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1. Ozet

Otozomal STR lokuslart kitlesel felaketlerde, adli vakalarda, kayip kisilerin
identifikasyonunda, DNA (Deoksiribonukleik Asit) veri tabani olusturulmasinda ve bir¢ok
alanda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Yeni STR lokuslarinin arastirilmasi ve dizayn
edilmesi geleneksel STR (Short Tandem Repeats, Kisa Ardisik Tekrar Dizileri) analizlerini
tamamlayic1t oldugu gibi kardeslik ve akrabalik iliskilerinin s6z konusu oldugu vakalarda
avantaj saglayacagi gibi kisi identifikasyonunda zorluklarin yasanabildigi bazi durumlarda
sonuclarin alternatif yollarla teyit edilmesini de miimkiin kilacaktir. Arastirilan lokus sayisinin
arttirilmasi veritabani uygulamasi olan iilkelerde yanlis eslesme riskini de azaltmaktadir.

Bu ¢alismada CODIS’te (Combined DNA Index System, Birlesik DNA Indeks Sistemi)
yer almayan, yaygin olarak kullanilan STR lokuslarindan farkli, ayrim giicii ve giivenilirligi
yiiksek, 10 yeni STR (D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132,
D5S2500, D21S2055, D10S2325) lokusu ve iki bilinen lokus (D18S51, SE33)’un Tirkiye’deki
gen sikligr incelendi. DNA analizi i¢in Tirkiye’nin tiim bdlgelerini yansitacak sekilde,
aralarinda akrabalik iligkisi olmayan 100 goniilliiden kan 6rnegi alindi. DNA izolasyonu
QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) kit protokoliine gore gerceklestirildi. 12 STR lokusu
Investigator® Hdplex Kit (Qiagen) prosediriine uygun olarak ¢ogaltildi. PCR (Polymerase
Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu) drinleri, ABI 3130 Genetik Analizérde
yurutildi ve GeneMapper IDX ile analiz edildi. Arastirilan lokuslarin populasyon ve adli
istatistik parametreleri Powerstats kullanilarak hesaplandi. Alel frekanslari, Hardy-Weinberg
dengesi ve popiilasyonlar arasi (Tirkiye ile Avrupa, Afrika, Dogu Asya ve Amerika
popiilasyonlar1 arasinda) lokus bazindaki farkliliklar Arlequin v.3.5.1.2 programi kullanilarak

hesaplandi. Turkiye ile Afrika popiilasyonu arasinda 3 lokusta, Dogu Asya popiilasyonu



Yeni 10 STR Lokusunun Gen Sikliginin Belirlenmesi 2

arasinda 4 lokusta ve Amerika popiilasyonu arasinda 3 lokusta istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Avrupa populasyonu ile istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Bu caligma bulgularina gore s6z konusu kitin adli laboratuarlarda mevcut STR
lokuslarmi desteklemek amaciyla giivenilirlikle kullanilabilecegi ve Turkiye toplumunun

Avrupa toplumuna genetik olarak daha yakin oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli bilimler, DNA analizi, kisa tekrar dizileri, yeni STR lokuslari,

Investigator® Hdplex Kit (Qiagen)
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2. Ingilizce Ozet

Autosomal STR loci are applied succesfully in many areas such as; identication, missing
people, forensic cases, mass disasters, DNA database applications and a wide variety of routine
labaratory studies. Evaluations and design of new STR markers are useful tools to obtain
additional information and to complete conventional STR analysis. Some advantages for the
cases with brotherhood and kinship relations are also determined. Besides of these it will be an
alternative way to confirm the results at the problematic cases. To increase the number of data
loci will result in reducing the risk of adventitious matches in the countries that have national
DNA database.

In this study, gene frequency in Turkey for 10 new, non-CODIS STR loci (D7S1517,
D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, DAS2366, D8S1132, D5S2500, D21S2055,
D10S2325) and 2 previously known loci (D18S51, SE33) were investigated. To reflect all
regions of Turkey’s DNA analysis, 100 blood samples from non-relative volunteers were taken.
DNA was extracted using QIAmp DNA Mini Kit following manufacturer’s recommendations.
12 STR loci and amelogenin were amplified according to Investigator® HD kit manual. The
PCR products were separated with ABI 3130 Genetic Analyzer and analyzed with GeneMapper
IDX software. Forensic and population parameters of the 12 loci were estimated with Promega
PowerStats excelsheet. Allel frequencies, p-values for Hardy—Weinberg equilibrium,
population differentiation based on the loci (Turkey between Europe, Africa, East Asia and
USA populations) and Fst were calculated with Arlequin ver. 3.5. After Bonferonni correction
the genotype distributions showed no significant deviation from Hardy—Weinberg rule
expectations. Results indicated that statistically significant differences were found between
Turkish population and African population at 3 loci, E.Asian population at 4 loci and American
population at 3 loci. There is no statistically significant observed between Turkish and European

populations.
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According to the findings of this study, Turkish society is genetically closer to the
European community and the investigated kit can be reliably used to support the existing STR

loci in forensic laboratory.

Keywords: Forensic science, DNA analysis, short tandem repeats, new STR loci,

Investigator® Hdplex Kit (Qiagen)
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3. Giris ve Amac

Adli bilimler; ¢esitli olaylarin incelenmesinde, su¢un ve su¢lunun ortaya ¢ikarilmasi,
su¢ araclarinin arastirilmasi, su¢lunun kimliginin belirlenmesi, siipheli ile olay yerinden gelen
DNA orneklerinin aymi kaynaktan gelip gelmediginin tespiti, miras-babalik davalar1 ve
akrabalik iligkilerinin arastirilmasi gibi toplumsal olaylara hizmet etmektedir. Bu amaglarla
olay yerinden veya bireylerden alinmis olan kan, semen, tiikiiriik, kil ve leke gibi farklh
biyolojik materyallerden DNA analizi yapmak mumkindur (1,2).

Gegmiste kimliklendirmede kullanilan eritrosit antijenleri, protein ve enzimlere dayali
cesitli yontemlerle yiiksek giivenilirlikte sonuclara ulasmak miimkiin degilken 1985 yilinda
Alec Jeffreys’in DNA molekiiliindeki minisatellit olarak adlandirilan polimorfizmi
kesfetmesinden sonra adli bilimlerde daha guvenilir, ayrim giicii yiiksek ve hassas DNA
sistemlerinin kullanimina geg¢ilmistir (3). DNA’nin polimorfik 6zelliginin kesfini takiben gesitli
sayida tekrarlardan olusan ve mendel kalitimina uygun olarak aktarilan VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats) denilen diziler adli ¢aligmalarda oncelikli olarak kullanilmaya
baslanmistir. Zamanla VNTR’ler yerini daha kisa tekrar dizilerinden olusan ayrim giicii daha
yiikksek STR (Short Tandem Repeats)’lere birakmustir (4). 1994 yilinda ilk STR Kkitinin
tiretilmesinden sonra 1997°de 13 STR bolgesi tanimlanmis, 1999°da ise ¢esitli laboratuvarlarda
multipleks STR kitlerinin validasyonlar1 yapilmaya baslanmistir. 2000 yilinda FBI ve diger
laboratuvarlar RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) tekniginden tamamen
vazge¢mis ve ticari STR kitlerini kullanmaya baglamistir (1).

Guniimuzde, mevcut ilerlemeler ile birlikte yeni genetik isaretler tespit edilmis
olmasina ragmen rutin olarak daha ucuz, daha kolay uygulanabilen ve dogrulugu kanitlanmis
STR sistemlerinden yararlanilarak kisi identifikasyonu yapilmaktadir. STR lokuslarinin kii¢iik
olmasindan dolayi, eski ve bozunmus 6rneklerde bile tiplendirme yapmak mimkindir. Ayrim

glictinlin yiiksek, analiz stiresinin kisa olmasi, standardizasyonu saglanmis ticari kitlerin varligi,
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otomatize edilmis ve hata payr minimuma indirgenmis sistemlerin gelistirilmis olmasi1 ve ¢coklu
analize izin vermesi STR’leri ideal genetik isaretler haline getirmistir (1,4,6). Tiplendirmesi
basit ve standardizasyonu tamamlanmis olan STR’lerin gen sikliklar1 dengeli oldugundan alel
standartlarini olusturmak kolaydir. Yapilan standardizasyon caligmalari ile hata orani en aza
indirgenmistir (6). Genomdaki STR lokuslar1 ¢ok ¢esitlidir. Olas1 lokus sayisinin fazla olmasi
ozellikle kardeslik veya akrabalik iliskileri s6z konusu oldugunda avantaj saglamaktadir (1,7).

Son donemlerde STR teknolojilerinden farkli olarak SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), mitokondrial DNA, X ve Y kromozom polimorfizimleri gibi diger bazi
teknikler de basarili olmakla birlikte gelistirilen bu yeni metotlar daha maliyetli oldugundan ve
standardizasyonu heniiz tamamlanmadigindan dolay1 rutin kullanimlar i¢in yetersiz kalmakta
ve adli genetik laboratuvarlarinda hala giivenilirligi kanitlanmig STR sistemleri c¢alisilmaya
devam etmektedir (4). Rutin ¢alismalarda FBI tarafindan belirlenmis olan STR lokuslar
calisilmakla birlikte tiim diinyada CODIS (Combined DNA Index System)’te yer almayan yeni
STR lokuslarinin tespit edilmesine yonelik arastirmalara devam edilmektedir (8,9). Multipleks
PCR ile guvenilir sonu¢ veren yeni STR isaretlerinin tanimlanmasi klasik STR analizleri i¢in
tamamlayici ekstra bilgiler saglayacagi gibi 6zellikle kardeslik ve akrabalik iliskilerinin s0z
konusu oldugu vakalarda STR lokus sayisinin arttirilmasi c¢aligmanin giivenilirligini de
yukseltmektedir. Bu nedenle CODIS’de yer almayan polimorfik isaretlere olan ilgi giin
gectikce artmakta, yeni lokuslarin rutin uygulamasma yonelik bilimsel caligmalara ve
veritaban1 uygulamalarina devam edilmektedir (8,10). Daha fazla lokusun g¢alisilmast ulusal
veri tabanindaki beklenmedik eslesmelerin dnlenmesine de yardimei olacaktir (11).

Bu tez ¢alismasinin amaci, Tiirkiye’nin tiim bdlgelerini kapsayacak sekilde, onaylari
alinarak, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 100 kisiye ait kan érneginden, CODIS te yer
almayan ve adli arastirmalarda yaygin olarak kullanilan STR lokuslarindan farkli olan 10 yeni

STR lokusu (D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132,
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D5S2500, D21S2055, D10S2325) ve iki bilinen STR lokusunun (D18S51, SE33) Qiagen®
Investigator HDplex ticari kiti ile ¢alisarak Turkiye populasyonundaki gen sikliklarini
belirlemektir. BOylece Tiirkiye de yakin akrabaliklarin oldugu veya mutasyon olasiligt
diisiiniilen ve karar verilemeyen olgularda klasik STR lokuslarina alternatif olarak

calisilabilecek yeni lokuslarin kullanilmasi s6zkonusu olabilecektir.
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4. Genel Bilgiler

4.1. DNA ve Adli Bilimlerdeki Onemi

DNA ya da deoksiribontikleik asit, bilinen tiim canli organizmalarin gelisimi ve Gremesi
icin gerekli bilgiyi barindiran bir molekiildiir. Insan viicudu milyarlarca hiicreden olusur ve
DNA her bir hiicrenin kontrol merkezidir. Canlilarin genetik bilgisi DNA molekilu igerisinde
saklidir ve tek yumurta ikizleri hari¢ tiim bireyler igin kisiye 6zgiidiir (12). Molekdler biyoloji
tekniklerindeki gelismelerle birlikte genomu olusturan 3.2 milyar baz igindeki herhangi bir
bolgenin analizinin yapilmast mumkundur. Analiz icin 6zel polimorfik DNA bolgelerinin
se¢imi vakaya ve mevcut teknolojiye bagl olarak degisiklik gosterebilir (12,13). Adli vakalarda
genetik analizlerin kullanilmasinin asil amact ayrim giicii yiksek olan DNA profilinin elde
edilmesidir. Boylelikle su¢ mahalinden elde edilmis olan biyolojik materyalin silipheliye ait
veriler ile karsilastirilmast miimkiin olabildigi gibi, bireylerin genetik olarak irk ve cografi
gruplar icinde smiflandirmasina olanak taniyarak popiilasyon genetigi c¢alismalari da
yapilabilmektedir. Cografi bolgelere gore olusan farkliliklar alel frekanslarindaki kademeli
degisikliklerden kaynaklanmaktadir (14).

DNA analizi tip, hukuk ya da sosyal alanlar gibi birgok farkli disiplin igin ¢ok degerli
bir bilgi teskil etmektedir. Her bireyin DNA’s1 kisiye 6zgii oldugu; ancak o bireye ait tim
dokularda ayn1 DNA bilgisi mevcut oldugundan DNA, birey icin bir barkod gibi diisiiniilebilir
(15). DNA analizinin kisinin kimliklendirilmesi amaciyla kullanimi adli bilimler agisindan
bugiine kadar yapilmis olan en 6nemli gelismelerden biri olarak kabul edilmektedir. Adli
genetikte kullanilacak olan DNA lokusu oldukc¢a polimorfik olmali, yorumlanmasi basit olmali,
diger laboratuvarlarla karsilastirmasi kolay olmali ve diisiik mutasyon oranlarma sahip

olmalidir (1, 13).

4.2. Genetik Isaretler ve DNA Tiplendirme Metodlar

Adli DNA analizinde kullanilan teknikler iki bireyi birbirinden ayirt edebilme
yetenegi, hizi, kolayligi ve elde edilen verilerin giivenilirligi agisindan farkliliklar
gostermektedir. Yillar icinde adli DNA analizi teknikleri hizli bir sekilde gelisme gdstermistir.
DNA testi, gecmis yillarda 6-8 haftada yapilabilirken bugiin saatler iginde
tamamlanabilmektedir. Yeni yontemler ile olay yerinden elde edilen ¢ok az miktardaki
orneklerden de verimli DNA profili elde etmek artik mimkunddr (16). Sekil 1’de gegmisten

gunimize kullanilmis olan DNA tiplendirme teknikleri karsilagtirmali olarak gosterilmistir.



Yeni 10 STR Lokusunun Gen Sikliginin Belirlenmesi 9
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Diisiik '
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Sekil 1: DNA tiplendirme teknikleri (16)

4.2.1. DNA analizi 6ncesi (1900-1985)

DNA’nin kisilerin kimliklendirilmesi amaciyla kullanimi 1980’lerin basinda Alec
Jeffreys’in calismalar1 ile baslamistir. Ancak, DNA’dan 6nce de adli laboratuvarlar diger
genetik isaretlerden yararlanmislardir. Bu belirtegler glinlimiiz standartlarma kiyasla ¢ok
yetersiz olmasina ragmen ge¢miste kimliklendirmede en iyi yontemler oldugundan 6nem arz
etmektedirler.

1900 yilinda Karl Landsteiner ABO kan grubu sistemini agiklamis ve bireylerin kan
gruplarina bagli olarak farkli gruplara ayrilabilecegini gozlemlemistir. Bu kesif adli
hemogenetik alanindaki gelismelerin ilk adimini olusturmustur (17). 1915 yilinda Leone Lattes
bir babalik vakasinin ¢oziilmesinde ABO tiplendirmesinin kullanimini agiklayan bir kitap
yayimlamis ve 1931 yilinda ise adli laboratuvarlarda standart haline gelen absorbsiyon -
inhibisyon ABO tiplendirme teknigi gelistirilmistir. Daha sonraki yillarda gesitli kan gruplar
ve kan serum protein belirtecleri karakterize edilerek ayrim giicii yiiksek profiller elde
edilmistir. Serolojik teknikler yliksek ayrim giiciine sahip olmalarina ragmen biyolojik materyal
miktar1 nedeniyle bir¢ok adli vaka da kullanimi sinirli kalmistir. Ayrica proteinler dis etkenlere
maruz kaldiginda degrede olma egilimindedirler (13). ABO kan gruplar tayini bireyleri ayirt
etmek i¢in kullanilan ilk genetik araclar olmasina ve birka¢ dakika gibi kisa bir slirede sonug
aliabilmesine ragmen ¢ok fazla bilgilendirici degildir. A,B, AB ve O olmak iizere yalnizca 4

olasi kan grubu vardir ve popiilasyonun %80’den fazlas1 O ve A tipi kan grubuna sahiptir. Bu
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nedenle, ABO kan gruplari yalnizca bireylerin dislanmasinda kullanisl olabilir (4,16). 1960
yilinda belirlenmis toplam 17 sistem olmasma ragmen higbirisi identifikasyon agisindan
kullanigh degildi. 1960’lara kadar serum proteinleri, eritrosit enzimleri ve ayrica insan lokosit
antijen sistemi HLA (Human Leukocyte Antigen System) kullanilmistir. Bu sistemler bir arada
kullanildiklarinda yiiksek dislama giiciine sahip olmalarina ragmen olay yerinden elde edilen
kan lekeleri ya da viicut sivilarindan giivenilir sonuglar elde etmek oldukga zordur (15). 1960
ve 70’lerde molekiiler biyolojide meydana gelen restriksiyon enzimlerinin kesfi (18), Sanger
dizi analizi (19) ve Southern blotlama gibi (20) gelismeler DNA dizisinin incelenmesini
miimkin kilmistir. 1978 yilinda DNA polimorfizmi Southern blotlama teknigi ile tespit
edilebilmis ve 1980’lerde ise ilk defa son derece polimorfik bir lokusun analizi rapor edilmistir
(13).

4.2.2. DNA analizinin ilk yillar1- VNTR (RFLP) dénemi (1985-1995)

Alec Jeffreys’in 1985 yilinda Nature dergisinde yayinlanan ii¢ ayr1 yayini, bireylerdeki
tekrar eden DNA dizilerinin insanlar arasindaki ¢esitliligin ve genetik kalitimin izlenebilirligi
icin kullanilabilecegini gostermis ve adli kimliklendirmenin tarihi birden bire degismistir.
Jeffreys’in VNTR kesfi ve rutin RFLP galigmalart DNA analizinin baglangici olmustur. (16,
21). Tekrar eden DNA dizileri 8 ile 80 baz c¢ifti (genellikle 15-35) uzunlugunda olup bireyler
arasinda gesitlilik gostermektedir (4).

1984 yilinda Alec Jeffreys degisken sayida tekrarlardan olusan VNTR lokuslarinin adli
uygulamalar agisindan sahip oldugu potansiyeli farketmis ve ozetle; DNA ekstraksiyonu,
restriksiyon enzimleri ile DNA molekiltnun kigik pargalara ayrilmasi, DNA pargaciklarinin
agaroz jel elektroforezi ile yiritilmesi, Southern blotlama ile prob hibridizasyonu ve
polimorfik lokusun tespit edilmesi ve son olarak da elde edilen sonuglarin bir X-ray filminde
siyah bantlar olarak gorilmesi asamalarindan olusan bir teknik gelistirmistir (3). Jeffreys’in
coklu lokus problar1 barkodlara benzediginden bu yontem DNA parmakizi (DNA fingerprints)
olarak adlandirilmistir. 1985 yilinda Nature dergisinde yaymlamis oldugu makalesinde iki
bireyin aynt DNA profiline sahip olma olasiliginin 33 milyarda 1’den daha az oldugunu
belirtmistir (3x107 - 5x10%9) (3, 13). Jeffreys’in bu kesfi minisatelit olarak adlandirilan tekrar
dizilerinin oldukg¢a degisken oldugunu ileri siirmiis ve bilgi veren genetik belirtecler olarak
tanimlamustir (15).

DNA teknikleri daha 6nceki sistemlere kiyasla ¢esitli avantajlar saglamistir. En 6nemli

avantajlarindan biri de bu testlerin DNA’nin kendisi ile ¢alisilabilmesidir. Serolojik testler bir
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gen triinii oldugundan DNA igerigini dolayli olarak yansitmaktadir. Ancak DNA teknikleri
dominant ve resesiflikten kaynaklanan komplikasyonlari ortadan kaldirmaktadir. Ornegin, AA
ve Aa genotipleri fenotip olarak ayirt edilemezken DNA ile ayirt edilebilmektedir. Bunlara ek
olarak; DNA markirlari, proteinlere kiyasla, ¢evresel etkenlere kars1 daha kararlidir. Misir’da
bulunan mumyalardan ve hatta soyu tiikkenmis olan canlilarin kalintilarindan bile DNA bilgisine
ulagsmak miimkiindiir. Genetik igaret olarak kullanilan lokus ve her bir lokustaki ¢ok sayida alel
yiiksek bir ayrim giicli saglamaktadir. Cok sayida alel karistm DNA 6rneklerinin analiz
edilebilmesini mimkin kilmaktadir (4). Jeffreys’in VNTR analizi ayirt edici giici yiiksek
olmakla birlikte blyiik miktarda ve iyi kalitede DNA (>50 ng) ihtiya¢ duydugundan dolay1
degrade DNA ile ¢alismaya uygun olmamasi, laboratuvarlar arasinda karsilastirma yapmanin
zorlugu ve oldukga uzun suren bir analiz gerektirmesi gibi baz1 kisitlamalar1 bulundugundan
adli analizlerde uzun sire kullanilmamustir (1, 13). Olay yerinden elde edilen &rnekler
genellikle kisithh miktarda veya bozunmus oldugunda RFLP yontemi tercih edilmemektedir.
Ayrica farkli restriksiyon enzimlerinin kullanilmasi da laboratuvarlar arasinda teknik
farkliliklar dogurmustur (16, 22). Ayrica, VNTR’ler boyutlar1 bilylk oldugundan dolay1 PCR
ile giivenilir ve tutarl sekilde ¢ogaltilamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi kisa siirede yerini

daha kisa olan tekrar dizilerinin analizine birakmastir.

4.2.3. PCR temelli teknikler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile spesifik bir DNA dizisi (ya da c¢oklu dizileri)
kopyalayanarak ¢ok kiiglik miktardaki DNA’dan arzu edilen kopyalarin elde edilmesi
mumkindir (23). PCR temelli tekniklerin adli uygulamalardaki ilk kullanimi 1986 yilinda 6.
kromozomda bulunan HLA-DQA1 (Human Leukocyte Antigen) lokusunda olmustur. Bu
teknikte denatiire edilmis PCR driinleri membrana sabitlenmis bir oligoniikleotid prob
tarafindan yakalandiktan sonra hibridize olan DNA’lar radyoaktif olmayan mavi boya ile
kolorimetrik olarak tespit edilmektedir (4, 16). 1993 yilinda, HLA-DQA1 lokusuna ek olarak
bes farkli genetik belirte¢ daha ilave edilerek yontemin ayrim giicii arttirilmis ve bu alt1 lokuslu
sistem (Polymarker + DQA1) adli laboratuvarlarda kullanilmistir. PCR metodu ile ¢alistigindan
kiclk ya da degrade olmus 6rneklerin analizi de mimkundur. Ancak alel ve lokus sayist az
oldugundan dolay1 VNTR ve STR sistemlerine kiyasla ayrim giicii diisiiktiir (4, 24).

1980’lerin sonlarinda kisa tekrar dizileri olarak bilinen STR (Short Tandem Repeats)
mikrosatellitler kesfedilmistir. STR’ler VNTR’lere benzerlik gostermekle birlikte daha kisa
tekrar dizilerinden (2-7 bp) olusmaktadir. VNTR ’ler yerine kisa siirede ayrim giicii yiiksek olan,
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hizli ve ¢oklu analize imkan veren kisa tekrar dizileri (STR) kullanilmaya baglanmigtir. STR’ler
kisa diziler olup, degrade DNA molekiilii i¢eren biyolojik materyaller ya da karisim
orneklerinin analizinde kullanilabildiginden dolay1 olduk¢a degerlidir. Analiz; amplifikasyon,
elektroforez ve sonuglarin degerlendirilmesi olmak tizere ii¢ temel asamadan olusmaktadir (16,
25). Tablo I’de yaygin DNA tiplendirme metodlari, avantaj ve kisitlamalar1 ile Karsilastirmali

olarak 6zetlenmistir.

4.3. Kisa Tekrarli DNA Dizileri (STR'ler)

Insan genomunun %99.7’sinden fazlasi tiim insanlarda aymidir ve geriye kalan %
0.3’liikk kisim ile bireyleri genetik diizeyde birbirlerinden ayirt etmek miimkiindiir. Okaryotik
genomlar ¢ok sayida tekrarli DNA dizilerinden olusmustur ve genom boyunca da dagilmis
birgok tekrarli DNA dizisi mevcuttur. Bu tekrarli DNA dizileri her boyutta olabilir ve ¢ekirdek
tekrar iinitesinin uzunlugu, siirekli tekrar eden birimlerin sayis1 ya da tekrar bolgesinin genel
uzunlugu ile tamimlanmaktadir. Uzun tekrar birimleri ¢ekirdek tekrari olarak birkag yiiz ile
binlerce baz icerebilir (26, 27). Bu bolgeler kromozomal sentromer tarafindan ¢evrelenmis
oldugundan genellikle satellit DNA olarak adlandirilmaktadir. 2 ile 7 bp uzunlugundaki tekrar
tinitelerinden olugsmus olan DNA boélgeleri ise mikrosatellit ya da cogunlukla STR’ler olarak
adlandirilmaktadir (21, 28).

Tablo I. Yaygin DNA tiplendirme metodlar1 (16).

Avantajlar Kisitlamalar
Kan Grubu Tiplendirme
- Hizli ve basit. - Alel say1si1 ¢ok az.
- Uzun yillar boyunca alternatifi yok. - Ayrim giicii ¢ok diisiik (~ 1/10).
Protein Tiplendirme
- Kan grubu tiplendirme galismalarina - Ayrim giicti distik (~ 1/100).
kiyasla ayrim giicii daha yiiksek. - Duyarlilig1 zayif.

- Proteinler her zaman stabil degil.
Tek Lokuslu VNTR Problari ile RFLP

- Ayrim giict yuksek (~1/1.000.000). - Kisith duyarlilik

- Her bir lokustaki alel say1si fazla (>50-500 ng gerekli).
oldugundan karigim 6rneklerinin - Otomatize olmayan zaman alic1 bir proses
analizinde avantaj saglar. (Gunler ya da haftalar sirebilir).

- Yiksek molekiler agirlik gerektirdigi i¢in
degrade DNA 6rneklerine uygun degil.

- Birbirini takip eden alel boyutlarinin
gruplandirilmasi gerekir ve sonuglarin
degerlendirilmesinde karmasa yaratabilir.

- Validasyonu yapilmig lokus sayisi1 kisitli.

DQA1+PM




Yeni 10 STR Lokusunun Gen Sikliginin Belirlenmesi 13

Avantajlar Kisitlamalar
- RFLP’e kiyasla daha hizli ve basit. - Her biri birkag allel i¢eren yalnizca 6 lokus.
- PCR teknoloiji ile kiiciik yada degrade - Ayrim giicti diisiik (~ 1/1000).
orneklerin analizi mimkdn. - Kisitli sayida alel ile karisim 6rneklerinin ayirt
- PCR sonrasi cihaz ihtiyaci yok. edilmesi zor.

Giimiis Boyali STRler

- PCR teknoloji ile oldukga duyarli. - Yalnizca tek bir renk mevcut oldugundan
- Nispeten daha hizli (1-2 giin). multipleks amplifikasyon 3-4 lokus ile sinirli.
- Daha kisa DNA fragmanlarimin analizine - Sonuglarin degerlendirilmesi daha karmasik
izin verdiginden degrade drneklerle (DNA’nin her iki zincirinin tespiti bazi
caligilabilir. lokuslarda c¢ift bantlar olarak gozlenerek
- Florosan isaretli STR’lere kiyasla daha karmasa yaratabilir).
diisiik maliyetli.
Floresan isaretli STRler
- PCR teknolojisi ile oldukga duyarli. - VNTR e kiyasla her bir lokus i¢in ayrim giicii
- Nispeten daha hizli (Birkag saat ya da 1-2 diistik.
gun). - PCR amplifikasyon prosesi nedeniyle DNA
- Daha kisa DNA fragmanlarimin analizine kontaminasyon riski.
izin verdiginden degrade drneklerle - Pahali ekipman.
caligilabilir. - Stutter ve dengesiz pik olasilig1 karisim
- Multipleks PCR amplifikasyonu ve ¢oklu drneklerinin analizinde karmasa yaratabilir.
florofor isaretleme ile 15 ya da daha fazla - Blob, spike gibi artefaktlarin degerlendirilmesi
lokus simultane olarak ¢aligilabilir. uzmanlik gerektirir.
- Ayrnim giicii ¢ok yiiksek

(~ 1/1.000.000.000).

- Ticari STR kitleri ile standardize edilmis
lokuslar.

- Otomatize sistem.

- Potansiyel lokus sayis1 ¢ok fazla.

(John M. Butler (2010), “Fundamentals of Forensic DNA Typing” kitabindan alinmustir).

Insan DNA’sinda karakterize edilmis binlerce polimorfik mikrosatellit ve belki de bir
milyondan fazla mikrosatellit lokusu bulunmaktadir. Mikrosatellitler toplam insan genomunun
yaklasik %3 iinii olusturmaktadir. STR’ler genom boyunca dagilmis olup, her 10.000
nikleotidde bir gorulmektedir (26). STR belirteclerinin analiz edilebilmesi icin oncelikle
degiskenlik gostermeyen komsu bolgelerin belirlenerek PCR primerleri dizayn edilebilir ve
istenilen tekrar bolgeleri ¢ogaltilabilir (Sekil 2) (27, 29).
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Sekil 2: STR amplifikasyonu (27)
a) PCR primerleri degisken STR tekrar bolgesini ¢evreleyen komsu bélgelerdeki

degiskenlik gostermeyen dizilere baglanir. (b) STR alellerinin toplam boyutu
eklenen tekrar biriminin boyutuna gore farklilik gosterir.

4.3.1. STR lokus tipleri

STR tekrar dizileri tekrar {initesinin uzunlugu ile adlandiriimaktadir. Ornegin, diniikleotid
tekrarlar stirekli birbirini tekrar eden iki niikleotid tekrarindan olusurken, triniikleotidler U¢
nukleotid, tetranukleotidler ise dort nukleotid tekrarindan olugsmaktadir(28).

STR dizileri yalnizca tekrar birimlerinin uzunlugu ve tekrar sayisina gore degil ayni
zamanda artimli tekrar Unitesine gore de siniflandirilmaktadirlar. STR’ler tekrar modeline bagli
olarak ¢esitli kategorilere ayrilmaktadir. Basit tekrarlar uzunluk ve dizi olarak birbirinin
tamamen aynisi olan birimler igerirken, bilesik tekrarlar iki veya daha fazla komsu basit
tekrardan olusmaktadir. Kompleks (karmasik) tekrarlar araya giren degisken dizilerin yani sira
cesitli uzunlukta farkli tekrar bloklari igerebilirken, kKompleks ¢ok degiskenli tekrariar da ise
hem boyut hem de dizi agisindan farkliliklar gdsteren, lizerinde fikir birligi saglanamamais gesitli
alellerin varlig1 s6z konusudur. Giiniimiizde kompleks ¢ok degiskenli STR lokusu SE33’i
igceren iki ticari kit olmasina ragmen, son kategori alel adlandirmasi ve laboratuvarlar arasindaki
cesitliligin degerlendirilebilmesi agisindan zorluklar tagidigindan DNA tiplendirmesinde pek
fazla tercih edilmemektedir. Bazan basit tekrarlar fikir birligine varilmamuis aleller igerebilir ya
da STR lokusundaki aleller tamamlanmamis tekrar birimleri igerebilir. Tamamlanmamis bu
tekrar Gniteleri ise mikrovaryant olarak adlandirilmaktadirlar. Mikrovaryanta verilebilecek en

yaygin 0rnek THO1 lokusundaki 9.3 alelidir. Bu alel dokuz tetraniikleotid tekrar1 ve bir tane de
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tamamlanmamus li¢li niikleotid tekrarindan olusmaktadir. Yedinci tekrarda AATG motifinden

bir Adenin eksiktir (30, 31).

4.3.2. STR alellerinin adlandirilmasi

Verilerin karsilastirilmast ve tekrarlanabilirligi i¢in ortak bir adlandirma sistemi
benimsenmistir. STR alellerinin adlandirilmasinda uluslararasi kabul edilmis bir adlandirma
sisteminin uygulaniyor olmas:1 farkli laboratuvarlarin katkida bulundugu veritabani
sistemlerinin olusturulabilmesi agisindan da 6nemlidir (27).

STR lokus alelleri igerdikleri tekrar sayisina gore adlandiriimaktadirlar. Ornegin bir alel
ardarda tekrarlanan yedi tekrar birimi iceriyorsa “alel 7” olarak adlandirilmaktadir. Bir
tinitesindeki baz c¢ifti sayist standart tekrar iinitesinden eksik olan alellerde adlandirma
yapilirken tam olarak tekrarlanan birimin sayis1 ve eksik baz igeren birimdeki baz sayis1 yazilir.
Ornegin, THO1 STR lokusu dort giftlik tekrar tiniteleri icermektedir ancak alel 10 da yedinci
tekrar tlinitesinde bir adenin kayb1 oldugundan dola y1 1 baz cifti daha kisadir ve 9.3 olarak
adlandirilmistir (32). Sekil 3’de basit, bilesik ve kompleks STR’ler i¢in drnekler verilmistir.

Basit Tekrar- THO1

[[aatG [ aaTG | AaTG | AaTG [ AaTG | AATG | AATG | Alel 7

[ AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG [ATG] AATG | AATG | AATG |  Asa193

Bilesik Tekrar- FGA4

HEN  EEEEEEEEES nwa v
(T TN T T TTTTITTITITTT I o

D TTTC - T TTCT [:] crr [ crec - TTCC

Kompleks Tekrar- D21511

(OSSN O N I I Ale1 28
CITTTT N [ T IT T T T T 7T ITTTTTITITTIT ] Aerso2

[Jtcta @ ¢7G6 | TA [] Tekrarh okmayan dizi

Sekil 3: STR alellerinin adlandirilmast: basit, bilesik ve kompleks STR

adlandirilmasinin 6rnek lokuslarla sematik gosterimi (13).
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4.3.3. STR lokuslan segilirken nelere dikkat edilmelidir?

1968 yilinda kurulmus olan Uluslararasi Adli Genetik Toplulugunun (ISFG- The
International Society of Forensic Genetics) DNA komisyonu genetik isaretlerle ilgili galismalar
yapmaktadir. STR alellerinin adlandirilmast ve dizaym ile ilgili mevcut yayinlara
http://www.isfg.org/Publications/DNA+Commission adresinden ulasmak mumkundir (27).

Insan genomunda haritalanmis yiizlerce STR lokusu vardir. Bunlarm birgogu
kimliklendirme agisindan arastirilmis ve genomdaki neredeyse her kromozomda bu lokuslar
tespit edilmistir. STR’ler secilirken dikkat edilmesi gereken onemli Ozellikler; secgilecek
bolgelerin olduk¢a polimorfik olmasi, lokusun ayrim giicii, kromozomal lokalizasyonu ve
yapisi, heterozigotluk oraninin yiiksek olmasi (%70), duzenli tekrar birimlerinden olusmasi,
amplifikasyonun kolaylikla ¢ogaltilabilmesi, PCR {iriinlerinin analizinin kolay olmasi,
giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesi, diisiik artefakt karakteristigi, diisiik

mutasyon oranlari sahip olmasi ve ayrim giicliniin yiiksek olmasidir. (9, 16, 33).

4.3.4. STR’lerin adli DNA tiplendirmedeki kullanimi

Molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemelerle birlikte insan genomunu olusturan 3.2
milyar baz iginden secilen herhangi bir bolgenin analiz edilmesi mimkin hale gelmistir.
Giinimiizde STR lokuslari, klinik ve temel bilimlerde doku kiiltiirlinde, tiir
identifikasyonlarinda, kemik iligi transplantasyonuna yonelik analizlerde, kromozom
haritalamasinda, ¢esitli hastaliklardan sorumlu genlerin incelenmesinde ve popiilasyon genetigi
caligmalarinda kullanilmaktadir. Adli alanda ise spesifik STR bdlgelerinin analiz edilmesi ile
babalik tayini /akrabalik tayini ve biyolojik materyallerin kimliklendirilmesi yapilabilmektedir
(32, 34). Son 20-25 senedir adli genetik alaninda en yaygin kullanilan genetik markirlardir.
Ayrim giicii oldukca yuksektir, bir cok lokus tek bir PCR ile ¢ogaltilabilir, hassastir, basarili bir
analiz igin yalnizca birkag hiicre yeterlidir, diger yontemlerle kiyaslandiginda STR profilinin
elde edilmesi ucuz ve kolaydir ayrica genoma yayilmis c¢alisilabilecek ¢ok sayida STR
mevcuttur (1).

Yapilan ¢aligmalar sonucu 50-100 pg DNA 6rnegi ile STR analizinin yapilabilecegi ve
olay yerinden elde edilmis DNA 6rneklerinin oldukca az miktarda ya da degrade oldugunda
veya karigim ornekleri gibi zorlu 6rnekler, STR sistemleri ile ¢aligilabilmektedir ve glvenilir
sonuclar elde edilebilmektedir (35). Adli DNA analizinde kullanilan STR belirtecleri farkli
kromozomlardan ya da aymi kromozom uzerindeki ancak bdlgelerden secilmektedir ve

genellikle 4 baz tekrarindan olusan tetrantikleotidler kullanilmaktadir.


http://www.isfg.org/Publications/DNA+Commission
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STR veritabaninda kullanilan lokuslar temel olarak benzerdir. Ornegin, Kuzey
Amerika’da neredeyse evrensel hale gelmis olan 13 temel STR lokusundan olusan CODIS
sistemi kullanilirken, Birlesik Krallikta Ulusal DNA Veritabani ile uyumlu 17 lokustan olusan
bir sistem kullanmaktadir. Hangi Sistem olursa olsun kullanilan STR bolgelerinin gogu aynidir.
1 Ocak 2017 itibariyle CODIS Temel Lokus Calisma Grubu yedi ilave STR lokusunun se¢ildigi
duyurulmustur (16).

STR lokuslarinin adli amagh kullanimlarin1 gelistirmeye yonelik calismalar halen
devam etmektedir. Rutinde kullanilan STR lokuslarindan farkli olarak yeni STR lokuslarinin
adli amach kullanilabilirligi arastirilmakta ve populasyon genetigi ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Bu tez ¢aligsmasi da CODIS’de yer almayan 10 yeni STR bolgesinin Turkiye’deki gen sikliginin

arastirilmasina yonelik bir 6n ¢alismay1 kapsamaktadir.

4.3.4.1. Adli alanda kullanilan yaygin STR belirtecleri ve ticari kitler

DNA tiplendirmede kullanilan belirteglerin yargi alaninda etkili olabilmesi igin
standardizasyonu yapilmis ortak bir dile sahip olmasi gerekmektedir. Giiniimiizde yaygin
olarak kullanilmakta olan STR lokuslar1 Baylor Tip Fakiiltesi Thomas Caskey laboratuvari ya
da Ingiltere’deki Adli Bilimler Servisinde (FSS- Forensic Science Service) karakterize edilmis
ve gelistirilmistir (28, 37, 38). Baslangigta; Promega Corporation (Madison, Wisconsin)
Caskey belirteglerinin birgogunu ticarilestirirken, Applied Biosystems (Foster City, California)
FSS STR lokuslarini ticarilestirmis ayrica bazi yeni markirlar da gelistirmistir. GUnimuizde ise
ortak bir STR lokus setini kapsayan farkli kitler mevcuttur. STR belirtecinin multipleks
amplifikasyonuna izin veren mevcut STR Kkitleri adli kimlilendirme agisindan yeni bir ¢igir
acmuistir.

Multipleks amplifikasyon 6zelligi olan ilk ticari STR kiti 1994 yilinda Promega
Corporation tarafindan gelistirilmis olan ve CSFIPO, TPOX ve THOIl STR lokuslarin
kapsayan “CTT” tripleks kitidir. Bu kit i¢in eslesme olasiligi yalnizca 500°de 1 olmasina
ragmen, ilk STR multipleks kiti olmasindan ve diisiik maliyetinden dolay1, 1990’larin ortalarina
kadar Amerika Birlesik Devletlerinde yaygin olarak kullanilmistir (16, 27). 1996 yilinin Nisan
ayinda baslayip, 1997 yilinin Kasim ayinda tamamlanan STR Projesi ¢alismalar1 kapsaminda
22 DNA tiplendirme laboratuvari 17 aday STR lokusunu degerlendirmis ve sonug olarak 13
STR lokusu esas olarak kabul edilerek CODIS ulusal veri tabaninin temelleri atilmistir. Segilen
temel 13 STR lokusu CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820,
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D8S1179,D13S317, D16S359, D18S51, ve D21S11 lokuslaridir. CODIS ayr1 bir baslik altinda
detayli olarak anlatilmigtir. Tablo II’de yaygin olarak kullanilan STR lokuslar1 gosterilmistir.

Tablo I1: Adli alanda kullanilan yaygin STR lokuslar1 (CODIS lokuslart koyu olarak

verilmistir).
Lokus Kromozom Fiziksel GenBank Tekrar Motifi ve Alel
Lokasyonu Pozisyonu (alel tekrar1 #) Kategorisi Arahgi
D1S1656 1942 Chr 1 230.905 Mb G07820 (15.3) Bilesik TAGA 8-20.3
TPOX 2p25.3 Chr 2 1.493 Mb M68651 (11) Basit AATG 4-16
D25441 2pl4 Chr 2 68.239 Mb AC079112 (12) Bilesik 8-17
TCTA/TCAA
D2S1338 2935 Chr 2 218.879 Mb ACO010136 (23) Bilesik TGCC/TTCC 10-31
D3S1358 3p21.31 Chr 3 45.582 Mb AC099539 (16) Bilesik TCTA/TCTG 6-26
FGA 4q31.3 Chr 4 155.509 Mb M64982 (21) Bilesik CTTT/TTCC  12.2-51.2
D5S818 5023.2 Chr5123.111 Mb AC008512 (11) Basit AGAT 4-29
CSF1PO 5033.1 Chr 5 149.455 Mb X14720 (12) Basit AGAT 5-17
SE33 6q14 Chr 6 88.987 Mb V00481 (26.2) Kompleks AAAG 3-49
D75820 70921.11 Chr 7 83.789 Mb AC004848 (13) Basit GATA 5-16
D8S1179 8024.13 Chr 8 125.907 Mb AF216671 (13) Bilesik TCTA/TCTG 6-20
D10S51248 10926.3 Chr 10 131.093 Mb AL391869 (13) Basit GGAA 7-19
THO1 11p15.5 Chr 11 2.192 Mb D00269 (9) Basit TCAT 3-14
VWA 12p13.31 Chr 12 6.093 Mb M25858 (18) Bilesik TCTA/TCTG 10-25
D12S391 12p13.2 Chr 12 12.450 Mb G08921 (20) Bilesik 13-27.2
AGAT/AGAC
D13S317 13g31.1 Chr 13 82.692 Mb AL353628 (11) Basit TATC 5-17
Penta E 15q26.2 Chr 15 97.374 Mb ACO027004 (5) Basit AAAGA 5-32
D16S539 16g24.1 Chr 16 86.386 Mb AC024591 (11) Basit GATA 4-17
D18S51 18g21.33 Chr 18 60.949 Mb AP001534 (18) Basit AGAA 5.3-40
D195433 19q12 Chr 19 30.416 Mb ACO008507 (14) Bilesik 5.2-20
AAGG/TAGG
D21S11 21921.1 Chr 21 20.554 Mb AP000433 (29.1) Kompleks 13-43.2
TCTA/TCTG
Penta D 21922.3 Chr 21 45.056 Mb AP001752 (13) Basit AAAGA 1.1-19
D2251045 22012.3 Chr 22 37.536 Mb AL022314 (17) Basit ATT 7-20
(J.M.Butler (2012) Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology kitabindan alinmistir.)
STR tiplendirme kiti; STR lokusunu amplifiye etmek iizere tasarlanmis

oligoniikleotidlerden olusan PCR primer karisimi (primerlerin her biri floresan boya ile
isaretlenmis), deoksinUkleotid trifosfat, MgCl. ve PCR i¢in gerekli diger ajanlari i¢eren bir PCR
tampon ¢ozeltisi, DNA polimeraz enzimi (baz1 kitlerde tampon ¢6zeltisine karistirilmis sekilde
olabilimektedir), STR lokusundaki ortak allelleri gosteren bir alelik ladder ve son olarak da
kitin dogru ¢alisip calismadigini gosteren pozitif DNA kontrol 6rnegi icermektedir. DNA
tiplendirmesinde kullanilmak {izere dizayn edilmis tekli ya da multipleks ¢ok sayida kit
mevcuttur. Giiniimiizde adli DNA toplulugu tarafindan kullanilmakta olan STR kitleri Promega
Corporation (Madison, Wisconsin) ve Applied Biosystems (Foster City, CA) olmak uzere iki
temel firmadan saglanmaktadir. Yakin zamanda Avrupa’da da Serac (Bad Homburg, Almanya)

ve Biotype-QIAGEN (Dresden, Almanya) gibi firmalar ticari STR Kitleri Uretmeye
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baslamislardir. Ticari STR kit tireticileri herbir kit de hangi belirteglerin yer alacagi, primer

ciftlerinin uyumlu olup olmadig1 ve multipleks PCR kosullar1 altinda birbiri ile uyumlu ¢alisip

calismadigini anlamak {izere ¢ok biiyiik ¢aba harcayarak bu kitleri olusturmustur. Farkli

laboratuvarlar arasinda belirli bir standardizasyonun saglanabilmesi, verilerin birbiri ile

karsilastirilabilir olmast ve gilivenilir olmasindan dolayt DNA tiplendirme g¢alismalarinda

yaygin olarak ticari kitler kullanilmaktadir. Tablo III’de mevcut ticari multipleks STR Kitleri

listelenmistir (13, 27).

Tablo I11: Ticari Otozomal STR Multipleksler

isim

Firma

Piyasaya Siiriiliis Tarihi

AmpFISTR Blue (artik mevcut degil)

AmpFISTR Green I (artik mevcut degil)
CTTv

FFFL

GammaSTR

PowerPlex 1.1, PowerPlex 1.2
AmMpFISTR Profiler

AmMpFISTR Profiler Plus

AmMpFISTR COfiler

AmpFISTR SGM Plus

PowerPlex 2.1 (Hitachi FMBIO kullanicilari i¢in)
PowerPlex 16

PowerPlex 16 BIO (Hitachi FMBIO kullanicilar:
icin)

AmMpFISTR Identifiler

AmpFISTR Profiler Plus ID (ilave igaretlenmemis
D8-R primeri)

PowerPlex ES

AmpFISTR SEfiler (artik mevcut degil)
AmMpFISTR MiniFiler

AmpFISTR SEfiler Plus (iyilestirilmis tampon)
AmMpFISTR Sinofiler

PowerPlex 16 HS (primerler ayn, iyilegirilmis
ajanlar)

PowerPlex ESX 16 & ESX 17

PowerPlex ESI 16 & ESI 17

AmpFISTR Identifiler Direct (primerler ayni,
iyilesirilmis ajanlar)

AmpFISTR Identifiler Plus (primerler ayni,
iyilesirilmis ajanlar)

AmpFISTR NGM

Investigator ESSplex

Investigator Decaplex SE

Investigator Triplex AFS QS

Investigator Triplex dsf

Investigator IDplex

Investigator HDplex

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Promega
Promega
Promega
Promega
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Promega
Promega
Promega

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Promega
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Promega

Promega
Promega
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems
QIAGEN

QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN

Ekim 1996

Ocak 1997
Ocak 1997
Ocak 1997
Ocak 1997
Ocak 1997, Eylul 1998
Mayis 1997
Aralik 1997
Mayis 1998
Subat 1999
Haziran 1999
Mayis 2000
Mayis 2001

Temmuz 2001
Eylil 2001

Mart 2002
Eylul 2002
Mart 2007
Kasim 2007
Mart 2008
Mart 2009

Eylil 2009
Eylul 2009
Kasim 2009

Ocak 2010

Ocak 2010
Nisan 2010

Nisan 2010
Nisan 2010
Nisan 2010
Agustos 2010
Eylul 2010
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Investigator Hexaplex ESS QIAGEN Eylul 2010
Investigator Nonaplex ESS QIAGEN Eylul 2010
Investigator ESSplex SE QIAGEN Ekim 2010
AmpFISTR NGM SElect Applied Biosystems Aralik 2010
PowerPlex 18D Promega Subat 2011

(J.M.Butler (2012) Advanced Topics in Forensic DNA Typing: Methodology kitabindan alinmigtir.)

Giliniimiizde uluslararasi standartlarda kabul gérmiis yaygin olarak kullanilan STR
lokuslarina ek olarak yeni lokuslarin tespit edilmesine yonelik arastirma ve ¢alismalar devam
etmekte ve sirekli yeni lokuslar kesfedilmektedir. STR lokuslarinin adli amagli kullanimini
gelistirmek amaciyla rutinde kullanilan lokuslarin disinda diger bazi lokuslarin adli amaclh
kullanilabilirlikleri arastirilmakta ve bunlara ait popiilasyon ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu tez
calismasinda QIAGEN firmasinin Eyliil 2010°da piyasaya siirmiis oldugu Investigator HDplex
Kiti kullanilarak Tirk populasyonuna 6zgii gen sikliklarinin belirlenmesine yonelik bir 6n

calisma yapilmistir.

4.3.4.1.1. CODIS (Combined DNA Index System)

DNA tiplendirme teknolojisinin ger¢cek anlamda kullanimi FBI tarafindan
gelistirilen ve CODIS olarak adlandirilan ulusal bir DNA veri bankasinin olusturulmas: ile
hayata gecirilmistir. CODIS’in iki temel amac1 vardir: (1) Siddet sugu igeren siiphelilerinin
identifikasyonunda sorusturmaya yardimci olmak (2) DNA calismalarina yol gosterici bir
yazilim gelistirerek adli laboratuvarlarin etkinligini arttirmaktir (39).

CODIS hiyerarsik bir DNA veri tabanidir. CODIS’te yeralan kayitlar profil
aragtirmaya yonelik sinirlandirilmis bilgi icermektedir. DNA kayitlar1 genellikle laboratuvar
kimligi, numune kimligi, DNA karakteri gibi siniflandirmaya yonelik bilgi igermektedir. DNA
profillerinin karsilastirilabilmesi igin CODIS’in yerel, eyalet ve federal sug laboratuvarlarinin
tamamina entegre olan bir ag olusturulmustur. CODIS, seri suglar arasinda baglant1 kurmak ve
potansiyel suglularin tespit edilmesini saglamak amaciyla su¢ laboratuvarlarimin DNA
profillerinin karsilastirillmasina ve bilgi paylasimina izin vermektedir (27, 40).

CODIS’te kanunlarca su¢lu bulunmus hiikiim giymis kisiler, su¢a maruz kalan hayatta
olan ya da olmayan magdurlar, kayip kisiler ve bu kisilerin yakin akrabalarina ait DNA kayitlar
depolanir ve karsilastirilir. Farkli kaynaklardan elde edilmis olan DNA verileri; hiikiim giymis
suclular indeksi (kesin bir suctan hiikiim giymis kisilerin DNA bilgileri), magdurlar indeksi
(suga maruz kalan hayatta olan ya da olmayan kisilere ait DNA bilgileri), adli indeks (adli

inceleme sirasinda toplanmis ve bilinmeyen kisilere ait DNA bilgileri), tanimlanamamus kisiler
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indeksi (kim oldugu kesin olarak bilinmeyen ama su¢ mahalinden toplanmig 6rneklere ait DNA
bilgileri), kayip kisiler indeksi, yakin biyolojik akrabalar indeksi, popiilasyon dosyalari
(ABD’de bulunan major popiilasyon gruplarmi temsil eden anonim kisilerden elde edilmis
DNA bilgileri ve alel frekanslar1) gibi farkli indeksler altinda kayit altinda tutulmaktadir (27,
39, 40).

CODIS yerel, eyalet ve ulusal olmak Uzere U¢ kademeli bir veri tabani olarak
uygulanmaktadir ve her biri adli ve hiikiimlii suglular indeksi ile populasyon veri tabani
dosyalarin1 icermektedir. Lokal DNA Indeks Sistemi (LDIS- Local DNA Index Systems) polis
departmani, serif ofisleri ya da kamu daireleri tarafindan ¢alistirilan laboratuvarlar tarafindan
kurulmustur. Tiim adli DNA kayitlar1 yerel kademede baslar ve daha sonra eyalet ya da ulusal
kademeye transfer edilir. CODIS’e dahil olan her bir eyalet tek bir Eyalet DNA Indeks
Sistemine (SDIS- State DNA Index Systems) sahiptir ve eyaletler arasinda DNA
karsilastirilmasi ve veri paylasimina izin vermektedir. Ulusal DNA indeks Sistemi (NDIS-
National DNA Index Systems) ise katilan tim eyaletler tarafindan olusturulmus merkezi DNA
havuzudur ve FBI tarafindan idare edilmektedir (13).

FBI Laboratuvari ulusal DNA indeksi i¢in temel STR lokuslarinin kurulmasi konusunda
9 Nisan 1996 yilinda biyolojik kanitlarin DNA tiplendirilmesinde STR lokuslarinin sayisi ve
adli uygulamalarin validasyonu konusunda bir aragtirma projesi olusturmak iizere bir toplanti
diizenlemistir. Toplantida; aday STR lokuslarin1 kapsayan ticari STR kitleri i¢in PCR ve
tiplendirme kosullarinin test edilmesi, degerlendirilmesi, optimizasyonu, ortak protokollerin
saglanmasi, ilgili populasyon veri tabanlarinin olusturulmasi ve degerlendirme ¢alismalari ele
alimmistir. Degerlendirilen STR lokuslart CSF1PO, F13A01, F13B, FES/FPS, FGA, THO1,
LPL, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D75820, D8S1179, D13S317, D16S359, D18S51, ve
D21S11 lokuslaridir. 13-14 Kasim 1997°de gergeklestirilen STR Proje Toplantisinda CSF1PO,
FGA, THO1, TPOX, vVWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S359,
D18S51, ve D21S11 olmak lzere 13 STR lokusu ulusal sistemde esas lokuslar olarak kabul
edilmistir. Degerlendirilen 13 lokusun akrabalik iliskisi olmayan kisiler arasindaki rastgele
eslesme olasiligi 1 trilyonda 1°’den daha azdir ve 1 ng dan daha az miktardaki DNA igin bile
genotip elde edilebilmektedir (13, 27, 40). CODIS’de yer alan bu 13 STR lokusuna ait
kromozomal lokasyon, tekrar Unitesi, alel aralig1 gibi bilgiler Tablo II’de verilmistir.

FBI laboratuvar1 1997 yilindan beri kullanilmakta olan Ulusal DNA Indeks
Sistemindeki 13 temel STR lokusuna 1 Ocak 2017 itibariyle CODIS Temel Lokus Calisma
Grubu tarafindan yedi STR lokusu eklendigini duyurmustur. Bu lokuslar kisi identifikasyonu,

kayip kisilerin sorusturulmasinda ve akrabalik analizlerinde daha gucli bir ayrim guci
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saglamaktadir. CODIS’e ait 20 STR lokusu (orijinal set: D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, CSF1PO, FGA, THO1, TPOX ve VWA, ve
ilave set: D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 ve D22S1045)
AmpFISTR® GlobalFiler® (GlobalFiler, Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) ya da
PowerPlex® Fusion™ (Fusion, Promega Corporation, Madison, WI) multipleks amplifikasyon
kitlerinde bulunmaktadir. Bu kitler ayrica Amelogenin ile SE33 ve Y indel lokus (Global Filer),
Penta D ve Penta E (Fusion) ve DYS391 (GlobalFiler ve Fusion) lokuslarini1 da kapsamaktadir
(13, 412).

4.3.5. STR analizi

Adli amagli DNA tiplendirme medikal tan1 ve gen haritalama gibi rutin olarak uygulanan
diger yontemlerle aymi temel prensiplere dayanmaktadir. En basit haliyle;STR analizi;
orneklerin toplanmasi ve DNA ekstraksiyonunu takip eden amplifikasyon, elektroforez ve
sonuglarin degerlendirilmesi olmak iizere {i¢ temel asamadan olusmaktadir. (13, 27).

Cesitli DNA ekstraksiyon metodlart olmakla birlikte temel prensip hiicre zarinin
parcalanarak DNA molekiiliiniin agiga ¢ikarilmasi, protein denatiirasyonu ve son olarak da
DNA’nin denatiire edilen protein ve diger hiicresel bilesenlerden ayrilmasidir. DNA
ekstraksiyonunu takiben elde edilen DNA’nin miktar tayini yapilir. Giiniimiizde hem aragtirma
hem de adli laboratuvarlarda c¢ogunlukla kullanima hazir DNA ekstraksiyon Kkitleri
kullanilmaktadir (42, 43).

Amplifikasyon DNA igerisinde ye alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki bir veya
birden fazla bolgenin kimyasal olarak sentezlenmis oligoniikleotid primerler ve enzim
kullanilarak otomatize bir sistem yardimiyla in vitro sartlar altinda ¢ogaltilmas1 metodudur.
PCR dongusii temel olarak denatiirasyon (94°C-97°C), annealing (baglanma) (50°C-65°C) ve
ekstensiyon (uzama) (72°C) asamalarindan olusmaktadir. Ard arda tekrarlanan déngiiler ile
DNA fragmanlar1 eksponensiyel olarak artmaktadir.

PCR ile ¢ogaltilan STR alelleri elektroforez ile birbirinden ayrildiktan sonra alel
uzunluklarinin 6l¢timii ve degerlendirme islemi yapilarak STR analizi tamamlanir. Elektroforez

ve sonuglarin degerlendirilmesi ayr1 bir baslik altinda detayli olarak incelenmistir.
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4.3.5.1. Elektroforez

Multipleks PCR sonucu her biri farkli bir alele ait olan ¢ok sayida DNA fragmani
elde edilmektedir. Bu fragmanlar jel yada kapiller elektroforezle birbirinden ayrilir. DNA
yapisindaki fosfat gruplar1 H" iyonunu kolaylikla verebildiginden tampon i¢inde kolaylikla
negatif yiiklenir ve elektrik alan altinda anota dogru hareket ederek boyutlarina goére ayrim
islemi gerceklestirilebilir. Ayirma metodu ve elde edilen sonuglarin diger laboratuvarlarla

karsilastirilabilmesi agisindan tekrarlanabilir olmas1 gerekmektedir.

4.3.5.1.1. Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin i¢inden gegecegi mikro gozenekli bir matriks sistemi,
elektroforez tanki ve gu¢ kaynagindan olusan jel elektroforez sistemi Sekil 4’de sematik olarak
gosterilmistir. Jel, elektroforez tamponu ile dolu tank igerisine yerlestirilir ve DNA 6rnekleri
jelin tist kismindaki kuyucuklara yiiklenir. Voltaj altinda DNA molekiilleri anota dogru hareket
ederek boyutlarina gore ayrilirlar. Kiigiik boyutlu DNA molekiilleri matriks gozenekleri icinde
daha hizli ve kolay hareket edebildiginden dolay1r anota daha yakin olarak goriintiilenir.
Ylrutme islemi tamamlandiktan sonra jel goriintiisii fotograflanarak bilgisayar ortamina

aktarilir ve sonuglar degerlendirilir (13, 27).
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Sekil 4: Jel elektroforez sisteminin sematik gosterimi (16)

Molekiiler biyoloji ve adli DNA laboratuvarlarinda poliakrilamid ve agaroz olmak tizere
iki tip jel matriksi yaygin olarak kullanilmaktadir. Poliakrilamid jel 500-1000 bp altindaki
kicik boyutlu DNA molekillerinin daha ylksek ¢oziinlrlikte ayrilabilmesini mimkin
kilarken agaroz jel daha genis goézenekli bir matrikse sahip olup daha blyik DNA
molekiillerinin ayrilmasinda kullanilmaktadir. Gegmiste DNA tiplendirme amaciyla her iki jel

sistemi de kullanmilmustir (13, 27).
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Jel elektroforezi basit bir sistem olmakla birlikte hazirlama islemi oldukga oyalayicidir.
Ayrica akrilamid jel materyali norotoksin olarak bilindiginden ¢ok dikkatli bir sekilde
calisilmasi gerekmektedir. Hazir jellerin liretilmesi bu sorunun iistesinden gelmeyi saglamissa
da yine de DNA orneklerinin ¢ok dikkatli sekilde yiiklenmesi ve kontaminasyondan
kacinilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde elle miidahelenin minimuma indirildigi otomatize
sistemler tercih edildiginden STR analizleri i¢in yaygin olarak kapiller elektroforez sistemleri

tercih edilmektedir (13, 27).

4.3.5.1.2. Kapiller elektroforez

Kapiller elektroforez ilk defa 1980’lerin sonlarinda uygulanmig olmasina
ragmen teknik hizla popularite kazanmis ve 1990’11 yillarin ortalarinda ise rutin adli analizlerde
kullanilmaya baglanmistir. Kapiller elektroforez sistemi ince bir kapiller tup, ikili tampon
sistemi, iki elektrot, yiiksek voltajli bir gii¢ kaynagi, lazer kaynagi, floresan detektorii, otomatik
ornek enjeksiyonu ve deteksiyonunun Kkontrol edilecegi bir bilgisayardan olusmaktadir.
Kapiller elektroforezde ayirici ortam olarak viskoz polimer c¢ozelti kullanilir ve jel
elektroforezinde oldugu gibi negatif yiiklii DNA molekiilleri pozitif elektroda dogru hareket
ederler. Daha biiylik DNA molekiilleri daha yavas hareket ederken kiigiik boyutlu DNA
fragmanlar1 ise hizli hareket ederler ve sonug olarak boyut farkliliklarina dayali bir ayrim
gerceklestirilir. Yaklasik 50 cm uzunluk ve 50 pm ¢apindaki ince cam bir tiip DNA molekiilleri
icin bir eleme matriksi olusturacak olan viskoz polimer ¢ozeltisi ile doldurulur. Ornekler
numune tepsisine (tray) yerlestirildikten sonra her bir 6rnek sirasiyla kapillere enjekte edilir ve
yiiksek voltaj altinda (15.000 volt) DNA fragmanlar1 birbirinden ayrilir. Glinumiizde STR
analizi i¢in dizayn edilmis ticari kitlerin tamamu floresan boyalarla isaretlenmis PCR primerleri
kullanmaktadir. Elde edilen PCR Urtnleri bir lazer 1sin1 ile uyarilarak bilgisayarli veri toplama
sayesinde hizli sekilde analiz edilir ve dijital ortamda depolanan sonuclar daha sonra belirli
yazilimlar kullanilarak degerlendirilir (27, 44). Kapiller system Sekil 5’de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 5: Kapiller elektroforez sisteminin sematik gosterimi (27)

Kapiller elektroforez, jel elektroforez sistemleri ile kiyaslandiginda bir takim avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. ilk ve en énemli avantaji enjeksiyon, ayirma ve tespit etme olmak tizere
STR analizinin tiim adimlarinin tamamen otomatize bir sistem iginde gergeklestirilmesiyle
¢oklu 6rneklerin kolaylikla ¢alisilabilmesini mimkin kilmasidir. Cok az miktarda 6rnek yeterli
oldugundan dolay1 6rneklerin tekrar ¢alisilmasi gerektigi durumlarda avantaj saglar. Kapiller
elektroforezde uygulanan elektrik alan, jel elektroforezine kiyasla 10-100 kat daha gl
oldugundan dolayr sonuglar daha kisa siirede elde edilir ve ayrim dakikalar icinde
gerceklestirilebilir. Diger bir dnemli avantaji ise verinin elektronik formatta arsivlenecek
sekilde dizayn edilmis olmasidir. Ornek kapillerin iginde oldugundan bitisik kuyudan gapraz
kontaminasyon riski de yoktur (44, 45). Sekil 6°da 16 kapiller sistemli ABI 3130xI Genetik

Analizoérin gorintlsu verilmistir.

Sekil 6: 16 kapiller sistemli ABI 3130xI genetik analizor (27)
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4.3.5.2. Sonucglarin degerlendirilmesi ve genotiplendirme

STR genotipi belirli bir lokus i¢in var olan alel olarak tanimlanir ve genellikle
alel icerisinde bulunan tekrarlarin sayisi olarak ifade edilir. STR profili ise biitiin lokuslar i¢in
elde edilen tek bir sayr dizisine doniistiirilmiis genotiplerin kombinasyonu ile elde
edilmektedir. Ayn1 6rnekten elde edilen ancak farkli primer setleri ile amplifiye edilen STR
alellerinin boyutlar1 farklilik gostermektedir ancak ayni1 PCR primer seti ile hazirlanmig lokusa
O0zel alelik ladder kullanildiginda alellerin pik biyiiklikleri dogru bir sekilde
genotiplendirilebilir (16, 67). Sonuglarin degerlendirilmesinde, DNA molekiline bagli olan
floresan boyalardan elde edilen sinyalin elektroforezde birbirlerinden ayrilan DNA
molekiillerinin nispi miktarlarin1 Olgtlerek yapilmaktadir (48, 49). STR genotiplendirme

isleminin adimlar1 Sekil 7’de kisaca gosterilmektedir.
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Sekil 7: STR profilinin belirlenmesinde genotiplendirme basamaklari (16)

Elektroforegramdan farkli alellere ait boyut, pik yiiksekligi ve pik alani bilgiler elde
edilebilmektedir. Analiz sirasinda farkli boya renkleri birbirinden ayrilir, DNA parcalarini
temsil eden pikler uygun renk ile iliskilendirildikten sonra internal size standard ile
karsilagtirilarak boyutlandirilir. Son olarak arastirilan 6rnege ait PCR iirlinlerinin boyutlari
alelik ladder ile karsilastirilarak pikler numaralandirilir. Alelik ladder tekrar sayist bilinen

alellerden olugsmaktadir ve belirli bir STR lokusundaki tekrar iinitelerinin sayis1 belirlenirken
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bir dl¢lim cetveli gibi kullanilarak bilinmeyen 6rnegin alellerinin ve genotipin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (13, 50, 51).

4.3.5.2.1. Genotiplendirmeyi Etkileyen Faktorler

Dogru bir genotiplendirmenin elde edilmesinde 6nemli olan biyoloji ya da

teknikle ilgili cesitli faktorler vardir. Asagida genotiplendirmeyi etkileyen faktorlerden kisaca

bahsedilmistir.

Karisim érnekler: Genotiplendirme sirasinda kargilasilan en yaygin promlemlerden
biridir. Ozellikle cinsel suglardan elde edilen biyolojik materyallerin calisiimasi
sirasinda arastirilan lokuslardan en az birinde ¢ veya daha fazla alel gozlenmesi
durumudur (52, 53).
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Sekil 8: Karisim 6rnek profil 6rnegi (52)

DNA Degredasyonu: Calisilacak 6rnek eski oldugunda ya da kimyasallar gibi gesitli
kosullara maruz kaldiginda DNA’nin yapisinda bir takim bozulmalar olabilir.
Degredasyon; amplikon boyutu arttikca giderek diisen pik yiiksekliklerinin gozlenmesi
ile karakterize edilir. Mini STR’ler degrede DNA o6rneklerinden dogru profilin elde

edilmesi agisindan 6nemli bir kesif olmustur (54, 55).
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Sekil 9: DNA degredasyonu gosteren profil 6rnegi (52)

Stutter Pikler: Stutter pikler hemen hemen tiim elektroforegramlarda karsilasilan bir
durumdur. PCR amplifikasyonu sirasinda; DNA’nin bir zinciri kopyalanirken
polimeraz yerini kaybedebilir ve genellikle ileri yada geriye dogru dort baz ¢ifti kayar.
Stutter pikler genotiplendirmede gercek pikden hemen ©nce ya da hemen sonra

meydana gelen kiglik pikler olarak karekterize edilirler (55, 56).
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Sekil 10: Stutter pik gosteren profil 6rnegi (52)

Pik Yiiksekliginde Dengesizlikler: Pik yiiksekligi dengesizligi iki alel igeren heterozigot
lokuslarda gézlemlenmektedir. Aymi kisiden alinan 6rnege ait elektroforegramdaki
aleller yiikseklik agisindan genele olarak esdeger olmalidir. Bu nedenle genotiplendirme
sirasinda dengesizlik gozlemlenmesi durumunda ornegin karisim olup olmadig
acisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Iki tepe noktasi arasinda %30’dan daha
fazla bir fark oldugunda bu durum pik yiiksekliginde dengesizlik olarak degerlendirilir
(55-57).

Sekil 11: Dengesiz pik yiiksekligi 6rnegi (52)

Leke (blob) ve Gurultiler (noise): Analiz sirasinda fazla boyalar biraraya toplanarak
elektroforegramda bir boya lekesi olusturabilir. Boya lekeleri elektroforegramda farkl
yiksekliklerde gozlemlense de bircogu genis bir sekil gosterme egilimindedir.
Genotiplendirmede dogru aleli maskeleyebilecegi i¢in 6nemlidir. Glrdlti ise tlim
caligmalarda gozlemlenir ve taban ¢izgisi boyunca kiiclik pikler olarak karakterize
edilir. Glrdltinin gok fazla olmasi sonuglarin degerlendirilmesinde sorun yaratabilir.
Hava kabarciklar, kristaller ve 6rnek kontaminasyonu elektroforegramda guralti olarak
ortaya ¢ikabilir (16, 55).

Sekil 12: Leke (blob) ve giiriiltii (noise) gosteren profil 6rnegi (52)
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- Off-ladder Aleller: Incelenen lokus icin alelik ladder alam disindaki bir bolgede
g6zlemlenen alellerdir. Off-ladder aleller 6rneklerin tekrar ¢alisilmasi, ya da 6rnegin

tek lokuslu primerler ile tekrar amplifiye edilmesi ile dogrulanabilmektedirler (55, 58).
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Sekil 13: Off-ladder alel gosteren profil 6rnegi (52)

- Pull-up: Elektroforez sonuglari olusturulurken kullanilan yazilim, farkli boya
renklerinin birbirinden ayiramamasindan dolay1 bir renkte gozlenen bir pik bir diger
renk i¢in sensor tarafindan kaydedilerek ve ikinci bir pik olusmasina neden olur (16,

52).

Sekil 14: Pull-up gosteren profil 6rnegi (52)

- Spike (Voltaj kaynakli pikler): Spike analiz sirasinda ani voltaj yiikselmesinden
kaynaklanan teknik artefaktlardir. Genellikle ince pikler olarak karakterize edilirler (52,
56).
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Sekil 15: Spike (voltaj kaynakli pikler) 6rnegi (52)

- Ham Data Problemleri: Eger analiz basarisiz ise analizérden alinan ham verilere
bakmak gerekmektedir. Ham verinin GenoTyper ¢ikt1 grafigine benzeyen yapida pikler
tarafindan takip edilen genis bir bant icermesi gerekmektedir (52, 56). Kot ham veri ise

plrizlU bir taban cizgisi ve dizensizlikle karakterize edilir.
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Sekil 17: Ham data problemi gdsteren profil 6rnegi (52)

4.4. Adli DNA Analizindeki Yeni Gelismeler

Biyoteknoloji ve adli DNA alanindaki gelismeler son yiizyilda hizla ilerlemekte olup hem

yeni tekniklerin gelistirilmesi hem de otomasyon agisindan her adimda devam etmektedir.

Tablo IV’de adli DNA analizinin tarihsel gelisimi kisaca verilmistir. Adli DNA analizindeki

yeni nesil ilerlemelerin bir kism1 bu boliimde kisaca 6zetlenmistir.

Tablo 1V. Gegmisten giiniimiize Adli DNA analizinin gelisimi (49).

Asama ZDE:TI}?]? Gergeklestirilen Calisma
e lk calisma ve ilk yayinlar;
e Tekli ve coklu lokus VNTR’lerin RFLP ile
Kesif 1985-1995 calisilmast;

. DQAl ve tek lokuslu STR’ler ile ilk PCR
caligmalari.

e Ingiltere (1995), ABD (1998) ve birgok Avrupa
iilkesinde ulusal veritabani ¢alismalari;

e Multipleks STR sistemleri ve kapiller elektroforez

Stabilizasyon ve 1995-2005 i¢in standardizasyon c¢alismalari;

stardadizasyon

Otozomal STR ve Y-STR Kkitlerinin piyasaya
strtiliisi;
ABD ve Avrupa igin cekirdek ana lokuslarin
secilmesi;
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Zaman

Asama Dilimi Gerg¢eklestirilen Calisma

e FBI Kalite Giivence Standartlarinin ABD’de
uygulanmast;

. Avrupada standardizasyon ve Kkalite givence
amaciyla ENFSI (European Network of Forensic
Science Institutes-Avrupa Kriminal Laboratuarlar
Organizasyonu) olusumu.

e DNA veritabaninin genisletilmesi;

e Avrupa ve ABD’de genisletilmis cekirdek ana
lokuslar1 kapsayan yeni STR kit caligmalart;

e Y-STR kullaniminda artis;

e Yeni genetik isaretlerin kesfi; yeni nesil caligmalar
ve cihazlarin gelistirilmesi,

e Aile aragtirmalari, STR alel varyasyonlar
arastirmalari.

e Hizli DNA testi i¢in laboratuvar disinda ¢aligma

Teknik ilerleme 2005-2015

olanaklart;
o Alel diziliminden daha fazla bilgi edinme;
e Daha hassas  metodolojiler ile  vaka
Sofistike caligmalar ~ 2015-2025 degerlendirmesi;

e Karigim Ornek analizi ic¢in olasilik analizi ve
yazilim ¢alismalari;
. Elde edilen genomik bilginin artmastyla birlikte
kars1 karsiya kalinacak etige iligkin ¢aligmalar.
(Butler JM. The future of forensic DNA analysis. Phil. Trans. R. Soc. (2015) B 370: doi: 20140252. yayinindan
alimustir.)

4.4.1. Yeni genetik isaretlerin kesfi

Kisa tekrar dizileri ve kapiller elektroforezin kesfi adli DNA genotiplendirmede tercih
edilen bir ara¢ haline gelmis olsa da gelisen teknolojiler ile birlikte yeni arayislar da devam
etmektedir. Lokus sayisinin arttirilmasinin nedenleri ulusal veritabanindaki tesadiifi eslesme
olasthgmi minimize etmek ve kayip sahislarin kimliklendirme vakalarinda ayrim gilictinii
arttirmak olarak siralanabilir (59). Giintimiizde kullanilmakta olan ticari Kitler 15-22 otozomal
STR lokusunun amplifikasyonunu saglamakta ancak yeni lokuslara yonelik ¢calismalara devam
edilmektedir (49). 2011 yilinda CODIS ¢ekirdek lokus ¢alisma grubu mevcut lokus sayilariin
arttirtlmasina yonelik ¢aligsmalar yapilacagini duyurmus ve bunun iizerine iiretici firmalar hem
Avrupa hem ABD’de kullanilan lokuslari ¢ogaltmaya yonelik calismalara baslayarak yeni
multipleks kitler piyasaya stirmiistiir (60). Bu tez ¢alismasinda da Qiagen firmasi tarafindan
2010 yilinda piyasaya siiriilmiis olan ve CODIS’te yer almayan lokuslar1 aragtirmaya yonelik

dizayn edilmis Investigator HDplex kiti kullanilmigtir.
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4.4.2. Mini STR’ler

Cevresel faktorler, nem ya da 1stya maruz kalma DNA molekilinin kiglk parcalara
ayrilmasina ve bozunmasina neden olur (61). PCR amplifikasyonunun gergeklesebilmesi i¢in
kalip DNA’nin sadece iki primerin baglandig1 yerde degil ayn1 zamanda primerler arasindaki
alanda da eksiklik olmamasi gerekir. Degrede DNA 6rneklerinin genotiplendirilmesi ile ilgili
cesitli caligmalar yapilarak primerlerin STR tekrar bolgelerine miimkiin oldugunca yakin
sekilde dizayn edilmesi sonucunda mini STR lokuslar1 olusturulmustur (62). Daha kii¢iik PCR
triinlerinin elde edilmesini miimkiin kilan bu primer degisiklikleri ‘mini STR’ olarak
adlandirilmaktadir. 2007 yilinda ilk ticari mini STR Kiti olan AmpF¢STR MiniFiler PCR
Amplification Kit (Life Technologies) piyasaya siiriilmiistiir (63).

4.4.3. SNP’ler

SNP’ler genomdaki tek bir bazdaki degisim ile meydana gelen ve popilasyondaki
frekansi %1’in iizerinde olan nokta mutasyonlaridir (64). Yiksek sicaklik, nem ve olumsuz
gevre kosullar1 gibi ¢esitli faktorlerden dolayr zor vakalardan elde edilen biyolojik
materyallerden 150 b¢’den daha kiigiik DNA elde edilebilmektedir. SNP’ler tek bir pozisyonda
bulunduklarindan dolay1 bu tip problemlerden etkilenmez ve bu 0zelliginden dolay: degrede
orneklerde tercih edilen basarili bir yontem haline gelmistir. Ancak yiiksek ayrim giicii
saglamak i¢in 50-100 arasinda SNP lokusunun incelenmesi gerekmektedir (65). SNP’ler
genomda hem intron hem de ekson bélgelerinde bulunmaktadir. Genomun kodlama yapmayan
bolgelerinde bulunan SNP’ler popiilasyon genetigi, evrimsel aragtirmalar ve adli analizlerde
kullanilirken; kodlama yapan bolgelerde bulunan SNP’ler fenotipik 06zelliklerle
iliskilendirilebilirler. Ozellikle adli vakalarda olay yerinden elde edilen biyolojik materyalden
kisinin fenotipine ait bilginin elde edilebilmesi bu alandaki 6nemli gelismelerden biri olmustur
(66).

4.4.4. Yeni nesil dizileme (Next-Generation Sequencing)

Yeni nesil dizileme (NGS); giliniimiizde kullanilmakta olan STR, mitokondrial DNA ve
Y-kromozom haplotipleri gibi énemli belirteglerin arastirilmasint miimkiin kildigindan kisi
identifikasyonunda nihai genotiplendirme olma potansiyeline sahiptir. STR analizinin yeterli
olmadigi, 6rnek miktarinin az ya da degrede oldugu veya DNA veritabaninda STR eslesmesi

olmadigi durumlarda alternatif belirteglerin kullanilmasi giindeme gelmektedir (67). Yeni nesil


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B8rsting%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25704953
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dizileme ile tek bir 6rnek i¢in multipleks ¢aligilarak fakli markir sistemlerin bir arada galisilmasi
mumkindir. NGS teknolojisi yiksek verim kapasitesi ile sadece adli bilimlerde degil
hastaliklarin tan1 caligmalari, agrigenomik ve antik DNA analizleri gibi ¢ok farkli alanlarda da
kullanilmaktadir. Diger alanlarla kiyaslandiginda adli DNA analizi oldukca degrede ya da
kontamine olmus triinlerle ¢alismak gerektirdiginden bu anlamda NGS teknolojisi bir¢ok
avantaj saglamaktadir.

Giliniimiizde adli DNA analizlerinin biiyiikk ¢cogunlugu PCR ve kapiller elektroforeze
dayali fragman analizi teknolojisi ile gergeklestirilmektedir. Otomatize jel elektroforezi sistemi
biiyiik avantajlar saglamasina ragmen, birden ¢cok polimorfik sistemi tek bir reaksiyonda analiz
etme yetenegi, mevcut markirlarin daha disiik ¢ozundrlige sahip olmasi, degrede DNA
orneklerinin analizinde karsilagilan sorunlari gibi bazi dezavantajlar NGS teknolojisi ile
asilabilmektedir. Adli DNA bankalarindaki rastgele eslesme olasiligi minimize etmek amaciyla
rutinde arastirllan STR markirinin haricinde yeni STR lokuslarimin da ¢alisilmasi tavsiye
edilmektedir. Ancak mevcut sistemlerle daha fazla STR belirtecinin analizi zorludur. Klasik
sistemde DNA fragmanlarinin boyutlarina gére ayrim yapildigindan dolay1 birbirinin ayni ya
da benzer uzunluktaki aleller birbirlerinden ayirt edilememektedir. Adli DNA analizlerinde bir
diger sorun ise birden fazla kisinin DNA’sinin oldugu karigim 6rneklerinde karsilagilan diisiik
deteksiyon oranlaridir (59, 68).

Okuma uzunlugu genellikle ¢ok kisa oldugundan dolay1r NGS teknolojisi baslangigta
STR analizi igin uygun degildi. Ancak teknolojik ilerlemelerle birlikte ortalama okuma
uzunlugu 1yilestirildi. Glinlimiizde NGS ile benzer boyuttaki aleller bile kolaylikla birbirinden
ayrilabilmekte, dijital okuma sayis1 karigim 6rneklerinin ve karmasik vakalarin aydinlatilmasi
miimkiin olmaktadir. NGS teknolojisindeki ilerlemeler yakin gelecekte maliyetlerin diismesini
ve adli bilimlerde daha ¢ok tercih edilen bir yontem olmasini saglayacaktir (69, 70).

Yeni nesil dizilemenin temel prensibi kapiller elektroforeze dayanan Sanger dizileme
yontemine benzerdir. Array temelli NGS yonteminin kesfedilmesi ile birlikte mevcut teknikler
birlestirilerek ¢ok yiiksek ¢oztnurlikli, hizli ve verimli sonuglar elde etmek miimkiin olmustur.
Yeni nesil DNA dizileme kutliphane hazirlama, amplifikasyon, dizileme ve veri analizi olmak
lizere dort temel adimdan olusmaktadir. Oncelikle DNA enzimatik olarak ya da sonikasyon
yontemi ile daha kiclk parcalara ayrilarak rastgele DNA fragmanlarindan bir kiitiiphane
olusturulur. Daha sonra adaptor olarak adlandirilan kisa, ¢ift zincirli sentetik DNA pargalari
DNA ligaz yardimiyla bu fragmanlara baglanir. Ikinci asamada kiitiiphane akis hiicresine
yuklenir ve fragmanlar kituphanedeki adaptorleri tamamlayici yiizeye bagl oligolar tarafindan

yakalanir ve her bir fragmanin amplifikasyonu gergeklesir. Ugiincii asamada florasan olarak
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isaretlenmis niikleotitleri iceren dizileme reaktiflerinin eklenmesi ile bazlar eslesir. Adaptorler
tek zincirli DNA pargalarina isaretli bazlarin eklenmesi ile diger zincirin sentezini saglar. Her
yeni bazin eklenmesi pH yada iyon dengesinde degisiklige neden olarak bir 1s1ma yaratir. Hiicre
goriintiilenir ve her bir kiimeden yayilan 1s1ma kimyasal ve foto sensdrler sayesinde belirlenerek
kaydedilir. Reaksiyon tamamlandiginda okumalar biyoinformatik yazilim sayesinde referans
diziye kars1 siralanir ve referans genom ile yeni dizi arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi ile
analiz gerceklestirilir (68, 70, 71).

Sekil 18 yeni nesil dizileme (NGS) yontemini sematik olarak gostermektedir.
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Sekil 18: Yeni nesil dizileme (NGS) sematik gosterimi (70)

Odcemalar bir bivoinomatil vazlio ile reSrens dizive karg
hizalzmr, Sonresinds refrens genom ile sresindeic Sicler ve wend
diziler saptemr.

4.5. Investigator HD-Plex Kiti

Bu tez calismasinda Qiagen firmasi tarafindan piyasa siiriilmiis ve spesifik adli vakalar
ile babalik testi calismalarinda kullanilmak tizere dizayn edilmis multipleks Investigator
HDplex kiti kullanilmigtir. Akrabalik iliskileri i¢in de yiiksek ayrim giicii saglayabilen bu {iriin
inhibitorlere karsi1 dayanikli ve duyarlidir. Yakin akrabalarin dahil oldugu zorlu adli vakalarda
arastirilan bolge sayisi arttirilarak daha giivenilir sonuglar alinabilmektedir. Adli alanda yaygin
olarak kullanilan STR lokuslarindan farkli olarak, ayrim giicii yiiksek ve oldukca polimorfik
yeni 10 STR lokusu, daha once ticari kitlerde kullanilan D18S51 ve SE33 STR lokuslar1 ve

ayrica amolegenin bolgelerinden olugmaktadir. Standart kosullar altinda kitin kullandig:
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optimal DNA miktar1 0.2-1.0 ng’dir ancak yapilan g¢alismalarda 0.1 ng altindaki DNA
miktarlart ile de giivenilir sonuglar elde edilmistir. Amelogenin, D7S1517, D3S1744,
D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366 bolgeleri 6-FAM™; D8S1132, D5S2500, D18S51,
D21S2055 bolgeleri BTG; D10S2325, SE33 bolgeleri ise BTY floresan boyalart ile isaretlenmis
primerler kullanilarak tek bir PCR reaksiyonunda amplifiye edilmektedir. Tablo V’de
Investigator Hdplex Kiti’nin kromozom bolgeleri, STR tekrar dizileri ve alelleri verilmistir
(72).

Tablo V. Investigator HDplex Kit (Qiagen) arastirilan STR lokuslarina 6zgii bilgiler (72).

Lokus GenBank Kromozom Referans Alel Floresan Referans Alel
Erisim No Bolgesi Tekrar Dizisi Boya Alel Arahgi

Amelogenin X M55418 Xp22.1-22.3 6-FAM

Amelogenin Y M55419 Ypll.2 6-FAM

D2S1360 G08130 2p24-p22 [TATC]o [TGTC]o 6-FAM 23 19-32
[TATC]s

D3S1744 G08246 3p24 [TCTA]. TA[TCTA]:2 6-FAM 16 13-22
TCA[TCTA]:

D4S2366 G08339 4p16-15.2 [ATAG]s ATTG 6-FAM 12 9-15
[ATAG].

D5S2500 G08468 5911.2 [ATAG]12 BTG 12 9-18

D6S474 G08540 6021-22 [TAGA]s TGA 6-FAM 17 11-20
[TAGA]2

D7S1517 G18365 7931.33 [GAAA].1 CAAA 6-FAM 17 14-31
[GAAA]; CAAA
[GAAA].

D8S1132 G08685 8g23.1 [TCTA]s TCA[TCTA]s BTG 20 12.1-27
TCTGTCTA

D10S2325 G08790 10p12 [TCTTA]2 BTY 12 6-23

D12S391 G08921 12p13.2 [AGAT]s GAT [AGAT], 6-FAM 19.3 13-28
[AGAC]s AGAT

D18S51 L.18333 18921.3 [AGAA]13 BTG 13 5.3-42

D21S2055 G27274 2122 [CTAT]. CTAA BTG 24 16.1-39
[CTAT]s
CTA[CTAT]s TAT
[CTAT]s TAT [CTAT]4
CAT[CTAT]2

SE33 NG000840 6ql14.2 [AAAG]y AA [AAAG] s BTY 25.2 3-50

(Investigator HDplex Handbook, https://www.giagen.com/at/resources/resourcedetail?id=7d1661bd-a47b-4b19-
aB882-357a61bh48c64&lang=en (May1s 2018) websitesinden alinmustir).


https://www.qiagen.com/at/resources/resourcedetail?id=7d1661bd-a47b-4b19-a882-357a61b48c64&lang=en
https://www.qiagen.com/at/resources/resourcedetail?id=7d1661bd-a47b-4b19-a882-357a61b48c64&lang=en
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5. Gereg ve YOntem

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin tiim bolgelerini yansitacak sekilde ¢alismaya katilmay1
kabul eden goniillii kisilere ait kan drnekleri kullanilmistir. Aralik 2011 ve Kasim 2012 tarihleri
arasinda toplanan 100 adet érnekten DNA izolasyonu ve DNA miktar tayini yapildiktan sonra
Investigator HDplex kiti kullanilarak D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474,
D4S2366, D8S1132, D5S2500, D21S2055, D10S2325, D18S51 ve SE33 lokuslarinin PCR’de
amplifikasyonu yapildi ve kapiller elektroforezde yiiriitiildii. Elektroforez sonucu kisilere ait
elde edilen genotipler kullanilarak s6z konusu STR lokuslarmin Tirkiye’deki gen sikliklar

belirlendi.

5.1. Cahismada kullanilan cihazlar ve malzemeler

Calismanin deneysel asamalari Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler
Genetik Laboratuvarit ve 6grenci laboratuvarinda bulunan demirbas cihazlar ve laboratuvar
ekipmanlar ile gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan cihaz, malzeme ve

kitlerin listesi asagida detayli bir sekilde verilmistir.

5.1.1. Calismada kullanilan cihazlar

e Is1 Dongii Cihazi-PCR (ABI GeneAmp PCR System 9700)
o Bilgisayar kontrollii Genetik Analizér (ABI PRISM 3130)
e Otoklav (Nuve)

e Qubit Florometre (Invitrogen™)

e Isitic1 blok (Eppendorf)

e Mikrosantrifiij (Heraeus)

e Vorteks (Nive)

e Derin dondurucu (Argelik)
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e Buzdolabi (Sharp)
e Otomatik Pipet Seti (Eppendorf) (0.1ul-2.5 pl, 2.5 pl-20 pl, 10 pl-100ul, 100 pl-

1000p1)

5.1.2. Calismada kullanilan Kkitler ve sarf malzemeleri

e DNA izolasyon kiti (Qiagen Mini QIAamp®)

e Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™)

e Investigator HDplex Kit (Qiagen)

e Matriks Standart BT5 (Qiagen)

e Hi-Di Formamid (Thermo Fisher Scientific)

e Etanol (%96-100)

e 36 cm Capiller (Thermo Fisher Scientific)

e Genetik analizor tampon ¢ozeltisi (10X Buffer with EDTA- Thermo Fisher Scientific)
e POP-4 Polimer (Thermo Fisher Scientific)

o 96-well optik reaksiyon plate (MicroAmp- Thermo Fisher Scientific)
e 96- well plate septa (Thermo Fisher Scientific)

e 1.5 mI’lik Ependorf tiip (Axygen)

e 0.2 mI’lik PCR tiipii (Axygen)

e 0.1-10 pl’lik filtreli pipet ucu

e 1-20 pl’lik filtreli pipet ucu

e 200 pl’lik filtreli pipet ucu

e 1000 pl’lik filtreli pipet ucu

e Tek kullanimlik “Pudrasiz” muayene eldiveni
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5.2. Cahsma Plam

Deneyler asagida belirtilen plana gore gerceklestirilmistir.

DNA 6rneklerinin toplanmasi

Toplanan érneklerden DNA izolasyonu

izole edilen DNA’larin miktar tayini

PCR ile lokuslarin ¢ogaltilmasi

PCR urunlerinin kapiller elektroforezde yurutilmesi

Elde edilen verilerin analizi ve istatistiksel degerlendirmeleri

5.2.1. DNA orneklerinin kaynag

Calisma 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca 31.10.2011 tarih, 40222 sayil1 Etik

kurul karar1 ile uygun goriilerek (Ek 2) toplanan kan 6rnekleri Tiirkiye’nin tim bdélgelerini

temsil edecek sekilde caligmaya katilmayi kabul eden Adli Tip Enstitii 6grencilerinden ve

goniilli kisilerden temin edilmistir. Aralik 2011 ve Kasim 2012 tarihleri arasinda, toplam olarak

100 kisiden yaklasik 2-3 ml kan 6rnegi mor kapakli EDTA’11 tiiplere alindiktan sonra izolasyon

yapilana kadar 6nce +4°C’de, uzun sureli saklama igin ise -18°C’de muhafaza edilmistir.

5.2.2. Kan érneklerinden DNA izolasyonu

Toplanan kan érneklerinden DNA izolasyonu QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) ile

yapilmistir. Biitiin santrifiij asamalari oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestirilmistir.

Izolasyon prosediirii asagida verilmistir.

Her bir periferik kan 6rneginden 300 pl alinarak 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
konuldu.
20 pl Proteinaz K ve 200 ul Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi.

56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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e Tiipilin duvarindaki damlalarin asagi inmesi i¢in, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e 200 pl etanol (%96-100 oraninda) eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

e Vorteksden sonra tekrar 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Elde edilen karisim 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan, QIAamp® mini kolona

aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Alttaki 2 mI’lik toplama tlipU atildiktan sonra, QIAamp® mini kolon, 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

e 500 pl AW1 tamponu eklenerek, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Alttaki 2 mI’lik toplama tiipti atild1 ve QIAamp® mini kolon 2 ml’lik yeni bir toplama
tiipiine yerlestirildi.

e 500 ul AW2 tamponu eklenerek, 8000 rpm’de 1 dakika santriftij edildi.

e QIAamp® mini kolon 2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek 14000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi ve membranin kurumasi saglandi.

e  QlAamp® mini kolon, 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipiine yerlestirilerek, 200 ul AE
tamponu eklendi.

e Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildikten sonra, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

e  QIAamp® mini kolonu atild1 ve 1,5 mI’lik mikro santrifijj tlipliniin kapag: kapatildu.

o Elde edilen izolatlar uzun sureli saklama igin -20°C’de muhafaza edildi.
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5.2.3. DNA miktarlarmin belirlenmesi

izolasyonu takiben yapilan DNA miktar tayini, s6z konusu ¢alismanin optimizasyonu
acisindan Onemlidir. Bu tez ¢alismasinda; elde edilen DNA izolatlarinin miktar tayini
florometrik yontem ile Quant-iT™ dsDNA HS Assay kiti (Invitrogen™) ve Qubit®

fluorometer kullanilarak saptanmistir. Miktar tayini prosediirii asagida verilmistir.

e Miktar tayini yapilacak ornek sayis1 ve cihazin kalibrasyonu igin gerekli 2 adet
stardartla birlikte toplam say1 belirlenerek 0.5 ml’lik steril mikrosantriflij tlpleri
hazirlandi.

e Her bir drnek i¢in 199 pl Quant-iT™ dsDNA HS Buffer ve 1 ul Quant-iT™ dsDNA
HS Reagent karisimui iceren 200 ul’ lik karigimlar hazirlandi.

e (ihaz kalibrasyonu i¢in her 6l¢limde Standart 1 ve Standart 2 kontrolleri kullanildi ve
her bir standart igin cihaza 6zgii tiipe alinan 190 pl buffer-reagent karisimina 10 pl
standart eklendi.

e Ornekler igin ise cihaza 6zgii tiipe alman 190 pl buffer-reagent karigimina 1 pl standart
eklenerek birkag saniye vortekslendi.

e Hazirlanan 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

e Standart 1 ve Standart 2 sirasi ile Qubit™ fluorometer cihazinda okutularak DNA
konsantrasyonlar1 belirlendi ve cihazin kalibrasyonu yapildi.

e Kalibrasyonun ardindan inkiibe edilen 6rnekler cihaza yerlestirilerek otomatik olarak

ol¢tim gergeklestirildi ve miktarlar not edildi.

Miktar tayini yapilan drnekler, PCR 6ncesinde, steril distile su ile konsantrasyonlar1 0.1-

1 ng/ul DNA araliginda olacak sekilde sulandirildi.
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5.2.4. PCR asamasi (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132, D552500,
D21S2055, D10S2325, D18S51 ve SE33 STR lokuslarimin multipleks PCR c¢alismasi,
Investigator HDplex kiti kullanilarak ve firmanin tavsiye ettigi prosediir takip edilerek

gerceklestirildi (72).

5.2.4.1. PCR bilesenlerinin hazirlanmast ve amplifikasyon

Qiagen Investigator HDplex kiti igeriginde bulunan ve PCR sirasinda kullanilacak
olan kullanima hazir Urinler Reaksiyon Mix A, Primer Mix Hdplex, Multi Tag2 DNA
Polymerase, Nuclease-Free water ve Control DNA XY5’dir. PCR prosediirii asagida

verilmistir.

e Kit ¢aligma dncesinde -20°C’den ¢ikarilarak primer soliisyonlar1 ve template niikleik
asitler ¢ozduralda ve vortekslendi.

e Pozitif ve negatif kontrol de dahil edilerek her bir 6rnek igin Tablo VI’da belirtilmis
olan reaksiyon karisimi hazirlandi.

¢ Nuclease-free su ve template DNA (6rnek) hari¢ PCR igin gerekli olan tiim bilesenleri
iceren reaksiyon karisimi vortekslendikten sonra 0.5 ml’lik steril mikrosantrifij
tiplerine uygun volimde (8 pl) dagitildu.

e DNA o6rnekleri konsantrasyonlar1 0.1-1 ng araliginda olacak sekilde sulandirildi ve
toplam hacim 25 pl olacak sekilde (17 pl) PCR karigimina eklendi.

e Kontaminasyon kontrolii ve sistemin verimli ¢alisip calismadigini belirlemek i¢in her

bir dongu icin negatif ve pozitif kontrol kullanildi.
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e PCR islemi firma tarafindan belirtilmis olan ve Tablo VII’de belirtilmis olan

parametrelere uygun olarak Gene Amp 9700 (Thermo Fisher Scientific) cihaz ile

gergeklestirildi.

e PCR iriinleri agizlar1 parafilmle sikica kapatildiktan sonra aliminyum folyo ile

sarilarak +4 °C’e kaldirildu.

Tablo VI. PCR bilesenleri ve miktarlari.

PCR Bilesenleri Hacim (ul)
Reaksiyon Mix A" 5.0 ul
Primer Mix 2.5 ul
Multi Tag2 DNA Polymerase 0.5 ul
Diliie edilmis template DNA 17.0 pl
Toplam Hacim 25 pl
* ANTP karigimi, MgClz ve bovine serum albumin (BSA) icermektedir.
Tablo VII. PCR dongi parametreleri.
Sicakhik Bekleme Suresi Dongii Sayisi Islem
94 °C 4 dk. 1 Basglangi¢ denatiirasyonu
94 °C 30 sn. Denatiirasyon
60 °C 120 sn. 30 Primer Baglanmasi
72°C 75 sn. Zincir Uzamast
68 °C 60 dk. 1 Son Uzama
10°C 0 — Bekletme

5.2.5. PCR Uriunlerinin elektroforezi

Elektroforez islemi ABI PRISM® 3130 Genetik Analizér (Thermo Fisher Scientific)

kullanilarak gerceklestirildi. Analize baslamadan 6nce 6-FAM, BTG, BTY, BTR ve BTO

floresan belirtecleri ile spektral kalibrasyon yapilmasi gerekmektedir. Kalibrasyon prosediirii

boyalarin floresan emisyon spektrumlarin ¢akismasini diizeltmek icin kullanilan bir matriks
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yaratir. Bu tez ¢aligmasi sirasinda template dosyalarinin kurulumu, spektral kalibrasyon ve
matriks olusturma destekleyici firma tarafindan yapildi. Analiz edilmek iizere hazirlanan PCR
urtinleri kit proseduriine uygun olarak, BT5 Matrix Standart, 36 cm kapiller, POP-4 polimeri
ve DNA Size Standart 550 (BTO) kullanilarak kapiller elektroforezde yiiriitiildii. Caligma
sirasinda 6-FAM, BTG, BTY, BTR ve BTO floresan isaretlerinin bir kombinasyonu olan ve
ayrica BT5 matriks standardi olarak da bilinen G5 filtre sistemi kullanildi. PCR (rlnlerinin
elektroforeze hazirlanmasi, analizi ve elektroforegramlarin degerlendirilmesi ise ayr1 basliklar

altinda verilmistir.

5.2.5.1. PCR urunlerinin elektroforeze hazirlanmasi

e Oncelikle 12 pl Hi-Di Formamid ve 0.5 pl DNA Size Standard 550 (BTO) karisim1
pozitif, negatif kontrol ve alelik ladder da g6z 6nilinde bulundurulacak sekilde her bir
ornek i¢in hazirlanarak kisa bir siire vortekslendi.

e Hazirlanan karisim her bir plate kuyucuguna 12 pl olacak sekilde dagitildiktan sonra
tizerine 1 pl PCR riini eklenerek 95°C’de 3 dk denatiire edildi. Benzer sekilde alelik
ladder ve kontroller i¢in de 1 pl yiikleme yapildi. Bu asamada kuyucuklarda hava
kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.

e Denatlirasyonu tamamlanan érnekler 3 dk buzda bekletilerek cihaza yiiklendi.

5.2.5.2. Elektroforetik analiz

ABI PRISM® 3130 icin elektoforez yikleme parametreleri Qiagen Investigator®
Hdplex kit protokolu takip edilerek Tablo VIII’de belirtilen sekilde ayarlandi. Enjeksiyon
sliresi, yiiriitme voltaji ve suresi kontrol edilerek 36 cm kapiller, POP4 polimeri ve DNA Size
Standard 550 (BTO) kullanilarak kit protokoliinde belirtilen kosullar altinda elektroforez islemi

gerceklestirildi.
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Tablo VIII. Elektroforez parametreleri.

Parametreler Degerler
Matriks BT5
Filtre G5
Enjeksiyon suresi 10 sn
Enjeksiyon voltaji 3 Kv
Yurutme suresi 1560 sn

5.2.5.3. Elektroforegramlarin degerlendirilmesi

Elektroforez sonuglar1 elde edilen ham veriler Genemapper® IDX (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak analiz edildi. 6-FAM™ ile isaretlenen D7S1517, D3S1744, D12S391,
D2S1360, D6S474, D4S2366 bolgeleri mavi renk; BTG ile isaretlenen D8S1132, D5S2500,
D18S51, D21S2055 bolgeleri yesil renk; BTY ile isaretlenen D10S2325, SE33 bolgeleri sar1
renk; BTO ile isaretlenmis olan DNA size standard 550/BTO ise elektroforegramda turuncu
renk ile gozlenmektedir. Cogaltilan PCR Urtinlerinin tam uzunluklarinin tespiti; cihaz tipi,
elektroforez kosullar1 ve kullanilan DNA Size Standartina baghidir. Bu ¢alismada kullanilan
DNA Size Standard 550 (BTO) i¢in fragman uzunluklar1 60, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 425, 450, 475, 500, 525, and 550
bp’dir. Her drnek igin bu standart kontrol edildikten sonra, kapiller elektroforezde yirttulen
PCR drunlerine ait veriler alelik ladder ile cakistirilarak elektroforegramdaki pikler
degerlendirilmi ve alel boyutlar1 belirlenmistir. Ayrica her bir yiiriitme i¢in pozitif ve negatif
kontrol yiiklenerek kontaminasyon kontrolii de yapilmustir. Sekil 19, 20 ve 21°de sirasiyla DNA
size standart 550 (BTO), alelik ladder ve kontrol DNA (DNA XY5) ya ait elektroforegramlar

gosterilmektedir.
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Sekil 19: Investigator® HDplex (Qiagen) DNA size standard 550 (BTO)’a ait
elektroforegram
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Sekil 20: Investigator® HDplex (Qiagen) alelik ladder’a ait elektroforegram
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Sekil 21: Investigator® HDplex (Qiagen) 0.5 ng kontrol DNA XY5’e ait elektroforegram

5.2.6. istatistiksel analiz

Elektroforez sonrasi genotip tiplendirmesi yapilan 6rneklerin istatistiksel degerlendirmesi
PowerStats v.1.2 (Promega Coorperation) ve Arlequin v.3.5.1.2 yazilimlar1 kullanilarak
gerceklestirildi. PowerStats (Promega) kullanilarak; heterozigotluk orani (Het), polimorfik
bilgi igerigi (PIC), eslesme olasiligi (PM), ayrim giicii (PD), dislama giicii (PE) ve babalik
indeksi (TPI)’ hesaplandi. Arlequin v.3.5.1.2 yazilimi kullanilarak alel sikliklari, Hardy-
Weinberg dengesi ve veri tabanindan elde edilen gesitli popiilasyonlara ait alel frekanslari ile
karsilagtirma yapilarak popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin gostergesi olan Fst

degerleri hesaplandi.
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6. Bulgular

Bu tez caligmasinda, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, arastirmaya katilmaya
riza gosteren Adli Tip Enstitii 6grencilerinden ve gondllilerden olusan toplam 100 kisiye ait
kan 6rnekleri etik kurul onay ile topland1. Qiagen® Investigator Hdplex Kit kullanilarak 10 yeni
STR lokusu (D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132,
D5S2500, D21S2055, D10S2325) ve daha onceden bilinen 2 lokusun (D18S51 ve SE33)
tiplendirmesi yapildi. Daha sonra elde edilen genotipler igin PowerStats v.1.2 ve Arlequin
3.5.1.2 yazilimlar1 kullanilarak Tiirkiye popiilasyonu i¢in s6zii edilen lokuslarin gen sikliklari

ve adli istatistiki parametreleri belirlendi.

6.1. Genotiplerin Belirlenmesi

Toplanan kan drneklerinden DNA izolasyonu QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) ile
yapild. Izolasyonu yapilan &rneklerin DNA miktar tayini, florometrik yontem ile Quant-iT™
dsDNA HS Assay kiti (Invitrogen™) ve Qubit® fluorometer kullanilarak yapildi. PCR
oncesinde, steril distile su ile DNA konsantrasyonlar1 0.1-1 ng/ul araliginda olacak sekilde
sulandirildi. Investigator HDplex kiti kullanilarak 12 STR lokusunun amplifikasyonu yapildi.
Elektroforez; ABI PRISM® 3130 Genetik Analizor (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
gerceklestirildi. Toplam 100 6rnege ait ham veriler Genemapper® IDX (Thermo Fisher
Scientific) analiz programi kullanilarak genotiplendirildi. Sekil 22°de 0.5 ng DNA 6rnegi igin

Investigator HDplex kit kullanilarak elde edilmis olan elektroforegram gosterilmektedir.
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Sekil 22: Investigator® HDplex (Qiagen) 0.5 ng DNA 6rnegi i¢in elde edilmis olan

elektroforegram goruntisi

6.2. Istatistiksel Bulgular

6.2.1. Alel frekanslar1 ve adli istatistik analiz parametrelerinin belirlenmesi

D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132, D5S2500,

D18S51, D21S2055, D10S2325, SE33 lokuslarinin Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve

eslesme olasiligi (PM), ayrim giici (PD), babalik indeksi (PIC), dislama giicii (PE) ve

heterozigotluk (Het) gibi adli istatistik analiz parametreleri PowerStats V.1.2 kullanilarak

arastirilan 100 6rnek igin belirlendi. Her bir lokusa ait bilgiler ilgili tablolarda (IX-XX)

gosterilmistir.
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6.2.1.1. D7S1517 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye popilasyonunda D7S1517 lokusu igin toplam 13 alel gézlenmistir. En
sik goriilen alel 25. aleldir.
Tablo IX. D7S1517 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklari ve istatistiksel

parametreleri.
D7S1517 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri”
Alel Frekans
16 0.005
17 0.005 PM 0.041
18 0.045
19 0.130 PD 0.959
20 0.105
21 0.105 PIC 0.860
22 0.105
23 0.120 PE 0.428
24 0.130
25 0.210 TPI 1.670
26 0.025
27 0.010 Het 0.700
28 0.005

6.2.1.2. D3S1744 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye popilasyonunda D3S1744 lokusu i¢in toplam 9 alel gézlenmistir. En sik
gorulen alel 17. aleldir.

Tablo X. D3S1744 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve istatistiksel
parametreleri.

D3S1744 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri®

Alel Frekans

PM 0.061
13 0.005
14 0.009 PD 0.939
15 0.075
16 0.145 PIC 0.79
17 0.320
18 0.185 PE 0.476
19 0.115
20 0.045 TPI 1.850
21 0.020

Het 0.730

*Eslesme olasiligi (PM), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi (TPI),
heterozigotluk (Het)
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6.2.1.3. D12S391 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye popilasyonunda D12S391 lokusu i¢in toplam 11 alel gézlenmistir. En
sik goriilen alel 18. aleldir.

Tablo XI. D12S391 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklari ve istatistiksel
parametreleri.

D12S391 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri”
Alel Frekans
15 0.003 PM 0.036
16 0.015
17 0.115 PD 0.964
18 0.195
19 0.140 PIC 0.860
20 0.130
21 0.125 PE 0.460
22 0.105
23 0.095 TPI 1.790
24 0.040
25 0.010 Het 0.720

6.2.1.4. D251360 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye popilasyonunda D2S1360 lokusu i¢in toplam 11 alel gézlenmistir. En
sik goriilen alel 22. aleldir.

Tablo X11. D2S1360 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve istatistiksel
parametreleri.

D2S1360 Lokusu

(n=100) Adli Tstatistik Parametreleri®
Alel Frekans
19 0.010 PM 0.048
20 0.110
21 0.075 PD 0.952
22 0.295
23 0.155 PIC 0.830
24 0.095
25 0.085 PE 0.581
26 0.090
27 0.040 TPI 2.380
28 0.035
29 0.010 Het 0.790

* Eslesme olasilig1 (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)
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6.2.1.5. D6S474 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye poptilasyonunda D6S474 lokusu igin toplam 6 alel gézlenmistir. En sik
gorulen alel 16. aleldir.

Tablo X111. D6S474 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklari ve istatistiksel
parametreleri.

D6S474 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri®
Alel Frekans

12 0.000 PM 0.082

13 0.255

14 0.230 PD 0.918

15 0.130

16 0.280 PIC 0.740

17 0.090

18 0.015 PE 0.328
TPI 1.350
Het 0.630

* Eslesme olasiligi (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)

6.2.1.6. D4S2366 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye popilasyonunda D4S2366 lokusu i¢in toplam 7 alel gézlenmistir. En sik
gorulen alel 9. aleldir.

Tablo XIV. D4S2366 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve istatistiksel
parametreleri.

D4S2366 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri®
Alel Frekans
8 0.000 PM 0.075
9 0.300
10 0.145 PD 0.925
11 0.085
11.2 0.000 PIC 0.780
12 0.175
12.2 0.000 PE 0.383
13 0.165
14 0.120 TPI 1.520
15 0.010
Het 0.670

* Eslesme olasilig1 (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)
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6.2.1.7. D8S1132 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye populasyonunda D8S1132 lokusu i¢in toplam 11 alel gozlenmistir. En
sik goriilen alel 18. aleldir.

Tablo XV. D8S1132 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar ve istatistiksel
parametreleri.

D8S1132 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri”
Alel Frekans
16 0.015 PM 0.041
17 0.08
18 0.215 PD 0.959
19 0.155
20 0.13 PIC 0.85
21 0.125
22 0.13 PE 0.369
23 0.095
24 0.045 TPI 1.47
25 0.005
26 0.005 Het 0.66

* Eslesme olasilig1 (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)

6.2.1.8. D5S2500 lokusuna ait bulgular
Genel Tirkiye popilasyonunda D5S2500 lokusu igin toplam 9 alel gozlenmistir. En sik
gorulen alel 11. aleldir.

Tablo XVI. D5S2500 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklari ve istatistiksel
parametreleri.

D5S2500 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreleri”
Alel Frekans

PM 0.064
10 0.075
11 0.270 PD 0.936
12 0.165
13 0.060 PIC 0.790
14 0.050
15 0.245 PE 0.545
16 0.105
17 0.025 TPI 2.170
18 0.005

Het 0.770

* Eslesme olasilig1 (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)
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6.2.1.9. D18S51 lokusuna ait bulgular
Genel Turkiye populasyonunda D18S51 lokusu i¢in toplam 12 alel gézlenmistir. En sik
gorulen alel 16. aleldir.

Tablo XVII. D18S51 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar ve istatistiksel
parametreleri.

D18S51 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreler”
Alel Frekans
10 0.005
12 0.090 PM 0.035
13 0.160
14 0.160 PD 0.965
15 0.125
16 0.165 PIC 0.860
17 0.105
18 0.080 PE 0.545
19 0.050
20 0.045 TPI 2.170
21 0.005
23 0.010 Het 0.770

* Eslesme olasiligi (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi i¢erigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), Heterozigotluk (Het)

6.2.1.10. D21S2055 lokusuna ait bulgular

Genel Turkiye popilasyonunda D21S2055 lokusu i¢in toplam 20 alel gézlenmistir. En

sik goriilen alel 19.1. aleldir.
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Tablo XVII1. D21S2055 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve
istatistiksel parametreleri.

D21S2055 Lokusu (n=100)

Adli istatistik Parametreleri”

Alel Frekans
16.1 0.070
17.1 0.020 PM 0032
18.1 0.010
19.1 0.250 PD 0.968
20.1 0.055
21.1 0.015 PIC 0.880
22.1 0.005
23 0.005 PE 0.428
25 0.110
26 0.115 TPI 1.670
27 0.020
28 0.010 Het 0.700
29 0.035
30 0.030
31 0.030
32 0.020
33 0.065
34 0.080
35 0.050
36 0.005

* Eslesme olasiligi (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi icerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI)

6.2.1.11. D10S2325 lokusuna ait bulgular

Genel Turkiye popilasyonunda D10S2325 lokusu i¢in toplam 10 alel gézlenmistir. En
sik goriilen alel 12. aleldir.

Tablo XIX. D10S2325 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve istatistiksel
parametreleri.

D10S2325 Lokusu (n=100) Adli Istatistik Parametreler”
Alel Frekans

7 0.130 PM 0.045
8 0.055
9 0.080 PD 0.955
10 0.135
11 0.160 PIC 0.850
12 0.190
13 0.135 PE 0.493
14 0.070
15 0.040 TPI 1.920
16 0.005

Het 0.740

* Eslesme olasiligt (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI)
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6.2.1.12. SE33 lokusuna ait bulgular
Genel Tirkiye populasyonunda SE33 lokusu i¢in toplam 27 alel gézlenmistir.

En sik goriilen alel 18. aleldir.

Tablo XX. SE33 lokusunun genel Tiirkiye toplumuna ait alel sikliklar1 ve istatistiksel
parametreleri.

SE33 Lokusu

(n=100) Adli Istatistik Parametreler”

Alel Frekans

13 0.020

14 0.030 PM 0.017
14.2 0.010

15 0.025 PD 0.983
16 0.055

16.2 0.005 PIC 0.930
17 0.070

18 0.125 PE 0.510
19 0.085

19.2 0.005 TPI 2.000
20 0.045

20.2 0.005 Het 0.750
21 0.030
21.2 0.005
22.2 0.025

23 0.015
24.2 0.035
25.2 0.035
26.2 0.050
27.2 0.075
28.2 0.080
29.2 0.065
30.2 0.075
31.2 0.015
32.2 0.005

33 0.005

34 0.005

* Eslesme olasiligt (Pm), ayrim giicii (PD), polimorfik bilgi igerigi (PIC), dislama giicii (PE), tipik babalik indeksi
(TPI), heterozigotluk (Het)
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6.2.2. Populasyonlar arasi alel frekanslarinin karsilastirilmasi

Tez c¢alismasindan elde edilen Turkiye populasyonuna ait alel frekanslari literatiirde
bulunan diger popiilasyonlarla (Avrupa (n=158), Afrika (n=112), Dogu Asya (n=232) ve
Amerika (n=65)) ait veriler ile karsilastirildi (73). Arastirilan her bir lokus i¢in ilkeler arasi
karsilagtirmanin  yapildig1 grafikler (Sekil 23-34) asagida verilmistir. Karsilagtirilan

popiilasyonlarin alel frekans verileri ise Tablo XXI’de toplu olarak gosterilmektedir.
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Sekil 34: SE33 lokusuna ait alellerin popiilasyonlar arasi karsilagtirilmasi
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Tablo XXI. 12 STR lokusunun farkli popiilasyonlardaki alel frekanslari.
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Tiarkiye |Avrupa |Afrika Dogu Amerika Tarkiye |Avrupa |Afrika Dogu Amerika
Lokus Aleller (n:100); (n:15g) (n:112) @ﬁyz%z) (n:65) Lokus Aleller (n:100>; (n:ng) (n:112) (Ansé‘gz) (n:65)

17 0 0  0.009 0 0 9 0 0 0024 0008 0

19 0.01 0.006  0.004 0.013 0 10 0.075 0072 0155  0.024 0.117

20 0.11 0101  0.019 0.017 0 11 0.27 0269 0247 0298 0.312

21 0.075 0072  0.063 0.161 0.273 12 0.165 0167 0111  0.174 0.156

22 0.295 0294  0.194 0.648 0.46 13 0.06 0069 0077  0.035 0.031

23 0.155 0167  0.155 0.097 04| o 14 0.05 0053 0082 0077 0.023

24 0.095 0082  0.165 0.031 0.07 15 0.245 0253 0179  0.287 0.343

25 0.085 0069  0.194 0.015 0.023 16 0.105 0088 0077  0.064 0.015

D2S1360 26 0.09 0075  0.087 0.006 0.031 17 0.025 0025 0024  0.024 0
27 0.04 0053  0.058 0.004 0

28 0.035 0044  0.019 0.004 0 18 0.005 0 0019 0004 0
29 0.01 0009  0.024 0 0

30 0 0.022 0 0 0 10 0.005 0.007 0 0005 0

12 0.09 0121 0026 0077 0.0583

31 0 0  0.004 0 0 13 0.16 0184 0037  0.095 0.0556

14 0.16 0245 0056  0.195 0.0639

15 0 0  0.009 0 0 15 0.125 0121 0179 0227 0.1667

16 0.005 0.006 0 0 0l igss1 16 0.165 011 0247  0.155 0.1889

17 0.005 0006  0.009 0.008 0 17 0.105 0096 0202  0.082 0.1639

18 0.045 0025  0.019 0.019 0 18 0.08 0057 0108  0.032 0.1306

19 0.13 0139  0.092 0.064 0.023 19 0.05 0032  0.063 0.05 0.0778

20 0.105 0094 0131 0.117 0.07 20 0.045 0011 0045  0.032 0.0556

D7S1517 21 0.105 0107  0.131 0.123 0.273 21 0.005 0004 0019 0023 0.0111

22 0.105 0113  0.087 0.135 0.304 23 0.01 0.007 0 0 0

23 0.12 0.139 0.14 0.159 0.242 151 0 0 0 0002 0

24 0.13 0107  0.106 0.112 0031 oo | 161 0.07 0085  0.019 013 0.023

25 0.21 0208  0.155 0.163 0.031 17.1 0.02 0.012 0 0.006 0

26 0.025 0025  0.034 0.057 0.023 18.1 0.01 0.006 0 0 0
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Tiarkiye |Avrupa |Afrika Dogu Amerika Tarkiye |Avrupa |Afrika Dogu Amerika
Lokus A (n:1oo); (n:ng) (n:112) '(Anségz) (n:65) Lokus Aleller (n:100>; (n:ng) (n:112) (Ansé‘gz) (n:65)

27 0.01 0.012 0.014 0.026 0 19.1 0.25 0.246 0 0.024 0
28 0.005 0.012 0.019 0.008 0 20.1 0.055 0.05 0 0 0.007
29 0 0 0.014 0.002 0 21 0 0 0 0 0.007
21.1 0.015 0.003 0 0 0

31 0 0 0.029 0 0
22 0 0 0.014 0 0.015
11 0 0 0 0.002 0 22.1 0.005 0.003 0 0 0
13 0.005 0 0.004 0.013 0 23 0.005 0.003 0.004 0.002 0.007
14 0.09 0.088 0.058 0.092 0.062 24 0 0.009 0.004 0.017 0.039
15 0.075 0.072 0.131 0.081 0.195 25 0.11 0.117 0.038 0.17 0.359
16 0.145 0.132 0.116 0.117 0.195 26 0.115 0.12 0.082 0.194 0.359
D3S1744 17 0.32 0.341 0.344 0.345 0.296 26.1 0 0.003 0 0 0
18 0.185 0.18 0.228 0.192 0.195 27 0.02 0.022 0.014 0.022 0.07
19 0.115 0.132 0.082 0.099 0.046 28 0.01 0.009 0.009 0.044 0.023
20 0.045 0.038 0.034 0.046 0.007 29 0.035 0.038 0.092 0.028 0
’1 0.02 0.012 0 0.008 0 30 0.03 0.025 0.082 0.022 0.023
31 0.03 0.034 0.111 0.024 0.007
15 0.03 0.035 0.021 0.016 0.032 32 0.02 0.012 0.194 0.044 0.015
16 0.015 0.019 0.012 0.006 0.029 33 0.065 0.066 0.135 0.077 0.007
17 0.115 0.107 0.249 0.106 0.059 34 0.08 0.082 0.111 0.095 0
17.3 0 0.019 0 0.001 0.012 35 0.05 0.034 0.043 0.064 0.015
18 0.195 0.215 0.196 0.278 0.182 36 0.005 0.009 0.014 0.017 0
18.3 0 0.007 0 0.001 0.007 37 0 0.003 0.009 0.011 0.015
D12S391 19 0.14 0.121 0.145 0.221 0.178 38 0 0 0.009 0 0
19.3 0 0.016 0 0 0.01 39 0 0 0.004 0 0
20 0.13 0.117 0.071 0.155 0.197 6 0 0.003 0.082 0.013 0.023
21 0.125 0.093 0.055 0.109 0.104 7 0.13 0.161 0.116 0.194 0.07
22 0.105 0.114 0.113 0.051 0.073| D10S2325 8 0.055 0.038 0.053 0.017 0.007
23 0.095 0.072 0.078 0.028 0.061 9 0.08 0.066 0.194 0.101 0.101
24 0.04 0.04 0.009 0.015 0.026 10 0.135 0.129 0.165 0.099 0.242
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25 0.01 0.021 0.014 0.007 0.016 11 0.16 0.183 0.208 0.15 0.125

12 0.19 0.161 0.145 0.161 0.21

26 0 0.002 0.002 0.001 0.003 13 0.135 0.145 0.019 0.139 0.109

14 0.07 0.053 0.009 0.068 0.062

12 0 0 0.014 0.004 0.031 15 0.04 0.047 0 0.028 0.031

13 0.255 0.262 0.262 0.36 0.359 16 0.005 0.006 0.004 0.011 0.007

14 0.23 0.221 0.184 0.342 0.14 17 0 0 0 0.002 0.007

15 0.13 0.136 0.16 0.121 0.179 17.2 0 0 0 0.002 0

D6S474 16 0.28 0.281 0.286 0.112 0.14 18 0 0.003 0 0 0
17 0.09 0.085 0.077 0.057 0.14 19 0 0 0 0.002 0

21 0 0 0 0.002 0

18 0.015 0.012 0.014 0 0.007 13 0.02 0.0064 0.005 0 0

14 0.03 0.0318  0.0297  0.0066 0

8 0 0.003 0 0 0 14.2 0.01 0.0127  0.0099 0 0

9 0.3 0.284 0.092 0.236 0.171 15 0.025 0.0287  0.0396  0.0155 0.0156

10 0.145 0.142 0.335 0.057 0.007 16 0.055 0.0478  0.0792  0.0221 0.1328

11 0.085 0.075 0.218 0.354 0.179 16.2 0.005 0.0032 0 0 0

11.2 0 0.003 0.16 0.002 0 17 0.07 0.0669  0.0644  0.0553 0.1172

D4S2366 12 0.175 0.189 0.135 0.161 0.304 18 0.125 0.0924  0.1238  0.0619 0.1094
12.2 0 0 0.019 0 0 19 0.085 0.0764  0.1386  0.0841 0.0313

SE33

13 0.165 0.177 0.029 0.092 0.078 19.2 0.005 0.0064 0.005 0 0

14 0.12 0.113 0.004 0.09 0.242 20 0.045 0.0446  0.0743  0.0686 0.0469

15 0.01 0.009 0.004 0.004 0.015 202 0005 0.0032 0 00066 0

21 0.03 0.0287  0.0545  0.0465 0.0156

15 0 0.003 0.024 0 0 21.2 0.005 0.0064  0.0099  0.0066 0

16 0.015 0.028 0.101 0.008 0.062 22.2 0.025 0.0287  0.0099  0.0221 0.0078

D8S1132 17 0.08 0.094 0.189 0.068 0.093 23 0.015 0.0096 0.005  0.0133 0
18 0.215 0.212 0.15 0.203 0.14 24.2 0.035 0.035 0.0198  0.0686 0.0313

19 0.155 0.164 0.126 0.216 0.203 25.2 0.035 0.0382  0.0198  0.0442 0.0781
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20 0.13 0.148 0.126 0.157 0.179 26.2 0.05 0.0478 0.0396 0.0597 0.125
21 0.125 0.117 0.14 0.123 0.109 27.2 0.075 0.0669 0.0495 0.0951 0.0781
22 0.13 0.098 0.038 0.13 0.14 28.2 0.08 0.0701 0.0248 0.0531 0.0391
23 0.095 0.098 0.068 0.059 0.054 29.2 0.065 0.0669 0.0347 0.0752 0.0703
24 0.045 0.025 0.029 0.028 0.007 30.2 0.075 0.0764 0.0198 0.0487 0
25 0.005 0.006 0.004 0.002 0.007 31.2 0.015 0.0159 0.005 0.0487 0.0489
32.2 0.005 0.0064 0 0.0199 0

26 0.005 0.003 0 0 0 33 0.005 0.0032 0 0.0022 0
34 0.005 0.0064 0 0 0

(Tiurkiye haricindeki diger iilkelere ait veriler Phillips C, Fernandez-Formoso I, Gelabert-Besada m, Garcia-Magarinos J, Carracedo A ve ark. Global population variability in
Qiagen Investigator Hdplex STRs. Forensic Science International: Genetics 8 2014; 36-43 yayinindan alinmstir (73)).
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6.2.3. Hardy-Weinberg dengesi

Elde edilen veriler kullanilarak Arlequin v.3.5.1.2 programinda arastirilan 12
lokusun goézlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri ile p-degerleri hesaplandi ve
Hardy-Weinberg dengesine bakildi. Analiz sonucu elde edilen p-degerlerinin
anlamliligimi degerlendirebilmek i¢in p= 0,05/12 seklinde Bonferonni diizeltmesi
uygulanarak anlamlilik diizeyi p > 0.00416 olarak alindi. Bonferonni diizeltmesi
yapildiktan sonra arastirilan 7 lokus igin (D4S2366, D7S1517, D8S1132, D10S2325,
D12S391, D21S2055, SE33) istatistiksel olarak Hardy-Weinberg dengesinden sapma
gozlendi. Elde edilen sonuglar Tablo XXII’de gosterilmistir.

Tablo XXII. Hardy-Weinberg denge tablosu.

Alel Gézlenen Bekle_nen P-degeri
Lokus sayisi Heterozigotluk (Ho) Heter(c:_z'leg)]otluk HWD
D2S1360 11 0.79000 0.84809 0.03432
D3S1744 9 0.73000 0.81704 0.16202
D4S2366 7 0.67000 0.81347 0.00032
D5S2500 9 0.77000 0.82055 0.00617
D6S474 6 0.63000 0.78236 0.07197
D7S1517 13 0.70000 0.87618 0.00000
D8S1132 11 0.66000 0.86693 0.00016
D10S2325 10 0.74000 0.87337 0.00010
D12S391 11 0.72000 0.87814 0.00255
D18S51 12 0.77000 0.88015 0.06853
D21S2055 20 0.70000 0.89085 0.00000
SE33 27 0.75000 0.94090 0.00007

6.2.4. Popiilasyonlar arasi lokus bazindaki farkliliklar ve genetik uzakhk (Fst)

Calisma sonucu elde edilen veriler ile literatiirde paylasilmis olan Avrupa, Afrika, Dogu
Asya ve Amerika popiilasyonlarina ait alel frekans verilerinden yararlanilarak Fisher’s Exact
Test Arlequin v.3.5.1.2 yazilim programu ile popiilasyonlar arasi lokus bazindaki farkliliklar
belirlendi. Analiz sonucu elde edilen p-degerlerinin anlamliligin1 degerlendirebilmek igin
p=0.05/5 seklinde Bonferonni diizeltmesi yapildi ve 0.01’in altindaki degerler anlamli olarak
degerlendirildi. Ayrica Fst degerleri de hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo XXIII’de

gosterilmistir.
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Tablo XXIII. Popiilasyonlar arasi lokus bazinda farkliliklar (Fisher’s Exact Test).

Turkiye — Avrupa

Turkiye - Afrika

Turkiye - Dogu Asya

Turkiye -Amerika

Lokus
Fst p-degeri Fst p-degeri Fst p-degeri Fst p-degeri

D2S1360  -0.00732  0.99099+-0.0030 0.01070 0.05405+-0.0201 0.11082 0.00000+-0.0000 0.04373 0.00901+-0.0091
D3S1744  -0.00717 0.99099+-0.0030 -0.00313 0.73874+-0.0446 -0.00585 0.98198+-0.0096 0.00459 0.22523+-0.0546
D4S2366  -0.00786  0.99099+-0.0030 0.08542 0.00000+-0.0000 0.04687 0.00000+-0.0000 0.03910 0.00000+-0.0000
D5S2500  -0.00754 0.99099+-0.0030 0.00022 0.40541+-0.0563 -0.00114 0.48649+-0.0667 0.00364 0.18018+-0.0332
D6S474 -0.00811 0.99099+-0.0030 -0.00745 0.97297+-0.0125 0.02776 0.00000+-0.0000 0.01501 0.08108+-0.0212
D7S1517  -0.00695 0.99099+-0.0030 -0.00423 0.78378+-0.0490 -0.00098 0.51351+-0.0731 0.06650 0.00000+-0.0000
D8S1132  -0.00654 0.98198+-0.0096 0.00963 0.02703+-0.0194 -0.00279 0.77477+-0.0474 -0.00252 0.62162+-0.0345
D10S2325 -0.00596 0.94595+-0.0205 0.01686 0.00901+-0.0091 -0.00169 0.63063+-0.0407 0.00043 0.40541+-0.0493
D12S391  -0.00604 0.96396+-0.0142 0.00774 0.09009+-0.0192 0.00782 0.06306+-0.0194 -0.00465 0.64865+-0.0618
D18S51 0.00520 0.31532+-0.0563 0.01970 0.00000+-0.0000 0.00482 0.11712+-0.0360 0.00326 0.27928+-0.0417
D21S2055 -0.00703 0.99099+-0.0030 0.05557 0.00000+-0.0000 0.03018 0.00000+-0.0000 0.11010 0.00000+-0.0000
SE33 -0.00734  0.99099+-0.0030 0.00075 0.45045+-0.0621 -0.00325 0.75676+-0.0474 0.01063 0.00000+-0.0000

*Fst degeri 0-0.05 kiiguk, 0.05-0.15 orta diizey, 0.15-0.25 biiyiik, 0.25’den biiyiik ise ¢ok biiyiik bir genetik farklilagsmay1 gostermektedir (75).
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7. Tartisma ve Sonug

DNA analizi; tip, hukuk ya da sosyal alanlar gibi birgok farkli disiplin i¢in ¢ok degerli
bir bilgi kaynagidir. Ginimizde su¢ ve suglunun ortaya c¢ikarilmasi, sug¢ araglarimin
arastirilmasi ve suglunun kimliginin belirlenmesi, siipheli ile olay yerinden elde edilmis olan
DNA o6rneklerinin ayni kaynakli olup olmadiginin tespit edilmesi, miras-babalik davalari, kayip
kisilerin ve akrabalik iligkilerinin tespit edilmesi gibi bir¢ok farkli konu adli bilimler ve gelisen
DNA teknolojileri ile aydinlatilmaktadir (1). Adli vakalarda genetik analizlerin kullanilmasinin
asil amaci ayrim giicii oldukca yiikksek olan DNA profilinin elde edilerek hem sug
arastirmalarinda hukuka hizmet etmek hem de bireylerin genetik olarak irk ve cografi gruplar
iginde smiflandirilmasini miimkiin kilarak popilasyon genetigi ¢alismalar1 gergeklestirmektir.
Cografi basamaklar1 yaratan bolgesel farkliliklar alel frekanslarinin kademeli olarak
degisiminden kaynaklanmaktadir (14). Mevcut teknolojik ilerlemeler ile birlikte yeni genetik
isaretler tespit edilmis olmasina ragmen rutin kimliklendirmede daha ucuz, uygulamasi daha
kolay, standardizasyonu yapilmig ve gilivenilirligi kanitlanmis STR sistemleri tercih
edilmektedir (4). Son yillarda tiim diinyada CODIS’te yer almayan yeni STR lokuslarinin tespit
edilmesine yOnelik arastirmalar yapilmaktadir (8). 2017 yilinda FBI, CODIS’te yer alan 13
lokusun sayisini1 20’e yiikselttigini duyurmustur. Yeni eklenen lokuslar daha ¢ok olay yerinden
gelen bozulmus veya eser miktardaki DNA Orneklerinin kolayca tiplendirilmesini saglayan
miniSTR lokuslarindan olusmaktadir (76). CODIS’in giincel lokuslar1 haricinde yeni STR
markirlarinin belirlenmesi klasik STR analizleri i¢in tamamlayici ekstra bilgiler saglamasinin
yani sira Ozellikle akrabalik iliskilerinin s6z konusu oldugu zor vakalarda lokus sayisinin

arttirtlmasiyla calismanin giivenilirligi de ylikselmis olacaktir (10).

Bu tez caligmasinda aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, Tiirkiye’nin genelini

yansitacak sekilde ¢alismaya onam veren 100 kisinin kan 6rneklerinde daha 6nce arastiritlmamis
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10 STR lokusu (D7S1517, D3S1744, D2S1360, D6S474, D4S2366, D8S1132, D5S2500, ,
D10S2325, D12S391, D2152055) ve iki bilinen lokus (D18S51, SE33) Qiagen® Investigator
HDplex ticari kiti ile tiplendirildi. Gen sikliklar1 PowerStats v.1.2 (Promega Coorperation) ile

belirlendi ve farkli toplumlarla karsilastirildi.

Calisilan lokuslarda Tiirkiye popiilasyonunda en yaygin goriilen aleller D7S1517
lokusu icin 25. alel (0.210), D3S1744 lokusu igin 17. alel (0.32), D12S391 lokusu igin 18. alel
(0.195), D2S1360 lokusu igin 22. alel (0.295), D6S474 lokusu igin 16. alel (0.280), D4S2366
lokusu igin 9. alel (0.300), D8S1132 lokusu igin 18. alel (0.215), D5S2500 lokusu igin 11. alel
(0.270), D18S51 lokusu igin 16.alel (0.165), D21S2055 lokusu i¢in 19.1. alel (0.25), D10S2325
lokusu igin 12. alel (0.190) ve SE33 lokusu igin 18. alel (0.125) olarak belirlenmistir. Elde
edilen genotip verilerinden Arlequin v.3.5.1.2. yazilim programi kullanilarak beklenen ve
gozlenen heterozigotluk degerleri ve p-degerleri hesaplanmistir. Bonferroni diizeltmesi
yapilarak anlamlilik diizeyi p> 0.00416 olarak alinmistir. Tablo XXII’de gosterilmis oldugu
gibi arastirilan 7 lokus i¢in Hardy-Weinberg dengesinden sapma gozlenmistir. Bunun nedeni
ornek birey sayisinin kiiciik olmasi, lokuslarin alel sayilarinin fazla olmasi, go¢ oranlarinin ya
da mutasyon oranlarinin yiiksek olmasi ya da drneklemenin tiim popiilasyonu temsil edecek
sekilde yapilamamis olmasi ile agiklanabilir (81). Bu tez ¢alismasina dahil edilen 6rnek birey
sayist az oldugundan bir 6n caligma olarak degerlendirilmistir. Ancak bu sapmalara ragmen
arastirtlan 12 bolgenin 5’1 agisindan dengede oldugu ve alel frekanslarinin timii Avrupa
popiilasyonuna benzerlik gosterdiginden 6rnek sayisinin arttirilarak tekrarlanmasi halinde TUrk
toplumunun diinya toplumlar1 arasindaki yerinin belirlenmesi agisindan da énemli bir ¢alisma

olacaktir.

Olgu ¢ézlimiinde hangi lokusun daha yararli oldugunu anlayabilmek i¢in her bir lokusun
adli istatistik parametrelerinin bilinmesi gerekir. PIC, Het ve PD degerlerinin yiiksek olmasi o

lokusun adli genetik agisindan iistiinliigiinii gosterir. Bu ¢alismada arastirtlan 12 lokus igin elde



Yeni 10 STR Lokusunun Gen Sikliginin Belirlenmesi 70

edilen genotiplerin alel sikliklar1 ve istatistiksel parametreleri PowerStats v.1.2 (Promega)
kullanilarak hesaplanmistir. PowerStats v.1.2. veri girisinin kolay olmasi, Vverilerin
Ozetlenebilirligi ve sonuclarin grafik olarak elde edilebilmesi gibi avantajlardan dolay1 tercih
edilmistir. Bu program ile gergeklestirilen analizde; arastirilan her bir lokusun Tiirkiye
toplumundaki alel sikliklari, polimorfik bilgi icerigi (PIC), eslesme olasiligi (PM), ayrim giicii
(PD), babalik indeksi (TPI), dislama giicii (PE) ve heterozigotluk (Het) oranlar1 hesaplanmis
olup her biri ilgili tabloda (Tablo 1X-XX) sunulmustur. Dislama giicii degerlerine gore en ayirt
edici lokuslar D2S1360 (PE: 0.581), D5S2500 (PE: 0.545), D18S51 (PE:0.545) ve SE33
(PE:0.510) olarak belirlenmistir. Diglama giicli daha zayif olan en az ayirt edici lokuslar ise
D6S474 (PE:0.328), D8S1132 (PE:0.369) ve D4S2366 (PE: 0.383) olarak gozlenmistir. TUm
lokuslar i¢in elde edilen PIC, PD ve Het degerleri global populasyon verileri (73,77) ile
kiyaslandiginda; PIC ve PD verileri tum lokuslar igin benzer, heterozigotluk (Het) ise tim
lokuslar i¢in daha diisiik olarak gozlenmistir. Arastiritlan 12 STR lokusunun heterozigotlugu
0.630 ile 0.79 arasinda degisiklik gostermistir. Tablolarda da gosterildigi gibi en ayirt edici
lokus 0.79 heterozigotluk degeri ile D2S1360 iken en diisiik olan lokus ise D6S474 (Het 0.670)
olmustur. Ayrim giicii en yiiksek olan lokuslar ise SE33 (PD:0.983) ve D21S2055 (PD 0.968)
olarak belirlenmistir. Adli istatistik parametreler ayri ayr1 her bir lokus i¢in degerlendirildiginde
aralarinda denge oldugu ve PD degerleri arastirilan tim lokuslar igin 0.918 ve 0.983 araliginda
oldugundan, tiim lokuslar bir arada ¢alisildiginda Tirk populasyonu icgin kimliklendirmede
kullanilabilecek oranda rutin ¢alisilan lokuslara ek olarak gerekli dislama giicline

ulasilabilmektedir.

Investigator Hdplex Kit (Qiagen) ile c¢alisilmis olan diger popiilasyonlarin (Avrupa
(158), Afrika (112), Dogu Asya (232) ve Amerika (65)) frekans verileri, bu ¢alismada

arastirtlan lokuslarin alel frekanslari ile karsilastirilmig (73, 80) ve grafik gosterimleri Sekil
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23-34’te gosterilmistir. Grafiklerde de gorildiigii iizere Tiirkiye populasyonu genel olarak

Avrupa populasyonu ile benzerlik gostermektedir.

Calisilan yeni STR lokuslar1 i¢in gesitli toplumlar i¢in ¢alismalar yapilmis olmasina
ragmen Tiirkiye toplumu icin yapilmis herhangi bir ¢alisma heniiz rapor edilmemistir. Bu
nedenle bu ¢alisma diinya toplumlari arasinda Tiirk toplumunun yerinin belirlenmesi agisindan
da 6nemli bir 6n ¢alisma olarak degerlendirilebilir. Popilasyonlar arasinda hangi lokuslarin
genetik olarak daha yakin veya uzak oldugunun oldugunun bilinmesi 6nemlidir. Populasyonlar
arast genetik uzaklik (Fst) analizi ile farkli popiilasyonlarin genetik benzerliginin seviyesinin
tespit edilmesi mimkindur. 0-0.05 arasindaki Fst degeri genetik farklilagsmanin kiigiik oldugu
anlamina gelirken, 0.05-0.15 arasindaki degerler orta diizeyde farklilagsma, 0.15-0.25 arasindaki
degerler biiyiik ve 0.25°den biiyiik olan degerler ise ¢ok biiyiik bir genetik farklilasma oldugunu
ifade etmektedir. Bu degerin negatif olmasi ise iki popiilasyon arasindaki farkliliktan ¢ok
popiilasyondaki bireyler arasinda farklilik oldugu anlamina gelmektedir (75). Turkiye
popiilasyonu i¢in aragtirilan 12 lokusa ait alel frekanslart Arlequin v.3.5.1.2. yazilimi
kullanilarak lokus bazinda p-degerleri ve populasyonlar aras1 Fst degerleri hesaplandiktan sonra
elde edilen verilerin anlamliligin1 degerlendirebilmek i¢in Bonferonni diizeltmesi yapilmistir.
Bonferroni diizeltmesi yapildiktan sonra 0.00416’nin altindaki degerler anlamli olarak
degerlendirilmistir. Tablo XXIII’de gosterilmis oldugu gibi Tiirkiye ve Avrupa popiilasyonlari
arasinda bir farklilik gozlenmezken; Afrika popllasyonu ile 4 lokusta (D4S2366, D10S2325,
D18S51, D21S391), Dogu Asya popiilasyonu ile 4 lokusta (D2S1360, D4S2366, D6S474,
D21S2055) ve Amerika populasyonu ile 5 lokusta (D2S1360, D4S2366, D751517, D21S2055,

SE33) farkliliklar gozlenmistir.

Investigator Hdplex Kkiti, kimliklendirmede kullanilan STR lokuslari i¢in tamamlayici
niteliktedir ve iki kardesin dahil oldugu babalik davalari gibi bazi 6zel olgularin adli

uygulamalarinda bireyler arasinda daha ¢ok lokusla ayrim yapmak iizere gelistirilmistir.
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Calismamizda kitin toplumumuz i¢in analiz edilen adli parametreleri agisindan ele alindiginda
kimliklendirme, babalik testi ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesi gibi adli ¢alismalarda

guvenilirlikle kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Daha sonra benzer calisma yapacak olan kisilerin 6rnek birey sayisini arttirmalari
halinde populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olmasi ongoriilmektedir. Kit prosedir

takip edildiginde DNA konsantrasyonu yeterli ise (0.5 ng) herhangi bir teknik kisitlama yoktur.

Sonug olarak bu ¢alisma bulgulari ile s6z konusu kitin adli laboratuarlarda mevcut STR
lokuslarmi desteklemek amaciyla kullanilabilecegi sOylenebilir, ancak bu arastirma bir 6n
calisma niteliginde oldugundan daha sonra yapilacak caligsmalarla 6rnek sayisinin arttirilmasi

gerekmektedir.
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9. Ekler

Ek 1. Bilgilendirilmis Onam Formu
Istanbul Universitesi Adli T1p Enstitiisii tarafindan yiiriitiilen ve asagida adi gegen arastirma
projesinde kullanilmak {izere biyolojik érnek verme yoluyla katkida bulunmanizi dileriz.
Projenin adi : Yeni 10 STR Lokusunun (D7S1517, D3S1744, D12S391, D2S1360, D6S474,
D4S2366, D8S1132, D5S2500, D21S2055, D10S2325) Tirkiye’deki Gen Sikliginin
Belirlenmesi
Proje Yiriitucisu: Tugba Sohtorik Oztiirk
Arastirmanin amaci: Bu tez calismasinda biyolojik orneklerden kisilerin DNA profilleri
¢ikarilacaktir. Bunun igin DNA iizerindeki STR denilen kisa tekrar dizileri incelenecektir.
Ancak kisi identifikasyonunda, adli arastirmalarda, babalik davalar1 ve akrabalik iligkilerinin
belirlenmesinde rutinde siklikla bakilan bolgelere alternatif daha 6nce galisilmamis yeni STR
bolgeleri kullanilacak ve bu bdlgelerin Tiirkiye’deki goriilme sikliklarina bakilacaktir. Tez
calismas: sonunda s6z konusu lokuslara ait elde edilecek gen sikliklari cesitli biyolojik
delillerden kisi identifikasyonu, babalik ve akrabalik tayininde kullanilabilecektir. Ayrica
literatiire daha Once arastirilmamis yeni polimorfik bolgeler kazandirmasi acisindan da 6nem
tasimakta olan bu calisma kisi identifikasyonunda zorluklarin yasanabildigi bazi durumlarda
sonuclarin alternatif yollarla teyit edilmesini miimkiin kilacaktir.
Arastirmanin katilimeiya herhangi bir etkisi yoktur. Goniilli, istedigi anda arastirmaciya haber
vererek arastirmadan cekilmek isteyebilir. Bu durumda arastirmaci, katilimcinin 6rneklerini
derhal imha edecektir. Ayrica, aragtirmaci tarafindan da gerek goriildiiglinde katilimecinin

arastirma dis1 birakilacagi bildirilebilir.

Gondilli katilimei, aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmeyecektir. Ayrica kendisine bir 6deme yapilmayacaktir.
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Gondiillii katilimeinm kimlik bilgileri son derece gizli tutulacaktir ve hicbir surette kimse ile
paylasilmayacaktir. Bilgilerin kullaniminda kodlama kullanilacaktir. Katilimeinin ¢aligmadan

herhangi bir neden ile ayrilmasi durumunda tiim kayitlari silinecektir.

Ister dogrudan, ister dolayl1 olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin

saglanacagi konusunda gerekli giivence verilmektedir.

Bilgilendirilmis olur: Bilgilendirilmis olur formunu okudum ve anladim. Konu ile ilgili yazili
ve sozlii agiklamalar tarafima yapildi. Yukarida adi gecen calisma i¢in biyolojik 6rnek vermeyi
kendi rizamla, higbir bask1 ve zorlama olmaksizin kabul ediyorum. 1.U. Adli Tip Enstitiisiiniin
genetik inceleme sonuglarimi anonim bir sekilde bilimsel yaymlarinda kullanmalarini kabul

ediyorum.

Arastirmacinin mobil telefon numarasi: 0535 2283147

Arastirmaya gonulli katilan Kisinin Arastirmacinin
Ad1 - Soyad: Ad1 — Soyadu:
Dogum yeri: Imza

Yasi:

imza
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Ek 2. Etik Kurul Onay1
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Ek 3. Genotip Bilgileri
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Ornek No

D7S1517 D3S1744 D12S391 D2S1360 D6S474 D4S52366 D8S1132 D5S2500 D2152055 | D10S2325 D18S51 SE33
5 21 23 14 18 21 23 20 20 14 16 13 13 19 18 11 15 26 26 8 8 19 19] 222 222
6 19 21 15 16 18 21 22 24 13 14 13 22 18 11 16 30 35 11 12 17 23 17 24.2
7 21 22 15 18 15 15 22 23 13 14 12 21 18 11 14 25 34 14 14 16 20 20 30.2
8 18 24 15 18 21 23 22 26 17 17 12 13 17 18 11 16 29 30 11 11 16 211 222 312
9 24 24 15 17 18 18 24 25 15 16 13 14 19 17 14 15( 191 32 12 13 13 13 14 14
10 22 25 18 17 17 22 22 23 13 16 12 22 22 10 16] 19.1 19.1 7 13 23 14 23
11 24 24 16 16 21 21 22 24 14 14 13 17 17 11 12 191 191 10 13 13| 30.2 30.2
12 19 26 16 19 23 23 22 26 13 13 12 12 20 18 13 16| 19.1 25 11 12 15 19 19 28.2
13 21 22 17 18 19 21 21 22 13 16 13 20 18 11 15] 19.1 25 14 16 16 16 29.2
14 19 22 17 19 19 21 22 22 13 14 12 20 18 12 16| 191 25 12 15 16 16 27.2
15 22 22 14 17 17 18 22 23 13 16 10 14 21 22 10 15] 19.1 31 12 14 17 17 17 17
16 23 25 16 17 19 22 21 25 16 16 9 12 18 18 11 10 20.1 25 13 13 16 20 16 26.2
17 17 20 17 18 18 23 24 29 15 15 10 14 19 23 15 16] 19.1 19.1 11 12 16 17 272 29.2
18 19 20 16 17 17 23 21 29 13 15 9 13 19 22 11 15( 191 25 8 11 14 16 16 27.2
19 21 21 17 18 18 18 27 26 14 14 12 12 21 21 11 11 26 34 11 15 15 17 15 17
20 19 21 17 18 17 18 20 25 13 16 11 14 21 18 11 11 26 34 12 15 16 17 17 29.2
21 21 22 17 20 17 18 23 23 16 16 10 12 18 23 11 13 26 25 14 15 16 16 16 16
22 19 20 18 19 17 17 22 28 15 16 11 13 19 24 12 15| 19.1 30 11 12 16 17 17 28.2
23 21 24 17 19 19 21 22 24 14 17 14 19 18 13 16| 191 32 12 14 18 18 18 18
25 19 25 14 17 21 21 21 22 15 15 14 19 19 10 13] 19.1 31 12 13 16 16| 27.2 272
26 22 22 17 18 15 17 21 22 13 14 10 14 17 25 11 15] 19.1 26 7 16 20 20 33
27 21 21 17 17 20 21 21 26 13 17 12 13 20 23 11 10( 191 191 13 14 18 18 19
28 20 20 17 17 15 20 22 22 15 17 11 11 19 17 11 13| 19.1 34 13 12 14 14 19 19
29 18 24 16 18 17 20 20 21 13 15 9 9 19 19 12 16 25 25 8 11 16 17 17 322
30 25 25 15 15 20 20 23 26 13 13 10 14 18 19 14 15| 17.1 26 12 12 16 20 20 21
31 19 23 16 18 18 22 21 22 14 16 10 12 21 18 11 12 191 191 7 10 15 18 15 18
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Ornek No | D7s1517 D3S1744 D12S391 D2S1360 D6S474 D4S2366 D8S1132 D5S2500 D2152055 | D10S2325 D18S51 SE33
32 25 23 15 19 19 21 25 27 13 13 9 12 18 18 11 13 25 33 12 14 14 15 14 15
34 19 19 17 17 19 19 20 22 13 15 11 13 22 22 14 15( 16.1 26 11 12 15 15 18 24.2
40 19 19 14 14 20 23 20 26 13 16 12 12 22 18 11 15 26 34 11 11 13 14 18 18
42 20 25 19 19 17 17 20 25 13 15 9 12 17 17 13 15| 19.1 26 10 15 14 20 16 26.2
43 22 22 20 20 18 20 22 22 17 17 9 12 17 21 11 16| 191 30 11 13 13 13 15 21
48 16 19 20 20 19 20 22 22 13 16 9 12 22 23 13 11 26 16.1 9 10 14 17] 29.2 30.2
54 21 21 19 19 18 22 20 21 13 13 9 13 18 18 12 15( 16.1 16.1 10 12 12 16 18 27.2
55 20 25 16 18 21 24 20 22 13 17 9 13 20 22 10 15] 16.1 16.1 12 13 17 17 18 27.2
58 23 23 17 17 20 23 23 23 13 14 9 16 16 17 17] 16.1 16.1 13 12 14 18 26.2
59 25 23 18 17 18 23 22 27 14 17 9 21 21 15 17( 191 191 13 14 15 16 30.2
60 19 25 18 19 15 19 22 25 16 17 13 14 19 19 11 141 16.1 35 12 12 19] 28.2 30.2
61 20 26 17 17 18 19 20 22 16 16 9 13 17 19 15 16 25 29 10 11 12 14 15 282
62 19 19 14 16 16 18 21 22 15 16 11 14 18 18 11 15| 19.1 25 7 7 13 15 14 312
63 20 25 18 20 19 23 25 25 14 16 13 13 20 18 11 10 31 31 12 13 17 19 19 28.2
64 25 25 18 19 20 20 22 22 14 16 9 9 17 18 11 10 16.1 191 8 11 15 19 19 252
65 25 25 21 21 21 21 26 26 13 13 10 14 17 17 15 15| 19.1 30 10 10 13 13] 20.2 29.2
66 19 24 18 19 19 22 22 23 14 15 12 12 20 26 12 11| 191 25 13 12 12 16 17 19
67 19 25 15 15 18 18 23 23 14 14 9 9 19 20 16 16] 19.1 19.1 7 7 20 201 272 272
69 19 25 18 19 18 20 22 24 14 14 13 14 18 22 16 16| 191 29 12 15 15 16 14 19
70 23 25 17 21 20 20 20 23 14 16 10 13 22 18 12 15| 19.1 34 10 12 12 201 19.2 242
71 20 20 14 18 17 18 22 24 15 16 9 13 20 23 11 12| 19.1 34 9 14 13 16| 222 252
72 19 22 16 19 22 25 22 22 15 17 10 12 20 18 12 15 33 34 12 13 14 15 272 30.2
74 22 23 17 17 22 22 22 23 15 15 11 14 17 18 15 16| 211 31 7 12 12 17 16 17
75 23 23 14 17 18 18 22 26 14 16 11 23 24 15 16 191 191 7 14 13 15 19 19
76 22 25 17 17 23 24 22 26 14 18 14 19 19 11 16 25 36 9 12 13 15] 26.2 26.2
77 24 25 14 16 19 22 22 27 16 17 13 13 18 18 12 10( 191 211 7 7 13 15( 28.2 282
78 23 25 17 18 16 16 22 27 14 16 11 14 19 24 12 12 211 34 7 12 13 19 18 252
79 22 22 16 17 22 22 22 28 15 15 13 13 24 24 13 13 25 30 9 11 14 14 242 282
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Ornek No | D7s1517 D3S1744 D12S391 D2S1360 D6S474 D4S2366 D8S1132 D5S2500 D2152055 | D10S2325 D18S51 SE33
80 25 23 17 18 18 18 20 22 13 14 11 12 21 21 17 17] 19.1 25 10 15 13 18 23 23
81 20 20 17 17 21 23 26 27 13 18 9 9 19 23 12 15( 191 32 14 14 13 16 19 19
82 25 26 17 20 19 21 20 24 14 14 10 14 23 23 15 15( 16.1 25 11 14 13 17| 26.2 29.2
83 24 25 15 17 22 24 21 21 14 16 14 14 23 24 15 16| 181 181 8 10 12 16| 242 252
84 21 25 14 16 19 21 23 24 16 16 13 22 23 12 15 35 35 10 10 16 18 21 282
87 19 24 18 18 19 23 22 26 16 16 15 21 22 11 13] 19.1 33 8 12 14 14 18 29.2
88 19 23 14 16 17 19 22 24 16 18 10 10 21 22 11 10( 191 191 10 11 15 16| 26.2 26.2
89 20 25 17 19 20 20 23 22 15 16 9 9 20 20 12 12| 19.1 34 11 13 14 28.2 282
90 25 25 15 18 22 22 22 23 13 13 10 10 17 20 15 15 33 33 13 12 17 19 19
91 26 25 17 18 17 18 22 23 16 16 12 20 22 11 12| 16.1 26 13 10 16 19 27.2
92 20 20 16 17 17 22 20 22 15 17 11 20 21 12 12 25 35 12 13 14 17 17 252
93 20 20 16 17 20 23 22 28 13 16 14 14 19 23 11 15 26 33 13 10 13 14| 28.2 29.2
140 20 25 17 17 19 22 21 24 14 16 10 10 22 18 10 11] 19.1 23 13 15 19 30.2
141 20 26 17 17 18 19 27 28 14 17 9 13 20 20 12 15( 191 201 15 17] 16.2 27.2
145 25 25 17 17 20 21 24 24 16 16 9 20 20 13 15 26 33 12 13 18 18 18 26.2
177 21 24 14 14 24 24 23 24 16 17 9 21 21 15 15] 20.1 20.1 10 10 14 15 16 20
178 22 24 15 17 23 24 22 23 13 14 9 13 19 23 12 15( 191 26 16 14 17] 21.2 272
179 18 21 15 18 19 20 20 22 13 13 9 12 19 20 11 10| 19.1 20.1 14 14 14] 252 26.2
181 23 23 14 17 18 18 23 25 13 13 9 9 22 23 15 15( 16.1 29 11 11 16 16| 30.2 30.2
182 21 25 17 20 17 21 20 23 16 16 9 12 17 22 11 141 171 26 10 11 13 17 17 19
183 21 22 15 17 15 19 20 20 13 16 13 13 22 22 11 11] 20.1 25 7 7 13 15 17 17
186 19 19 16 19 17 23 22 25 14 16 9 9 18 18 11 11 171 171 11 13 13 15 252 312
191 18 27 14 16 18 20 19 19 16 17 12 14 20 24 15 15] 191 19.1 10 12 13 18 18 18
192 23 25 19 19 20 20 25 25 13 13 10 11 18 18 12 12| 16.1 31 9 10 14 16| 242 282
197 21 23 14 18 17 18 22 23 16 16 9 18 18 10 11 27 27 13 15 18 18 20 29.2
200 21 24 16 18 19 19 22 26 15 16 10 20 20 11 12 26 26 10 10 13 18 17 29.2
201 21 23 16 17 17 17 25 25 16 16 9 21 22 14 15 26 26 13 13 14 16 21 21
202 25 25 15 19 17 18 20 28 16 16 11 12 18 18 12 15| 19.1 32 11 11 14 15| 14.2 20
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Ornek No | D7s1517 D3S1744 D12S391 D2S1360 D6S474 D4S2366 D8S1132 D5S2500 D2152055 | D10S2325 D18S51 SE33
203 24 24 17 19 18 18 23 23 13 14 12 12 20 20 11 12 34 34 11 12 12 14 18 18
204 23 24 13 17 21 21 20 28 15 15 12 15 19 19 11 10 20.1 35 12 13 16 16 18 24.2
206 18 20 16 21 18 21 23 26 13 14 12 13 21 21 11 14 26 29 13 14 18| 27.2 30.2
207 22 27 18 18 18 19 21 25 13 15 10 10 19 22 12 12 26 33 10 12 12 18 29.2
208 23 25 14 18 20 22 22 25 14 15 10 12 19 22 11 12 26 35 7 17 18| 29.2 34
209 23 25 16 18 18 23 23 23 13 16 11 14 21 24 11 12 29 34 10 18 20 20 30.2
210 24 24 16 19 18 19 23 23 13 14 10 11 23 24 15 15 33 33 10 12 18 19 21 29.2
212 18 24 16 18 19 20 22 24 14 16 10 14 18 19 15 16 25 33 12 12 13 15 13 272
213 25 23 17 18 21 24 24 26 14 17 10 11 21 23 11 18 35 35 11 11 12 19 13 13
214 18 22 16 20 17 19 22 26 14 14 10 10 22 23 11 16 201 201 12 13 14 15 18 18
215 19 23 17 17 22 25 20 26 13 13 10 12 21 22 15 15 34 34 10 9 12 12 18 30.2
216 25 25 14 19 20 22 27 28 13 14 10 13 16 18 14 15( 201 221 11 15 12 14| 22.2 30.2
217 18 24 16 17 17 24 20 25 13 14 10 13 19 21 10 11 27 34 11 12 15 20 28.2
218 19 24 16 17 19 23 23 24 13 16 9 9 20 23 12 15 25 33 11 16 17 18 20
219 18 24 18 18 20 22 22 24 14 14 11 14 21 23 11 141 20.1 29 11 13 13 14| 14.2 16
220 24 28 17 17 18 22 21 22 16 16 9 9 19 21 11 12 25 35 10 14 12 13 13 30.2
221 22 24 17 19 18 23 22 24 14 14 12 13 18 18 11 16 28 28 12 12 13 14 18 28.2
222 24 25 16 17 18 21 23 26 13 17 9 12 19 18 11 11 27 33 13 9 13 19 18 28.2
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