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OZET

Adli bilimler, sucun aydinlatilmasi i¢in birgok farkli konuda uzmanin beraber ¢alistigi multi-
disipliner bir alandir. Birden fazla sug tiiriinde su¢lunun ve masum bir insanin ayirt edilmesinde
yararlanilan bir disiplin olan adli genetigin adli bilimler kapsaminda yeri biiyiiktiir. Kisa ardisik
tekrar (STR) analizleri en sik yiiriitiilen adli genetik analizlerden olup akrabalik tayinleri,
ebeveynlik testleri, olay yerinden ve/veya siiphelilerden elde edilen delillerin karsilastiriimasi
ya da bireylerin kimliklendirilmesi gibi bircok farkli durumda kullanilmaktadir. Bu
biyobelirteglerin sayisi, analizlerde kullanilan kitlerin i¢eriginde degisiklik gosterebilmektedir.
Tezin amact dogrultusunda HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler alaninda
kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Bu tez kapsaminda da alanda siklikla tercih edilen iki
farkl kite (Identifiler Plus ve GlobalFiler) ek olarak HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kiti
kullanilmis olup bu ii¢ farkls kit karsilastirilmistir. Incelenen lokus sayilarinin farkli olmasi adli
bilimler agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu karsilastirmaya ek olarak HUMDNA Typing
Yanhuang PCR Kiti kullanarak cogaltilan orneklerin yliriitmesinde {i¢ farkli i¢ standart
(L1Z500, L1Z600 ve kit dahilindeki Salmon500) test edilmis ve LIZ600 ile daha temiz sonug
alindig1 goriilmiistiir. Son olarak adli bilimlerde olduk¢a 6nemli bir konu olan 6rnek miktari
azligindaki sikintilarin giderilmesi i¢in kitin ne kadar kullanigh oldugunu gérmek adina farkl
oranlarda (1, 1/2.5, 1/5) PCR karisimlar1 hazirlanmig ve test edilmistir. Her oranda da basarili
sonuclar elde edilmis ve bdylelikle cok az miktarda DNA ile dahi sonu¢ alinabildigi
goriilmiistiir. Sonug olarak HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler dahilinde

yiiriitiilen genetik calismalarinda kullanigh bir kit oldugu diisiiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler:

Yanhuang PCR Kit, HumDNA Typing Kit, Identifiler Plus, GlobalFiler, Adli Bilimler,

Kisa Ardisik Tekrarlar (STR’ler), Adli Genetik
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SUMMARY

Forensic science is a multidisciplinary field in which many different experts work together to
shed light on crime. Forensic genetics, which is a discipline that is used to distinguish the guilty
and innocent person in different types of crime, has a great place within the scope of forensic
sciences. Short Tandem Repeat (STR) analyzes are the most frequently conducted forensic
genetic analyzes and are used in many different situations such as kinship determinations,
parenting tests, comparison of evidence obtained from the crime scene and/or suspects, or
identification of individuals. The number of these biomarkers may vary in the content of the
kits used in the analysis. For the aim of the thesis, the usability of the HUMDNA Typing
Yanhuang PCR Kit in the field of forensic sciences was evaluated. In this thesis, in addition to
two different kits (Identifiler Plus and GlobalFiler), which are frequently preferred in the field,
the HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kit was used and these three different kits were
compared. It is very important in terms of forensic sciences that the number of loci examined
is different. In addition to this comparison, three different size standards (LIZ500, LIZ600 and
Salmon 500 included in the kit) were tested in the electrophoresis of samples amplified using
the HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kit, and it was seen that cleaner results were obtained
with LIZ600. In addition, PCR mixtures at different ratios (1, 1/2.5, 1/5) were prepared and
tested in order to see how useful the kit is in eliminating the problems of insufficient sample
amount, which is a very important issue in forensic sciences. Successful results were obtained
in every ratio, and it was seen that results could be obtained even with a very small amount of
DNA. As aresult, HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kit is thought to be a useful kit for genetic

studies carried out within forensic sciences.

Keywords:

Yanhuang PCR Kit, HumDNA Typing Kit, Identifiler Plus, GlobalFiler, Short Tandem

Repeats (STRs), Forensic Sciences, Forensic Genetics



1. Giris ve Amacg
Adli bilimler, biinyesinde birgok bilimsel disiplini barindiran ve adalete hizmet eden multi-
disipliner bir ¢aligma alanidir. Adli genetik ¢aligmalari, adli bilimler ¢ergevesinde yer alan
caligma alanlarindan biridir. Kisilerin kimliklendirilmesi, annelik ve babalik testleri, biiyiik
felaketlerdeki kimlik tespit caligmalari, antik DNA c¢alismalari, olay yerinden elde edilen
delillerin kurbanlar ve/veya slipheliyle eslestirilerek dogru kisilerin adalete teslim edilmesi adli
genetik dahilinde yiiriitiilen ¢aligmalardandir. Bu analizler yiiriitiiliirken eslesmeler, genetik
belirtecler yardimiyla yapilmaktadir ve tarih boyunca cesitli genetik belirtecler kesfedilmistir.
Adli genetik tarihinde ilk kullanilan genetik belirtegler, polimorfizmlere dayali ayrimin
yapildigi Karl Landsteiner tarafindan 1901 yilinda kesfedilen ABO kan gruplardir. Kan
gruplarina dayali analizleri takiben cesitli protein polimorfizmleri, protein izoform testleri
kullanilmigtir. DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin kesfi ile molekiiler c¢aligmalar yapilmaya
baglanmigtir. Mini uydular olarak da adlandirilan VNTR ’lerin kesfi ile bu genetik belirtegler,
donemin sik tercih edilen belirteci olmuslardir. Alec Jeffreys’in kesfettigi DNA parmak izi
yontemi ile VNTR’ler RFLP teknigi ile analiz edilmeye baslanmig ve uzunca bir siire

kullanilmistir.

VNTR’lerin olduk¢a degrade ve az miktarli 6rneklerde sorun yasatmasi nedeniyle mikro
uydular olarak da adlandirilan STR’lerin kesfi, adli genetik tarihinde yeni bir sayfa acilmasini
saglamistir. Boyut olarak VNTR’lere kiyasla daha kisa olan STR’ler degrade ve az miktarlt
orneklerde VNTR’ye gore daha iyi sonu¢ vermektedir. Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda
PCR’1n kesfedilmesi ile birlikte giiniimiizde adli bilimler laboratuvarlarinda rutin olarak en sik
tercih edilen PCR temelli STR analizi olusturulmustur. Tekrar sayilari kisiden kisiye degisiklik
gosteren STR bolgelerinin incelenmesi yoluyla gergeklestirilen analizler sonucunda delil degeri

belirlenmektedir ki bu noktada popiilasyon genetigi isin i¢ine girmektedir.



Popiilasyon genetigi caligmalari, adli genetik kapsaminda analiz sonuglarinin yorumlanmasinda
yararlanilan 6nemli c¢aligsmalardandir. Popiilasyonlardaki alel dagilimlarinin degisimlerini
inceleyen popiilasyon genetigi, analiz sonucu hazirlanan raporlarda belirtilen delil degerlerinin
hesaplanmasinda &nemli bir rol oynamaktadir. Ornegin babalik testlerinde belirtilen yiizde
ifadesi poplilasyon genetigi calismalar1 sonucu elde edilmis alel frekanslar1 baz alinarak
hesaplanir. Delil degerinin dogru belirlenmesi, kisilerin uygun sekilde ceza almalarini saglamak
adina 6nemlidir. Ya da tam tersi bir durum s6z konusu oldugunda delil degerinin oldugundan
fazla hesaplanmasi da bir problemdir. Bahsedilen adli genetik analizlerinin dogru kosullar
saglanarak, kalifiye analistler tarafindan yiiriitilmesi adli laboratuvarlardaki en Onemli
gerekliliklerdendir. Adli bilimler laboratuvarlart belirli standartlara uymalidir ve analistler
belirli zaman araliklarinda denetlenmelidir. Tiim bu gereklilikler validasyon (dogrulama)
caligmalari ile yerine getirilmektedir. Kullanilan ekipmanin, yontemin ve analizi gerceklestiren
personelin  dogrulanmasin1  kapsayan validasyon c¢alismalart hem disaridan hem de
laboratuvarin kendi isleyisini kontrol edebilmesi admna laboratuvarin kendisi tarafindan
yapilabilmektedir. Adli bilimler g¢aligmalarmin yiiriitildiigii laboratuvarlarda Uluslararasi
Standardizasyon Organizasyonu ISO’nun 17025 standardi, zorunlu bir standart olmakla beraber
bu standardin laboratuvar tarafindan saglanmasi durumunda ilgili laboratuvarin akreditasyonu

saglanmaktadir.

Tezin amaci, HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler alaninda
kullanilabilirliginin degerlendirilmesidir. Bu tez kapsaminda da alanda siklikla tercih edilen iki
farkli kite (Identifiler Plus ve GlobalFiler) ek olarak HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kiti
kullanilmis, bu ti¢ farkli kit karsilastirilacak olup ek olarak HUMDNA Typing Yanhuang PCR
Kiti kullanarak ¢ogaltilan 6rneklerin analizinde kit dahilindeki Salmon 500’{in yani sira iki

farkli i¢ standart (LIZ500 ve LIZ600) daha test edilecektir.



Son olarak adli bilimlerde olduk¢a onemli bir konu olan 6rnek miktar1 azliginin telafi
edilmesinde kitin ne kadar kullanigh oldugunu gérmek adma farkli oranlarda (1, 1/2.5, 1/5)

PCR karigimlar1 hazirlanarak test edilecektir.

Cin menseili olan PCR kiti, toplam 28 STR bdlgesinin incelenmesine imkan tanimaktadir ve
bu bolgeler; Y-INDEL, AMEL, D3S1358, D13S317, D7S820, D16S539, SE33, D10S1248,
D5S818, D21S11, TPOX, D1S1656, D6S1043, DXS6795, D19S433, D22S1045, D8S1179,
Penta E, D2S441, DYS391, D12S391, D2S1338, vWA, Penta D, THO1, D18S51, CSF1PO ve

FGA’dir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Genetigin Adli Bilimlerdeki Onemi

2.1.1. Adli Bilimler ve Genetik
Kalitimin en temel birimi olan genlerin yapisit ile gorevinin incelendigi ve nesiller aras1 bu
genlerin aktarilma mekanizmasinin aragtirildigt bilim dali genetiktir (1). Genetik bilimi kendi
icinde birgok farkli aragtirma alanina sahiptir ve bunlardan biri de adli genetiktir. Su¢lunun
adalete teslim edilmesi, sugla ilgisi olmayanlarin masumiyetlerinin kanitlanmasi, sugun ¢6ziime
kavusturulmasi amaglartyla adalete hizmet eden adli genetik kapsaminda bir¢ok farkli analiz
yiirlitiilmektedir (2). Aydinlatilacak olan sug ile iliskili delillerin bulundugu alanlarin tiimii olay
yeri olarak adlandirilmaktadir. Adli genetik analizlerinde calisilan biyolojik numunelerin
saglamligin1 korumus olmasi ve titizlikle toplanmis olduklarindan emin olunmasi son derece
onemlidir. Edmond Locard’in 1900’lerin basinda 6ne siirdiigii degisim prensibine sunu ifade
eder: iki objenin temas1 sonucunda objeler arasi bir materyal transferi ger¢eklesmektedir (3).
Bu nedenle olay yerlerinden elde edilen her bir delilin dogru degerlendirilmesinin, sucluya

yaklagsmada bir adim daha 6ne gitmemizi sagladig1 sdylenebilir.

Bir sugun gerceklesmesinin ardindan o su¢ davasmin ¢éziime kavusturulmasi i¢in belli
asamalardan gecilmektedir. Bu siireg, kabaca 7 basamakta ele alinmaktadir (4). Birinci adim,
sucun gerceklesmesi ve az dnce bahsedilen degisim prensibi geregi materyal degisimleri sonucu
olay yerine aktarimlaridir. Ikinci adim, sucun kolluk kuvvetlerine bildirilmesi ve olay yeri
giivenliginin ilgili ekiplerce saglanmasidir. Olay ile ilgili olmayan kisiler hem kolluk
kuvvetlerinin isini zorlastirabilmekte hem de olay yerinde kontaminasyona neden olarak
delillere zarar verebilmektedirler. Glivenlik 6nlemlerinin alinmasini takiben olay yeri inceleme

ekiplerinin ¢aligmalarini gergeklestirmesi tiglincii adimi olusturmaktadir.



Delillerin delil teslim zincirine uygun sekilde toplanmalari, paketlenmeleri ve transferleri bu
siirecin en onemli gerekliligidir. Ozellikle biyolojik delillerin kontaminasyona acik drnekler
olmalar1 bu stirecte fazladan 6zen gerektirmektedir. Dikkat edilmedigi takdirde ¢ok Onemli
biyolojik ornekler, delil degerlerini kaybedebilirler (4). Mikroplarin ¢cogalmalar1 ve biiyiimeleri
icin gerekli olan karbonhidrat, yag, protein ve su gibi kaynaklarin biyolojik materyallerde
bulunmasi, delilleri acik hedef haline getirmektedir. Biyolojik deliller dogru kosullarda
muhafaza edilmez ise mikroplar tarafindan kontaminasyona ugrayabilmektedir. Mikrobiyal bir
bozunma sonucunda Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PCR) gerekli c¢ogalma hig
saglanamayabilir ya da diizgiin bir ¢ogalma elde edilemeyebilir. Buna ek olarak mikrobiyoal
bozunmalar, heterozigot pik dengesizligine sebep olabilecegi gibi insan kaynakli olmayan DNA

kontaminasyonuna da yol acabilmektedir (5).

Olay yerinde farkli tiirde deliller bulunabilmektedir. Deliller temel olarak maddi ve beyan
deliller olarak ikiyi ayrilmaktadir. Siipheli, magdur veya taniklarin verdigi beyanlar, beyan delil
iken maddi deliller temelde dort gruptur; iz deliller, fiziksel, kimyasal, biyolojik inceleme
yapilan deliller (6). Olay yerlerinde karsilagilan ve iizerinde adli genetik analizler yiiriitiilen
biyolojik delillere kan, semen, tiikiiriik, idrar, sa¢, kemik, digki, vajinal siv1 6rnek verilebilir.
Dordiincii adim, olay yerinden toplanan delillerin ilgili laboratuvara teslim edildikten sonra
analizlerinin yiirtitiilmesidir. Yukarida bahsedildigi iizere farkl tiirlerde deliller mevcuttur. Bu
delillerin ilgili birime gonderilerek analiz edilmesi gerekmektedir. Yiiriitiillen analizlerin
ardindan sonug raporlariin hazirlanmasi ve ilgili makamlara iletilmesi besinci adim; sonug
raporlari, magdur ifadeleri, siipheli savunmasmin bir biitiin halinde adli makamlarca
degerlendirilmesi ve davanin sonuglandirilmasi ise altinci adimdir. Son adimda bilimsel
verilere dayanilarak kisilerin masumiyetlerinin kanitlanmasi ve suglularin adalete teslim

edilmesi ger¢eklesmektedir (4).



Glinlimiizde molekiiler diizeydeki ¢alismalar 6n plana ¢iksa da adli alandaki genetik ¢aligmalar
1950°’1i yillara kadar serolojik yoOntemler ile gerceklestirilmigtir. Degisim, 1953 yilinda
DNA’nin sarmal yapisinin kesfi ile baslamistir (7) ve bu tarihten itibaren gelisen teknoloji ile
birlikte farkli ¢aligmalar yiiriitilmektedir. Adli genetik alanindaki en 6nemli gelismelerden biri
de 1984 yilinda Alec Jeffreys tarafindan kesfedilen DNA parmak izi yontemidir. Bu analiz ilk
kullanildig1 siiregte sinirlandirilmis parcacik uzunluk polimorfizmi (Restricted Fragment
Length Polymorphism, RFLP) yontemi kullanilmistir ve basamaklar1 kisaca su sekilde
Ozetlenebilir; Oncelikle analiz edilecek olan DNA Ornegi restriksiyon enzimleri ile
kesilmektedir. Bu islem sonucunda elde edilen farkli uzunluktaki parcaciklar, jel elektroforezde
boyutlarina gore ayrilmaktadir. Elektroforez asamasindan sonra DNA parcaciklari nitroseliiloz
ya da naylon membrana aktarilarak sabitlenmektedir. Bu teknik Southern blot olarak
adlandirilmaktadir. DNA zincirleri denatiire edildikten sonra degisen sayili ardisik tekrarlt
DNA dizisine (VNTR’ler) tamamlayic1 olan radyo-etiketli DNA problari ile hibridizasyon
gerceklestirilir. Daha sonra blot, X-ray filmine maruz birakildiginda film itizerinde farkli
floresan bantlar gozlemlenmektedir. Bu bantlar, hibridizasyonun olustugunu gostermektedir ve

sonrasinda gozlemlenen bantlar, otoradyograftaki bant sekillerine gore karsilastiriimaktadir (8).

Yontemin en olumsuz yonleri; analizin uzun zaman almasi ile bozunmus ve kotii kalitedeki
orneklerin analizinde sorun yasanabilmesidir. Alec Jeffreys ve arkadaglarinin ¢aligmasinda
insan miyoglobin geninin intronlarindan birinde bulunan mini uydular (VNTR) ortaya
cikarilmistir. Izole edilen bélgeler, mini uydularin 3-29 tekrar birimlerinden olustugunu
kanitlamistir (9). VNTR’ler, bireyler arasi uzunluklarinda farklilik gosterebilen genetik

belirteclerdir.



Adli genetik analizler yapilirken ilk adim DNA’nin dogru ve verimli bir sekilde izole
edilmesidir. Bu adimda amaca uygun DNA izolasyon yontemi tercih edilmelidir. Adli bilimler
kapsaminda tercih edilen farkli izolasyon yontemleri mevcuttur ve bunlardan bazilar1 organik
izolasyon (fenol-kloroform ile), Chelex ile izolasyon, kat1 faz izolasyonu ve tuzla ¢oktiirmedir.
Diferansiyel DNA izolasyonu ise Ozellikle cinsel saldirt durumlarinda kullanigh olabilen
alternatif bir yontemdir. Gelisen teknoloji ile birlikte geleneksel manuel izolasyon

yontemlerinde alternatif olarak ticari izolasyon kitleri tiretilmistir (10).

Ticari kitler ile izolasyon, gliniimiizde en sik tercih edilen yontem olmakla birlikte farkl1 marka
ve lreticilere ait kitler piyasa bulunabilmektedir. Bu kitler tercih edildigi takdirde kit
iireticilerinin sagladig1 yonergelere uyarak DNA izolasyonu gergeklestirilmektedir. Nasil ki
manuel cekitleme yontemlerinde amaca uygun olanin tercih edilmesi gerekiyorsa ticari kit
kullanilirken de wuygun kit tercihi Onemlidir. Bunun i¢in farkli parametreler
degerlendirilmektedir (11). Ilk olarak, DNA izolasyonu yapilacak materyalin orijini, dogru kitin
secilmesinde Onemlidir ¢iinkii adli bilimler ¢alismalarinda birgok farkli biyolojik materyal
(6rnegin kan, sag, cesitli viicut sivilar1 ve dokular gibi) ile ¢aligilabilmektedir. Buna ek olarak
taze biyolojik materyal ya da eski Ornekle calisilacak olmasi da fark yaratabilecek
faktorlerdendir. Analiz edilecek orneklerin olay yerlerinden toplanildigi diisiiniildiiglinde
analizi etkileyebilecek igeriklerin &rnekte bulunabilecegi goz ardi edilmemelidir. Ornegin
giibre ve tortu gibi hiimik igeriklerin bulundugu bir olay yerinden elde edilen biyolojik dérnegin
bir sonraki analiz basamagini engellememesi ve temiz sonuglar alinabilmesi i¢in bu igerikleri
elimine edebilecek 6zel kitlerin izolasyon asamasinda tercih edilmesi gerekebilmektedir. En
onemli parametrelerden biri de adli bilimlerde siklikla karsilasilan analiz edilecek biyolojik
materyalin miktarmin azligidir. Bu sorunun iistesinden gelebilecek kitlerin tercih edilmesi
olduk¢a 6nemlidir. Son olarak analizde kullanilan kitin kolay uygulanabilir bir kit olmasi is

akist i¢in goz ard1 edilmemesi gereken bir parametredir.



Rutin STR profillemesinin DNA izolasyonu sonrasindaki adimi, ¢ekitlenen DNA’nin miktar
tayininin gergeklestirilmesidir. Sonrasinda yapilacak olan ¢ogaltma islemi i¢in gerekli olan
DNA miktarim1 elde etmek icin bu asamada edinilen miktar bilgisine gore Ornekler
seyreltilmektedir. Miktar tayini i¢in tek bir yontem bulunmamaktadir ve farkli yontemler
arasinda karsilagtirma calismalar1 da yapilmaktadir (12). Cesitli faktorlere bagl olarak farkl
yontemler tercih edilebilmektedir. Bu faktdrlerden bazilari; yontemin maliyeti, analiz siiresi,
beklenen DNA konsantrasyonu ve analiz i¢in gerekli ekipmandir. Bahsi gecen parametrelerden
uygunluk durumuna gore tercih edilebilecek yontemler; agaroz jel elektroforezi, spektroskopik
ve florometrik yontemler, ya da ger¢cek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’dur. Bu
yontemlerden en sik tercih edilenler spektroskopik ve florometrik yontemlerdir (13).
Spektroskopik DNA miktar tayini analiz edilecek 6rnek, kuvars bir kiivete yerlestirilmektedir.
Ornekten gegirilen UV 15181 sonrasinda niikleik asit konsantrasyonu Beer-Lambert denklemi ile
260nm’deki absorbans degeri olgiilerek hesaplanmaktadir. Bu dalga boyunun tercih edilme
sebebi niikleik asitlerin 15181 260nm’de absorbe etmeleridir (14). En bilinen spektroskopik
miktar tayini cihazi Nanodrop’tur. Bir diger sik tercih edilen yontem olan florometrik yonteme
kiyasla niikleik asit safli1 spektroskopik yontemle dl¢tilebilmektedir (15). Florometrik yontem
ile ise sadece konsantrasyon Ol¢limii yapilabilmektedir. Ayrica, maliyet ve 6rnek hazirlama
stiresi agisindan spektroskopik yontemler daha avantajlidir. Florometrik DNA miktar tayininde
floresan boyalar kullanilmaktadir ve farkli emisyon dalga boylarina sahip bu boyalar niikleik
asit oluklart ile etkilesime girmektedir (13). Analiz edilen 6rnegin floresan emisyonu bir
standartla karsilastirilmakta ve buna bagli olarak DNA konsantrasyonu belirlenmektedir.
Yontemde kullanilan boyalarm sahip olmasi gereken bazi dzellikler bulunmaktadir. Oncelikle
boyanin dinamik araligi 6nemli bir parametredir. Diger bir deyisle analiz edilen 6rnegin

beklenen konsantrasyonu ile boya uygun olmalidir.



Buna ek olarak boyanin analiz edilen 6rnege duyarliligi ve 6zgiilliigli ile 6rnek hacmi de goz
ard1 edilmemesi gereken parametrelerdendir. Son olarak analizin yiiriitildigi cihaz ile ilgili
olan kosullar vardir. Florometre-boya uyumu agisindan cihaz filtreleri ve drnek formati (kiivet
ya da tek tiipte 6l¢lim) analizi etkileyen parametrelere drnektir. En bilinen florometrik miktar
tayini cihazt Qubit’tir. Miktar tayini kitinin yonergeleri takip edilerek hazirlanan 6rnek
karigtimmin  oldugu tiip cihaza yerlestirilerek okuma yapilmaktadir. Florometrinin,
spektroskopik miktar tayini yontemine kiyasla en biiyiik avantaji ¢cok daha yiiksek hassasiyete
sahip olmasidir. Nanodrop One/One® cihazinin kiivet icin alt tespit limiti 0.4ng/ul, pedestal
icin 2.0ng/ul iken Qubit cihazinin alt tespit limiti 0,005 ng/pl’dir (Qubit4/Qubit Flex) (16).

Nanodrop cihazi seyreltilmis numunelerde daha iyi analiz imkani1 sunmaktadir.

Analiz edilecek Orneklerin miktar tayinleri yapildiktan sonra bir sonraki adim olan PCR
asamasinda tavsiye edilen DNA miktarina uygun sekilde seyreltilmektedir. Kary Mullis
tarafindan 1985 yilinda icat edilen PCR yontemi, az miktarda bulunan DNA’nin makul bir
siirede cok miktarda kopyalanmasini saglamaktadir (17). PCR yontemi i¢in gerekli bilesenler;
cogaltmak istenilen DNA, deoksiniikleotidler, primerler, Taq polimeraz enzimi, tampon
¢Ozeltisi, Mg*? iyonlaridir (18). Bu bilesenlerden DNA hari¢ digerleri, kullanilan PCR kitine
gore bir arada bulunabilir ya da bazilar1 sonradan eklenebilmektedir. Reaksiyon, PCR tiipii
icerisinde  ve  farklt  sicakliklar1  saglayabilen termal dongiileyici cihazinda
gerceklestirilmektedir (19). PCR islemi temelde iic ana basamaktan olusmaktadir (20) ve
bunlardan ilki yiiksek sicaklikta DNA’nin ¢ift zincirinin birbirinden ayrilmasi olan
‘denatiirasyondur’. Ikinci adim; sicakligin azaltilarak, reaksiyon karigtmindaki primerlerin her
bir zincire baglanmalarinin gergeklestigi ‘baglanmadir’. Son adimda sicaklik tekrar artirilmakta
ve reaksiyon karisimindaki Taq polimeraz enzimi ve niikleotidler sayesinde yeni zincir

sentezlenmektedir. Bu basamak ‘uzama’ olarak adlandirilmaktadir.
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Bahsedilen ii¢ adimin tavsiye edilen dongii sayisina gore tekrarlanmasi ile istenilen DNA
cogaltilmaktadir. Kary Mullis bu basarist sayesinde 1993 yilinda kimya alaninda Nobel ddiilii
almaya hak kazanmistir (21). Bir PCR karigiminin bilesenleri ve PCR basamaklarinin bir
temsili ¢izimi Sekil 1°de goriilmektedir. STR tabanlt DNA profillemesinin gelismesinde PCR

yonteminin kesfi biiylik 6nem tagimaktadir.

Ornek DNA
Hedef DNA dizisi PCR Karigimi
Zincir 1 3'( I 1 )
Zincir 2 5' l—l\ﬁ—l—' - Omek DNA
Denatirasyon (1) - Tag DNA polimeraz
1.06[\9& l + - dNTP
Baglanma (2) - Primerler
Zincir 1 31 I 1 ! - MgClI2
Geri primer @ Nesi pimer - Uygun tampon gozeltisi
Zincir 2 5' I 1 ]
l Uzama (3)
o 2.Dongii Zincir 1 3'
3'[ T | ) . incir 1 3'( I T )
Zinair 1 g 1 : [
[ T s = 5' B ‘_q )
Zincir 2 5'( I I ) Denatiirasyon
[ - s
+ b
Baglanma Zincir 2 ' I ._!I )
Zincir 13'( I | ) l Uzama
'l I ]
— Y Zincir 1 3'C 1 ' )
S' T ] 5' . )
Hedef DNA — Ly 3.Dongti , N 5'
dizisi _Es-:l 5 - )
C/s [ I 5'
(] e— — 4 P S—
_ [ L s
. - - L
( 5'| S DenatLirasyon Zincir 2 5L r T
| — LY
[} — Baglanma
( | - I 5
[ s— *
[ I s Uzama
Zincir 2 5'( I 1 ]
l “n."Dongu
| — ]
[ —

Milyarlarca hedef DNA dizisi

Sekill: PCR bilesenleri ve PCR basamaklari (denatiirasyon, baglanma, uzama) (22).



11

Rutin STR profillemesinin son adim1 ise PCR sonrasi kapiler elektroforez yontemi ile analiz
edilen DNA Orneginin boyutlarina goére ayrilmasit ve elde edilen ham verilerin
yorumlanmasidir. Kapiler elektroforez yontemi ile STR bolgelerinin analiz edilmesi ilk kez
1992 yilinda gergeklestirilmistir. Fakat, rutin olarak bu yontemin kullanilmasi 2000°1i yillarin
basina denk gelmektedir (23). Kapiler elektroforez yonteminde kiigilk DNA parcalari, biiyiik
DNA parcalaria kiyasla kapilerde daha hizli ilerlemektedir. Bu durum baz alinarak analiz
edilen Ornek, boyutlarima gore ayrilmaktadir. Yontemin gerekli bilesenlerinden biri olan
polimer ¢ozeltisi cam kapilerin igerisinde bulunmaktadir ve her 6rnegin enjeksiyonunda
degismektedir. Bu polimerin goérevi DNA’nin yliriidiigli ortami saglamaktir. Kapiler
elektroforez yonteminin diger bilesenleri tampon cozeltiler, elektrodlar, lazer uyarici ve
floresan detektoriidiir. Bunlarin haricinde enjeksiyon ve tespit kontrolii icin bilgisayar
gerekmektedir. Kapiler elektroforez, adli genetikte cokca kullanilmis olan agaroz jel
elektroforez ile benzer bir prensipte calismaktadir. Fakat kapiler elektroforezin en biiyiik
avantaji daha giiclii bir elektriksel alan uygulanmasi sebebiyle yiirlitmenin ¢ok daha hizli
gerceklestirilmesidir (24). PCR asamasinda farkli floresan boyalarla isaretlenen DNA 6rnegi
sisteme enjekte edildikten sonra argon iyon lazer ile uyarilmakta ve yansiyan floresanlar
prizmadan gectikten sonra renk ayrimi olugsmaktadir. CCD paneli ile kapilerin iizerindeki
pencereden tespit yapilmakta ve analiz tamamlanmaktadir (10). Elde edilen ham verilerin
yorumlanmasi uzmanlik ve tecriibe gerektirmektedir. Sistemin temsili goriintiisii Sekil 2°de

verilmistir.



or PMT
Capillary | Gaslon
or
Diode Laser |
Detection| | = —_— Dispersive Prism
e g W T _—
Window Spectrograph
! i Capillary ‘
©J ) w Detection | e
Cathode Anode Window
Buffer Buffer o

CCD Camera

1)

Electropherogram

Sekil 2: Kapiler elektroforez sistemi (10).
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Kapiler elektroforez ile STR boélgelerinin ayrimi gergeklestirildikten sonra GeneMapperID

yazilimi ile ham veriler analiz edilmektedir. Sekil 3’te verilen 6rnek incelendiginde analiz

sonucu STR bolgeleri hakkinda elde edilen bilgilerin alel sayilari, pik yiikseklikleri,

homozigot/heterozigotluk durumu, boyutu (baz ¢ifti) ve bagil floresan birimi (RFU) oldugu

gorlilmektedir (10).
125PG_4_HS_HSVal_080612_WA_A06_2012-08-07_12-2 125PG_4_HS PowerPlex_16_v2.0 [ ]
[D5s818 ] [D13s317 ]
100 \ \ I 200 I
T\ Locus V_
500 Names Size
basepairs
Homozygous ( P )
- (1 Peak)
00 Heterozygous
(2 Peaks) \
Instrumental
Noise '.
e e —Q- ot A A A s | _ prom s
al 12 al9 Jalll
ht 313 ht 143}ht 104
Peak
Height
Scale Allele Number
(RFU) Peak Height

Sekil 3: Gene Mapper ile elde edilmis DNA profili 6rnegi (10).
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Rutin STR profillemesi siiresi su sekilde 6zetlenebilir; 6ncelikle olay yerinde bulunan biyolojik
ornekten uygun yontem ile DNA izolasyonu ve bu adimi takiben miktar tayini
gerceklestirilmektedir. Sonrasinda PCR yontemi ile DNA 6rnegi ¢cogaltilmaktadir. Son adimda
ise cogaltilan STR bolgeleri kapiler elektroforezde boyutlarina gore ayrilarak analiz
sonlandirilmaktadir. Nihayetinde, elde edilen veriler yorumlanarak sonu¢ raporu

hazirlanmaktadir.

2.1.2. Popiilasyon Genetiginin Adli Bilimlerdeki Onemi
Adli bilimlerde laboratuvardaki analizi takiben istatistiksel hesaplamalar yapilarak sonug
raporlar1 hazirlanmaktadir. Su¢ davalart kapsaminda analiz edilen delillerin ya da
kimliklendirme ve ebeveynlik testlerinde alinan Grneklerin her birinin degeri vakaya 6zgi
hesaplanmaktadir. Yapilan istatistiksel hesaplamada, analiz edilen STR bdlgelerinin
popiilasyondaki dagilimlar1 baz alinmaktadir. Bir toplumda, kalitsal varyasyonlar1 analiz
edebilmek ve bahsedilen dagilimlar1 6grenebilmek amaciyla popiilasyon genetigi ¢alismalari
yiiriitiilmektedir. Popiilasyon genetiginin temelini olusturan matematiksel ifade Hardy-
Weinberg (HW) dengesidir. Bu esitlik; genetik siiriiklenme, gen akisi (go¢), dogal sec¢ilim,
mutasyon ve rastgele olmayan ciftlesmenin ger¢eklesmedigi popiilasyonlarda alel frekansinin
degismeden sabit kaldigin1 ifade etmektedir., HW dengesinin gerektirdigi istatistiksel
hesaplamalara gore incelenen popiilasyonlar hakkinda bilgi edinilmektedir. Baz1 toplumlarda
alt popiilasyonlar goriilebilmektedir. Biiyiikk popiilasyondaki gen akisinin engellenmesiyle
beraber alt popiilasyon olusumu gerceklesebilir. Farklilagsmanin goriildiigii bir popiilasyonda,
ilgili alel frekanslar1 g6z oniline alinarak delil degeri dogru hesaplanmalidir (25). Genetik
farklilagsmanin analizi igin farkli istatistiksel ifadeler kullanilabilmekle birlikte en sik tercih

edilen Wright’in fiksasyon indeksleri (F- istatistikleri)’dir (26).
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F-istatistikleri sayesinde popiilasyonlar arast1 ya da popiilasyon i¢inde meydana gelen
degisimler olgiilebilmektedir. Bu istatistiksel ifadelerden biri olan Fg, alt popiilasyonlardaki
genetik cesitliligin popiilasyonlardaki toplam cesitlilige oranini belirtmektedir. Bu deger 0 ile
0.05 araliginda ise alt popiilasyon olmadigini, 0.05-0.15 arasinda ise orta dereceli genetik
farklilagsma oldugunu belirtirken 0.15 ile 0.25 arasinda ise yiiksek dereceli genetik farklilasma
oldugunu gostermektedir. Eger Fy degeri 0.25’den biiyiik ise ¢ok yiiksek dereceli genetik

farklilagmanin popiilasyonda goriildiigii anlagiimaktadir (25.).

Tiirkiye poplilasyonunda yiiriitiilen bir ¢calismada dokuz farkli bolge incelenerek Fy degerinin
0.05’den kiiciik oldugu gozlemlenmistir. Boylece, Tiirkiye’de alt popiilasyonlarin delil
degerinde degisiklik yaratacak kadar farkli olmadig: ifade edilmistir (27). incelenen bolge
sayilarinin artirilmasi ile literatiire kazandirilmasi adli bilimler agisindan ¢ok verimli olacaktir.
Etnik gruplarin bulundugu toplumlarda delil degerlendirmesini dogru yapmak ig¢in alt
poplilasyon varligmin tespit edilmesi ¢ok Onemlidir. Adli bilimler kapsaminda buna 6rnek
olarak Andrew J. Dayton davasi verilebilir. Dayton bir etnik gruba mensuptur ve ait oldugu
etnik gruba 6zgii bir veri tabani ile degerlendirildiginde, genel veritabanina gore analiz edildigi
delil degerine kiyasla bir degisim goriilmiistiir. Yeni yapilan hesaplamaya gore analiz edilen
delil, degerini 10.000 kat kaybetmistir (25). Adli bilimler, adalete dolayis1 ile su¢suz insanlarin
masumiyetlerinin kanitlanmasi ve suglularin gerekli cezay:1 almalaria hizmet etmektedir. Bu

nedenle adli genetik kapsaminda popiilasyon genetigi ¢alismalari ¢cok dnemlidir.

2.2. Kisa Ardisik Tekrarlar (STR’ler) ve Adli Bilimlerdeki Kullanimlari

Kisa Ardigik Tekrarlar (STR’ler), insan genomunun yaklasik %3 {inii olusturan, 2-6 baz ¢ifti
uzunlukta, tekrarlt DNA dizileridir ve tekrar birimlerinin sayisi bireyler arast olduk¢a degisken
oldugundan yiiksek ayrim giicii saglayan biyobelirteclerdir. (28). Insan genomunda yer alan
STR bolgelerinden bazilari adli analizlerde kullanilmaktadir (29). Dortlii tekrarlar, adli

bilimlerde en sik tercih edilen STR tekrarlaridir.
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Ek olarak bazi durumlarda {i¢lii ya da besli STR tekrarlar1 da analiz edilebilmektedir. Adli
bilimlerde kullanilan STR sistemlerinin sahip oldugu 6zellikler gii¢lii amplifikasyon, tekrar
birimlerinin diizenli olmasi, yiiksek heterozigotluk ve alellerin ayirt edilebilir olmasidir. STR
bolgeleri bireyler aras1 degiskenlik gosterseler de kalitimsal olarak Mendel genetigine uymalari
ebeveynlik testlerinde ¢ok kullanighdir (30). Bu testlere ek olarak adli bilimler kapsaminda olay
yerindeki delillerin kurban ya da siipheliler ile eslestirilmesi ya da dislanmasi, bireylerin
kimliklendirilmesi gibi farkli genetik analizlerde STR’lerden yararlanilmaktadir. Bu
caligmalarda ayrim giicii yiiksek STR bolgeleri tercih edilmelidir. Diisiik ayrim giiciine sahip
STR bolgelerinin ¢calismadan dislanmasi ya da destekleyici STR bolgelerinin ¢alismaya dahil

edilmesi gerekmektedir (30).

Bir baska genetik belirte¢ olan tek nokta polimorfizmleri (SNP) adli bilimlerde siklikla
yararlanilan biyobelirte¢lerdendir. Fakat SNP’ler, STR’ler gibi tek basina kimliklendirme i¢in
tercih edilmemektelerdir. Bunun nedeni SNP’lerin STR’ler kadar polimorfik olmamalaridir.
Adli bilimlerde ayrim giicli olduk¢a 6nemli bir kavramdir ve STR’lerin sagladig: giiclii ayrim
giiciinii SNP’ler tek basina saglayamamaktadir. 13-15 STR ile elde edilen ayrim giiclinii
SNP’lerle saglamak i¢in 40-60 SNP bolgesinin ¢alisilmasi gerekmektedir. Buna ek olarak SNP
bolgelerinin alellerinin STR bolgelerinin alellerine kiyasla kisith sayida olmalari, karsim

orneklerin ayirt edilmesinde onlar1 dezavantajli konuma getirmektedir (31).

Adli bilimlerde kullanilan STR bélgeleri, iilkelere gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin,
NIST’in sagladigi bilgilere gore Birlesik Krallik tarafindan kullanilan ¢ekirdek (core) lokuslar
(SGM Plus kit); FGA, THO1, vWA, D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11 ve amelogeninken Almanya tarafindan kullanilan ¢ekirdek lokuslar; FGA,
THO1, SE33, vWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11 ve amelogenindir. Interpol’un
kullandig1 standard lokus seti FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11

olmakla beraber amelogenin opsiyonel olarak incelenen bir lokustur.
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Yukarida sayilan iilkelere kiyasla, Birlesik Devletler’deki CODIS sisteminde ve Avrupa

Standart Seti (ESS)’nde daha fazla ¢ekirdek STR bolgesi incelenmektedir (32).

CODIS sisteminde 1997 yilindan itibaren kullanilan CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11 ve amelogenin
lokuslarina 2017 yilinda 7 yeni STR bdlgesi (D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248,
D12S391, D19S433, D22S1045) eklenerek incelenen lokus sayist toplam 20’ye ylikselmistir.
Avrupa Standart Setinde ise FGA, THO1, VWA, D1S1656, D2S441, D3S1358, D8S1179,
D10S1248, D12S391, D18S51, D21S11, D22S1045 lokuslar1 tercih edilmekle beraber
Avrupa’daki STR kitlerinin bir kisminin eklenmesiyle D2S1338, D16S539, D19S433, SE33,
amelogenin lokuslari da ¢alisilabilmektedir (32). Calisilan STR bolgelerinin sayica fazla olmasi

kisilerin kimliklendirilmesindeki 6zgiillligii artiracagindan adli bilimlerde olduk¢a dnemlidir.

2.3. Dogrulama (Validasyon) ve Akreditasyon

Bir adli laboratuvarda ¢aligmay1 yiiriiten analistin is kalitesi yeterlilik testleri ile dogrulanirken,
kullanilan ara¢ gereclerin ve ydntemlerin dogrulanmasi ise validasyon araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Validasyon, laboratuvar prosediiriiniin kuvvetli (¢ogu zaman saglanan
yiiksek basari ylizdesi), glivenilir (sonuglarin kesin olmasi ve 6rnegin dogru yansitilmasi) ve
laboratuvarda testi yiiriiten personelin ellerinde tekrarlanabilir (6rnek her test edildiginde ayni
ya da ¢ok yakin sonuglarin elde edilmesi) olmasinin gdsterilmesidir. Bahsedilen bu ii¢ 6zellik
adli laboratuvarlarda yiiriitiilen hassas c¢aligmalarda olduk¢a Onemlidir (24). Uluslararasi
Standardizasyon Organizasyonu (ISO) 17025 standardinin 5.4.5.1. Boliimiinde validasyon, 6zel
bir kullaniom amaci icin belirli gerekliliklerin yerine getirildigine dair nesnel kanitin
kargilanmas1 ve inceleme yoluyla dogrulanmasi olarak tanimlanmistir (33). Ek olarak,
validasyon, FBI Kalite Gilivencesi Standartlar1 (QAS) tarafindan, adli vaka analizinin
giivenilirligini ve verimliligini belirlemek i¢in bir prosediiriin degerlendirildigi siire¢ olarak

tanimlanmaktadir (34).
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Adli bilimler laboratuvarlarinin genel validasyonuna ek olarak kitlerin ve yontemlerin de
dogrulanmasi olduk¢a 6nemlidir. Kullanilan kitlerin giivenilir ve giicli olmasi aranilan
ozelliklerdendir. Bu nedenle kitler gelistirilirken validasyon calismalarinin uygun sekilde
gerceklestirilmesi gerekmektedir. 16-lokus ¢ogaltma kapasiteli Identifiler Plus PCR Kiti (35)
ve 24-lokus cogaltma kapasiteli Globalfiler PCR Kiti (36)’nin gelisimsel validasyonlari
literatiirde yer almaktadir.

PCR basamagindaki kontaminasyondan kaginmak ve kalitenin devamliligin1 saglamak i¢in bir
takim laboratuvar kurallar1 bulunmaktadir. PCR analizinin gerceklestirildigi ortamin dis
etkenlere karsi korunakli olmasi gerekmektedir. Ultraviyole (UV) lambaya sahip laminar akis
kabini, PCR isleminin gerceklestirilmesi i¢cin en uygun alan olmakla birlikte analizin 6rnek
hazirlama kisminda kullanilan eldiven, mikrosantrifiij, pipet gibi gereclerin de bu kabin
icerisinde bulunmasi gerekmektedir. Pipet uclar ya da tiiplerin tek kullanimlik tercih edilmesi
de dnemli bir noktadir. Ek olarak, PCR’da kullanilacak reaktiflerin bulundugu mikrosantrifiij
tiiplerinin islem Oncesi yaklasik 10 saniye santrifiijlenmesi, sivinin tiipiin alt kismina inmesini

ve dolayisiyla kontaminasyondan ka¢inilmasini saglayacaktir (37).

2.4. AmpFISTR™ Identifiler™ Plus PCR Kiti

AB Identifiler Plus Kiti (The AmpF/STR Identifiler Plus Kit) AB Identifiler kiti ile ayni1 lokus
sayisina (16-lokus multipleks) ve ayrim giiciine sahiptir. Plus kitin bir onceki kite (The
AmpF/STR Identifiler Kit) kiyasla hassasiyeti ve saglamlig1 gelistirilmistir. Yenilenmis Plus
kitin PCR dongii kosullart modifiye edilmis, boylelikle hassasiyeti artirilmistir. Buna ek olarak,
inhibe edilmis 6rneklerin performansini gelistirmek i¢in yenilenmis bir tampon formiilasyonu
kullanilmistir. Son olarak, daha temiz bir elektroforetik arka plan elde etmek adina primerlerin
DNA sentezi ve amplifikasyon primerlerinin saflastirilmas: igin gelistirilmis bir islem

kullanilmastir (38).
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AmpFISTR™ Identifiler™ Plus PCR Kiti, 15 tetraniikleotid tekrar bolgesi ve cinsiyet
belirleyici bir biyobelirte¢ olan Amelogeninin tek bir PCR reaksiyonunda cogaltilmasini
saglayan bir kittir. Bu PCR kiti dahilinde ¢ogaltilan lokuslar su sekildedir; D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX,
D18S51, Amelogenin, D5S818 ve FGA. 5 floresan boya isaretli olarak gelistirilen bu PCR
sistemi sisteminde kullanilan boyalar 6-FAM™ (mavi), VIC™ (yesil), NED™ (sar1), PET™
(kirmizi)’dir. I¢ standardin isaretlenmesinde ise tercih edilen LIZ™ (turuncu)’dir. 6-FAM™
boyasi ile isaretlenen lokuslar D8S1179, D21S11, D7S820 ve CSF1PO’dur. VIC™ boyasi ile
isaretlenen lokuslar D3S1358, THO1, D13S317, D16S539 ve D2S1338’dir. NED™ boyasi ile
isaretlenen lokuslar D19S433, vWA, TPOX ve D18S51°dir. PET™ boyas ile isaretlenen
lokuslar Amelogenin, D5S818 ve FGA’dir. PCR kiti dahilindeki PCR Master Mix igeriginde
enzim, tuzlar, deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP’ler), tastyici protein ve 0.04% sodyum azid

bulunmaktadir (38). Her bir lokus i¢in hangi alellerin dahil oldugu Tablo I’de goriilmektedir.

Tablo I: The AmpF/STR Identifiler Plus Kiti’ndeki STR bdlgelerinin ¢ogaltilabilen alelleri

(38).
Lokus Lokus Dahilindeki Aleller
D8S1179 8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
D21S11 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

D7S820 6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
CSF1PO 6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
D3S1358 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19

THO1 4,5,6,7,8,9,9.3,10, 11, 13.3
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D13S317 8,9,10,11, 12,13, 14, 15

D16S539 5,8,9,10,11, 12,13, 14, 15

D2S1338 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28

D19S433 9,10,11,12,12.2,13,13.2, 14, 14.2, 15,

15.2,16,16.2,17,17.2

VWA 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24

TPOX 6,7,8,9,10, 11,12, 13

D18S51 7,9,10,10.2,11, 12,13, 13.2, 14, 14.2, 15,

16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27

Amelogenin X, Y
D5S818 7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16
FGA 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,

43.2,44.2,45.2,46.2,47.2,48.2,50.2,51.2

2.5. GlobalFiler PCR Kiti

GlobalFiler|M PCR Kiti, Thermo Fisher Scientific tarafindan gelistirilmis bir PCR kitidir.
Toplamda 24 lokusu cogaltilmast i¢in tasarlanan kit dahilindeki lokuslar su sekildedir;
D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338,
D19S433, vWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818, FGA, D10S1248, D22S1045,
D2S441, D1S1656, D12S391, SE33, DYS-391, Y-INDEL. Girdi olarak kit iireticisi tarafindan
tavsiye edilen DNA miktar1 0.5ng-1.5 ng insan DNA’sidir. Fakat 0.5ng’dan az insan DNA’s1

iceren Orneklerin de tiplenebildigini belirtmiglerdir (39).
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6 floresan boya isaretli olarak gelistirilen bu PCR sistemi sisteminde kullanilan boyalar 6-
FAM™ (mavi), VIC™ (yesil), NED™ (sar1), TAZ™ (kirmiz1), ve SID™ (mor)’dir. I¢
standardin isaretlenmesinde ise tercih edilen LIZ™ (turuncu)’dir 6-FAM™ boyasi ile
isaretlenen lokuslar; D3S1358, vWA, D16S539, CSF1PO ve TPOX’dur. VIC™ boyas! ile
isaretlenen lokuslar; Y indel, Amelogenin, D8S1179, D21S11, D18S51 ve DYS391°dir.
NED™ boyasi ile isaretlenen lokuslar; D2S441, D19S433, THO1 ve FGA’dir. TAZ™ boyasi
ile isaretlenen lokuslar; D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820 ve SE33’tiir. SID™ boyasi ile
isaretlenen lokuslar; D10S1248, D1S1656, D12S391 ve D2S1338°dir. PCR kiti dahilindeki
Master Mix igeriginde MgCl,, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, sigir serum albiimin, 0.05% sodyum
azid ve enzim igerikli tampon ve tuz bulunmaktadir (39). Her bir lokus i¢in hangi alellerin dahil

oldugu Tablo II’de goriilmektedir.

Tablo II: GlobalFiler PCR Kiti’ndeki STR bolgelerinin ¢ogaltilabilen alelleri (39).

Lokus Lokus Dahilindeki Aleller
D8S1179 5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19
D21S11 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

D7S820 6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
CSF1PO 6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
D3S1358 9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
THO1 4,5,6,7,8,9,9.3,10, 11, 13.3
D13S317 5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16

D16S539 5,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
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D2S1338 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28
D19S433 6,7,8,9,10,11,12,12.2, 13, 13.2, 14,
14.2,15,15.2,16,16.2,17,17.2,18.2,19.2
VWA 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23,24
TPOX 5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15
D18S51 7,9,10,10.2,11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
Amelogenin X, Y
D5S818 7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16, 17, 18
FGA 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26,26.2,27, 28, 29, 30, 30.2, 31.2, 32.2,
33.2,42.2,43.2,44.2,45.2,46.2,47.2,48.2,
50.2,51.2
Y-INDEL 1,2
DYS391 7,8,9,10,11, 12,13
D2S441 8,9,10,11,11.3,12,13, 14, 15, 16, 17
D22S1045 8,9,10,11, 12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19
SE33 4.2,63,8,9,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 20.2, 21, 21.2,22.2,23.2,24.2,25.2,
26.2,27.2,28.2,29.2,30.2,31.2,32.2,33.2,
34.2,35,35.2, 36, 37
D10S1248 8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19
D1S1656 9,10,11, 12,13, 14, 14.3, 15, 15.3, 16,

16.3,17,17.3,18.3,19.3,20.3
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D12S391 14, 15, 16, 17, 18, 19, 19.3, 20, 21, 22, 23,

24,25, 26,27

2.6. HUMDNA Typing Kit (Yan Huang)

Cin mengeili bir PCR kiti olan HUMDNA TYPING (Yanhuang) kiti, 28 STR lokusunun
cogaltilabilmesine imkan tanimaktadir. Kit dahilindeki 28 STR lokusu; Y-INDEL, AMEL,
D3S1358, D13S317, D7S820, D16S539, SE33, D10S1248, D5S818, D21S11, TPOX,
D1S1656, D6S1043, DXS6795, D19S433, D22S1045, D8S1179, Penta E, D2S441, DYS391,
D12S391, D2S1338, vWA, Penta D, THO1, D18S51, CSF1PO ve FGA’dir. Analiz edilecek
olan kit, zorlu adli 6rneklerde kullanilabilecek sekilde ve 6 floresan boya isaretli STR ¢oklu
PCR sistemi olarak gelistirilmistir. Y-INDEL, AMEL, D3S1358, D13S317, D7S820,
D16S539, SE33 lokuslart kit dahilinde FAM boya tiirii ile mavi renkle isaretlenmistir.
D10S1248, D5S818, D21S11, TPOX, D1S1656, D6S1043 lokuslar1 kit dahilinde HEX boya
tirii ile yesil renkle isaretlenmistir. DXS6795, D19S433, D22S1045, D8S1179, Penta E,
DYS391 lokuslart kit dahilinde YTAM boya tiirii ile sar1 renkle isaretlenmistir. D2S441,
D12S391, D2S1338, vWA, Penta D lokuslar1 kit dahilinde FSID boya tiirii ile kirmiz1 renkle
isaretlenmistir. Son olarak THO1, D18S51, CSF1PO, FGA lokuslar kit dahilinde FTAZ boya
tiirii ile mor renkle isaretlenmistir. Uretici tarafindan, mevcut kullanilan arag platformlariyla
uyum gostermekte oldugu ve 28 lokus iceren bu kitin babalik testi, bireysel kimliklendirme ve
veri tabani olusturulmasinda kullanilabilecegi ifade edilmistir (40). HUMDNA Typing Yan
Huang PCR Kitinin bir¢ok lokus standardiyla (Genisletilmis Birlesik Devletler Cekirdek
Lokuslari, Avrupa Standart Seti, Birlesik Krallik Cekirdek Lokuslari, Alman Cekirdek
Lokuslari, Interpol Standart Lokus Setleri) yiiksek uyumluluk gostermesi bu kitin dnemli
ozelliklerindendir. Yiiksek uyumluluk gosterdigi lokus standartlar1 ve ilgili lokuslar Tablo

III’de goriilmektedir.



Tablo III: Farkli lokus standartlari ve icerdikleri STR boélgeleri (40).
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Lokus Standarti

Lokuslar

Genisletilmis Birlesik Devletler Cekirdek

Lokuslari

CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,

DI1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248,
D12S391, D19S433, D22S1045,

Amelogenin

Avrupa Standart Seti

FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179,
D16S539, D18S51, D21S11, D1S1656,
D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391,

D19S433, D22S1045, SE33, Amelogenin

Birlesik Krallik Cekirdek Lokuslar

FGA, THO1, VWA, D2S1338, D3S1358,
D8S1179, D16S539, D18S51, D19S433,

D21S11, Amelogenin

Alman Cekirdek Lokuslar1

FGA, THO1, SE33, VWA, D3S1358,

D8S1179, D18S51, D21S11, Amelogenin

Interpol Standart Lokus Setleri

FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179,

D18S51, D21S11, Amelogenin
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Bunlara ek olarak kitin, 20 lokus igeren Halk Giivenligi Veritaban1 Lokuslar1 ile de uyumluluk
gosterdigi belirtilmistir. Yiiksek uyumluluk 6zelligine ek olarak tek seferde 28 lokus tespit
edilebilmesi; Asya, Avrupa, Afrika dahil farkli popiilasyonlara uygulanabilir olmasi ve evrensel
poplilasyonlarla uyum gostermesi; 90 dakikada tim PCR siirecini tamamlayarak yiiksek
verimlilik ve dogruluk saglamasi; insan kan lekeleri, tiikiiriik, sa¢ folikiilleri gibi cesitli
biyolojik materyallerden DNA’nin ¢ogaltilmasina izin verecek sekilde kolay uygulanabilir
olmas1 kitin avantajlarindandir. Adli bilimler dahilinde 6nemli parametrelerden olan ayrim
giicii ve diglama giicti hakkinda bilgi edinmek i¢in yapilan analizler sonucunda kit {ireticisinin
elde ettigi bilgiler Tablo IV’de goriilmektedir (40). Tablo verilerine bakildiginda, diger kitlere
kiyasla HumDNA Typing Yan Huang PCR kitinin hem kiimiilatif ayrim giicii hem de kombine
dislama giicii parametrelerinde en 6nde oldugu goriilmektedir. Bireylerin kimliklendirilmesinde
siklikla kullanilan DNA profillemesi siiresince yiiksek ayrim giicline sahip lokuslarin tercih
edilmesi gerekmektedir. Buna ek olarak bir karisimda bulunan aleller géz 6niine alindiginda,
karigima katkida bulunan rastgele bir adamin hari¢ tutulma olasilig1 olarak degerlendirilen

dislama giicii de adli bilimlerdeki 6nemli parametrelerdendir (41).

Tablo IV: Farkli PCR kitlerinin kiimiilatif ayrim giicii ve kombine diglama giigleri (40).

Kitler CDP (Kiimiilatif ayrim CPE (Kombine dislama
giicti) giicti)
HumDNA Typing Kit
(Yan Huang) 1-3.53¢% 0.99999999999
AB Huaxia Platinum 1-2.13¢?7 0.9999999999
AB Globalfiler 1-1.96¢2 0.999999999
Promega PowerPlex21 1-2.77e24 0.999999999
AB Identifiler 1-6.65¢!7 0.999999
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Giliniimiizde smirlt sayida ¢alismada kullanilmis olan bu kitin yeni iilke popiilasyonlarinda
incelenmesi olduk¢a oOnemlidir. Boylelikle veri analizlerine dayanarak incelenen iilke
popiilasyonu hakkinda daha fazla bilgi edinilecek ve istatistiksel programlar kullanilarak
iilkeler aras1 popiilasyon karsilastirmalart daha detayli yapilabilecektir. Bu karsilastirmalar ile
popiilasyonlar arasi genetik mesafe hesab1 yapilabildigi gibi filogenetik agaglar olusturularak
poptilasyonlarin cografi dagilimi hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunabilmektedir (42).
Inceledigimiz kitin igeriginde Identifiler Plus kitinden 12, Globalfiler kitinden ise farkl1 4 lokus
bulunmaktadir. Bu sayede hem bireysel olarak hem de popiilasyonlar aras1 daha fazla bilgi
edinilebilmektedir. Tez kapsaminda karsilagtirmasi yapilan ti¢ farkli PCR kiti ile cogaltilabilen
STR lokuslar1 Tablo V’de goriilmektedir.

Tablo V: Identifiler Plus/GlobalFiler/HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti dahilinde

cogaltilabilen STR bolgeleri (38, 39, 40).

LOKUS PCR KIiTI
IDENTIFILER | GLOBALFILER HUMDNA
PLUS YANHUANG

D8S1179 + + +
D21S11 + + +
D7S820 + + +
CSF1PO + + +
D3S1358 + + +

THO1 + + +
D13S317 + + +
D16S539 + + +
D2S1338 + + +
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D19S433 + + +
vWA + + +
TPOX + + +
D18S51 + + +
Amelogenin + + +
D5S818 + + +
FGA + + +
D10S1248 - + +
D22S1045 - + +
D2S441 - + +
D1S1656 - + +
D12S391 - + +
SE33 - + +
DYS391 - + +
Y-INDEL - + +
D6S1043 - - +
DXS6795 - - +
Penta E - - +
Penta D - - +

Yapilan literatiir taramasinda bu kitin iki ¢alismada kullanildig1 gériilmektedir ve bunlardan ilki
varsayilan ebeveynlerin olmadig1r durumlardaki babalik testlerinde, STR kullanimina alternatif
olarak bir SNP panelinin degerlendirildigi bir calismanin yakin akraba orneklerinin
cogaltilmasidir (43). Diger calisma ise literatiirde popiilasyon geneli alel frekanslarinin
degerlendirildigi tek ¢alisma olmakla birlikte bu ¢alismada Afrika’nin en kiiciik iilkelerinden

bir olan Ruanda’da kit icerigindeki 24 otozomal STR lokusunun analizi yapilmistir (44).
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3. Gere¢ ve Yontem
3.1. Cahisma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar, Yararlanilan Ticari Kitler ve Kullamlan
Sarf Malzemeleri

Cihazlar

» Genetik analizor-8 kapilerli (ABI 3500)

» Qubit Florometre (InvitrogenTM)

» Termal Dongiileyici-PCR (Veriti 96 well thermal cycler)
» Isitic1 blok (Eppendorf)

» Mini santrifiij (A&E Lab UK)

» Vorteks (A&E Lab UK)

» Otomatik Pipet Seti (Eppendorf) (0.1ul-2.5 pl, 2.5 pl-20 pl, 10 pl-100ul, 100 pl- 1000ul)

Ticari Kitler ve Sarf Malzemeleri

» DNA izolasyon kiti (Qiagen Mini QIAamp®)
» Qubit dsDNA HS Assay Kit (InvitrogenTM)
» HumDNA Typing Yan Huang PCR Kiti

» Identifiler Plus PCR Kiti

» GlobalFiler PCR Kiti

» Salmon 500

» GeneScan™500 LIZ®

» GeneScan™600 LIZ®

» POP-4 Polimer (ThermoFisher Scientific)

» 36 cm Kapiler (ThermoFisher Scientific)
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» 96- well plate septa (ThermoFisher Scientific)

» 96-well optik reaksiyon plate (MicroAmp-ThermoFisher Scientific)

» Etanol (%96-100)

» Filtreli pipet ucu (0.1-10 pl, 1-20 pl, 200 pl, 1000 pl)

» Genetik analizor tampon ¢ozeltisi (10X Buffer with EDTA- ThermoFisher Scientific)
» Hi-DiFormamid (ThermoFisher Scientific)

» Mikro-santrifiij tiipii (1.5ml, 2 ml)

» PCR tiipii (0.2 ml)

> Tek kullanimlik eldiven

3.2. DNA’nin silika yontemi ile ¢ekitlenmesi

Tez calismas1 kapsaminda DNA cekitlemesi i¢in QiaAmp mini kit tercih edildi. Oncelikle 18
yas Ustii, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 40 goniilliiden onaylar1 sonrast alinmig swap
orneklerinin pamuklu uglar1 her biri 2 ml’lik mikrosantifiij tlipline yerlestirildi ve iizerlerine
180ul ATL tamponu eklendi. Daha sonra &rnekler 85°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast 20ul proteinaz K eklenerek karisim vortekslendi ve 56°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 200ul AL tamponu eklenerek vortekslendi ve 70°C” de 10 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 % 96-100 safliktaki etanolden 200ul eklenip vortekslendi. Elde
edilen karigim, QIAamp® mini spin kolona aktarilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda AW1 tamponundan 500ul eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santriflij edildi.
Stipernatantin bulundugu tiip atild1 ve steril bir mikrosantrifiij tiipli kolonun altina yerlestirildi.
Sonrasinda AW2 tamponundan 500pul eklenerek 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantin bulundugu tiip atild1 ve 2 mL’lik steril bir mikrosantrifiij tlipii kolonun altina
yerlestirildi ve 150ul AE tamponu eklendi. Ornekler oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edildikten
sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ornekler miktar tayini yapilana kadar -20°C’de

saklanda.



29

3.3. DNA’nin florometrik yontemle miktar tayini

Goniilliilerden onaylart sonrasi alinmig swap orneklerinden QiaAmp mini kit ile izole edilen
DNA orneklerinin miktar tayini florometrik yontemle degerlendirme yapan Qubit® florometre
ile ol¢iildii ve Quant-iT™ dsDNA Assay Kit [High Sensitivity (HS)] kullanildi. Miktar tayini
yapilacak her bir 6rnek i¢in 199 pl buffer ve iizerine 1 pl kit reagent eklendi. (Buffer-reagent
karigtmimin miktari; 2 adet standart + 6rnek sayist goz Oniinde tutularak hazirlandi.) Cihazi
kalibre etmek adina cihaza 6zgii 1. tiipe tampon-reagent karisimindan 190 pl konuldu ve
tizerine 10 ul Standart 1 eklendi. Sonrasinda cihaza 6zgii 2. tiipe tampon-reagent karisimindan
190 ul konuldu ve iizerine 10 ul Standart 2 eklendi. Ornekler igin ise tampon-reagent
karigtmindan cihaza 6zgii tiipe 190 pl konuldu ve tizerine DNA izolatindan 10 pl eklenerek
tiipler vortekslendi. Miktar tayini yapilacak DNA izolatlar1 ¢ift zincirli olduklarindan oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edildiler. Kalibrasyon islemi i¢in Standart 1 ve Standart 2 sirasiyla
okutuldu. Sonrasinda her bir 6rnek tiipii cihaza yerlestirilerek DNA miktarlari cihazda otomatik

olarak hesaplandi. Elde edilen veriler Microsoft Excel’de tablo haline getirildi (Tablo XIII).

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Goniillii Olur Formunu dolduran 40 goniilliiden alinan 6rnekler sonrasinda gruplandiriimastir.
Yapilacak karsilagtirma icin 30 Ornek, 3.4.1°deki protokole uygun sekilde HUMDNA
YanHuang PCR kiti ile ¢ogaltilmigtir. Ayn1 30 6rnek sonrasinda 3.4.2°deki protokole uygun
sekilde GlobalFiler PCR kiti ve 3.4.3°deki protokole uygun sekilde Identifiler Plus PCR kiti ile
cogaltilmistir. Toplamda 90 6rnek i¢cin PCR analizi yapilmistir. Kalan 10 6rnek ise farkl
oranlarda hazirlanan PCR karigimlarinin test edilmesi amaciyla her bir karisim orani i¢in 10
ornek olacak sekilde 3 kez (toplam 30 6rnek) calisilmistir. Genel toplama bakildiginda 40 farkl

goniilliilden alinan 6rnekler farkli analizlerde 120 kez ¢ogaltilmistir.
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3.4.1. HUMDNA YanHuang PCR kiti ile PCR

HUMDNA Typing YanHuang PCR kiti ile ¢cogaltilacak her bir 6érnege ait miktarlar Tablo
VI’daki gibidir. Bu kitin farkli DNA miktarlarindaki performansini 6lgmek istedigimiz igin
ornekler her diliisyona gore ayr1 ayri hazirlanmigtir. Tam reaksiyon ve 1/2.5 reaksiyon
karigimlarinin miktarlar: kit rehberinden alinmigtir. Buna ek olarak kit performansini gérmek
adina 1/5 reaksiyon da test edilmistir. Her bir karisim orani i¢in 10 6rnek olacak sekilde 10
farklh kisiye ait Ornekler 3 kez (toplam 30 6rnek) calisilmistir. Diger iki kit ile yapilacak

karsilastirma i¢in o6rnekler tam reaksiyon oraninda hazirlanmstir.

Tablo VI: HUMDNA Typing YanHuang PCR kiti bilesenleri ve reaksiyon oranina gore gerekli

olan miktarlari.

Miktar (ul) (1) Miktar (pl) (1/2.5) Miktar (ul) (1/5)
PCR Master Mix 12.5 5 2.5
Primer Set 5 2 1
DNA (0.1-2ng) 2.5 1 0.5
Niikleaz igermeyen Su 5 2 1
Son Reaksiyon Hacmi 25 10 5

Farkli oranlarda analiz edilecek olan her bir 6rnek i¢in uygun miktarda PCR Master Mix ve
Primer Set karisimi hazirlanmistir. Ornek sayisina gore karisim hazirlandiktan sonra kisa bir
santrifiij yapilmistir. Daha sonra elde edilen karisimdan her bir PCR tiipiine uygun miktarlarda
(Tam reaksiyon ornekleri i¢cin 17.5ul, 1/2.5 reaksiyon i¢in 7ul, 1/5 reaksiyon igin 3.5ul)
dagitilmigtir. Sonrasinda her bir tiipe uygun miktarda (Tam reaksiyon drnekleri i¢in 2.5ul, 1/2.5

reaksiyon i¢in 1ul, 1/5 reaksiyon i¢in 0.5ul) DNA izolat1 (0.05-0.125ng/ul) eklenmistir.
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Negatif kontrol icin DNA yerine ayn1 miktarda diisiik-TE tamponu eklenmistir. Pozitif kontrol
icin ise DNA profili bilinen bir 6rnek secilmistir. Son reaksiyon hacmi tam reaksiyon, 1/2.5
reaksiyon, 1/5 reaksiyon i¢in sirasiyla 25, 10 ve 5 pl olup eksik sivi hacmi niikleaz igermeyen
su ile tamamlanmistir (Tam reaksiyon 6rnekleri i¢in Spl, 1/2.5 reaksiyon i¢in 2ul, 1/5 reaksiyon
icin 1ul). Kisa bir santrifiij isleminin ardindan tiipler PCR cihazina yerlestirilmis ve Tablo

VII’deki parametreler ayarlanarak analiz baslatilmistir.

Tablo VII: HUMDNA Typing-YanHuang PCR kiti dongii parametreleri.

Admm Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist
Baslangic 95 5 dakika
Inkiibasyonu
Denatiirasyon 95 10 saniye
Baglanma 58 1 dakika 28
Uzama 70 20 saniye
Son Uzama 60 30 dakika
Son Bekleme 4 o0

3.4.2. GlobalFiler kiti ile PCR
HUMDNA Typing YanHuang PCR kiti ile Globalfiler PCR kitini karsilastirmak i¢in
cogaltilacak her bir 6rnege ait miktarlar Tablo VIII’deki gibi olacak sekilde PCR reaksiyon

karisimi hazirlanmistir.

Tablo VIII: GlobalFiler PCR kiti bilesenleri ve gerekli olan miktarlari.

Miktar (ul)

Master mix 7.5

Primer Set 2.5
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Ornek sayisina gore karisim hazirlandiktan sonra kisa bir santrifiij yapilmistir. Daha sonra elde
edilen karigimdan her bir PCR tiipiine 10 pl olacak sekilde dagitilmistir ve devaminda her bir
tiipe 15 pl DNA izolati eklenmistir. Negatif kontrol icin DNA yerine aynt miktarda (15 pl)
diisiik-TE tamponu eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in ise 10 pl kontrol DNA (0.1 ng/ul) ve 5 pl

diisiik-TE tamponu eklenmistir.

Son reaksiyon hacmi her bir 6rnek i¢in toplam 25ul’dir. Kisa bir santrifiij igleminin ardindan
(3000 rpm, 20 saniye) tiipler Veriti PCR cihazina yerlestirilmis ve Tablo IX’daki parametreler

ayarlanarak analiz baglatilmistir.

Tablo IX: Globalfiler PCR dongii parametreleri.

Admm Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist
Baslangic 95 1 dakika
Inkiibasyonu
Denatiirasyon 94 10 saniye
Baglanma/Uzama 59 90 saniye 29
Son Uzama 60 10 dakika
Son Bekleme 4 24 saate kadar

3.4.3. Identifiler Plus Kkiti ile PCR
HUMDNA Typing YanHuang PCR kiti ile Identifiler Plus PCR kitini karsilastirmak i¢in
cogaltilacak her bir 6rnege ait miktarlar Tablo X’daki gibi olacak sekilde PCR reaksiyon

karisimi1 hazirlanmastir.



Tablo X: Identifiler PCR kiti bilesenleri ve gerekli olan miktarlari.
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Miktar (ul)
AmpF(STR™ Identifiler Plus Master Mix 10.0
AmpFISTR Identifiler Primer Set 5.0

Ornek sayisma gore karisim hazirlandiktan sonra 3 saniye kisa bir santrifiij yapilmistir. Daha

sonra elde edilen karisimdan her bir PCR tiipiine 15 pl olacak sekilde dagitilmistir ve

devaminda her bir tiipe 10 pul DNA izolat1 (0.1ng/pl) eklenmistir.

Negatif kontrol icin DNA yerine ayni1 miktarda (10 pl) diisiik-TE tamponu (10mM Tris, 0.1mM

EDTA, pH 8.0) eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in ise 10 pl kontrol DNA (0.1 ng/pl) eklenmistir.

Son reaksiyon hacmi her bir 6rnek i¢in toplam 25ul’dir. Kisa bir santrifiij (3000 rpm, 20 saniye)

isleminin ardindan tiipler PCR cihazina yerlestirilmis ve Tablo XI’deki parametreler

ayarlanarak analiz baglatilmistir.

Tablo XI: Identifiler Plus PCR dongii parametreleri.

Admm Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist
Baslangic 95 11 dakika
Inkiibasyonu
Denatiirasyon 94 20 saniye
Baglanma/Uzama 59 3 dakika 28
Son Uzama 60 10 dakika
Son Bekleme 4 24 saate kadar
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3.5. Kapiler Elektroforez ile Orneklerin Yiiriitiilmesi

3.5.1. Uygun I¢ Standart Belirlenmesi (Salmon500/LIZ500/LIZ600 Karsilastirmasi)

Tiim ornekler yiiriitilmeden 6nce hangi i¢ standart ile daha iyi analiz yorumu yapilabildigini
gormek adina LIZ 500, LIZ 600 ve kit dahilindeki Salmon 500, karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirmay1 yapmak adina yiirlitmede kullanilan karisim, 4 farkh kisiye ait drnekler ile ii¢
set i¢ standart 6rnegi hazirlanmstir. {1k set icin karisimda 9,6ul Hi-Di Formamid ve 0.4pl
Salmon 500, ikinci set i¢in 8,7ul Hi-Di Formamid ve 0.3ul LIZ 500, {igiincii set i¢in 9,6ul Hi-

Di Formamid ve 0.4ul LIZ 600 kullanilmigtir.

Toplamda 4 farkli kisi i¢in hazirlanan 12 karisim daha sonrasinda her biri 9ul olacak sekilde
PCR tiiplerine dagitilmistir. Bir sonraki adimda 9ul karigimin iizerine 1ul DNA eklenerek
karigimlar, PCR cihazinda 95°C’de 3 dakika denatiire edilmistir. Denatlirasyonu takiben
ornekler 3 dakika buzda bekletildikten sonra kapiler elektroforez cihazina yiiklenerek analiz
yapilmustir. Analiz sonucu LIZ600 ile daha iyi sonug alindig: fark edilerek tiim tez 6rneklerinde

LIZ600 kullanilmaya karar verilmistir.

3.5.2. Tez Orneklerinin Analizi

GlobalFiler PCR kiti ile ¢cogaltilmis analiz edilecek her bir 6rnek, pozitif kontrol ve negatif
kontrol i¢in 9,6l Hi-Di Formamid ve 0.4ul LIZ 600 ile bir karisim hazirlanmistir ve bu karisim
her birinde 10 pl olacak sekilde tiiplere eklenmistir. Identifiler Plus PCR kiti ile ¢ogaltilmis
analiz edilecek her bir 6rnek, pozitif kontrol ve negatif kontrol i¢in 8,7ul Hi-Di Formamid ve
0.3ul LIZ 500 ile bir karisim hazirlanmistir ve bu karisim her birinde 9 pl olacak sekilde tiiplere
eklenmistir. HumDNA Typing Yanhuang PCR Kkiti ile cogaltilmig analiz edilecek her bir 6rnek,
pozitif kontrol ve negatif kontrol i¢in 9,6ul Hi-Di Formamid ve 0.4ul LIZ 600 ile bir karisim

hazirlanmistir ve bu karisim her birinde 10 pl olacak sekilde tiiplere eklenmistir.
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Daha sonra tiiplerin her birine PCR {irlintinden 1 pl eklenerek homojen bir karigim elde etmek
icin pipetaj islemi yapilmustir. Ornekler, PCR cihazinda 95°C’de 3 dakika denatiire edilmistir.
Denatiirasyonu takiben o6rnekler 3 dakika buzda bekletildikten sonra karigim, ornek tepsisine
plaka lizerinde uygun numarali kuyucuga aktarilmis ve hava kabarcigi kontrolii yapilmistir. Son
olarak plaka, genetik analizore (ABI 3500) yerlestirilerek uygun parametreler (Tablo XII)
ayarlanmis ve analiz gerceklestirilmistir. Orneklerin elektroforezi 36'lik kapiler ve POP4

polimer kullanilarak yapilmistir.

8 kapilerli ABI 3500 genetik analizor cihazinda elektroforez yapilarak Identifiler Plus PCR Kiti
ile ¢cogaltilan 6rneklerde D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818, FGA lokuslar1
tiplendirilmistir. GlobalFiler PCR Kiti ile ¢ogaltilan 6érneklerde D8S1179, D21S11, D7S820,
CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51,
Amelogenin, D5S818, FGA, D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656, D12S391, SE33,

DYS-391, Y-INDEL lokuslari tiplendirilmistir.

HUMDNA TYPING (Yanhuang) PCR kiti ile c¢ogaltilan 6rneklerde Y-INDEL, AMEL,
D3S1358, D13S317, D7S820, D16S539, SE33, D10S1248, D5S818, D21S11, TPOX,
D1S1656, D6S1043, DXS6795, D19S433, D22S1045, D8S1179, Penta E, D2S441, DYS391,
D12S391, D2S1338, vWA, Penta D, THOl, DI18S51, CSFIPO ve FGA lokuslar

tiplendirilmistir. Elektroforez parametreleri Tablo XII’de goriilmektedir.

Tablo XII Elektroforez parametreleri.

Enjeksiyon Siiresi 15 sn
Enjeksiyon Voltaj1 1.2kV
Yiiriitme Siiresi 1210 sn

Yiiriitme Sicakhgi 60°C
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Yiiriitme Voltaji 15kV
Matriks G5
Boya Seti FGI _6dye

3.6. Elektroforez verilerinin analizi

8 kapilerli yiiritme saglayan ABI 3500 genetik analizor cihazinda elektroforez yapildiktan
sonra elde edilen ham verilerin goriintiilenerek tiplendirilmesi GeneMapper 5 analiz programi
kullanilarak tamamlanmigtir. Bu amagla, yeni bir proje programda olusturularak panel ve bin
setleri olusturulmustur. Yiriitme sonrasi elde edilen veriler eklenerek PCR f{iriinleri ve alelik
merdivenin ¢akistirilmast sonucu tiplendirme yapilmistir. Ek olarak, bulgular boliimiinde yer

alan elektroferogram goriintiileri alinarak analizler sonlandirilmistir.
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4. Bulgular

4.1. Miktar Tayini Verileri

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik
Ogrenci Laboratuvarinda Quant-iT™ dsDNA Assay Kit [High Sensitivity (HS)] kullanilarak
gerceklestirilen miktar tayini neticesinde 40 farkli kisiye ait drneklerden elde edilen miktar

tayini sonuglar1 Tablo XIII’de goriilmektedir.

Tablo XIII: Miktar tayini analizi sonuglari.

Ornek Numarasi Miktar Tayini (ng/pL)
1 2,54
2 5,1
3 7,33
4 4,47
5 6,16
6 7,68
7 10
8 7,57
9 7,63
10 7,54
11 8,86
12 7,89
13 7,82
14 8.42




15 6.19
16 232
17 18.8
18 10.3
19 6.62
20 46.6
21 56

22 21

23 24

24 12.7
25 15

26 23.8
27 23.6
28 23

29 28.6
30 6.47
31 3.31
32 4.41
33 6.1

34 8.82
35 11

36 7.22
37 4.52
38 3.36

38
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39 9

40 3.1

4.2. Salmon500/L1Z500/LIZ600 Karsilastirmasi

Orneklerin yiiriitiilmesi asamasinda hangi i¢ standart ile daha iyi analiz yapilabildigini
gorebilmek adina LIZ 500, LIZ 600 ve kit dahilindeki Salmon500 karsilastirmasi yapilmaistir.
Bu karsilagtirmay1 yapmak adina 4 farkli kisiye ait 6rnekler ile her ii¢ i¢ standart i¢in toplamda
12 6rnek hazirlanarak analiz yapilmistir. Analiz sonucu LIZ600 ile daha iyi sonug alindig1 fark
edilerek tez drneklerinde LIZ600 kullanilmasina karar verilmistir. Sekil 4, 5, 6’da 6rneklerden

birine ait Salmon 500, LIZ500 ve LIZ600 ile yapilan yiirlitmelerin elektroforegramlari

goriilmektedir.
Ladder HUM2023-02-24-13-30-18E07.fsa Ladder HUM None [ ] [ ]

0 60 . 120 . 180 ) 240 300 ) 360 420 480

21000

18000

15000

12000

9000

6000

3000

100.065.2)33.2587i939)'2.33.0.961. 0114 25.05.32916 .5266.0  300.0.49950.1960.0 711363/7.26 5 046 425.037.350.0  475.089.71 .0

Sekil 4: Salmon 500 i¢ standartina ait elektroferogram.

Kalite (pik yiikseklikleri) agisindan Salmon 500, LIZ 500 ve 600’e kiyasla daha yiiksek pik
degeri verse de Salmon 500’iin baz1 STR lokuslarinda piklerin olmas1 gereken noktalardan 1-2

baz kayma yaptig1 goriilmiistiir.

GeneMapper programinda gerekli parametreler girilerek dogru profile kisa siirede ulasilsa da

LIZ 600°de herhangi bir diizeltme yapmadan daha net sonuglar alinabildigi gortilmustiir.
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HUM 550 12023-04-13-14-35-40A06.fsa HUM 550 1 None [ | [ |
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
75.0 100.0 139.00.00.0  190.83.0 300.0)33.38 340.0).0 394.49) 431.33 500.0

Sekil 5: LIZ500 i¢ standartina ait elektroferogram.

HUM 550 22023-04-13-14-35-40B06.fsa HUM 550 2 None [ ] [ ]
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

15000

12000

9000

6000

3000

60.0 80.0 100.012.95.0 140.0 160.0 180.0 200.0.14.0.0 240.00.00.0 281.11300.0 84.01) 340.0 360.0 380.0 400.0.14.0.0

Sekil 6: LIZ600 i¢ standartina ait elektroferogram.

4.3. Farkh Reaksiyon Oranlarindaki Orneklerin PCR Sonuc¢lari (HumDNA Typing
Yanhuang PCR Kit)

Tez kapsaminda degerlendirilen parametrelerden biri de farkli reaksiyon oranlarinin PCR
sonuglarini nasil etkiledigini gézlemlemektir. Bu amagla HumDNA Typing Yanhuang PCR
Kiti ile tam reaksiyon, 1/2.5 reaksiyon ve ayni zamanda kitin performansini1 degerlendirmek
amaci ile 1/5 reaksiyon calisilmistir ve sirastyla her bir reaksiyonda 6rnek basina 2.5ul, 1ul ve
0.5ul DNA izolat1 eklenmistir. Yapilan PCR ve yiirlitme sonucu her {i¢ diliisyonda da basarili

sonuglar elde edilebildigi goriilmiistiir.

Bu amagla calisilan 6rneklerden ayni kisiye ait {i¢ farkli diliisyonun elektroforegramlar1 Sekil

7 (Tam reaksiyon), Sekil 8 (1/2.5 reaksiyon) ve Sekil 9 (1/5 reaksiyon)’de goriilmektedir.
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Sekil 7: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile tam reaksiyon ¢alisilmis 6rnege ait elektroferogram

goruntusu.
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Sekil 7: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile tam reaksiyon ¢alisilmis 6rnege ait elektroferogram

gorlintiisii (devamni).
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Sekil 8: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile 1/2.5 reaksiyon ¢alisilmis Ornege ait

elektroferogram goriintiisii.
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Sekil 8: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile 1/2.5 reaksiyon ¢alisilmis Ornege ait

elektroferogram goriintiisii (devami).
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Sekil 9: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile 1/5 reaksiyon c¢alisilmis 6rnege ait elektroferogram

goruntusu.
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Sekil 9: HumDNA Yan Huang PCR kiti ile 1/5 reaksiyon c¢alisilmis 6rnege ait elektroferogram

gorlintiisii (devamni).
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4.4. GlobalFiler PCR Kiti/HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti Karsilastirmasi

Tez kapsaminda yapilan karsilastirmalardan biri de GlobalFiler PCR Kiti ile HumDNA Typing
Yanhuang PCR Kitinin karsilastirilmasidir. GlobalFiler PCR Kiti dahilinde ¢ogaltilabilen 24
STR bolgesinin tiimii (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317,
D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, DI18S51, Amelogenin, D5S818, FGA,
D10S1248, D22S1045, D25S441, D1S1656, D12S391, SE33, DYS-391, Y-INDEL) HumDNA
Typing Yanhuang PCR Kiti ile de c¢ogaltilabilmistir. Buna ek olarak HumDNA Typing
Yanhuang PCR Kiti dahilinde ¢ogaltilabilen fakat GlobalFiler PCR Kiti dahilinde bulunmayan
4 STR bolgesi (D6S1043, DXS6795, Penta E, Penta D) de g¢alismamizda basariyla
cogaltilmistir. Karsilastirilan 6rneklerden ayni kisiye ait iki elektroforegram Sekil 10 ve Sekil

11°de goriilmektedir.
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Sekil 10: GlobalFiler PCR Kiti ile cogaltilmis X kodlu kisinin DNA 0&rnegine ait

elektroferogram (24 STR bolgesi).
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Sekil 10: GlobalFiler PCR Kiti ile cogaltilmis X kodlu kisinin DNA 0&rnegine ait

elektroferogram (24 STR bolgesi) (devami).
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Sekil 11: HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti ile ¢ogaltilmig X kodlu kisinin DNA 6rnegine

ait elektroferogram (28 STR bolgesi).
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Sekil 11: HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti ile ¢ogaltilmig X kodlu kisinin DNA 6rnegine

ait elektroferogram (28 STR bolgesi) (devami).

4.5. Identifiler Plus PCR Kiti/HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti Karsilastirmasi

Tez kapsaminda yapilan karsilastirmalardan biri de Identifiler Plus PCR Kiti ile HumDNA
Typing Yanhuang PCR Kitinin karsilagtirilmasidir. Identifiler Plus PCR Kiti dahilinde
cogaltilabilen 16 STR bdlgesinin tiimii (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358,
THO1, D13S317,D16S539, D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818

ve FGA) HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti ile de ¢ogaltilabilmistir.
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Buna ek olarak HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti dahilinde ¢ogaltilabilen fakat
GlobalFiler PCR Kiti dahilinde bulunmayan 12 STR bolgesi (D10S1248, D22S1045, D2S441,
D1S1656, D12S391, SE33, DYS391, Y-INDEL, D6S1043, DXS6795, Penta E, Penta D) de
calisgmamizda basariyla cogaltilmistir. Karsilagtirilan Orneklerden ayni kisiye ait iki

elektroforegram Sekil 12 ve Sekil 13’°de goriilmektedir.
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Sekil 12: Identifiler Plus PCR Kiti ile ¢ogaltilmis Y kodlu kisinin DNA Ornegine ait

elektroferogram (16 STR bolgesi).
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Sekil 13: HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti ile ¢ogaltilmis Y kodlu kisinin DNA 6rnegine

ait elektroferogram (28 STR bolgesi).
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Sekil 13: HumDNA Typing Yanhuang PCR Kiti ile ¢ogaltilmis Y kodlu kisinin DNA 6rnegine

ait elektroferogram (28 STR bolgesi).
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5. Tartisma
Adalete hizmet eden bir ¢alisma alani1 olan adli genetik kapsaminda bir¢cok farkli analiz
gerceklestirilmektedir.  Delillerin  ait oldugu kisiler ile eslestirilmesi, bireylerin
kimliklendirilmesi, soy bagi ve ebeveynlik tespiti gibi analizler adli genetik
uygulamalarindandir. Bu analizler esnasinda ¢esitli biyobelirteglerden yararlanilmaktadir ve

STR’ler en sik tercih edilen biyobelirteglerdendir.

Olay yerlerinden elde edilen ve olduk¢a hassas olan biyolojik materyallerin analizi esnasinda
dogrulanmis yoéntemlerin kullanilmas1 ¢ok 6nemlidir (30). Istenilen DNA bélgelerinin
cogaltilmasinda kullanilan PCR Kkitlerinin de dogrulanmasi gerekmektedir ve amaca uygun

kitler tercih edilmelidir.

Tezin amact dogrultusunda HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler alaninda
kullanilabilirligi degerlendirilmistir ve adli genetik laboratuvarlarinda siklikla tercih edilen iki
farkl kit (Identifiler Plus ve GlobalFiler) ile karsilagtirilmigtir. Tez kapsaminda karsilastirilan
ii¢ kitin de icerigindeki STR bolge sayilar1 farklidir ve en ¢ok bdlge inceleme imkani veren Kkit,
HUMDNA Typing Yanhuang PCR kitidir. Incelenen STR bélgelerinin sayisi arttikca elde
edilen sonuglarin ayrim giicii dolasiyla da giivenilirligi artmaktadir. Tek tek bakilacak olursa
The AmpFI/STR Identifiler Plus Kiti dahilinde 16 STR bolgesi ¢ogaltilabilmektedir (38) ve bu
bolgeler D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539,
D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818 ve FGA’dir. GlobalFiler
PCR kiti, Identifiler Plus PCR kitinin igerdigi tiim lokuslar1 igermektedir. Bu lokuslara ek
olarak 8 daha fazla STR bolgesi cogaltma kapasitesine sahiptir. Toplamda 24 lokusun
cogaltilmast i¢in tasarlanan GlobalFiler PCR Kiti (39) dahilindeki STR boélgeleri D8S1179,
D21S11,D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, vWA,
TPOX, D18S51, Amelogenin, D5S818, FGA, D10S1248, D22S1045, D2S441, D1S1656,

D12S391, SE33, DYS-391 ve Y-INDEL dir.
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Tez amaci1 dogrultusunda bu iki kite kiyasla kullanilabilirligi degerlendirilen HumDNA Typing
Yan Huang PCR kiti bu ii¢ kit arasinda en fazla STR lokusu ¢ogaltabilme kapasitesine sahip
kittir. Toplamda 28 bolge (40) iceren kit, GlobalFiler ve Identifiler kitlerinin igerdigi tiim
lokuslar1 ¢ogaltabilme giiciine ek olarak GlobalFiler kitinden 4, Identifiler Plus kitinde 12 daha
fazla STR bolgesi igermektedir. HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti igerigindeki STR
bolgeleri; Y-INDEL, AMEL, D3S1358, D13S317, D7S820, D16S539, SE33, D10S1248,
D5S818, D21S11, TPOX, D1S1656, D6S1043, DXS6795, D19S433, D2251045, D8S1179,
Penta E, D2S441, DYS391, D12S391, D2S1338, vWA, Penta D, THO1, D18S51, CSF1PO ve

FGA’dir.

Lokus sayilarinin ayrim giicii ve dislama giicii lizerindeki 6nemi ¢ok biiyiiktiir (41). Analiz
edilen lokus sayist arttikca bireyler arasindaki ayrim giicii de artmaktadir. Kit {ireticisi
tarafindan saglanan verilerde Identifiler, GlobalFiler, HumDNA Typing Kit Yan Huang PCR
kitlerine ait kiimiilatif ayrim giicii sirasiyla 1-6.65¢!7, 1-1.96e%* ve 1-3.53¢>”’dur (40).
Identifiler, GlobalFiler, HumDNA Typing Kit Yan Huang PCR kitlerine ait kombine digslama
glicii ise siwrastyla 0.999999, 0.999999999 ve 0.99999999999’dur (40). Bu karsilastirma
Identifiler PCR kiti {lizerinden yapilmistir fakat tezde kullanilan Identifiler Plus kiti ile
Identifiler PCR kiti ayn1 lokus sayisina ve ayrim giiciine sahiptir. Plus kitin bir 6nceki kite (The
AmpF/STR Identifiler Kit) kiyasla hassasiyeti ve saglamligi gelistirilmistir (38). Verilere
bakildiginda ii¢ kit arasinda en yiiksek ayrim giicli ve diglama giicli bakimindan en iyi kitin 28
lokus igeren HumDNA Typing Kit Yan Huang PCR kiti oldugu goriilmektedir. Bu iki
parametreye ek olarak lokus sayilari degrade (bozunmus) Orneklerde de oldukca Snemli
olabilmektedir. Degradasyona bagli olarak bazi1 zarar goéren STR bolgeleri PCR’da
cogaltilamayabilir (5). Fakat kit sayesinde ¢ogaltilmasina imkan verilen STR bdlge sayilari
fazla olursa degrade orneklerden elde edilebilecek bilgi sayis1 da artirilabilir. Bu agidan en

avantajli kit HumDNA Typing Kit Yan Huang PCR kitidir.
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Kitin ayrim giicii ve dislama giicii agisindan giiclii olmasi kadar verimli bir zaman diliminde bu
islemi gerceklestirebiliyor olmasi 6nemli bir parametredir. Cok hizli analizler gerektiren
durumlarda (6rnegin, kitlesel felaketlerde kimliklendirme) kullanilan PCR kitinin az bir siirede
verimli sonuglar saglamasi onemli bir avantajdir. Karsilagtirilan Identifiler Plus, GlobalFiler ve
HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti ile 6rneklerin ¢ogaltilmasi isleminde sirasiyla 28, 29
ve 28 dongii tercih edilmistir. Bu dongii sayilar1 ve her kitin kendi prosediirleri baz alinarak
hesaplanan yaklasik PCR siireleri Identifiler Plus, GlobalFiler ve HumDNA Typing Yan Huang
PCR kiti i¢in sirasiyla 115 dakika, 60 dakika ve 77 dakikadir. Kit prosediirleri incelendiginde
GlobalFiler ve Identifiler Plus PCR kitinin baglanma ve uzama basamaklarinin tek bir adimda
gerceklesirken HumDNA Typing Yan Huang PCR kitinde baglanma ve uzama basamaklarinin
ayr1 ayri sicakliklarda gerceklestigi goriilmektedir. Ug kit arasinda zaman bakimindan en
dezavantajli kitin Identifiler Plus PCR kiti oldugu; GlobalFiler kitinin ise en avantajli kit oldugu
goriilmektedir. Fakat daha fazla STR bdlgesi ¢ogaltma kapasitesi sahip olma, ayrim giicli ve
diglama giicii hesaba katildiginda GlobalFiler ve HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti

arasinda zaman farkli telafi edilebilirdir.

Zaman parametresine ek olarak karigim orneklerinde incelen STR lokuslarinin sayica fazla
olmasi1 6rneklerin ayirt edilmesinde oldukg¢a 6dnemli olabilir. Bu nedenle HumDNA Typing Yan
Huang PCR kiti bu bakimdan GlobalFiler ve Identifiler Plus PCR kitlerine kiyasla daha

avantajlidir.

Kit dahilindeki bolgelerin isaretlenmesinde kullanilan boyalar kiyaslanacak olursa; Identifiler
Plus PCR kiti 5-floresan boya isaretli bir kittir ve kullanilan boyalar 6-FAM™ (mavi), VIC™
(yesil), NED™ (sar1), PET™ (kirmizi)’dir. I¢ standardin isaretlenmesinde ise tercih edilen

LIZ™ (turuncu)’dir.
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GlobalFiler PCR kiti 6-floresan boya isaretli bir kittir ve kullanilan boyalar 6-FAM™ (mavi),
VIC™ (yesil), NED™ (sar1), TAZ™ (kirmiz1), ve SID™ (mor)’dir. I¢ standardin
isaretlenmesinde ise tercih edilen LIZ™ (turuncu)’dir. Bu iki kit arasinda kirmiz1 boyalar ve
Identifiler Plus kitinde bulunmayan mor boya farklilik gdstermektedir. 6 floresan boya isaretli
STR c¢oklu PCR sistemi olarak gelistirilen HumDNA Typing Yan Huang PCR kitinde
kullanilan boyalar FAM (mavi), HEX (yesil), YTAM (sar1), FSID (kirmizi), FTAZ (mor)’dir.
I¢ standardn isaretlenmesinde ise tercih edilen Salmon500 (turuncu)’diir. Diger iki kite kiyasla
ortak boya sayis1 azdir. Elde edilen sonuglara bakildiginda kitin i¢erdigi boyalarla gayet net
sonuglar alinabildigi goriilmustiir. Diger iki kitteki boyalara alternatif olarak HumDNA Typing

Yan Huang PCR kitindeki boyalar kullanilabilir.

Identifiler Plus kiti dahilinde i¢ standart olarak LIZ500; GlobalFiler kiti dahilinde i¢ standart
olarak LIZ600 (38, 39) bulunmaktadir. Siklikla kullanilan bu iki i¢ standarttan farkli olarak
HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti igerisinde Salmon500 yer almaktadir. Hangi i¢ standart
ile daha iyi sonuglar elde edilebilecegini gérmek adina HumDNA Typing Yan Huang PCR kiti
ile ¢ogaltilacak orneklerden segilerek her {i¢ i¢ standart karsilastirilmistir. Ve sonug olarak
LIZ600 ile daha iyi okuma yapilabildigi goriilmiistir. Elde edilen ham verinin
degerlendirilmesi i¢in dogru bir i¢ standardin tercih edilmesi olduk¢a onemlidir. Aradaki

farklilik i¢ standartlarin formiilasyon farkliligindan kaynaklanabilir.

Tez kapsaminda HumDNA Typing Yan Huang PCR kitinin degerlendirildigi bir bagska
parametre de farkli oranlardaki PCR karisimlarinin 6rneklerin analizindeki etkisidir. Bu
parametrenin degerlendirilme nedeni adli bilimlerde baz1 durumlarda analiz edilecek &rnek
miktar1 ¢ok az olabilmektedir. Yiiriitiilmesi gereken birden ¢ok test olabilme ihtimali de g6z
ontline alindiginda eldeki izolatin dikkatli ve tasarruflu kullanimi ¢ok 6nemlidir. Buna baglh
olarak adli bilimler ¢caligmalarinda tercih edilen bir PCR kitinin kisitl miktarlarda kullanimda

dahi sonug¢ vermesi biiyiik bir avantajdir.
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Bu amagla farkli oranlarda (1, 1/2.5, 1/5) PCR karisimlar1 hazirlanmig ve test edilmistir. Tam
reaksiyon ve 1/2.5 reaksiyon karigimlari kit protokoliinde yer alan karigimlardir. Buna ek olarak
1/5 reaksiyon karigimi da hazirlanarak kiyaslanmistir. Bu karsilagtirma c¢alismasinda DNA
dilisyonu (0.1 ng/ul) sabit tutulmustur fakat farkli hacimlerde DNA eklenerek PCR
gerceklestirilmistir. Her karisim oraninda da basarili sonuglar elde edilmis ve boylelikle ¢ok az
hacimde DNA ile dahi sonug alinabildigi goriilmiistiir. Elde edilen bu veri adli bilimler alaninda
oldukc¢a kiymetlidir. Bu nedenle 6rnek miktar1 azlig1 sorununun iistesinden gelinmesinde test

edilen kitin kullanigh oldugu dogrulanmaistir.

Adli genetik alaninda yiiriitiilen popiilasyon genetigi ¢aligmalarinda incelenen STR lokuslarinin
say1si arttikca bireyler ve dolayisiyla popiilasyon arast ayrim giicii artmaktadir. Bu nedenle
poplilasyon ¢alismalarinin yiiriitiilmesi ¢ok énemlidir. Tez kapsaminda incelenen HumDNA
Typing Yan Huang PCR kitinin kullanildig1 popiilasyon ¢alismalar1 incelendiginde literatiirde
sadece bir tane aragtirmaya rastlanmistir. Ruanda Afrika’da yiiriitilen bu popiilasyon
caligmasinda kit dahilindeki 28 STR lokusundan 24 otozomal STR lokusu analiz edilerek

popiilasyondaki genetik cesitlilik degerlendirilmistir (44).

Calismada degerlendirilen parametrelere bakacak olursak bunlar; CDP: Cumulative
Discrimination Power (Kiimiilatif Ayrim Giicii), CMP: Combined Matching Probability
(Birlesik Eslesme Olasiligi), CPE: Cumulative Probability of Exclusion (Kiimiilatif Diglama
Olasilig1) ve CPI: Combined Paternity Index (Birlesik Babalik Indeksi)’dir. Her bir STR bolgesi
icin bu degerler hesaplanmistir ve analiz edilen 24 STR bdlgesinin yliksek polimorfizme sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle bireylerin kimliklendirilmesinde kullanilabilecegi ifade
edilmigtir. Burada popiilasyon genetigi caligmalarinin 6nemi goriilmektedir. Ek olarak
caligmada incelenen lokuslardan SE33’ilin en yiiksek; D13S317°nin ise en az polimorfizme

sahip oldugu belirtilmistir (44).
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Benzer sekilde Tiirkiye popiilasyonunda yiiriitillen bir calismada SE33 lokusunun adli
kimliklendirmede giivenilirligi test edilmis ve elde edilen verilere goére SE33 lokusunun ayrim
giiclinlin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir (45). Tirkiye popiilasyonunda bu kit ile
yiiriitiilecek olas1 bir popiilasyon ¢alismasinda kit dahilindeki 28 lokusun polimorfizm oranlar1
degerlendirilebilir. Boylelikle hangi STR lokusuna sahip bireylerin popiilasyonun geri
kalanindan daha kolay ayirt edilebilecegi bilgisi edinilecektir. Bu 6nemli bilgi ise adli
bilimlerde olduk¢a dnemli olacaktir. Ciinkii toplumun geri kalanindan farkli bir polimorfik
bolgeye sahip olmak bir vakanin ¢dziimlenmesinde ya da bireylerin kimliklendirilmesinde ¢ok
kullanigh bir biyobelirte¢ olacaktir. Popiilasyon i¢inden farkli olarak diger popiilasyonlarla
yapilacak olan bir calisma neticesinde iilkemizde adli olaya karigmig yabanci uyruklu bireylere
ait olma potansiyeli degerlendirilerek dislama yolunda Onemli bir ayirt edici bilgi elde

edinilebilir. Bu nedenle popiilasyon ¢aligmalarinin yiiriitiilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Kit kullaniminin en biiylik dezavantaj, kit ile ilgili destek almanin diger global kit tireticilerine
kiyasla daha zor olmasidir. Bu problem haricinde kitin genel performansi iyi bulunarak adli
bilimler kapsaminda kullanilabilir olduguna kanaat getirilmistir. Calisma sonucunda kitin en
onemli avantajlarinin; kisa siirede fazla sayida STR bdlgesi ¢ogaltilmasina imkan tanimasi ve
az miktardaki Orneklerle diisiik reaksiyon karisimi oranlarinda dahi verimli sonuglar

saglayabilmesidir.
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6. Sonug
Bir sucun aydinlatilmast i¢in farkli alanlarda uzmanlarin ¢alisarak adalete hizmet ettigi bir
disiplin olan adli bilimlerde genetik bilimi biiyilk ©nem tasimaktadir. Insanlarin
kimliklendirilmesi, soy bag1 tespiti, ebeveynlik testleri, delillerin aidiyetlerinin belirlenmesi
gibi bir¢ok olayda faydalanilan adli genetik uygulamalarinda en c¢ok tercih edilen
biyobelirtegler STR’lerdir. Analizlerde incelenen STR belirteclerinin sayisi arttik¢a elde edilen
sonuglarin da giivenilirligi artmaktadir. Tezin amacit dogrultusunda HUMDNA Typing
Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler alaninda kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Bu tez
kapsaminda da alanda siklikla tercih edilen iki farkli kite (Identifiler Plus ve GlobalFiler) ek
olarak HUMDNA Typing Yanhuang PCR Kiti kullanilmistir. Tez kapsaminda karsilastirilan
ii¢ kitin de icerigindeki STR bolge sayilar1 farklidir ve en ¢ok bdlge inceleme imkani veren Kkit,
HUMDNA Typing Yanhuang PCR kitidir. Buna ek olarak, HUMDNA Typing Yanhuang PCR
Kiti kullanarak ¢ogaltilan 6rneklerin yiiriitmesinde ii¢ farkli i¢ standart (Salmon500, LIZ500 ve
LIZ600) test edilmis ve LIZ600 ile daha iyi sonu¢ alindigi goriilmiistiir. Tez kapsaminda
degerlendirilen bir baska parametre de az Ornek miktar1 olmasi durumunda HUMDNA
Yanhuang PCR kitinin kullanilabilirligi olmustur. Bu amagcla farkli oranlarda (1, 1/2.5, 1/5)
PCR karisimlari hazirlanmis ve test edilmistir. Her diliisyonda da basarili sonuglar elde edilmis
ve boylelikle cok az miktarda DNA ile dahi sonug alinabildigi goriilmiistiir. Elde edilen bu veri
oldukg¢a kiymetlidir. Ciinkii adli bilimlerdeki analizlerde, klinik arastirmalara kiyasla ¢ok daha
az miktarda orneklerle ¢alisabilme ihtimali mevcuttur. Bu nedenle 6rnek miktar1 azliginin telafi
edilmesinde test edilen kitin kullanigl oldugu dogrulanmistir. Sonug olarak HUMDNA Typing
Yanhuang PCR Kitinin adli bilimler dahilinde ytiriitiilen genetik ¢alismalarinda kullanigl bir
kit oldugu dusiiniilmektedir. Katilimc1 sayisinin artirtlmasi ile yapilacak olan bir popiilasyon
genetigi calismasi ile daha detayli sonuglar elde edilebilecegi ve literatiire kazandirilabilecegi

diisiiniilmektedir.
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BILGILENDIRILMi$S GONULLU OLUR FORMU

"Bir aragtirma g¢alismasma katilmak igin davet edilmis bulunmaktasimiz. Asagidaki bilgileri okuduktan sonra calismaya
katilmak isterseniz, bu formu imzalaymniz. Formu imzalamaniz ¢alismanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve
kararimnizi serbestge verdiginizi belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadiginiz
ifadeler varsa galigmadaki arastirmacilara sorarak bilgi edininiz."

BGOF asgari olarak asagida belirtilen bashklari, aciklamalari ve béliimleri icermelidir:

“Adli Kimliklendirme Cahsmalarinda Kullanilan HUMDNA TYPING (Yanhuang-PCR) Kitinin Dogrulanmasi,
Giivenilirliginin Degerlendirilmesi ve Tiirk Toplumundaki Alel Frekans Dagihmlarimn incelenmesi” adli
¢aligmaya davet edilmis bulunmaktasiniz.

Calismanin bir aragtirma oldugu

Yapilacak ¢aliyma akademik amagh bir arastirmadir

Arastirmanin amaci,

Kimliklendirme ve akrabalik tayini analizleri adli bilimlerde en ¢ok bagvurulan analizlerdir. Bu testler yiiriitiilirken
bakilan kisa ardigik tekrarlar (STR’ler) 2-6 baz ¢ifti uzunlukta olan ve adli genetikte oldukga tercih edilen genetik
belirtegler olmakla birlikte bireyler arasi farklilhik gostermektedirler. Kisa ardigik tekrar bolgelerinin ayrim giiciiniin
yiiksek olmasi ve eslesme olasiligiin dogru hesaplanmasi oldukga 6nemlidir ve bu ozelligin belirlenebilmesi adina
popiilasyon ¢alismalari yapilarak alel frekanslar belirlenmektedir. Aleller, ayni kromozom iizerindeki bir genin degisken
formlar1 olmakla beraber alel frekansi, bu gen gesitliliginin bir popiilasyondaki goriilme sikligidir. Diger bir deyisle alel
frekanslar1 genetik ¢esitliligin bir yansimasidir. Ayrim giicii yiiksek lokuslarin yani toplumda alel frekans: diisiik olan (az
bulunan) bolgelerin tercih edilmesi, masum bir insanin siipheli konumundan ¢ikarilmasina veya bir akrabalik analizinde
yanlig eslesme yapilmasmin 6niine gegmektedir. Yeni bir kit ile ¢alisirken izlenecek protokoliin iddia ettigi sekilde
vadettigi sonuglari yerine getirip getirmediginin kontroliiniin yapilmasi validasyon (dogrulama) islemleri olarak
adlandirilir. Calismada, 28 STR bolgesi iceren HUMDNA TYPING (Yanhuang) kitinin validasyonu yapilarak Tiirk
toplumundaki alel frekans dagilimlar incelenecektir. Bu tez ¢aligmast ile birlikte Tiirk toplumu icin HUMDNA TYPING
(Yanhuang) PCR kitinin laboratuvarda validasyonunun agiz igi siirlintii 6rneklerinden yapilmasi ve akredite durumda
olan Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli Genetik Laboratuvari’min kapsam
gelistirmesine yonelik alt yapt ¢alismalarinin olusturulmasi hedeflenmektedir.

Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi i¢in ongoriilen siire,

Goniilliiniin kabul ettigi tiikiiriik 6rnegini vermesi disinda arastirmaya devam etmesi igin ongoriilen bir siire yoktur.
Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi,

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayis1 200 olarak belirlenmistir.

Arastirmada uygulanacak tedaviler,

Aragtirmada tedavi yontemi uygulanmayacaktir.

Varsa farkh tedaviler icin goniilliilerin arastirma gruplarina rastgele atanma olasihgmin bulundugu,

Goniilliilere tedavi yontemi uygulanmayacaktir.

Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dihil olmak iizere izlenecek veya goniillilye uygulanacak
yontemlerin tiimii,

Arastirma igin goniillerden sadece vermeyi kabul ettigi viicut sivis1 6rnegi/ornekleri alinacaktir. Arastirma sirasinda
goniilliilerden agiz igi siiriintii gubugu yardimu ile tiikiiriik 6rnegi toplanacaktir.

Arastirmanin deneysel kisimlari,

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nu imzalayan, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, 18 yas iistil rastgele
se¢ilmis yaklasik 200 (kadin-erkek) goniilliden agiz i¢i siirlintli ¢ubugu yardimiyla alinan tiikiiriik 6rneklerigaligma
zamanina kadar +4 °C’de muhafaza edilecektir. Sonrasinda, biyolojik 6rneklerden DNA’nin silika yontemi ile
izolasyonu, elde edilen izolatlardan DNA’ ninflorometrik yontemle miktar tayini, ¢alisilacak STR lokuslarmin PCR ile
¢ogaltilmasi, ¢ogaltilan STR lokusalellerininkapilerelektroforez ile tiplendirilerek sonuglarin gériiniir hale getirilmesi ve
validasyon hesaplamalarinin Excel programi, popiilasyon genetigi datalar1 Arlequin 3.5 - Population Genetics
programlari kullanilarak hesaplanmasi adimlari sirastyla takip edilecektir.

Goniilliiniin maruz kalacagi ongoriilen riskler veya rahatsizhiklar (arastirma hamilelerde veya lohusalarda
yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit cocuklarinin da maruz kalacag éngoriilen riskler veya rahatsizhklar dahil
olmak iizere),

Goniilliilerin maruz kalacagi herhangi bir risk veya rahatsizlik ongoriilmemektedir.

Arastirmadan makul él¢iide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii acisindan hedeflenen herhangi bir klinik
yarar olmadiginda goniilliiniin bu durum hakkinda bilgilendirilecegi,

Calismada goniilliiniin saglayabilecegi bir klinik yarar bulunmamaktadir.

Goniilliiye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve bunlarin olasi yarar ve riskleri,
Goniilliiye uygulanabilecek alternatif tedavi yontemleri bulunmamaktadir.
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ilgili mevzuat geregince gerekiyorsa goniilliiye verilecek tazminat (sigorta) ve / veya saglanacak tedaviler,
Calismada herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

Varsa, goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler hakkindaki bilgiler,

Goniillilerin ulagim, yemek gibi masraflarina iliskin bir deme yapilmayacaktir.

Goniilliilerin sorumluluklari,

Goniilliilerin tiikiiriik vermeleri disinda higbir sorumluluklart bulunmamaktadir.

Goniilliiniin arastirmaya katiliminin istege bagh oldugu ve goniilliiniin istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirnma maruz kalmaksizin, hicbir hakkim kaybetmeksizin arastirmaya katilmay: reddedebilecegi veya
arastirmadan ¢ekilebilecegi,

Goniilliiniin aragtirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima maruz kalmaksizin arasgtirmadan
¢ekilebilecektir. Ayrica, aragtirmact tarafindan da gerek goriildigiinde katilimei arastirma disi birakilabilir.
Goniilliiniin kimligini ortaya ¢ikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna aciklanamayacagi; arastirma
sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimliginin gizli kalacag

Goniilliniin kimligini ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna agiklanmayacaktir; aragtirma sonuglarinin

yayimlanmasi halinde dahi goniilliintin kimligi gizli kalacaktir.

Izleyiciler, yoklama yapan Kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saghk otoritelerinin géniilliiniin orijinal tibbi
kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilecegi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacag, yazih bilgilendirilmis
goniillii olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya kanuni temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis olacagi,
izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin goniilliiniin orijinal tibbi
kayitlarina dogrudan erisimleri olacaktir. Ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler
elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegi,

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde
edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegini taahhiit ederim.

Goniilliiniin; arastirma, kendi haklar veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi
temin edebilmesi icin temasa gecebilecegi Kkisiler ile bu Kisilere ait giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon
numaralari,

Goniilliniin; arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin
edebilmesi igin temasa gecebilecegi kisiler proje yiriitiiciisi Nazli Holiimen, Danigsman Prof. Dr. Emel Hiilya
Yiikseloglu’dur. 24 saat boyunca ulasabilecekleri telefon numaralar sirast ile 05394999630, 05052213407°dir.
Goniilliiniin arastirmaya katihminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya nedenler,

Goniilliilerin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek herhangi bir durum veya neden bulunmamaktadir.
Calisma sonrasi arastirma iiriinlerine erisim,

Calisma sonrasi arastirma {iriinlerine yapilacak tez ¢alismasi ile ulasilabilir.

Goniillillerden alnacak biyolojik materyallerin ne oldugu, hangi amacla alindig1 ve analizlerinin nerede
yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda yapilmasi durumunda biyolojik materyallerin nereye
gonderileceginin aciklanmasi),

Goniilliilerden tiikiiriik 6rnegi toplanacaktir. Bu biyolojik drnegin segilme amaci, tibbi personel gerekmeksizin daha
kolay toplanabilir ve muhafaza edilebilir olmasidir. Calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler
Enstitiisii’nde toplanacak ve analiz edilecektir. Analizler yurtdisinda yapilmayacaktir.

BGOF’nin imza béliimiinde;

“Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim aciklamalar1 okudum. Bana yukarida konusu ve amaci belirtilen
arastirma ile ilgili yazih ve sozlii aciklama asagida adi belirtilen arastirmaci tarafindan yapildi. Arastirmaya
goniillii olarak katildigim, istedigim zaman gerekeeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi
biliyorum”ifadesi goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.

“S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul ediyorum”ifadesi
goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.
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26. Goniilliiniin ad1 / soyadi / imzas / tarih,

27. Arastirma ekibinde yer alan ve arastirma hakkinda bilgilendirmeyi yapan yetkin bir arastirmacinin adi / soyadi
/ imzas1 / tarih,

28. Gerekiyorsa olur islemine tanik olan kisinin ad1/ soyadi / imzasi / tarih,

29. Gerekiyorsa anne ve baba veya kanuni temsilcinin adi / soyadi / imzas / tarih,

ileride yapilacak arastirmalar icin;

30. Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen
aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen aragtirmaci tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii
olarak katildigimy, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan da arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

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

“Adli Kimliklendirme Calismalarinda Kullanilan HUMDNA TYPING (Yanhuang-PCR) Kitinin Dogrulanmasi,
Giivenilirliginin Degerlendirilmesi ve Tiirk Toplumundaki Alel Frekans Dagilimlarinin Incelenmesi’’ adli arastirma
kapsaminda agiz i¢i siriintii ¢ubugu yardimu ile alnan tiikiirik Orneginin, (Gonillii tarafindan uygun olan sik
isaretlenmelidir.)

OSadece yukarida bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.
Oileride yapilmas1 planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

O Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Géniilliiniin Ad: Yetkin Arastirmacinin Adi: Genetik miihendisi ve biyomithendis Nazli
Goniilliiniin Soyadi: Yetkin Aragtirmacinin Soyadi: Holiimen
Goniilliiniin Cinsiyeti: Kadin OErkekd
Goniilliiniin Yast:
Yetkin Arastirmacinin imzasi:
Tarih:

Goniilliiniin Imzas1:

Pediatrik calismalar i¢in;
31. Bugalisma pediatrik popiilasyonda yiiriitiilmeyecektir.
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