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1. Giris ve Amag

1.1. Tezin Amaci

Insan genomunda 2-6 tekrardan olusan ve kisa tekrar bolgeleri olarak adlandirilan
STR’ler (Short Tandem Repeats), adli kimliklendirme ve nesep tayini amaciyla diinyada
ve tlkemizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yillar igerisinde DNA teknolojilerinin
ilerlemesi ve farkli tekniklerin gelistirilmesiyle ayni anda 16-24 farkli STR bolgesi tek bir
PCR tiipii igerisinde multipleks olarak c¢ogaltilabilmekte ve “barkod” niteliginde DNA

profilleri elde edilmektedir.

Ayirim giicii oldukga yiiksek olan bu genetik isaretler sayesinde adli olgular; diger
polimorfik sistemlere gerek kalmadan c¢oziilebilmektedir. Halihazirda Diinya’da ve
ilkemizde en ¢ok kullanilan STR markirlan AmpFLSTR® Identifiler® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems®-Life Technologies) D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA,
TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818 ve FGA’dir (1). Bu 16 bdlgeli sistem, bir
Amerikan firmasi tarafindan multipleks olarak tek reaksiyonda g¢alisacak sekilde optimize
edilerek kit haline getirilmis, lilkemizde ve tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tez galismasi ile amaglanan; mevcut STR kitlerinden daha genis analiz kabiliyetine sahip
yeni bir STR (Short Tandem Repeats) multipleks sistemi gelistirmektir. Diinyada ve
tilkemizde siklikla kullanilan 16 STR lokusuna ek olarak 2 mini-STR lokusu (D14S51434,
D10S1248) daha ilave edilerek multipleksteki STR sayis1 18’e yiikseltilecektir.
Eklenecek olan 2 mini-STR ile kitin ayrim giiciniin arttirtlmas1 ve degrade olmus
orneklerde daha basarilit DNA profili elde edilmesi beklenmektedir. Biyolojik 6rneklerin
maruz kaldig1 ¢evresel kosullara bagl olarak basarili profilleme yapmak bazen imkansiz

olabilmektedir. Ayrica, mevcut sistemde kullanilan biiyilk amplikonlu lokuslar,
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molekiiler yapist  bozulmus DNA  oOrneklerinde ¢ogaltilamamaktadir.  Diisiik
konsantrasyona sahip DNA o&rneklerinde dahi, 18 STR multipleks sistemin, tek
reaksiyonda basarili amplifikasyonu ile dogru DNA profili elde edilmesi

amaglanmaktadir.
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2. Genel Bilgiler

2.1. DNA Parmak izi

DNA teknolojisinin hizla gelismesi, daha az miktarda materyallerle caligilabilmesi, daha
dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesi, otomatize sistemlerin gelistirilmesi, tek
kullanimlik kitlerin iretilmesiyle teknolojinin ucuzlamas: adli tip alaninda da bu
teknolojinin kullanimini arttirmistir. DNA kimliklendirmesine dayali ¢alismalarda, olay
yerinin arastirtlmasi, adli olayla iliskili kisilerin kiyafetleri ve viicutlarindan elde edilen
delillerin suglanan kisilerin DNAlariyla karsilastirilmasi; kriminal nedenli 6liimler, dogal
nedenlerle gergeklesen dliimler ve afetler nedeniyle 6len kimligi bilinmeyen sahislara ait
cesetler, viiclitlarina ait pargalar ve insan kaynakli biyolojik materyalin
kimliklendirilmesi ve 6liim nedeninin tespit edilmesinde biiyiik 6nem kazanmistir. Zaman
gectikce DNA, suclamalarin, aklanmalarin hatta yargilamanin sonuglarin etkileyen temel
unsurlardan biri haline gelmektedir. Adli Tip’da; kimliklendirme (identifikasyon) islemi,
bir kisinin kimlik o6zellikleri kullanilarak sistematik olarak tanimlanmasina ve diger
insanlardan ayirt edilebilmesine olanak saglarken, kisisellestirme (individualizasyon) ise
olay yerinde bulunan bir biyolojik materyalin kime ait oldugunu tespit etme islemidir (2).
Adli bilimler gesitli olaylarin incelenmesinde, sugun ve su¢lunun ortaya ¢ikarilmasi, sug
araglarmin arastirilmasi, su¢lunun kimliginin belirlenmesi, silipheli ile olay yerinden gelen
DNA orneklerinin ayn1 kaynaktan gelip gelmediginin tespiti, miras babalik davalar1 ve
akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde genetik kimliklendirme yapabilmektedir.

Gegmiste kimliklendirmede kullanilan eritrosit antijenleri, protein ve enzimlere dayali
cesitli yontemlerle yiiksek gilivenilirlikte sonuglara ulagmak miimkiin degilken 1985

yilinda Alec Jeffreys’in DNA molekiiliindeki minisatellit olarak adlandirilan
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polimorfizmi kesfetmesinden sonra adli bilimlerde daha giivenilir, ayirim giicii yiiksek ve
hassas DNA sistemlerinin kullanimma gegilmistir (3). Identifikasyon tarihindeki ilk
kullanigh sistem 1900’li yillarda kesfedilen ABO kan gruplar sistemidir. Daha sonra
MN gruplarinin kesfedilmesi ile birlikte 1960’larda tamami kullanighi olmamakla birlikte
bilinen 17 kan grubu sistemi tanimlanmistir. Daha sonraki yillarda serum proteinleri,
hemoglobin ve lokosit antijenleri diizeyinde ifade edilen genetik isaretlerden
yararlanilmig ancak ayrim giiglerinin diisiik ve sinirlt olmasi, az miktardaki materyal igin
hassas ve giivenilir sonuglar elde edilememesi gibi sorunlar nedeniyle gelisen teknoloji
ile birlikte yeni arayislar soz konusu olmustur. 1985 yilinda DNA’nin polimorfik
ozelliginin kesfini takiben ¢esitli sayida tekrarlardan olusan ve mendel kalitimina uygun
olarak aktarilan VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) denilen diziler adli
calismalarda oncelikli olarak kullanilmaya baslanmistir (4). Genomda 9-100 bg arasinda
degisen bu ardigik dizi tekrarlar1 minisatellit markirlar olarak da tanimlanmaktadir (5),
(6).

Gelisen teknolojiler ile zamanla VNTR’ler yerini daha kisa tekrar dizilerinden olusan
STR (Short Tandem Repeats)’lere birakmistir. 1994 yilinda ilk STR Kkitinin
iiretilmesinden sonra 1997 de 13 STR boélgesi tanimlanmig, 1999 da ise cesitli
laboratuarlarda multipleks STR kitlerinin validasyonlar1 yapilmaya baslanmistir. 2000
yilinda FBI ve diger laboratuarlar RFLP tekniginden vazge¢mis ve ticari STR Kkitlerini
kullanmaya baglamistir (7).

Son yirmi bes senedir adli kimliklendirmede kisa tekrar dizinleri (short tandem repeat
(STR)) lokuslar1 kullanilmasina ragmen bozulmus ve beklemis eski biyolojik 6rneklerin
tiplendirilmesinde sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle STR lokuslarma alternatif yeni

polimorfik bolgeler kesfedilmektedir. Eski ve bozulmus 6rneklerde son zamanlarda tek
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niikleotid polimorfizmi (single nucleotide polymorphism (SNP)) lokuslar1 tercih
edilmektedir (7).

DNA analiz tekniklerinin temeli genetik polimorfizme dayanmaktadir. Insan genomunda
herbiri farkli lokuslarda yer alan 50.000-100.000 geni kodlayan yaklasik 3 milyar baz
cifti bulunmaktadir. Baz1 genler “alel” adi verilen birden fazla formda bulunabilir. Her bir
birey biri anne digeri babadan olmak {izere iki farkli alel tagiyabilirken bir populasyonda
ayn1 gen icin ¢ok sayida alel olabilir.

DNA markirlar, bir tiir icerisindeki farkli bireylerde dizi polimorfizmi gdsteren DNA
bolgeleridir ve varyasyonun belirlenmesinde giiniimiizde en sik kullanilan yontemdir (8).
Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) kesfinden sonra genetik c¢aligmalarda PZR
temelli markirlar daha ¢ok tercih edilmeye baslanmistir. Karry Mullis tarafindan 1985
yilinda ilk kez ortaya konulan bu teknoloji sayesinde genomun 6zgiin bdlgelerinin in
vitro sartlarda ¢ogaltilabilmesi ve elektroforez teknikleri ile gériintiilenmesi miimkiin hale
gelmistir. DNA teknolojisi ve molekiiler biyolojideki hizli gelismeye paralel olarak daha
ekonomik, kolay ve polimorfik olmalarindan dolay1 6zellikle PZR temelli DNA markir
sistemleri (RAPD- Randomly Amlified Polimorphic DNA/Rastgele Amplifiye Edilmis
Polimorfik DNA, EST-Expressed Sequence Tags/ Ifade Edilen Sira Etiketleri, STS-
Sequence Tagged Sites/Dizi Etiketli Bolgeler, SSCP- Single Strand Conformation
Polymorphism/ Tek zincirli Yap1 Polimorfizmi, AFLP- Amplified Fragment Length
Polymorphism/ Cogaltilmig Fragman Uzunluk Polimorfizmi, STR-Short Tandem
Repeats/Kisa Ardisik Tekrar Dizileri ve SNP-Single Nucleotide Polimorphisms/Tek
Niikleotid Poliimorfizmleri) genetik c¢aligmalarda daha yaygin olarak kullanilmaya

baslanmistir.
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2.2. DNA Kimliklendirmesinde Kullanilan Metotlar

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR analizi, tek bir DNA 6rneginden milyonlarca kopya DNA olugumunu saglayan bir
tekniktir. Kalittmin dogrulanmasi amaciyla aragtirma laboratuvarlarinda kullanilmak
tizere Karry Mullis tarafindan gelistirilmistir. DNA {izerindeki hedef bolgelerin
cogaltilarak analiz edilmesini amag¢lamaktadir. PZR teknigi kullanilarak gerceklestirilen
DNA amplifikasyonu, adli bilimlerde sadece birkag hiicreden DNA analizi miimkiin

olabilmektedir (9).

2.2.2. RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi)

RFLP, giliniimiizde yaygin olarak kullanilmasa da adli bilimlerde DNA analizi ig¢in
kullanilan 1ilk tekniklerden biridir. DNA’nin Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzim
kesimleri ile birbirinden farkl biiyiikliikteki fragmanlara ayrilmasi ve olusan DNA parga
uzunluklari, restriksiyon parga uzunluk polimorfizmleri (RFLP “Restriksiyon Fragment
Length  Polymorphism/Restriksiyon =~ Parca ~ Uzunluk  Polimorfizmi”)  olarak
adlandirilmaktadir. Restriksiyon enzimleri, DNA dizisinde spesifik dizileri tanir ve belli
bir noktadan keserek DNA’y1 ikiye ayirir. Her bir restriksiyon endoniikleaz enziminin
kendisine 6zgii kesim bolgeleri bulunmaktadir. RFLP teknolojisi ile DNA dizisinde
bulunan dizi farkliliklar1 kolayca tespit edilebilmektedir. RFLP analizinde, DNA
oncelikle bir veya birden fazla RE enzimi ile kesilerek agaroz jel elektroforezinde
yiritiilir. DNA dizi farkliliklarina gore genom bolgesinde farkli RE kesim alanlar1 ve
dolayisiyla bireyler arasinda farkli DNA fragman profilleri olusur. Alkali jelde denatiire
olmus DNA fragmanlar1 Southern blot yontemi ile nitroselilloz kagidina alinir.

Radyoaktif isaretli bir DNA probu kullanilarak 6zgiin DNA fragmanlar1 ve profili tespit
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edilebilir (Sekil 1). Polimorfizm orani ¢ok yiiksek olmasindan dolay1 aile agaci ve
haritalama analizlerinde tercih edilmistir (10).
RFLP markirlarinin dezavantajlart ise; analizin yapilabilmesi i¢in yiiksek molekiiler

agirliga sahip DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi ve teknolojik olarak uzun ve yorucu bir yontem

olmasidir.
Enzim kesim bolgesi, i
/ \ A
A¥ B c YD E —— C
) " . ' T . _— 5 e C
Ornek 1 - - o : = B
Elektroforez - E
A B C
. o . . —
Ornek 2 - - ~ D
Izole edilen DNA restriksivon A

enzimleri ile kesilir Omeki  Omek?

Sekil 1. RFLP Teknigi (52)

2.2.3. RAPD (Randomly Amlified Polimorphic DNA/ Rastgele Amplifiye Edilmis

Polimorfik DNA)

RAPD (Randomly Amlified Polimorphic DNA- Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik
DNA), rastgele secilmis ortalama 10 bp uzunlugunda primerler kullanilarak DNA’nin
PZR ile c¢ogaltilmasi ve elde edilen amplikonlarin Ornekler arasinda polimorfik
fakliliklarina dayanan karsilagtirma teknigidir. Elde edilen amplikon biiyiikliikleri 100 bp
ile 2 kb arasinda degisebilmektedir. Bu teknikte klonlamaya gerek duyulmaz, dizilemeye
ihtiya¢ duyulmaz, ayni anda bir¢ok lokus tespit edilebilir, yliksek ayrim giicii ve tiir i¢i

cesitliligin  gozlemlenebilmesi nedeniyle Ozellikle filogenetik c¢alismalarda siklikla
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kullanilir. Kisa primerlerin baglanma kosullarindan kolayca etkilenmesi nedeniyle

tekrarlanabilirligi yoktur (Sekil 2) (11).

DNA SABLONU

l RAPD PZR

— —>
| |
<« S
RAPD PZR
Uriinleri
——— —
Amplifikasyon iiriinlerinin

jel elektroforezi
—
—

\ 4

Amplifikasyon iiriinlerinin boylarinin tespiti ve

Karsiastirma

Sekil 2. RAPD Teknigi (11)

2.2.4. AmpFLP (Amplified fragment length polymorphism /Cogaltilmis parca

uzunlugu polimorfizmi)

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP-Amplified fragment length
polymorphism) teknigi, Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis DNA
pargalarinin secici PZR ile ¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir. AFLP teknigi genomik
DNA’nin enzimler ile kesilmesi ve kesilen parcalarin uc¢larina oligoniikleotid adaptdrlerin
baglanmasi ile baglar. Kesilen bolgelerin amplifikasyonu ve amplifiye edilen bdlgenin
poliakrilamid jelde analiz edilmesi temeline dayanir. RE ile kesilen bolgelerin niikleotid

dizisi bilinmeden jel elektroforez ile goriintiilenebilmektedir. AFLP sistemi, RFLP’ye
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benzer 6zelliklere sahip olmakla birlikte RFLP’ye gore analizi daha kolaydir ve daha az

miktarda DNAya ihtiya¢ duymaktadir (12).

2.2.5. Mitokondrial DNA Analizi

Mitokondrial DNA (mtDNA) maternal kalitim géstermekte olup, ¢ift zincirli ve halkasal
yapidadir. MtDNA’nin insandaki genetik materyalin yaklasik olarak %0.3’{inii
olusturdugu bilinmektedir. Somatik bir hiicrede 500-1000 mitokondri bulunmaktadir.
mtDNA’da gbzlenen mutasyon orani niikleer DNA’ya (nDNA) gore 10—20 kat daha fazla
fazladir. Bunun nedeni, mtDNA’nin tamir mekanizmasinin bulunmamasi oldugu
gosterilmektedir. Bunun sonucu olarak ntDNA’nin baz dizisinde ¢ok sayida varyasyon
ortaya ¢ikmaktadir. mtDNA, canlilarin orjinleri, gé¢ haritalarinin ¢ikarilmasi, dejeneratif
hastaliklarin nedeninin arastirilmasinda ve kanser calismalarinda kullanilmaktadir.
mtDNA’nin kodlanan bolgesindeki varyasyonun 1iyi anlasilmasi popiilasyonlarin
filogenetik ge¢misinin belirlenmesinde yararlidir. Adli bilimlerde eskimis ve bozunmaya
ugramis Orneklerde niikleer DNA’nin  analiz edilemedigi durumlarda basarili
mitokondriyal DNA analizi yapilabilmektedir. Ozellikle toplu felaketlerde ve akrabalik

iliskilerinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (13).

2.3. Mikrosatellitler — Kisa Ardisik Tekrar Dizileri (Short Tandem Repeats)

STR’ler (Short Tandem Repeat) DNA iizerinde protein kodlamayan bdlgelerde
bulunmaktadirlar. Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte mendel kalitimina uygun
olarak nesilden nesile aktarildig1 i¢in kisi identifikasyonunda kullanilabilen, 2-7 bazdan
olusan kiiglik tekrar dizileridir. STR’lerin 1-6 bg tekrarlarindan olugsmus mikrosatellit
markirlar veya basit dizi tekrarlari (SSR-“Simple Sequence Repeat”) olarak
isimlendirilmektedir. STR’ler genellikle 350 baz c¢iftinden daha kiiciiktiir. Kisa

tekrarlardan olustuklarindan dolay1 6zellikle olay yerinden elde edilen az miktardaki ya
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da ¢esitli kosullara maruz kalmis ve bozunmus 6rneklerin analizine olanak vermektedir
(14). Mikrosatellitler hem prokaryot hem de okaryot genomda bulunabilmektedirler.
Prokaryotlarda c¢ok sayida biyolojik fonksiyona sahip olduklari bilinmektedir fakat
Okaryot hiicrelerdeki rolleri net olarak bilinmemektedir. Mikrosateller, yaygin olarak 2
niikleotidli tekrarlardan ((CA)n) olusmakla birlikte farkli formlarda da bulunabilmektedir
(Tablo 1) (10).

Tablo 1. STR  lokuslarinda  goriilebilen  farkli  niikleotid  tekrarlari

(Wwww.promega.com/strs)

Diniikleotid Tekrarlart CACACACACACACA
Triniikleotid Tekrarlart AATAATAATAATAAT
Tetraniikleotid Tekrarlar1 AGATAGATAGATAGAT
Pentaniikleotid Tekrarlar1 AATGTAATGTAATGTAATGT

STR’ler, 1k defa 1990’1 yillarin baslarinda adli kimliklendirmede kullaniimaya
baglanmistir. Mikrosatellitlerde tekrar initeleri bir tiiriin bireylerinde ayni olmasina
ragmen, tekrar eden dizi sayilari, bireyler hatta bireyin homolog kromozomlar: arasinda

dahi farklilik gosterebilmektedir (Sekil 3) (15).

. 5 7

— 7 tekrar
S E = == me——————
8 tekrar

Homozygote = Her iki allelin de boyu aynidir

Heterozygote = Alel boylar1 farklidir ve birbirinden ayirt edilebilir

Sekil 3. Ornek STR Lokusu (16)
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Mikrosatellitler, genomda yaygmn olarak bulunmalari, polimorfizm oraninin yiiksek
olmas1 ve analizinin kolay olmasi nedeniyle bir ¢ok alanda ¢alisilmaktadir. Genomda ¢ok
sayida STR lokusu bulunmaktadir. Adli genetikte kullanilabilen birgok STR lokusu
tanimlanmistir. Ayirim giicii oldukca yiiksek olan bu genetik isaretler sayesinde adli

olgular; diger polimorfik markirlara gerek kalmadan ¢alisilabilmektedir (17).

2.4. STR Sistemleri ve Veri Tabanlar

STR lokuslan ile ilgili yapilan kapsamli calismalar sonucu hem adli hem de genel
popiilasyon genetigi ile ilgili biiyiik veritabanlar1 olusturulmustur. Bu veritabanlarinin en
onemlilerinden biri de 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde FBI tarafindan
kurulan CODIS (Combined DNA Index System/ Kombine DNA Indeks Sistemi) veri
bankasidir (26). Bu sistem olay yerinden alinan 6rneklerden elde edilen DNA profilinin
sistemde kayitli profiller ile karsilastirilarak stipheliye ulasmaya yardimci olmaktadir.
CODIS i¢inde FBI tarafindan belirlenen 13 STR (CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11) lokusu
yer almaktadir (23). Diger bir énemli veritabami ise; 1995°te Ingiltere’de (Ulusal Veri
Tabani - The U.K. National 16 DNA Database-NDNAD) gelistirilen 10 STR lokusu ve
amelogenin iceren SGM (Second Generation Multiplex) Plus sistemin kullanildig1 veri

tabanidir (26).

Multipleks PZR ile giivenilir sonug veren yeni STR lokuslarinin tanimlanmasi klasik STR
analizleri i¢in tamamlayici ekstra bilgiler saglamasi agisindan onemlidir. Bu nedenle
CODIS (Combined DNA Index Systems)’de yer almayan polimorfik markirlara olan ilgi
artmakta, yeni lokuslarin rutin uygulamasina yonelik bilimsel ¢aligsmalara ve veritabani
uygulamalarina devam edilmektedir. Daha fazla lokusun c¢alisilmast ulusal veri

tabanindaki eslesmelerin dnlenmesine de yardimci olmaktadir. Ornegin Ingiltere’deki
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ulusal veri tabani baglangicta 6 STR lokusu iken daha sonra bu say1 10’a ¢ikarilmistir
(27). Giintimiizde 16 STR bolgesi rutin olarak calisilmakta iken, tek bir multiplekste
calisilan STR sayis1 giderek artmis ve 24 bolgenin aymi anda calisilabildigi kitler
tretilmistir. Diinya’da ve {llkemizde (Adli Tip Kurumu, Emniyet Kriminal
Laboratuvarlari, Jandarma Kriminal Laboratuvarlari, Adli Tip Enstitiisii ve ¢esitli 6zel
laboratuarlar) en ¢ok kullanilan STR lokuslar1 D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, VWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818 ve
FGA’dir (3). Amerika Birlesik Devletleri Federal Biirosu CODIS i¢in 1997 de on ii¢

STR bolgesini belirlemistir (Sekil 4).

Bu bolgeler dortlii tekrarlar olup ¢ok sayida alelleri bulunmaktadir. Bu da FBI igin
kullanilan standart DNA profil sistemi haline gelmistir ve tek reaksiyonda c¢alisacak
sekilde optimize edilerek kit haline getirilmis ve tiim diinyada yaygin olarak
kullanilmigtir. Kitler Applied Biosystem tarafindan AmpFISTR Profiler® adi altinda
retilmistir. Bu kit, CODIs’in 13 STR lokusuna ek olarak D19S433 ve D2S1338 STR
lokuslarini da ekleyerek say1 16 ya ¢ikarilmistir (29). Toplumda yaygin olarak kullanilan
diger bir kit de Promega Corparation tarafindan iretilen PowerPlex® tir. Bu kitte de 13
STR’ye ek olarak PENTA E ve PENTA D STR lokuslar1 kulanilmaktadir (Sekil 7 ve

Sekil 8).
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Sekil 4. CODIS’de yer alan STR lokuslar1 (28)
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2.5. Multipleks STR Sistemleri

STR’ler ilk kez 1991 yilinda Edwards ve arkadaslari tarafindan tanimlandiktan kisa bir
stire sonra ¢ok sayida STR lokusu daha tanimlanmis ve genis kullanim alani bulmustur.
VNTR lokuslarina gore ayrim gii¢lerinin diisiik olmasi bir dezavantaj gibi goriiniiyor ise
de genomda sayilarinin fazla olusu, yiiksek oranda polimorfizm gostermeleri, analiz
kolayligi, diisitk mutasyon orani ve ¢ok sayida STR lokusunun multipleks olarak tek tiip
igcerisinde PZR ile kolayca g¢ogaltilabilmesi, floresans dedeksiyonuna dayali olarak
kapiler elektroforezde genotip tayini yapilabilmesi yani otomasyona uygunlugu,
STR’lerin adli bilimlerde yaygin olarak kullanimini saglamistir. STR lokuslarinin yeni
kullanilmaya baslandig1 yillarda, her lokus tek tek calisilmaktaydi. Bu yontem analiz
maliyetini artirdigr ve uzun zaman aldhigr i¢in birden fazla lokusun ayni anda analizini

saglayacak kitler olusturulmaya baslandi (Sekil 5) (18).

Multipleks STR sisteminde, polimerizasyon ve c¢apraz reaksiyonlar gibi zorluklar
yasandigindan PZR’nin 6zgiilliigliniin azalmasina sebep olmaktadir (19). Baglanma
sicakliginin optimizasyonu ile, amplifikasyon verimini arttirilabilmektedir (20). STR
bolgelerinin standardizasyonunu saglamak i¢in bir ¢ok ¢alisma yapilmis ve ticari standart
STR Kitleri iiretilmistir. Ilk ticari STR kiti 1994 yilinda Promega tarafindan gelistirildi.
Bu kit; CSF1PO, TPOX ve THO1 lokuslarini icermekteydi. CTT tripleks olarak
adlandirilan bu bolgelerin aralarinda akrabalik iliskisi olmayan iki bireyde ayni genotipe
rastlama olasiligi 1/500°di. Daha sonra FSS-The Forensic Science Service tarafindan
gelistirilen dort lokusa (THO1, VWA, FES/FPS ve F13A1) sahip ilk nesil multipleks
(Quadruplex) ile karsilasma olasilig1 yaklasik olarak 1/10.000°dir. 1994 yilinda iiretilen
ilk STR kitini 1997°de 13 STR bdlgesinin tanimlanmasi takip etmis, 1999 yilina

gelindiginde ise ¢esitli laboratuvarlarda multipleks STR kitlerinin validasyon g¢alismalari
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yapilmaya baglanmistir. 2000 yilina gelindiginde FBI’1n yani1 sira diger laboratuvarlar da
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) tekniginden tamamen vazgegerek

ticari STR kitlerini kullanmaya baslamiglardir.
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Sekil 5. 16 bolgesen olusan Ampflstr™ Identifiler™ Direct PCR Amplification Kit (21)

FBI, 1997 yilinda ilk defa kullanmaya bagladigi CODIS Sistemindeki 13 ana STR
lokusuna ilave STR’ler ekleyerek genislettigini ve 1 Ocak 2017°den itibaren CODIS
Temel Lokus Calisma Grubu tarafindan 13 STR bdlgesine yedi yeni STR lokusunun
eklendigini duyurmustur (22). CODIS tarafindan olusturulan bu 20 STR bdlgesi
kimliklendirme calismalarinda ¢ok daha gii¢lii bir ayrim giicli saglamakta olup ayni
zamanda kayip kigilerin arastirilmas:t i¢in basvurulan akrabalik analizlerini de
gelistirmektedir. Bu STR bolgelerinin birgogu tiim diinyada veri tabanlarina ilave edildigi
icin, genisletilmis 20 ana bolgeli STR seti uluslararasi ¢apta kolluk kuvvetleri ve terorle

miicadele ¢aligmalarinda gok biiyiik kolayliklar saglamaktadir. 20 STR lokusu (D3S1358,
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D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, CSF1PO, FGA,
THO1, TPOX, VWA, D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 ve
D2251045) GlobalFiler® (Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) ve PowerPlex®
Fusion™ (Promega Corporation, Madison, WI) multipleks DNA kimliklendirme kitleri
icermektedir. GlobalFiler® kiti (Sekil 10) 20 STR bolgesine ilaveten Amelogenin, SE33,
DYS391 ve Y indel lokuslarini, PowerPlex® Fusion™ kiti (Sekil 9) ise 20 bolgeye
ilaveten Amelogenin, Penta D, Penta E ve DYS391 bolgelerini de galisarak multipleks
igerisindeki toplam bolge sayisini 24°e ¢ikarmiglardir (23).

Son dénemlerde yeni nesil teknolojiler kullanarak STR, SNP, mitokondrial DNA, X ve Y
kromozom polimorfizmlerini de tek bir is akisinda calisilabilmektedir. NGS teknolojisi
sayesinde su¢ mahallerinden toplanan biyolojik kanit 6rnekleri calisilarak ayn1 anda ¢ok
cesitli bilgiler edinilebilir. NGS teknolojisinin uygulanmasiyla, STR'ler, SNP'ler, cinsiyet
kromozomlari, mitokondriyal DNA gibi epigenetik bilgilerin yani sira, olay yerinden
toplanan biyolojik 6rneklerden es zamanli olarak birden fazla sonug elde edilebilir. Tim
bilgileri birlestirerek, kanit 6rneklerin fiziksel, psikolojik ve cografi ozelliklerinin

¢ikarilmasi igin de kullanilabilir (Sekil 6) (24).

Olabilirlik oram = 8.37 x 10"
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Sekil 6. Olay yerinden elde edilen delillerin NGS teknolojisi ile ¢alisilmasiyla ¢ok sayida

Epigenetik

farkl1 bilgi ayn1 anda elde edilerek genis kapsamli bilgilere ulasilabilir (25)
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Sekil 7. Promega firmasinin 16 lokuslu DNA Kimliklendirme Kiti (29)
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Sekil 8. Thermo firmasinin 16 lokuslu DNA Kimliklendirme Kiti (21)
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Sekil 9. Promega firmasinin 24 lokuslu DNA Kimliklendirme Kiti (30)
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Sekil 10. Thermo firmasinin 24 lokuslu DNA Kimliklendirme Kiti (31)
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2.6. STR Kitlerin Gelisimi

1990 yilinda ilk STR lokusunun kesfinden sonra ilerleyen yillarda yeni STR lokuslarinin
kesfi yapilmis ve bu lokuslarin adli ya da adli olmayan amacgli DNA kimliklendirmesine

yonelik ticari STR kitleri gelistirilmistir (Tablo 2).

Tablo Il. STR sistemlerinin ve kitlerinin yillar igindeki gelisimi

Ik STR lokusunun kesfi 1990
STR lokuslarinin kapiller elektroforez ile analizi 1992
STR ile ilgili ilk DNA bankas (ingiltere) 1995
Florasan isaretli ilk multipleks sistemin gelistirilmesi 1996

CODIS (Combined DNA Index System- Birlesik DNA Indeks Sistemi) 1998
16’1 miiltipleks Y-STR, X-STR lokuslarinin gelistirilmesi 2000-2006

Mini-STRlerin gelistirilmesi ve 20-25 multiplex kitlerin tiretilmesi 2007-Glintimiiz

1990’larin ortalarinda Promega firmasi1 giimiis boyama teknigi ile ¢alisan 3 lokuslu ilk
STR kitini gelistirmistir (51). Teknolojinin gelismesi ve kapiller elektroforezin (Sekil 11)
genetik laboratuvarlarinda kullanilmaya baslamasiyla ayni anda 16 STR lokusunun
birlikte calisilabildigi multipleks sistemler {iretilmeye basland1 (Promega, Applied
Biosystems). Bu sistemler STR lokuslarinin ayrimini amplikon boyutuna ve 4 ayri
floresan boyanin benzer boydaki amplikonlar1 ayirabilme kabiliyetine gore caligmaktadir

(Sekil 9, 10).

Multipleks STR kitlerinin yiiksek ayrim giicii sayesinde diger polimorfik bolgelere gerek
kalmadan babalik tayini ve DNA kimliklendirme testleri yaygin olarak yapilabilir hale
gelmistir. Multipleks STR Kkitlerindeki en biiyiik sikinti bozulmus 6rneklerden DNA
tiplemesi yapilirken biiyiik amplikonlardan yetersiz ya da hi¢ sonu¢ alinamamasiydi.
Olay yerinden gelen beklemis, az miktarda ve bozulmus orneklerde DNA Kalitesinin

zayiflamasiyla birlikte basarili DNA profili elde edilememektedir. DNA degredasyonu,
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TagDNA polimerazin etkinligini ve primerlerin baglanma kabiliyetini azaltarak PZR
amplifikasyon verimliligini de etkilemektedir. Bu sorunlar daha ¢ok uzun amplikonlara
sahip baz1 STR lokuslarinda (CSF1PO, D18S51, FGA ve D2S1138) ortaya ¢ikmaktadir
(61). Bu sorunlarin ¢6ziimii i¢in alternatif genetik isaretler gelistirilmistir (32). Bugiine
kadar PZR verimliligini iyilestirmeye yonelik en iyi yaklasim, primerleri STR bdolgesine
miimkiin oldugunca yakin bir sekilde yeniden konumlandirarak daha kisa amplikonlar
tiretmektir. Bu primerler, mini-STR olarak adlandirilan daha kisa amplikonlar olusturarak
amplifikasyon veriminin artirilmasini saglayan, potansiyeli yiiksek kalip molekiilleri
olusturur (17). Thermo Fisher, Promega ve Qiagen gibi bu alanda Kkitler iireten firmalar
mevcut kitlere mini-STR lokuslarini da ekleyerek ayni multiplekste calisilan STR sayisini
24’¢ kadar cikardilar. Bu sekilde hem kitlerin ayrim giiciinii arttirdilar hem de bozunmus
orneklerde DNA tiplemesini daha basarili bir sekilde yapilabilir hale getirdiler (Sekil 9,
10). 1996’dan giiniimiize kadar 45-50 civarinda multipleks STR kiti tiretilmistir (Tablo 3)

(33) (34).

n N : " ) )= L
e R

1995 2001 2006 2009 2012 2015 2017

CAPILLARY 5-DYE TECHNOLOGY MINI-STR DIRECT PCR 6-DYE TECHNOLOGY YFILER REGIONAL
ELECTRO- WITH MOBILITY TECHNOLOGY AMPLIFICATION FOR MAXIMIZED PLUS KIT STRKITS
PHORESIS MODIFIERS CHEMISTRY DISCRIMINATION

POWER & EFFICIENCY

Sekil 11. Kapiller elektroforez ve STR teknolojisinin gelisimi (35)
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Tablo I11. Applied Biosystem, Promega ve Qiagen firmalarinin yillar i¢inde iirettigi STR

Kitleri
Applied Biosystems (18) Promega Corporation (17)  Qiagen (10)
AmpFISTR Blue (1996) PowerPlex 1.1 (1997) ESSplex
AmMpFISTR Green | (1997) PowerPlex 1.2 (1998) ESSplex SE
Profiler (1997) PowerPlex 2.1 (1999) Decaplex SE
Profiler Plus (1997) PowerPlex 16 (2000) IDplex
COfiler (1998) PowerPlex ES (2002) Nonaplex ESS

SGM Plus (1999)

PowerPlex Y (2003)

Hexaplex ESS

Identifiler (2001)

PowerPlex S5 (2007)

HDplex

Profiler Plus ID (2001)

PowerPlex 16 HS (2009)

Triplex AFS QS

SEfiler (2002)

PowerPlex ESX 16 (2009)

Triplex DSF

Yfiler (2004)

PowerPlex ESX 17 (2009)

Argus X-12

MiniFiler (2007)

PowerPlex ESI 16 (2009)

SEfiler Plus (2007)

PowerPlex ESI 17 (2009)

Sinofiler (2008) — Sadece Cin

PowerPlex CS7 (2009)

Identifiler Direct (2009)

PowerPlex 18D (2011)

NGM (2009)

PowerPlex Y23 (2012)

Identifiler Plus (2010)

PowerPlex 21 (2012)

NGM SElect (2010)

Promega Corporation (17)

GlobalFiler (2012)

PowerPlex 1.1 (1997)

PowerPlex 1.2 (1998)

Giiniimiize gelindiginde, kapiller elektroforez sistemine ciddi alternatif olarak géziiken ve

NGS (Next Generation Sequencing/Yeni Nesil Dizileme) teknolojisi kullanilarak iiretilen

DNA kimliklendirme kiti karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kit STR ve SNP lokuslarini ayni

anda ¢aligabilmektedir. Kit 29 otozomal STR lokusunu, 24 Y-STR lokusunu ve 9 X-STR
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lokusunu, 86 kimliklendirme SNP lokusunu, 22 fenotip belirleyen SNP lokusunu ve 56
biyocografik soya ait SNP lokusunu bir arada ¢alisabilmetedir (ForenSeq DNA Signature

Prep Kit) (36).

2.7. Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez (CE), iletken bir ¢ozelti i¢indeki pargaciklarin veya molekiillerin;
elektroforetik hareket kabiliyeti, molekiiler boyut farklilig1 ve faz ayrimina baglh olarak
g0¢ etmesine dayal1 bir ayrim teknigidir (Sekil 12). Kapiler elektroforezde ayirma iglemi,
i¢ ¢ap1 50-100 mm olan bir kapiler igerisinde gerceklesir. Kapiller elektroforez sistemi
¢ok yonlii bir teknik olup adli toksikoloji, kisisel kimliklendirme, silah atis artiklari ve
patlayici kalintilarinin analizi, miirekkep analizi vb. adli uygulamalar ile DNA analizinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Kapiler elektroforez sisteminde DNA’nin ayrimimi etkileyen faktorler; Ornegin
enjeksiyonu, kullanilan polimerler, elektroforez tamponu c¢ozeltisi ve uygulanan alan
siddetidir.

Kapiler elektroforezde, DNA o6rneginin kapillere alinmasi elektrokinetik enjeksiyonla
yapilmaktadir. DNA negatif yiiklii oldugundan, DNA molekiillerini kapiler icerisine
almak i¢in pozitif bir voltaj uygulanir (37).

Biyolojik molekiiller i¢in aywrma matrisi diisik bir viskoziteye sahip, kolay
degistirilebilen, klasik jeller ile ayn1 ayirma &zelliklerine sahip optimize bir polimerdir.
Bu polimerlerden POP-4, STR tiplemesi dahil olmak ilizere DNA fragman analizi i¢in
kullanilirken, daha yiiksek bir konsantrasyonda olan ve daha ¢ok DNA sekanslamasinda
kullanilan POP-6 polimeri tecih edilmektedir. Ayirict ortam olarak kullanilan vizkoz
polimerde, jel elektroforezinde oldugu gibi negatif yiikli DNA molekiilleri pozitif

elektroda dogru hareket ederler. Biiyiik olan DNA molekiilleri daha yavas hareket
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ederken daha kiiciik DNA fragmanlar1 ise hizli hareket ederler. Sonucta boyut
farkliliklarina dayali ayrim gerceklestirilir. Kapiler elektroforezde kullanilan tampon
cozeltisi, DNA’y1 stabilize eder ve polimerin ¢0ziinmesini saglar. Ayni zamanda
elektroforetik akim i¢in yiik tasiyicilart sagladigi ve enjeksiyonu iyilestirdigi icin de
oldukca onemlidir. Eger tampon ¢dzeltisinin konsantrasyonu ve beraberinde siiregelen
iletkenlik cok yiiksek olursa, kapiler asir1 1sinacak ve ¢oziiniirlik kaybi1 yasanacaktir.
Tampon iyonlarmin gocii ve elektrolizi nedeniyle anod ve katod tampon ¢o6zeltileri
degisiklige ugrayabilir bu yiizden kullanilan tampon periyodik olarak degistirilmelidir.
(38).

Adli tip uygulamalarinda kapiler elektroforez o0zellikle DNA dizi ve fragman
analizlerinde kullanilmaktadir. STR/PCR firiinleri floresana duyarli lazer dedektor
tarafindan taranarak isaretli olduklar1 floresan boyanin dalga boyuna ve STR
biiytiklikklerine gore analiz edillirler (5) Amplifiye PCR dirlinleri bir lazer 1smi ile
uyartlirlar. Gelistirilmig veri toplama yazilimlari sayesinde hizli gekilde goriintiilerin
aktarimi yapilir, veriler analiz edilir, sonuglar dijital ortamda toplanir Bunun igin 6zel
tasarlanmig yazilimlar kullanilarak degerlendirme yapilir (39).

:

8 AL

Veri isleme

Kapiller

Katot Anot

S ®

Dedektor

——

1
|

Tampon rezervuarlar

Yiiksek voltaj

gii¢ {initesi

Sekil 12. Kapiller elektroforez sematik gosterim (40)
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Kapiller elektroforezin jel elektroforezine gore hem avantajlar1 hem de baz
dezavantajlart bulunmaktadir. Kapiller elektroforezin en 6nemli avantaji enjeksiyon,
ayirma, goriintiileme adimlarinin tamamen otomatize bir sekilde yapilmasidir. Bu sayede
coklu orneklerin kolaylikla ¢alisilmasini miimkiin hale getirmektedir. Baska bir avantaji
ise, enjeksiyon icin ¢ok az miktarda 6rnegin kullanilmasi yeterli oldugundan &rneklerin
tekrar ¢alisilmasi gerektiginde geride bol miktarda tekrar 6rneginin kalmasidir. Diger bir
avantaji1 ise, kapiller elektroforezde uygulanan gerilim jel elektroforezindekinden 10 ila
100 kat daha giiclii oldugundan daha kisa siirede sonug elde edilir ve ayrim ¢ok kisa bir
stire i¢inde gergeklestirilebilir. Yine bir bagka avantaji ise, cihazdan elde edilen sayisal ve
gorsel verilerin elektronik formatta arsivlenecek sekilde tasarlanmis olmasidir. Jel
elektroforezinde oldugu gibi tarama veya fotograflama gibi ilave adimlara ihtiyag
duyulmamaktadir. Son olarak, calisilan 6rnekler kapillerin i¢inde yiiriidiigiinden diger
orneklerden ¢apraz kontaminasyon riski bulunmamaktadir.

Kapiller elektroforez sisteminin en énemli dezavantaji ¢oklu numunelerin belirli siirede
yiirlitiilme zorunlulugudur. Tek kapillerli sistemlerde, ayni anda sadece bir 6rnek calisilip
bir sonraki 6rnegin ancak ilk caligma bittikten sonra g¢aligilabileceginden, tek seferde
birgok Ornegin ¢alisabildigi jel sistemlerine nispeten yetersiz kalabilmektedir. Fakat
teknolojinin gelilmesiyle birlikte ¢ok kapillerli cihazlar iiretilmis ve bu sorun ortadan
kalkmigtir. Kapiller sistemlerin en Onemli dezavantaji ise kurulum ve isletme
maliyetlerinin oldukca yiiksek olmasidir. Fakat bilgisayarla kontrol edilebilen otomatize
ve pratik bir sistem olusu nedeniyle neredeyse tiim adli laboratuvarlarda kapiller

elektroforez sistemleri tercih edilmektedir (Sekil 13) (41).
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8 ya da 24 Kapiller
505 nm Kat1 Hal Lazeri

Polimer Pompasi

Performans  Optimize
Polimer (POP) Kesesi

Anot Buffer Kabi1
96-384 Kuyulu Plateler

Katot Buffer Haznesi

Sekil 13. ABI 3500 Kapiller Elektroforez Genetik Analizorii (42)
2.7.1. Kapiller elektroforezde sonuclarin degerlendirilmesi

Elektroforez sirasinda, floresan boyayla isaretli DNA, lazer 1s5181in bulundugu pencereden
gecgerken uyarilir (39). Uyarilan floresan boya kendine 6zgii karakteristik dalga boyunda
15181 geri yansitir. Yansiyan bu i1sik detektor tarafindan algilanir ve kaydedilir (53).
Kaydedilen bu veriler 6zel olarak dizayn edilen yazilimlar (GeneScan™ ve
GeneMapper®) kullanilarak degerlendirilir ve elektrofrogram goriintiisii olarak bilgisayar
ekranina aktarilir (Sekil 14) (38).

Florosan boyalarin maksimum isima yaptig1 farkli dalga boylar1 vardir. Isima yapan
floresan boya CCD kamerasindan geger ve her renk kendi dalga boyuna gore ayrilir. Her
bir STR lokusuna ait primer 4-5 renkte farkli dalga boyuna sahip floresan boya ile

isaretlenir. Boylece benzer biiyiikliikteki STR lokuslarina ait sinyalleri bibirleri tizerine
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cakigsalar bile farkli renkleri sayesinde rahatlikla ayirt edilmeleri ve analiz edilmeleri

miimkiin hale gelir (Sekil 15) (37).

Argon ion
lazer
i B s330m
Boya gore - ABI Prism
ayirum — I Spektrograf
el —
:......i....... ] Renk ayrlml
” Floresans '
Ornek =]
ayrimi
Kapiller I N (.
(Polimer ile
dolu) .
Ornek deteksiyonu
= e _—
Ornek 5l
enjekstyony m GeneScan/Genotyper yazilimi ile veri isleme
4000 {
Floresan boyali multipleks 200] | I “ il A “
PZR iiriinleri karisimi 0] L ﬂ !L A I
Ornek )
hazirlama Ornek degerlendirmesi

Sekil 14. Kapiller Elektroforez sisteminde floresan isaretli PZR iriinlerinin ayrimi (25)

JOE TAM TxRed

Alx350 FAM 1EX ROX Cy§s

| RN

350nm 700nm

Sekil 15. STR Primerlerinin isaretlenmesinde kullanilan floresan boyalar ve emisyon
spektrumlari (43)
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Elektroforez tamamlandiktan sonra STR sinyallerinin degerlendirilmesi, GeneScan®,
GeneMapper™ ID veya GenoTyper® gibi yazilimlar kullanilarak yapilir. PCR
tirtinlerinin bg (baz ¢ifti) cinsinden boylari internal size standart kullanilarak tespit edilir.
Bu standart, belli boylardaki floresanla isaretlenmis sentetik DNA pargaciklaridir. Ornek
internal size standartlar1 Thermo Fisher Scientific firmasimm ROX™, LIZ™ ve

GeneScan™ 500 standardi ve Promega’nin ILS600 standardidir (Sekil 16, 17,18).

.
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Sekil 16. ROX™ 500 Size Standard (44)
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Sekil 18. ILS600 Size Standard (46)
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3. Gereg¢ Ve Yontem

Bu tez c¢aligmasinda adli bilimlerde, akarabalik iliskilerinin belirlenmesinde ve
kimliklendirmede iilkemizde ve diinyada yaygin bir sekilde kullanilan 17 STR lokusu
(D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317, D16S539, D251338,
D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA, D10S1248, D14S1434) ve Amelogenin
primer dizayni yapilarak bir multiplekste (tek reaksiyonda) 18pleks olarak cogaltildi ve
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. Multipleks sistemin optimizasyon ¢alismalarinda
9947A kontrol DNA’s1 kullanildi (AmpFISTR® Control DNA). Calisma Genetiks

Genetik Hastaliklar1 Tan1 Merkezi’nde gergeklestirildi.

3.1. Cahsmada Kullamilan Cihazlar
e Derin Dondurucu (Vestel FT-145)
e Buzdolab1 (Ugur USD372DTKSD)
e Otomatik Pipet (2,5 pul) (20 pl) (100 ul) (1000ul) (Eppendorf)
e Vorteks (Lab Dancer s040)
e Santrifiij (Quick spin QS7000)
e Is1 Dongii Cihazi (Bio-Rad 621BR24387)

e Bilgisayar kontrollii genetik analizér 3130 (ABI PRISM®3130) (Life

Technologies)

3.2. Caismada Kullamlan Sarf Malzemeler

e POP-7 TM polimer (ThermoFisher Scientific)
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e Hi-Di TM Formamide

e TBE Buffer (Tris-borate-EDTA) (10X)
e 10x Running Buffer

e Tag DNA Polimeraz

e 500 LIZ Size Standard

e dNTP Set

o MgCL

e 10x Taq Buffer + (NH4)2S04

3.3. Calisma Plam
Laboratuvar ¢calismalar1 6 asamali olarak planlanmistir.

e Ornek Toplama

DNA izolasyonu

DNA Miktari ve Kalite Tayini

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR fiirtinlerinin kapiler elektroforez cihazina yiiklenmesi

Elektroforez sonrasi elde edilen verilerin genetik analizi

3.4. Ornek Toplama

Calisma i¢in arastirmaya riza gosteren 15 kisiye ait periferik akan 6rnekleri 2ml EDTA’1
tiiplere alindi ve Molekiiler Genetik Laboratuvarlari’nda EDTA’l1 tiiplerde kontamine

olmayacak kosullarda -20 derecede saklandi.
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3.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, 10.01.2014 tarihli ve 83045809/879 sayili etik kurul karari
dogrultusunda arastirmaya riza gosteren 15 kisinin periferik kan o6rneklerinden
yapilmistir.  Izolasyon silika temelli QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) ticari kiti

kullanilarak yapildi. zolasyon icin asagidaki basamaklar izlendi.
1. 200 pl’lik EDTA’l1 kan 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

2. Uzerine 10 pl Proteinaz K ve 200 pl ATL tamponundan eklenerek 15 saniye

karigtirildi.
3. 70°C’de 10 dakika inkiibe edidi.

4. 200 pl %96-100’lik etanol eklendi ve 20 saniye vortekslendi. Vorteksden sonra
QIAamp® mini spin kolonu 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve 5. adimda elde
edilen karisim, 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan QIAamp® mini kolona
aktarild1 ve tiipiin kapagi kapatilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Filtrati iceren tiip atild1.

5. QIAamp® mini kolon, 2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 500
pul AWT eklendi ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtrati igeren tiip

atildi.

6. QIAamp® mini kolon, 2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 500
pul AW2 tamponu eklendi ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Filtrati

igeren tiip atild1.

7. QIAamp® mini spin kolon 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi. 50 pl

eliisyon tamponu eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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8. Elde edilen DNA oziitleri kisa siireli kullanim i¢in +4°C’ye, uzun siireli

saklamak i¢in -20°C’ye kaldirildi.

3.6. DNA Miktar ve Kalite Tayini

izolasyonu yapilmis &rneklerin  DNA miktarlari  NanoDrop 2000/2000c 1.3.1
spektrofotometre cihazi ile Olgilildii. DNA Orneklerinin 260nm, 280nm’de absorbans
degerlerinin 6l¢iilmesi ile birlikte 260nm/280nm ve 260nm/230nm oranlar1 elde edilerek

kalite tayini yapildi.
1. NanoDrop yazilimi agildiktan sonra 6l¢iim i¢in niikleik asit programi segildi.

2. DNA 6l¢iimii yapilmadan once 1,5 pl referans ¢ozelti pedestal iistiine eklenerek

spektrofotometrenin 6lgegi sifirlandi.

3. 1,5 ul DNA o6rnegini pedestal iizerine ekledikten sonra cihazin kolu kapatildi ve

ornek numarasi sisteme girildi.
4. Absorbans degerleri, DNA miktarlari cihazda otomatik olarak hesaplandi
5. Cihazda goriilen grafikler kontrol edildi ve DNA miktarlar1 not edildi.

6. Miktar Ol¢limii yapilan Ornekler PCR i¢in distile su ile 2.5 ng/ul DNA

konsantrasyon araliginda olacak sekilde sulandirildi.

3.7. STR Lokus Se¢imi ve Karakterizasyonu

17 STR bolgesi ve cinsiyet lokusu olan Amelogenin ile beraber toplamda 18 boélgeden
olusan STR sistemi, literatiir arastirmasi, mevcut ticari kitlerin igerikleri ve CODIS STR
bilgisi kullanilarak olusturuldu (Tablo 4). Sistemin ayrim giicii ile beraber bozunmus
orneklerde ¢alisma kabiliyetini de arttirmak ve diger STR sistemlerinden farklilagtirmak

amaciyla 2 adet mini-STR lokusu (D10S1248, D14S1434) dahil edilmistir. Bu mini-STR
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lokus bolgelerinin heterozigozigoluklarinin yiiksek olmasi, ayrim giiclerinin yiiksek
olmas1 ve farkli popiilasyonlarda da calisilmis oldugundan bu tez g¢alismasindaki

multipleks STR sistemine eklenmistir.

Tablo IV. 17 STR lokusu ve Amelogenin GenBank verilerine gore karakterizasyonu

Lokus Kromozom Fiziksel Konum (Mb) Tekrar Motifi Floresan Boya |CODIS
Bolgesi

Amelogenin | " 070175 | Kromorom v:6.136 - 6-FAM *
CSF1PO 5033.1 Kromozom5:149.455 (AGAT) NED +
D7S820 7021.11 Kromozom7:83.789 (GATA) NED +
TPOX 2p25.3 Kromozom?2:1.493 (AATG) 6-FAM +
D18S51 18021.33 Kromozom18:60.949 (AGAA) VIC +
D2S1338 2935 Kromozom2:218.879 (TGCC)/(TTCC) NED -
D13S317 13g31.1 Kromozom13:82.722 (TATC) VIC +
FGA 4428 Kromozom4:155.509 (TTTC)/(CTTT)/(TTCC) 6-FAM +
D5S818 5023.2 Kromozom5:123.1111 (AGAT) PET +
D21S11 21q21.1 Kromozom21:20.554 (TCTA)/(TCTG) PET +
D16S539 16924.1 Kromozom16:86.386 (GATA) VIC +
D8S1179 8024.13 Kromozom 8:125.976 (TCTA)/(TCTG) 6-FAM +
VWA 12p13.31 Kromozom12:5.963 (TCTA)/(TCTG) VIC +
D351358 3p21.31 Kromozom3:45.557 (TCTA)/(TCTG) NED +
THO1 11p15.5 Kromozom11:2.149 (AATG) PET +
D10S1248 10926.3 Kromozom10:130.566 (GGAA) NED -
D14S1434 14932.13 Kromozom14:93.298 (CTGT)n (CTAT)n PET -
D195433 19g12-13.1 | Kromozom19:35.109 (AAGG)/(AAAG)/(TAGG) 6-FAM -

3.8. STR Lokuslarinin Primer Dizayni

18 lokuslu STR kitinde calisilacak lokuslarin amplifikasyonu icin primer dizaym
yapilirken, 4 farkli boya (6-FAM, VIC, PET, NED) kullanilmas1 ve kiigiikten biiyiige

fakli boylarda amplikonlar elde edilmesi ve bu lokuslarin st iiste ayn1 boyada
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cakismamasi disiincesinden hareketle dizaynlar yapildi. STR bolgelerine ait dizilerin
elde edilmesi icin GRCh38.p12 primary assembly ve ENSEMBL genom tarayicisindan
yararlanildi. Her bir lokusun muhtemel amplikon boy araligi hesaplanirken
https://strbase.nist.gov/str_fact.htm’de yer alan her bir alleldeki tekrar dizilerini ve tekrar
sayisin1 gosteren tablodan yararlanildi (Tablo 5).

Tablo V. THO1 STR lokusunun alel numaralar1 ve her bir alleldeki tekrar dizilerinin

yapis1 ve sayisi

Allel (tekrar numarasi) | Tekrar yapisi
3 (AATG)3
4 (AATG)4
5 (AATG)s
6 (AATG)s
6.3 (AATG):ATG(AATG)3
7 (AATG);
8 (AATG)s
8.3 (AATG)sATG(AATG)3
9 (AATG)9
9.3 (AATG)sATG(AATG)3
10 (AATG)10
10.3 (AATG)sATG(AATG)4
11 (AATG)11
12 (AATG)12
13.3 (AATG)(AACT)(AATG)sATG(AATG)3

Buna gore, her bir STR lokusu i¢in tabloda verilen bir alel se¢ildi ve bu aleldeki tekrar
dizisi ENSEMBL’dan elde edilen diziye yerlestirildi. Bu sayede, dizayn sonrasinda ilgili
STR lokusunun minimum ve maximum alleldeki tekrar dizilerinin sayisi ve boyu
g6zoniinde bulundurularak STR lokusunun en kisa ve en uzun boylar (baz ¢ifti) tespit
edilmis oldu. Boylelikle her bir floresan boya icin en kiiciikten en biiylige STR lokus

siralamast yapildi (Tablo 6).

Primerlerin dizayni i¢in PrimerExpress 2.0 programindan yararlanildi. Forward ve Revers

primerler se¢ilirken ortalama 18-25 bp araliginda olmalarina, primer erime sicakliklarmin
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(Tm) birbirinden en fazla 3°C az ya da fazla olmasina, primer GC (Guanin, Sitozin)
iceriginin %40-%60 araliginda olmasina, her bir primerin miimkiin oldugu kadar C
(Sitozin) ya da G (Guanin) bazi ile bitmesine, primer dizisi igerisinde hatali baglanmalara
neden olabileceginden dortten fazla baz tekrar1 ya da diniikleotid tekrari olmamasina,
primer dizisi icerisinde, primerin diigiim yapmasina neden olan iigten fazla birbirine
komplementer baz dizisi olmamasina dikkat edildi. Primerlerin genomda istenilen
spesifik bolgeye baglanip baglanmadiginin ve bagka bolgelere 6zgiin olmayan baglanma

yapip yapmadiginin kontrolii i¢in GeneTools SNPCheck v3’den yaralanildi.

Tablo VI. STR lokuslarinda kullanilan boyalar ve her bir lokusun siralamasi

Kullanilan Floresan | Amplikon boyuna gore
STR/Lokus No [STR/Lokus Adi
Boya ilgili boyadaki sirasi
1 AMELOGENIN 6-FAM 1
2 D195433 6-FAM 2
3 D8S1179 6-FAM 3
4 TPOX 6-FAM 4
5 FGA 6-FAM 5
6 D10S1248 NED 1
7 D3S1358 NED 2
8 D2S1338 NED 3
9 D75820 NED 4
10 CSF1PO NED 5
11 VWA VIC 1
12 D13S317 VIC 2
13 D16S539 VIC 3
14 D18S51 VIC 4
15 D14S1434 PET 1
16 D5S818 PET 2
17 THO1 PET 3
18 D21S11 PET 4
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3.9. DNA Amplifikasyonu

3.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bilesenlerinin hazirlanmasi

DNA oOrneklerinin amplifikasyonu i¢in QIAGEN® Multiplex PCR Kiti kullanildi. Kit
icerisinde Multipleks PCR Master Mix ve RNAse-Free Water bulunmaktadir. Multipleks
PCR Master Mix ; HotStarTaq® DNA Polimeraz, Multipleks PCR Buffer, dNTP Miks

iceriginden olusmaktadir.

Amplifikasyon oncesinde DNA o6rnekleri 0.1-2 ng araliginda olacak sekilde distile su ile
seyreltildi. 2x QIAGEN Multipleks PCR Master Miks, -20 °C’den ¢ikartildi ve PCR
karisimi1 hazirlanana kadar buz kiitlesi icinde bekletildi. Amplifikasyon bilesenleri her
calismaya ait farkli oranlarda hazirland1 ve ependorf tiipiinde baloncuk olmamasina 6zen

gosterildi.

18 bolgenin amplifikasyonu, Bio-Rad T200 thermal cycler cihazinda gergeklestirildi.
PCR cihazinin sicaklik, dongii sayis1 ve siireleri Tablo 7°de belirtilen sekilde ayarlandi.
24 saat icinde elektroforeze yiiklenecek Ornekler +4°C’ye, 24 saatten daha uzun siire

sonra yiiklenecek 6rnekler -20 °C’ye kaldirildu.

Tablo VII. Tek pleks PCR Caligma Protokolii

1.Asama 2. Asama - 28 Dongii 3.Asama- Final Hold
Baslangic '
Denatiirasyon| Baglanma Uzama | Final Uzamasi | Bekleme
Denatiirasyonu
95°C 94°C 59°C 72°C 60°C 4°C

11 dk 1 dk 1dk 1 dk 60 dk 0
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3.9.2. Tek pleks PCR ¢alismasi

[k asamada PCR reaksiyonu, 18 ayr1 primer setinin (forward ve reverse) tek pleks olarak
calisilmasi ile tamamlandi. Tablo 7°de belirtilen PCR ¢alisma protokolii uygulandi. Tek
pleks calismasi i¢in Onceden hazirlanan 10x Taq Buffer, MgCly, dNTP hazir set

karisimindan olusan PCR Master Miks kullanild: (Qiagen) (Tablo 8).

Tablo VIII. Tek pleks ¢alismanin PCR bilesen miktarlari

PCR Bilesenleri Miktar
ddH,0 19,4 ul
PCR Master Miks (ANTP MIX, 10x PCR Buffer, MgCly) 4.2 ul
Primer 0.7 ul
Taq Polimeraz 0.2 ul
Kahp DNA 0.5 pul
Toplam hacim 25 pul

3.9.3. Multipleks PCR ¢alismasi

3.9.3.1. 9 Lokuslu Multipleks STR Panel Calismast

Primerlerin fragman boyutlar1 ve floresan boyalar1 g6z 6niinde bulundurulup 2 ayr1 gruba
boliindii. 9 primer setinin (forward/reverse) bir miks igerisinde bulunacagi sekilde primer
miksi hazirlanarak, 2 ayr1 multipleks PCR yapildi. Miks 1 multipleks reaksiyonu
icerisinde D18S51, D13S317, FGA, D5S818, D16S539, D8S1179, vWa, D10S1248,
D14S1434 primerleri yer alirken; Miks 2 multipleks reaksiyonu igerisinde Amelogenin,
CSF1PO, D7S820, TPOX, D2S1338, D21S11, D3S1358, THO1, D19S433 primerleri yer

almaktadir. Multipleks c¢alisma igin 2x QIAGEN Multipleks PCR Master Miks kullanildi
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ve son hacim 50 pl olarak PCR yapildi. Tiim primer setleri (forward/reverse) igin 0.7 ul

kullanildi (Tablo 9).

Tablo IX. Iki ayr1 multipleks ¢alismanin PCR bilesen miktarlart

PCR Bilesenleri Miktar (Miks 1) Miktar (Miks 2)
2XQIAGEN Multipleks PCR Master Miks 25 ul 25 ul
Primer Miks 6.3 ul 6.3 ul
Nuclease-free water 16,2 ul 16.2 ul

Kalip DNA

2.5u1 (0.1-2 ng/ul )

2.5u1(0.1-2ng/pl)

Toplam hacim

50 ul

3.9.3.2. 18 Lokuslu Multipleks STR Panel Calismast

50 pl

9 lokuslu multipleks panel c¢alismasindan sonra tim primerler tek bir PCR tiipi

icerisinde ayni1 miktarda eklenerek 18 lokuslu multipleks olarak amplifiye edildi.

Multipleks calisma icin 2x QIAGEN Multipleks PCR Master Miks kullanildi ve son

hacim 25 ul olacak sekilde PCR yapildi. Tim primer setleri (forward/reverse) 0.7 ul

kullanild: (Tablo 10).

Tablo X. iki ayr1 multipleks calismanin PCR bilesen miktarlar:

PCR Bilesenleri

Multipleks

2XQIAGEN Multipleks PCR Master Miks 9.15 ul

Primer Miks

12,6 pl

Nuclease-free water

2 ul

Kalip DNA

1,25 pl (0.1-2ng)

Toplam hacim

25 pl
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3.10. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez agamasinda ABI PRISM® 3130xl Genetik Analizor analizor (16
kapiler) cihazi kullanildi. Her bir DNA’nin amplifiye {riinii cihaza yiiklenerek 18

lokusun genotipi elde edildi.

3.10.1. PCRiiriinlerinin kapiler elektroforeze hazirlanmasi

1. PCR driinleri, 3130xl genetik analizor cihazinda Tablo 12°de belirtildigi sekilde

tireticinin belirttigi (Applied Biosystems) kosullar baz alinarak yiiriitiildii.

2. Her bir ornek i¢in GeneScan™ 500 LIZ® Size Standardi ve Hi-Di™ Formamide
(Applied Biosystems)’den olusan karisim Tablo 11°de verilen hesaplamalara uygun
sekilde hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in 8.7 ul Hi-Di formamid i¢ine 0,3 pl 500 LIZ®
Size Standard eklenerek karisim hazirlandi. Karisim kisa bir siire vortekslendikten

sonra santrifiij edildi.

Tablo XI. PCR Uriinlerinin Kapiler Elektroforeze Hazirlanmasi

icerik Hacim(1 ornek icin)
Hi-DI Formamide 8.7 ul

GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard 0,3 ul

Toplam 9ul

3. MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate i¢indeki her bir kuyucuga hazirlanan

karigim 9 pl olacak sekilde dagitildi ve plate kuyucuguna 1 pl PCR iiriini eklendi.

4. MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate uygun septa (koruyucu kapak) ile

kapatild1 ve triinlerin kuyucuklarin asagiya inmesi igin kisa bir siire santrifiij edildi.
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5. Daha sonra PCR firiinlerinin denatiire olmasi i¢in, Bio-rad T200 termal 1s1 dongii

cihazina (PCR) yerlestirildi ve 95°C’de 5 dakikada bekletildi.
6. Bu islemin ardindan plate 5 dakika +4°C” de bekletildi.
7. Plate kapiler elektroforez cihazina yiiklenmeden 6nce kisa siire spin edildi.

8. Hazirlanan 6rnekler ABI PRISM® 3130xl Genetik Analizér cihazina yiliklendi ve

elektroforez baslatildu.

Tablo XI1. 3130xI Genetik Analizoriin Yiiriitme Modiilleri ve Kosullari

Cihaz 3130xI

Sistem isleyisi Windows® xp

Veri Analiz Yazilimi V3.0

Run modiilii HIDFragmentAnalysis36_POP4 1
Injeksiyon Sarti 3 kV/10 sn.

Matriks Dye Set G5

Yiiriitme Zamani 20 dk.

Yiiriitme Sicakhg 60°C

3.11. Genotip Veri Analizi

PCR firiinlerinin kapiler elektroforez cihazinda analiz edebilebilmesi i¢in Dye Set G5
(Thermo Fisher Scientific) adi verilen matriks standart kiti kullanildi. Matriks standart
kiti igerisinde bes floresan boya (6-FAM™, VIC®, NED™, PET®, and LIZ®)
bulunmaktadir Sekil 19). Bu floresan boyalarin her biri farkli dalga boylarinda

maksimum 1s1ma Yyapmaktadir. 6-FAM ™ boya en kisa dalga boyunda 1s1ma yapar ve
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mavi olarak goriintiilenir, ardindan VIC® boyasi (yesil), NED ™ boyasi (sar1) ve PET®
boyasi (kirmizi) goriintiilenir. Turuncu renk veren LIZ® boyasi ise internal Size

(boy/uzunluk) kontroldiir.

Boyalar
6-FAM VIC NED PET LIZ
| | | | |

100

Dalga Boyu (nm)

Sekil 19. Bes floresan boyanin emisyon spektrumlari (21)

Mavi renk veren 6-FAM ™ floresan boya; Amelogenin, TPOX, FGA, D8S1179,
D19S433 STR lokuslarini, yesil renk veren VIC® floresan boya; D18S51, D13S317,
D16S539, vWa STR lokuslarini, sar1 renk veren NED ™ floresan boya; CSF1PO,
D75820, D251338, D351358, D10S1248 STR lokuslarini; kirmizi renk veren PET®
boyast ise D14S1434, THO1, D5S818, D21S11 STR lokuslarinin analiz goriintiileri i¢in
kullanildi.

Elektroforez tamamlandiktan sonra, her 6rnek bilgisi veri toplama yazilimi araciligiyla
fsa dosyas1 seklinde saklandi. fsa dosyalari, sonuglarin analizi ve yorumlanmasi igin
GeneMapper® ID Software v3.0'e aktarildi. 3130xl genetik analizordeki oOrneklerin
yiiriitmelerine ait ham veriler, GeneMapper programina yeni bir proje olusturularak

eklendi.
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Calismamizda 18 lokus tespiti icin turuncu renk veren GeneScan™ 500 LIZ® Size
Standard kullanildi. 500 LIZ Size Standardin uzunluklar1 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160,
200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 and 500 baz uzunlugundadir. Bu standardin DNA
pargalarinin biyiikliikleri Sekil 20°de gosterilmektedir. Her O6rnegin analizi 500 LIZ

Standard boyutlar1 kontrol edildikten sonra yapildi.

File Edit View Tools
X & |

ARGE_ID_A [ size Matches | Size Calling Curve
ARGE_ID_J
ARGE_ID_J Sizing Quality = <1.0>
ARGE_ID_J
ARGE_ID | 3170
ARGE_ID |
ARGE_INDE

21

2370

1970

Sekil 20. LIZ 500 Size Standard goriintiisii
Kapiller elektroforezde yiiriitiilen PCR iiriinlerinin, elektroforegramdaki farkli renklere
ve lokuslara ait pikler, fragman boylar1 g6z 6niine alinarak 18 lokusun noktasi belirlendi.

3.12. 18 Lokuslu Multipleks STR Panelin Optimizasyonu
[lk olarak her lokusun multipleks performansini  kontrol etmek igin esit

konsantrasyonundaki primer setleri (forward/reverse) ile multipleks primer miksi

hazirlandi. Daha sonra zayif lokuslarin miktarlar1 artirilip, giiclii lokuslarin miktarlar
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azaltilarak pik optimizasyonu yapildi. Tablo 13’de belirtildigi gibi 0,1 - 0,65 puM

arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda son primer karisimi hazirlandi.

Tablo XIIl. 18 Ilokuslu multipleks STR panelde kullanilan primerlerin son
konsantrasyonlari
Lokus Forward ve Reverse primer konsantrasyonlari (uM)
Amelogenin 0,10
CSF1PO 0,35
D7S820 0,25
TPOX 0,25
D18S51 0,41
D2S1338 0,28
D13S317 0,10
FGA 0,50
D5S818 0,13
D21S11 0,25
D16S539 0,25
D8S1179 0,25
vWa 0,10
D3S1358 0,15
THO1 0,16
D10S1248 0,30
D14S1434 0,10
D19S433 0,65

Primerler dizayn edilirken erime sicakliklarinin (Tm) 60°C ve baglanma sicakliklarinin
55°C’ye yakin olmasina 6zen gosterildi. Multipleks bir ¢alisma oldugu igin primer erime

sicakliklarinin (Tm) birbirinden en fazla 3°C az ya da fazla olmasi géz 6niine alindi. PCR
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dongiisii kosullar1 Tablo 14’teki gibi ayarlandi. Bu ¢alismada da tim lokuslardan sinyal
alinmakla beraber, farkli sinyal etkinligi gézlendi. Son olarak tiim lokuslar 18pleks olarak

calisildi

Tablo XIV. Multipleks PCR Calisma Protokolii

1.Asama 2. Asama - 28 Dongii 3.Asama- Final Hold
Baslangic )
Denatiirasyon| Baglanma/Uzama Final Uzamasi Bekleme
Denatiirasyonu
95°C 94°C 59°C 60°C 4°C
11 dk 20 sn 3dk 10 dk 00

3.13. 18 Lokuslu Multipleks STR Panelin Optimum DNA Miktari/Hassasiyeti

QIAamp®DNA Mini Kit ile izole edilen DNA 6rneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu
i¢in ¢esitli miktarlardaki DNA konsantrasyonlarinda (0.5 ng/pl, 1 ng/pl, 2 ng/pl, 3 ng/ul)
18 lokusa ait genotipleme yapildi. 0.5ng/pl ile 1 ng/pl araliginda elde edilen fragman

boyutlarinin degerlendirilebilir oldugu goriildii.
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4. Bulgular

Bu calismada 17 farkli STR bolgesi (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA,
D10S1248 ve D14S1434) ve cinsiyeti belirleyen Amelogenin lokusu tek bir reaksiyonda
multipleks olarak dizayn edildi ve optimizasyon yapildi. Her bir primerin c¢alisip
calismadigimi gérmek amaciyla ilk once tek pleks g¢alisma yapildi. Tim bdlgelerin
calistiginin goriilmesi tlizerine 2 ayr1 9pleks calisma yapildi. Son olarak tiim lokuslar
18pleks reaksiyonda birlestirildi ve asama asama primer konsantrasyonlari1 degistirilerek

optimize oranlar tespit edildi.

4.1. Tek pleks (tek lokus) PCR Calismalar

18 lokusa ait dizayn edilip sentezlettirilen primerlerin ¢alisip ¢alimadigini kontrol etmek
ve her bir lokusun elekroforegramdaki noktasini/yerini (boy) belirlemek i¢in, her bir
lokus tek PCR’de amplifiye edildi. Bunun i¢in 9947A kontrol DNA kullanildi. Tek lokus
olarak caligilan primer setlerinin (Forward-Reverse) amplifikasyonlar1 kontrol edildi.
Sekil 21, 22, 23, 24’te optimize edilen tim lokuslarin elektroforegramlari gériilmektedir.
Amelogenin, TPOX, FGA, D8S1179, D19S433 primer setleri mavi (6-FAM) renkte pik
goriintilisii olustururken CSF1PO, D7S820, D2S1338, D3S1358, D10S1248 primer setleri
siyah (NED) pik; D18S51, D13S317, D16S539, VWA primer setlerinin elektroforegram
goriintiisii ise yesil (VIC) pik; D14S1434, THOI1, D5S818 ve D21S11 primer setlerinin

elektroforegram goriintiisii ise kirmizi pik (PET) goriintiisii vermektedir.
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Sekil 21. Tek pleks ¢alisilan CSF1PO, D7S820, D2S1338, D3S1358, D10S1248

lokuslarina ait elektroforegram goriintiileri
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Sekil 22. Tek pleks ¢alisilmis Amelogenin, TPOX, FGA, D8S1179, D19S433

lokuslarina ait elektroforegram goriintiileri
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Sekil 23. Tek ¢alisilmis D5S818, D2S11, THO1, D14S34 lokuslarina ait

elektroforegram goriintiileri
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Sekil 24. Tek calisilmis D18S51, D13S317, D16S539, VWA lokuslarina ait

elektroforegram goriintileri
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4.2. Multipleks STR Panel Cahismalan

4.2.1. 9 Lokuslu multipleks STR panel ¢alismasi

Lokuslarin fragman boyutlar1 ve floresan boyalar1 goz 6niinde bulundurulup 2 ayr1 gruba
boliindii. 9 primer setinin bir miks igerisinde bulunacak sekilde primer miksi hazirlanarak
2 ayri multipleks PCR yapildi. Miks 1 multipleks reaksiyonu igerisinde D18S51,
D13S317, FGA, D5S818, D16S539, D8S1179, vWa, D10S1248, D14S1434 primerleri
yer alirken; Miks 2 multipleks reaksiyonu icerisinde Amelogenin, CSF1PO, D7S820,
TPOX, D2S1338, D21S11, D3S1358, THO1, D19S433 primerleri yer almaktadir. STR
lokuslarinin tekrar araliklar1 ve isaretlendikleri boyalarin rengi géz Oniinde tutularak 2
farkli miks hazirlanarak 2 multipleks yapildi. Primerlerin iki multipleskte amplifiye

edilebildigi gozlendi. Sekil 25-26da Miks 1-2’ye ait elektroforegramlar goriilmektedir.

[resmranees woa_qu mt )

D135317

FGA

D165539 D18s51

D1451434
» D1051248
: D55818

D8s1179
|

Sekil 25. Miks 1 (D18S51, D13S317, FGA, D5S818, D16S539, D8S1179, vWa,
D10S1248, D14S1434) elektroforegram goriintiisti.

“““

[VENTADER b _Qia FVLL

Al

[ ]

Amelogenin

|
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Sekil 26. Miks 2 (Amelogenin, CSF1PO, D7S820, TPOX, D2S1338, D21S11,

D3S1358, THO1, D195S433) elektroforegram goriintiisii.
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4.2.2. 17 STR lokusu ve Amelogenin i¢eren multipleks setin optimizasyonu

Miks 1 ve miks 2 yapildiktan sonra her iki miks bir araya getirilerek 18 lokuslu
multipleks olusturuldu. Sekil 27°de gelistirilen STR Multipleks ile18 lokusluk bolgenin

tek reaksiyonda amplifikasyonuna ait elektroforegram goriintiisiinii gosterilmektedir.

.MM L J' II N IV N ﬂ I

Sekil 27. 18 lokusluk multipleks setin tek reaksiyondaki elektroforegram goriintiisii.

Olusturulan multipleksin PCR kosullar1 denatiirasyon, baglanma ve uzama sicakliklari
zamana gore senkronize edildi. Baglanma sicaklikliginin artirilmasiyla, lokuslarin
amplifikasyon veriminin arttig1 gozlendi. Bununla birlikte, spesifik olmayan iirlinlerin
azaldigr goriildi. Elde edilen elektroforegram goriintiilerinden yararlanarak, her primerin
hazirlanan primer seti igerisindeki kullanim miktar1 defalarca hazirlanarak tekrarlanda.
Daha sonra 18 lokusa ait primerler multipleksteki optimum miktarlar1 belirlendi (Tablo

13). Optimize edilmis 18 lokuslu DNA profili Sekil 28’de gosterilmektedir.

‘@M\JJU__MML_J_U_LM_LL

Sekil 28. Optimize edilmis 18 lokuslu DNA profili
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Optimizasyonun tiim asamalarinda kontaminasyon olup olmadigin1 saptamak i¢in negatif

kontrol kullanildi. Kullanilan negatif kontrollerde,

gozlemlenmedi. Negatif

gosterilmektedir.

kontrole

ait elektroforegram  goriintiisii ~ Sekil

bir

amplifikasyon

29’da

E6A TS moRTROL ]

an

an

-

B0

o0

20

<
EcATF EnnTROL ]

0
-
e

20

<
xEcaTIF KORTROL

an

a0

i

B0

o

0

<
EeATS KoRTROL ]

LY

e

o

e

-

€
B []

0
0

o

0

<

Sekil 29. Optimize STR lokuslu multipleks Negatif kontrol 6rnegine ait elektroforegram

goruntisu
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Optimizasyon sirasinda STR profil bilgisi bilinen 9947A kontrol DNA’s1 standart olarak
kullanild1. Optimize edilen multiplekse ait 9947A kontrol DNA’sinin genotip profili Sekil

30°da goriilmektedir.

D195433
. TPOX FGA
| AMELOGENIN DISIIT
I IR R R i |
D135317

- D165530

. L

WA D18S51

l ! | J i

D3s1358
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Sekil 30. 18 lokuslu multipleks STR paneline ait 9947A kontrol DNA’sina ait DNA
profili
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4.3. Dogruluk ve Hassasiyet

Optimize edilen 18 STR lokuslu multipleks setinin verimli amplifikasyonu i¢in optimal
ihtiya¢ duyulan DNA miktarini ve ¢aligma araligini belirlemek {izere hassasiyet caligmasi
yapildi. Bunun i¢cin DNA o&rnegi, 0.1 ng/ul ile 3ng/pl arahigindaki farkli
konsantrasyonlarda amplifiye edilerek performans degerlendirmesi yapildi. Sekil 31, 32,
33, 34, 35te aymt DNA Ornegine ait 0.5 ng/pl, 1 ng/pl, 2ng/pl, 3 ng/ul
konsantrasyonlarinda 18 lokuslu STR multipleksin elektroforegram goriintiisii verilmistir.
0.5 ng/ul konsantrasyona sahip DNA 06rneginde bazi lokuslarda ¢ok diisiik pik degerleri
elde edilmistir Sekil 31, 32, 33, 34, 35. Her lokus icin en uygun 1 ng DNA

konsantrasyonunda optimum ve spesifik PCR iiriinleri elde edilmistir Sekil 31, 32, 33, 34.
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Sekil 31. PET boyasi ile isaretli STR bolgelerinin 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2ng/ul, 3 ng/ul

konsantrasyonlarindaki elektrofrogram goriintiileri
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Sekil 32. 6-FAM boyast ile isaretli STR bolgelerinin 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2ng/ul, 3 ng/ul

konsantrasyonlarindaki elektrofrogram goriintiileri
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Sekil 33. NED boyasi ile isaretli STR bolgelerinin 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2ng/ul, 3 ng/ul

konsantrasyonlarindaki elektrofrogram goriintiileri
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Sekil 34. VIC boyasi ile isaretli STR bolgelerinin 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2ng/ul, 3 ng/ul

konsantrasyonlarindaki elektrofrogram goriintiileri

T 058G FULL

« . A [T Ll wod Lo .
- - =

"I Ul | “JJ 1L ol L [l
- - —

:ZLA J 1““ ,ll IU hll lHl Ji il
- - -

- L [\,L“ 1“ “11 _l lH Il Lo Lo

Sekil 35. Tiim boyalarin birlikte (17 STR lokusu ve Amelogenin) 0.5 ng/ul, 1 ng/ul,

2ng/ul, 3 ng/ul konsantrasyonlarindaki elektrofrogram goriintiileri
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DNA-1 DNA-2 DNA-3 DNA-4 DNA-5 DNA-6 DNA-7 DNA-8 DNA-9 DNA-10 DNA-11 DNA-12 DNA-13 DNA-14 DNA-15
AMELOGENIN 104,59 104,59 104,65 104,65 104,64 110,12 104,75 110,11 104,60 110,06 104,66 110,18 104,64 110,14 104,97 104,97 104,40 109,91 104,41 104,41 104,54 109,95 104,52 109,91 104,42 104,42 104,42 109,83 104,45 109,86
CSFIPO 340,11 344,06 340,12 344,04 340,00 344,04 331,81 355,83 340,12 344,04 343,99 347,96 340,00 344,04 344,78 344,78 336,12 344,20 335,93 344,04 336,11 340,23 340,23 348,15 336,13 340,23 344,15 344,15 339,88 343,97
D13S317 186,95 194,97 187,11 195,01 190,89 203,06 190,89 194,93 179,05 187,04 186,99 195,01 194,89 198,84 191,52 195,64 179,00 190,83 178,93 178,93 194,79 194,79 183,02 183,02 190,87 190,87 178,89 190,72 178,85 178,85
D16S539 281,86 297,12 293,32 293,32 289,59 289,59 289,49 293,35 289,54 297,17 285,64 297,00 300,94 300,94 286,26 293,92 289,64 289,64 281,61 293,03 281,91 289,52 289,53 300,96 281,98 289,50 289,47 293,31 285,54 293,15
D18S51 303,38 334,48 303,40 314,90 307,23 330,51 307,23 311,10 307,26 330,53 314,93 314,93 303,40 303,40 319,94 319,94 299,89 311,45 318,76 318,76 303,63 303,63 307,59 32316 311,53 31541 307,59 307,59 303,41 314,98
D195433 139,95 159,06 140,09 144,40 139,95 151,00 144,40 144,40 140,08 144,53 140,21 155,13 151,11 15513 140,83 140,83 144,47 148,90 139,96 152,99 139,97 144,39 135,82 144,47 139,97 144,39 144,40 144,40 140,09 146,68
D21S11 22516 229,33 221,07 22517 229,37 229,37 22528 229,37 239,65 239,65 229,44 233,62 22528 225,28 221,70 229,99 225,29 243,98 224,92 229,39 229,39 23559 221,13 235,64 239,79 253,90 221,00 239,83 220,79 231,19
D251338 169,99 190,04 166,02 198,15 174,06 194,01 170,09 202,21 181,99 198,02 169,96 202,33 169,96 177,90 178,50 194,67 169,88 193,93 177,73 193,92 166,90 177,74 181,94 202,15 169,92 185,99 169,77 181,88 173,80 181,79
D3s1358 133,63 138,02 117,48 129,59 138,02 138,02 121,45 129,61 133,68 133,68 125,64 125,64 133,84 133,84 125,89 130,05 129,29 129,29 129,17 133,32 129,32 129,32 121,11 121,11 125,23 129,45 133,70 142,33 125,41 137,89
D55818 135,09 144,00 131,05 139,27 126,85 143,86 139,27 143,86 135,03 135,03 126,96 135,21 139,27 143,87 135,66 139,85 118,65 134,94 130,87 139,14 126,46 135,21 122,71 134,94 122,63 139,14 134,96 143,71 135,05 135,05
D7s820 232,42 236,56 232,50 232,50 232,37 232,37 240,73 240,73 240,61 240,61 224,28 236,60 232,25 244,66 232,99 232,99 232,50 240,78 240,21 240,21 219,79 224,04 236,62 244,86 229,39 236,58 236,63 236,63 228,05 232,15
D8s1179 227,90 232,18 227,94 232,14 227,93 227,93 219,73 228,05 232,14 236,26 228,00 228,00 227,93 240,38 228,48 236,73 232,12 236,33 227,58 231,80 232,12 236,21 236,26 236,26 215,27 215,27 223,75 223,75 231,79 240,08
FGA 343,05 351,19 334,53 338,81 343,00 343,00 343,00 355,17 347,14 355,11 359,01 359,01 351,10 355,06 347,63 355,73 355,16 355,16 342,77 350,89 334,53 343,04 338,79 338,79 347,02 347,02 338,79 342,89 342,68 344,78
THO1L 170,92 178,77 174,83 181,74 178,83 181,74 166,93 181,74 166,89 182,70 166,92 170,78 166,80 181,63 167,49 171,41 166,87 166,87 170,65 174,66 167,14 167,14 174,73 178,70 166,90 174,85 166,88 174,69 166,73 181,55
TPOX 270,34 270,34 270,34 270,34 270,37 281,76 270,37 270,37 274,17 285,51 270,31 277,92 270,34 281,67 270,93 270,93 281,81 281,81 273,88 277,69 270,42 281,69 270,42 281,69 270,35 270,35 270,45 274,19 270,08 270,08
vWa 150,12 158,47 145,60 154,21 136,92 154,34 141,17 150,13 141,30 154,26 150,12 162,35 141,31 158,35 154,88 154,88 150,13 150,13 154,22 158,21 150,00 154,24 136,71 150,13 136,85 145,49 141,08 162,29 150,00 154,21
D10S1248 83,12 87,45 83,54 83,61 91,12 95,33 87,65 91,38 87,55 87,59 99,11 103,03 87,88 99,25 87,64 91,12 95,45 99,46 91,87 91,43 99,54 99,13 99,87 103,33 91,58 95,54 95,88 95,70 97,12 101,22
D14S1434 92,13 96,22 92,55 92,88 92,33 92,14 92,54 96,45 96,88 100,01 96,34 96,25 92,14 96,28 96,45 96,51 92,64 92,69 96,41 96,57 92,21 92,35 92,38 96,66 96,71 100,05 96,32 96,58 92,55 96,34

AMPLIKON BOYU (bg)
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5. Tartisma

Adli kimliklendirme ve nesep tayini amaciyla diinyada ve tilkemizde yaygin olarak
kullanilan ve kisa tekrar bolgeleri olarak adlandirilan STR’ler, DNA teknolojilerinin
ilerlemesiyle aymi anda 24-25’i birden tek bir PCR tiipii icerisinde multipleks olarak
cogaltilabilir hale gelmistir. Multipleksteki STR lokus sayisinin arttirilmasi ve bozunmus
orneklerin galigilmasini kolaylastiran mini STRlerin multiplekse eklenmesiyle sistemin
ayrim giicii epeyce arttirilmis ve diger polimorfik sistemlere gerek kalmadan adli olgularin

¢ozlimii saglanabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda 18pleks STR lokusundan olusan bir kimliklendirme paneli yapilmasi
amaclanmistir. Bu panel 4 ayri floresan boya (6-FAM, VIC, PET, NED) ile isaretlenerek
cesitli optimizasyon asamalarindan gegirilen 15 STR lokusu (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX,
D18S51, D5S818, FGA), 2 mini-STR lokusu (D10S1248 ve D14S1434) ve 1 cinsiyet ayrim
lokusundan (Amelogenin) olusmaktadir. 16 bolgeden olusan Applied Biosystems®-Life
Technologies firmasina ait DNA Kimliklendirme kiti (AmpFLSTR Identifiler PCR
Amplification Kit) ile yine 16 bolgeden olusan Pomega Corporation firmasina ait
PowerPlex® kiti birlestirilerek, her iki kitten de daha fazla STR bolgesini kapsayan ve her
iki kitte de olmayan 2 mini-STR lokusunun (D10S1248, D14S1434) ilave edilmesiyle
bozunmus DNA orneklerinde ¢alisma potansiyeli arttirillmig yerli mali bir DNA
Kimliklendirme kiti olusturulmak istenmistir. PowerPlex® kitindeki, amplikon boylar1 400
baz ¢iftini gegen ve bozunmus DNA 6rneklerinde amplifikasyon problemi yaratabilen (47)
Penta D ve Penta E STR lokuslari ¢ikartilarak bu lokuslarin yerine D10S1248 ve D14S1434
mini-STR lokuslar1 kullanilmistir. Bu iki mini-STR bolgesinin amplikon boyu 90-110 baz

cifti olacak sekilde primer dizaynlar1 yapilmistir.
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5.1. Primer Dizaym, Kitin Floresan Boyalar ile Multipleks i¢eriginin Olusturulmasi

17 STR ve Amelogenin olmak tizere 18 lokusun 4 farkli boyaya dagitilmasi; Amelogenin,
TPOX, FGA, D8S1179, D19S433 primer setleri mavi (6-FAM), CSF1PO, D7S820,
D2S1338, D3S1358, D10S1248 primer setleri siyah (NED), D18S51, D13S317, D16S539,
vWa primer setleri yesil (VIC), D14S1434, THO1, D5S818 ve D21S11 primer setleri
kirmizi (PET) olacak sekilde ayarlanmistir (Tablo 6). Her bir floresan boyadaki STR
bolgelerinin  kompozisyonu, patent sorunu yaratmamasi agisindan PowerPlex® ve
AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kitinden farkli olacak sekilde tasarlanmustir.
Ornegin, AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kitinde D851179, D21S11, D7S820 ve
CSF1PO STR lokuslart 6-FAM ile boyaliyken (AmpFISTR™ Identifiler™ PCR
Amplification Kit User Guide), tasarimini yaptigimiz 18 lokuslu STR kitinde 6-FAM
boyasinda Amelogenin, TPOX, FGA, D8S1179 ve D19S433 lokuslarina yer verilmistir.
Yine Powerplex® kitinde Amelogenin, vWA, D8S1179, TPOX ve FGA lokuslari i¢in siyah
boya kullanilirken (PowerPlex® 16 System Technical Manual) tezdeki 18pleks DNA
Kimliklendirme kitinde bu boya (NED) CSF1PO, D7S820, D2S1338, D3S1358 ve
D10S1248 lokuslarinin boyanmast i¢in kullanilmistir. 18pleks DNA Kimliklendirme Kitinde
kullanilan tiim lokuslarin hem floresan boyalar1 hem de baz ¢ifti olarak amplikon boylar1
Powerplex® ve AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kitinden farkli olacak sekilde
tasarlanmistir. Tezde kullanilan lokuslar i¢in primer dizayni yapilirken, ticari kitlerdeki gibi
primer baglant1 noktalarina denk gelebilecek muhtemel varyasyonlar dikkate alinmamustir.
S6z konusu ticari kitlerde de baslangigta bu varyasyonlar dikkate alinmamis, zamanla farkli
farkli merkezlede de ¢ok sayida ornegin galisiimasiyla ADO (Allel Drop Out-Bir Allelin
Calismamasi) sikayetlerinin gelmesiyle primer dizaynlari, bu varyasyonlar1 ekarte edecek
sekilde yeniden yapilmistir. Varyasyonun etkisini ortadan kaldirmak amaciyla etkilenen

lokusa ait primer ya bir kag baz 6telenmis ya da dejenere baz kullanilmistir (48).
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5.2. Tek pleks (Tek Lokus) PCR Calismalar:

Primer tasarimi yapilan 18 lokusun tek basina c¢alisip ¢alismadiginin, dolayisiyla primer
dizayninda bir problem olup olmadiginin anlasilmasi amaciyla her primer setinin oncelikle
aym konsantrasyonlarda primerler kullanilarak ve 2,5 ng/ul DNA ile tek tek PZR
amplifikasyonlar1 yapilarak ABI 3130XL Kapiller Elektroforez cihazinda yiiriitilmiistiir.
Kapiller elektroforez sonrasinda lokuslarin tamaminin  amplifiye oldugu ancak
amplifikasyon etkinliklerinde farkliliklar oldugu gozlenmistir (Sekil 21, 22, 23, 24). Bu
farkin primer dizayni sirasinda her bir lokusa ait ileri ve geri yonlii primerin baz igeriginden,
dizilim karakteristiginden, bu baz kompzisyonunun genomda ilgili bolgeye ne kadar spesifik
olarak baglanabildiginden, kullanilan her bir floresan boyanin 1sima etkinliklerindeki
fakliliklardan (49) kaynaklandigi distintilmektedir. Tek pleks ¢alismada, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA,
D10S1248, D14S1434 ve Amelogenin lokuslart 2.000-8.000 rfu arasi sinyal verirken
D8S1179, D19S433 ve D2S1338 lokuslart 300-1800 rfu arasi sinyal vermistir (Sekil 21, 22,
23, 24). D8S1179 ve D19S433 STR lokuslari haricindeki tiim lokuslarin non spesifik 6zgiin
olmayan) sinyal vermeden ¢alistig1 gozlenirken, bu iki STR lokusunda non spesifik sinyaller
gozlemlenmistir. D8S1179 STR lokusunda her bir alelden 1 baz uzaklikta ekstra sinyal
almmustir (Sekil 22). Ayrica 90 bp civarinda da yaklagik 250 rfu ytliksekliginde non spesifik
bir sinyal daha gozlenmistir (Sekil 22). D19S433 STR lokusunda ise hangisinin alel oldugu
ayirt edilemeyen 125-140 baz ¢ifti araliginda 6 ayri sinyal elde edilmistir (Sekil 22). Yine
bu STR lokusu i¢in 90 bp civarinda da yaklasik 1.000 rfu yiiksekliginde non spesifik bir
sinyal daha gozlenmistir (Sekil 22). Calismanin bu asamasinda, primerlerin ¢alisip
caligmadigi, non spesifik amplifikasyon olup olmadig gézlemlenmek istendiginden, primer
konsantrasyonlarinin  arttirllarak ya da azaltilarak amplifikasyon etkinliklerinin

diizenlenmesine gidilmemistir.



68

5.3. Multipleks STR Panel Calismalari

5.3.1. Dokuz lokuslu multipleks STR panel ¢alismasi

Optimizasyon ¢alismasinin bu asamasinda lokuslarin fragman boyutlar1 ve floresan boyalari
g6z oniinde bulundurularak 9’arli 2 ayr1 miks olusturuldu ve esit konsantrasyonda (10 pmol)
primerler kullanilarak amplifikasyon yapildi (Sekil 25, 26). Calismada 2,5 ng/ul DNA
kullanildi. Bu asamada, farkli sinyal kuvvetlerinde olmakla birlikte, 2. miksteki D19S433
STR lokusu haricinde primerlerin tamaminin ¢alistigi gézlendi (Sekil 25, 26). D19S433
lokusunda sonu¢ alinamamasi, bu primerin etkinliginin diger primerlere gére ¢ok daha
diisiik oldugu ve multiplekslemenin her bir primeri farkli oranlarda etkilemekle birlikte
D19S433 primerini daha fazla etkiledigi sonucuna varilmistir (47). Her lokusun farkli sinyal
etkinliginde sonu¢ vermesi ise yine multipleksin primer etkinliklerini degisen oranlarda
etkiledigini gostermektedir (47). Bu asama, nihai hedef olan tek miiltiplekste 18 lokusu
caligmanin 6n calismasi oldugundan ve primer konsantrasyonlarindaki ayarlamalarin tek
multipleks ¢alismasinda yapilacagindan, primer Kkonsantrasyonlarinda herhangi bir

degisiklik yapilmamistir.

5.3.2. 18pleks multipleks setin optimizasyonu

2 ayr1 9pleks calismasinda diigiik sinyal veren primerler ile hi¢ sinyal alinamayan D19S433
primerinin miktarlar sinyal etkinligine gore 1-4 kat arasinda arttirilarak 18pleks PZR yapildi
ve ilk sonuglar alind1 (Sekil 27). Bu asamada, her bolgenin amplifiye oldugu goriilmekle
birlikte farkl: sinyal etkinlikleri oldugu gozlendi. Sonraki asamalarda sinyal etkinligi diisiik
olan primerlerin miktar1 1-3 kat arasinda arttirilirken, Amelogenin gibi ¢ok yiiksek sinyal
veren primerlerde ise 2-3 kat arasinda azaltilarak ¢ok sayida farkli ¢alisma yapildi. En iyi
sonuclarin (Sekil 28) alindig1 primer konsantrasyonlar1 ve PZR kosullar1 Tablo 13 ve 14’te

gosterilmistir. En az konsantrasyonda kullanilan primerler Amelogenin, D13S317, VWA ve
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D14S1434 STR lokuslarina ait primerler olmustur. Bu lokuslara ait primerlerden 18pleks
mikste sadece 0,1 puM primer kullanilmistir. 18pleks i¢inde en yiiksek konsantrasyonda
kullanilan primer ise D19S433 STR lokusuna ait primerler olup 0,65 uM konsantrasyonda
primer kullanmilmistir. Singlepleks ¢alismada 90 bp civarinda gézlenen nonspesifik sinyal
multipleks ¢alismada da gozlenmistir (Sekil 22, 26, 27). Bu sinyal bu bolgedeki lokuslardan

higbirine denk gelmediginden degerlendirme dis1 birakilmistir.

5.4. Hassasiyet

18pleksin ¢alismasi igin gerekli en uygun primer konsantrasyonlarinin belirlenmesinden
sonra, bu karigimin en verimli amplifikasyonu icin gerekli optimum DNA miktarini ve
sonu¢ elde edilebilecek en az DNA miktarini belirlemek amaciyla hassasiyet calismasi
yapilmistir. AmpFISTR® kontrol DNA’s1 (9947 A) kullanilarak yapilan ¢alismada 0.1 ng/ul
ile 3ng/ul konsantrasyon araliginda DNA amplifiye edilerek performans degerlendirmesi
yapildi. 0.5 ng/pl konsantrasyona sahip DNA &rneginde FGA ve CSF1PO lokuslarinda,
diger lokuslara ait sinyallere nispeten daha diisiik sinyal degerleri elde edilmekle birlikte
degerlendirilebilir diizeyde sinyaller alinmistir (Sekil 31, 32, 33, 34). Her lokusun optimum
diizeyde calistignt DNA konsantrasyonu ise Ing/pl olarak tespit edilmistir. Ing/ul DNA
konsantrasyonunda her lokus i¢in minimum 500 rfu diizeyinde sinyal alinmistir.

Arastirmaya riza gosteren 15 kisiden alinan kan Ornekleriyle 18pleks ¢alisilarak basariyla

tiplendirme yapilmistir (Tablo 15).
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6. Sonuc¢

18pleks kitinin 16pleks Powepleks® kitine gore; hem daha fazla lokus igermesi, hem 2 adet
mini STR igermesi (D14S1434, D10S1248) hem de 400 baz ¢iftini asan amplifikasyonlar
veren Penta D ve Penta E lokuslari (Sekil 7) yerine maksimum 350 baz ¢ifti amplikonlar
tiretecek STR lokuslarinin kullanilmas: avantajhidir (Sekil 21, 22, 23, 24). 18pleks kitin
AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplification Kitine gore avantajlari ise yine daha fazla
STR lokusu igermesi ve 2 adet mini-STR i¢ermesidir.

Tezin konusu olan 18pleks Kiti igin Tirkiye popiilasyonu galismasi yapilmamistir. Bu
calisma, kitin ileride gelistirilerek daha genis multipleksli bir hale getirilmesi asamasinda
validasyon ¢alismalariyla beraber yapilmasi disiiniilmiistiir. Yine kit i¢erisindeki lokuslarin
allel isimlendirmelerinin yapilmasi i¢in gerekli olan Allelic Ladder da (50) bu ¢alismada
tretilmemistir. Allelic Ladder olusturulmasi ¢ahismadaki 18pleksin, ileride gelistirilmesi
asamasinda yapilacaktir.

Gelistirilen bu pleksin en onemli 6zelli§i DNA kimliklendirmesi amaciyla iilkemizde
tiretilecek yerli bir kitin alt yapisini olusturacak olmasidir. Giiniimiizde 24 lokuslu Kitler
(Sekil 9, 10) farkli firmalar tarafindan iretilmekle birlikte 16pleks kitler de halihazirda
yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. 18pleks olarak dizayn edilen kit, 16pleks
kitlere gore daha fazla bolgeyi icermesi ve 2 adet mini STR lokusunu icermesi sayesinde
ayrnm giicii nispeten daha fazla olup, ileride yapilacak iyilestirmeler ve gelistirmelerle bu

Kitlere daha iyi bir alternatif olabilecektir.
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7. Ozet

Giiniimiizde mahkemelerde en giivenilir delillerden biri olarak kabul edilen DNA’ya dayali
kimliklendirme, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Adli
laboratuvarlarda kimliklendirmede ve akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde son 25 senedir
DNA iizerindeki kodlanmayan bolgelerde bulunan kisa ardisik tekrar bolgeleri (Short
Tandem Repeats veya STR) analiz edilmektedir. STR boélgeleri insan genomunun ¢ok kiigiik
bir bolgesi hakkinda bilgi verse de biyolojik orneklerin ayirt edilmesi ve karsilagtirilmasi
icin yeterlidir. Piyasadaki kit tireticileri adli ya da adli olmayan laboratuvarlarda kullanilmak
tizere birgok STR lokusunu tek bir is akisinda analizini ve degerlendirmesini miimkiin kilan
multipleks STR sistemlerini gelistirmislerdir.

DNA kimliklendirme sistemleri genellikle 16 bolgeli STR lokuslarindan olusmaktadir. Hazir
ticari kitler tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu
kitler, Adli Tip Kurumu, Adli Tip Enstitiileri, Jandarma Kriminal Arastirma Laboratuvari ve
Kriminal Polis Laboratuvari gibi adli amagla g¢alisan laboratuvarlar ve prenatal tanida
kontaminasyon tespiti, kemik iligi transplantasyonu sonras: kimerizm testi ¢alisan genetik
tan1 merkezlerinde de ¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir.

Halihazirda Diinya’da ve tilkemizde en ¢ok kullanilan STR markirlar1 D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO01, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA,
TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818 ve FGA’dir. Bu STR markirlar1 bir Amerikan firmasi
tarafindan tek reaksiyonda amplifiye olacak sekilde optimize edilerek kit haline getirilmis
olup tilkemizde ve tiim diinyada yaygin olarak ¢alisilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, ticari Kitlerde yaygin olarak bulunan 16 bolgeye 2 mini-STR markir1
(D14S1434, D10S1248) daha ilave edilerek multipleks sistemdeki STR sayis1 18’e

yiikseltildi 18 STR bélgesini tek bir reaksiyonda basarili amplifikasyon yapilabilmesi i¢in
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uygun parametreler belirlendi ve optimizasyon galismalar1 yapildi. Kimliklendirme amaciyla
kullanilmak tizere molekiiler tabanli panel optimizasyonu yapildi. Bu panelin ileriki
zamanlarda gelistirilebilecek daha genis igerikli multipleks STR Kitinin temelini olusturmasi
amagclanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kisa Ardisik Tekrar Dizileri (STR), Multipleks Reaksiyon Sistemi,

Adli Genetik, DNA Kimliklendirme
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8. Abstract

Nowadays, the identity of DNA, which is considered to be one of the most reliable proofs in
the courts, is widely available in our country as well as the rest of the world. In the forensic
laboratories, short successive repeat regions (Short Tandem Repeats or STR) in the non-
coded regions of DNA have been analyzed for the last 25 years in identification and
determination of kinship relations. Although STR regions provide information on a very
small region of the human genome, it is sufficient to distinguish and compare biological
samples. Kit manufacturers in the market have developed multiplex STR systems that enable
analysis and evaluation of many STR loci in a single workflow for use in forensic or non-
forensic laboratories.

DNA identification systems generally consist of 16-region STR loci. Ready-to-use
commercial kits are in high demand in our country as well as all over the world.
In addition to Forensic Medicine Foundation, Forensic Medicine Institute, Gendarmerie
Criminal Research Laboratory and Criminal Police Laboratory, the kits are also widely used
in genetic diagnosis centers doing contamination check in prenatal diagnosis, chimerism
testing after bone marrow transplantation. Currently, the most commonly used STR markers
in the world and in our country are D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D55818 and
FGA. This STR multiplex system has been optimized by an American company to be
amplified in a single reaction, and this kit is widely used in our country and all over the
world.

In this thesis, 2 mini-STR markers (D14S1434, D10S1248) were added to the 16 regions in
the commercial kit and the number of STR in the multiplex system was increased to 18. It is

expected to be more efficient on decayed samples with 2 mini-STRs added to the kit design.
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In order to obtain successful amplification of 18 STR regions in a single reaction,
appropriate parameters were determined and optimization studies were performed.
Molecular based kit/panel optimization was performed for identification purposes.
This panel is intended to form the basis of a larger content multiplex STR kit that can be
developed in the future.

Key Words: Short Tandem Repeats (STR), Multiplex Reaction System, Forensic Genetic,

Identification
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