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1. GIRIS

Adli genetik bilim dalinin gorevi gesitli suglardan ve adli vakalardan elde edilen biyolojik
materyalleri ¢alisarak olgunun aydinlatilmasina yardimeci olmaktir. Olay yerinde ele gecen
fiziksel delillerin incelenmesi ve degerlendirilmesi adli olgularin aydinlatilmasinda 6nemli rol
oynar. Olay yerinde deliller tek baslarina ya da karismis bir sekilde bulunabilir. Fakat uygun bir
ornekleme ve toplama ile bu 6rnekler basarili bir sekilde incelenebilir. Olay yerinde oldugu gibi,

laboratuvara getirilen biyolojik materyallerde de benzer bir duruma rastlanabilir.

Adli bilimler son 20- 25 yil igerisinde giderek gelismektedir. Bu gelismeler ve yenilikler
bize kolayliklar sagladig1 gibi yeni sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Adli DNA analizleri
adli bilimler alaninda hizli bir ilerleme kaydetmistir. Adli delillerin degerlendirilmesi i¢in birgok
teknik gelistirilmistir. Fakat sonuglarin dogru degerlendirilmesi ve ifade edilmesi adli DNA
analizlerinin en zorlu asamasidir. ki veya daha fazla kisinin karisimindan olusan delillerin
yorumlanmas1 her zaman sikinti verici olmustur. Bu belirsizlik adli delillerin giiclinii

zayiflatmaktadir.

Karigim orneklerinde bazi faktorler DNA analizini daha da karmasik hale getirebilir. Bunlar;
katilimer sayisinin bilinmemesi sonucunda alel cakismalarinin olmasi, diisiik kalitede veya
bozunmus orneklerde gozlenen stokastik dalgalanmalar, Taq polimeraz enziminin yar1 kantitatif
aktivitesi ve primer bolgelerinde mikrovaryantlarin olusumu olarak siralanabilir (Buckleton ve
ark. 2005, Butler 2007, Chan 1992). Bu 6rneklerin yorumlanmasinda hem analistin tecriibesi hem

de matematiksel islemler gerektirir (Gill ve ark. 1997, Gill ve ark. 2006).

Giliniimiizde karisim DNA analizlerinin yorumlanmasinda karsilasilan sorunlarin listesinden
gelebilmek i¢in birgok arastirmaci bu konuyla ilgilenmektedir. Bu sorunlarin ¢6ziimiine yonelik
olarak cesitli iilkelerde adalet sistemlerinin isleyisinde istatistiksel temeller yer almaktadirlar.
Karisik DNA Orneklerinin  yorumlanmasinda kullanilan farkli yaklagimlar mevcuttur. Bu
yaklagimlar; genotipler belirlendikten sonra eslesme olasiligin1 tahmin etmek, dislama olasiligini
ve benzerlik olasiligini hesaplamak gibi islemlerden olusmaktadir (Edward ve ark. 1992). Son
yillarda c¢esitli iilkelerdeki hukuk sistemleri bu istatistiksel hesaplama islemlerinden

faydalanmaktadirlar. Bunun i¢in bir¢ok yazilim programi gelistirilmistir.



Bu tez ¢alismasinin baslica amaci, karismis DNA o6rneklerindeki katilimer sayisinin dogru bir
sekilde yorumlanmasini saglamaktir. Caligmamizda DNA profillerinin yorumlanmasinda ¢esitli
istatistiksel metotlar (olabilirlik orant ve profil olasiligl) aciklanacak ve uygulanacaktir.
Sonuglarin giivenilirligini negatif yonde etki eden artefakt tirlinlerin (golge pikler (stutter) ve
DNA dan kaynaklanmayan niikleotid eklenmesi) etkileri incelenecektir. Bunun igin Forensim®
ve GeneMapper® yazilimlari kullanilarak istenmeyen {riinlerin dogru sonuca etkilerini
yorumlamak i¢in, elektroforegramdaki piklerin ve tepe noktalarinin oranlarinin lokuslar arasi

degerleri arastirilacaktir.

Bu amagla rizasi alinmig kisilerden toplanan kan orneklerinden DNA izole edilip, gesitli
oranlarda karistim oOrnekleri olusturulacaktir. Bu ornekler AmpFISTR ® Identifiler ® PCR
Amplification (D8S1179, FGA, TPOX, THO1, vWA, D21S11, CSF1P0, D3S1358, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, D18S51, D5S818 ve AMELOGENIN lokuslar1)  kiti ile
cogaltilacak ve elde edilen elektroforegramda, bu tiir 6rnekler icin bir analiz metodu
gelistirilecektir. Bununla birlikte olgu dosyalar1 ve pilot ¢alismalar ile LRmix™ uygulamasi

yapilacaktir.

Bu tez calismasi adli genetigin en zorlu analizlerinden biri olan karisim Orneklerinin
yorumlanmasinda yol gosterici olacaktir. Bir¢ok iilkede uygulanan ve yayginlasan kriminal
olgularmm sonuglarinin yorumlanmasinda kullanilan istatistiksel yontemlerin iilkemizde de

uygulanabilmesi adina bir adim atilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Adli Bilimlerde Genetik Isaretlerin Gelisimi

Dogadaki canlilarin hemen hemen hepsinde genetik materyal Deoksiriboniikleik asit
(DNA)‘dir. Insan genomundaki genetik varyasyon kromozom anomalilerinden tek niikleotid
degisimlerine kadar ¢ok cesitlidir. Son 10-15 yil igerisinde, insan orijininin arastirilmasinda,
kisinin hastaliklara yatkinliklarinin belirlenmesinde ve ilaglara verilen cevaplarda genetik
belirleyicilerin rolleri hakkinda sayisiz deneyler yapilmistir. Bu tiir deneyler tip bilimine katki
saglamasinin yaninda, insanlar arasindaki genetik farkliliklarin adli amagl olarak mahkemelerde

kullanilmast da miimkiin hale gelmistir (Giardina ve ark. 2011).

Adli genetik, DNA analizleri ile nesep davalari, toplu felaketler, suglunun kimliklendirilmesi
ve miras gibi davalarda adalet sistemine yardim etmeyi amaclayan bir bilim dalidir. Adli bilimler
kapsaminda adli genetik bilim dali matematik, kimya ve benzeri fen bilimlerinin yardimi ile
giiniimiiz adalet sisteminin en Onemli yardimcist haline gelmistir. Adli DNA Ornekleri
cogunlukla DNA’nin kodlama yapmayan bélgelerindeki tekrarlayan DNA dizileri kullanilarak
analiz edilir. Bu tekrarlayan DNA {initeleri kisiden kisiye farklilik gosterir ve bu farklilik
istatistiksel bir hesaplamadan sonra biyolojik delillerin ve/veya kisilerin kimliklendirilmesi
gerceklestirilir. Genomunun %99,9’inden fazlasinin insan populasyonlarinda ayni olmasina
ragmen, sekanstaki varyasyonlar olarak adlandirilan polimorfik isaretler kisilerin
iliskilendirilmesi veya ayristirilmasinda kullanilabilir (Budowle ve ark. 2005, Alonso ve ark.

2005).

1980°’lerin  basinda Sir Alec Jeffreys tarafindan insanlar1 ve biyolojik 6rnekleri
kimliklendirmek amact ile DNA parmak izi teknigini gelistirmistir. Bu teknik DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile kesimine dayanmaktadir. Ancak bu teknigin en onemli dezavantaj
yiiksek kalitede ve miktarda DNA materyaline ihtiya¢ duymasidir. Bu yiizden adli
kimlilendirmede kisa siire kullanildi. Adli bilimlerde DNA analiz yontemlerinin tercih
edilmesinin nedeni; DNA‘nin yiiksek miktarda varyasyona sahip olmasi (yaklasik 3 milyar baz
ciftine sahip, her biri farkli lokuslarda yer alan 25000-30000 genin kodlanmasi) her bireyde
farklilik gostermesi, ortam kosullarindan veya tibbi miidahalelerden etkilenmemesi ve nesilden

nesile aktarilmasi gibi nedenlerden dolay1 tercih edilmektedir (Premalatha ve ark. 2014).



Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekniginin gelisimi ve kisa ardisik tekrar dizilerinin (STR)

kullanilmaya baglanmasi ile birlikte eser miktardaki materyallerden bile ¢alisilmaya baglandi.

Insan genomunda yaklasik 3 milyar baz ¢ifti, her biri farkl1 lokuslarda yer alan 25,000-30,000
geni kodlamaktadir. Protein kodlayan kisim tiim genomun yaklagik %3’liik bdlimiinii
olusturmaktadir. Geri kalan kisimda protein kodlanmaz ve biiyiik ¢ogunlugu da tekrarlardan
olusur (James 2003). Genlerin ¢ogu “alel” olarak adlandirilan birka¢ farkli formda
bulunabilmektedir. Bir toplumun genetik yapisindaki varyasyonlarin (degisimlerin) varligi

“genetik polimorfizm” olarak adlandirilir (Acar 2009).

2.2 Adli Amach DNA Analizlerinde Kullanilan STR Lokuslari

Kisa tekrar dizileri 2-6 baz uzunlugunda tekrarlayan polimorfik DNA dizileridir. Bu diziler,
diziye 6zgii primerler kullanilarak PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilir ve elektroforezde biiyiikliiklerine
gore ayrilirlar. Insan kimliklendirmesinde kullanilan STR vyiiksek degiskenlik gdstermesi gerekir.
Yapisal olmayan polimorfik bolgelerdeki aleller mutasyonlari biriktirebilmeleri 6zelliklerinden
yararlanarak evrilme hizinin hesaplanmasi ile STR lokuslar1 filogenetik ¢aligmalarda ve insan

yayilim modellerinin olusturulmasinda bilgi kaynagi olusturur (Filoglu 1999).

STR lokuslarinin bireyleri ayrit etme giicli, kromozomal yerlesimi, heterozigotluk oraninin
yiiksek olmasi, diisiik mutasyon oranina sahip olmasi, ileri derecede bozunmus 6rneklerde bile
sonug vermesi, tetramerik olmasi, yapisi, diger STR lokuslari ile tek bir PCR ile ¢ogaltilabilmesi,
giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesinden dolay1 adli amaglarla rutinde tercih
edilmektedir (Brinkmann 1992). 50-100 pikogram (pg) gibi az miktardaki DNA &rnegi ile STR
analizi yapilabilmektedir. Genellikle adli 6rnekler ileri diizeyde pargalanmis, molekiiler yapisi
bozulmus ve DNA igerigi 100 nanogramdan (ng‘dan) az olan biyolojik materyallerdir. Bu
materyallerle yapilan ¢aligmalarda bircok yontem (VNTR, RFLP gibi) sonugsuz kalirken STR
lokuslar1 ile giivenilir sonuglar alinabilmektedir (Alford ve ark. 1994, Schmitt ve ark. 1994)
Glinlimiizde STR lokuslarinin PCR teknigi ile cogaltilmasina dayanan adli DNA analizleri
kullanilmaktadir. Kullanilan polimorfik STR lokuslar1 ticari markalar altinda kit seklinde temin

edilebilmektedir (Budowle ve van Daal 2008).



2.3 DNA Tipleme Metotlarinin Karsilastirilmasi

Adli DNA analizinde kullanilan teknolojiler ve sistemler iki kisiyi birbirinden ayrilabilme
yetenekleri ve sonuc¢ elde etme hizlarina gore farklilar gosterir. Adli DNA analizinde hiz
onemlidir ve son yillarda biiyiik gelisme kaydetmistir. DNA analizleri daha 6nce 6-8 hafta

siirerken simdi birkag saat igerisinde sonug alinabilmektedir (Reeder 1999).

Kimliklendirmede tekli veya ¢oklu lokus RFLP problar1 ve PCR tabanli deneyler gibi birgok
sistem kullanilmistir. Son yillarda biyolojik Orneklerin isleme hizi ve hassasiyetinde sayisiz
gelismeler oldu. Giiniimiizde iyi korunmus DNA igeren biiylik miktardaki kan lekelerinin yerine
kiiciik miktardaki 6rneklerden hatta bazi durumlarda tek hiicreden bile DNA profilleri elde
edilebilmektedir. Sekil 1. de son 15 yil icerisinde kullanilan bu sistemlerin teknoloji ve ayrim

giicli bakimindan ayrimi goriilmektedir.
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Sekil 1. Son 15 yil igerisinde kullanilan DNA tipleme sistemlerinin karsilastirilmasi (Butler 2005,
Kim ve ark. 2014).

ABO kan gurubu belirlemesi ¢ok hizli bir yontem olmasina ragmen kimliklendirmede
yetersiz kalmaktadir. Bu sistemde A,B,O,AB olmak iizere 4 farkli kan grubu mevcuttur. Fakat bir

poplilasyondaki bireylerin %40°1 O profilini igcermektedirler. Bundan dolay1 bu sistem dislama
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durumunda yararli iken dahil etme durumunda cok etkili degildir. Ote yandan ¢oklu lokus RFLP
problar1 (MLP) bireyler arasinda yliksek varyasyon gdstermesine ragmen DNA profilini elde
etmek i¢in Uzun zaman ve is yiikii gerektiren bir sistemdir. Ayrica MLP sisteminin adli davalarda
siklikla karsilasilan karisik DNA Orneklerinin  yorumlanmasma imkan vermedidi icin de
arastirmacilar tek lokus problarina yonelmek durumunda kalmistir. Buna ek olarak MLP

teknoloji bakimindan da zayif kaldigindan uzun siire kullanilmadi (Sparkes ve ark. 1996).

Adli DNA analizlerinde yiiksek ayrim giicii, teknoloji ile uyumlu, hizli analiz imkan1 veren ve
mikrosatellitler olarak bilinen kisa ardisik tekrar dizileri (STR) en iyi sonu¢ veren genetik
isaretlerdir. Bu lokuslar kisa olduklarindan dolayr ayni anda bir¢ok lokusu cogaltmak
miimkiindiir. Ayn1 zamanda ileri derecede bozunmus 6rneklerde ve karisim orneklerinde tipleme

yapmak miimkiindiir (Mcdonald ve Lehman 2012).

Mitokondriyal DNA (MtDNA) ayrim giicii ve profil elde etme hiz1 diisiik olmasina ragmen
yiiksek derecede bozunmus orneklerin kimliklendirilmesinde ve maternal soyun belirlenmesinde

onemli rol oynamaktadir.

Son 20 yilda DNA tipleme teknolojisinde asamal bir sekilde gelisim gergeklesmistir. Onceki
DNA teknolojileri yenileri ile yer degistirirken, laboratuvarlar bu yeni teknolojileri uygulamakta
zorluklarla karsilasmis hatta bazi laboratuvarlar uygulamada cakismalar yasamistir. Bu sorun
validasyon ile giderilmistir. Validasyon sonucu laboratuvarlar yeni teknolojileri kullanarak

kaliteli ve tutarl sonuglar elde etmistirler (Van Oorschot ve ark. 2010).

2.4 Kisa Tekrarli DNA Dizilerinde Amplifikasyon Sirasinda Meydana Gelen ve istenmeyen
Olusumlar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilan STR dizilerinin amplifikasyonu sirasinda bir
dizi artefakt triinler (golge pikler (stutter) ve DNA dan kaynaklanmayan niikleotid eklenmesi)
olusarak alellerin tiplenmesi engellenmektedir. Ayrica bunlarla birlikte mikrovaryant olusumlar,

i¢ alel iceren DNA lokuslari, alel diismesi (drop out) ve mutasyon gibi faktorler de STR

tiplemesini negatif yonde etkiler.



2.4.1 Golge ya da Kekeme Pik (Stutter) Uriinleri

Sekil 2. de STR elektroforegraminda gergek alel pik yiiksekliklerinden daha kiigiik ve birkag
baz daha kisa iriinler goriilmektedir. Bu stutter {iriinler PCR sirasinda DNA polimerazin STR
lokuslarin1 kopyalanmasindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde stutter iiriinler; golge bant veya

DNA polimeraz kaymasi sonucu olusan tiriinler olarak da isimlendirilirler (Hauge and Litt 1993).

DNA bilyiikliigii (bp)
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Sekil 2. Stutter iirtinleri igeren STR lokuslar1 (kirmiz1 oklar ile gosterilmis) (Butler 2005).

Golge pikler, STR lokuslariin kesfinden itibaren literatiirde yer almistir. Bu tiriinlerin varhigini
aciklayan birinci mekanizma kaymis zincirin hatali onarim modelidir. Bu modelde, primer
uzamasi esnasinda primer-kalip DNA kompleksinin herhangi bir bolgesi eslesmeden kalir. Kalip
DNA zincirinde veya primerde kalan bu eslesmemis bolge, bir tekrar uzunlugunda eslesmemis
bolge olarak ortaya ¢ikar. Sonug olarak eslesmemis tekrar bolgesi ana STR piklerinden bir tekrar
tinitesi daha kisa olan bir alel seklinde ortaya ¢ikar (Walsh ve ark. 1996).

Stutter triinler 6zellikle iki veya daha fazla kisiden kaynaklanan DNA karisim 6rneginde
DNA profillerinin yorumlanmasini zorlagtirir. Bunun baslica nedeni bu iirlinlerin STR alel
boyutlari ile ayn1 biiyiikliikte olmalar1 ve komsu alelin kalint1 {irlinii ya da bir minor katilimeiya

(DNA karisim 6rneginde en kiiciik pike sahip katilimci) ait olup olmadiginin belirlenememesi
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yiiziinden tiplendirme islemi zorlagsmaktadir. Stutter iiriin miktar1, daha kisa tekrar iinitesi igeren
STR lokuslar1 kullanarak, bir biri {izerine ¢akismayan STR lokuslar1 ve daha yiiksek etkinlikte
DNA polimeraz kullanilarak azaltilabilmektedir. Stutter iiriin olusumu ile ilgili bilgiler asagida

listelenmistir:

e Ilgili ana alelin pozisyonundan bir tekrar iinitesi daha kiigiiktiir veya nadiren bir tekrar
iinitesi biiyiiktiir.

e Ilgili alel pik yiiksekliginin en fazla %15’i kadar biiyiikliikte olmalidir.

e Stutter lirliniin miktar1 PCR kosullar1 ve kullanilan polimeraz enzimine gore degisir.

e Stutter iirtin olusumu tekrar tiniteleri ile ters orantilidir.

e Bir lokusta biiyiik alellerin olusumuna bagli olarak stutter miktar1 artmaktadir (Bacher and

Schumm 1998).

2.4.2 Kalip DNA’dan Kaynaklanmayan Niikleotidlerin Eklenmesi

DNA polimeraz enzimleri 0Ozellikle PCR’da DNA’nin kopyalanmasi sirasinda PCR
irlinlerinin 3" ucuna kalip bir ekstra niikleotid ekler. Kalip disindan eklenen bu niikleotid
genellikle Adenozin bazi olup bu olaya da “adenilasyon” denilmektedir. Bu ekleme islemi,

gercek hedef diziden bir baz ¢ifti daha uzun bir PCR {iriiniin olusmasina neden olur.

Ekstra adenine sahip veya sahip olmayan ve bir kism1 adenilasyona ugramis PCR {iriinlerinin
analizinde ayirici sistemin ¢dziiniirliigiiniin diisiik olmasi durumunda alellerin dogru bir sekilde
yorumlanmasi miimkiin degildir. Piklerin keskinligi ve genotip yazilimi dogru aleli tespit etmesi

i¢cin 6nemlidir.

PCR amplifikasyonu sirasinda, cogu STR -PCR programlart DNA polimerazin ¢ift zincirli
PCR iiriinlerinin tamamini adenile etmesi i¢in fazladan bir son uzama basamagi igerirler. Ornegin
Life Technologies tarafindan iiretilen AmpFISTR Kkitlerinin amplifikasyon parametreleri
icerisinde 45 dakika 60°C siiren bir son uzama basamagi igermektedir (Life Technologies 1999).
Dogru bir genotiplemenin gerceklesmesi igin alelik ladder (merdiven) ve orneklerin ayni

adenilasyon derecelerine sahip olmalar1 gerekmektedir.



2.4.3 Mikrovaryantlar ve Alelik Merdiven (Ladder) Dis1 Pikler

STR alelleri arasindaki dizi varyasyonlar1 insersiyon, delesyon ve niikleotid degisimi gibi
mekanizmalarla olusur. Bu mekanizmalarin herhangi birine maruz kalmis alellere
mikrovaryantlar denir. Mikrovvaryantlar, alelik merdivenin disinda tespit edildiklerinden bu
alellere alel dis1 (off-ladder) denir (Crouse ve ark. 1999).

En sik rastlanan mikrovaryantlardan birisi de THO1 STR lokusunda bulunan 9.3 alelidir. 9.3
aleli tam tekrar (AATG) ve bir kismi tekrar (ATG) igerir. 9.3 aleli 10 alelinden, yedinci
tekrardaki tek adenin bazi delesyonundan dolay1 farklilasmistir (Puers ve ark. 1993).

Stipheli mikrovaryantlar, alelik ladder sinirlari igerisinde olmasi ve diger aleller disinda yer
almas1 durumunda kolayca tespit edilebilir. Sorgulanan 6rnekte ve alelik merdivende bulunan
bagil buytikliik farki, alellin gercekten bir mikrovaryant olup olmadigini belirler (Gill ve ark.
1996).

2.4.4 Alel Diismesi (Allelic Drop- Out) ve Bos (Null) Aleller

STR lokuslarin1 igeren DNA pargaciklarinin ¢ogalmasi sirasinda, alel diismesi (drop-out)
denilen olaya rastlamak miimkiindiir. Dizi polimorfizmleri, STR tekrar bdlgelerinin i¢inde veya
etrafinda olusabilir. Bu varyasyonlar primer baglanma bolgelerinde de olusabilirler (Hartzell ve
ark 2003). Eger primer baglanma boélgesinde bir baz ¢ifti degisimi s6z konusu ise ¢ogalmada
hatalara ve DNA kalibinda bulunan alellerin PCR iiriiniinde tespit edilmemesine neden olur. Bu
durumda DNA kalibinda bulunan bazi aleller primer baglanma problemleri yiiziinden
elektroforegramda gozlenmez. Bu olaya kisaca bos (null) alel denir. STR tekrarlarinin

kararliligindan dolay1 bos alel ¢cok ender olarak gozlenir (Bersting ve ark. 2013).

Olusan alel diismesi ve null alel gibi durumlarin birkag ¢oziimii bulunmaktadir. Problemli
PCR primerinin tekrar tasarlanmasi ve mevcut primerin karisimdan ¢ikarilmasi bu olay1 ¢ozebilir.
Fakat bu ¢6zlim yeni primer — kalip DNA molekiilii etkilesmesine yol agip istenmeyen iiriinlerin
olugsmasina da neden olabilir. Bununla birlikte yeniden tasarlanan primer i¢in yeni PCR kosullari

olusturulacagindan bu islem hem is yiikiinii hem de zamani arttiracaktir (Kline ve ark. 2011).

Diger bir yaklasim ise alel diismesi gézlenen STR lokusunu multipleksten ayirmak olabilir. Bu

yaklasim, STR multipleksinin erken gelistirme asamasinda uygulanabilir. Eger ticari bir



multipleks kit kullaniliyorsa bu durum olanaksizdir. Uciincii ve en ¢ok tercih edilen ¢dziim ise
bilinen dizi polimorfizmi iceren fazladan primer kullanmaktir. Bu ekstra primerler problemli
primer birlesme bdlgeleri igeren alelleri ¢ogaltmaya yarar. Son yaklasim ise alel diigmesi
gozlenen lokuslari daha diisiik primer birlesme sicakliginda c¢ogaltmak ve primer birlesme

Ozglinliiglinii azaltmaktir (Moretti ve ark 2001).

2.5 Adli DNA Analizlerinde Karsilasilan Sorunlar

DNA laboratuvarlar1 genellikle miktar1 az ve bozunmus Orneklerle kars1 karsiya
kalmaktadirlar. Gelen biyolojik materyal olay yerinde saatler, giinler, haftalar ve hatta yillar
boyunca zorlu ¢evre kosullarina maruz kalmis olabilir. Bunun en giizel 6rnegi bir kacirilma olayi
olabilir. Eger bu duruma ek olarak bir de cinayet varsa kayip kisinin cesedine ulasmak uzun
zaman alabilir. Bu siire i¢inde biyolojik ornekler ¢esitli mikro canlilarin aktivitesine, nem ve
sicaklik gibi c¢evresel kosullara maruz kalir (Bright ve ark. 2010). Bu tiir 6rneklerde yeterli
miktarda ve kalitede 6rnek bulunmamasindan dolayr dogru analiz yapmak son derece kritiktir
(Butler ve ark . 2003).

2.5.1 Tleri Derecede Bozunmus (Degrade) DNA Ornekleri

Cevresel kosullara uzun siire maruz kalmis DNA molekiilii kiiciik parcalara ayrilir. DNA
bozunmasina en ¢ok su ve niikleaz enzimi neden olur. RFLP gibi eski yontemlerde degrade DNA
ornekleri ile calismak ¢ok zorlayici hatta imkansizdi. VNTR (degisken sayida rastgele eden DNA
dizileri) alellerini elde etmek i¢in (20000 baz c¢ifti uzunlugunda) yiiksek miktarda DNA
molekiiliine (yaklasik 100 ng) sahip 6rneklerle calisilabilirdi (Coble ve Butler 2005).

Multipleks STR sistemleri gibi modern PCR metotlari ile nano miktarlardaki DNA 6rneginin
analiz edilebildigi i¢in ¢ok giiclii sistemlerdir. RFLP sistemlerine kiyasla Ing ornekten bile tam
ve basarilit DNA profilleri elde edilebilir. DNA analizinin dogru ve basarili yapilabilmesi i¢in
DNA miktarmin ¢ok énemli olmasinin yaninda kontaminasyondan kacinmakta 6nemlidir. Fakat
bu durum biyolojik kanit1 toplayan kisiye baglidir. Toplayan kisi kontaminasyondan kaginmali ve
delil teslim zinciri prosediiriine uygun calismalidir. Kontaminasyondan dolayr DNA molekiilleri
daha kiiciik parcalara ayrilacagindan PCR basaris1 da buna baglh olarak diisecektir (Chung ve ark
2004).
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2.5.2 PCR Inhibisyonu

DNA orneklerinin ¢ogalmasini etkileyen diger bir onemli faktor ise olay yerinden gelen
orneklerin kendi i¢lerinde muhafaza ettikleri inhibitorlerdir. Inhibitorler; DNA ekstraksiyonu igin
gerekli olan hiicre lizisini, niikleik asitin bozunmasini ve hedef DNA molekiiliiniin ¢ogalmasini
saglayan polimeraz aktivitesini inhibe ederek DNA analizini engellemektedir (Wilson 1997). D1s
ortamda gerceklesen olaylarda kan ve semen gibi viicut sivilari toprak, kum, agag, yaprak vb.
materyallerin iizerinde bulunabilirler. S6z konusu materyaller su¢lunun DNA molekiili ile
reaksiyona girerek amplifikasyon sirasinda inhibisyona neden olurlar. Deri, ahsap gibi i¢ mekan
yiizeyleri DNA polimeraz molekiillerini inhibe edebilirler. Yine tekstil boyalar1 gibi maddeler
iyice uzaklastirilamamasi durumunda 6rnek hazirlanmasi asamasinda DNA molekiilii iizerinde

kalabilir ve PCR amplifikasyonunun engellenmesine neden olurlar (Radstrom ve ark 2004).

Hematin iceren DNA Orneklerinin amplifikasyonunda da STR lokuslarinda alel kaybi ve
lokuslarin ¢ogalmamasina neden olabilir. PCR asamasini engelleyen bazi inhibitorler Tablo 1.de
gosterilmistir. PCR inhibitorlerini igeren Orneklerin amplifikasyonu degrade DNA profillerine
benzer sekilde kismi profillemeye neden olabilirler. Sonug¢ olarak DNA analizi sonrasinda olusan
kismi profiller ya yeterli miktarda baslangic materyali icermeyen degrade DNA molekiiliine ya
da polimeraz aktivitesini diisiiren PCR inhibitorii igeren 6rneklere bagli olarak gelisir (Eckhart ve
ark. 2000, Butler 2005, Mahony ve ark. 1998 ).

Tablo 1. PCR asamasinda hedef DNA’nin ¢ogalamamasina neden olan ve siklikla karsilasilan
inhibitorler. .

Kan Heme (Hematin)

Doku ve Sag Melanin

Diski Polisakkarit ve Safra Tuzlar
Toprak Humik bilesikleri

Idrar Ure

Kot Pantolon (denim) Tekstil boyalari
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2.5.3 DNA Inhibisyonuna Yénelik Coziimler

PCR inhibisyonunun giderilmesi i¢in alternatif ii¢ ¢oziim Onerilmistir. Birincisi; inhibitor
iceren DNA Orneginin seyreltilmesidir. Seyreltmede inhibitoriin  konsantrasyonu da
azalacagindan DNA nin tekrar cogaltilmast miimkiindiir. Ikinci ¢dziim; DNA polimeraz
enziminin arttirilmasidir. DNA polimeraz enzimi miktar1 arttik¢ca, inhibe edici Ozellikli
molekiiller ile reaksiyon orani artacaktir ve arta kalan DNA polimeraz hedef bolgeyi
cogaltacaktir. Son ¢6ziim ise ortama sigir serum albiimini (BSA), sodyum hidroksit ve betain gibi
ara maddelerin eklenmesidir. Yine polimerazin aktif merkezlerine etki eden bazi demir igeren
bilesiklerin ortama eklenmesi de DNA polimerazin aktivitesini arttirir (Al-Soud ve Radstrom
2001, Bourke ve ark 1999, Comey ve ark. 1994).

STR lokuslarinin PCR iiriinleri kii¢iik boyutlarda oldugundan amplifikasyonda STR
primerlerinin hedef DNA bolgesine baglanma orani da yiiksek olacaktir. STR markirlari
kullanarak alel diismesinin (allele drop-out) oniine gegilebilir. Lokus biiyiikliigi ile degrade DNA

orneklerinin ¢ogaltilmasi ters orantilidir (Sekil 3.) (Schneider ve ark. 2004).

AN Agaroz jelde wimriitiilen
sonuglar
R e < Borummus DTNA
Viiksek moleloiiler fragmanlarmm kayvia
agwhich DINA
v

Y ikselk Elaliteli Degrade
DA DA

B Degrade DINA Srneginin kapiler elekiroforez viriittme sonuaclar

| | ] | ] | | ] | | ] | ] | | ] | | ] | | ] | ] | | ] | | ] | ] | | ] | ] | ] | ] | | | ] | ] | ] | | ] | ] | ] | ] | | ]
100 150 20 250 S0 S350 A0 A5
jODES818 135317
D7V s820
D16S539 CSF1PO Penta D
a X e
B [2]

Sekil 3. Degrade DNA’nin A) agaroz jel elektroforezi ve B) STR tiplemesi sonuglarina etkisi
(Butler 2005)

12



Sekil 3. de goriildiigii gibi degrade DNA molekiilleri kiigiik pargalara ayrildigindan jel
elektroforezinde DNA fragmanlarinin kaybi yasanirken, STR tiplemesinde kapiler elektroforezde
sadece belli bir seviyede sinyal kaybi yagsanmaktadir. Bu sinyal kayb1 DNA tiplemesine engel bir
durum teskil etmemektedir. Sonug¢ olarak degrade DNA o6rneklerinin multipleks STR sistemleri
ile analizi RFLP yonteminden daha hassas olup VNTR sistemindeki alel diismesi gibi olaylara
daha az egilimli ve HLA-DQ gibi diger PCR tabanli sistemlere gore ayrim giicli daha yiiksek
yontemdir (Moretti 2001, Butler 2001).

2.5.4 Kontaminasyon Sorunlari

Eger uygun prosediirler mevcut degilse, PCR hassasiyeti ve kiicilk miktarlarda DNA
orneklerinin ¢ogaltilmas1 6nemli bir probleme doniisebilir. Valide laboratuvar protokolleri
olusturularak, kontaminasyonun 6niine ge¢ilmesi miimkiindiir. Kontaminasyon durumu sonuglara
dahil etme ve diglama olarak yansiyacagindan adalet sistemine direk olarak etki eder (Lygo ve
ark. 1994).

Kontaminasyon, DNA molekiiliiniin kazara transferi olarak tanimlanabilir. Kontaminasyondan
iic kaynak sorumlu olarak gosterilebilir; 6rnegin ¢evreden gelen bir DNA ile kontaminasyonu,
ornek hazirlama esnasinda baska bir DNA molekiiliiniin bulasmas1 ve oOnceki PCR
reaksiyonundan kalan ¢ogaltilmis DNA molekiiliiniin 6rnege bulagmasi seklinde ortaya ¢ikar.
Cevresel kontaminasyon, olay yerinden 6rnek toplanmasi sirasinda ortaya ¢ikar ve delili toplayan
kigilerin dikkat gostermesi gereken bir durumdur. Bunun engellenmesi i¢in “substrat kontrol”
denilen bir yontem uygulanabilir. Bu kontrol mekanizmasi toplanan 6rneklerin yakininda kontrol
numunelerinin toplanmas1 ile gergeklesir. iki 6rnegin birbirine bulasmasi sorunu, uygun

laboratuvar protokolleri ve ayrilmis ¢alisma alanlar1 olusturularak engellenebilir (Gill 1997).

Laboratuvardan kaynaklanan kontaminasyonlarin engellenmesi i¢cin hem PCR ’de hem de
DNA izolasyonunda “ negatif kontrol” kullanilmalidir. Negatif kontrol, adli delilin tiplenmesi
islemine paralel olarak yiiriitiilen bos Ornektir. Normal protokolden tek farki, kalip DNA
molekiilii yerine distile su kullanilmasidir. Eger negatif kontrolde PCR iiriinii olusumu goézlenirse,

isleme miidahale edilebilir ve kontaminasyonun oniine gecilir (Budowle ve ark. 2009).

Laboratuvar ¢alisanlarinin genotipleri ¢ikarilmali ve herhangi bir kontaminasyon durumunda

karsilagtirma yapmak iizere bir veri tabani olusturulmalidir. Laboratuvarda calisilan 6rneklerin
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DNA profilinin dogrulugunu ve ilgili laboratuvar personeli ile eslesip eslesmedigi kontrol
edilmelidir. Diger bir kontaminasyon cesidi ise Ingiltere Adli Bilimler Servisi’nin (FSS)
bildirdigi ve PCR tiipleri, pipet uclari gibi ekipmanlarda iiretimden kaynaklanan sporadik
kontaminasyondur. FSS ii¢ yillik periyod igerisinde 1000 vaka igerisinden 11 adet sporadik
kontaminasyon durumu bildirmistir. Bu kontamine profiller kalite kontrol prosediirleri ve negatif

kontroller kullanarak belirlenmistir (Howitt et al 2003).

Negatif kontroller kullanmak, c¢alisan personelin genotip veri tabanlarini olusturmak,
iiretici/distribiitor firma ile haberlesmek, DNA analizi sirasinda otomasyon sistemleri kullanmak,
valide (gecerli) prosediirler kullanmak ve o6rnek toplayan ekiplerin daha dikkatli tutumu ile

olusabilecek tiim kontaminasyonlardan kaginmak miimkiindiir.

2.6 Karismus DNA Ornekleri

Test edilen 6rnekte iki veya daha fazla kisinin genetik profili bulunuyorsa bu 6rnege karisim
(karismis DNA) 0Ornegi denir. Karsim Orneklerini yorumlamak igin tecriibbe ve bir egitim
gereklidir. Karigim 6rnegi, icerdigi DNA miktarina gére major ve mindr katilimcilardan olusur.
Major katilimecinin DNA miktar1 daha yiiksek oldugundan dolayr bu katilimciya ait alel pik
yiikseklikleri daha biiytiktiir. Mindr katilimer ise DNA miktar1 daha az oldugundan gozlenen alel
pik yiiksekligi daha diistiktiir. Giiniimiizde kullanilan STR fliloresan teknolojisi karisim
orneklerinin mindr katilimeisinin belirlenmesinde RFLP sistemlerine oranla ¢cok daha hassastir
(Evett ve ark. 1990). Birden fazla kisiye ait viicut sivilar1 ve doku igeren bir lekeden DNA izole
edildiginde karisik bir DNA profili ile karsilasilir. Bu durumda bir kisinin profiline ek olarak

baska profillerde ayni analizde gézlenebilir.

Fliioresan oOzellikli tarayicilar ve ABI 310, 3130 veya 3100 vb. kapiler elektroforezler
kullanarak bir elektroforegramdaki STR alellerinin rolatif pik yiikseklikleri veya alanlarinin
Olciilmesi miimkiindiir. S6z konusu kantitatif bilgiler kullamilarak bir karistm 6rnegindeki
katilimct1 sayist belirlenebilmektedir. Alel pik bilgilerini karsilastirirken pik alami ve sekil
varyasyonlar1 yerine pik yliksekliklerinin kullanilmas1 daha gecerli bir yontemdir. Pik
yiikseklikleri ¢ogu adli genetik laboratuvarlarinda karisim orneklerinin yorumlanmasi isleminde
basar1 ile kullanilmaktadir. Sekil 4. te STR profilinde tipik tek kaynakli bir 6rnegin, bir karisim
orneginden kolaylikla nasil ayirt edildigi goriilmektedir (Gill ve ark. 1998a).
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Heterozigot 6rneklerdeki STR alel pikleri genellikle komsu pozisyondaki (4 baz cifti kisa (n-
4)) alel biiyiikliigiiniin %15’inden daha kiigiik gélge (stutter) tiriinler olustururlar. Buna ek olarak,
pik yiiksekligi orani; diisiik fliioresan iiniteye sahip alel pik yiiksekliginin biiyiik fliloresan
iiniteye sahip alel pik yiiksekligine boliinerek bulunur. Tek kaynakli bir STR lokusunda
heterozigot iki ortak alel arasindaki pik yiiksekligi oran1 yaklasik olarak %70 diizeylerindedir.
Boylece belirli bir lokustaki bir alelle ait pik yiiksekligi %15 ve %70 alanlar1 arasinda bir
yiikseklige denk geliyorsa, bu durumda iki veya daha fazla katilimcinin bulundugu bir karisim
orneginden bahsetmek miimkiindiir. Birden fazla lokusta gézlenen ii¢ veya daha fazla alel, yine

bir karigim 6rnegi olasiliginin giiglii bir gostergesidir (Life Technologies 1998).

(a)

100%
o
Heterozigot pik bélgesi 85%
_" T >70%
Kansim Bélgesi
—————————————— <15%
Kekeme pik (Stutter) Bolgesi M Q%L
(b) 100%
— - (o)
60% >70%
Normal stutter trini Normal olarak g&zlenen heterozigot
viileseldiginden viiksel 259, iki partner alellerden daha kiigiik bir
bir pik noktas1 (>%15) L © pik vitkeseldigi (<%70)
T
’\J - ___TD_O};““““_ <15%
*
\

\ Tipilz bir stutter tiriinii verlegiminden
farkh bir noktada bulmnan pik noktasi

Sekil 4. Tek kaynakli (a) ve karisim (b) 6rneklerine ait alel piklerinin gosterimi.
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2.6.1 Karisim Orneklerinin Yorumlanmasinda Polimorfik Isaretlerin Degeri

Karigmig bir DNA 0Orneginin belirlenebilmesi daha fazla lokus ve heterozigot olusma orani
yiiksek genetik isaret kullanimina bagli olarak gelismektedir. Birden cok DNA kaynagi iceren tek
bir 6rnegin analizi her bir kaynaktan gelen DNA miktarina, genotiplerin 6zgiin kombinasyonuna

ve ¢ogaltilan DNA miktarina baglidir (Evett ve ark 1990).

Yiiksek polimorfizm igeren ve fazla alele sahip olan STR lokuslar1 karisim o6rneklerindeki
katilimeilar arasindaki farklari tespit etme kabiliyeti de yiiksektir. Ornek olarak Tablo 2. de
gosterilen iki lokustan TPOX’in 8 aleli bulunurken D21S11in ise 24 olasi aleli bulundugundan
karisim Orneklerinin yorumlanmasinda D21S11 daha yiiksek ayirim giiciine sahiptir (Butler

2005).

Tablo 2. AmpFISTR® Identifiler® PCR ticari amplifikasyon kitinde bulunan D21S11 ve TPOX
lokuslarinin olast alleleri ve kromozomal yerlesimleri (Life Technologies 1999).

Lokus AmpFISTR® Identifiler® Kromozomal

e Yerlesim
ticari kitinde bulunan alleler

D21511 24, 24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 30, 30.2, 31, 21911.2-g21
31.2,32,32.2,33,33.2, 34, 34.2, 35, 35.2, 36, 37, 38

TPOX 6,7,8,9 10, 11, 12, 13 2p23-2per

Karisimdaki her bir bilesenin miktari, o Ornekteki tiim katilimcilar arasindaki farkin
gdzlemlenmesinde énemli bir fark yaratmaktadir. Ornegin, eger iki DNA kaynagmin miktarlart
esit oranlarda ise heterozigot lokuslardaki alelleri tespit etmek daha kolaydir. Bir karigim
orneginde mindr katilimecilarin karisimin %5 1 veya 1:20 oraninda olmasi durumunda tespit
edilmesi genel olarak miimkiin degildir. Yine AmpFISTR® Identifiler® ticari amplifikasyon kiti
kullanim kilavuzuna gére DNA analizinde giivenilir bir genotip elde etmek i¢in mindr

komponentin 35 pg diizeylerinde olmasi gerektigi bildirilmektedir (Cotton 2000).
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2.6.2 Karisim Orneginde Bulunan Genotiplerin Ayirt Edilmesi

Karigim 6rneginin varligimi tespit etmek icin ¢esitli ipuclari mevcuttur. Asagidaki sorulara

verilen cevaplar s6z konusu profilin bir karigim olup olmadigini belirleyebilir:

e Analiz sonucu herhangi bir lokusta valide edilmis alel biiyilikliigii araliginda iki ve/veya
daha fazla lokus gozleniyor mu?

e Herhangibi bir lokusta iki heterozigot alel arasinda pik dengesizligi s6z konusu mu?

e Normal pikin komsu pozisyonunda (%15- %20 den biiyiik) gélge (stuttter) pik var m1 ?

e Degisik aleller arasinda sinyal yogunlugu farkliligi mevcut mudur?

Eger yukaridaki dort sorudan herhangi birine verilen yanit evet ise s6z konusu profil
muhtemel bir karisim 6rnegine ait oldugu sdylenebilir. Genellikle karigim 6rnegi herhangi bir
lokusta {i¢ ve daha fazla alelin varliginda tespit edilebilir. Asagidaki listede iki kisinin katilimi ile

olusan karisim 6rneklerinde tek bir lokusa ait tiim olasiliklar gosterilmektedir (Butler 2005).

Ll

Sekil 5. iki katilimcili bir karisim drneginin herhangi bir lokustaki olasi alel kombinasyonlari
(Gill ve ark. 2006).

a)

a) Birpik:

e Homozigot + homozigot, 1 adet ¢cakisan alel (genotipler es)
b) Iki pik:

e Heterozigot + heterozigot, 2 ¢akisan alel (genotipler es)

e Heterozigot + homozigot, 1 adet ¢akisan alel

e Homozigot + homozigot, cakisan alel yok (genotipler benzersiz)
¢) Ug pik:
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e Heterozigot + heterozigot, 1 adet ¢akisan alel
e Heterozigot + homozigot, ¢akisan alel yok (genotipler benzersiz)
d) Dort pik:

e Heterozigot + heterozigot, ¢akisan alel yok. (genotipler benzersiz)

Iki katilimcinin oldugu bir karisim &rneginde bir veya daha fazla alel ¢akisip maskelenebilir.
Bu durum karisimi olusturan kisilerin ayrimini dnemli derecede zorlastirir. Ornegin iki birey
FGA lokusunda 23-24 ve 24-24 genotiplerine sahipse, karisimin orani 1:1 iken, 23 ve 24. pik
alellerinin oran1 1:3 seklinde gozlemlenebilir. Bu durumda kisilerin profilleri 6nceden
bilinmiyorsa, orani diisiik olan alel yiiksek olan alelin biiylik bir stutter tirlinii gibi goziikebilir. Bu
durumda diger lokuslarda paylasilmayan alellerin durumuna bakip katilimeir orani belirlenip

karisim 6rnegi tekrar degerlendirilebilir (SWGDAM 2000).

Bir multipleksin her lokusunda alel ¢akisma olusumunu goézlemlemek amaci ile, Gill ve
arkadaslar1 beyaz irka ait yliz yirmi bin kisiden olusan bir karisim ¢alismasi yapmislardir. Altt
bolgeden oluigan bu multiplekste, karigimlarin biiyiik bir cogunda 15-22 adet pik rastlanmustir.
Iki heterozigot bireyin olusturdugu ve aleller arasinda ¢akisma bulunmayan bir karisimda alt:
bolgede en fazla 24 pik gozlenlenmistir. Sonug olarak birbiriyle akrabalik iliskisi bulunmayan
bireylerin olusturdugu karisim ornekleri birden fazla lokustaki {li¢ veya daha fazla alelin tespiti ile
ayirt edilebilmektedir. 212000 ikili karsilastirmada, alti bolgeli multipleksin igerisinde sadece

dort tane karigim orneginin her lokusunda bir veya iki alele rastlanmistir (Gill ve ark. 1997).

2.6.3 Karismis DNA Orneklerinin Yorumlanmasi

Karisim oOrnekleri adli uygulamalarda siklikla karsilasilan iki veya daha fazla kisinin
olusturdugu biyolojik 6rneklerdir (Perlin 2010). Adli lekelerin analizi arastirmaciy1 kaginilmaz
bir sekilde farkli bireylerin viicut sivilarmin ve sekresyonlarinin karistigi DNA karisimlarina
dogru yonlendirecektir. Benzeri karigimlarin taninmasi, ¢dziimlenmesi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi adli vakalarin hayati ve tamamlayici pargalar1 olarak degerlendirilirler. Karigik
DNA o6rneklerinin tiplendirilmesinde MtDNA, Y kromozomu ve otozomal DNA kullanilabilir.
uzmanlar diizenli bir egitim ve test programi ardindan karismig DNA Orneklerinin analizini

gergeklestirmek lizere gorev alabilmektedir (Buckleton ve ark. 2005 )
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[lk olarak Clayton ve arkadaslari tarafindan tamimlanan ve Uluslararast1 Adli Genetik

Toplulugunun (ISFG- International Society of Forensic Genetics) DNA komisyonu tarafindan da

kabul edilen DNA karigimlarinin yorumlanmasina ait alti basamak Sekil 6. da gosterilmistir.

Karisim o6rneklerinin yorumlanmasii anlamak i¢in karisim olmayan bir 6rnegin olusumunu

bilmek cok onemlidir. Karigsik DNA profillerini biyolojik artefaktlar ve teknolojik temeller goz

oniinde bulundurularak yorumlanmasi gerekir (Clayton ve ark. 1998, Gill ve ark. 2006).

#Adim 1

#Adim 2

#Adim 3

#Adim 4

#Adim 5

#Adim 6

Kansim Orneginin Varhgmnm Belirlenmesi

l

Alel Pik Yiiksekliklerinin Adlandirilmasi

l

Potensiyel Katihmer Sayismin Tahmini

l

Kansim Orneginde Bulunan Katilimeilarm
Rolatif Oranlarmin Tahmin Edilmesi

l

Tiim Olas1 Genotip Kombinasyonlarmin
Degerlendirilmesi

l

Referans Orneklerin Karsilastirilmasi

Sekil 6. Karisim drneklerinin yorumlanmasinda izlenecek adimlar (Clayton ve ark 1998, Gill ve

ark 2006).

2.6.3.1 Karisim Orneginin Varhgmn Belirlenmesi

Karisim  Orneklerinin - yorumlanmasinin  ilk  basamagi karigim Orneginin  varli§inin

belirlenmesidir. ikiden fazla alelik pikin gozlendigi durumlarda karisimdan soéz edilebilir.

Fazladan

pikler

diger

katilimcilar  disinda; golge piklerden
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polimorfizmlerden de kaynaklanabilir. Paylasilan alellerde maskeleme olay1 sonucunda bir alelde

asimetri olusabilir ve bu da dengesiz bir profile yol acabilir (Andrade ve ark. 2006).

2.6.3.2 Stutter (Golge) Pikler

Anrtefaktlar; golge pik firtinleri, bos aleller, kromozomal anomalileri veya besli kromozomal
bolgelerin duplikasyonu gibi olaylardan kaynaklanabilir. Stutter piklerin alel tahmini ve karisim
orneklerinin yorumlanmasi en biiyiik sorununu teskil etmektedirler. Alelik tiriinler olarak ortaya
¢ikan ve ilgili alelden bir tekrar {initesi daha kisa (ya da nadiren uzun) pozisyonda bulunan stutter
piklerin dislanmasi her zaman miimkiin degildir. Stutter piklerin belirlenmesi i¢in kabul edilen
genel prensipler bazi durumlarda kullanisli olup bu piklerin gergek piklerden ayrilmasini

miimkiin kilar. Bu prensipler:

. Golge pik tirtinleri, ilgili alelin biiyiikliigiiniin en fazla %15°1 biiyiikliigiindedirler.
. Golge pik triinleri, ilgili alelden bir tekrar {initesi daha kisa pozisyonunda bulunurlar
(Krenke ve ark 2002).

2.6.3.3 Ozgiin Olmayan Artefaktlar

Ozgiin olmayan artefaktlar, multipleks sistemlerde primerlerin 6zgiin olmayan birlesiminden
dolay1 olusurlar. Lokus sayisi arttik¢a ortamda daha fazla primer olacagindan 6zgiin olmayan
eslesmelerin olasiligi da artar. Yine degrade bir DNA 6rneginde lokus sayisina bakilmaksizin bu
driinler olusabilir. Ekstra DNA bantlar1 translokasyon, mutasyon, trisomi gibi kiside
bulunabilecek kromozomal anomalilelerden de kaynaklanabilir. Bu gibi anomalilerde STR
profilinde yalmizca bir ekstra pik goriiliir. Fakat hem olay yerinde hem de siipheliden alinacak
orneklerin profilleri ayni olacagindan bu tiir kromozom anomalileleri ¢ok fazla problem

yaratmayabilir (Clayton ve ark. 2004).

2.6.3.4 Yazilimsal Sorunlar

Cogaltilmis DNA molekiiliinii isaretlemek i¢in kullanilan boyalar, degisik dalga boylarinda
1s1ma yaparlar. Fakat boyalarin emisyon spektrumunda iist liste binmeleri s6z konusu olabilir.
Ornegin mavi ile isaretli bir DNA diisiik miktarda yesil floresanin kiigiik bir kismini emer.

Matris yazilimimin gorevi floresan boyalar arasindaki iist {iste binmeyi en az miktardaki boyadan
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ana renkleri ¢ikararak matematiksel olarak engeller. Fakat fazladan ¢ogalmis bir 6rnek oldugunda
matris fazladan doygunluga ulasacagindan “pull-up” dedigimiz pikler olusabilir ve bu pikler
bagka bir lokusta baska bir renkte normal bir pikmis gibi goziikebilir. Multipleks sistemlerde bu
pikler gercek alellerden ayirt edilebilmelidir. Bu ayrim, pik pozisyonu ve morfolojinin iyi
bilinmesi veya pull-up goriilen bélgenin yeniden galisilmasi ile gergeklestirilebilir (Mueller ve
ark. 2000).

2.6.3.5 Alel Pik Yiiksekliklerinin Adlandirilmasi

Ikinci basamakta alel pik yiiksekliklerinin adlandirilmas: basamagidir. Burada iki kosul sz

konusudur:

e Kontrol olarak kullanilan alelik ladder’da bulunan aleller + 0,5 baz ¢ifti araliginda olmasi
gerekir.

e Her alel igin gozlenen pik kaymasi alelik ladderda sabit olmak zorundadir.

Cok yakin akrabalarin oldugu veya tam profil elde edilemeyen davalarda; karisik bir 6rnek
bulunmasina ragmen ekstra pikler bulunmayabilir. Ekstra pik goriilmemesine ragmen karisik
STR profilinin varlig1 heterozigot lokuslarin alel pik alanlar1 arasindaki asimetriden dolay1 bu

durum anlagilabilir. Bu asimetriye birkag faktoér neden olabilir (Gill ve ark 1998Db).

2.6.3.6 Alellerin Kademeli Olarak Cogaltilmasi

Herhangi bir varyasyon, iki alel arasindaki ¢ogalma verimliliginde farklara yol agabilir.
Ornegin, az miktardaki DNA s6z konusu oldugunda PCR’nin erken dongiilerinde bir alelin segici
olarak amplifikasyonu olabilir. Bunu 6nlemek i¢in baslangic DNA materyalini artirmak gerekir.
Genel olarak diisiik molekiil agirligina sahip alel yiiksek molekiiler agirliga sahip alele gore daha
etkin bir sekilde amplifiye olur. Fakat STR lokuslar1 sinirlt biiyiikliiklere sahiptir (100-350 bg),
PCR asamasinda heterozigot lokusta bulunan aleller birbirlerine esit oranda amplifiye olurlar.

Normal olarak diisiik pik alani1 yiiksek pik alanindan %60 daha kiigiiktiir (Gill ve ark. 1997).
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2.6.3.7 Primer Birlesme Bolgelerinde Olusan Mutasyonlarin Etkileri

Primer birlesme bolgesinde olast bir mutasyon, PCR isleminde uzama asamasinin daha az
etkin olmasina yol acabilir. Eger kalip DNA molekiiliiniin primer birlesme bolgesinin 5° ucunda
bir mutasyon s6z konusu ise, uzama bloke olur ve alel null veya homozigotmus gibi (yalanci
homozigot) goriiniir. Eger mutasyon primer birlesme bolgesinin bagka bir yerinde meydana
geldiyse, bu durumda primer birlesme sicakliglr degisecek ve birlesme sicakligi etkilenecektir

(Dakin ve Avise 2004).

Adli davalarda gozlenen pik alanlarindaki denge diizensizliginin en yaygin nedeni segici
amplifikasyonun sonucundan ¢ok paylasilan alellerin varligidir. Gill ve arkadaglar1 her lokustaki

pik alanlarinin varyasyonunu ve oranini hesaplamak i¢in bir formiil tanimlamiglardir.

Gozlenen en kiiglik pik alani

degeri. =
¢ degeri Gozlenen en biytik pik alani

Formiil 1. Pik alanlarinin oraninin (¢ degeri) hesaplanmasi (Gill ve ark. 2006)

2.6.3.8 Potansiyel Katihmci Sayisinin Tahmin Edilmesi

Lokuslarda goriilen ekstra alellerin sayisi ve onlarin birbirlerine oranlar1 katilimer kisi
sayisimin  belirlenmesinde  kullanilir.  Iki  heterozigotun katilime1  oldugu  karisimlarda
bulunabilecek maksimum alel sayis1 dorttiir. Bes ve alt1 alel sayis1 bize karisimda ii¢ veya daha
fazla kisinin olabilecegini gosterir. Bunun yaninda olaym kosullar1 da kisi sayisini 6nemli bir
sekilde etkilemektedir. Bu ylizden karigim Ornegini degerlendirmeden once mutlaka olayin

geemisi bilinmelidir (Schneider ve ark. 2004).

2.6.3.9 Karisim Orneginde Bulunan Katihmeilarin Rélatif Oranlarinin Tahmini

Bu asamada, karisimi olusturan majér ve mindr katilimcilarin ayrimi miimkiindiir. DNA’nin
karisik oldugu bir ornekte, her lokustaki katilimcilarin orani yaklasik olarak sabit kaldigi
diisiiniiliir. Karisimim orani (My) tahmini Formiil 2. de gdsterilmistir. Ornegin 4 pik gozlenen bir
DNA profilinde mindr katilimeinin a ve b alellerine, major katilimcinin ise ¢ ve d alellerine sahip

oldugunu varsayalim. Bu durumda karigimin orani:
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_ da + ¢b
"~ da+ b+ dc + dd

Mx

Formiil 2. Karisim oraninin matematiksel olarak ifade edilmesi. ¢ degeri ilgili pikin yiiksekligini
temsil etmektedir (Bill ve ark. 2004).

Tiim lokuslar i¢in tek bir karisim orani hesaplamak i¢in daha gilivenilir metotlar gelistirilmistir.
Fakat deneysel olarak bu metotlarin karisim oranin tahmininde +0,35 yanilma pay1
bulunmaktadir. Bu oran STR multiplekslerine, DNA miktarina ve PCR kosullarina gore
degisiklik gostermektedir (Clayton ve ark. 2005).

Karigim oraninin hesaplanmasinda en 6nemli ikinci parametre ise heterozigotluk dengesidir

(Hp). Bu denge Formiil 3. teki gibi ifade edilmektedir.

Ha

Hb = —
b Hb

Formiil 3. Heterozigotluk dengesinin matematiksel formiilii. Ha ilgili lokusta bulunan en kiigiik
alel pik yiiksekligini temsil etmektedir (Clayton ve ark. 2005).

Heterozigotluk dengesi DNA miktarina gore degismektedir. Validasyon protokolleri ile
belirlenen bu denge miktar1 500 pg dan az DNA 6rnekleri i¢in Hp<0,6’dir. Heterozigot dengesi
0.6 degerinin altinda olan 6rnekleri bu durumda degerlendirmek miimkiin olmayacaktir. Ozellikle
bu ¢esit diisiik miktara sahip Orneklerde hem alellerin orantisiz olarak etkilenmesi hem de
lokuslar arasinda molekiil agirlig1 farkliliklarindan (6rnegin FGA lokusu gibi) dolayr karisim

oranini belirlemek imkansizdir (Clayton ve ark. 2005).

2.6.3.10 Tiim Olas1 Genotip Kombinasyonlarinin Degerlendirilmesi

Tablo 3. te Evett ve arkadaslarinin kullandigi genotip kombinasyonlarin kullanilmasi
onerilmektedir. Bu sekilde referans verilere bagh kalmadan objektif bir sekilde karisim 6rnekleri
yorumlanabilir. Analistler referans bilgiye bagli kalmaksizin degisik yorumlama metotlarin
kullanabilirler. Bu yaklagim gorsel olarak yapilabildiginden, sayisal bir degerlendirme yapmadan
da olasi alellerin belirlenmesi miimkiindiir. Bu durumda eger tam profil elde edilmisse ve
karsilikli degisimlere de izin verilmisse 4 alelli bir lokusta toplamda {i¢ adet ikili kombinasyon, 3
alelli bir lokusta 6 tane ikili kombinasyona ve 2 alelli bir lokusta 3 tane olasi kombinasyon

bulunur (Evett ve ark. 1990).
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Tablo 3. 1ki, ii¢, ve dort alelin olas1 ikili kombinasyonu (Evett ve ark. 1990).

4 alel 3 alel 2 alel
(a,b,c.d) (a.b.c) (a.b)
ab cd aa bc aa ab
ac bd bb ac ab ab
ad bc ccC ab aa bb
cb ad ab ac ab bb
cd ab bc ac ab aa
bd ac ab bc bb aa
bc aa bb ab
ac bb
ab cC
ac ab
ac bc
bc ab

Eger pik alanlarindan ve yaklasik karigim oranindan yola ¢ikarak kantitatif yaklagim
kullanirsa, baz1 ikili eslesmeler goz ardi edilmis olabilir. Bu yaklasimda, aranan kisinin major
katilimer oldugu ¢ok yiiksek oranli karisimlarda kullanilabilir. Clinkii katilimcinin her lokustaki
alel kombinasyonu birbirine yakin olacaktir ve bu durumda herhangi bir kansiklik
yaganmayacaktir. Eger aranan profil mindr katilimer ise mindr aleller maskeleneceginden ayrim
yapmak imkansiz olacaktir. Bilesenlerin belirlenmesinde en 6nemli nokta karigimin diisiik oldugu
oranlardaki orneklerdir. Fakat arastirmacinin hem deneyimi hem de bazi alel kombinasyonlarini

g0z ard1 etmesi ile karisim drnegini basarili bir sekilde yorumlayabilir (Evett ve ark. 1998).

Tim olas1 ikili genotip kombinasyonlar1 karsilastirilip tiim lokuslardaki karistm orani ve
heterozigotluk dengesi icin en 1ideal deger belirlenmelidir. Bu kombinasyonlarin
degerlendirilmesi Tablo 4. te detayli bir sekilde gosterilmistir. Goriildiigii gibi eger minimum
heterozigotluk dengesi degeri (Hp=0.6) ve beklenen karisim orant M,=0,70+0,35 olarak
degerlendirilirse, en uygun ikili alel kombinasyonu major olarak ab ve mindr olarak cd alellerini

igeren genotipler oldugu goriilecektir.
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Tablo 4. Iki kisinin olusturdugu bir karisimda majér ve mindr genotiplerin belirlenmesi.
Hesaplamalarda alel yiikseklikleri pa= 1200 rfu, ¢b= 1000 rfu, pc= 400 rfu ve $d=380 rfu olarak
kullanilmustir.

Genotipler M,| majér katthmeilar Heterozigoti dengesi Yorum

Minér  Majér H, major H;, minér

ab cd 07 0,9 0,9 M, ve H, uygun
ac bd 0,53 0,3 0,3 H, uygun degil

ad be 0,51 0,3 0,3 H, uygun degil

cd ab 0,30 09 09 M, uygun degil

bd ac 0,48 03 03 H, uygun degil

be ad 0,49 03 03 H, uygun degil

2.6.3.11 Referans Orneklerin Karsilastirllmasi

Bu adimda karisim Orneklerinin yorumlanmasinda referans orneklerinin kullanimi séz
konusudur. Bu ise karisim analizinde 6nemlidir ve objektif yorumlamayi saglar (Torres ve ark.
2003). Eger siiphelinin genotipi olusturulan kombinasyonlarla eslesirse, kisinin karigim
ornegindeki varligi gosterebilir. Olay yerinden gelen ve referans oOrneklere ait profiller
karsilastirildiginda raporlarda kullanilan ifadelere dikkat etmek gerekir (Evett ve ark. 2000).
Ornegin, davaci tarafinmn kullanacag ifade “olay yerinden elde edilen leke siipheli ve magdurun
DNA’sim icermektedir” seklinde olmalidir. Buna karsin savunma makaminin hipotezi ise “olay
yerinden elde edilen leke magdur ve bir baska kisinin DNA 6rneklerini igermektedir” seklinde

olmas1 gerekmektedir.

DNA delilini yorumlarken her duruma uygun bir evrensel formiil mevcut degildir. Bu durum
gergekten karisim Orneklerinin  yorumlanmasit ve raporlanmasinda da gegerlidir. Farkli
laboratuvarlar bu zorlu durumlara kars1 farkli yaklagimlar getirmistir. Karismis DNA 6rneklerinin

yorumlanmasinda dnceki ¢alismalar 1s18inda dort farklh istatistiksel degerlendirme gelistirilmistir:
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e Herhangi bir hesaplama yapmadan ve basit bir sekilde siiphelinin karisim profilinde
bulunup/bulunmadigini veya katkis1 olup/olmadigini belirten Kalitatif analiz metodu,

e Katilimcilarin olas1 genotiplerinin belirlenmesinden itibaren kullanilan eslesme olasilig
tahmin yontemi,

o  Dislama olasilig1 yontemi,

e Olabilirlik orant (LR) hesaplamalar1 (Ladd ve ark. 2001, Perlin ve Szabady 2001, Weir
2003).

Cogu adli laboratuvarlar karisim orneklerinin degerlendirmesinde istatistiksel metotlardan
kaginmaktadir. Bunun yerine elektroforegramda gdzlenen piklerin gorsel olarak degerlendirilmesi
yoniine gitmektedir. Fakat gelisen teknoloji ve ¢esitli yazilimlar giiniimiizde karigmis DNA

orneklerinin yorumlanmasini daha basarili hale getirmistir.

2.6.4 Karisim Orneklerinin Yorumlanmasinda Kullamlan Istatistiksel Yontemler

2.6.4.1 Karismus DNA Orneklerinin Kalitatif Olarak Degerlendirilmesi

Karismig DNA Orneklerini degerlendirmek i¢in kullanilan en tutucu (konservatif) metot
kalitatif degerlendirme metodudur. Bu metodun en énemli dezavantaji olay yerinden elde edilen
delilde siiphelinin dislamamasidir. Sekil 7. de goriildiigii gibi D13S317 lokusunda 11,14 veya
11,12 veya 11,11 genotiplerine sahip olan biitiin siipheli profilleri 11,12 ve 14 alellerini igeren
delille baglantilar1 varmis gibi goriinmektedir (Butler ve ark. 2004). Diger bir sliphelinin DNA
profili karigim 6rneginden farkli olarak 13 alellini i¢cerdiginden bu durumda bu kisinin diglanmasi
miimkiindiir. Ancak bu sekildeki dislama/dahil etme degerlendirmesi DNA profillerindeki tiim

lokuslara uygulanmas1 gerekmektedir.
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D13S317 Dislanan

supheli
Olas: Profili
Aleller Dahil Edilen e :
T Delil Sipheli Profilleri :
""" Profili i i
______ 11,14 11,12 11,11 i 11,13
y I S a— — Ay — :
;
1303 [
120003 —a A ——
[ [ A— C— As [ 1 [ 1 I ] :
10— 11,12 ve 14 alellerini
iceren kanit profilinde
= T I 13 numarah alele sahip
olan bu profil
= — cdislanmaktadir.

Sekil 7. D13S317 lokusundaki STR alellerini gosteren bir drnek. Olay yeri profili 11,12 ve 14
alellerini icermektedir (Butler ve ark. 2004).

Kalitatif degerlendirme kullanilarak bir rapor yazilmak istendiginde “ siipheli, ilgili DNA
profillinin katilimcist olarak dislanamaz” gibi bir ifade kullanmak durumunda kalinir. Diger bir
ifadeyle “stipheli genotipinde bulunan alellerin tamami, karismis DNA 06rnegi profilinde tespit
edilmistir”. Bu sonu¢ ancak az sayida genetik isaretler kullanilarak elde edilen profillerde
dislama/dahil etme durumunda kullanilabilir. Glinlimiizde polimorfik STR sistemleri
kullanildigindan test edilen bolgelerin sayist oldukga fazladir. Bu yiizden kalitatif degerlendirme
sonsuz kombinasyonlara sahip olacagindan sonu¢ vermekte yetersiz kalmaktadir (Shrestha ve

ark. 2006).

Herhangi bir hesaplama yapmadan basit kalitatif degerlendirme yontemi kullanilarak yapilan
dislama/dahil etme sonuglar1t mahkeme ve yargi sistemini tatmin etmeyecek diizeyde olmasa da
bu yontem yeterince tutucudur. Mahkemeler genellikle delile istatistiksel agirlik vermek amaci
ile sayisal bir ifadeye ihtiya¢ duyarlar (National Research Council Committee on DNA Forensic

Science 1996).
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2.6.4.2 Eslesme Olasiligi Tahmin Yontemi

Bazi durumlarda katilimer kisilerin alellerini, karisim 6rneginden dogru bir sekilde ayirmak
miimkiindiir. Tecaviiz gibi vakalarda, magdurun DNA profilini karigim 6rnegi ile karsilagtirarak
siiphelinin ~ profilini elde etmek miimkiindiir. Elektroforegramda gbzlenen sinyal
yogunluklaridaki farklar major ve mindr katilimeinin ayirt edilmesinde yardimei olmaktadir. Iki
katilimcinin bariz bir sekilde ayrildigr durumlarda karisim 6rnegini tek bir 6rnekmis gibi analiz

etmek miimkiindiir (Gill 2001).

Karigimis DNA 6rneginde bulunan genotiplerin yorumlanmasi, tiim dondrlerin katilim oranlar
esit ve gercek alellerin maskelendigi durumlarda major katilimeinin belirlenmesi miimkiin
olamayacagindan dolayr zordur. Tiim alellerin tam olarak belirlenemedigi durumlarda ve
genellikle bozunmus orneklerde gozlenen kismi profillerden dolayr karigim 6rneklerinin
yorumlanmas: eslesme olasiligt metodu ile gergeklestirmek miimkiin degildir. Giinlimiiz
teknolojisi ile tiim katilimcilarin alelleri dogru bir sekilde ayrilamadigindan dislama olasiligi ve
olabilirlik orani1 gibi yontemlerin kullanimi analistleri daha dogru sonuglara ulastiracaktir

(Budowle ve ark. 2009).

2.6.4.3 Dislama Olasihig1 Yontemi

Kompleks karismis DNA oOrnekleri dislama kombine olasiligt metodu kullanilarak
yorumlanabilirler. Dislama olasiligi, rastgele bir kisinin gozlenen DNA karigim orneginin
katiimcist  olarak hangi oranda dislandigini ifade eder. Alel sikliklar1 agisindan
degerlendirildiginde “rastgele bir birey hangi siklikla diglanir?” sorusu ortaya ¢ikmaktadir. Bunu
da Random Man Not Excluded metodu (RMNE) ile ¢oziimlenir. Bu metot kullanilarak ilgili
popiilasyonun Hardy Weinberg dengesi temellerine dayali test edilmektedir. Sekil 8. Hardy
Weinberg ilkesinin temellerini gdstermektedir (Mortera ve ark. 2003, Evett ve Weir 1998).
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Olusan genotip kombinasyonlari

) ) ve frekanslarn
Annenin gametleri (yumurta)

A a AA
P q P - p2
A AA
E
2 2 Aa
e p ’
% > | 2rq
£
g 4@ Aa aa
&
g Pq P . ag
P 3 q2
Frekans (A)=p

Frekans (a)=q p+g=1 > +q%? =p® +2pg+q*
Sekil 8. Hardy-Weinberg ilkelerini gosteren ¢aprazlama (Punnett) karesi. A ve a alellerinin
sikliklart p ve q degerleridir.

Hardy-Weinberg ilkesi kisaca alel frekanslari ile genotip frekanslarini iligkilendirmeye yardim
eder. Bu ilkelere gore nesilden nesile aktarilan genotip ve alel frekanslar1 sabit kalmaktadir.
Diger bir ¢ikarim ise, eger bir poplilasyonda bir alele nadir olarak rastlaniyorsa, o alelin

heterozigot olarak goriilme siklig1 daha fazla olur (Butler 2005).

Eger bir delil profili herhangi bir lokusta ii¢ alele (A1, Az, As) sahip ise , bu durumda;

p=A1 +A2 +A3
q=1-p
PE = 2pq + q*

Formiil 4. Diglama olasig1 (PE, Power of Exclusion) metodunun matematiksel ifadesi. p; bir
lokusta bulunan alellerin ilgili toplumdaki frekanslarinin toplamina esittir.

Her lokus i¢in dislama olasiligi elde edildikten sonra tiim lokuslar i¢in kombine diglama

olasilig1 (CPE, ) belirlenebilir;

Kombine PE (CPE) =1— (1 — PE;) *x(1 — PE,) * .....x (1 — PE,)
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Sekil 9.da kombine diglama olasiliginin belirlenmesinde, karigmis DNA (delil) profilinde
bulunan 11, 12 ve 14 alellerini igermeyen genotiplerin frekanslarmin hesaplamasini
gostermektedir. CPE yaklagimi karisimdaki katilimceilarin genotiplerinin belirlenmesini etkileyen
stutter, alel diismesi vb. istenmeyen hatalardan kaginir. Bu metot katilimcilar hakkinda herhangi
bir 6n bilgi veya varsayimlar1 dikkate almaksizin sonug¢ verebilmektedir. Bu durumda magdurun
veya siiphelinin DNA profili hakkinda bir 6n bilgiye ihtiyag duymamaktadir (Evett ve Weir
1998).

D133317Th - p=A; + A, + A
ahmini Ale g=1—0p

Frekanslari 2
PE = 2pg + ¢q

15 V4 0,12
P 0,03 R p=A11 + A2 + A1y
________ p =04+ 0,027 + 0,03
12 200000 0,09 = 0,43
12 £ 0,027 | — N q=1—-043 =057
R I —— 0,4 C A
10 773
R PE = 2(0,43)(0,57) + (0,57)?= 0,8151
- R—

_________

Sekil 9. Bir karisim 6rneginde diglama olasiliginin hesaplanmasi.

Kombine dislama olasiligi, olabilirlik oran1 yontemine gore daha az tutucu ve giiclii bir
yontem olmasa bile, bu metodun en 6nemli avantaji olay yerinden gelen DNA profiline katkida
bulunan kisilerin sayisin1 géz ardi etmesidir. Kisaca bu yontemlerde olay yerinden elde edilen

delilin profilinde gbzlenmeyen diger aleller de degerlendirilmektedir (Ladd ve ark. 2001).

2.6.4.4 Olabilirlik Oram (Likelihood Ratio)

Cesitli suglarda genetik markirlarin kullanimi suglunun kimliklendirmesinde ve yanlis bir
sekilde suglanan siiphelilerin aklanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak biyolojik

orneklerden genetik profillere ulasilmasi, 6zellikle de bu oOrneklerde birden fazla kisinin
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materyalinin bulunmasi yorumlama islemini daha da zorlagtirmaktadir. Bu gibi durumlarla
ozellikle tecaviiz gibi su¢lamalarda siklikla karsi karsiya kalmir (Kelly ve ark. 2012). Bu tiir
orneklerde magdurun ve partnerinin (esinin) oOrnegi ile birlikte silipheliye/siiphelilere ait
materyalde ayni leke tizerinde goriilebilir. Bu tiir vakalarin ¢oziimiinde olabilirlik oranindan
yararlanilabilir. Olabilirlik oraninda (LR) iki alternatif hipotezin (H,- iddia hipotezi (prosecution
hypothesis) ve Hq =Savunma hipotezi (defence hypothesis) karsilastirmasi yapilir. Bu oran; bir
profilin iki alternatif hipotez altindaki olasiliklarinin oranin karsilastirilmast sonucu ortaya

cikmustir. Basit olarak;

Hp= stipheli sugludur

Hg=stipheli suglu degildir, baska biri su¢ludur.
Seklinde oldugu varsayailir.

Bu durum en basit olarak su sekilde agiklanabilir: “ E profili nin Hy hipotezi ile agiklanmasi,
Hg hipotezi ile agiklanmasindan LR kere daha olasidir.” Burada énemli olan kimlerin bu profile
katilimct oldugu yani profilde bulunan alellere ve hangi allelerin bilinmeyen katilimcilardan

kaynaklanabilecegini belirlemektir. Matematiksel olarak;

_Hp

LR =
Hd

Seklinde ifade edilir. Iddia makamina gore siipheli sugu islemisse Hy= 1 (%100) olacaktir.
Diger taraftan savunma hipotezi ise bu sugu aynmi genetik pofile sahip bagka birinin isledigini
savunacaktir. Eger sucu isledigi diisiiniilen profil heterozigot ise olasilik bu durumda 2p;p,, eger
profil homozigot ise p;° seklinde olacaktir. “p” bu toplumda gozlemlenen ilgili alellerin

frekansini temsil etmektedir. Son asamada olabilirlik oranin1 matematiksel olarak ifadesi;

1
© 2plp2

LR

Seklinde olacaktir. flgili lokusun D13S317 ve alellerin de 11, 14 oldugu varsayilirsa, sugun X
iilkesinde islendigini ve bu alellerin X toplumunda goriilme sikliginin 0.34 ve 0.04 ise, olabilirlik

orani,
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1
R = =
2plipl4 ~ 2(0,34)(0,04)

= 33,33

olarak hesaplanacaktir. Eger LR degeri 1’den biiyiik ise bu durumda iddia hipotezinin (Hp)
desteklenmesi sz konusudur. Ote yandan, LR degerinin 1’den kiiciik oldugu durumlarda
savunma hipotezi (Hd) desteklenmektedir. Ornekte goriildiigii gibi LR degeri 1°den yiiksektir. Bu
durumda iddia makaminin hipotezi, savunma hipotezinden 33,33 kez daha olasidir. Olabilirlik
oraninin giicii degerlendirilirken Evett ve Weir tarafindan belirlenen Tablo 5. teki o&lgek

kullanilabilir (Evett ve Weir, 1996).

Tablo 5. Evett ve Weir tarafindan belirlenen LR gii¢ 6lgegi.

Olabilirlik Oram Delilin iddia hipotezini desteklemesi
1’den 10’a kadar Sinirli destek
10’dan 100’e kadar Orta derecede destek
100’den 1000’e kadar Giglii destek
1000 ve tisti Cok giiclii destek

Olabilirlik oran1 (LR) yaklagimi basit iiriin kuralindan 6rnekleme hatasinin dahil edilmesine,
alt popiilasyon diizeltmelerinden basit hatalarin diizeltilmesine kadar ¢ok cesitli formiilasyonlar1
iceren bir yaklasimdir. Diger bir deyisle, LR dislama olasiligit metodunun daha istiin
versiyonudur. Bayes uygulamasinda oldugu gibi, bu yaklasimda da dogru hipotezlerin
olusturulmas: anahtar faktordiir. Hipotezlerin olaymn ge¢misine ve mahkemenin istegine gore
kurulmas1 gerekmektedir. Hem iddia hem de savunma makami tarafindan karar verilmesi gereken
en onemli faktor kisilerin genetik materyalinin karisim 6rneginde bulunup bulunmadigidir (Weir

ve ark. 1998).

Bir cinsel taciz olaymin oldugunu varsayalim. Burada saldiriya ugrayan kadin saldirgana
tirnaklart ile zarar verdigini sdyledigini diislinlirsek, alinan tirnak 6rneginde mutlaka hem siipheli

hem de magdura ait biyolojik 6rneklerden olusan bir DNA karisim 6rneginin var oldugunu
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ongorebiliriz.  Yapilan DNA tiplemesinde 1ki kisinin profilini  gdzlemledigimizde

olusturabilecegimiz iki hipotez asagidaki gibi olacaktir:
Hp: Tirnak 6rnegi hem magdurun hem de siiphelinin DNA materyalini igerir.
Hd: Tirnak 6rnegi magdurun ve baska bir kisinin DNA materyalini igerir.

Magdurun DNA materyalinin her iki hipotezde de bulunmasi, aragtirmacinin profilleri daha
dogru ve adil olarak degerlendirmesine olanak verecektir. Bu durumda arastirmaci geriye kalan
alellerin diger kisiye ait oldugunu bilerek degerlendirmeye devam edecektir. Eger delilde
gozlenen alellere E, siipheli ve magdurun genotiplerine Gs ve G, olarak adlandirirsak, bu

durumda;

_ Pr(E|Gv, Gs,Hp)
~ Pr(E|Gv,Gs, Hd)

olacaktir. Eger siiphelinin delilden bagimsiz oldugunu diisiiniirsek bu férmiil;

_ Pr(E|Gv,Gs, Hp)
~ Pr(E|Gv,Hd)

olarak degisecektir (Buckleton ve ark. 2005).

Ornegin delilimizde a,b,c,d diye dort tane alel olsun. Bu aleller de ab magdura ait olan aleller
ve cd ise siipheliye ait olan aleller olarak diisiindiigiimiizde; iddia makaminin hipotezi (Hp) bu
durumda, profildeki katilimcilarin magdur ve siipheliden olustugu yoniinde olacaktir.
Savunmanin hipotezi (Hg) ise; bu profildeki kisilerin magdur ve baska bir bilinmeyen kisiye

(katilimciya) ait olacaktir.
Delilin Hp hipotezi altinda matematiksel olarak agiklamasi su sekilde olacaktir:
Po = (dlabecd) =1

Delil profili, P olasiliginin altinda ifade edilen 0 bu profilde bilinmeyen katilimer sayisini ve ¢
ise bilinmeyen katilimc1 tarafindan bos bir alel setini ifade etmektedir. Burada aleller kesin

olarak bilindigi i¢in bu islemin sonucu 1 dir.
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Hg hipotezi altinda agiklanan durum ise:
P1 = (cd|abcd)

olacaktir. Burada p olasiliginin altinda ifade edilen 1 bilinmeyen katilimc1 sayisini ve cd
alellerinin de bu bilinmeyen kisiye ait aleller oldugunu belirtmektedir. Sonug olarak olabilirlik

oranini (LR) hesaplamak i¢in asagidaki denklemi kullaniriz.

LR — Po = (d|abcd)
"~ P1 = (cd|abcd)

Karigmigs DNA 6rneklerinin yorumlanmasi olayin gergeklestigi kosullara ve katilimct sayisina
dayanmaktadir. Adli uygulamalarda LR kullanimi Avrupa iilkelerinde daha yaygindir. Fakat
ebeveynlik testlerinde tiim {lkeler LR yaklagimini kullanmaktadir. LR metodu dislama
yaklagimlarina gore genetik bilginin daha aktif kullanimini saglamaktadir (Clayton ve ark. 1998,
DAB 2000).

Eger delil profili bir lokusta A1,A2,A3 ve A, olmak iizere 4 alelden olusuyorsa ve magdur As
ve Ay allerinde sahipse bu durumda siiphelinin A; ve A; alellerine sahip olacag: diistiniilmektedir.
Iddia makaminim hipotezi DNA kanitinin siipheli ve magdurun genetik materyalinden olustugu
seklinde olacaktir. Buna karsilik savunma ise DNA delilinin magdur ve bilinmeyen bir kisinin
genetik materyalinden kaynaklandigimi savunacaktir. Bu durumda iddia makaminin olasilik
degeri bire esit olacaktir ¢linkii onlar siiphelinin sucu %100 islediginden emindir. Savunmanin
hipotezi buna bagli olarak DNA delilinde bulunan aleller ve olas1 katilimeilarin sayist gibi gesitli
durumlardan dolay1 degisebilmektedir. Sonu¢ olarak LR gozlenen karistmin ve STR alellerin
kombinasyonunun bagil sansini agiklayacaktir. Tablo 6. da ¢esitli senaryolar i¢in LR formiilleri

verilmistir (NRC 1996).
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Tablo 6. Cesitli karisim senaryolart i¢cin LR formilleri. “A” alelleri, p ise ilgili alellerin
frekanslarinin temsil etmektedir.

Delil Siipheli LR
ALAA5 LA, ALA, 1
12p;p,
ALA, A, Ay A, P1+2p,+2p3
12p,ps(p1+ P2+ Ps)
ALA A Ay 1
6p1(p1+ P2+ P3)
ApLA, ApLA, (p1*p2)?
2pp,(3p1P2+2p,*+2p,?)
ALA, A, 2p1+p,
2p,(3p1p,+2p,*+2p,?)

2.6.5 Karismus DNA Orneklerinin Yorumlanmasinda Kullanilan Yoéntemlerin
Karsilastiriimasi

Ladd ve arkadaglarinin karisim analizinde kullandiklar1 yontemler Tablo 7. de 6zetlenmistir.
Tablo 7. deki orneklere ek olarak hesaplama gerektirmeyen kalitatif degerlendirme bu
yaklagimlar arasinda en tutucu olanidir. Tutucu olmak adli bilimlerin ve mahkeme sistemlerinin
adil kararlar verebilmesi i¢cin onemlidir. Fakat Amerika ve Avrupa iilkelerinde yargi sistemi
delilin eslesme istatistigi lizerinden karar vermektedirler. Bu durumda kalitatif yaklagimin kabul

gormesi olanaksizdir (Goos ve ark. 2013, Ladd ve ark. 2001).

Geriye kalan yaklasimlar1 genotipe dayali ve diglamaya dayali yontemler olarak gruplamak
miimkiindiir. Diglamaya dayali metotlar daha oncede bahsedildigi gibi katilimcilarin genotipi
bilinmesine gerek kalmadan delili degerlendir. Fakat bu yontemlerin en biiyiik dezavantaji stutter,
alel diismesi veya maskeleme gibi olaylar1 degerlendirmede yetersiz kalmasidir. S6z konusu
profilde olusan bu istenmeyen durumlar dislamaya dayali yaklasimlar tarafindan g6z ardi
edilmektedir. Ote yandan eslesme olasiligina ve genotipe dayali yontem olan olabilirlik orani
delilin tiim ayrmtilart ile yorumlanmasmi saglamaktadir. Tutuculuk agisindan delilin her
ayrintisint degerlendiren olabilirlik oran1 metodu tiim istatistiki yontemler arasinda en tutucu

olanidir. Bu yaklasimin en 6nemli dezavantaji ise mahkemede agiklamasinin zor olmasidir. Bir

35



¢ok durumda iddia ve savunma makamlar1 tarafindan yanlis olarak ifade edilmektedir (Ladd ve

ark. 2000, Ladd ve ark. 2001, Bourke ve ark. 2001).

Tablo 7. Karisim orneklerinin yorumlanmasinda kullanilan istatistiksel yontemler (Ladd et. al
2001)

Karisim Orneklerinin Yorumlanmasi

“Diglamaya” Dayal1 Yaklasim “Genotipin Ortaya Cikarilmasina” Dayali
Yaklasim
Random Man Not Excluded (RMNE) Rastgele Eslesme Olasihig
1. Dislama Durumunun Birlesik Olasilig 1. Olabilirlik Orani (LR)
(CPE)
2. Dahil Etme Durumunun Kombine
Olasilig1 (CPI)

2.6.6 iddia ve Savunma Makamlarimin ifade Hatalar

Matematiksel olarak iddia makama tarafindan yapilan en biiyiik hata;
P(E|Hd) # P(Hd|E)

olarak ifade edilmesidir. Bu formiilde anlatilmak istenen delile siiphelinin su¢suz olma olasiligt
ile siiphelinin su¢suz olmasit durumunda delilin olasilig1 ifadeleri birbirine esit olmamasidir.
Olasilik metotlarinda delil daima hipotezler altinda incelendiginden buradaki dogru ifade her
zaman P(Hd|E) olacaktir. Bu tiir hatalar LR degerinin oldukga yiiksek oldugu durumlarda goze
carpmaktadir. ifade etmede yapilacak en ufak hata bile kararin iddia makami lehine verilmesine

neden olacaktir.

Savunma makaminin yaptig1 hatali ifade ise mahkemede karsilasilan en sik ifadelerden biridir.
Bu durum genellikle delilin iddia makaminmi destekledigi diisik LR degerlerinde ortaya
cikmaktadir. Burada savunma makami potansiyel sucglularin sayisini kullanarak siiphelinin suglu

olmadigim yanls bir sekilde ifade etmektedir. Ornegin iki yiiz bin niifusa sahip X sehrinde

36



islenen bir adli vakada, olay yerinde bulunan kan 6rneginin toplumda %1 siklikla rastlandigini
diisiinelim. Bu durumda savunma makami bu kan grubunu igeren yaklagik 2000 kisi oldugunu ve
hepsinin de potansiyel siipheli oldugunu hatali bir sekilde ifade edebilir (Adam 2010, Aitken ve

Taroni 2004). Dogru ifade seklinin belirlenmesi i¢in agsagida 6rnek iki hipotez verilmistir.

e Hp: Karisim 6rnegi hem magdurun hem de siiphelinin DNA materyalini igerir.

e Hd: Karigim 6rnegi magdurun ve baska bir kiginin DNA materyalini igerir.
Ornek olarak verilen bu iki hipotez i¢in en dogru ifade su sekilde olusmaktadir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden secilen

herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan A sayist kez daha fazladir.”
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Adli Tip Ensititiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda gegerli kilinmig olan AmpF{STR® Identifiler kiti kullanilmistir. Validasyon
parametreleri yeniden calisilarak gecerli kilinmistir. Bu asamadan sonra goniillii bireylerden
toplanan kan orneklerinden elde edilen DNA izolatlarindan farkli oranlarda karigim ornekleri
olusturularak valide edilen AmpFUSTR® Identifiler kiti ile ¢ogaltildi. PCR iirlinleri kapiller
elektroforezde yiiriitiildii ve veriler Genemapper® IDX v.1 programi kullanilarak analiz edildi.
Karismis DNA &rneklerinin yorumlanmasi Ispanya Santiago de Compostela Universitesi Adli
Tip Enstitiisiin’de R-Forge® yazilim Forensim Paketindeki LRmix ™ uygulamasi gergeklestirildi.
Daha sonra Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri Ag1 (ENFSI) biinyesinde ger¢eklesen karigsmis DNA
orneklerinin yorumlanmasinda laboratuvarlar arasi karsilagtirma pilot c¢alismasina katilim

gerceklestirildi.
Tez ¢alismasi li¢ asamada gergeklestirildi:

1. ABI 3130 Genetik Analizér Cihazinda AmpF{STR® Identifiler kitinin Validasyon
Calismasi

2. Karigsmig DNA 6rneklerinin hazirlanmasi ve analizi

3. Ispanya Santiago de Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisiin’den temin edilen
anonim karigmis 6rnek dosyalarinin ve Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri Ag1 (ENFSI)

bilinyesinde gerceklesen karisim yorumlama pilot ¢alismasi

3.1 Yontemlerin Uygulanmasi

Arastirmanin laboratuvar asamasi yedi boliimden olugmaktadir.

e  QIAamp® DNA mini kit yontemi kullanilarak DNA izolasyonunun yapilmasi

e DNA miktarlarinin belirlenmesi

e Kontrollii karismis DNA 6rneklerinin olusturulmasi

e Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile DNA nin amplifikasyonu

e PCR iiriinlerinin ABI3130 (Life Technologies) kapiler elektroforezi ile yiiriitiillmesi

e Verilerin analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi
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QlAamp® DNA Mini Kit yonteminin uygulanmasi

Kan ornekleri EDTA igeren 10 ml ‘lik vakumlu tiiplere alindi.

1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 pl’lik EDTA’I1 kan konuldu. 20 pl proteinaz K ve
200ul AL tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

%96-100’liik etanolden 200 pl eklenerek 15 saniye vortekslendi.

QIAamp® mini spin kolonu 2 ml toplama tiipline yerlestirildi ve 3. adimda elde edilen
karigim kolona aktarildi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve filtrati iceren tiip atildi.
Kolona 500 pl AW1 eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Filtrat1 iceren tiip
atildr.

Kolona 500 ul AW2 eklendi ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Filtrat1 i¢eren tiip
atildr.

Kolon bos olarak 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAamp® mini spin kolon, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve 200 pul AE
tamponu eklendi. Oda 1s1sinda 1-2 dakika inkiibe edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapild1 (Qiagen manual 2005).

DNA Miktarlarinin Belirlenmesi

DNA miktarlar1 Qubit® Florometre (Invitrogen) cihazinda, Quant-iT™ dsDNA HS (High

Sensetive) kit kullanilarak belirlendi. Floresans teknolojisi kullanilarak yiiksek dogruluk ve

hassasiyet ile DNA miktarlar1 260 nm dalga boyunda, asagidaki adimlar izlenerek dl¢iildii.

Her bir 6rnek i¢in 199 pl Quant-iT™ dsDNA HS Buffer ve 1 ul Quant-iT™ dsDNA HS
Reagent karisimi hazirlandi.

Cihazin kalibrasyonu i¢in her 6l¢iimde Standart 1 ve Standart 2 olmak iizere kontroller
kullanildi. Her bir standart i¢in Buffer-reagent (200 pl) karisimdan cihaza 6zgii tiipe 190
pl alindi, tizerine 10 pl standart eklendi.

Ornekler igin ise Buffer-reagent (200 ul) karisimdan cihaza 6zgii tiipe 199 pl alindi,
iizerine 1pl standart eklendi. Tiipler birkag saniye vortekslendi.

Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildi.

Standart 1 ve Standart 2 siras1 ile okutularak kalibrasyon yapildi.
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e Ornek cihaza yerlestirildi, karisim i¢indeki 6l¢iimii yapildi.

e DNA miktarlar1 cihazda otomatik olarak hesaplandi.

Orneklerden elde edilen izolatlar, PCR reaksiyonlari i¢in 0,1-10 ng DNA miktar aralig: olacak

sekilde seyreltilerek kullamldi. Orneklerin son konsantrasyonu 1ng/5ul olarak belirlendi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR igin Life Technologies 9700 PCR cihazi (GeneAmp PCR System 9700, ABI) ve
AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplifikasyon kiti (Life Technologies) kullanildi. PCR programi

yaklagik iki buguk saat stirdii. PCR kiti igerdigi aleller ve lokuslar Tablo 8. de gosterilmistir.

Tablo 8. AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplifikasyon kiti lokuslari

Lokus Kromozomal AmpFISTR® Identifiler® Allelik Boya
Yerlesim Merdivende Blunan Aleller Etiketi
D8S1179 8 8,910, 11, 12, 13, 14, 15, 14, 17, 18, 19 6-FAM™
D21S11 21911.2-q21 24, 24.2, 25, 26, 27, 28, 28.2, 29, 29.2, 30,
30.2,31,31.2,32,32.2, 33,33.2, 34, 34.2, 35,
35.2, 36, 37, 38
D75820 7q11.21-22 8.:7.8..9.i10: 11,12, 13: 14,15
CSF1PO 5q33.3-34 6.:7.8:9.:10.11,12,13; 14,15
D351358 3p 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 vic®
THO1 11p15.5 4.5:6:7:8:9.9:3. 10,171,133
D13S317 13g22-31 8.9:10: 11,1213, 14,15
D16S539 16q24-qter 5:8:9.10.11:12.13:14: 15
D251338 2q35-37.1 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28
D19S433 19912-13.1 9.10. 11,12.'122. 13, 132, 14,1142, 15, NED™
15.2, 16, 16.2, 17, 17.2
VWA 12p12-pter 11.12.13; 1415, 16; 17,.18:19, 20,21, 22,
23, 24
TPOX 2p23-2per 6.7,8,9.10,11.12, 13
D18S51 18921.3 7.-9.10, 102,11, 12, 13, 132, 14,142, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
Amelogenin X: p22.1-22.3 X.¥ PET®
Y: p11.2
D55818 5q21-31 7.8.9.10, 11,12 13. 14,.15, 16
FGA 4q28 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27,
28, 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2, 33.2, 42.2, 43.2,
462 652, 46.2, 7.2, 48.2,50.2, 51.2
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PCR Karnisimimin Hazirlanmast

Her bir 6rnek 200 pl‘lik PCR tiiplerine hazirlanmistir. Calismanin i¢ kontroliinii saglamak i¢in
pozitif ve negatif Ornekler kullanilmistir. Hazirlanan PCR reaksiyon karisgimi Tablo 9. da
gosterilmistir. Her reaksiyon kit kullanim talimatina gore ve yarim reaksiyon olacak sekilde

gerceklestirilmistir (Life Technologies, 2012).

Tablo 9. PCR bilesenlerinin reaksiyon basina kullanilan hacimleri.

PCR bilesenleri Reaksiyon basina kullanilan hacim

AmpFISTR® PCR Reaksiyon Karigimi 5,25ul/reaksiyon

AmpliTaq Gold® DNA Polimeraz enzimi | 0,25ul/reaksiyon

AmpFISTR® Identifiler® Primer Seti 2,25ul/reaksiyon

DNA izolat1 (son konsantrasyon Ing/5ul) | Sul

Amplifikasyon Dongiisii

Tablo 10. Amplifikasyon dongii parametreleri.

Baslangig Inkiibasyon
Denatiirasyon | Baglanma | Uzama | Son Uzama | Sonlandirma
Stiresi
Bekletme 28 dongi Bekletme Bekletme
95°C 94°C 59°C 72°C 60°C 4°C
11 dakika 1 dakika ldakika | ldakika | 60 dakika 0
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PCR Uriinlerinin ABI 3130 (Life Technologies) Kapiler Elektroforezi Ile Yiiriitiilmesi

PCR fiiriinlerinin elektroforezi 4-kapillerli ABI 3130 cihazinda yapildi. Her reaksiyon i¢in 8,7
ul Hi-Di Formamid (Life Technologies) ve 0,3 ul GeneScan™-500L1Z™ (internal size standart)
karigtirilarak iizerine 1 pl PCR iiriinii eklendi. Karisim Genetik Analizor cihazina yiliklendi. Her
yiriitme oncesinde Data Collection Software (Life Technologies) kullanilarak ornek listeleri
hazirland1. Orneklerin elektroforez asamasinda yiiriitme kosullart AmpFISTR® Identifiler® PCR
Amplifikasyon kit protokoliine gore yapildi. Kit i¢in 6nerilen GS STR POP4 (1 mL) G5 modiilii

kullanildi. Genetik analizor cihazi igin kullanilan yiiriitme kosullar1 Tablo 11. de verilmistir.

Tablo 11. ABI 3130 cihazinda yapilan elektroforezin yiiriitme kosullar

Yiiriitme oncesi voltaj 15 kV
Enjeksiyon voltaji 3kv
Enjeksiyon siiresi o5sn
Yiiriitme voltaji 15 kV
Yiiriitme siiresi 1500 sn
Yiiriitme sicakhgi 60 °C

Orneklerin goriintiilenmesi, tiplendirilmesi ve sonuglarin degerlendirilmesi Genemapper® IDX

v.1 analiz programi kullanilarak yapildi.

3.2 ABI 3130 Genetik Analizér Cihazinda AmpF{STR® Identifiler kitinin VValidasyon
Calismasi

Validasyon asamasi, Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvar1 DNA tiplendirme metotlarinin gecerli kilinmasi prosediirii kullanilarak laboratuvar
analistleri ile birlikte es zamanl olarak gerceklestirildi. Gegerli kilma parametreleri, ABI 3130
Genetik Analizor cihazinin performansinin degerlendirilmesi icin analiz esik (LOD), dinamik
alan (Lineer Calisma Alani), duyarlilbik (LOQ), stokastik esik, tekrarlanabilirlik ve tekrar
iretilebilirlik ¢aligmalarini kapsamaktadir. Bu parametrelerin degerlendirilebilmesi icin DNA
izolasyonu, miktar tayini, PCR ve DNA profilleme yapildi. Calisilan parametrelerin kisaca
aciklamas1 Tablo 12. de gosterilmektedir. Tiim parametrelerde uygulanan formiiller 1.U. Adli Tip
Enstitiisi Adli Molekiiler Genetik Laboratuvart DNA Analizi Profilleme Deney Metodunun
Gegerli Kilma Talimatina gore yapilmistir. (1.U. Adli Tip Enstitiisii 2011).
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Tablo 12. Validasyon parametreleri ve agiklamalari

Gegerli Kilma DNA analizinde kullanilan metotlarin hedeflenen gereksinimleri
sagladigini objektif delillerle dogrulamaktir (ISO/IEC 17025).
Analiz Esigi DNA tiplendirmede kullanilan ABI 3130 Genetik Analizor cihazi i¢in

gecerli olan tespit limitidir.

Dinamik Alan

Genetik analizor cihazinin tespit araligin1 gosterir. Bu da cihazin tespit

edebilecegi en diisiik ve en yiiksek DNA miktarlarini igerir.

Duyarhhk Deney sonuglarinin dogrulugunu ve giivenilirligini garanti etmek i¢in
PCR (Polimerase Chain Reaction, Polimeraz zincir reaksiyonu)’in en alt
ve iist DNA miktar seviyelerinin tespit edilmesidir.

Stokastik Esik Ayni1 lokusta bulunan kardes aleller arasinda dengesizliklerin goriilmeye

baslandig pik yiiksekligi ya da hedef DNA konsantrasyonudur.

Tekrarlanabilirlik

Orneklerin aym cihaz kullamilarak belirli bir zaman araliginda veya
farkli zamanlarda ve/veya ayni/ farkli kisi tarafindan c¢alisilmasi

sonucunda ayni1 genetik profilin elde edilmesidir.

Tekrar
Uretilebilirlik

Orneklerin farkli laboratuvarda, ayn1 veya farkli metodlarla, farkl kisiler

tarafindan c¢alisilmasi sonucunda ayni genetik profilin elde edilmesidir.
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Validasyon Asamasinda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka
Otomatik Pipet Eppendorf
(0-2.5, 0-20,
10-100,
100-1000 pl)
Vorteks (Karistirici) Nejat Coskuner

Mikrosantrifiij Heraus Biofuge
Termomikser Incekaralar
(Isttic1, Karistirict)
Buzdolabi Sharp
Derin Dondurucu Argelik

Is1 Dongii Cihaz,
(GeneAmp PCR System 9700)

Life Technologies

Kapiller Elektroforez
(ABI Prism 3130 Genetic Analyzer)

Life Technologies

Florometre cihazi (Qubit) Invitrogen
Validasyon Asamasinda Kullanilan Kimyasallar ve Kitler
Kimyasal veya Kitin adi Markasi
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen
Qubit dSDNA DNA miktar tayin Kiti Invitrogen

AmpF{STR® Identifiler kiti

Life Technologies

AmpF{STR® Identifiler Ladder

Life Technologies

HiDi Formamid

Life Technologies

POP4

Life Technologies

EDTA 10X Buffer

Life Technologies

Liz 500 Size standart

Life Technologies
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Validasyon Asamasinin Uygulanmasi

Deneyler igin bes goniilliiden alinan kan 6rnekleri (E1, E2, E3, K1, K2), X1 kodlu pozitif
kontrol 6rnegi 9947A (Life Technologies) ve GEDNAP tarafindan 2012 yilinda 1.U. Adli Tip
Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvarina calisilmak tizere gonderilen 6rnekler kullanildi.
Kan 6rnekleri i¢in QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) kullanildi. Orneklerden DNA izolasyonu
yapildi. DNA miktarlar1 igin Quant-it dSDNA HS Assay (High Sensitive) Kit kullanildi ve
florometrik yontemle DNA miktart 6l¢tildii. AmpF{STR® Identifiler PCR Kiti kullanilarak ABI
9700 PCR cihazinda amplifikasyon yapildi. PCR iiriinleri ABI 3130 Genetik Analizor cihazinda
yiiriitiildii ve Genemapper® IDX v.1 programinda analiz edildi.

Analiz Esik Calismasi

Analizde kullanilan genetik analizér cihazinin analiz esigini belirlemek i¢in, s6z konusu
cihazin kullanim ve yazilim talimatina uygun olarak yiiriitiiliip analiz edilen 10 negatif kontrol
orneginde gozlenen en yiiksek piklerin rfu (Rolatif Floresan Unit) degerleri kullanildi.
Yirttiilen tiim 6rneklerden elde edilen en yiiksek piklerin rfu degerlerinin ortalamasi ve standart
sapmasi hesaplandi.

Analiz Esigi = "'EBPYO + (3 X “EBPYS)
*EBPYO: En biiyiik pik yiikseklikleri ortalamasi
*EBPYS: En biiyiik pik yiikseklikleri standart sapmasi

Dinamik Alan

9947A pozitif kontrol 6rnegi (X1) izolatindan 9 adet diliisyon (0,0125 ng/ul, 0.0025 ng/ul,
0.05 ng/ul, 0.125 ng/ul, 0.25 ng/ul, 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul, 3 ng/pl) hazirland: ve her diliisyon
icin 5’er adet olmak tiizere toplam 45 PCR, ABI 9700 PCR cihazinda yapildi. PCR firiinleri ABI
3130 genetik analizor cihazinda yiiriitiildii. Elde edilen pik yiiksekliklerinin ortalamasi alindi.
Daha sonra her bir bir konsantrasyon grubunda 5’er adet amplifiye 6rnek bulundugundan her bir

grubun ortalamasi alind1 ve her bir konsantrasyona kars1 pik ytiksekligi ortalamasini igeren grafik
elde edildi.
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Duyarlilik Calismas: (LOQ)

Dinamik alan c¢alismasinda kullanilan PCR irlinlerine ait yiiriitmeler en diisik
konsantrasyondan yukariya dogru incelendi ve tam profil elde edilen en diisiik iki konsantrasyon
icin duyarlilik belirlendi. Bunun i¢in her konsantrasyon grubunda yer alan 5’er adet 6rnekte tespit
edilen her bir alelin pik yiiksekliklerinin ortalamasi ve standart sapmasi bulundu. Elde edilen

ortalama ve standart sapma asagidaki formiile uygulanarak her bir alel i¢in bir deger elde edildi.

Pik yiikseklikleri ortalamast — (3x pik yiikseklikleri standart sapmast)
LOQ= 10X Standart Sapma

Stokastik Esik Calismasi

Amplifiye edilip ¢ogaltilarak tiplendirilen Orneklerde heterozigot lokuslar icin alel pik
yiiksekliklerinin birbirine orant bulundu. Bunun i¢in kiigiik pik, biiylik pik yiiksekligine boliindii
ve 100 ile ¢arpildi. Valide edilen kitin 6nerdigi ve duyarlilik sonucu elde edilen 0.05 ng/ul, 0.1
ng/ul, 0.25 ng/ul ve 0.5 ng/ul DNA konsantrasyonuna sahip Orneklerin kardes alel pik
yiikseklikleri oranlarinin ortalamasi ve standart sapmasi bulundu, ortalamadan standart sapmanin

i¢ kat1 ¢ikarilarak pik yilikseklikleri orani igin bir esik deger elde edildi.
Tekrarlanabilirlik, Kesinlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bu calisma i¢in iki analist tarafindan daha onceden calisilan 5 6rnek ayr1 ayri zamanlarda
tekrar calisildi ve elekroforegramlar karsilastirilarak sonuglarin uyumlu olup olmadigi belirlendi.
Laboratuvarlar aras1 karsilastirma igin, I.U. Adli Tip Ensititiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvari’na 2012 yilinda GEDNAP tarafindan gonderilen 6rneklere ait sahit numuneler
kullanildi. Elde edilen DNA profilleri hem daha 6nce ayn1 6rneklerle laboratuvarda yapilan hem
de GEDNAP tarafindan Orneklerin aciklanan genotipleri ile karsilastirilarak degerlendirme

yapildi.

Yukarida gergeklestirilen validasyon asamasindan sonra AmpF{STR® Identifiler kit
kullanilarak kontrollii olarak hazirlanan karismis DNA 6rneklerinin tiplendirilmesi ve

yorumlanmasi agamasina gegildi.
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3.3 Karismus DNA Orneklerinin Hazirlanmasi Ve Analizi

Biyolojik materyal olarak; AmpFC{STR® Identifiler™ PCR kitine ait miktari bilinen 9947A
kodlu pozitif kontrol DNA 6rnegi (0.10 ng/ul) ve ¢aligmaya katilmaya riza gdsteren bes kisinin
icinden se¢ilen iki kisiye ait kan 6rnekleri kullanildi. DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda olas1
kontaminasyonu tespit etmek ve deney sirasinda olusabilecek hatalar1 gdzlemleyip kontrol altina

alabilmek amaciyla negatif ve pozitif kontroller kullanilmigtir.
Kontrollii Karismis DNA Orneklerinin Olusturulmast

Elde edilen DNA izolatlar1 Tablo 13. te goriildiigli sekilde karistirilarak iki kisiden (E1 kodlu
bir erkek ve K1 kodlu bir kadin) olusan DNA karsimi olusturuldu. DNA karigim oOrnekleri
konsantrasyonlar1 olusturulurken mevcut uluslararas: literatiir ve bu tez kapsaminda yapilan

validasyon sonucundan yararlanildi.

Tablo 13. Karismis DNA orneklerinin oranlari ve son konsantrasyonlari

Karisim Karismis DNA Orneklerinin PCR Oncesi Karisim
Oram Olusturulan Son Konsantrasyonu Oram
(EL/K1) (EL/K1)
11 Ing/5ul 1:1
1:3 Ing/5ul 31
1:5 Ing/5ul 51
1:10 Ing/5ul 10:1
1:20 Ing/5ul 20:1
1:50 Ing/5ul 50:1

AmpF{STR® Identifiler™ PCR kiti kullanilarak 12 farkli oranda ve Ing/5ul
konsantrasyonunda olusturulan karismig DNA 6rneklerinin amplifikasyonu yapildi ve ABI3130

(Life Technologies) genetik analizorde yiiriitiildii. Her konsantrasyondaki karisim 6rnekleri tiger
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kez tekrar edilerek yeniden olusturuldu ve analiz edildi. Profilleri Genemapper® IDX v.1
programinda belirlenen karisim Srneklerinin istatistiksel yorumlanmasi R-Forge yazilimi
Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi. Hipotez olusturulurken K1

katilimeist magdur ve E1 katilimcisi ise siipheli olarak degerlendirildi.
Verilerin Analizi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

STR analizi iki asamal1 olarak gerceklestirildi. Ilk asamada ABI 3130 cihazinda yiiriitiilen
orneklere Genemapper ID-Xv1. kullanilarak 6n degerlendirme yapildi. Bu 6n degerlendirmede
karismis DNA Orneklerinin alel isimlendirilmesi, katilimcilara ait alellerin belirlenmesi, golge
piklerin degerlendirilnesi ve katilimcilarin karistm oranlarimin  tahmini yapildi. Program
tarafindan otomatik olarak hesaplanan bu parametrelerden golge pik ve katilimci oranlarinin
tahminine ait Ornek uygulamasi bulgular kisminda 1:10’luk karisim oraninda gosterilmistir.

Genemapper ID-X vl1. yazilimi tarafindan kullanilan s6z konusu formiiller asagida verilmektedir:
e Golge piklerin ylizdesinin hesaplanmast:

N — 4 pik ylksekligi
*
Alel pik ylksekligi

Golge Pik% =

e Karigim oraninin hesaplanmasi:
pa+ @b
X =
pa+ @b + @c + @d

ve

pa+ @b

x= pa+ @b+ @c
Formiilde Mx ilgili lokustaki karigim oraninin ¢a ve @b ilk katilimciya ait a ve b alellerinin pik
yiiksekligini, ¢c ve ¢d ise diger katilimciya ait ¢ ve d alellerinin pik yiiksekliklerini
simgelemektedir.

Ikinci asamada tiplendirilen karigtm oOrnekleri R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix
uygulamasi kullanilarak istatistiksel olarak yorumlandi. (Haned 2011). Istatistiksel analiz iglemi

asamalar seklinde anlatilmistir:
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R Project yazilimini yiiklii oldugu dizinden program calistirilir.

RAuonn g gm0 WSS wew R e e oo e

Dosya Dozenle Goranum Diger Paketler Pencereler Yardim

R version 3.0.2 (2013-09-28) -- "Frisbee Sailing”
Copyright (C) 2013 The R
Pl

ox
32/%64 (64-bit)

R 6zglr bir vazilamdair ve KESINLIKLE BIR GARANTI VERMEZ.
Beiii xogull itinda tekrar dad: a .
Dag. Aetayl igin 2 O ve da ‘1 O gizin.

R, bir gok insanin katkida bulundugu ortak bir projedir
Dana fazla bilgi igin ‘cContributors ()’ girin.
lara X alinci yapmak igin ‘citacion() ' girin.

Birkag Synek igin ‘demo() ', gevrimigi yardim igin ‘help() ' veva
HMTML tarayicili vardama agmak iGin ‘help.start()' girin.
R'den gikmak igin 'q() ' girin.

13:07
2014-09-05

Daha sonra Forensim kitapligini*>library(forensim” komutu ile ¢aligtirilir.

RGui (64-bit) - [R Consale] -
Dosya Dozenle Gorinom  Diger  Paketler  Pencereler  Varchm

(=] i)

R version 3.0.2 (2013-08-25) —- “Frisbes Sailing”
Copyrigne (C) 2013 The R F. ror scacisea
Placform: x86_

32/%64 (64-bit)

R srzgar bir yazilimdir ve KESINLIKLE BIR GARANTI VERMEZ .
Belli kogullar altinds tekrar dafitimina imin verilir.
Dagacim o 2 igin t1i (1 va da "1 0 gizin.

B, Bir gok insanin katkida bBulundufiu oreak bir projsdir
Daha fazla bilgi igin 'concributora()' girin.
Yayinlarda R veya R paketlerinden alinti yapmak igin 'citacion()' gizim.

Birkag Srnek igin ‘demo() ', gevrimigi yardaim igin ‘help() ¢ veya
HTML tarayacili yardima agmak igin 'help.scarct()' girin.
R'den gikmak igin ‘a()' gizin.

> library (forensim)
Zorunlu paket yGkleniyor: toltk
Zorunlu paker yukleniyor: tolrkz
2=Ir|lr|l.u paker yikleniyor: ckrplot
>

LRmix modiiliinii ¢aligtirmak i¢in “>LRmixTK()” komutu kullanildi.

. % -— =& sz |

Paketler Pencereler  Yarchm — =]

R version 3.0.2 (2013-09-25) -- "Frisbee Sailing”

Copyright (C) 2013 The R Foundation for 5 — , (P== )
e et il e nanannes Taatot ey 74 LRmix Likelihood Ratio Calculator, forensim v.4.0 =)=

R Gzgir bir yasalamdir ve KESINLIKLE BIR Evaluation of Likelihood Ratios @

Belli xogullar altinda tekrar dadatimina,

Dagicim decaylari igin 'licenase()' va da
Load Sample Profiles

R, Bir gok insanin katkida bulundufu ore

Daha fazla bilgi igin ‘concributors() ' a:
Yayinlarda R veya R paketl alanta Load Reference Profiles

Birkag Brnex Loin ‘demo() ', seveimiot yad|
HTML carayicila yardimi agmak igin 'helply Import allele frequencies
Riden gikmak dgin ra(r’ girin.

> library(rorensim) Done! |

Zorunlu paker yikleniyor: celtk
Zorunlu paket yukleniyor: tcltk2
Zorunlu paker yikleniyor: ckrplot

> Lrmixtk()

Hata: "Lrmixtk” fonksiyonu bulunamadi
> LEmixck(),

Hata: beklenmeyen durum, °,' in "LEmixtk(),"
> LRmixTE()

<Tal>

=1




Bilgiler yazilimda yer alan asagidaki sekmelere yiiklendi:
e “Load Sample profile” yazan sekmeye ilgili karistm 6rnegi profilini,
e “Load Reference profile” yazan sekmeye karistmi olusturan veya olusturdugunu
diistindiigiimiiz kisilerin profilleri

e “Import allele frequencies” yazan sekmeye ise ilgili toplumun alel frekanslar yiiklenir.

Daha sonra agilan sekmede ‘“Hypotheses” ksimindan ilgili hipotezi ve “Parameters” kismindan
ise degistirilmek istenen analiz parametreleri ayarlanir. Islemlerin ardindan “OK!” diigmesine

tiklanir.

IR RGui (64%6it) - [R Conzole] =il <y

74 Analyse the profiles, forensim v.4.0 | E= R )
i %86_64-w6d-mingw32/x64 (
R SEgls Bis veEadands KESINLIKLE BIR GARANT Parameters
Belli kogullar altinda tek: &
Dagitim decaylara igin ‘13 Unknown contributors
Hypotheses Performance test
Byiibinygok dusmnankari Under Hp o]
Contributors under Hp Under Hd x| Choose suspect
Suspect1 Suspect1 '
ma() !, gevrimigi yardam i fravictim Pr(D), Pr(C), theta number of iterations 100
yardimi agmak igin ‘help.start
i 1 Contributors under Hd Erobabiiity of Dropout JE(D) oK
Probability of Contamination Pr(C)  [0.05
¥ Victim [0.82 ]
Theta Correction (Fst) o
bulunamady OK!
*,* in "LRmixck(),"

(®WIR]

Cikan “Results” sekmesinden sonuglar, grafiklerlerle birlikte kombine ve her lokus i¢in
olabilirlik oranlar1 goriintiilenir. “Export Results” diigmesine basilarak sonuglarin bir c¢iktis
almir. “Plot PR vs LR” sekmesi tiklanarak olasi alel diisme olasilig1r hesaplanir ve sonuglar

degerlendirilerek en dogru olabilirlik oran1 belirlenir.
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IR RGui (64-bit) - [R Consale] = =
R Dosya Dazenle m  Diger Paketler Pencereler Yardim

=) P
[ 88" ¢ LRemix: Resuits, forensim v.4.0 ===

tz1 ={| Results 25520815347 i
(21 ™ Bos0e153277
(21 e Locush TR 2s0s0815347
St D351358 23040 2.109e+84
(11 3 WA 199.9

21 4 4 Filenames = =2 =
21 3 D165539 45850 -

E} | D251338 34700

iz 3 Das1179 3476000 ===== Enter filename ====
(31 ™ D21511 8626000

(11 ™ 018551 8638000

(11 ™ D195433 3478000

(21 THOT 2mon0
[31 " Faa 8513000

(41 = TPOX 22780
(11 = 075620 24780
(2] " CSF1PO 8586000
(=1 ™ D135317 8533000
(41 " BEEGE 4535000

=1 3 Plot LR vs PrD

[1] "WARNING: allele 8
[2] "WARNING: allels
[3] "WARNING: allele 12

w

== @

Olabilirlik orani degeri eger yiiksek basamakli degerlerde ise sonug iistel (eksponansiyel)
seklinde verilmektedir. Buradan eksponansiyel formu alinip MS Office®™ programlari kullanilarak

normal basamakli say1 formuna gevrilebilir.

3.4 ENFSI Pilot Calismas: Ve ispanya Santiago De Compostela Universitesi Adli Tip
Enstitiisii’nden Temin Edilen Olgu Dosyalar:

Bu asamada Ispanya Santiago de Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisii’nden temin
edilen karigmis DNA profilleri iceren olgu dosyalari iizerinden ve ENFSI biinyesinde gerceklesen
pilot calismaya katilarak R-Forge yazilimi “Forensim” Paketi “LRmix” programi kullanilarak
istatistiksel degerlendirmeler yapildi. iki adet anonim olgu dosyasi, Santiago de Compostela
Universitesi Adli Bilimler Enstitiisiinden temin edilmis olup, sonuclarin kontrolii enstitii
sorumlular1 tarafindan gerceklestirilmistir. Ayn1 sekilde ENFSI den temin edilen verilerin analizi
yine laboratuvarlar arasi pilot ¢alismay1 diizenleyen kisiler tarafindan kontrol edilmistir. Her iki
senaryo bir cinsel tecaviiz olayr lizerine kurgulanmis olup, bireyler siipheli ve magdur olarak
tanimlanmustir. Tlgili toplumun gen sikliklar1 diizenleyici kurumlar tarafindan temin edilmistir.
Yukarida bahsedilen tiim olgular bulgular boliimiinde ayr1 basliklar altinda detayli bir sekilde

anlatilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda ilk asamada kullanilacak DNA tiplendirme yoOntemi icin validasyon
calismast yapilmistir. Gegerli kilinan AmpF{STR® Identifiler kiti ile goniilli kisilerin ve
karisim Orneklerinin analizi yapildi. ABI 3130 genetik analizorde degerlendirilen 6rnekler LRmix
modiilii kullanilarak istatistiksel degerlendirme yapildi. Ayrica ENSFI kapsaminda
gerceklestirilen laboratuvarlar arasi pilot ¢calismaya ait iki adet olgu ve Santiago de Compostela
Universitesi’nden temin edilen anonim iki olgu {izerinde LRmix modiilii kullanilarak istatistiksel

analiz yapildi.

4.1 ABI 3130 Genetik Analizor Cihazinda AmpF{STR® Identifiler kitinin VValidasyon
Calismasi

Goniillii bes kisiden alinan kan 6rnekleri, bir pozitif kontrol 6rnegi ve 2012 yilinda GEDNAP
tarafindan 1.U. Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvarma gonderilen 3 &rnek
olmak iizere toplam 9 6rnek ile validasyon calismasi gergeklestirildi. Orneklerin DNA miktarlari;
birinci 6rnegin (K1 kodlu 6rnek) 19 ng/ul, ikinci 6rnegin (2 kodlu 6rnek) 46,5 ng/ul; tiglinci
ornegin (E1 kodlu 6rnek) 15,6 ng/pl; doérdiincii 6rnegin (E2 kodlu 6rnek) 23,6 ng/pul, besinci
ornegin (E3 kodlu 6rnek) 22,1 ng/ul ve altinci &rnegin ise (X1 kodlu Ornek) 4,8 ng/ul olarak
belirlendi. GEDNAP 6rneklerinin DNA miktarlari ise A kodlu 6rnekte 0.5 ng/ul, B 6rnekte 0.62
ng/ul ve C 6rnekte 0,45 ng/ul olarak belirlendi.

Analiz Esik Calismast

Yiritilen 10 negatif kontrol Orneginde gozlenen en yiiksek piklerin rfu degerlerinin
ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi1 ve Analiz Esigi = 72.75 rfu olarak belirlendi. Bu rfu
degerinin Gstiindeki pikler gercek alel olarak degerlendirildi.

Dinamik Alan

9947 A pozitif kontrol 6rneginin 9 farkli konsantrasyonuna (0.0125 ng/ul, 0.0025 ng/ul, 0.05
ng/ul, 0.125 ng/ul, 0.25 ng/ul, 0.5 ng/ul, 1 ng/ul, 2 ng/ul, 3 ng/ul) kars1 pik yiiksekligi
ortalamasini igeren grafik elde edildi (Grafik 1).
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Grafik 1. Pik yiikseklikleri degerlerine bagli DNA konsantrasyonu grafigi
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Grafik 1. incelendiginde ABI 3130 genetik analizorde yiriitilen ornekler icin 0,5 ng/ul
konsantrasyonda lineeritenin durdugu goriilmektedir. 1 ng/pl ve {izeri orneklerde fazla DNA
konsantrasyonuna bagli rfu degerlerinde diisme ve piklerde bozulmalar goriilmektedir. PCR i¢in

gerekli hedef DNA konsantrasyonun 0.05-0.5 ng/ul araliginda olmasi gerektigi belirlendi.

Duyarlilik Calismas: (LOQ)

Dinamik alan ¢alismasinda kullanilan ve tam profil elde edilen en diisiik iki konsantrasyon
grubunda yer alan 5’er adet drnekte tespit edilen her bir alelin pik yiiksekliklerinin ortalamasi ve
standart sapmas1 hesaplanmasi sonucu elde edilen degerlerin de ortalamasi alindi ve kullanilan
genetik analizor cihazi i¢in bulunan analiz esigi degeri ile karsilastirildi. Karsilastirma sonuglari
Tablo 14. te verilmistir.

Tablo 14. Konsantrasyona bagl elde edilen duyarlilik sonucu

DNA Elde Edilen | Analiz Esigi Duyarhhk
Konsantrasyonu | (rfu Degeri) | (rfu Degeri) Sonucu
0.025 ng/ul 45.44 72.75

0.05 ng/ul 288.46 72.75 0,05 ng/pl
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Sonuglar tam ve giivenilir DNA profilinin 0,05 ng/ul konsantrasyon ile elde edildigini
gostermektedir. Bu konsantrasyon AmpF{STR® Identifiler kitin Onerdigi konsantrasyon ile

uyumludur. LOQ degeri 107.41 rfu olarak tepit edildi.

Stokastik Esik Calismasi

Amplifiye edilip ¢ogaltilarak tiplendirilen 6rneklerde heterozigot olan lokuslarin alel pik
yiiksekliklerinin birbirine orani bulundu. Elde edilen kardes alel pik yliikseklikleri orani esik
degerleri Tablo 15. te verilmistir.

Tablo 15. Kardes alel pik yiikseklikleri oran1 esik degeri, kardes alel pik yiikselikleri oranlarmnin
ortalamasi, standart sapmalar1 ve bu degerlere karsilik gelen DNA konsantrasyonlari

Hedef DNA Kardes Alel Pik Standart Sapma | Kardes Alel Pik Yiiksekligi
Konsantrasyonu Yiikseklikleri Orani1 Esik Degeri

Oranlarinin Ortalamasi

0.5 ng/pl 89.333 +3.239 79.616
0.25 ng/pl 89.270 +2.358 82.197
0.1 ng/ul 86.755 +0.994 83.773
0.05 ng/ul 80.377 +1.184 76.826

Daha sonra her bir 6rnegin her bir aleli i¢cin bulunan degerler ile bu degerlerin bulunmasinda
kullanilan kiigiik pik yiikseklikleri kullanilarak Grafik 2. elde edildi.
Grafik 2. Kardes alel pik yiikseklikleri oranina kars1 pik yiiksekligi
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Pik yiiksekligi dengesizliginin belirlenmesi amaciyla, konsantrasyona karsi kardes alel pik

yiikseklikleri oranlari kullanilarak yeni bir grafik (Grafik 3.) elde edildi.
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Grafik 3. Kardes alel pik yiikseklikleri oranina kars1t DNA konsantrasyonu
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Bu ¢alisma igin iki analist tarafindan daha onceden caligilan bes 6rnek ve pozitif kontrol ayri

ayr1 zamanlarda tekrar calisildi. Ayrica laboratuvarlar arasi karsilastirma igin, 1.U. Adli Tip

Ensititiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvari’na 2012 yilinda GEDNAP tarafindan génderilen

orneklere ait sahit numuneler kullanilarak. Toplamda 9 6rnek i¢in elde edilen elekroforegramlar

karsilagtirilarak yapilan degerlendirmede sonuglarin uyumlu oldugu belirlendi. Tablo 16 da iki

analist tarafindan yapilan ¢aligmaya ait sonuglar goriilmektedir.

Tablo 16. Analistler tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari

Analist 1 Analist 2

Ornek Adi Birinci Calisma | ikinci Cahsma | Birinci Calisma | Ikinci Calisma
K1 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
K2 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
El 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
E2 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
E3 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
X1 Pozitif Kontrol 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
GEDNAP 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
A Kodlu Kisi

GEDNAP 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
B Kodlu Kisi

GEDNAP 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus 16 Lokus
C Kodlu Kisi

55




Kesinlik ¢alismasi i¢in ¢alisilan biitiin 6rneklerin alel pik biiylikliigiliniin (size’larinin) standart

sapmasi hesaplandi. Yiriitmeden elde edilen tim lokuslar icin standart sapma degerlerinin

ortalamasi alindi. FElde edilen standart

gosterilmektedir.

sapma degerlerin ortalamalari

Tablo 17. Tiim lokuslarin standart sapma degerlerinin ortalamalari.

Standart Sapma

Lokus Ortalamasi
D8S1179 0.200
D2S1338 0.311
VWA 0.342
CSF1PO 0.143
TPOX 0.122
D5S818 0.148
D16S539 0.182
D7S820 0.295
D13S317 0.368
AMEL 0.222
D18S51 0.200
D3S1358 0.169
FGA 0.136
D19S433 0.315
D21S11 0.186
THO1 0.200
Toplam Ortalama 0.221

Tablo 17. de

Tabloda goriildiigii gibi tim lokuslarin standart sapma ortalamalarindan elde edilen ortalama

deger 0.221°dir.

Laboratuvarlar aras1 karsilastirma icin yapilan degerlendirmede tiim sonuglarin birbiri ile

uyumlu oldugu belirlendi (Tablo 18).
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Tablo 18. 1.U. Adli Tip Ensititiisii, Adli Molekiiler Genetik Laboratuvari’na 2012 yilinda
GEDNAP tarafindan gonderilen orneklerden elde edilen genotipler ve GEDNAP tarafindan
aciklanan genotipler

LOKUS ANALIST 1 ANALIST 2 GEDNAP’IN
ACIKLADIGI
SONUCLAR

A B C A B C A B C

D8S1179 11-13 9-13 12-14 11-13 9-13 12-14 11-13 9-13 12-14

D21S11 | 29-31.2 28-28 27-28 | 29-31.2 | 28-28 | 27-28 | 29-31.2 | 28-28 | 27-28

D7S820 9-11 8-12 7-10 9-11 8-12 7-10 9-11 8-12 7-10

CSF1PO 10-10 12-12 10-10 10-10 12-12 | 10-10 10-10 12-12 | 10-10

D3S1358 | 15-17 15-16 16-17 15-17 15-16 | 16-17 15-17 15-16 | 16-17

THO1 8-8 6-6 7-8 8-8 6-6 7-8 8-8 6-6 7-8

D13S317 9-11 8-12 11-12 9-11 8-12 11-12 9-11 8-12 11-12

D16S539 9-13 11-13 11-12 9-13 11-13 | 11-12 9-13 11-13 | 11-12

D2S1338 17-19 18-21 18-20 17-19 18-21 | 18-20 17-19 18-21 | 18-20

D19S433 | 13-15 15-15 13-14 13-15 15-15 | 13-14 13-15 15-15 | 13-14

VWA 16-16 18-18 15-19 16-16 18-18 | 15-19 16-16 18-18 | 15-19

TPOX 8-11 10-11 8-11 8-11 10-11 8-11 8-11 10-11 8-11

D18S51 12-14 15-15 13-14 12-14 15-15 | 13-14 12-14 15-15 | 13-14

D5S818 10-13 9-12 9-12 10-13 9-12 9-12 10-13 9-12 9-12

FGA 21-21 21-23 22-23 21-21 21-23 | 22-23 21-21 21-23 | 22-23

AMEL X-Y X-X X-X X-Y X-X X-X X-Y X-X X-X
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4.2 Karismis DNA Orneklerinin Hazirlanmasi Ve Analizi

Goniillillerden toplanan bes ornek ve pozitif kontrol olarak kullanilan 9947A Grnegi
validasyonu gerceklesmis yontemle optimum kosullarda calisildi. Aym ornekler 1.U. Adli Tip
Ensititiisti, Adli Molekiiler Genetik Laboratuvarinda gorevli analistler tarafindan da caligilarak

profillerin dogrulugu teyit edildi. Tablo 20 de bu 6rneklerin profilleri gosterilmektedir.

Tablo 19. AmpF{STR® Identifiler kiti ile analiz edilen 6rneklerin genetik profilleri.

KISILER
LOKUSLAR E1 E2 E3 K1 K2 9947A
D8S1179 11-13 14-15 11-12 13-15 12-13 13
D21S11 30-32.2 28-31.2 30-31.2 29-31.2 28-31 30
D75820 8-10 8-10 10-11 10-12 8-9 10-11
CSF1PO 10-11 12 10-11 9-10 9-11 10-12
D3S1358 15-16 14-15 14-15 17-18 16-17 14-15
THO1 6-9.3 8-9.3 8-9 7-9 6-9.3 8-9.3
D13S317 10-12 9 9 12 12 11
D16S539 11 8-9 90-11 11 12-13 11-12
D251338 20 18-23 20-23 23-25 19-23 19-23
D195433 14-14.2 14 14-15 14-15.2 13-14 14-15
VWA 20 17 20 17 17-18 17-18
TPOX 8-11 11 8 8-11 11 8
D18S51 13-14 10-14 13-14 12-17 13-15 15-19
D55818 11 9-10 11-13 11-13 11 11
FGA 21-24 22-23 18-21 21 18-23 23-24
AMEL X-Y X-Y X-Y X X X

Iki birey arasindaki genetik benzerlikler ve farkliliklarin karisim analizinde daha iyi
incelenebilecegi diislinlildiiglinden bu 6rnekler kullanildi. Cesitli literatiir taramalar1 ve yapilan
validasyon sonucunda son konsantrasyon 1ng/5ul (0.2ng/ul) olarak belirlenmistir. Son karigim

konsantrasyonlar1 ve karisim oranlar1 Tablo 20. de goriilmektedir.
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Tablo 20. Karisim 6rneklerinin olusturulmasi

Karisim Orneklerin Kodu Karismus DNA K1/E1 ve E1/K1
Orani (")rneginin Son (ng/S5nl)
Konsantrasyonu

1:1 1K1E Ing/5ul 0.5/0.5
1:3 1K3E/1E3K Ing/5ul 0.75/0.25
1:5 1K5E/1E5K Ing/5ul 0.8/0.2
1:10 1K10E/1E10K Ing/5ul 0.9/0.1
1:20 1K20E/1E20K Ing/5ul 0.95/0.05
1:50 1K50E/1E50K Ing/5ul 0.98/0.02

Analiz sonuclarinin degerlendirmesi sirasinda validasyon parametreleri kullanilarak olas1 stutter
(golge) piklerin degerlendirilmesi yapildi. Analiz esigi daha onceden belirlendigi gibi 71.1 rfu
olarak alindi. Bu degerin altindaki pikler giiriiltii olarak degerlendirilip dikkate alinmadi.
Istatistiksel LRmix modiilii kulamlirken hipotezler olusturmak gerekir. Hipotez olusturulurken
K1 katilimcist magdur ve E1 katilimcist ise slipheli olarak degerlendirildi. Karigim 6rneklerinin

degerlendirilmesi her konsantrasyon i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilecektir.
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1:1 Oranmina Sahip Karismis DNA Ornekleri

Bu karisim olusturulurken her iki katilimcidan ayni oranda DNA miktar1 kullanilmigtir. ABI

3130 genetik analizorii tarafindan adlandirilan aleller Sekil 10. da goriilmektedir. Karigim

ornekleri yorumlanirken ilk asamada E1 ve K1 katilimci profillerine bakilmaksizin, elde edilen

elektroforegramlara gore bir 6n degerlendirilme yapildu.

1KIEA 001 AO3 unknown foo EE =N Ligontifilor w1

150 200

[ 29

= 9
4130 2986 3537 2166
135.05/[|152.81 204.70 317.92
13 30 10
7083 3613 4555 5522
143.83 209.08 273.73 322.12
31.2 12 [N
3091 1759 2656
215.5‘ 281.33 326.27
32.2
2849
219.94
L ossizss | ST oasssiy |
100 150 z00 250 300 aso
v LU I A |
o MJUL A A PLJ\_}UL - A 4 AL i AN
15 I 10 11 20 25
3133 28006 3792 8501 4524 2014
123.54 170.94 227.19 278.52 328.57| 347.66
16 7 12 23
3071 2173 7784 1769
127.57 174.96, 235.91 340.72
17 9
1876 1900
131.79 182.91
18 9.3
1936 3273
135.91 185.94
1KI1EA 001 AO3 unknown.foa TKIEN [identifiler w1 [ | A N [ | I [ 3
100 150 200 250 300 350

g Y | L)
o 1] a1 | s . sy
17

. A
14 8 12 17
4551 5094 4701 1634 1606
121.20 178.69 232.80 284.07] 303.57
14.2 20 11 13
2332 5743 4737 2556
123.20 190.58 245.72 287.84
15.2 14
2324 2223
127.22 291.61
1K1EA 001 AO03 unknown.fsa 1KI1EA [1dentifiler v1X || N N [ ] I [ ]
(.
100 150 200 250 300 350
ol N 4‘ A ) A A I A
X 11 21
oll4 o917 5582
106.511 151.37 233.58
Y 13 24
2185 2963 2130
112.12 159.93 246.65

Sekil 10. 1:1 oranina sahip karismis DNA 6rneginin elektroforegram goriintiisii. Pikler altinda

belirtilen rakamlar sirasi ile alel ismi, pik yiiksekligi ve biyiklik (size) degerlerini
gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller 1:1 oraninda tiger tekrarda da ayni sonuglar elde
edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii iizerinden yorumlama yapmak miimkiindiir.
Genel olarak tiim lokuslar incelendiginde tiim lokuslar igerisinde en fazla 4 alel gozlendigi igin
bu 6rnegin 2 kisinin katilime1 oldugu bir karisim oldugunu séylemek miimkiindiir. Genemapper®
IDX v.1 yazilimi ile gerceklestirilen profil analizinde AMEL lokuslarinda karigim orani 1:1
olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda minér ve major katilimcilarin orani belirlenememistir.
Bunun nedeni paylasilan alellerin varligt ve bu paylasilan alellerde katilimcilarin oranlarinin
belirlenememesidir (Tablo 21).

Tablo 21. AMEL lokusunda gozlenen alellerin degerlendirilmesi

Katilimcilara Ait Oldugu Diisiiniilen Tahmini Karisim

Lokus Gozlenen Aleller Genotipler Orani

AMEL X-Y X-X X-Y ~11

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin Onceden tiplendirilmis olan K1 ve E1 profilleriyle karsilastirildi. 1:1 oraninda katilimcilarin
tim alelleri basari ile elde edilmistir. Tablo 22. de ii¢ her tekrarda da (A,B,C) hem katilimcilarin
hem de olusturulan karigim 6rneklerine ait profillerin alelleri goriilmektedir.

Tablo 22. Katilimc1 ve karigmis DNA 6rneklerine ait aleller

1:1 Oraninda Karisim Ornegi (A,B,C) Katilima 1(K1) Katilima 2(E1)

Alell Alel2 Alel3 Aleld Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y

D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31,2 30 32.2
D3S1358 15 16 17 18 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 9 10 11 ) 10 10 11
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3
vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18S51 12 13 14 17 12 17 13 14
D5S818 11 13 11 13 11 11
D75820 8 10 12 10 12 8 10
D13S317 10 12 12 12 10 12

D19S433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D2S1338 20 23 25 23 25 20 20

Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 Eklenmesi 0 Dusmesi 0 -

Profilleri Genemapper® IDX v.1 programinda belirlenen karisim orneklerinin istatistiksel

yorumlanmasi R-Forge yazilimi1 Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.
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Degerlendirilme yapilirken K1 6rnegi magdur ve E1 6rnegi siipheli olarak varsayilip hesaplama
yapilmistir. Her ¢ tekrarda da profiller aymi olmasina ragmen LRmix™ modiiliiniin
giivenilirliginin ve tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi amaci ile her bir tekrar ayri ayri
hesaplandi. Her li¢ tekrarda da tam profil elde edildiginden iddia (Hp) ve savunma (Hd)

hipotezleri :
Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir (E=V+S).

Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska bir kisiden olugmaktadir (E=V+U) olarak

sec¢ilmistir.

Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru, S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi
temsil etmektedir. Hipotez olusturulduktan sonra olas1 alel diismesi araligi belirlenip en uygun
alel diisme olasiligi segildi. Profilimizde alel diismesi goriilmemesine ragmen en tutucu
(konservatif) sonucu almak icin en yiiksek alel diisme olasiligi alinarak olabilirlik orani
degerlendirildi. Son olarak performans testi gerceklestirilip ilgili popiilasyondan rastgele
olusturulan 100 kisinin siipheli olma olasilig1 logaritma 10 tabaninda hesaplanip performans
araligi olusturuldu. Elde edilen LR degeri bu aralik disinda kalmasi siiphelinin o profilde
bulunma olasihigmin giiciinii gostermektedir. Tablo 23. de goriildiigii gibi performans testi araligi
disindaki tiim degerler aynidir. Performans testi sonuglarinin farkli olmasinin sebebi ise her
uygulamada programin ilgili toplumdan secilen 100 bireyin her hesaplamada aymi profilleri
olusturmamasindan kaynaklanmaktadir. Son durumda LR degeri, LRmix modiilii tarafindan

4,02E+16 olarak hesaplanmistir. Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden segilen

herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 40.200.000.000.000.000 kez daha fazladwr.”

Tablo 23. 1:1 oranina ait karisim Orneklerinin yorumlanmasit ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi
. Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Araligi Olasihig: Orani (LR) Sonuglar1
1:1A V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log103%/ 10
1:1B V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10/”
1:1C V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10™°/*
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1:3 ve 3:1 Oranmina Sahip Karismis DNA Ornekleri

1:3 ve 3:1 oranini saglayacak karigim Ornekleri son DNA konsantrasyonlar1 0.25:0.75ng/5ul
ve 0.75:0.25ng/5ul olacak sekilde olusturuldu..Bu karisima ait alektroforegram Sekil 11. de

goriilmektedir.
3IK1EA 003 GO3 unknown. fsa BKI1EA Identifiler wix || N N N [ ]
[ brsszo ] [ ecsFmipo ]
125 176 225 2786 azs
3s00
a
29 9
2061 5593 4488 1395 3662
134.97]| 152.66 204'6P 266.00‘ 3 I7.7I
13 30 10 10
7303 1126 4011 6045
143.75 Z0R .96 273.42 321.91
31.2 12 [
4527 2651 1085
215.41 281.06 326.09
32.2
1355
219.76
Y N N [ ]
[ pasiasa | [ wwmer | T oassaear ] [ paessss | [ D2sisss |
125 175 225 275 325
i Al Il |
o o A A ) _A_u - N A_A AA N AN
15 (s} 10 (B} 20 25
1599 1650 2304 8712 2069 2236
l23'4|2 170.'?0 226.90 278.31 328.40 I347’.6
16 7 12 23
2103 4042 8812 2422
127.46 174.92 235.51 340.54
17 9
4244 3841
131 .q‘) 1 82.‘82
18 9.3
4193 QOR
135.83 185.92
3K1EA 003 G03 unknown.fsa SK1EA dentifiler vix || ™ N F »
[ oiesaaz [ = wwa [ Feox | pissst ]
125 175 225 275 325
2000
o ) 8. 28
14 17 8 12 17
5464 8253 4749 3033 2592
I2I.I2(]) 178.59 232.56 283.8|2 303.32
14.2 20 L 13
1547 22306 4269 1658
12321 190.50 245.35 287.61
T I
15.2 14
4127 1632
127.18 291.41
[ZKIEA 003 G003 unknown. fsa IKI1EA Identifiler w1 [ | N N ™ -
<7 |
125 175 225 275 325
3600 A A A
o Na A A A A i A
x 11 21
6851 6582 5982
106.32 151.22 233.34
s 13 24
1337 4443 1093
112.00 159.78 246.20

Sekil 11. 3:1 oranina sahip karismis DNA 6rneginin elektroforegram goriintiisii. Pikler altinda
belirtilen rakamlar sirasi ile alel isimleri, pik yiiksekligi ve biiyiiklik (size) degerlerini
gostermektedir.

Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller hem 1:3 hem de 3:1 oranlarinda {iger tekrarda da

ayn1 sonuglar elde edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii izerinden yorumlama yapildi.
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Tim lokuslar incelendiginde tiim lokuslarda en fazla 4 alel gézlendigi i¢in bu 6rnegin 2 kisinin
katilimc1 oldugu bir karisim oldugunu sdylemek miimkiindiir. Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile
gerceklestirilen profil analizinde D8S1179, D21S11, THO1, D3S1358, D16S539, CSFI1PO ve
D18S51 lokuslarinda karisim orani 3:1 olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda minér ve major
katilimcilarin orani yazilim tarafindan belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin
varlig1 ve bu paylasilan alellerde katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 24).

Tablo 24. AMEL, D8S1179, D21S11, THO01, D3S1358, D16S539, CSF1PO ve D18S51
lokuslarinda olas1 major ve mindr katilimcilarin degerlendirilmesi

AMEL XY X-X X-Y -
D21S11 29-30-31.2-32.2 29-31.2 30-32.2 ~3:1

THO1 6-7-9-9.3 7-9 6-9.3 ~3:1
D351358 15-16-17-18 17-18 15-16 ~3:1
D18S51 12-13-14-17 12-17 13-14 ~2:1
D16S539 11-11 11-11 11-11 -
CSF1PO 9-10-11 9-10 10-11 ~ 31
D8S1179 11-13-15 11-13 13-15 ~3:1

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin onceden tiplendirilmis olan K1 ve E1 profilleriyle karsilastirildi. Major ve mindr alellerin
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile dogru olarak belirlendigi tespit edildi. 1:3 oraninda E1 6rnegi
major durumda iken 3:1 oraninda K1 6rnegi major durumdadir. Bu oranlarda katilimcilarin tiim
alelleri basari ile elde edilmistir. Tablo 25. te de her {i¢ tekrarin (A,B,C) hem katilimcilarin hem

de olusturulan karisim 6rneklerine ait profillerin alelleri goriilmektedir.
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Tablo 25. 1:3 ve 3:1 oranlarinda katilime1 ve karismis DNA orneklerine ait aleller.

1:3 Oranina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C)
Alell Alel2 Alel3 Alel4
AMEL X Y
D21S11 29 30 31.2 32.2
D351358 15 16 17 18
D16S539 (11
CSF1PO 9 10 11
FGA 21 24
TPOX 8 11
THO1 6 7 9 9.3
vWA 17 20
D8S1179 11 13 15
D18S51 12 13 14 17
D5S818 |11 13
D75820 8 10 12
D13S317 10 12
D19S433 (14 15.2 14.2
D2S1338 20 23 25
Paylasilan Alel
Alel 10 eklenmesi (o)
3:1 Oranina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C)
Alell Alel2 Alel3 Alel4
AMEL X Y
D21S11 29 30 31.2 32.2
D3S1358 15 16 17 18
D16S539 |11
CSF1PO 9 10 11
FGA 21 24
TPOX 8 11
THO1 6 7 9 9.3
vWA 17 20
D8S1179 11 13 15
D18S51 12 13 14 17
D5S818 |11 13
D7S820 8 10 12
D13S317 10 12
D19S433 (14 15.2 14.2
D2S1338 20 23 25
Paylasilan Alel
Alel 10 eklenmesi (o)

Supheli
Alell Alel2
X Y
30 32.2
15 16
11 11
10 11
21 24
8 11
6 9.3
20 20
11 13
13 14
11 11
8 10
10 12
14 14.2
20 20
Supheli
Alell Alel2
X Y
30 32.2
15 16
11 11
10 11
21 24
8 11
6 9.3
20 20
11 13
13 14
11 11
8 10
10 12
14 14.2
20 20

Magdur
Alell Alel2
X X
29 31,2
17 18
11 11
9 10
21 21
8 11
7 9
17 17
13 15
12 17
11 13
10 12
12 12
14 15.2
23 25
Olasi Alel
diismesi (o)
Magdur
Alell Alel2
X X
29 31,2
17 18
11 11
9 10
21 21
8 11
7 9
17 17
13 15
12 17
11 13
10 12
12 12
14 15.2
23 25
Olasi Alel
dismesi (o)

Profilleri Genemapper® IDX v.l programinda belirlenen karisim Orneklerinin istatistiksel

yorumlanmasi R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.

3:1 ve 1:3 oranindaki karisim Orneklerinde belirlenen aleller 1:1 oranindaki alellerden farkl

olmadigindan LRmix modiilii ile yapilan istatistiksel hesaplamalar 1:1 ile ayni1 sonuglari

vermistir. Bununla birlikte olusturulan savunma ve iddia hipotezleri tam profil elde edildiginden

birbirinin aynisi olarak olusturulmustur:
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Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir (E=V+S)
Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska bir kisiden olusmaktadir (E=V+U)

Son durumda LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 4,02E+16 olarak hesaplanmistir (Tablo

26). Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasiligi, ayni popiilasyon icerisinden secilen

herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 40.200.000.000.000.000 kez daha fazladwr.”

Tablo 26. 1:3 ve 3:1 oranlarina ait karisim Orneklerinin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans

Ormnek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig1 Olasilig1 Orani (LR) Sonuglari

1:3A V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10¥/ %
1:3B V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10°/”
1:3C V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10=/*
3:1A V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10/®
3:1B V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10°/®
3:1C V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10*"®
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1:5 ve 5:1 Oraninda Karismis DNA Ornekleri

Karigmis DNA 6rnegi olusturulurken oranlar 0.2:0.8 ng/5ul ve 0.8:0.2 ng/5ul seklinde secildi.
ABI 3130 genetik analizor cihazi Genemapper® IDX v.1 yazilimi tarafindan adlandirilan aleller
Sekil 12. de gorilmektedir. Karigim 6rnekleri yorumlanirken elde edilen elektroforegramlara

gore Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak bir 6n degerlendirilme yapildi.

SRIEA 001 A0A unknown. foa [em1en Idontifiler w1 v I || - > . -
[ oysezo = || csFiPO |
100 150 zo0 250 300 350
36007
o
11 29
2443 7105 5846
134.93|152.66 204.6II
13 30
7714 1489 4370 FA408
143.81 208.96 273.39 321.77
31.2 12 1
4962 3891 1226
2]5.4Il 281.00 325.93
[32.2
1109
219.76
SK1EA 001 _A04 unknown fsa SKAEA dentifiler v1X - || & & - [ )
[ ossissa | I wmon I oaass=ziz | [ biessae | [ o=zsisss |
100 150 zoo 250 300 aso
23600
o
20 2s
1565 1356 BOGO 2031 2774
123.41 l?U.8I8 278.30 328.24 347.58
16 7 23
1505 4412 8874 3054
127.50 174.89 235.53 340.42
i !
17 <9
4094 2800
131.70 182.90
18 9.3
4232 1396
135.81 185.88
[EK1EA 001 AO4 unknownfeca [BKIEA Idontifilor w1 2 I || . N . -
[ biesass  J[ wwa [ weox | [~ obisssi ]
100 150 200 250 300 350
3600
o A L Ar Ak __NI ﬂ A A Aln A AA A_J‘\_n} A‘ A
14 17 8 12 17
5200 8576 7030 3386 3539
121.20 178.60 232.63 283.78| |303.17
14.2 20 11 13
1555 2691 5127 1044
123.27 190.47 245.34 287.56
I 1
15.2 14
3900 1180
127.21 291.34
Identifiler w1X v [ A A A [ ]
100 150 200 250 300 350
3600 A “ ﬂ A
o YN A ! A A ) A A
X 11 21
7042 6754 6070
106.34 151.26 233.36
1
13 24
1269 4411 641
111.97 159.77 246.22

Sekil 12. 5:1 oranina sahip karismis DNA 6rneklerinin elektroforegram goriintiileri. Pikler altinda
belirtilen rakamlar1 sirasi ile alel isimleri, pik yiikseklikleri ve biiyiiklik (size) degerlerini
gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller hem 1:5 hem de 5:1 oranlarinda {iger tekrarda da
ayn1 sonuglar elde edildi. Bir ¢ok lokusta en fazla 4 alel gozlendigi i¢in bu 6rnegin 2 kisinin
karisimindan olustugu sdylenebilir. Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile gerceklestirilen profil
analizinde AMEL, D21S11, THO1, D3S1358, D16S539, CSFIPO ve DI18S51 lokuslarinda
karisim orami 3:1 olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda minér ve major katilimcilarin oran
belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin varligt ve bu paylasilan alellerde
katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 27).

Tablo 27. AMEL, D21S11, THO1, D3S1358, D16S539, CSF1PO ve D18S51 lokuslarinda olasi
major ve mindr katilimcilarin degerlendirilmesi

Lokus Gozlenen Aleller Tahm.i n“Edilen Maj or ve Tahmini Karistim Oram
Minoér Genotipler

AMEL X-Y X-X X-Y -
D21S11 29-30-31.2-32.2 29-31.2 30-32.2 ~4:1

THO1 6-7-9-9.3 7-9 6-9.3 ~3:1
D3S1358 15-16-17-18 17-18 15-16 ~3:1
D18S51 12-13-14-17 12-17 13-14 ~3:1
D16S539 11-11 11-11 11-11 -
CSF1PO 9-10-11 9-10 10-11 ~4:1

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin onceden tiplendirilmis olan K1 ve E1 profilleriyle karsilastirildi. Major ve mindr alellerin
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile dogru olarak belirlendigi tespit edildi. Tahmin edilen karisim
orani tiim lokuslarda yanlis olarak belirlenmistir. 1:5 oraninda E1 6rnegi major durumda iken 5:1
oraninda K1 Ornegi major durumdadir. Bu oranda katilimcilarin tiim alelleri basar1 ile
tiplendirildi. Tablo 28. de her {i¢ tekrarda (A,B,C) hem katilimcilarin hem de olusturulan karigim

orneklerine ait profillerin alelleri goriilmektedir
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Tablo 28. 1:5 ve 5:1 oranlarinda katilime1 ve karismis DNA orneklerine ait aleller.

1:5 Oranina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Supheli
Alell Alel2 Alel3 Aleld Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y
D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31,2 30 32.2
D3S1358 15 16 17 18 17 18 15 16
D16S539 (11 11 11 11 11
CSF1PO 9 10 11 9 10 10 11
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3
vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18S51 12 13 14 17 12 17 13 14
D5S818 11 13 11 13 11 11
D7S820 8 10 12 10 12 8 10
D13S317 10 12 12 12 10 12
D19S433 (14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D251338 20 23 25 23 25 20 20
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi o dusmesi o
5:1 Oranina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Supheli
Alell Alel2 Alel3 Alel4 Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y
D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31,2 30 32.2
D351358 15 16 17 18 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 9 10 11 9 10 10 11
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3
vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18S51 12 13 14 17 12 17 13 14
D5S818 |11 13 11 13 11 11
D75820 8 10 12 10 12 8 10
D13S317 10 12 12 12 10 12
D19S433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D2S1338 20 23 25 23 25 20 20
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi o dusmesi (o)

Profilleri Genemapper® IDX v.l1 programinda belirlenen karisim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmas1 R-Forge yazilimi1 Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.
5:1 ve 1:5 oranindaki karigim Orneklerinde belirlenen aleller daha 6nceki oranlarda (1:1, 1:3 ve
3:1) alellerden farkli olmadigindan LRmix modiilii ile yapilan istatistiksel hesaplamalar ayni
sonuclart vermistir. Bununla birlikte olusturulan savunma ve iddia hipotezleri tiim aleller

belirlendiginden birbirinin aynisidir.
Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir (E=V+S)

Hg= Delil profili magdur ve silipheli disinda baska bir kisiden olusmaktadir (E=V+U)
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Son durumda LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 4,02E+16 olarak hesaplanmistir (Tablo
29). Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden segilen

herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 40.200.000.000.000.000 kez daha fazladwr.”

Tablo 29. 1:5 ve 5:1 oranlarina ait karisim orneklerinin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesi

Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans

Ormnek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig1 Olasilig1 Orani (LR) Sonuglari

1:5A V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10%/®
1:5B V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10'/®
1:5C V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10%/’
5:1A V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10%/?
5:1B V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10°/®
5:1C V+S/V+U 0.01-0.16 0.16 4,02E+16 log10*""
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10:1 Oranmina sahip Karismis DNA Ornekleri

1:10 ve 10:1 oranini saglayacak karisim 6rnekleri son DNA konsantrasyonlar1 0.25:0.75ng/5ul
ve 0.75:0.25ng/5ul olacak sekilde olusturulmustur. ABI 3130 genetik analizor cihazi
Genemapper® IDX v.l yazilimi tarafindan adlandirilan aleller Sekil 13. te goriilmektedir.
Karigim 6rnekleri yorumlanirken ilk agsamada elde edilen elektroforegramlara gére Genemapper®

IDX v.1 yazilimi kullanilarak bir 6n degerlendirilme yapildu.

Sample File Sample Name Panel SQO 5Q SSPK [X1ES OMR CcCGQ
S
13 30 10 10
4851 422 2566 3862
143.86 209.09 273.80, 322.23
31.2 12 1
4164 2172 426
215.58 281.44 326.38
10K1EA 001 _EO4 unknown fsa 1OKI1EA Identifiler vix = || r Y & - [ ]
[ oasssziy | DCheSssolnnnn S SSse
100 150 200 250 300 350
— ; — e A - 20 — 929
o ‘JAUK ry A Y f} A Y . A A | vy . A\
15 & 10 11 20 25
414 427 623 7326 389 18806
l23.§7 l70.?7 227.25 278.57 328.72 |347_68
16 7 12 23
549 2919 7671 1882
127.67 174.97 235.90 340.79
17 9
3847 2445
131.81 182.95
18 9.3
3658 404
135.93 185.94
10KI1EA 001 EO4 unknown foa 10K1E, ldontifilor w1 = [ | & N > -
s = S [ O = == I —
100 150 200 250 300 350
- i - N = — N
asoo
o A‘,: ﬂ AL | Ad AA N N A
14 17 12 17
3413 6803 2418 2213 1976
121 .IZ? 178.76 232.82 284. ll 1 303.64
14.2 20 11 13
8RO 725 2940 518
123.31 190.65 245.76 287.94
15.2 14
2979 415
127.27 |291.70
& Y & [ ]
[ < 7 — |
100 150 200 250 300 350
3800 A A
o A A JL L jk A A A
x 11 21
6330 4819 5110
106.51 151.30 233.63
| v |13
398 3661
112,16 159.93

Sekil 13. 10:1 oranma sahip karismis DNA orneklerinin elektroforegram goriintiileri. Pikler

altinda belirtilen rakamlar1 sirasi ile alel isimleri, pik yiikseklikleri ve biiytikliik (size) degerlerini
gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller 10:1 oranindaki {iger tekrarda da ayni sonuglar elde
edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii iizerinden yorumlama yapmak miimkiindiir.
Genel olarak tiim lokuslar incelendiginde bir lokus i¢inde en fazla 4 alel gozlendigi icin bu
ornegin 2 kisinin karisimindan oldugunu séylemek miimkiindiir. Genemapper® IDX v.1 yazilimi
ile gerceklestirilen profil analizinde AMEL, THO01, D3S1358, D16S539, FGA CSF1PO ve
D18S51 lokuslarinda karigim orani 8:1 olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda minér ve major
katilimcilarin orani belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin varligi ve bu paylasilan

alellerde katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 30).

Tablo 30. AMEL, THO1, D3S1358, D16S539, FGA CSF1PO ve D18S51 lokuslarinda olasi
major ve mindr katilimcilarin degerlendirilmesi

Lokus Gozlenen Aleller Tahm‘in.‘E dilen Maj or ve Tahmini Karisim Orani
Minor Genotipler
AMEL X-Y X-X X-Y -
FGA 21 21-21 21-21 -
THO1 6-7-9-9.3 7-9 6-9.3 ~8:1
D3S1358 15-16-17-18 17-18 15-16 ~8:1
D18S51 12-13-14-17 12-17 13-14 ~51
D16S539 11-11 11-11 11-11 -
CSF1PO 9-10-11 9-10 10-11 ~8:1

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin Onceden tiplendirilmis olan K1 ve E1 profilleriyle karsilagtirildi. Major ve minér aleller
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile FGA disindaki tiim lokuslarda dogru olarak belirlenmesine
ragmen karisim oranlar1 tiim lokuslarda hatali olarak belirlendi. 10:1 oraninda K1 6rnegi major
durumdadir. Bu oranda major katilimcinin tiim alelleri gozlenirken, mindr katilimcinin D21S11
ve FGA lokuslarinda sirasiyla 31.2 ve 24 alelleri olmak iizere iki adet alel diismesi gozlenmistir.
Tablo 31. de her ii¢ tekrarda (A,B,C) hem katilimcilarin hem de olusturulan karisim orneklerine

ait profillerin alelleri goriilmektedir.
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Tablo 31. 10:1 oranlarinda katilimci ve karismis DNA Orneklerine ait aleller.

10:1 Oramina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Suphelil
Alell Alel2 Alel3 Alela Alell Alel2 Alell Alel2

AMEL X Y X X X Y
D21s11 29 30 31.2 29 31.2 BEED
D3S1358 15 16 17 18 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 9 10 11 9 10 10 11

FGA 21 21 21 21

TPOX 8 11 8 11 8 11

THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3

vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18S51 12 13 14 17 12 17 13 14
D5sS818 |11 13 11 13 11 11
D7S820 8 10 12 10 12 8 10
D13S317 10 12 12 12 10 12
D195433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D2S1338 20 23 25 23 25 20 20

Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi dasmesi (0] -

Profilleri Genemapper® IDX v.1 programinda belirlenen karigim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmasi R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix uygulamas1 kullanilarak gergeklestirildi.
Her ii¢ tekrarda profillerin ayn1 olmasina ragmen LRmix™ modiiliiniin giivenilirliginin ve tekrar
edilebilirliginin degerlendirilmesi amaci ile her tekrar ayri ayri hesaplandi. Son durumda iddia

(Hp) ve savunma (Hd) hipotezleri:
Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)
Hg= Delil profili magdur ve silipheli disinda baska bir kisiden olusmaktadir. (E=V+U)

olarak secilmistir. LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 2.442E+11 olarak hesaplanmigtir (Tablo
32). Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden secilen

herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan 244.200.000.000 kez daha fazladir.”
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Tablo 32. 10:1 oranina ait karisim Orneklerinin  yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi
Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig Olasilig1 Oran1 (LR) Sonuglari
10:1A V+S/V+U 0.01-0.22 0.22 2.442E+11 log10%/”
10:1B V+S/V+U 0.01-0.22 0.22 2.442E+11 log10%/®
10:1C V+S/V+U 0.01-0.22 0.22 2.442E+11 log10"
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1:10 Oramina sahip Karismis DNA Ornekleri

ABI 3130 genetik analizor cihaz1 tarafindan 1:10 oranina sahip orneklerdeki adlandirilan aleller
Sekil 15. te goriilmektedir. Karisim drnekleri yorumlanirken ilk asamada E1 ve K1 katilimci

profillerine bakilmaksizin, elde edilen elektroforegramlara gore Genemapper® IDX v.1 bir 6n

degerlendirilme yapildi.

1K10EC 002 CO8 unknown.fsa 1K10EC Identifiler wix -~ [ | [ | a N [ ]
[ b7ssz0 | [IIIIEsEiPOTTIT
100 150 200 250 300 350
3600
° A ! I A 1AL AA NN A4 An A
11 15 29 8 10
4403 139 272 1542 1470
134.50|| 152.26 204.{)'4 262.67 32 I.SIS
13 30 10 11
4465 1871 1345 1349
143.28 20R.04 270.83 325.66
31.2
224
213.87
32.2
2095
217 RO
SamEle File SamEIe Name Panel S5Q0 S50 SSPK MIX OMR [s]=]s]
1AKI0EC Q023 C08 unknown. foa AKI0EC Identifilor w1X - [ | || . N -
[ToAessse [ b2sizas |
100 1‘?0 200 250 300 350
3800
oL L1 1AL NEEAREL VR LR E ANl A N _ A
15 (&) 10 (N} 20
2765 3060 1460 2914 2698
]23.q4 170.§3 223.79| 275.42 327.81
16 7 12
2395 162 1788
127.0¢ 174.92 231.65
! |
17 9
238 160
131.35 182.81
!
9.3
2743
185.86
1KI10EC 0032 €08 unknown.fsa 1KI10EC Identifiler wi1X " . | | N S [ ]
[ biesaszs | ek [ T passsa ]
100 150 200 250 300 aso
2000 |
o 4’5‘&' A A : J Ad I‘\_J'L Ad A A
14 17 8 12
3287 371 3213 195
121.2 178.72 229,32 281.89
v |
14.2 20 1B 13
3123 5797 2940 1359
123.29 190.53 241.22 286.02
i i
15.2 14
291 1353
127.40 290.17
-~ | | N N [ ]
o | [ bsseie | e FA ]
100 150 200 250 300 aso
3600 J A
o L4 }.k A A A A A A
xX 11 21
4532 4300 1077
105.86 151.02 229.75
Y 24
3510 921
111.52 241.75

Sekil 14. 1:10 oranina sahip karismis DNA Orneklerinin elektroforegram goriintiileri. Pikler
altinda belirtilen rakamlari sirasi ile alel,ylikseklik ve biiyiikliik degerlerini gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller 1:10 oranindaki tiger tekrarda da ayni sonuglar elde
edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii iizerinden yorumlama yapmak miimkiindiir.
Genel olarak tiim lokuslar incelendiginde bir lokus icinde en fazla 4 alel gozlendigi icin bu
ornegin 2 kisinin katilimci oldugu bir karisim oldugunu séylemek miimkiindiir. Genemapper®
IDX v.1 yazilimi ile gergeklestirilen profil analizinde AMEL, D21S11, THO1 ve D16S539
lokuslarinda karigim orani 1:10 olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda mindér ve major
katilimcilarin orani belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin varligi ve bu paylasilan
alellerde katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 33).

Tablo 33. AMEL, D21S11, THO1 ve D16S539 lokuslarinda olast major ve mindr katilimcilarin
degerlendirilmesi

Lokus Gozlenen Aleller Tahm‘in.‘E dilen Maj or ve Tahmini Karisim Orani
Minor Genotipler
AMEL X-Y X-X X-Y -
THO1 6-7-9-9.3 7-9 6-9.3 ~1:10
D21S11 29-30-31.2-32.2 29-31.2 30-32.2 ~1:10
D16S539 11-11 11-11 11-11 -

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin Onceden tiplendirilmis olan K1 ve EIl profilleriyle karsilastirildi. Major ve mindr aleller
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile dort lokusta dogru olarak belirlendi. Bununla birlikte tahmin
edilen karisim orani dort lokusta dogru olarak tahmin edilmistir. 1:10 oraninda E1 6rnegi major
durumdadir. Bu oranda major katilimcinin tiim alelleri gézlenirken, mindr katilimeinin D7S820,
CSF1P0, D3S1358, D2S1338 ve D18S51 lokuslarinda sirasiyla 12, 9, 18, 23-25 ve 17 alelleri
olmak {iizere alt1 adet alel diismesi gozlenmistir. Tablo 34. te her {i¢ tekrarin da (A,B,C) hem

katilimcilarin hem de olusturulan karigim 6rneklerine ait profillerin alelleri goriilmektedir.
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Tablo 34. 1:10 oraninda A, B ve C tekrarina ait aleller.

1:10 Oramina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Suphelil
Alell Alel2 Alel3 Alel4 Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y

D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31.2 30 32.2
D351358 15 16 17 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 10 11 9 10 10 11
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3
vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18S51 12 13 14 12 17 13 14
D5S818 11 13 11 13 11 11
D7S820 8 10 10 12 8 10
D13S317 10 12 12 12 10 12

D19S433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D251338 20 23 25 20 20

Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi duasmesi 6 -

Profilleri Genemapper® IDX v.1 programinda belirlenen karigim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmasi R-Forge yazilimi1 Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.
Degerlendirilme yapilirken K1 6rnegi magdur ve E1 6rnegi siipheli olarak varsayilip hesaplama
yapilmistir. Her ¢ tekrarda profillerin ayni olmasina ragmen LRmix™ modiiliiniin
givenilirliginin ve tekrar edilebilirliginin degerlendirilmesi amaci ile her tekrar ayr1 ayri

hesaplandi. Son durumda iddia (Hp) ve savunma (Hd) hipotezleri :

Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)

Hg= Delil profili siipheli ve bilinmeyen bir kisiden olugsmaktadir. (E=S+U)
olarak secilmistir. Tablo 35. te goriildiigii gibi performans testi araligi digindaki tiim degerler
aynidir. LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 2.442E+11 olarak hesaplanmistir (Tablo 35). Bu

durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Magdur profilinin delil profilinde bulunma olasilig, ayni popiilasyon igerisinden segilen

herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan 9.670.000.000 kez daha fazladir.”
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Tablo 35. 1:10 oranina ait karistm Orneklerinin  yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi
Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig Olasilig1 Orani (LR) Sonuglari
1:10A V+S/S+U 0.11-0.37 0.37 9,67E+10 logl0/>
1:10B V+S/S+U 0.11-0.37 0.37 9,67E+10 log10*'/®
1:10C V+S/S+U 0.11-0.37 0.37 9,67E+10 log102%™

Genemapper IDX vl. yazilimi ile yapilan 6n degerlendirme asamasinda katililimci orani,
katilime1 profilleri ve golge piklerin degerlendirilmesi gibi parametreler yazilim tarafindan
gerceklestirilmektedir. Program tarafindan otomatik olarak hesaplanan bu parametrelerden golge

pik ve katilimci oranlarinin tahminine ait 6rnek uygulamasi bu karigim oraninda gosterilmistir.

1:10 oranina ait karisim 6rneklerinin her ti¢ tekrarinda da (A, B ve C) D3S1358 lokusunda olas1
golge piklere rastlandi1 (Sekil 14). Golge pik yiizdesinin hesaplanmasinda Genemapper IDX v1.

yazilimi agagidaki formiilii kullanmaktadir.

N — 4 pik ylksekligi

Golge Pik% = * 100
Alel pik ylksekligi
[ obs3sizss | [ ossisss ] [ ossizsa |
100 1€ 100 ) ‘15I 100 1E
JG00 36800 i G004
; 0117111110 A 1IN 1,
15 s
414 484
123.57 123.61 123.60
16
590 16 16
157 67 818 641
t 127.73 127.68
17 !
o 17 17
847
T‘HSI 4196 4801
— 131.89
A s B 31.8 C 131.85
3658 18 18
135.93 3553 4285
135.96 135.94

Sekil 15. 1:10 oranina ait karisim 6rneginde D13S1358 lokusunda goriilen pikler.
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Goriildugi tizere her {i¢ tekrarda da 16 numarali alelde golge pik pozisyonundadir. A ve C
tekrarinda 16 numarali alel hem yerlesimine gére hem de % golge pik formiiliine gére golge pik

olarak degerlendirilmektedir.

Golge PikA >49 100 = %14
= — % =
olge ri 3847 0

818
Golge PikB =

=0
To¢ * 100 = %20
Golge PIkC = <~ . 100 = %13
= * =
o:ge 4801 °

Fakat golge pik olarak degerlendirilen alel 16, alel 15 ile birlikte heterozigot bir goriintii
vermektedir. Ayrica minér katilimer profiline bakildiginda 15-16 alellere sahip oldugu
goriilmektedir. Bu durumda 16 numarali alellin golge pik olarak degerlendirilmesi sakincalidir.
Bununla birlikte B tekrarinda bu piklerin % golge pik oranim sagladigi gortilmektedir. Yine 16
numarali pik validasyon sonucu belirledigimiz analiz esik degeri (72.75 rfu) oranindan yiiksek
oldugundan bu alel gercek bir pik olarak degerlendirilir.

Katilimcilara ait profiller belirlenirken karisim oranindan ve stokastik esik degerinden
yararlanmak miimkiindiir. Herhangi bir lokustaki karigim 6rnegi oranini belirlemek i¢in asagidaki

formiil kullanilmistir (Clayton ve Triggs 2005);

pa+ @b
X =
pa+ @b + @c + @d

Formiilde Mx ilgili lokustaki karisim oraninin @a ve ¢b ilk katilimciya ait a ve b alellerinin pik
yiiksekligini, ¢c ve o¢d ise diger katilimciya ait ¢ ve d alellerinin pik yiiksekliklerini
simgelemektedir. Asagida 1:10 oranina ait ornek bir elektroforegram goriintiisii ve major

katilimcinin karigim oranm1 (Mx) verilmistir.

o b2isia ]
200 2 (pa + (pb
Mx =
A A L pa+ b+ @c + @od
29
3281 29 + ¢31.2 3281 + 4164
204.74 Mx = 4 L = = 091
30 @29 + @30 + 931.2 + 932.2 3281 + 422 + 4164 + 295
422
209.09
@30 + ¢32.2 422 + 295
Mx = = = 0,09
929 + @30 + 931.2 + ¢32.2 3281 + 422 + 4164 + 295
2505 79

219.92



Gorildiigii iizere karisim 6rnegindeki oranlar ~1:10’a denk gelmektedir. Bu formiil ile sadece
karigim orani degil ayn1 zamanda aleller arasindaki heterozigot dengesi belirlenerek major ve

mindr katilimcilarin dogrulugunu da ispatlamaktadir.

Karisim oran1 ~1:10’e denk gelmektedir. Karisim orneginin oranmi1 beklendigi sekilde tespit
edilmistir.
Tablo 36. da ornek olarak 10:1ve 1:10 oranlarma sahip karisim Orneklerinin D21S11

lokusundaki tiim olas1 alel kombinasyonlari, olasi karisim oranlar1 (Mx) ve heterozigot dengesi

(Hb) degerleri verilmektedir.

Tablo 36. Karismis DNA 6rneginde katilimcilarin ve alellerin belirlenmesi.

Genotipler MXx Heterozigot dengesi Yorum
(major/mindr
katilimci)

Major Minor Hb majoér | Hb mindr

29-31.2 30-32.2 10:1 0.8 0,7 Mx dogru, Hb dogru
29-30 31.2-32.2 0.8:1 0.12 0.07 Mx yanlis, Hb yanlis
29-32.2 30-31.2 0.8:1 0.09 0.1 Mx yanlis, Hb yanlis
30-32.2 29-31.2 1:10 0.7 0.8 Mx yanlis

31.2-32.2 | 29-30 1.23:1 0.07 0.12 Mx yanlis, Hb yanlis
30-31.2 29-32.2 1.27:1 0.1 0.09 Mx yanlis, Hb yanlis

Bu durumda ilgili katilimcilara ait aleller 39-32.2 ve 30-31.2 olarak belirlenir.
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20:1 Oramin Sahip Karismis DNA Ornekleri

Karigsmig DNA 6rnegi olusturulurken oranlar 0.05:0.95 ng/5ul ve 0.95:0.05 ng/5ul seklinde
secildi. ABI 3130 genetik analizorii tarafindan 20:1 oranina sahip Orneklerdeki adlandirilan
aleller Sekil 16. da goriilmektedir. Karisim ornekleri yorumlanirken ilk asamada elde edilen

elektroforegramlara gére Genemapper® IDX v.1 bir 6n degerlendirilme yapildu.

SamE\B File SamE\s Namea Panel SQO SQ

SSPK wx OMR CcCGQ
Identifiler w1 . | | N N [ ]
[ "oesiize ] [ o7yse2o ] [ csFipo ]
100 150 200 250 300 350
3800
° " L \ " i\ L AA A ﬂ AA M A
11 15 29 10 9
337 5071 5659 2447 4404
135.07[| 152.84 204.76 273.97, 318.01
13 30 12 10
5247 324 3295 4435
143.89 209.15 281.52 322.23
31.2
4086
215.66
32.2
252
220.04
Identifiler vi1X =~ || A N [ ]
[ b3s13ss | [ oissszs | IEENCESTSSER
100 150 200 250 300 350
plslelel
o ‘JUL A A ._A_ JL. - : JL A A JL AA ] AN
15 6 10 1 20 25
366 489 377 8208 420 2275
123.57 170.96 227.30 278.63 328.66 |347.66
T f i
16 7 12 23
616 3603 8641 2402
127.71 174.98 236.02 340.75
f 1
17 9
4183 3294
131.89 182.96
i ;
18 9.3
3672 360
13598 185.95
Sample File Sample Name Panel S5Q0 sQ SSPK MIX OMR cGa
Z20KI1EA 001 A05 unknovwn . foo Z20K1EA Identifilor w1X - || || N Y -
[ weox [ oasssi ]
100 'I?l] 200 250 300 350
3600" k
0 Ny as JL VuREs Wl an "
14 17 8 12 17
3364 8583 4308 2940 3044
121.23 178.75 233.00 284.22 | [303.71
14.2 11 13
590 3907 295
123.25 245.86 287.96
1 f
15.2 14
3798 332
127.26 291.77
Identifiler w1 e || || N rF Y [ ]
[ e Fea
100 150 200 250 300 350
3600 A
ol M4 = J‘l—‘—“ A. A, ,
X 11 21
6723 4230 5721
106.51 151.39 233.70
'
Y 13 24
367 3385 258
11214 160.00 246.91

Sekil 16. 20:1 oranma sahip karismis DNA orneklerinin elektroforegram goriintiileri. Pikler
altinda belirtilen rakamlari sirasi ile alel,ytlikseklik ve biiyiikliik degerlerini gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller 20:1 oranindaki {iger tekrarda da ayn1 sonuglar elde
edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii iizerinden yorumlama yapmak miimkiindiir.
Genel olarak tiim lokuslar incelendiginde bir lokusta en fazla 4 alel gozlendiginden bu 6rnegin 2
kisinin katilimct oldugu bir karisim oldugunu sdylemek miimkiindiir. Genemapper® IDX v.1
yazilim ile gergeklestirilen profil analizinde AMEL, THO1, D3S1358, D16S539, CSF1PO, FGA,
VWA ve DI8S51 lokuslarinda karisim orani farkli olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda
mindr ve major katilimcilarin orani belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin varlig
ve bu paylasilan alellerde katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 37).

Tablo 37. AMEL, THO1, D3S1358, D16S539, FGA ve D18S51 lokuslarinda olast major ve
mindr katilimcilarin degerlendirilmesi

Lokus Gozlenen Aleller Tahm‘in.‘E dilen Maj or ve Tahmini Karisim Orani
Minor Genotipler
AMEL X-Y X-X X-Y -
FGA 21-24 21-21 21-24 ~20:1
THO1 6-7-9-9.3 7-9 6-9.3 ~8:1
D3S1358 15-16-17-18 17-18 15-16 ~8:1
D18S51 12-13-14-17 12-17 13-14 ~10:1
D16S539 11-11 11-11 11-11 -
VWA 17-17 17-17 17-17 -

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin Onceden tiplendirilmis olan K1 ve E1 profilleriyle karsilagtirildi. Major ve minér aleller
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile tahmin edilen karisim oram1 FGA disindaki tiim lokuslarda
yanlis olarak belirlenmistir. Karisimin gergek orani 20:1 olup K1 majér durumdadir. Bu oranda
major katilimemin tiim alelleri gozlenirken, mindr katilimcinin D7S820, vWA ve CSF1P0
lokuslarinda sirasiyla 8, 11 ve 20 alelleri olmak iizere dort adet alel diismesi diismesi
g6zlenmigstir. Tablo 38. de her ii¢ tekrarin da (A,B,C) hem katilimcilarin hem de olusturulan

karisim Orneklerine ait profillerin alelleri goriilmektedir.
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Tablo 38. 20:1 oranlarinda katilimci ve karismis DNA Orneklerine ait aleller.

20:1 Oramina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Suphelil
Alell Alel2 Alel3 Alel4 Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y
D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31.2 30 32.2
D3s51358 15 16 17 18 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 9 10 B 10 EECEE S
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 7 9 9.3 7 9 6 9.3
VWA 17 17 17 [0 J0 ]
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18s51 12 13 14 17 12 17 13 14
D5S818 11 13 11 13 11 11
D75820 10 12 10 12 E 10 |
D13S317 10 12 12 12 10 12
D19S433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D25S1338 20 23 25 20 20
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi dusmesi o -

Profilleri Genemapper® IDX v.1 programinda belirlenen karigim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmasi R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.

Son durumda iddia (Hp) ve savunma (Hd) hipotezleri :
Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)
Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda bagka bir kisiden olugsmaktadir. (E=V+U)

olarak secilmistir. LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 1.514e+09 olarak hesaplanmigtir (Tablo
39). Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden segilen

herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 1.514.000.000 kez daha fazladr.”

Tablo 39. 20:1 oranina ait karisim Orneklerinin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig1 Olasilig1 Orani (LR) Sonuglari
20:1A V+S/V+U 0.062-0.32 0.062 1.514e+09 log10%%/®
20:1B V+S/V+U 0.062-0.32 0.062 1.514e+09 log10%/®
20:1C V+S/V+U 0.062-0.32 0.062 1.514e+09 log10=*
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1:20 Oranmin Sahip Karismis DNA Ornekleri

ABI 3130 genetik analizorii tarafindan 1:20 oranina sahip drneklerdeki adlandirilan aleller Sekil
17. de gorilmektedir. Karisim Ornekleri yorumlanirken ilk asamada El1 ve K1 katilimci

profillerine bakilmaksizin, elde edilen elektroforegramlara gore Genemapper® IDX v.1 bir 6n
degerlendirilme yapildi.

Sampile File Sample Name Pane| S5Q0 s5Q SSPK MIX OMR CcCGQ
= n || - || -
[ oesiive SIS [TTTeTsezon
100 150 200 250 300 350
3800
o A AN “ " Ab A Ad ;
13 29 8 9
2031 129 814 82
144.06 204.81 266.66 318.20
11 30 10 10
1659 1020 664 890
135.19 209.22 274.10 322.36
I '
31.2 1
166 717
215 .6“7 326.48
32.2
1074
220.07
[1K20E-A 001 AOQ3 unknownfsa __ 1K20E-A Identifiler vix || [_| FN || [ ]
[ bssizss | [ bisssiy || biessss | | pz2sizss |
100 150 200 250 300 350
38500
ol _a aa A A n 1} a A A A A 'y A A A A
15 6 10 11 20
1055 1181 975 1841 1596
123.76 171.03 227.45 278.71 328.71
16 12
915 999
127.78 236.09
9.3
1009
185.99
1KZ20E-A 001 _AO3 unknown fsa 1KZ0E-A Identifiler v1X [ | || A || [ ]
[ biesass ] T eox [ piessn ]
100 150 200 250 300 350
3000
o A An A A : A A A A N Ak Sty
14 17 B 13
1037 116 1315 755
121.34 178.75 233.11 288.03
T I 1
14.2 20 11 14
977 2179 1190 764
123.29 190.77 245.99 291.83
Same\a Fila Samela Name Panal S_QO 5Q — SSPK wx OMR CcCGQ
AK20E A 001 AO3 unknown.foo AK20E A Identifiler w1 || [ | N | | -
e Fea ]
100 150 200 250 300 as50
— —_— e - + - ; =
3500
o Al A A A A .
x 11 21
2067 2047 695
106.68 151.51] 233.97
Y 24
1529 548
112.26 247.09

Sekil 17. 1:20 oranina sahip karismig DNA orneklerinin elektroforegram goriintiileri. Pikler
altinda belirtilen rakamlari sirasi ile alel,yiikseklik ve biiytikliik (size) degerlerini gostermektedir.
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Bu 6n degerlendirmede adlandirilan aleller 1:20 oranindaki iiger tekrarda da ayni sonuglar elde
edildiginden tek bir elektroforegram goriintiisii iizerinden yorumlama yapmak miimkiindiir.
Genel olarak tiim lokuslar incelendiginde bir lokusta en fazla 4 alel gézlendigi i¢in bu 6rnegin 2
kisinin katilimct oldugu bir karisim oldugunu sdylemek miimkiindiir. Genemapper® IDX v.1
yazilimi ile gergeklestirilen profil analizinde AMEL, D21S11, CSF1P0 ve D16S539 lokuslarinda
karisim orani 1:10 olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda mindr ve major katilimcilarin orani
belirlenememistir. Bunun nedeni paylasilan alellerin varligt ve bu paylasilan alellerde

katilimcilarin oranlarinin belirlenememesidir (Tablo 40).

Tablo 40. AMEL, D21S11, CSFIPO ve D16S539 Ilokuslarinda olast major ve mindr
katilimcilarin degerlendirilmesi

Lokus Gozlenen Aleller Tahm‘in.‘E dilen Maj or ve Tahmini Karisim Orani
Minor Genotipler
AMEL X-Y X-X X-Y -
D21S11 29-30-31.2-32.2 30-32.2 29-31.2 ~10:1
CSF1PO 9-10-11 10-11 9-10 ~10:1
D16S539 11-11 11-11 11-11 -

Genemapper® IDX v.1 yazilimi kullanilarak tahmin edilen alellerin dogrulugunu belirlemek
icin Onceden tiplendirilmis olan K1 ve EIl profilleriyle karsilastirildi. Major ve mindr aleller
Genemapper® IDX v.1 yazilimi ile 4 lokusta dogru olarak tahmn edilmesine ragmen tim
lokuslarda belirlenen karisim orani hatalidir. Karisimin gercek orani 20:1 olup K1 major
durumdadir. Bu oranda major katilimcinin tiim alelleri gozlenirken, minér katilimcinin minér
katilimcinin 7 tane lokusnda toplam 11 tane alel kayb1 gdzlenmistir. Tablo 41. de her ii¢ tekrarin
(A,B,C) hem katilimcilarin hem de olusturulan karisim Orneklerine ait profillerin alelleri

goriilmektedir.
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Tablo 41. 1:20 oranlarinda katilimci ve karismis DNA Orneklerine ait aleller.

1:20 Oramina Sahip Karisim Ornegi (A,B,C) Magdur Suphelil
Alell Alel2 Alel3 Aleld Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X X X Y

D21S11 29 30 31.2 32.2 29 31.2 30 32.2
D3S1358 15 16 17 18 15 16
D16S539 |11 11 11 11 11
CSF1PO 10 11 9 10 10 11
FGA 21 24 21 21 21 24
TPOX 8 11 8 11 8 11
THO1 6 9.3 7 9 6 9.3
vWA 17 20 17 17 20 20
D8S1179 11 13 15 13 15 11 13
D18sS51 13 14 12 17 13 14
D5S818 11 11 13 11 11
D7S820 8 10 10 12 8 10
D13sS317 10 12 12 12 10 12

D19S433 |14 15.2 14.2 14 15.2 14 14.2
D2S1338 20 23 25 20 20

Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 10 eklenmesi dusmesi 11 -

Profilleri Genemapper® IDX v.1 programinda belirlenen karigim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmasi R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.

Son durumda iddia (Hp) ve savunma (Hd) hipotezleri :
Hp= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)
Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska bir kisiden olugsmaktadir. (E=S+U)

olarak segilmistir. LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 0.004271 olarak hesaplanmistir (Tablo
42). Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Magdur profilinin delil profilinde bulunma olasihig1, ayni popiilasyon igerisinden secilen
herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan 0,004271 kez daha fazladir.”

Tablo 42. 1:20 oranina ait karisim Orneklerinin  yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Aralig Olasilig1 Oran1 (LR) Sonuglari
1:20A V+S/S+U 0.22-0.47 0.22 0.004271 log107%/®
1:20B V+S/S+U 0.22-0.47 0.22 0.004271 log10*4/®
1:20C V+S/S+U 0.22-0.47 0.22 0.004271 log10™*">
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1:50 ve 50:1 Oramindaki Karismis DNA Ornekleri

Karigmis DNA 06rnegi olusturulurken oranlar 0.02:0.98 ng/5ul ve 0.98:0.02 ng/5ul seklinde
secildi. Tim 6 tekrarda da mindr katilimcilarin tamamen kaybi yasandigindan dolayr 1:50
oranindaki ii¢ 6rnekte sadece major durumda siipheli (E1) ve 50:1 oranindaki orneklerde ise
sadece major durumda olan magdur (K1) profili elde edilmistir. Bu durumda herhangi bir
istatistiksel degerlendirme yapmak miimkiin degildir. Tablo 43. te bu oOrneklera ait aleller

goriilmektedir.

Tablo 43. 1:50 ve 50:1 oranindaki 6rneklerine ait aleller

DNA 1: 50 Oranindaki Karismis DNA 50: 1 Oramndaki Karismis DNA
LOKUSLARI Ornekleri Ornekleri
(Siipheli Profili (Magdur Profili)
A B C A B C
D8S1179 11-13 11-13 11-13 13-15 13-15 13-15
D21S11 29-31.2 29-31.2 29-31.2 29-31.2 29-31.2 29-31.2
D7S820 9-11 9-11 9-11 10-12 10-12 10-12
CSF1PO 10-10 10-10 10-10 9-10 9-10 9-10
D3S1358 15-17 15-17 15-17 17-18 17-18 17-18
THO1 8-8 8-8 8-8 7-9 7-9 7-9
D13S317 9-11 9-11 9-11 12 12 12
D16S539 9-13 9-13 9-13 11 11 11
D251338 17-19 17-19 17-19 23-25 23-25 23-25
D195433 13-15 13-15 13-15 14-15.2 14-15.2 14-15.2
VWA 16-16 16-16 16-16 17 17 17
TPOX 8-11 8-11 8-11 8-11 8-11 8-11
D18S51 12-14 12-14 12-14 12-17 12-17 12-17
D5S818 10-13 10-13 10-13 11-13 11-13 11-13
FGA 21-21 21-21 21-21 21 21 21
AMEL X-Y X-Y X-Y X X X
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Calismamizda olusturulan karismis DNA 6rneklerinden bazi oranlarda alel diismesi gozlendi.
Tablo 44. te tim karigim 6rneklerinde gozlenen alel diismesi sayilarini ve buna paralel olarak

olusan LR degerleri goriilmektedir.

Tablo 44. Olusturulan tiim karigim oranlarinda gozlenen alel diismesi sayisi ve LR degeri

Karisim Ornegi Gozlenen Alel Diismesi Olas1 Alel LR Degeri
Orani Diismesi Arahgi

1:1 (A,B,C) Alel Diismesi Yok 0.01-0.16 4,02E+16
1:3 (A,B,C) Alel Diismesi Yok 0.01-0.16 4,02E+16
3:1(AB,C) Alel Diismesi Yok 0.01-0.16 4,02E+16
1:5 (A,B,C) Alel Diismesi Yok 0.01-0.16 4,02E+16
5:1 (A,B,C) Alel Diismesi Yok 0.01-0.16 4 02E+16
1:10 (A,B,C) 6 0.11-0.37 9,67E+10
10:1 (A,B,C) 2 0.01-0.22 2.442E+11
1:20 (A,B,C) 11 0.22-0.47 0.004271
20:1 (A,B,C) 4 0.062-0.32 1.514e+09
1:50 (A,B,C) Tim minor katilimer alelleri - -
50:1 (A,B,C) Tim minor katilimer alelleri - -

4.3 ENFSI Biinyesinde Gerceklesen Karisim Yorumlama Pilot Calismasi

ENFSI tarafindan Prof. Dr. Gill 6nderliginde yapilan ¢alisma, karisim Orneklerinin Avrupa
laboratuvarlar1 tarafindan degerlendirilme yontemleri ve olusabilecek olasi sorunlara dikkat
¢cekmek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada olgu hikayelerini igeren iki dosya
gonderilmistir. Kullanilmis olan standardizasyon parametreleri agagidaki gibidir:

e Eger degerlendirme yonteminizde alel diigmesi olasiligi kullanirsaniz baslangic degerini

0.05 olarak kullanin.
e Ornekleri analiz eden laboratuvar i¢in analiz esigi ve stokastik limit;
o Identifiler kiti icin: LOD=100rfu; stokastik limit = 300rfu
o NGMSE kiti i¢in: LOD=50rfu; stokastik limit = 200rfu’dir.
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Birinci olguda olay su sekilde kisaca 6zetlenmektedir:

Ispanya’nin Madrid sehrinde sokakta bir adam bigaklanmistir. Otopsi sirasinda magdurun
tirnak altindan biyolojik kalintilar toplanmistir. Bu 6rnege yapilan DNA analizi sonucunda birden
fazla kisinin profiline rastlanmistir. Mahkeme sonuglari, incelemek {izere laboratuvariniza
gonderir ve bu Ornekte siiphelinin varligini tespit edip edemeyeceginiz sorgulanmaktadir. Hem
magdur hem de siipheliye ait profiller size mahkeme tarafindan saglanmistir. Populasyon datasi
olarak Garcia ve ark. 2012 yilinda gergeklestirdigi ¢alismayi kullanmaniz istenmektedir. Tablo

45. te slipheli magdur ve karisim 6rneklerinin profileri gosterilmektedir.

Tablo 45. Birinci olgunun siipheli magdur ve karisim 6rnegine ait aleller.

Karisim Egzersizi 1 Magdur Siipheli
Alell Alel2 Alel3 Alel4 Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X Y X Y
D21S11 28 29 30 32.2 28 32.2 29 30
D351358 14 16 17 18 16 18 14 17
D16S539 8 11 8 11 11 11
CSF1PO 10 11 12 11 12 10 12
FGA 21 22 21 22 21 21
THO1 6 7 9.3 7 9.3 6 9.3
VWA 15 17 18 15 17 17 18
D8S1179 9 13 14 13 14 9 13
D18S51 11 12 16 17 12 16 11 17
D5S818 10 11 12 13 11 12 10 13
D75820 9 11 9 9 11 11
D13S317 9 10 11 9 9 10 11
D19S433 13 14 15 15 15 13 14
D2S1338 17 18 19 20 18 19 17 20
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 7 eklenmesi (o) diismesi (0]

Tablo 45. te goriildiigii tizere elde edilen delil profilinde magdura ait tiim aleller ve siipheliye
ait bir alel (TPOX lokusu 12. alel) disindaki tiim aleller tespit edilmistir. Bu durumda iddia (Hp)
ve savunma (Hg) hipotezleri mahkemenin istegi géz oniinde bulundurularak asagidaki hipotezler
olusturulmustur:

e Hy= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)
Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda bagka bir kisiden olugsmaktadir. (E=V+U)

Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru, S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi

temsil etmektedir. Hipotez olusturulduktan sonra olas1 alel diismesi araligi belirlenip en uygun
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alel diisme olasilig1 ve buna karsilik gelen en tutucu olabilirlik oran1 degeri secilir. Bu durumda

sonug ifadesi her iki hipotez icin su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasiligi, ayni popiilasyon igerisinden secilen

herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan 71740000000000 kez daha fazladwr.”

Tablo 46. ilk calismadaki Karismis DNA 6rneginin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

) Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Arahg Olasihig Oram (LR) Sonuglari
Karigim 50,22
) _ V+S/V+U 0.01-0.58 0.01 7,174E+14 log10™"/
Ornegi

Ikinci olguda olay su sekilde 6zetlenmektedir:

Bayan bir polis memuru Avrupa’nin bir sehrinde tecaviize ugramistir ve siipheli birkac saat
sonra giivenlik giigleri tarafindan yakalanmigtir. Patolog siipheliden penil siiriinti alip DNA
laboratuvarina gondermistir. Mahkeme, degerlendirme igin kisilere ait DNA profili sonuglarini
bulundugunuz laboratuvara géndermistir. Mahkeme gonderilen bu siiriintiide magdurun (bayan
polis) genetik materyalinin varligin1 sorgulamaktadir. Hem magdur hem de siipheliye ait profiller
size mahkeme tarafindan saglanmistir. Populasyon datasi olarak Welch ve ark. 2012 yilinda
yaptig1 caligmay1 kullanmaniz istenmektedir. Tablo 47. de siipheli magdur ve karigim 6rneginin

profilini goriilmektedir.
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Tablo 47. Ikinci olgunun siipheli magdur ve karisim drnegine ait aleller.

Karisim Egzersizi 2 Magdur Supheli
Alell Alel2 Alel3 Alel4 Alell Alel2 Alell Alel2
D10S1248 14 15 16 14 16 14 15
VWA 15 16 15 16 16 16
D16S539 9 10 12 12 14 9 10
D2S1338 16 20 20 21 16 20
D8S1179 11 13 15 15 15 11 13
D21S11 31 31.2 33.2 31.2 33.2 31 31.2
D18S51 12 14 12 15 12 14
D22S1045 11 15 16 11 15 15 16
D19S433 14 16 16.2 16 16.2 14 16
THO1 9.3 9 9.3 9.3 9.3
FGA 20 21 22 23 22 23 20 21
D2S441 10 11 11.3 14 10 14 11 11.3
D3S1358 14 15 18 14 15 15 18
D1S1656 11 12 14 17.3 11 14 12 17.3
D12S391 17 19 20 23 17 19
SE33 24.2 25.2 17 28.2 24.2 25.2
AMEL X Y X X X Y
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 9 eklenmesi (0] diismesi 8 -

Tablo 47. de gorildigi tizere elde edilen olay yeri profilinde magdura ait tiim aleller ve
siipheliye ait 8 alel disindaki tiim aleller tespit edilmistir. Bu durumda iddia (Hp) ve savunma(Hg)
hipotezleri mahkemenin istegi g6z 6niinde bulundurularak asagidaki hipotezler olusturulmustur:

e Hy= Delil profili magdur ve siipheliden olugmaktadir. (E=V+S)
e Hg= Delil profili siipheli ve magdur disinda baska bir kisiden olusmaktadir. (E=S+U)

Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru, S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi
temsil etmektedir. Hipotez olusturulduktan sonra olas1 alel diigmesi aralig1 belirlenip en uygun
alel diisme olasilig1 ve buna karsilik gelen en tutucu olabilirlik oran1 degeri secilir. Bu durumda
sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Magdur profilinin delil profilinde bulunma olasiligi, aynit popiilasyon icerisinden secilen

herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 21100000 kez daha fazladwr.”
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Tablo 48. ik calismadaki karismis DNA Orneginin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

) Olasi Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Arahgi Olasihigi Oram (LR) Sonuc¢lar
Karigim 35110
) . V+S/S+U 0.062-0.27 0.062 2,11E+Q7 logl0™°/
Ornegi

4.4 ispanya Santiago De Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisii’nden Temin Edilen
Olgu Dosyalar1
Karisim rneklerinin analizini rutin bir sekilde yapan Santiago De Compostela Universitesi

Adli Bilimler Enstitiisii’ne yapilan kisa siireli egitim sirasinda iki olgu dosyasi (ESC 1 ve ESC 2
kodlu) incelenmistir. Bu olgu dosyalar1 anonim olarak kullanildigindan elektroforegram
goriintiileri saglanamadi. Olgu dosyalarinin profilleri kullanilarak ve referans populasyon datasi
(Amigo ve ark. 2009) sorumlu personel tarafindan temin edilerek Orneklerin istatistiksel
degerlendirilmesi LRmix uygulamasi kullanilarak yapildi. Yapilan ¢alismalarin dogrulugu ilgili

akademik personel tarafindan dnceden elde edilen sonugclarla karsilastirilarak teyit edildi.

Ik olgu dosyasi Ispanya’ da gergeklesen bir cinayet olayidir. Bu olayda, geng bir kadin &lii
bulunuyor. Olayin goriintii kayitlar ile siipheliye 24 saat icerisinde ulasiliyor. Otopside kadinin
genital slirlintli 6rnegi alintyor. Mahkeme magdurdan alinan biyolojik 6rnekleri, DNA analizi ve
degerlendirmesi icin Santiago De Compostela Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli Genetik
laboratuvarina gonderiyor. Mahkeme magdurdan alinan genital siiriintii 6rneginde siiphelinin
katilimct olup olmadigin1 6grenmek istiyor. Tablo 49. da siipheli, magdur ve delil profili

gosterilmektedir.
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Tablo 49. ESC 1 dosyasinda siipheli magdur ve karisim 6rnegine ait profiller

ESC1 Magdur Slipheli
Alell Alel2 Alel3 Aleld Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X Y X Y
D21S11 29 30.2 31 31.2 31 31,2 29 30,2
D3S1358 14 16 17 16 17 14 17
D16S539 |9 12 14 9 12 9 14
CSF1PO 9 11 13 10 9 13 10 11
FGA 22 23 24 25 22 23 24 25
TPOX |8 11 8 8 8 11
THO1 |7 8 9 7 8 7 9
VWA 17 18 17 18 17 18
D8S1179 10 13 14 13 14 10 14
D18S51 16 17 19 15 17 19 15 16
D5S818 |11 12 11 12 11 12
D7S820 |9 10 8 9 10 8 9
D13S317 8 10 12 12 12 8 10
D19S433 12 13 14 13 14 12 14
D2S1338 17 19 21 19 21 17 19
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 12 eklenmesi 0 dismesi 0 -

Tablo 49. da goriildiigii gibi higbir alel diismesi ve eklenmesi s6z konusu degildir. Magdur ve
stipheliye ait tiim aleller eksiksiz olarak tespit edilmistir. Profilleri Genemapper® IDX v.1
programinda, belirlenen karistm orneklerinin istatistiksel yorumlanmasi R-Forge yazilimi
Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak yapildi. Bu durumda iddia (H,) ve savunma (Hg)
hipotezleri mahkemenin istegi g6z 6niinde bulundurularak asagidaki hipotezler olusturulmustur:

e Hy= Delil profili magdur ve siipheliden olusmaktadir. (E=V+S)

e Hy= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska bir kisiden olusmaktadir. (E=V+U)
Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru, S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi
temsil etmektedir. Hipotez olusturulduktan sonra olas1 alel diismesi araligi belirlenip en uygun
alel diisme olasilig1 ve buna karsilik gelen en tutucu olabilirlik orani degeri secildi. Bu durumda

sonug ifadesi her iki hipotez icin su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasihigi, ayni popiilasyon icerisinden secilen
herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan 8735000000000000 kez daha fazladir.”
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Tablo 50. ESC 1 dosyasinda karismig DNA Orneginin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
) Olas1 Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Arahg Olasihg Oram (LR) Sonuclar
Karisim 85 143
. . V+S/V+U 0.062-0.22 0.022 8.735e+15 logl0™/
Ornegi

Ikinci olgu dosyasi, Santiago’ da birden fazla kisinin evli bir kadma cinsel tecaviiz etmesi

olayidir. Kadin verdigi ifade de iki kisinin kendisine cinsel tecaviizde bulundugunu iddia etmistir.

Beden muayenesinde magdurdan genital siiriintii alinmistir. Polis 48 saat icerisinde bir silipheliye

ulagsmistir. Mahkeme magdurdan genital siiriintii 6rnegini, siiphelinin ve magdurun agiz igi

siiriintii drneklerini Santiago De Compostela Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli Genetik

laboratuvarina gdndermistir. Mahkeme bu olayin ¢oklu bir tecaviiz olup olmadigini ve siiphelinin

bu olaya karisip karigmadigini sorgulamaktadir. Tablo 51. de siipheli, magdur ve delil profili

gosterilmektedir. Tabloya gore siipheli ve magdur profillerinde bulunmayan 9 yeni alel eklenmesi

ve 1 lokusta (THOL1) ise 5 alel tespit edilmistir. Tiim bu bulgular bize bu olaya karisan kisi

sayisinin 3 kisi oldugunu gostermektedir.

Tablo 51. ESC 2 dosyasinda siipheli, magdur ve karigim ornegine ait aleller.

ESC 2 Magdur
Alell Alel2 Alel3 Aleld Alel5 Alell Alel2
AMEL X Y X Y
D21S11 |28 29 30 32.2 28
D3S1358 |16 17 18 16 17
D16S539 8 11 13 11 13
CSF1PO 9 11 12 13 11 12
FGA 20 21 24 20 24
TPOX 8 9 10 11 8 9
THO1 6 7 9 9.3 10 7 9.3
VWA 14 16 17 16 17
D8S1179 |12 14 15 16 11 16
D18S51 12 13 16 12 13
D5S818 11 12 13 11 12
D75820 8 9 10 11 8 10
D13S317 |12 13 14 12 14
D19S433 11 13 14 15 11 14
D2S1338 17 18 23 17 23
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 13 eklenmesi 9 dusmesi 2
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Stipheli
Alell Alel2
X Y
28 30
17 16
8 11
9 11
21 24
8 11
6 10
17 17
14 15
13 16
13 13
10 11
12 14
13 15
18 23




Profilleri Genemapper® IDX v.l programinda belirlenen karisim orneklerinin istatistiksel
yorumlanmasi R-Forge yazilimi Forensim paketi LRmix uygulamasi kullanilarak gergeklestirildi.
Bu durumda iddia (Hp,) ve savunma(Hg) hipotezleri mahkemenin istegi goz Oniinde
bulundurularak asagidaki hipotezler olusturulmustur:

e Hp= Delil profili magdur, siipheli ve bilinmeyen bir kisiden olusmaktadir. (E=V+S+U)

e Hy= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska iki kisiden olusmaktadir. (E=V+U+U)
Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru, S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi
temsil etmektedir. Burada iddia makamu ilk siiphelinin olaya karistigini soylemektedir. Fakat
ikinci stiphelinin profiline ulagilamadigindan diger siipheli hakkinda herhangi bir hipotez

olusturulamamistir. Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:

“Magdur, siipheli ve bilinmeyen bir kisinin delil profilinde bulunma olasilig1, ayni popiilasyon
icerisinden segilen herhangi iki kiginin profilinin bulunmasindan 158000000 kez daha
fazladwr.”

Tablo 52. ESC2 olgu dosyasinda karigmis DNA 6rneginin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Olasi Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi

Aralhigi Olasihig1 Orani (LR) Sonuglar:
Karisim i 14
. . V+S+U/V+U+U | 0.062-0.32 0.062 1,58e+8 log10™/
Ornegi

Yapilan degerlendirmeler sonucunda siiphelinin kesinlikle delil profilinde bulundugu
kanitlanmistir. Daha sonra mahkeme olayin c¢oklu bir tecaviiz oldugundan emin olmak {iizere
kadinin esinden de biyolojik 6rnek alip laboratuvara géndermistir. Bunun {izerine eklenen 9 yeni
alelin kadinin esine ait oldugu ortaya ¢ikmistir. Mahkeme bunun iizerine yeniden istatistiksel
degerlendirme istemistir. Tablo 53. te siipheli, magdur, magdur esinin ve delil profilleri

gosterilmektedir.
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Tablo 53. ESC2 olgu dosyasinda siipheli magdur ve karisim 6rnegine ait aleller.

ESC2 Magdur Suphelil
Alell Alel2 Alel3 Aleld Alel5 Alell Alel2 Alell Alel2
AMEL X Y X Y X Y
D21S11 |28 30 32.2 28 28 30
D351358 |16 17 16 17 17 16
D165539 8 11 13 11 13 8 11
CSF1PO 9 11 12 11 12 9 11
FGA 20 21 24 20 24 21 24
TPOX |8 9 11 8 9 8 11
THO1 6 7 9.3 10 7 9.3 6 10
VWA 16 17 16 17 17 17
D851179 14 15 16 11 16 14 15
D18s51 12 13 16 12 13 13 16
D55818 11 12 13 11 12 13 13
D75820 8 10 11 8 10 10 11
D13S317 |12 14 12 14 12 14
D195433 11 13 14 15 11 14 13 15
D251338 17 18 23 17 23 18 23
Paylasilan Alel Olasi Alel
Alel 13 eklenmesi 0 diismesi 2

Bu durumda iddia (H,) ve savunma(Hg) hipotezleri mahkemenin istegi goz Oniinde
bulundurularak asagidaki hipotezler olusturulmustur:

e Hy= Delil profili magdur, siipheli ve magdurun partnerinden olusmaktadir. (E=V+S+P)

e Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda baska bir kisiden olusmaktadir. (E=V+S+U)

seklinde olusmaktadir.

Bu durumda sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:
“Magdur, siipheli ve magdurun partnerinin delil profilinde bulunma olasiligi, Magdur,
siipheli ve ayni popiilasyon icerisinden segilen herhangi bir kiginin profilinin bulunmasindan
76500000000000 kez daha fazladr.”

Tablo 54. ESC 2 dosyasinda karismis DNA Orneginin yorumlanmasi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

) Olasi Alel Secilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi
Arahg Olasihigr Orani (LR) Sonuglar:
Karisim 12,5
. V+S+P/V+P+U | 0.062-0.32 0.062 7,65e+12 logl0~/
Ornegi

Sonug olarak delil profilindeki gézlenen ekstra alellerin kisinin esinden kaynaklandigini fakat
stiphelinin bu delil profilinde bulundugu ifade edilebilir. Olayimn niteliginin kararin1 kesinlikle

mahkeme vermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Olay yerinde ele gecen fiziksel delillerin incelenmesi ve degerlendirilmesi sonucunda olayin
faili bulunur. Olay yerinden gelen deliller ¢ogunlukla birden fazla kisinin DNA’sin1 igeren
karisim 6rneklerinden olusur. Karismis 6rneklerde birden fazla kisinin olaya karismis olabilecegi
olasiligint diisiindiirtir. Bu durumda katilimcilarin profillerinin dogru bir sekilde analiz
edilebilmesi ve katilimcilarin olaya dahil olma olasiliklarinin dogru bir sekilde tahmin
edilebilmesi ¢ok Onemlidir. S6z konusu analizlerin dogru ve giivenilir bir sekilde
uygulayabilmeleri icin ilgili laboratuvarlarin uyguladiklar1 yontemin gegerliligini yapmalari
gerekir. Adli genetik alaninda DNA arastirmalarinin bagsladigt 1980 yilindan itibaren, adli
laboratuvarlarda kullanilan metotlarin kalite giivencesi ve standardizasyonu adli DNA
komisyonlarinin en ¢ok iizerinde durduklari konu haline gelmistir. Adli laboratuvarlar, adli DNA
analizinde kullanilan lokus se¢iminden delilin istatistiksel degerinin hesaplanmasina kadar cesitli
talimatlar yayinlamislardir (Morling ve ark. 2002). Bununla birlikte DNA incelemeleri yiiriiten
adli ve kalibrasyon laboratuvarlarinin uluslararast ISO17025 kalite standardina gore akredite
olmalar1 gerektigini savunmuslardir. Bu durum adalet sisteminde DNA incelemelerinin
giivenilirligini artirsa da, gelisen teknoloji ile ortaya ¢ikan her yontem veya uygulama ig¢in
standardizasyon ve kalite glivencesini saglamak adli laboratuvarlarin en biiyiik gereksinimi haline
gelmistir (Malkoc ve Neuteboom 2007). 1.U. Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvar1 akredite bir laboratuvar olup bu calismada kullanilan kitin validasyonu daha 6nce
analistler tarafindan yapilmistir. Ancak bu tez ¢alismasinda s6z konusu kiti karismis 6rneklerde
uygulayabilmesi i¢in validasyon ¢aligmasi gerceklestirildi. Karigmis 6rneklerin analizini yapacak

olan laboratuvarlarin da mutlaka uyguladiklar1 yontemin valdasyonunu yapmalar1 6nerilmektedir.
ABI 3130 Genetik Analizor Cihazinda AmpFESTR® Identifiler Kitinin Validasyon Calismasi

Adli bilimler laboratuvarlarinda yapilan testlerin giivenilirligi ve yorumlarinin gecerliligi
mahkemenin karar vermesinde etkilidir. Uygulanan testlerin gegerli kilinmasi adli
laboratuvarlarin temel hedefidir. Analiz parametrelerinin belirlenmesi ile kesin, dogru ve
giivenilir sonuglara ulagilabilir (Szibor ve ark. 2003). Analiz esigi bu parametrelerin basinda
gelir. Analiz esigi degeri, yontemin en diisiik tespit limitinin gostergesidir. Bu deger
laboratuvardan laboratuvara degisen bir degerdir. Calismamizda analiz esik degeri 72.75 rfu

olarak belirlendi. Analiz esik degeri daha once I.U Adli Tip Enst. Adli Molekiiler Genetik
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Laboratuvari’nda yapilan validasyon raporuna gore biraz daha yiiksek ¢ikmistir. Bunun nedeni
lazer 6mrii kisaldikca cihazin analiz esik degeri de ylikselmektedir (Butler ve ark. 2004). Bu tez

calismasinin tamamlanmasindan kisa bir siire sonra cihazin lazeri unitesi degistirilmistir.

Validasyonun diger 6nemli parametrelerden biri olan dinamik alan, cihazin tespit edebilecegi
en disik ve en yiiksek DNA konsantrasyonlarini belirtmektedir. Calismamizda hedef DNA
konsantrasyonu 0.05-0.5ng/ul olarak belirlendi. Karisim 6rneklerinin son konsantrasyonu 0.2 ng/

ul olacak sekilde olusturuldu.

Stokastik esik degeri (Hp, heterozygosity balance) genel olarak Hy=¢./@p ifade edilmektedir.
Bu formiilde @, ayn1 lokustaki heterozigot alellerden kisa olan alelin yiiksekligini, ¢y iSe uzun
olan alel yiiksekligini ifade etmektedir. Uluslararast Adli Genetik Komisyonu (ISFG-
mternational Society of Forensic Genetics) bu degeri Hp>0.6, Birlesik Krallik (UK DNA
Technical Working Group) DNA c¢alisma grubu Hp>0.5 ve Amerika Birlesik Devletleri DNA
grubu (USA DNA Working Group) 0.6<H,<1.66 olarak kabul etmektedir (Gill ve ark. 2006, Gill
ve ark. 2008, Bright ve ark. 2010). Calismamizda belirlenen stokastik esik degeri araligi 0.7- 0.9
degerleri arasindadir. Elde edilen deger araligi, tiim ¢aligma gruplarimin verdigi deger araliklar
icersinde bulunmaktadir. Bu deger araliginin 6nemi, ayni lokusta bulunan heterozigot alellerin
birbirlerine olan oranlarinin bilinmesi durumunda bu heterozigot alellerin aym1 yada farkh
kaynaklardan gelip gelmedigini belirlemektir. Burada bahsedilen kaynaklar farkli bireylerde

olacag1 gibi golge pikler, pull-up yapilar1 gibi istenmeyen {irlinlerden de olusabilmektedir.

Tekrarlanabilirlik ve kesinlik parametreleri birbirine paralel olarak calisiimaktadir. Bu
caligmalarin amaci Ol¢lim sonuglarinin birbirine yakinligmi belirlemektir. Kesinlik, rolatif
standart sapma hesaplandiktan sonra belirlenir (Inal ve Topkaya 2010). Elde edilen standart
sapma degerinin 0.5’in altinda olmasi beklenmektedir. Caligmamizda iki analist tarafindan
yapilan tiplendirme sonuglar1 karsilastirildiginda, calisilan 9 o6rnekte de birbirine uyumluluk
gozlendi. Kesinlik ¢aligmasi i¢in calisilan biitiin 6rneklerin alel pik biiyiikligiiniin (size’larinin)
standart sapmasi hesaplandi. Yiiriitmeden elde edilen tiim lokuslar i¢in standart sapma
degerlerinin ortalamasi alindi. Tim lokuslarin standart sapma ortalamalarindan elde edilen
ortalama deger 0.221°dir. Bu deger 0.5’ ten kiiciiktiir. Elde edilen sonuglar genel olarak

degerlendirildiginde tekrarlanabilirlik ve kesinlik parametreleri gergeklesmistir.
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Tekrar tretilebilirlik, laboratuvarlar arasi sonuglarin karsilastirmasi seklinde yapilmaktadir.
Tekrar iiretilebilirlik, ayn1 metot ve aym Ornekler kullanilarak farkli laboratuvarlarda, farkli
ekipman ve farkli analistler tarafindan ayni sonuglarin elde edilmesidir (ISOEC 1994).
Calismamizda GEDNAP tarafindan 2012 yilinda 1.U. Adli Tip Ens. Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvarina gonderilen ve profilleri onceden GEDNAP tarafindan belirlenen ornekler
kullanilmigtir. Bu durumda ayni 6rnekler, farkli ekipmanlar ve farkli analistler tarafindan analiz
edilip karsilastirilmistir. Ayni 6rnekler, farkli ekipmanlar ve farkli analistler tarafindan analiz

edilerek benzer sonuclar elde edildiginden tekrar iiretilebilirlik gerceklestirilmis oldu.
Karisim Orneklerinde On Degerlendirilmenin Onemi

Analiz edilen delil profillerinin tarafsiz bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in 6n degerlendirme
yapilmas1 gereklidir. On degerlendirmenin amaci delil 6rneginin karigtm olup olmadigimi,
katilime1 sayisinin, karisima katilan profillerin ve oranlarinin belirlenmesidir. Bu adim karigim
orneklerinin yorumlanmasinda ilk ii¢ basamagi olusturmaktadir (Gill ve ark. 2006).
Laboratuvarda olusturulan karistm orneklerine uygulanan 6n degerlendirme sonuclarina gore
1:50 ve 50:1 oranlar1 disindaki tiim oranlarda karisim 6rnekleri tespit edilmistir. 1:50 ve 50:1
oranlarinda mindr katilimciya ait konsantrasyonlarin validasyon asamasinda belirlenen dinamik
alan araliginin disindadir. Bu yiizden 1:50 ve 50:1 oranlarinda mindr katilimcilara ait aleller elde

edilememistir.

Karisim 6rnegindeki katilimer sayisi belirlenirken tiim lokuslardaki alel sayisina bakilmalidir.
Tiim lokuslar incelendiginde bir veya daha fazla lokusta en fazla dort alel bulunmasi durumunda
karisimin iki kisinin profilinden olustugunu séylemek miimkiindiir. Bir veya daha fazla lokusta
alel sayisinin bes ve iistiinde olmasi karisimda ii¢ veya daha fazla kisinin varligindan
bahsedilebilir. Katilimc1 sayis1 belirlenirken alel diismesi ve golge piklerin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu tiir istenmeyen iriinler katilimer sayisinin ve profillerinin belirlenmesinde
onemli etkiye sahiptir (Clayton ve ark. 1998). Calismamizda iki katilimci tarafindan olusturulan
karisim 6rneklerinde bir veya daha fazla lokusta en fazla 4 alele rastlandi. Fakat ESC2 kodlu olgu
dosyasinda THO1 loksunda bes adet alel gozlendi. Bu durumda karisim 6rnek profilinin ii¢ veya
daha fazla kisiden olusabilecegi tahmini yapilabilir. ESC2 kodlu dosyanin sonuglarina gore delil

profilinde katilime1 sayisi i¢ olarak belirlenmistir
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Karisimdaki katilimcilarin belirlenmesi i¢in alel pik ylikseklikleri ve heterozigotluk dengesi
gibi parametrelerden yararlanilir. E1 ve K1 kodlu iki kigiden olusturulan karisim 6rneklerinde kitin
toplam STR lokusu olan 16 lokustan 6’sinda heterozigotluk ve 10 lokusta ise paylagilan alel
gozlendi. Ortak (paylasilan) alel igeren lokuslarda heterozigotluk varliginin belirlenmesi igin
karistm oranmin bilinmesi gerekir. Ancak PCR sonrast bu dengenin kendini koruyup
koruyamayacag biiyiikk bir soru isareti olup bu yiizden tiim lokuslardaki alel oranlarindan s6z
etmek gerekir. Heterozigotluk dengesi ¢esitli laboratuvar kaynakli kosullardan ve sporadik
kontaminasyonlardan kolayca etkilenebilmektedir (Manabe ve ark. 2013). Bu nedenle
gerceklestirilen tiim laboratuvar calismalarinda negatif kontroller kullanilmistir. Katilimer
profillerine ait alelleri ve katilimeci oranlar1 belirlenitken GeneMapper vl. yazilimindan
yararlanilmistir. Yazilim ortak alel icermeyen lokuslarda tahmini olarak katilimci profillerine ait
alelleri ve bu alellerin hangi oranda karistigin1 belirlemek amaciyla istatistiksel kurallara dayali
tahminler yapmaktadir. Tiim oranlardaki karisim 6rneklerinin alel diismesi bulunmayan ve ortak
alel icermeyen lokuslarda tahmin edilen katilimciya ait profiller dogru olarak belirlenmistir.
Belirlenen ortalama karisim oranlarinda 1:1, 1:3 ve 3.1 oranlari diginda digerlerinde tahmini
karisim oranlart yanlis olarak belirlenmistir. Bunun nedeni PCR’da katilimec1 DNA
konsantrasyonlarinin sabit olarak kalmamasidir. Bu durum, real-time (es zamanli) PCR
kullanilarak giderilebilir. Real time PCR ile ilgili lokuslarin hangi miktarlarda c¢ogaldig:
gozlenebilir (Alonso ve ark. 2014).

Karisim Orneklerinin yorumlanmasinda 6n degerlendirme yapilmasi mahkemenin gonderdigi
bilgiye gore degismektedir. Santiago de Compostela Universitesi’nden temin edilen iki olgu
dosyasinda ve ENFSI biinyesinde gerceklestirilen pilot caligmalarda, mahkeme delil profili ile
birlikte siipheli ve magdur profillerini de laboratuvarlara gondererek, siiphelinin bu olaya dahil
olup olamayacagini olabilirlik oran1 kullanarak degerlendirilmesini istemektedir. Bu durumda 6n
degerlendirme yapilirken karisim oranin belirlenmesine gerek kalmamaktadir. Siipheli ve
magdura ait profiller bilindiginden alel diismesi varligi ve gonderilen profillerin dogrulugu

kontrol edilerek istatistiksel analiz yapilir.
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Karisim Orneklerinin Analizi ve Yorumlanmast

Olusturulan karistm orneklerinde 1:1, 1:3, 3:1, 1:5 ve 5:1 oranlarinda alel diismesi
gozlenmedi. Bu oranlarda tam profil elde edildiginden LRmix modiiliinde yapilan istatistiksel
degerlendirmede olusturulan hipotezler, belirlenen olasi alel diismesi aralig1 ve hesaplanan LR
degerleri birbirinin aymisidir. LRmix modilii istatistiksel degerlendirme yaparken goézlenen

aleller lizerine degerlendirme yapmaktadir.

1:10, 10:1, 1:20 ve 20:1 oranlarinda sadece belirli lokuslarda sirasiyla 6, 2, 11 ve 4 alel
diismesi gozlenmistir. Minor katilimcr profillerinin gozlenen bu alel diismesi validasyonda
belirlenen dinamik alan ile iligkilidir. Dinamik alanda belirlenen 0.05-0.5ng/pul araligi disinda
olan oranlarda (1:10 oranindaki minér katilimeci DNA konsantrasyonu: 0.02ng/ul ve 1:20
oranindaki mindr katilimci DNA konsantrasyonu: 0.01ng/pl) mindr katilimeilarda alel diismesi
gozlenmesi beklenen bir sonugtur. Yaplian istatistiksel degerlendirmede daha ¢ok alel diismesi
gerceklesen diisik DNA konsantrasyonlarinda, daha diisiik LR degerleri elde edilmistir. Farkl
sayida alel diismesi goriilen karisim oranlarinda birbirinden farkli LR degerlerinin elde edilmesi
de beklenen bir durumdur. Alel diismesinin LR degerine etkisi daha sonraki baslikta

tartisilacaktir.

1:50 ve 50:1 oranlarinda minér katilimecilara ait aleller tespit edilememistir. Bu durumda
karigim Ornegi yorumlamasindan hatta herhangi bir karisim O6rneginin varligindan séz etmek
mimkiin degildir. Bu orandaki karisim Orneklerinde sadece major profil elde edilir. Alel
diismesinin yagsanmasinin sebebi mindr katilimcinin DNA konsantrasyonunun (0,004ng/pl)

dinamik alan aralig1 disinda kalmis olmasidir.
Golge Piklerin (Stutter) Degerlendirilmesi

Golge pikler ilgili alelden 4 baz ¢ifti kiigiik veya c¢ok ender durumlarda biiylik mindr
tirtinlerdir. Normal bir alel pikinin yiiksekliginin %15inden kisa pikler seklinde gozlenen golge
pikler DNA polimerazin kaymasi sonucunda olugmaktadir (Walsh ve ark. 1996). Golge tirtinler
hassasiyete bagli olarak olusma oranm1 %2 civarindadir. Teorik olarak golge piklerin
belirlenmesinde kullanilan formiil dogru olsa da gozlenen alel biiylikligi de golge pik
tirlinlerinin dogru olarak degerlendirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Yinede goélge piklerin

olusum siklig1 diisiik oldugundan ayni 6rnegin tekrar analiz edilmesi sonucunda bu iiriinlerin
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giderilmesi saglanabilir (Leclair ve ark. 2004, Gill ve ark. 2006). Bir pikin golge pik olup

olmadigini degerlendirmek igin gesitli noktalara dikkat edilmelidir. Bu noktalar:

o % golge pik oraninin (<%15) degerlendirilmesi

e  (Golge pikin konumu (n-1 bg)

e Analiz esik degerinin bilinmesi

e  Tekrar analiz edilen ayn1 6rneklerin tiimiinde bu piklerin gozlenlenmesi
e Komsu piklerin yiiksekligi

e Karismis DNA 6rneginin varligi ve orani degerlendirmeye alinmalidir.

Katilimci Oranlarinin ve Profillerinin Belirlenmesi

Cesitli  uluslararast gruplar tarafindan gelistirilen talimatlarda karisim  6rneklerinin
yorumlanabilmesi i¢in en onemli adimlardan biri karigim oranlarinin belirlenmesi gerekliligi
bildirilmistir. (Clayton ve Triggs 2005). Maskelenmis piklerin bulundugu lokuslarda karigim
oraninin belirlenmesi miimkiin degildir. Paylasilan alellin her iki katilimciya ait pik yiikseklikleri
bilinmeden bdyle bir degerlendirme yapmak miimkiin degildir. Fakat daha sonraki yorumlama
asamalarinda siipheli ve magdur profillerinin bilinmesi en adil ve tutucu degerlendirme
yapilabilmesi i¢in gereklidir. Heterozigotluk oraninin degerlendirilmesi paylasilan aleller 15181inda
olanaksizdir. Bu durumda karismis DNA 6rneklerinin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in

stipheli ve magdur profillerinin bilinmesi gereklidir.
Alel Diismesinin Olabilirlik Oranina Etkisi

DNA delili iceren su¢ dosyalarinda, DNA miktar1 olayin gelisimine gore degisiklik
gosterebilir. Degrade olmus ve/veya az miktarda DNA bulunan 6rneklerde bir veya birden fazla
gercek alellerde alel diismesi olabilir. Bununla birlikte analizde yasanan teknik aksakliklar veya
tiplendirme kitinin alel biiytikliikleri gergek alel sinyallerini giiriiltii diizeyine indirebilir. Bunun
sonucunda gercek alel gozlenmez ve alel diigmesi yasanabilir (Nieuwerburgh ve ark. 2009,
Tvedebrink ve ark. 2009). Bu istenmedik olaymn Oniine gegebilmek icin belirli yontemler

izlenebilir. Bu yontemler asagidaki sekilde siralanabilir;

e Amplifikasyon sirasinda dongii sayisinin artirilmast sonucunda PCR {irlinlerinin miktari

artacagindan alel diismesi engellenebilir.
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e Elektroforez sirasinda enjeksiyon siiresinin artirilmasi ile alel diigmesi engellenebilir.
e DNA iizerinde daha az yer kaplayan dolayisiyla PCR {iriinii (amplikon boyutu) kiigiik

olan Mini-STR bolgeleri ¢alisilarak alel diismesi engellenebilir.

Tez caligmasinin bulgular kismindaki Tablo 43. de goriildiigii gibi alel diismesi olabilirlik orani
degeri ile ters orantilidir. Alel diismesinin fazla oldugu karigim 6rneklerinde ( 1:20,1:10 gibi) LR
degeri daha diistiktiir. Alel diismesi sayisinin artmasi ile olast alel diigmesi araliginin degeri de
dogru orantili olarak yiikselmektedir. Bunun nedeni LR degerinin ilgili toplumdaki alel
sikliklara bagli olmasidir. Alel diismesi gozlenen profillerde diisen alellerin toplumdaki sikligt

hesaba katilmayacagi i¢cin LR degeri diismektedir.

Karismis DNA Ornegi Profillerinin Degerlendirilmesi

Karisim orneklerinin degerlendirilmesi i¢in siipheli, magdur ve kanit profillerinin bilinmesi
gereklidir. Olay yerinden elde edilen materyallerden her zaman miikemmel profiller elde
edilemeyebilir. Bu durumda cesitli arastirmacilar ortak (consensus) profil yorumlanmasi yoluna
yonelir (Haned 2010). Ortak profillerde goriilen alellerin olusturdugu genotiplerdir. Ayr1 ayri
tekrarlarin degerlendirilmesi yerine ortak bir profilin degerlendirilmesi istatistiksel model olarak

esneklik saglayacaktir (Pompanon ve ark. 2005, Buckleton ve Triggs 2005).

Ote yandan ortak profil olusturmak bilgi kaybi ile sonuglanabilir. Bilgi kaybinin nasil
gelistigini agiklamak igin EK 3. teki senaryo dosyasini ele alalim ve bu dosya A dosyasi olsun;

bu dosyada ti¢ farkl delil profili bir magdur ve bir siipheli olsun (Ek. 3).

Tablo 55. Te (Ek. 3) goriildiigii izere A delilinden farkli konsantrasyonlarda olusturulmus
profillerde ortak ve farkli alellere rastlanmaktadir. Ornegin D8S1179 lokusunda A1 profilindel2-
14 alelleri gozlenirken diger iki tekrarda da 13 alelline rastlanmistir. Bununla birlikte D13
lokusunda A1 profilinde gozlenen 12 aleli gibi hem siipheli hem de magdurda rastlanmayan
alleler gozlenmistir. Burada istatistiksel degerlendirme yapilirken ortak profilin kullanilmasi
onerilmesine ragmen her lokus i¢in olusturulacak ortak profil alel kaybina yol acacaktir. Bilgi
kaybmin LR degeri iizerine etkisi Tablo 56. da (Ek 3.) 6zetlenmistir. Forensim paketine bagl
LRmix modiiliiniin sagladigi avantajla, birden fazla delil profili ayn1 kosullarda
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degerlendirilebilmektir. Boylece olas1 bilgi kaybi engellenebilir ve en dogru sonuglara

ulasilabilir.

Tablo 56. da (Ek 3.) gortldugi gibi en diisiik LR degeri her ti¢ profilin degerlendirildigi 6rnekten
elde edilmistir. Fakat ortak profilin degerlendirilmesi ile elde edilen LR degeri hipotez olarak
bize tam tersini vermektedir. Burada birbirinden farkli 4 profil ve 5 farkli sonug ile karsi
karstyayiz. LR degerleri iki 6rnekte (A2 ve Ortak profil) bize iddia makaminin hakli oldugunu
diger li¢ ornekte (A1, A3 ve A1+A2+A3) ise savunma tarafinin lehine karar verilmesi gerektigini
sOylemektedir. Fakat iddia makaminin hakli oldugunu gdsteren LR degerleri (21 ve 3.036) cok
diisiiktiir ve iddia tarafi lehine karar vermek neredeyse olanaksizdir. Bu durumda yapilmasi
gereken sey Ornegin (delilin) tekrar PCR ile cogaltilip analiz edilmesidir. Ayni zamanda
mahkemeden bagka bir sliphelinin olup olmadig1 sorgulanip, varsa bu siiphelinin profilinin de

saglanmasi gerekir.
Karigim Orneklerinin Yorumlanmasinda Performans Testinin Degerlendirilmesi

LRmix  modiliinin alel dismesi araligimin hesaplanmasi, hipotez olusturmasi ve LR
degerinin hesaplanmasi disinda diger bir onemli fonksiyonu ise performans testidir. Bu test
katilimcilarin yerine gegebilecek olan ve ayni1 populasyonda bulunan bireylerin olabilirlik oranim
log10 tabaninda vermektedir. Diger bir deyisle aynm1 popiilasyonda bulunan rastgele 100 kisinin,
karisimi olusturan katilimcilarin yerine geg¢me olasiligini gdstermektedir. Rastgele bireyler
olusturulurken modiilde ilgili popiilasyon verisi kullanilir. Bu degerin, hipotez degerlendirmesi
sonucu elde edilen degere uzak olmasi, elde edilen degerin giivenilirligini gdstermektedir. Tablo
57. de 1:1 ve 1:20 oranlarinda A tekrarma ait LR degeri ve performans testi sonucu

gosterilmektedir.

Tablo 55. 1:1 ve 1:20 oranlarinda A tekrarina ait LR degeri ve performans testi sonucu.

Karisim Ornegi Oram LR Degeri Performans Testi
1:1 (A) 4,02E+16 log107%%/™0
1:20 (A) 0.004271 log10™%/®

Tablo 57. de goriildiigii gibi her iki 6rnekte de LR degeri performans testi degerinden biiyiiktiir.

1:1 oranindaki 6rnekte LR degeri ve performans degerinin arasindaki fark son derece yiiksektir.

104



Bu durumda hipotezimizin dogrulugu, alel diismesi oranin diisiik olmasi ve herhangi bir ekstra
alel soz konusu olmadig1 sdylenebilir. Fakat 1:20 oraninda mindr katilimciya ait 11 tane alel
diismesi gozlendiginden LR degeri diisiiktiir ve performans testi sonucuna gore nispeten yakindir.
LRmix modiiliinliin performans testi sonucu Avrupa Mahkemelerinde karigmis DNA Ornegi
iceren delillerin raporlanmasinda kullanilmaktadir. Performans testi raporlanirken, 1:1 oranindaki

karigim Ornegi i¢in kullanilan ifade su sekildedir:

“Siipheli profilinin delil profilinde bulunma olasiigi, ayni popiilasyon icerisinden secilen
herhangi bir kisinin profilinin bulunmasindan 40200000000000000 kez daha fazladwr. Ayni
toplum icerisinden rastgele secilen 100 kisinin siipheli profiline sahip olmasi 1 0% ve 10 kez

daha az olasidwr.”
ENFSI Biinyesinde Gergeklesen Karisim Yorumlama Pilot Calismast

Bu tez calismasinda ENFSI biinyesinde gerceklestirilen pilot ¢alismada iki adet dosya dogru
bir sekilde istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Hipotezler olusturulurken siipheli ve magdur
alelleri dikkate almmustir. Tk dosyada siipheli profilinde bir adet alel diigmesi gdzlenmistir. Bu
durumda savunma makami hipotezi magdur ve bilinmeyen bir kisinin varligim1 sorgulamaktadir.
Ote yandan ikinci dosyada elde edilen olay yeri profilinde magdur profiline ait 8 adet alel
diismesi gozlenmektedir. Bu durumda savunma hipotezi, siipheli ve bilinmeyen bir kisinin
varligin1  sorgulamaktadir. Gozlenen aleller hipotezlerin degismesinde o©Onemli bir rol
oynamaktadir. LR yOnteminin birden fazla hipotez kullanarak delil profilini degerlendirmesi bu

yontemin en 6nemli avantajidir.

Ispanya Santiago De Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisii’nden Temin Edilen Olgu
Dosyalar

Ispanya Santiago De Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisii’nden temin edilen iki adet
olgu dosyast karisim Orneklerinin yorumlanmasinda ve LR yonteminin uygulanmasinda bize
tecriibe kazandirmustir. Ik olgu dosyasinda (ESC 1) iki katilimcili ikinci olgu (ESC 2) ise ii¢
katilimcili bir olgu dosyas1 olup istatistiksel olarak degerlendirilmistir. ESC 2 dosyasinda diger
caligmalardan farkli olarak dokuz adet alel eklenmesi gozlenmistir. Alel eklenmesi ve alel
diismesi, delil profilindeki katilimci sayisini belirlemek agisindan dnemlidir. ESC 2 dosyasinda

dokuz adet alel eklenmesi ve THOl lokusunda 5 adet alel gozlenmesi bu dosyanin iig¢
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katilimcidan olustugunun en biiylik gostergesidir. Bu dosyada iki kere istatistiksel degerlendirme
yapilmistir. bunun nedeni tigiincii katilimcinin (partner) sonradan hesaba katilmasidir. Her iki
durum degerlendirildiginde partnerin hesaba katildig1 yorumlanmada LR (7,65e+12) degeri daha
yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni hipotezlerdeki bilinmeyen kisi sayisinin azalmasina baglidir.
[Ik durumda savunma hipotezinde iki adet bilinmeyen kisi varken ikinci durumda bu say1 bire
inmektedir. LRmix modiiliinde degerlendirme yapilirken katilimcilarin bilinmesi veya dogru

olarak belirlenmesi en adil ve tutucu istatistiksel degerlendirme yapmak i¢in dnemlidir.

Sonug olarak olay yerinde ve olgu dosyalarinda siklikla rastlanilan karisim orneklerinin
yorumlanmasinda her laboratuvarin uygulamis oldugu yontemin analiz esigi, dinamik alan,
stokastik esik gibi validasyon parametrelerini belirlemelidir. Bununla birlikte sonucu yanlis
etkileyebilecek golge pik, alel diismesi ve pull-up gibi istenmeyen liriinlerin 6niine gegmek igin

analizlerin tekrar edilmesi gerekir.

Karigim oOrnegindeki katilimcilarin  oranmi  belirlerken pik yiikseklikleri oranlarindan
yararlanilir. Pik yiikseklikleri katilimcilarin DNA konsantrasyonuna bagli olarak PCR’da
degismektedir. Bu durumun Oniine ge¢mek i¢in real time PCR kullanilarak her lokustaki
katilimcilara ait DNA konsantrasyonlar1 tespit edilebilir. Boylece karisim 6rnegindeki
katilimcilarin hangi profillere sahip oldugu ve karistmin hangi oranlardan olustugu en dogru

sekilde belirlenir.

Katilimci profilleri belirlendikten sonra delil profilinin istatistiksel degerlendirilmesi yapilir.
Istatistiksel degerlendirme yaparken ¢esitli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler arasinda
olabilirlik oran1 (LR) Avrupa laboratuvarlar1 tarafindan kullanilan ve karisim Ornekleri
degerlendirilirken gozlenen golge pikleri ve alel diigmesi gibi parametreleri dikkate alan tutucu
bir yontemdir. Bu yaklasimin diger istatistiksel yontemlerden farki delil profilinin hem magdur

hem de siipheli tarafindan degerlendirilmesidir.

LR yonteminin mahkemelerde kullanimi arastirmacilari ve adli yargida yer alan gorevlileri
zorlayan bir durumdur. LR yonteminde kullanilan ifadeler son derece adil ve tutucudur. LR
yontemi ile degerlendirilen bir olgu dosyasinin hakim, savci, avukat gibi gorevlilere dogru bir
sekilde aktarilmasi icin egitim ve tecriibe gerekir. Bu ylizden hem arastirmacilarin hem de adli

yargida gorevli kisilerin basit istatistik temelleri ve terimleri hakkinda egitim almalar1 gerekir. LR
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yontemi anlasildigi takdirde karismis DNA ornegi iceren olgu dosyalarimi yorumlamak daha
kolay olacaktir. Gelismis diinya {ilkelerinde oldugu gibi lilkemizde de karisim Orneklerinin
benzer standartlarda yorumlanabilmesi i¢in bir prosediir olusturmak ve bu konu hakkinda

egitimler vermek gereklidir.
Sonug olarak:

e Bu tez calismasi ile lilkemizde ilk defa karismis DNA 6rneklerinin istatistiksel metodlar
kullanilarak yorumlamasi gergeklestirildi.

e Karigim orneklerinin dogru yorumlanabilmesi i¢in laboratuvarlarin kullandiklar1 yontemi
valide etmeleri gerekmektedir.

o Karismis DNA o6rneklerinin objektif yorumlanabilmesi ve delilin giiciinii ortaya koymak
amaciyla LR yontemi kullanildi.

e LR yontemi ile degerlendirilmis olan olgu dosyalarinin hakim, savci, avukat gibi adli
yargida bulunan gorevlilere basit ve anlasilir ifadeler kullanilarak aktarilmasi gerekir.

e Gelismis diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de karisim Orneklerinin benzer
standartlarda yorumlanabilmesi i¢in bir prosediir olusturmak ve konu hakkinda egitimler

vermek gerekir.
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6. OZET

Adli bilimlerde DNA kanitinin yorumlanmasi, analitik siirecin en onemli kismidir. Ilgili
delilin ve referans materyal karsilastirilmasi tecriibe ve dikkat gerektiren bir asamadir. Analistler
zaman zaman karistk DNA ornekleri ile karsi karsiya gelebilirler. Delil niteligi tagiyan bu
ornekler birden fazla kisinin DNA’sin1 igerebilir. Karigim Orneklerinde bazi faktorler DNA
analizini daha da karmasik hale getirebilir. Bunlar; katilimci sayisinin bilinmemesi sonucunda
alel cakismalarinin olmasi, diisiik kalitede veya bozunmus Orneklerde gozlenen stokastik
dalgalanmalar, Taq polimeraz enziminin yar1 kantitatif aktivitesi ve primer bolgelerinde
mikrovaryantlarin olusumu olarak siralanabilir. Ayrica, DNA molekiiliiniin yorumlanmasinda ve
davalarin karar asamasinda gerekli olan istatistiksel degerlendirmeler de karsilagilan diger bir
zorluktur. Karisik DNA orneklerinin yorumlanmasinda kullanilan farkli yaklasimlar mevcuttur.
Son yillarda cesitli tlkelerdeki hukuk sistemleri bu istatistiksel hesaplama islemlerinden
faydalanmaktadirlar. Ulkemizde karisim DNA analizlerinde kullanilacak herhangi bir prosediir
bulunmamaktadir. Ilgili istatistiksel kavramlar1 incelemek ve iilkemizde kriminal olgularda
kullanmak biiytlik fayda saglayacaktir. Bu tez ¢alismasinda ilk asamada bir validasyon galismasi
gerceklestirilerek kullanilacak ticari kitin gecerli kilinmasi, laboratuvar parametrelerinin ve esik
degerlerinin belirlenmesi saglanmistir. Daha sonra belirlenen parametreler ile goniillii bireylerde
toplanan biyojik materyaller kullanilarak degisik oranlarda karismis DNA  oOrnekleri
olusturulmustur. Karisim 6rnekleri valide edilen AmpFESTR® Identifiler kiti ile calisild1 ve veri
analizleri Genemapper® IDX v.l1 programi kullanilarak yapildi. Karismig DNA 6rneklerinin
yorumlanmasi Ispanya Santiago de Compostela Universitesi Adli Tip Enstitiisiin’de LRmix ™
uygulamasi gerceklestirildi. Daha sonra ENFSI biinyesinde gerceklesen karismis DNA
orneklerinin yorumlanmasinda laboratuvarlar arasi karsilagtirma pilot calismasina katilim
gerceklestirildi. Olusturulan karisim &rnekleri, Ispanya Santiago de Compostela Universitesi Adli
Tip Enstitiisin’den elde edilen anonim karismis &rnek iceren olgu dosyalart ve ENFSI
bilinyesindeki karisim 6rnegi igeren pilot ¢galisma LRmix ™ modiilii kullanilarak dogru bir sekilde
degerlendirilmistir. Karigim 6rneklerinde ve olgu dosyalarinda en sik karsilasilan alelik olay alel
diismesi olarak belirlenmistir. Son olarak olabilirlik oran1 yaklasimi ve LRmix ™ uygulamasi
kullanilarak karistm orneklerinin hem ger¢ek olgu dosyalarinda hem de kontrollii olarak
olusturulan 6rneklerde etkili bir sekilde karismis 6rneklerde dogru bir DNA analizi yapilabildigi

belirlenmistir.
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7. ABSTRACT
Interpretation of the DNA evidence is the most important part of the analytical process in forensic

sciences. Comparison of the evidence and reference profiles requires both experience and
caution. DNA analysts can generally encounter with mixed DNA samples. Related samples can
include 2 or more individuals DNA profiles. Other factors can make DNA analysis more
complex. These factors can arrange as; allele masking due to unknown number of contributors,
stochastic fluctuations due to presence of samples with low quality or degraded, half quantitative
activity of Tag polymerase enzyme on amplification and microvariant formation on primer
binding sites. Besides statistical evaluation of DNA interpretation and court acceptance are also
challenging situations for forensic analysts and researchers. Different approaches are available on
mixture interpretation. These approaches are probability of inclusion of known genotypes,
probability of exclusion and likelihood ratio. On last decade, most of the European countries and
also in United States of America court systems benefit from these statistical approaches on
forensic DNA analysis. There is no statistical procedure available on Turkey that can be used on
court. Thus investigation of the statistical approaches and formation of appropriate procedures
would contribute on both court system and forensic analyst in Turkey. In this study a brief
validation process was performed in order to maintain commercial DNA typing kit, our
laboratory parameters and thresholds. After the validation process mixed DNA samples were
formed on different ratios from individuals with their informed consent. Mixed DNA samples
were analyzed with AmpFCSTR® Identifiler kit (Life Technologies) and analyzed with
Genemapper® IDX v.1 software (Life Technologies) on ABI 3130 genetic analyzer (Life
Technologies). The statistical interpretation of mixtures was performed with LRmix ™ module
using likelihood ratio approach. Also different simulated cases from University of Santiago de
Compostela Institute of Forensic Sciences and pilot inter-laboratory study for mixture
interpretation were performed. Mixed DNA samples were successfully analyzed and interpreted.
Also simulated cases from University of Santiago de Compostela Institute of Forensic Sciences
and pilot inter-laboratory study for mixture interpretation were performed on LRmix ™ module
correctly. The most frequent allelic disorientation was determined as allele drop-outs on the
different mixture ratios and simulated cases. Finally likelihood ratio and LRmix module was
determined as a useful and successful application on both mixture samples that composed on

controlled conditions and anonymous forensic cases with mixture profiles.
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9. EKLER
EK 1. Bilgilendirilmis Olur Formu

Cahsmanin Adr: Karismis Orneklerde STR Analizi ve Yorumlanmasi
Bu ¢alisma; Doktora Tez calismasidir.

Arastirmanin amaci; Adli bilimlerde DNA kanitinin yorumlanmasi, analitik siirecin en 6nemli
kismudir. lgili delilin ve referans materyal karsilastirilmas: tecriibe ve dikkat gerektiren bir
asamadir. Analistler zaman zaman karisik DNA ornekleri ile karsi karsiya gelebilirler. Delil
niteligi tastyan bu ornekler birden fazla kisinin DNA’sin1 igerebilir. Karigtk DNA 6rneklerinin
yorumlanmasinda kullanilan farkli yaklagimlar mevcuttur. Bu yaklasimlar; genotipler
belirlendikten sonra eslesme olasiligini tahmin etmek, dislama olasiligini ve benzerlik olasiligini
hesaplamak gibi islemlerden olusmaktadir. Son yillarda ¢esitli iilkelerdeki hukuk sistemleri bu
istatistiksel hesaplama islemlerinden faydalanmaktadirlar. Bunun i¢in bir¢ok yazilim programi
gelistirilmistir. Bu c¢alismadaki Oncelikli amacimiz karistm DNA Orneklerinde kullanilan
istatistiksel mekanizmalarin anlasilmast ve bu kavramlarin adli bilimlere uygulanmasidir.
Boylece karimis Orneklerdeki katilimcr sayisi belirlenebilecek ve STR analizi sirasinda hangi
verilerin goz ardi edilip edilmeyecegi belirlenecektir. Calismamizda kullanilacak olasilik
yontemleri sonucunda karisimda bulunan kisi sayist ve materyallerin kime ait oldugu sorularina
yanit aranacaktir.

Goniilliiye yapilacak, arastirma i¢in harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmeyecektir. Ayrica kendisine hig¢ bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmanin deneysel kisimlari; Tez ¢alismasinda, ¢alismaya riza gosteren yaklasik 20 kisiden
alinan kan ve tiikiirik Ornekleri kullanilacaktir. Arastirmanin laboratuvar asamasi ise alt1
boliimden olugsmaktadir.; DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi
kullanilarak hedef bolgelerin c¢ogaltilmas1 islemi gergeklestirilecektir, PCR iirlinlerinin
elektroforezi ve analizi yapilacaktir(ABI 310 Genetic Analyzer, GeneScan Software). Sonuglar
belirli yazilimlar kullanilarak, karistm orneklerindeki katilimer sayist ve bu katilimcilarin STR
analizine yaptiklar alel katkilari istatistiksel hesaplamalar kullanilarak belirlenecektir. Son olarak
tez yazim asamasina gegilecektir.

Goniilliintin aragtirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima maruz
kalmaksizin arastirmadan g¢ekilebilecektir. Ayrica, aragtirmac tarafindan da gerek goriildiiglinde
katilimer arastirma dis1 birakilabilir.

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri bulunabilecektir. Ancak bu bilgiler gizli
tutulacaktir
Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ait kayitlarm gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuclarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli
kalacaktir.
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Ister dogrudan, ister dolayl1 olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacag1 konusunda gerekli giivence verilmektedir.

Goniilliiniin arastirma veya kendi haklari ile ilgili daha fazla bilgi temin edebilmesi i¢in temasa
gegecegi arastirmaci Tolga Zorlu’ dur. Arastirmaciya giliniin 24 saatinde erisebilecek telefon
numaralart; 0( 541) 369 02 63, 0 (533) 868 14 30,dur.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayis1; Tez ¢alismasinda, ¢alismaya riza gosteren
yaklagik 20 kisiden alinan kan, tiikiiriik ve sa¢ drnekleri kullanilacaktir.

Goéniillilerden elde edilecek olan Biyolojik Materyal; Proje yiiriitiiciisii tarafindan géniillilerden
tibbi personel yonetiminde ve denetiminde gerekli ornekler alinacaktir. Calisma, .U Adli Tip
Enstitiisti 6grenci laboratuvarinda yapilacaktir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudum. Bana, yukarida konusu ve
amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen sorumlu
aragtirmaci tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmact
tarafindan arastirma dig1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul
ediyorum.

“Karigmis Orneklerde STR  Analizi ve Yorumlanmas1” tez calismasi kapsaminda alman
biyolojik 6rnegimin (kan veya tlikiiriik);

(Goniilli tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

[] Sadece yukarida bahsi gegen calismada kullanilmasina izin veriyorum.

[] Ileride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

[] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Gonilliintin Ad1: Yetkin Arastirmacinin Adi:  Tolga
Goniilliiniin Soyadi: Yetkin Arastirmacinin Soyadi: Zorlu
Géniilliiniin imzast: Yetkin Arastirmacinin imzast:
Tarih: Tarih:

NOT:

1. BGOF, goniillii ve/veya yasal temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak bir hiikiim
veya ifade iceremez ayrica arastrmaciyi, kurumu, destekleyici veya bunlarin
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temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak
hiikiim veya ifade tasiyamaz.

Goniilliilerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma yapilabilmesi
icin Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunda (BGOF):

“[Calismanin Ad1] ¢alismasi kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan, tiikiiriik
ve sag);
(Goniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

. H Sadece yukarida bahsi gegen calismada kullanilmasina izin veriyorum.
- fleride yapilmasi planlanan tiim galismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

. O Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

seklinde goniilliiniin konu ile ilgili rizasi, Etik Kurul onayr ve Saglik Bakanligi izni
alinmak suretiyle yapilmasi gerekmektedir.
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EK 2. Etik Kurul Karan
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EK 3. A Kodlu Senaryo Dosyasi

Tablo 56. Ayni dosyada (A) goriilen ti¢ farkli profil, ortak paylasilan aleller, magdur ve siipheli

profilleri.
LOKUSLAR Al A2 A3 Ortak Magdur Siipheli
D8S1179 12-14 12-13-14 12-13-14 12-14 12-14 13-15
D21S11 29-32.2 29-32.2-35 | 29-30-32,2 29-32.2 29-29 30-32.2
D7S820 8-12-13 8-12-13 8-12-13 8-12-13 8-13 11-12
CSF1PO 10-11 10-11 10-11 10-11 10-11 10-11
D35S1358 15-16-17 15-16-17 15-16-17 15-16-17 15-17 16-16
THO1 6-8 6-8-9 6-8 6-8 6-6 8-9
D13S317 10-11-12 10-11 8-10-11 10-11 10-11 8-8
D16S539 10-12-13 10-12-13 | 10-12-13-14 | 10-12-13 10-13 11-12
D251338 17-24-25 24-25 17-24-25 24-25 24-25 17-24
D19S433 13-14-15 13-14 13-14 13-14 13-14 13-14
vWA 17 15-17 17 17 17-17 15-17
TPOX 8-11 8-11 8-11 8-11 8-11 8-8
D18S51 15-16 15-16 12-15-16 15-16 15-16 15-20
D5S818 10-12-13 12-13 12-13 12-13 12-13 10-12
FGA 19-20-25 19-20-25 19-20-25 19-20-25 19-20 24-25
AMEL X-Y X-Y X-Y X-Y X-X X-Y
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EK 3. Devami

Tablo 57. A dosyasina ait ¢esitli profillerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Olasi1 Alel Segilen Alel Son Performans
Ornek Hp/Hd Diismesi Diismesi Olabilirlik Testi

Araligi Olasilig Oran1 (LR) Sonuglari

Al V+S/V+U 0.062-0.37 0.062 3.18e-05 log107%/%

A2 V+S/V+U 0.16-0.32 0.16 21 log10™/

A3 V+S/V+U 0.062-0.32 0.062 0.01945 log10/ %
Al+A2+A3 V+S/V+U 0.11-0.32 0.11 1.866€-06 log107%/%
Ortak Profil V+S/V+U 0.22-0.47 0.22 3.036 log10°/™
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