Japon
populasyonunda yagi calsmada 12 ve 18. aleller gbzlenmezken 15. alel yul@akda
(0.6) gorulmigtar. K. Thiele ve arkaddéarinin Gana populasyonunda y&ptgalsmada 12 ve
18. aleller gozlenmezken 15. alel yiksek oranda)(@orulmitir. J. Edelmann ve
arkadalarinin Alman populasyonunda yapticalsmada alellerin gorilme sikgh bizim
verilerimizle hemen hemen aynidir. En az 12 ve d&iraleller gozlenirken en fazla 14 ve 15
no’lu aleller gézlenmektedir.

DXS7132 lokusu icin Turkiye genelinde 124side yaptgimiz calgmada alel
sikliklan ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HEPD) tablo 19'da gorulmektedir. Yapgtmiz
calismada toplam 7 adet (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17)gédlelenmitir. En fazla gorilen alel
14. aleldir. En az go6rilen alel 17. aleldir. M. Hgmda ve arkaddarinin Japon
populasyonunda yagt calsmada 11 no’lu alel g6zlenmezken en fazla 15. alel
gorulmektedir. K. Thiele ve arkaglarinin Gana populasyonunda ygptcalsmada bizim
calismamizdan farkli olarak 10 no’lu alel goérulmekted®ana populasyonunda bizim
verilerle benzer olarak en fazla 14 no’lu alel dorken en az 11 ve 17 no’lu alel
gorulmektedir. J. Edelmann ve arkgldainin Alman populasyonunda yagpticalsmada ise
yine bizim verilerle benzer olarak en fazla 14.1 ajérulirken en az 11 ve 17. aleller
goOrulmektedir.

DXS10134 lokusu igin Tirkiye genelinde 124side yaptgimiz calsmada alel
sikliklar ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HEPD) tablo 20’de gorilmektedir. Yaptmiz
calismada toplam 14 (32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 38%, 3.3, 40.3, 41.3, 43.3) alel
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gozlenmgtir. En fazla goérilen aleller 35 ve 36. alellerdin az gorulen alel 39. aleldir. 42.3
ve 44.3. aleller ise ¢agmamizda gordlmergiir. M. Hashiyada ve arkagarinin Japon
populasyonunda yagi calsmada 28, 29, 30, 31, 31.1, 32.1, 33.1, 39.2, 343, 43.3, 44.3
aleller gbzlenmezken bizim cgnamizdan farkli olarak 34.2, 37.3, 40, 42.3 no’'laller
gorulmektedir. En fazla 37. alel gorulmektedir. Khiele ve arkaddarinin Gana
populasyonunda yagi calsmada 34.2, 37.3, 39.3, 40.3, 41.3, 42.3, 43.3, 44’3 aleller
gOzlenmezken bu tez ¢gghasindan farkl olarak 28, 29, 30, 31.1, 32.1, 380Lno’lu aleller
gorulmektedir. En fazla 37 nolu alel gortlmektedir.Edelmann ve arkagarinin Alman
populasyonunda yagi calsmada 28, 30, 31.1, 32.1, 33.1, 34.2, 37.3, 38.2,3® no’lu
aleller gorilmemi bizim calsmamizda gozlemlenmemi29, 42.3, 44.3 no’lu aleller ise
gorulmdstar. Alman populasyonunda en fazla 36. alele rastiktadir.

DXS10074 lokusu icin Tirkiye genelinde 127side yaptgimiz calsmada alel
sikliklar ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HETRD) tablo 21'de gorulmektedir. Bu
calismada toplam 14 (7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 16/218, 19, 20, 21) alel gbzlenytii. En
fazla gorilen alel 16 ve 17. alellerdir. En az d@mialeller 10 ve 21. alellerdir. 4, 11 ve 12.
aleller ise cabmamizda gorulmergiir. Japon populasyonunda, bizim esalamizda
rastlamadiimiz 12. alelle birlikte sadece 9 alel gorilurken,fazla 17. alel goérilmektedir.
Gana populasyonunda alellerin gorilme gildsit dagilm gostermekle birlikte calmamizda
gorilmeyen 11 ve 12. alellere rastlanmakta 16.2;e201. alellere rastlanmamaktadir. Alman
populasyonunda ise cginamizla ayni aleller gorilmive onlarda da en fazla 16 ve 17.
alellere rastlanilngtir.

DXS10101 lokusu igin Tirkiye genelinde 121side yaptgimiz calsmada alel
sikliklari ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HETRD) tablo 22'de gorUlmektedir. Bu
calsmada toplam 15 (27, 27.2, 28, 28.2, 29, 29.2, B®,331, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34)
alel gozlenmiytir. En fazla goérilen alel 30.2. alel, en az gomiddel ise 33.2. aleldir. 24.2 ve
26.2 no’lu aleller ise c¢almamizda gortlmengtir. Japon populasyonunda, bizim
calismamizdan farkli olarak 26 ve 34.2 no’lu alelleresti@nilirken, en fazla 31. alel
gorulmektedir. Gana populasyonunda 24.2, 25, 2562 ve 36 no’lu alellere rastlanirken
bizim calsmamizda gérdgiimiz 28.2 ve 33.2 alellere rastlanmamakta ve ela f32. alel
gorulmektedir. Alman populasyonunda, y&phiz calsmayla benzer alel ¢dimi
gorulmekle birlikte bu cajmada rastlanmayan 26.2. alele Alman populasyonunda
rastlanmaktadir.

DXS10135 lokusu icin Turkiye genelinde 125side yaptgimiz calsmada alel
sikliklar ve istatistiksel veriler (PIC, MEC, HETRD) tablo 23'de gorilmektedir. Bu
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calismada toplam 15 (16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 2328426, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 36)
alel gozlenmitir. En fazla goérulen aleller 21 ve 22. alellerdin az gortlen aleller 16, 17, 32
ve 36. alellerdir. 34 ve 35. aleller ise galamizda gorilmergiir. Japon populasyonunda,
calismamizdan farkli olarak 21.1. ara alel ve 34. atiiitirken, 16, 32 ve 36 no’lu aleller
gorulmemektedir. Japon populasyonunda en fazlae€@ no’lu alellere rastlanmaktadir.
Gana populasyonunda 17.1, 18.1 ve 21.1 no’lu alerd rastlanirken 33, 34 ve 36 no’lu
alellere rastlanmamaktadir. Gana populasyonu icemdézla 22. alel gortlmektedir. Alman
populasyonuyla, yaghimiz calgma arasindaki alel @dimi acisindan tek fark 36. alelin
onlarda gortlmemesidir. Alman populasyonunda busmaldaki bulgulara benzer olarak en
fazla 21, 22 ve ayrica 24 no’lu aleller goérilmelkted

Sonug¢ olarak; X'e h#@i STR lokuslarinin genel Turkiye populasyonundal al
sikliklarinin Avrupa populasyonlari alel siklikida biyuk uyumsuzluk gozlenmezken irklar
arasinda ggu lokusta (DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074, DBY1, DXS10134,
DXS10135) buyuk farkhhklar gozlenstir. Bu calsma ile s6z konusu lokuslarin Mentype®
Argus X-8 PCR amplifikasyon kiti kullanilarak opimsyonu ve genel Turkiye
populasyonundaki alel sikliklari belirlengtit.  Ancak Turkiye’de rutin adli bilimler
laboratuarlarinda s6z konusu lokus alel siklikiarifkullanilabilmesi icin cafilan Kisi

sayisinin arttirllmasi daha uygun olacaktir.
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OZET

Adli bilimlerde kimliklendirme ve nesep tayinleriad somatik STR lokuslari
kullanilmaktadir. Son yillarda ise gonozomal STRuklari kullaniimaya bdganmstir. Bu
calismada X kromozomona 0zgu 8 STR lokusu (DXS8378, HPRIXS7423, DXS7132,
DXS10134, DXS10074, DXS10101 ve DXS10135) ve cimsigelirtimi icin Amelogenin
lokusu iceren ticari Mentype@rgus X—8 kiti kullanildi. Oncelikle kitiristanbul Universitesi
Adli Tip Enstitist Adli Molekller Genetik laboratwada optimizasyonu gercekteildi.
Optimizasyon 4 gamada gercek$. X-STR kiti icin uygun DNA izolasyon yodntemleri
belirlenmi, DNA miktar tayinleri florimetre (Invitrogen Qubitile élciim{ ve daha sonra
hassasiyet ¢aimasi ile kitin hangi DNA miktarinda iyi sonuclarnrdgi saptanmgtir. Bunu
takiben PCR reaktiflerinin miktarlari belli orantlr azaltilarak optimum PCR toplam hacmi,
PCR Urdnlerinin miktarlari da azaltilarak ABI 31@ngtik analizor icin uygun elektroforez
yukleme hacmi ortaya konrgtwr. Daha sonra kitin kank orneklerde (erkek-kadin) ayrim
glcunin saptanmasi icin 1:1, 1:2, 1:5 oranlarindesik ornekler cakildi. 1:1, 1:2’lik
karisim oOrneklerinde ayrim yapilabilirken, 1:5 oranindéknekte ayrim yapilargiir. Aile
calismasi ile de X-STR’larin babaanne, baba, anne ve daeuk arasindaki kalitimi
gosterilmitir.

Populasyon cailmasinda ise X’e 6zgl 8 STR lokusunun Turkiye toplodaki alel
sikligi hesaplannstir. Bunun igin batin Tarkiye'yi temsil edeceg&kilde 130 gonilli kiden
alinan kanlar ile izolasyon yapilghr. Elde edilen verilerle alel silgh POPGENE Version
1.32 programi kullanilarak hesaplagtm PIC, MEC, HET, PD deerleri gibi istatistiksel
deserler adli kromozom X agéirma grubu (The Forensic ChrX Research Groupitadan
gelistirilen web sitesinde bulunan programla, alel &ilh girilerek bulunmstur. Daha sonra
Tarkiye populasyonuna ait veriler Alman, Japon ven& populasyonlari ile kalastirildi.
Sonucgta populasyonlar arasindaki skastirmada Turkiye populasyonun Avrupa

populasyonuna benzerlik gosteiidsaptandi.

Anahtar kelimeler: X-STR, babalik, optimizasyon
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SUMMARY

Autosomal short tandem repeat (STR) markers areelwidpplied to forensic
individual identification and kinship testing. No#ays, gonosomal markers are used to
forensic applications. The Mentypérgus X-8 kit is a commercial multiplex system whic
contains Amelogenin for gender determination asl| ves gonosomal STR markers
(DXS8378, HPRTB, DXS7423, DXS7132, DXS10134, DXSa490 DXS10101 and
DXS10135). Optimization studies take form 4 steps Moleculer Genetic Laboratory of
Forensic Science Institutéstanbul University. In this study, the followingrpeneters were
taken under consideration for optimization stud@stA extracted using different protocols,
guatitated by using commercially available InvieogQubit Fluorometer, sensitivity tests,
reaction volume optimization of Master Mix ABI 34&netic analyser parameters. Analysis
of mixture samples (male-female, 1:1, 1:2, 1:5) evperformed. We study family that is
included grandmother, father, mother and daugbieX{STRs’ inheritance.

Allele frequency distribution and analysis of baisdtical parameters of eight X-
chromosome STR loci, determined in a sample of dr3@lated volunteer individuals (male
and female) from Turkey. Allele frequencies werdcaiated with program POPGENE
Version 1:32. PIC, MEC, HET, PD values were cal®daautomaticly by entering allele
frequencies, using the software in the web page hbias been developed by forensic
chromosome X research group (ChrX The Forensic &elseGroup). These gene loci were
compared between general Turkish gene frequenaidsddferent races such as; Europe-
Germany, Asia-Japan, Africa-Ghana. It has beenraebdethat there is a huge difference

between races but with German population simiksitias been observed.

Keywords: X-STR, paternity, optimization.
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EK

X KROMOZOMUNA BAGLI 8 STR LOKUSUNUN POIMORFiZMI VE ADLI
BILIMLERDEKI ONEMI
adl tez projesi igin

AYDINLATILMI § RIZA FORMU

Tez Projenin Amaci

Adli bilimlerde biyolojik érneklerden kimliklendirm ve nesep tayini ABO kan grubu ile
basslamis daha sonra alt kan gruplari, polimorfik serum eirderi, polimorfik eritrosit
enzimleri, HLA (insan I6kosit antijenleri) ile dewa etmitir. Adli  bilimlerde
kimliklendirmede ve nesep tayininde, polimeraz &inceaksiyonu (PCR) yonteminin
gelismesine bgh olarak 1993 yilindan bu yana DNA (zerindeki Kigadisik Tekrar
Dizinleri (STR) kullaniimaktadir. Otozomal STR’lée balayan kimliklendirme gonozomal
STR’lerin 6zellikle de Y kromozomundaki STR’lerinulkanimi ile devam etngiir. Son
yillarda ise Dinya’'da X kromozomunaghaSTR’lerin adli amacli kullanimi i¢in ¢gimalar
hiz kazanmgtir. X kromozomuna k#i STR’ler 6zellikle nesep tayininde, baba adayinin
bulunamadii durumlarda ve akrabalik gkilerinin ortaya konmasi gibi adli olgularda, X
kromozomunun kalitimina Bh olarak, kullanilabilinecgi gorilmistir. Ulkemizde nesep
tayinlerinde, adli laboratuarlarda rutinde kullabilmesi icin uygun bir ydntemin
gelistiriimesi ve X kromozomuna g STR’lerin Turk toplumundaki polimorfizminin orya
konmasi gerekmektedir.

Bu tez camasinda X kromozomuna $#a 8 STR lokusunun (DXS8378, HPRTB,
DXS10074, DXS7132, DXS10101, DXS7423, DXS10134, DAE35) kriminal amacli ve
nesep tayininde kullanilabilesi icin, bu lokuslafiark popilasyonundaki gen frekanslarinin
belirlenmesi gerekir. Ancak bunu yapmadan o6nce komusu lokuslarin laboratuarda
validasyonu ve standardizasyonglasamalidir. Bu amaca yonelik olarak bu tez gahsinda
s6z konusu lokuslarda yontem gefilmesi ve standardizasyong@anmasi amagclanstir.

Bu uygulamada elde edilecek olan bulgular, timu il@anonim olarak kullanilacaklardir.

Bu proje Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun oluru ile
uygulanmaktadir.

Katkilariniz igin tgekkir ederiz.
Calismaya katilmayi kabul ediyorum.

Adi, soyadi:

imza:
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