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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
ADLI TIPTA KULLANILAN MOLEKULER GENETIK YONTEMLER VE

UYGULAMALARI

Omer Avni YESILDAG

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Yrd.Dog.Dr.Serap TUTGUN ONRAT

Adli Tipta ebeveyn tayini, kimlik tespiti, cinayet ve tecaviiz vakalarinda suglularin
tespiti gibi caligmalarda ve daha bir¢ok alanda DNA temeline dayali pek ¢ok molekiiler
genetik yontem ve yeni teknolojiler kullanilmaktadir. Bu c¢alismanin amaci yaygin
olarak kullanilan molekiiler yontemlerin adli kullanimlarm1 degerlendirmektir.
Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerinden Istanbul Adli Tip Kurumu Baskanlig1 Biyoloji Ihtisas
Dairesi’ne gelen adli drneklerden manuel ve M48 biorobot izolasyon protokollerine
uygun olarak DNA izolasyonu yapildi. Ancak degerlendirmeler otomatik izolasyon
sonuglarina gore yapilmistir. Elde edilen DNA izolatlari, Qigen marka izolasyon kit’1
kullanilarak touch down PCR protokolii'ne gore ¢ogaltilmistir. Tipleme ABI Prism 3130x
cihazinda kapiller elektroforez yontemi ile yapilmistir. Degerlendirme adli vakalarda talep
edilen analize bagli olarak RFLP ( Restriction Fragment Lentht Polymorphism), PCR
(Polymerase Chain Reaction ), VNTR ( Variable Number Tandem of Repeat
Polymorphism), ASO ( Allel Specific Oligoniicleotid Reverse Dot Blot Analysis ),
STR (Short Tandem Repeat Polymorphism), X-STR, Y-STR yontemleri baz almarak
yapilmistir. Bu c¢aligmada intikal eden vakalarin biiyiikk c¢ogunlugunda olay yeri
materyali ile slipheliye ait 6rneklerden elde edilen kapiller elektroforez goriintiilerinin
birebir ortiistiigii bulunmustur. Adli Tip’ta identifikasyon uygulamalarinda PCR, STR,
X-STR, Y-STR yontemlerinin diger yontemlere gore daha ¢ok kullanildig1 sonucuna
varilmistir.
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis
THE MOLECULAR GENETIC METHODS USED IN FORENSIC MEDICINE and THEIR
APPLICATIONS

Omer Avni YESILDAG
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology
Supervisor: Assistant Professor. Serap TUTGUN ONRAT

Many molecular genetic methods and new technologies which are based on DNA base,
have been used for determining identity, criminals in killing and physical abuse and
parents in forensic medicine. The aim of this study is to evaluate legal use of molecular
methods which are used, commonly. DNA isolation had been made in pursuance of
isolation protocols of manuel and M48 biorobot from various regions of Turkey the
forensic cases which come to Biology Expert Bureau of Istanbul Forensic Medicine
Foundation Management. However, evaluations had been made in respect of the results
of otomatic isolation. Obtained DNA isolates had been reproduced or increased in
respect of touch down PCR protocol by using isolation kit by Qigen mark. Typecasting
had been made by capiller elektroforez method in ABI Prism 3130x tool. Evaluation had
been made or applicated by using the methods of RFLP (Restriction Fragment Lentht
Polymorphism), PCR 8Polymerase Chain Reaction), VNTR (Variable Number Tandem
of Repeat Polymorphism), ASO (Allel Specific Oligonucleotid Dot Blot Analyses), STR
(Short Tandem Repeat Polymorphism), X-STR, Y-STR according as demanded
analyses. In this study, materials which are scene of crime, with capiller elektroforez
views or images overlap as one to one in many of the events which were occured. It is
argued that PCR, STR, X-STR, Y-STR methods are more used in relation to the other

methods in identification applications in forensic medicine.

2009, 91 pages
Key Words: Molecular Genetic Methods, PCR, RFLP, VNTR, ASO, STR, X-STR, Y-STR
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1.GIRIS ve AMAC

Insanlar, kiigiik veya biiyiik topluluklar halinde yasarlar ve yasadiklar1 ¢evrede bir
sosyal diizen gelistirirler. Sosyal diizenin oldugu her yerde bu diizeni bozan kisiler ve
eylemler de olmaktadir. Bu da "su¢ ve suglular" kavramini ortaya g¢ikarmaktadir. Bu
kisilerin sosyal diizene karsi isledikleri suglara reaksiyon olarak toplumdan soyutlanmalar1
ve bir sekilde ceza ¢gekmeleri de bir gerekliliktir. Toplumsal huzuru saglamak ve insanlarda
diizene kars1 giiven duygusunu pekistirmek i¢in, islenen suga uygun ve yeterli cezayi
belirlemek ve uygulamak hukuk biliminin ¢alisma alanma girer. Insanlara kars1 islenen ve
sahislarin herhangi bir sekilde zarar gordiigii suclarda, zararin niteligini ve derecesini
belirlemek ise tibbi ilgilendiren bir konudur. Tibbin adalete yardimci olmasi nedeniyle, tip
ve hukuk bilimleri en eski zamanlardan beri birbirleriyle yakin baglant1 icinde olmuslardir.
Onaltinci yiizyildan sonra, basta Italya ve Almanya olmak iizere gesitli iilkelerde Adli Tip
ayr1 bir bilim dali olarak 6nem kazanmis, 6zellikle 19. ylizyildan itibaren hizla gelismistir.
Giinlimiizde tip bilimlerinde, ozellikle genetik ve Molekiiler Biyoloji alanlarindaki
gelismeler, hukukun adil ve hizli islemesi i¢in alinan Onlemlerle birlesince, Adli Tip,
dolayisiyla Adli Tip’ta kullanilan molekiiler genetik ¢ok onemli bir bilim dali haline
gelmistir (Soysal ve Eke 1999).

Son 20 yil iginde DNA temeline dayali pek ¢cok molekiiler genetik yontem ve yeni
teknolojiler gelistirilmistir. Bu teknolojiler popiilasyonlarm tanimlanmasinda, gen
fonksiyonlarinin belirlenmesinde, genom haritalarmin ¢ikarilmasinda, Adli Tip’ta ebeveyn
tayini, kimlik tespiti, cinayet ve tecaviiz vakalarinda suglularmn tespiti gibi ¢calismalarda ve
daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Mahkemeler, hakimlikler, savciliklar tarafindan
gonderilen c¢esitli materyalleri incelemek ve sonuglarini raporla tespit etmekle

gorevlendirilen Ihtisas Daireleri ve Ihtisas Kurullar1 sunlardir:

Adli Tip Ihtisas Daireleri
Morg ihtisas Dairesi; otopsi, kemik ve organ incelemeleri
Fizik incelemeler Ihtisas Dairesi; yazili belge, silah vb. incelemeler

Kimyasal Tahliller Ihtisas Dairesi; ilag, zehir, madde incelemeleri



Biyoloji Ihtisas Dairesi; doku, leke vb. incelemeler, kimliklendirme, babalik arastirmalari
Gozlem Ihtisas Dairesi; hukuki sorumluluk, ceza sorumlulugu gibi adli psikiyatrik
muayeneler

Trafik Ihtisas Dairesi; trafik kazalarinda kusur vb. incelemeler

Adli Tip ihtisas Kurullan

1. Thtisas Kurulu; 6liimlii olaylar

2. Thtisas Kurulu; yaralanmalar, rza gegmeler...

3. Ihtisas Kurulu; kaza yaralanmalari, maluliyet

4. Thtisas Kurulu; ceza sorumlulugu, hukuki sorumluluk vb.

5. Thtisas Kurulu; Zehirlenmeler, babalik degerlendirmeleri vb.

6. Ihtisas Kurulu; Ahlaka aykiri ciiriimler, ¢ocuk diisiirme, yas tespiti vb.

gorevleri tistlenmektedir.

Adli Tip Genel Kurulu: Adli Tip Ihtisas Daireleri, ihtisas Kurullar1 ve diger saglk
kuruluslar: tarafindan kesin karara baglanamamis konulari, bu birimlerin verdikleri rapor ve

gorisler arasinda ¢ikan celiskileri inceler ve kesin karara baglar.

Biyoloji Ihtisas Dairesi'nin gdrevleri sdyle belirlenmistir ;

a) Mahkemeler, hakimlikler, savciliklar tarafindan gonderilen kanli esya, sperm lekesi,
lekeli esyadan kan gruplar1 ve faktorleri, babaligin tayini, kan sayimi; kan ve omurilik
stvisinda bakteriyolojik ve serolojik incelemeler yaparak sonucunu raporla mahalline
bildirmek,

b) Gonderilen sug aletleri, giysi, esya lizerinde sperm ve diger biyolojik lekeleri aramak,
c) Besin maddelerinin biyolojik ve bakteriyolojik incelemelerini yaparak Gida
Maddeleri Tiiziigline uygunlugunu arastirmak,

d) Vajinal ve anal frottilerde spermatozoid aramak,

e) Spermiogram yapmak,

f) Gebelik testi yapmak,

g) Kan lekelerinin insan veya hayvana ait olup olmadigini, miimkiinse kaynagini, insana

ait ise grup ve faktorlerini belirlemek. Bunlarin disinda lekenin ne zaman meydana



geldiginin, kadina m1 erkege mi ait oldugunun tespiti gibi arastirmalarin yapilmasi da
istenebilir ( Tunal1 1995).

Biyolojik delillerde antijenlerin dayanma siirelerini bilmek 6nemlidir. Ciinkii bu
deliller adliye emanetinde bazen aylar1 bulan siirelerde bekletildikten sonra savcilik
tarafindan Adli Tip laboratuarlarina gonderilmektedir. Antijenlerin dayaniklilik siiresi ve
bunun o6nemi bilinmediginden, antijenik aktivitenin kaybolmasi nedeniyle 6nemli
adli hatalar yapilabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, yukarida belirtilen ihtisas daireleri ve kurullarina intikal eden
adli olaylarda, adli tibbin delilden sugluya ulasma siirecinde kullandigr molekiiler genetik

yontemler ve uygulamalarinin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Genetik

Molekiiler Biyoloji alanindaki son 20 yilda ortaya konan hizli gelisim, bu konunun
bugiin biyoteknoloji olarak adlandirdigimiz ve yasam bilimlerinin her tiirlii alaninda
uygulamaya giren teknolojinin kullanimi ile gerceklesmisti. DNA’nin  manupule
edilebilmesini saglayan restriksiyon enzimlerinin kullanimi ile baglayan siire¢ bugiin pek
cok canlinmn tiim genomunun arastirilabilmesini saglayan teknolojik ve metodolojik
uygulama ara¢larinin kullanimini giinliik uygulamamiza sokmustur.

Molekiiler Biyoloji devam eden siirecte 6nem kazanan genetik, biyokimya, hiicre
biyolojisi ve biyofizik gibi dallarin gelismesiyle ortaya ¢ikti. Canli organizmada hayati
onemleri olduk¢a fazla olan niikleik asitler, proteinler ve enzimlerin yapilarinin tamamen
aydinlatilmas1 Molekiiler Biyolojinin ilgi alanidir. Bu maksatla X 1sinlar1 disfraksiyonu ve
elektronmikroskobu gibi ileri tekniklerden faydalamilmaktaydi Insan ve diger canlilarmn
genomlar1 aydinlanmaya basladiktan sonra Molekiiler Biyolojinin genel ilgi alam
canlilardaki niikleik asitlerin, proteinlerin ve onlarin tistlendikleri gorevleri ve birbirleriyle
olan etkilesimleri anlamaya yonlenmistir. Bu giinlerde Molekiiler Biyoloji alaninda ortaya
¢ikan yeni yontemlerin yardimiyla hizli bir gelisme siirecine girmis ve hem hastaliklarin
gercek nedenleri anlagilmaya baslanmis hem de biyoteknolojik ve biyonik gelismelerin
yolu agilmistir. DNA mikrogipleri ile genlerin ekspresyon profillerinin alinmasi olas1 hale
gelmis, gergek zamanli PCR ile gen ekspresyonunun incelenebilmesine olanak vermistir.
Floresan antikor ve protein teknolojileri, bu floresan proteinlerin hiicre iginde
sentezlenmesiyle veya ilgilenilen proteinlere kaynastirilmasiyla proteinlerin hiicre iginde
takibi miimkiin olmus ve hangi hiicrelerin hangi sartlar altinda bu proteinleri nasil ve
nerede kullandiginin anlagilmasini saglamistir. Bir ¢ok hiicre tiiriiniin kiiltiire edilmesi
genetik hayvan deneylerinde hangi genetik faktorlerin hangi sorunlara yol agtigini anlamay1
kolaylastrmistir. Rekombinant DNA teknolojileri ile canlilar arasi gen alis verisi miimkiin
olmus ve bir¢ok alanda yeni iirlinlerin tiretilme yolu agilmistir. Bu gelismelerin en 6nemlisi

molekiiler genetik yontemlerin adli vakalarin ¢éziimiinde kullanilmasidir.



2.2. Adli Bilimlerde Delillerin Onemi

Cok eski zamanlardan beri suglarm ispatinda " itiraf " esas alinmistir. Ozellikle Orta
Cag'da itiraf ettirme amaciyla 6zel yontemler ve aletler gelistirilmistir. Ancak bu yontemler
kisileri bazen islemedikleri sug¢lar1 islemis gibi itirafa zorlamistir. Oysa ama¢ her zaman
gercegi ortaya c¢ikarmak olmalidir ve bunun i¢in zanlnin suglu olup olmadigini
bilimsel verilerle ispat etmek gerekir.

Sug isleyenler ne kadar profesyonel olurlarsa olsunlar, her sug¢ belli bir gayreti, belli
yerlere temasi gerektirdiginden olay yerinde mutlaka delil birakirlar (Sander 1997). Bu
delilleri olay yerinde arastirma, usuliine uygun olarak toplama, saklama ve laboratuvara
ulastirma agamalarinin gereken 0zen gosterilerek yapilmasi zanlinin suglulugunu ya da
sugsuzlugunu ortaya ¢ikaracaktir. Biiyiik bir hizla ilerleyen teknolojinin olanaklari, adli
bilimlerde de delillerin belirlenmesinden baslayarak tiim asamalarda kullanilmaktadir.
Bilimsel yaklasimla elde edilen sonuglarda hata veya yanilgi olmayacagindan toplumda
adalete ve diizene giiven duygusunu da arttiracaktr. Bu nedenle her tir delili
baslangic asamalarindan itibaren dikkatle aragtirmak ve degerlendirmek  biiyiik 6nem
tasimaktadir (Grunbaum and Crim 1982).

Kriminal olaylarda, olaya ilk miidahale eden giivenlik gii¢lerinin gérevi; giivenligi
saglamak, olay yerini bozmadan korumak, delillerin kaybolmasini o6nlemek, olayla
baglantis1 olabilecek kisilerin olay yerinden uzaklagsmasini Onlemektir. Hakim veya
saveinin gerekli incelemelerini yapmasindan sonra resmi veya sivil uzmanlardan olusan
ekipler tarafindan deliller toplanir ( Sander 1997).

Deliller hakim veya savciya teslim edildikten sonra gerekli incelemelerin yapilmasi
icin ilgili daireye gonderilir. Delillerin biyolojik kaynakli olanlarinda kontaminasyon ve
bozulma riskinin yliksek olmasi nedeniyle alinmalari, saklanmalar1 ve incelenecekleri
laboratuvarlara ulastirilmalart dogru yontemlerle ve olabildigince hizli olmalidir
(Muralidharan and Wemmer 1994).

Deliller niteligi, miktar1, boyutlar1 farkl olabilen ¢esitli materyallerdir. Bu anlamda
cok dnemlidirler. Ciinkii; arastirmalar1 kurbana, siipheliye ve ¢evreye yonlendirir, parcalar1
anlamli kilar ve bir araya getirirler. islenmis ya da islenecek sucun anahtar noktalarmi

ispatlayabilirler. Su¢ ile kisilerin kimlikleri arasinda iliski kurulmasmi saglarlar.



Sugsuzu ortaya ¢ikarirlar. Magdurun tanikligini giiclendirirler. Detaylar1 belirledikleri i¢in

siiphelinin itiraf etmesini saglarlar ( Sander 1997, Int.Kyn.2 ).

2.3. Delillerin Yaygin Tipleri

Delillerin bazilar1 sabit veya hareket ettirilemeyecek kadar agir cisimlerin lizerinde
bulunabilirler. Topraktaki ayak izleri, tekerlek izleri bu tiir sabit delillere 6rnek olarak
verilebilir. Tagmabilir deliller ise olay yerinden almip laboratuvar incelemelerinde ve
aragtirmalarda  kullanilan delillerdir. Delillerin ayrimi  uygulanacak laboratuvar
incelemesinin tipine gore de yapilabilir ancak bunu her delil i¢in uygulamak miimkiin
degildir. Ornegin bir santaj mektubu , iizerindeki parmak izlerinin arastirilmasi igin "Fizik
Incelemeler Ihtisas Dairesi", zarfin yapiskan yerindeki ve pulun arkasindaki tiikiiriik
orneginden kimlik belirlenmesi i¢in "Biyoloji ihtisas Dairesi" tarafindan incelenebilir.
Kriminal olaylarda delillerin yaygin tipleri sunlardir:
1. Biyolojik Materyaller: Olay yerinde bulunan veya sugla iligkisi kurulan insan veya
hayvan kaynakli killar, kan, meni, tiikiiriik ve benzeri gesitli viicut sivilar1 ve bunlarin
lekelerini tasiyan kumas, sigara izmariti, bardak gibi nesneler bu kategoriye girer. Bu
materyallerin serolojik ve biyokimyasal incelenmesiyle orijinlerinin belirlenmesi ve
bireysellestirilmesi miimkiindiir. Ayrica organ, doku pargalari, viicut sivilar1 ve killardan
cesitli toksik madde, ilag ve alkol analizi i¢in yararlanilir.
2. Dokiimanlar: Uzerinde daktilo, bilgisayar veya el ile yazilmis yazi olan kagitlar,
miirekkep, ozellikle silinmis, degistirilmis yazilar, yanmis dokiimanlar sahtecilik agisindan
arastirilir.
3. Ilaglar: Uretim, dagitim ve satmu yasalarla diizenlenmis, saldirganlik veya siddet
yaratabilen uyusturucu ilaglarm varlig1 ve igerigi arastirilir.
4. Patlayicilar: Patlayici igeren nesneler ve bir patlamadan sonra geriye kalan tiim kalintilari
icertir.
5. Atesli silahlar: Mermiler, bos kovanlar, mermi ¢ekirdekleri atesli silahlar incelenir.
6. Lifler: Tim sentetik veya dogal lifler nesneler, kisiler ve olay arasinda ilginin
kurulmasma yardimer olabilirler.

7. Parmak izleri: Cesitli esyalar lizerinde goriinen veya gizli tiim parmak izleri incelenir.



8. Cam: Hirsizlik, trafik kazalarinda vurup kagma olaylarinda, ne taraftan ates edildiginin
belirlenmesinde olay yerinde bulunan bir cam parcacigi veya bir aletle
kesilmis, delinmis pencere cami olaym aydnlatiimasina yardimci olur.

9. Izler: Damgalar, topraktaki ayak izleri ve yiyecek, giyecek lizerindeki fabrika baskilar:
gibi delillerdir.

10. Boya: Kuru veya sivi olsun herhangi bir boya, bir objenin ylizeyinden bir baska objenin
ylizeyine bulasabilir. Yaygm bir ornek, otomobil kazalarinda bir aragtan digerine boya
transferidir. ABD'de her yil iiretilen araglara o yil i¢in bir boya standardi verilmektedir
Yabanci1 veya eski araglar bu boyalarla boyanamadiklar1 i¢in boya analizi ile aracin hangi
yila ait oldugu anlasilmaktadir.

11. Petrol iirlinleri: En yaygin olarak goriilenler, kundakc¢ilik olaylarinda elde edilen yag
lekeleri veya benzindir.

12. Toprak ve mineraller: Ozel bir bdlgeye ait toprak ve minerallerden, kisi veya nesnenin o
bolge ile baglantisini kurdurabilecek ayrintilar elde edilebilir.

13. Cesitli yiyecekler: Elbise, ayakkabi veya nesneler tiizerinde herhangi bir yiyecek
pargasinin bulunmasi kisi veya nesne ile olay arasinda baglant1 kurdurabilmektedir.

14. Alet izleri: Herhangi bir olayda kullanilan bir aletin bir bagka nesne iizerinde
olusturdugu izlerdir. Bir kapi kilidini agmak i¢in kullanilan bir tornavidanin biraktigi
stirtiinme ve baski izleri 6rnek olarak verilebilir.

15.Arag 1s1klari: Araglarin  farlarinin  agik veya kapali olmast zamanin belirlenmesi
amacityla kullanilir (Sander 1997, Giiney 1998).

Ayrica digme, ip, toprak, kiil, talas, komiir, bitkiler, kozmetikler, yiyecek paketleri
ve benzeri gesitli deliller olayla magdur ve siipheliler arasindaki baglantinin kurulmasini
saglar. Delilleri dikkatle arastirma ve degerlendirmenin Onemini vurgulayan bir Ornek
olarak Aldo Moro cinayetini verebiliriz. 1978 yilinda Kizil Tugaylar tarafindan kagirilan
Italya Bagbakam Aldo Moro'nun cesedi bir arabanm bagajida bulunduktan sonra, ¢coklu
teknik yaklagimiyla deliller arastirilmistir. Moro' nun giysileri, ayakkabilari, arabanin i¢i ve
dis1 incelenmis, bulunan toprak ve bitki 6rneklerinin degerlendirilmesi sonucu suglular
yakalanmistir (Lombardi 1999).

Mikroskobik boyutlarda da olsa fiziksel deliller aragtirmanin énemli bir agsamasini



olustururlar. Eger delillerin arastirilmasi, incelenmesi ve korunmasi, baslangi¢ asamasindan
itibaren gereken dikkat, duyarlilik ve beceri gosterilmeksizin yapilirsa olaylarin agikliga

kavusturulmasi zorlasir (Moenssens et al. 1995).

2.4. Biyolojik Deliller

Lockhart'm "her temas kendi izini brrakir" sozii Adli Tip’ta delilin 6nemini vurgula
maktadr. Bu iz ne kadar kiiciik olursa olsun gelismis teknolojik olanaklarin dikkatli
kullanimiyla belirlenmesi ve analiz edilmesi miimkiindiir. Bir kan damlas1 veya sigara
izmariti yoluyla ¢Ozlimlenen kriminal olaylarin anlatildigi programlar televizyonlarda
ilgiyle izlenmektedir. Ozellikle son yillarda gelistirilen yontemler sayesinde ¢ok kiigiik
miktardaki biyolojik Orneklerle olaylar1 aydinlatmak miimkiin hale geldiginden bu tiir
deliller daha da 6nem kazanmislardir.

Kan, meni, tikirik, ter, gozyasi, vajen ifrazati, gaita, siit ve siit agzi, idrar ve
bunlarin lekeleri ile killar, organ pargalari, tinak ve kemikler biyolojik delilleri
olustururlar. Bu delillerle ilgili aragtirmalar1 yapmak Adli Biyoloji disiplininin gorevleri
icine girmektedir.
Ozellikle cinayet, tecaviiz, saldir1 gibi siddet iceren olaylarda kan, meni, tiikiiriik lekeleri
bazen tek delil olmaktadirlar. Bu nedenle bu lekelerin tespitiyle baslayan incelemeler
biiyiik 6nem tagimaktadir. Fizik yapilarmin 6zellikleri, viicut dokular1 ve sivilart kisilere
diger insanlardan aywrdedilmelerini saglayan bireysel 0Ozgiinliigli kazandwrir. Birgok
kriminal olaym aydinlatilmasinda ve babalik tayininde kalitsal olarak aktarilan bu
Ozelliklerden yararlanilir. Bu amagla kullanilan viicut sivilar1 ve bunlarm lekeleri arasinda
onem bakimindan kandan sonra tiikiiriik lekeleri gelmektedir. Ozellikle tecaviiz ve cinayet
olaylarinda tiikiiriik lekesinden yararlanilarak fail ve magdurun kimliklerini belirlemek ve
bdylece olay1 aydinlatmak  miimkiindiir. Kisinin sekretorlilk denen genetik 6zellige sahip
olmasi durumunda, antijenik kuvvetinin daha fazla olmasi nedeniyle, kandan ¢ok daha az
miktarda tiikiiriik ile kan grubunu belirlemek miimkiindiir ( Matsuzawa et al 1985, Carolina
at al. 2007).

Adli Tip yoniinden tasidigi oneme ve avantajlara ragmen, tilkemizdeki Adli Tip

literatiirinde tiikiirik ve tiikiirik lekelerine yeteri kadar yer verilmedigi goriilmiistiir.



Yabanci ¢aligmalarda ise grup tayini yontemleri {izerinde durulmus, ancak grup ozelligi

veren antijenlerin dayanma siireleri hakkinda yapilmis bir arastirmaya rastlanilmamastir.

2.5. Biyolojik Delillerin Toplanmasi

Teknik olanaklar, ekipman, bilgi birikimi ve deneyim ne kadar gelismis olursa olsun
esas belirleyici faktor delilin durumudur. Bu nedenle biyolojik delillerle yapilan
calismalarda, delilin belirlenmesiyle baslayan tim asamalar titizlikle ve dikkatle
uygulanmalidir ( Fisher and Block 1998).

Delil toplamanin 6nemini gosteren bir Ornek, Amerika Birlesik Devletleri'nde
yiizyilin davasi olarak isimlendirilen profesyonel futbol oyuncusu Orenthal James Simpson
davasidir. Esini ve esinin erkek arkadasini 6ldiirmekle suglanan Simpson'in avukatlari,
polisin delil toplamadaki hatalar1 tizerinde durmuslardir. Gergekten olaymn arastirilmasi
sirasinda 6zellikle kan ve parmak izi gibi delillerin toplanmas1 ve saklanmasinda gereken
duyarlilik ve beceri gosterilmediginden deliller deger kaybetmislerdir ve olay agikliga
kavusturulamamistir (Int.Kyn.3)

Kriminal bir arastirmanin basariyla sonu¢lanmasinda biyolojik delilleri inceleme
asamalar1 biiylik oneme sahiptir. Adli serolojinin klasik uygulama alani olan babalik reddi
ve kan grubu, alt grup ve faktorlerinin saptanmasinin yanisira, gesitli su¢ olaylarinin
aydmlatilmasinda viicut sivilarmin ve eser miktarda da olsa bunlarin lekelerinin yiiksek
giivenilirlik oranina sahip kanitlar olarak kullanilmalariyla, bireysel tanimlama
(identifikasyon) ve ayrim (diferansiasyon) yapmak miimkiindiir (Albek 1999).

Bu kanitlarin standartlara uygun bir sekilde toplanmalarini, saklanmalarini,
incelenecekleri laboratuvarlarin teknik kapasiteleri ve uzmanlarin bilgi diizeyleri belirler.
Eger arastirici biyolojik kanitlar1 dogru yerde aramaz, onlar1 ayirt edemez veya
laboratuvarda yapilacak arastrmalara uygun sekilde almaz ve saklamaz ise laboratuvarin
teknik kapasitesi ne kadar gelismis olursa olsun dogru sonuca ulagsmak miimkiin degildir.
Ayni sekilde, tiim bu agamalar dogru yapildiginda, laboratuvardaki uzmanin bilgi diizeyinin
yetersizligi, acemiligi veya dikkatsiz c¢alismasi, sonucu etkileyecektir. Bu nedenlerle
basarili bir kriminal arastirma biyolojik delilleri toplama ve korumada standardize edilmis

yontemlerin uygulanmasi ¢cok gereklidir (Presley 1997).



Biyolojik delil s1v1 halde ise miimkiin oldugunca c¢abuk steril olan plastik veya cam
bir tastyictya alinmalidir. Bu islemler sirasinda delili toplayanin hem kendi sagligi igin,
hem de delili kontamine etmemek i¢in eldiven kullanmasi1 gereklidir. Lekeler dikkatle
dokiimanlanip fotograflanmalidir. Lekenin kuru veya sivi halde olmasina, iizerinde
bulundugu materyalin 6zelligine ve biiylikliigline uygun malzeme ve yontemler kullanilarak
deliller toplanir. Tiikiiriik genellikle 1sirik izleri ile birlikte bulunur. Tiikiiriik bulunan bu
bolgelerin fotografi cekildikten sonra nemlendirilmis bir svap veya gazli bez ile 6rnek
toplanmalidir. Gazli bez boyutlarint miimkiin oldugu kadar kii¢iik 6lgide tutmak gerekir.
Kumas tizerinde bulunan leke kesilerek alinabilecegi gibi bazen giysiler yeniden G6rnek
olusturmak amaciyla kullanilabildiginden tiimiiyle alinabilir. Islak tiikiiriikk veya diger viicut
stvilarini igeren giysilerin disina ve igine kagit katmanlar1 konulmali, kuru yerinden tutulup
kagit tastyiciya yerlestirildikten sonra ikinci bir kagit tasiyiciya konulmalidir. Sigara
izmariti, yiyecek artiklari, pegete, kiirdan gibi tiikiirik 6rnegi tasiyabilecek materyaller el
degmeden, pensle alinmali ve her 6rnek ayr1 tagiyiciya konulmalidir. (Grunbaum 1989)

Dokiimantasyon, kriminal ve toplumsal arastirmalarda hem hukuki hem de bilimsel
yonden oOnemlidir. Her materyalin orijinal konumu ve diger baglantili bilgiler not
edilmelidir ¢iinkii dokiimantasyondan sonuca gotiiriicii bilgiler elde edilir. Tasiyicilar
kapatilip miihiirlendikten sonra buzdolabinda saklanip, miimkiin oldugunca ¢abuk

laboratuvara ulastirilmalidir (Giiney 1998, Wright 1998).

2.6. DNA ve Polimorfizm

Adli Tip alaninda DNA analizi ile kimlik tespiti, son yillarda tiim diinyada buna
paralel olarak iilkemizde de giindeme gelmis bulunmaktadir. Bu gelismeye molekiiler
genetik veya bir baska deyisle rekombinant DNA teknolojisinde kaydedilen ilerlemeler
neden olmustur. Rekombinant DNA teknolojisinin bu gelisimi, tek yumurta ikizleri harig¢
her bir kisi igin 6zgiin olan profilleri adli makamlar ve bilim adamlarmin igbirligi ile cezai
ve hukuki davalarin ¢oziimiinde kesin delil saglamak amaciyla kullaniimaktadir. Bu
davalarin kapsamina cesitli cinayet ve tecaviiz olaylarmin ¢6ziimii, babalik tayini ve diger

soy tayinleri girmektedir (Dinger 1996, Ozcelik 1996, Tobe and Linacre 2007).
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insan genomu yaklasik 3x10° baz ¢iftinden olusmaktadir ve genetik bilgiyi tasiyan
yaklasik 30,000 gen 46 kromozom igerisinde bulunmaktadir. Insan DNA'smin yaklasik
%099,8’1 iki insan arasinda aynidir ve insanlardaki genetik cesitlilik DNA zincirindeki
kiigiik farklardan kaynaklanmaktadir. Bazi DNA sekanslarindaki farklar insan genetik
yapisini etkilememekte bazilari ise direkt farkliliklara neden olmaktadir. Bunlar anatomik,
fizyolojik, tedaviye cevap, ilaglara karsi yan etki, enfeksiyonlara yatkinlik, kansere
yatkinlik ve kisilik 6zellikleri gibi genetik farkliliklardir. Bir genin 6zgiin bir kromozom
bdlgesinde (lokus) bulunan DNA dizisinin birkag alternatif formundan her birine "allel"
denir. Insanlar her otozomal lokusunda biri anneden digeri babadan gelen iki allel
bulundurur. Farkli genom lokuslarindaki allellerde ¢ok ¢esitli mutasyonlar bulunmaktadir.
Bu mutasyonlar toplumda ¢esitli varyasyonlar meydana getirir. Bir lokusta birden fazla
allelin bulunmasi seklindeki DNA niikleotid degisimlerine polimorfizm adi verilir.
Allellerin genel popiilasyondaki kromozomlarin %]1'inden fazlasinda bulunmasi " genetik
polimorfizmi" olusturur. Allelik siklik %I’den kiigiik ise bunlara "nadir varyantlar" denir.
Genlerin regiilator (diizenleyici) bolgelerinde bulunan polimorfik alleller genlerin

transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek fenotipik degisikliklere neden olabilirler.

2.6.1. Dizi (Sekans) Polimorfizmi

Ik bulunan polimorfizmlerdir. DNA molekiiliinii olusturan baz dizisindeki
insersiyon, delesyon veya yer degisikligi (substisyon) sonucu olusurlar. HLA geninin
asir1 degisken bolgeleri ve mitokondrial DNA’nin D-loop bdlgesi sekans polimorfizmi
gosteren ve adli amagh kimliklendirmede siklikla kullanilan bolgelerdir. (Lee et al.

1994, Balazs 1990)

Insan genomunda tekrarlanmayan "unique" niikleotid dizilerinin yami sira birkag
defadan binlerce ye kadar degisen sayida tekrar edilen niikleotid dizileri de bulunur. Bu
dizilerin kopya sayilarindaki cesitlilik, DNA'daki niikleotid degisimleri Polimorfizm
olarak isimlendirilir. DNA Polimorfizmleri Mendel kurallarina gére aktarildiklar1 i¢in
genetik isaret olarak kullanilirlar. Birinci siklikla genlerin protein kodlamayan

bolgelerinde, ikinci olarak protein kodlayan bolgelerde veya gen disinda bulunurlar.
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Mutant gen i¢inde veya yakininda olusan DNA dizi polimorfizmi mutant genin ogul
dollere gegisini gdstermek i¢in kullanilir (Chantal and Fourtney 1992, Dinger 1996, Lee
et al. 1998, Ozcelik 1996).

Insanda 6. kromozomun kisa kolu iizerinde bulunan HLA-DQAI lokusu son
yillara kadar gerek nesep davalarinda gerekse adli amagli kimliklendirmede siklikla
kullanilmigtr. Mt DNA dizilemesi sureti ile kimliklendirmede ise 6zel kosullarmn
varhiginda kullanilan ve DNA dizi polimorfizmine dayali bir diger yontemdir. Ozellikle
maternal kalitimin gosterilmesi gereken durumlar ile c¢ekirdek DNA’smm degrade
oldugu durumlarda yararli olmaktadir. Son yillarda adli bilimler alaninda kullanim alani
bulan bir diger sekans(dizi) polimorfizmine dayali analiz yontemiyse SNP (Single

Nucleotid Polymorphism) analizi olarak adlandirilan tek niikleotid polimorfizmleridir.

2.6.2. Uzunluk Polimorfizmi

Insan genomunda belirli baz dizilerinden olusan ¢ekirdek {initenin birbiri ard1 sira
degisik sayida tekrarindan olusan DNA fragmanlar1 bulunmaktadir. Ardisik olarak tekrar
eden bu dizilerin tekrar sayilar1 toplumu olusturan bireyler arasinda farkliliklar gdsterdigi
icin bu polimorfizmlerden adli amacli kimliklendirmede yararlaniimaktadir. Bireyler
arasindaki tekrar sayis1 degisikligi bu spesifik fragmanin uzunlugunun degisik olmasina yol
acmaktadir. Uzunluk farki gosteren bu DNA bolgeleri VNTR'lar (Variable Number of
Tandem Repeats-Degisken Sayida Ardisik Tekrar Polimorfizmi ) olarak adlandirilmaktadir.
VNTR'lar niikleotid veya niikleotidlerin delesyon, insersiyon ve/veya esit olmayan krosing-
over'i sonucu olusabilmektedir. Mendel yasalarina gore kalitilirlar. Yiiksek aywt etme
giicline sahiptirler. VNTR'lar tekrar dizilerinin icerdikleri baz sayisina gore ikiye ayrilirlar.
Tekrar dizisi alt1 baz ¢iftinden fazla ise Uzun Ardisik Tekrarlar (Long Tandem Repeats;
LTRs) ya da minisatellit, iki ile alt1 baz cifti arasinda ise Kisa Ardisik Tekrarlar (Short
Tandem Repeat-STRs) ya da mikrosatellit olarak adlandirilirlar (Serin 2002, Chung at al.
2008).

DNA polimorfizmlerinin biiyiik bir kismini ndtral tek baz ¢ifti degisimleri olusturur.
Bunlar restriksiyon enziminin tanima bdlgesini ortadan kaldiran veya yeni bir tanima

bolgesi olusturan degisimlerdir. Enzimin iki tanima bdolgesi arasindaki delesyon veya
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insersiyon, enzim kesimi esnasinda fragmentlerin boyutlarinda farklhiliklar meydana getirir,
olusan bu farklar restriksiyon fragmentlerinin uzunluk polimorfizmleri olarak tanimlanir
(Huang 1995, Jeffreys 1985, Ozgelik 1996, Dinger 1996).

Son yillara kadar hasta lokuslarmin, haritalanmasinda insan linkage (bilesiklik)
haritalarinin olusturulmasinda, hastaliklarin tanisinda, anormal mayozlarm ve mitozlarin
gosterilmesinde genetik isaret olarak RFLP'lerden yararlanilmaktayd: (Dinger 1996,
Ozgelik 1996, Dilmec 2008).

Bugiin insanda yapilan genetik analizler multiallelik olan ve allellerin heterozigot
olma ylizdesi yiiksek olan DNA polimorfizmleri ile yapilmaktadir. Bunlar ardarda
tekrarlayan DNA dizileridir. Tekrarlanan dizilerin olusturdugu DNA isaretleri ¢ok sayida
allel igerirler. Bu tip isaretler icin bireyin heterozigot olma olasilig1 ¢ok yiiksektir (Dinger
1996, Erdag 1994, Ozgelik 1996).

Tekrarlanan DNA dizileri minisatellit tekrarlar ve mikrosatellit tekrarlar olarak
ikiye ayrilirlar. Minisatellit tekrarlar 10-15 baz ¢ifti uzunlugunda bir kor dizisi igeren 30-35
baz ¢ifti uzunlugunda bir DNA dizisidir. Tekrar sayisinin farkliligina goére boyutlar1 200
baz ¢iftinden 1000-2000 baz ¢iftine kadar degisim gosterir. Olusan VNTR polimorfizmi
tekrarlanan dizilerin sayismna baglidir (Dinger 1996, Erdag 1994, Ozgelik 1996).

Mikrosatellitler ise iki, li¢, dort veya bes niikleotitten olusan kisa DNA dizilerinin
degisken sayida ardarda tekrarlanmasi ile olusurlar. Bunlar kisa tekrar gdosteren DNA
dizileri (STR) olarak isimlendirilir. STR'lar VNTR'lara gore daha kiiciik DNA dizileri
olduklarindan daha kolay bir metodoloji ile analiz edilirler. Ortalama insan genomunun her
30.000 baz ciftinde bir bulunurlar. Tekrarlanan dizinin kopya sayist her iki homolog
kromozomda farklilik gosterir. Bu ise tekrarlanan kopya sayis1 farkliligina bagl olarak,
heterozigot yiizdesini arttirir (Dinger 1996, Erdag 1994, Jeffreys 1985, Ozcelik 1996).

Diniikleotid tekrarlar, insandaki genetik cesitliligin en O©nemli kaynagini
olustururlar. Genomda ¢ok yaygin olduklari i¢in yaklasik her gen i¢inde veya yakininda bir
cok dinukleotid marker igerir. STR marker ailelerinin gesitliligi mutant genin
tanimlanmasma ve ailelerdeki gecisine olanak verir (Dinger 1996, Edwards et al. 1991,

Graul 1989).
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Cok kisa dizi tekrarlar1 dahil olmak {izere asir1 degisken lokuslarin PCR ile
cogaltimi DNA tipleme sistemlerinin hassasiyetini biiylik dl¢iide belirlenmesi yetenegini
arttrmistir. Bunlar normalde farkli sayida allelleri gosterir. Parcanin uzunlugundaki
polimorfizmin diger tiplerinin (RFLP) aksine pargalarin diisiik molekiil agirlikli DNA'dan
cogu kez basarili bir sekilde amplifiye edilebilirler. Ciinkii tekrar dizileri daha kisadir ve
sayica az sikliktadir. Bu ozellikler STR lokuslarinin adli analizlerde kullanimi agisindan
ideal drnekler olduklar: anlasiimaktadir (Dinger 1996, Erdag 1994, Ozgelik 1996, Yiiregir
1994).

2.7. DNA Analizinde Kullanilan Yontemler

2.7.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism)

Tek nukleotid degisimi ile ortaya ¢ikan polimorfizmlerin incelenmesi uzun siire
genellikle RFLP denilen ve uzunluk farkliligina dayanan teknik vasitasi ile yapilmustir.
Yontem ¢ift zincirli DNA'nin restriksiyon enzimleri vasitasi ile bu enzimlere spesifik olan

bolgelerden kesilmesi esasina dayanir.

Restriksiyon enzimleri bakterilerde dogal olarak bulunan enzimlerdir. Her enzim
DNA'da kendine 6zgii farkli bir bolgeyi tanir ve DNA bu kesim noktalarindan kesilir. Bu
nedenle restriksiyon enzimlerine "molekiiler makas" ismi verilmektedir. Hae III, Hinf I,
Pct I, EcoRI adli amagli RFLP analizinde sik kullanilmis olan restriksiyon enzimlerinden
dir. Kesim islemi sonucunda uzun DNA molekiilii restriksiyon fragmanlar1 olarak
adlandirilan ¢ok sayida, nispeten kiicik DNA parcaciklarina ayrilir. Bu parcaciklarin
uzunlugu birka¢ yiiz ile birka¢ bin baz ¢ifti uzunlukta olabilir. Ekstrakte edilen DNA'nin
tek bir enzimle dahi sindirilmesinden sonra farkli dizi ve uzunlukta yiiz binlerce kesilmis

DNA fragmani olusur.

Bu fragmanlarin goriiniir hale getirilmesinde kullanilan teknik 1975 yilinda Edwin
Southern tarafindan gelistirilen ve adina izafeten "Southern Blot" olarak anilan yontemdir
(Southern 1975). Yontemin esasi restriksiyon enzimi ile kesilerek bir ¢ok fragmana ayrilan

DNA'nin bu fragmanlarinin agaroz veya akrilamid jel elektroforezi ile elektroforetik olarak
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ayrilmasini takiben fragmanlarm denature edilmesi ve naylon membrana transferi
sonrasinda spesifik problar ile hibridizasyonuna dayanir. Problar komplementer DNA
dizisine spesifik olarak hazirlanmis, tek zincirli, radyoaktif izotoplarla isaretlenmis, kisa
DNA parcaciklaridir. Hibridizasyon uygun hibridizasyon solusyonlar1 iceren banyolarda
gerceklestirildikten sonra nonspesifik baglanmalar yikanarak uzaklastirilir ve olusan
bandlar X-ray'de otoradyografik olarak gdsterilir. Yontem adli amagli kimliklendirmede bir
cok single-lokus prob kullanimi ile uygulanabildigi gibi Jeffrey ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen multi-lokus problar ile de yapilabilmektedir. Tek lokus i¢in olusturulan RFLP
polimorfizmi single-lokus RFLP adini alirken, cesitli kromozomlarda bulunan benzer
tekrar dizilerin bulundugu c¢ok sayida lokustaki alelik varyasyonlarin bir arada
tanimlanmasma multi-lokus RFLP adi verilmektedir. Bu sekilde elde edilen
otoradyogramlar parmak izi gibi bireye 0zgii oldugundan DNA parmak izi olarak
adlandirilmakta ve goriiniimleri marketlerdeki barkodlar1 andirdigi i¢in sistemin sonuglarini

degerlendirmek oldukea gii¢ olmaktadir ( Jeffreys et al 1985, Dilmec 2008).

Multi lokus RFLP yonteminin aymt etme giicii ¢ok yiiksek olmakla birlikte
sadece degrade olmamig DNA varliginda basarili sonuglar alinabilmesi ve yaklasik 500 ng
yiiksek molekiiler agirlikli DNA'ya ihtiya¢ duymasi yontemin kullanimini sinirlamaktadir.
Oysa single-lokus RFLP i¢in 20-100 ng genomik DNA yeterli olmaktadir. Multi-lokus
problarin bir diger zayif yonii bir biri ile iliskisiz tiirler arasinda g¢apraz reaksiyonlar

goriilebilmesidir (Kanter et al 1986, Nakona at al. 2008).

Yontem son derece giivenilir olmasina ragmen uzun siirmesi, zahmetli olmasi,
radyoaktif madde ile temas gerektirmesi ve fazla miktarda DNA'ya ihtiya¢ duyulmasi gibi
siirlayict yonleri vardir. Sayilan bu nedenlerden dolay1 bunun i¢in yerini PCR teknigine

dayali STR analizlerine birakmustir.
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2.7.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin basinda gelistirilmis ve takip eden
yillarda genetik¢ilerin ve molekiiler biyologlarin arastirmalarinda devrim yaratarak,
biyoteknoloji endiistrisinde patlamaya neden olmustur. 1986 yilinda ise Polimeraz zincir
reaksiyonu (polymerase chain Reaction; PCR) ad1 verilen diger bir teknik gelistirilmis ve
biyolojik arastirmalarda hizli bir sekilde yerini almistr. PCR, DNA molekiilleri
toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan c¢ogaltilmasina dayanir ve bu
yontemin uygulanabilmesi i¢in, yok denecek kadar az miktardaki DNA bile yeterlidir
(Oner 2002). Bu teknik Cetus firmasmin insan genetigi departmaninda calisan arastirmaci
Kary Mullis tarafindan 1985°te bulunmus ve patenti alinmistir. PCR; ilk defa, ayn1 yil
R. Saiki, K. Mullis ve arkadaslar1 tarafindan orak hiicre anemisinin tanisinin konulmasinda
uygulamaya sokulmustur. Bu ¢alisma 1993 yilinda Kary Mullis’e Nobel o6diiliini
kazandirmistir (Int.Kynl).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bolgesinin in vitro
olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca
kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. Bu teknikte tek bir gen
bdlgesi ¢ogaltilabilecegi gibi, genin sadece bir parcasi da ¢ogaltilabilir. PCR ile genellikle
10 kilobaz (kb) uzunluga kadar DNA bolgeleri ¢ogaltilabilmektedir, ancak bazi metodlarla
bu uzunluk 40 kb’a kadar ulasabilmektedir. Yontemin esas1 cogaltilmasi istenen hedef
DNA bolgesinin hemen yakinindaki dizilere komplementer olarak sentez edilen
oligoniikleotidlerin denatiire edilen DNA zincirlerinin farkli uglarina baglanmasi ve bu
baglanma noktalarindan itibaren DNA polimeraz enzimi yardimi ile DNA'nin 3' ucu
yoniinde komplementerinin sentez edilmesine dayanir. Bu yontem ile baslangicta var olan
DNA'daki hedef bdlgelerin milyonlarca kopyasmin elde edilmesi islemine amplifikasyon
ad1 verilir ( Erlich 1989, Wiegand and Kleiber 2001, Niederstatter at al 2007, Weibin at al.
2009).
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PCR islemi ii¢ basamakta gerceklesir:

1. DNA zincirlerinin bibirinden ayrilmasi (Denatiirasyon)

Baslangigtaki inceleme konusu DNA ¢ift zincirli olup bunun tek zincirli hale
getirilmesine, yani iki zincirin arasindaki hidrojen baglarinin koparilarak birbirinden
ayrilmasi islemine denatiirasyon adi verilir. Denatiirasyon biyoloji, biyokimya, tibbi
genetigin bir ¢cok alaninda DNA’y1 formamid gibi kimyasallarla muamele ederek, 1siya
maruz tutarak olusturulabilir. Ancak PCR'da bu islem DNA’nin yiiksek 1sida belirli bir sure
tutulmasi ile elde edilir. Bu 1s1 ve siire genellikle 90-95 C° de bes dakikadir.

2. Primerlerin baglanmasi (Annealing)

Tek zincir haline gelen her bir DNA’nin ¢ogaltilmas: istenen bdliimiine bitigik
niikleotidlere komplementer olan bir oligonukleotid grubu (primer olarak adlandirilir)
yaklasik 90-95 C° derecelik 1sinin disiiriilmesi ile komplementeri olan dizileri tanir ve
onlara baglanir. Bu iglem i¢in uygun sicaklik 50-70 C° arasinda degismektedir. Annealing
1s1s1 primerin niikleotid igerigine gore degisir. Optimal “annealing” sicakligt Tm (melting
temperature) derecesinden 5°C daha diisiiktiir. 0.5-2 dakika “annealing” icin yeterlidir.
Eger spesifik olmayan PCR firiinleri elde ediliyorsa her defasinda “annealing” derecesi
1-2 °C artirilarak optimize edilebilir. Primerin yapisindaki Guanin Sitozin sayist arttik¢a
annealing i¢in uygun olan 1s1 da yiikselir. Cok sayida primerin optimize edildigi multipleks
PCR'larda primerlerin baglanma 1sisinin birbirine yakin olmasi PCR verimliligi agisindan
cok Onemlidir. Primerlerin icerdigi niikleotid sayis1 18-30 arasinda degismekle birlikte
siklikla 20 civarindadir.

3. Zincir uzamasi (Ekstansiyon)

Ortama eklenmis olan DNA polimeraz enziminin, primerlerden itibaren hedef
diziye komplementer niikleotidleri eklemesi ile zincirin uzamasidir. Bunun i¢in DNA
polimeraz enziminin optimum aktivite gosterebilecegi bir 1siya (68-72 C°) ihtiyac vardir.
Bu sekilde hedef DNA bolgesi replike olmus olur. Yeni sentezlenmis bu komplementer

dizi daha sonra tekrar denatiire edilir ve bir sonraki dongii i¢in hedef diziyi olusturur.

Dongii sayisi: Kalip DNA miktar1 10 kopyadan az ise 40 dongl uygulanabilir.
DNA miktarmin yiiksek oldugu durumlarda 25-35 dongii uygulanir. Amplifikasyon hicbir

17



zaman % 100 basar1 ile gergeklesmez. Genellikle 30 dongii sonrasinda hedef dizinin 106 -
107 adet kopyasi elde edilmis olur. Primerlerde fiziksel olarak amplifikasyon iriinleri ile
birlesir.

Bu yontemin avantajlari eser miktardaki biyolojik Orneklerden dahi DNA
tiplemesine olanak vermesidir. Yontemin hizli ve kolay olmasi ise bir diger avantajidir
(Turrina at al. 2007, Wiegand and Kleiber 2001, Ross 1990 ).

Temel Bilesenleri

1- Cogaltilacak DNA bolgesini iceren DNA kalibi,

2- Cogaltilacak bolgenin basini ve sonunu belirleyen iki primer,

3- Cogaltilacak bolgeyi kopyalayacak olan DNA polimeraz enzimi,

4- Yeni zincirin yapiminda kullanilacak olan niikleotid trifosfatlar,

5- DNA polimeraz enzimi i¢in gerekli olan kimyasal ortami saglayan tampon sistemi.
Degiskenler

Mg"™: Mg iyonu, primer ile DNA arasindaki baglanmay1 ve DNA polimerazin kalip-primer
kompleksi ile birleserek olusturdugu replikasyon kompleksini stabilize eder. Onerilen
konsantrasyon aralig1 1-4 mM’dur.

Kalip DNA miktari: PCR oldukga etkili bir teknik oldugu igin ¢ok kiigiik DNA miktarlar1
yeterlidir. Genellikle 50 pl reaksiyon karisimi i¢in 0,1-1 pg genomik DNA kullanilir.
Enzim: Taq polimeraz enziminin hata yapma orani oldukga yiiksektir. Ciinkii bu enzimin
3°-5” hata tamiri (proofreading) aktivitesi yoktur. Eger yiiksek oranda dogruluk gerekiyorsa
“proofreading” aktivitesi olan enzimler tercih edilmelidir. Kullanilan enzim miktarinin
artirilmast PCR etkinligini artirir. 50 pl reaksiyon karisimi i¢in 1-1.5 pl taq polimeraz
kullanilir.

dNTP: Reaksiyon karisiminda her bir dNTP’nin konsantrasyonu genelde 200 pM’dir.
Reaksiyon karigiminda her bir dNTP’den esit miktarda bulunmasi olduk¢a Onemlidir.
Biiyiik PCR fragmanlarimin amplifikasyonu i¢in daha fazla INTP kullanilmasi1 gerekir.
Primerler: Primerlerin konsantrasyonu 3 pM’a kadar artirilabilir. Ancak yiiksek
primer/kalip orani spesifik olmayan amplifikasyonlara ve primer dimerlerinin olusumuna

neden olur.
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Kullanim Alanlan

1. DNA’nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda,

2. Insan genom projesindeki arastirmalarda,

3. Genetik hastaliklarin teshisinde,

4. DNA parmak izi analizinde,

5. Adli Tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde,

6. Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu igin doku tipinin
belirlenmesinde,

7. Tarimda (tohum safliginin belirlenmesi),

8. Sistematik ve biyogesitlilik calismalarinda (dogadaki ¢esitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler
arasimdaki polimorfizmin belirlenmesinde),

9. Klonlama deneylerinde,

10. Mutagenez ¢aligmalarinda,

11. Fosil DNA ¢aligmalarinda,

12. Gen ifadelerinin karsilagtirilmasinda kullanilmaktadir.

2.7.3. VNTR ( Variable Number Tandem Repeat Polymorphism )

VNTR insan genomundaki farkli sayida birbiri ardina tekrarlayan bolgelere verilen
addirr. Bunlarin daha kisa tekrar gruplarindan olusan alt gruplarina ise STR adi
verilmektedir. Genellikle 2-6 bc (baz ¢ifti) uzunluktaki ¢ekirdek tinitenin 10-50 kez ardi
ardma tekrarindan olusan ve siklikla toplam olarak 100-400 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA
tekrar tniteleridir. ilk kez 1991 yilinda Edwards ve arkadaslar1 tarafindan tanimlandiktan
kisa siire sonra genig kullanim alani bulmus ve birbiri ardina ¢ok sayida yeni STR lokusu
tanimlanmistir (Edwards et al. 1991).

Bu tekrar dizilerine genom boyunca ortalama her 6-10 kb (kilobaz) da bir rastlanir.
Genom boyunca yaklasik 500.000 STR lokusunun oldugu tahmin edilmektedir. Genomda
iki nukleotid tekrarlarina daha sik rastlanmaktadir. Ancak iki niikleotid tekrarlarmdaki iki
bazlik bir farkin aywrimi gii¢ oldugundan adli amagh olarak genellikle tetranukleotid

tekrarlar kullanilmaktadir. VNTR ana smiflamasinda yer alan ve daha uzun tekrar
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tinitelerinin (7-16 bc) daha fazla tekrarindan olugsan minisatellit tekrar unitelerinin (LTRs-
Long Tandem Repeats) PCR teknigi kullanilarak c¢ogaltilmasi sureti ile c¢alisilan
polimorfizme Amplifiye Par¢a Uzunluk Polimorfizmi ad1 verilmektedir ( Murphy 2007 ).

STR'lar VNTR'lar arasinda yer alan kisa tekrar unitelerinin nispeten az sayidaki
tekrarindan olustuklar i¢in alelik varyasyonlar1 minisatellitlere nazaran az olup dolayisi ile
ayirim glicleri daha diisiiktiir. Ancak bu eksiklikleri ¢ok sayida lokus bir arada amplifiye
edilerek fazlasi ile giderilir. Gliniimiizde daha kisa DNA fragmanlar1 igermesi nedeni ile
kismen degrade orneklerde dahi sonug alinabilmesi, ¢aligma kolayligi ve bir ¢ok lokusun
bir arada amplifiye edilebilmesi nedeni ile yiiksek ayirim giicii gostermesi gibi iistiin
ozellikleri sayesinde STR'lar adli amagh kimliklendirme ve nesep davalarinda tercih edilen

hakim yontem olmustur ( Asicioglu 2006).

2.7.4. ASO Hibridizasyon (Allel Spesific Oligonucleotid-Reverse Dot-Blot Analizi)

PCR'nin adli amagh kullanimi ilk olarak alele 6zgii oligonukleotidler kullanilarak
olmustur. RFLPmin tersine uzunluk polimorfizminin degil dizi polimorfizminin
gosterilmesi esasina dayanir. Ayirim giicii RFLP'ye nazaran diisiiktiir. Bu amagla yillarca 7
alel iceren HLA, DQAI, takibende LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor), GYPA
(Glycophorin A), HBGG (Haemoglobin Gamma Globin), D7S8 ve GC (Group Specific
Component) lokuslarini iceren PM (Polymarker) kitleri kullanilmistir. LDLR, GYPA ve
D7S8 iki alel, HBGG ve GC lokuslari ise ii¢ alele sahiptiler ve her iki sistemde reverse dot
blot yontemiyle ¢alisiimaktaydi.

Yontemin asamalar1 asagida kisaca 6zetlenmistir:

m Amplifikasyon: HLA, DQAI ve PM lokuslar1 tek PCR reaksiyonu ile bir kerede
amplifiye edilir. Amplifikasyon amaci ile kullanilan primerler Biotin ile isaretlenmistir.

Bu agamaya kadar ki sure STR'lar ile aynidir.

m Hibridizasyon: Uygun 1s1 ve tuz solusyonlar1 bulunan ortamda amplifiye edilmis
PCR iriinleri, "prob"larin emdirilmis oldugu test ¢ubuklar1 (strip) iizerine gonderilerek

hibridizasyon gergeklestirilir. Test ¢ubuklari ¢alisilacak lokuslarin sahip oldugu tiim olasi
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alellere komplementer dizilerin sentez edilmesinden olusan "prob"larin emdirilmesi
esasina dayanmaktadir. Enzim konjugat olarak streptoavidin horseradish peroxidase
kullanilarak isaretleme islemi gergeklestirilir.

m Renklendirme: Renk gelisimi her bir 6rnek igin sitrat tamponu, hidrojen
peroksit ve kromojen reaktifleri kullanilarak karanlik ortamda gerceklestirilir

(Budowle et al. 1995, Helmuth et al. 1990 ).

2.7.5. STR (Short Tandem Repeat Polimorphism-Kisa Ardisik Tekrar Polimorfizmi)

STR lokuslari diisiik, orta ve yiiksek diizeyde mutasyona ugrayabilmektedir. Ancak
bir STR lokusunun Adli Tip’ta kullanilabilir olmasi i¢in bazi kriterlere sahip olmasi

gerekir.
1.Lokusun ayirim giicliniin %90'in iizerinde olmasi,
2.Gozlenen heterozigozite oraninin %70'in tizerinde olmasi,

3.En kisa ve en uzun alelinin 90-500 bg arasinda yer almasi,

4.Amplifikasyon hassasiyetinin yiiksek olmast,
5.Diisiik mutasyon oranima sahip olmasi,

6.Uygun olmayan biyolojik 6rnek (delil) varliginda dahi sonug alinabilmesi

gereklidir (Sparkes et al. 1996).

STR'lar nokta mutasyonlar1 gosterebildikleri gibi siklikla tekrar artist ya da
azalmasi seklinde mutasyon gosterebilirler. Nokta mutasyonlar1 insersiyon ve delesyonlar
seklindedir. Mikrosatellitlerde lokuslar arasinda kismi farkliliklar olmakla birlikte
mutasyon oranmmn her jenerasyonda 107 ile 10" arasinda degismekte oldugu
bildirilmektedir (Jin et al. 1996, Brinkmann et al. 1998). Lokuslar arasinda simdiye kadar
bildirilen en yiiksek mutasyon orami ACTBP2 (SE33) lokusundadir (Moller et al.
1994). Mikrosatellitlerde mutasyon tekrar dizisini igeren bdlgenin replikasyon sirasinda
ayrildiktan sonra shift (kayma) sonucu yanls birlesmesi ile ortaya ¢ikar. Bu yanlis birlesme

bir tekrar artisina ya da bir tekrar azalisina yol agan delesyon veya insersiyona sebep olur
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(Di Rienzo et al. 1994). Arastirmacilar mutasyon oraninin lokusun tekrar sayisi ve dolayisi
ile uzunlugu arttik¢a fazlalastigi konusunda hem fikirdirler (Farrall and Weeks 1998). Bu
durum replikasyon sirasindaki kaymanin tekrar sayisi fazla olan uzun lokuslarda meydana

gelme olasiligmin artmasi ile agiklanmaktadir ( Asicioglu 2004).

Mutasyon orani tilirler arasinda farklihk gosterdigi gibi ayni tiir icinde
lokuslar arasinda da farklilik gostermektedir (Rubinsztein 1995, Henke 1999). Erkekler de
mutasyon siklig1 kadmlardan fazladir (Rolf et al 2002).

STR'larin adli amagh kullanim alanlart:

1.Adli olaylarda failin tesbiti,
2.Nesep tayini ve her tiirlii akrabalik iligkisinin ortaya ¢ikarilmasi,

3.Gogmen alimlarinda,

4 Kitlesel felaketlerde dlenlerin kimliklendirilmesi amaci ile kullanilmaktadir

(Ross and Harding 1989, Hallenberg and Morling 2001, Holland et al. 2003, ).

STR'lar insanlardaki bu kullanimmin yaninda veterinerlik alaninda saf kan atlarin
ya da iilkemizde zaman zaman rastlandigi gibi dava konusu olmus kiigiik ve biiyiik bas
hayvanlarin nesep tayini amaci ile kullanilmaktadir. Hayvan DNA'sindan STR analizinin
yabanci iilkelerdeki kullanimi ise daha fazla kedi, kdpek gibi evcil hayvanlarin biyolojik
ornekleridir. Ciinkii bu hayvanlar ev, is yeri gibi ortamlarda beslenmesi nedeni ile bir cok
kriminal olayda fail ile olaym iliskilendirilmesinde delil degeri tasiyabilmektedirler. Bu
amagla cinayet, rza gegme gibi olaylarin cereyan ettigi olay yerinde ve/veya failin giysi
veya lizerinde saptanan magdur/e'ye ait evcil hayvanlarin kil1 bir ¢ok olaym ¢6ziimiinde
yardimct olmaktadir (Hudlow at al. 2008, Becker at al. 2007, Asicioglu 2006,
Raymond at al. 2005, Padar at al. 2002, )
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2.7.6. Y Kromozomu Polimorfizmi (Y-STR)(Kisa Ardisik Tekrar Dizinleri)

STR (mikrosatellit)’lar degisken sayida tekrar eden ve minisatellit olarak
adlandirilan VNTR’larm bir alt gurubudur. Insan genomunda yaklasik 500.000 STR lokusu
oldugu tahmin edilmektedir. Bunun 6000-10,000’i trimerik ve tetramerik tekrarlardan
olusmaktadir. Her 15 kb’da bir bu tiir tekrarlara rastlamak miimkiindiir. Insan genomu
iizerinde ¢ok fazla sayida tanimlanmig STR lokuslarina ragmen ¢ok az sayida Y
kromozomuna 6zgii STR lokuslar1 tanimlanabilmistir. Y kromozomuna 6zgii su ana kadar
di-, tri-, tetra- ve penta niikleotid tekrarlar1 tanimlanabilmistir. Y STR’ lar rutin adli
caligmalar ve popiilasyon genetigi ¢aligmalar1 agisindan oldukea bilgi vericidir (Pritchard at
al. 1999,). Ozellikle itham edilen babanm &Imiis olmasi durumunda olaym aydinlatiimasi
icin slipheli kisinin erkek yakin akrabalarindan elde edilebilecek DNA 6rnegi ile babalik
davas1 aydinlatilabilir (Gusmao at al. 1999, Dubut at al. 2009).

Ancak bu tiir c¢ahsmalarin yapilmast daha oOnceden tamamlanmis frekans
hesaplartyla miimkiin olmaktadir. Frekanslar1 hesaplanmis birkag c¢alismaya, Norveg
(Dupuy at al. 2001), Giliney Amerika (Tarazona at al. 2001), Almanya (Hidding at al.
2000), Japonya (Ago at al. 2000), Pakistan (Mohyuddin at al. 2001), Yerli Amerikan
toplumu (Kizilderili) (Ruiz-Linares at al. 1999), Cin (Hou at al. 2001), Ispanya ( Martin at
al. 2007) ve Baltik Ulkelerinin (Lessig at al. 2001), populasyonlar1 6rnek olarak verilebilir.

Avrupa Adli Bilimler Laboratuvarlarinda c¢alisilan STR  sistemlerinin
uygulanabilirligi ilk defa 1994 (Gill at al. 1994), Y STR sistemlerinin uygulanabilirligi ve
standardizasyonu ile ilgili ise ilk ¢alismalar EDNAP (European DNA Profiling Group,
Avrupa DNA Tipleme Grubu) tiyeleri tarafindan 1998 yilinda baslatilmistir. Bu ¢aligmanin

4 amaci vardi;

1) Laboratuvarlar arasinda Y STR sonuglarmin uyumlu olup olmadiginm saptanmasi.
2) Adli laboratuarlar arasinda Y STR’lar kullanilarak minimum diizeyde kalite kontroliiniin
yapilmasi.

3) Avrupali  erkekler  arasindaki  tabakalasmis  popiilasyonun  biiyiikliigiiniin
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degerlendirilmesi.
4) Adli amaclh kullanilabilecek Y STR haplotip frekanslarinin giivenilir bir sekilde

hesaplanmasi.

Bahse konu calismada 9 lokus (minimal lokus sayisi) i¢in standardizasyon yapildi.

Daha sonraki ¢alismalarda bu lokuslar iizerine yine ayni gurup tarafindan yeni lokuslar i¢in
eklemeler gerceklestirildi. Ozellikle adli tipta ¢okca kullamilabilecek leke analizleri, kisi
identifikasyonu ve akrabalik iligkileri agisinda genis bir veri tabani olusturuldu. Elde edilen
veriler sonucunda Y STR’ larin Avrupa toplumu i¢inde aymrim giiciiniin %99 un iizerinde
oldugu goriildii. Ayrica elde bulunan bu DNA izolatlar1 ile daha sonra tek niikleotid
polimorfizmlerini (SNP) ¢aligmak iizere sakland1 (Roewer at al. 2000).

Su anda adli amagh kullanilabilecek birgok multiplex Y STR Kkitleri ticari olarak
iretilmektedir. Y STR ile ilgili EDNAP tarafindan tamamlanan ve seneler igerisinde
gergeklestirilen tim veri tabanlar1 adli amag¢ disinda antropolojik, arkeolojik ve diger
bilimsel ¢aligmalar i¢in kullanilmak tizere, internette online olarak kullanima sunulmustur

(Roewer at al. 2001).

Cok tartismali bir konu olmasma ragmen Y kromozomu g¢aligmalar1 ile Amerika
Birlesik Devletlerinin Baskanlarindan biri olan Thomas Jefferson’un kole bir kadindan
olma ¢ocugu tespit edilmis durumdadir. Bu ¢alismada Y kromozomu ile iligkili 19 isaret
calisilmistir. Bunlar igerisinde bialelik isaretler (SNP), mikrosatellitler (STR), minisatelitler
(MSY1) kullanilarak Thomas Jefferson ve onun oglu oldugu iddia edilen kisi ile ayni
haplotipler tasidig1 gosterilmistir. Benzer sekilde soyagaci calismalarina dayanilarak
yapilan mtDNA c¢alismalarinda Fransa Krali 16. Louis ve Marie-Antoinette arasindaki
iliskiden dogan erkek ¢ocugu ve Tsar (Car) Nicholas II ve onun ailesinden geri kalanlar ile

yapilan ¢aligmalarla babalik davalar1 ¢6zliime kavusturulmustur (Murci L.Q. ve ark.2001).

Otozomal STR’lar ile Y STR’ larin mutasyona ugrama hizlar1 birbirinden farklidir.
Her ikisi arasindaki bu fark bir takim spesifik dizin parametrelerine baghdir. Bu
parametrelerden biri, kendilerine ait genetik isaret lokusunun molekiiler yapisina bagh

olarak degismektedir. Sonug itibariyle Y STR’ lardaki ortalama mutasyon orani her bin
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yilda yaklasik 3 defa meydana gelmekte ve bu 0Ozellik babadan erkek c¢ocuguna
aktarilmaktadir. Yiiksek mutasyon oranindan dolayr mikrosatellitler (STR) popiilasyona
O0zgli c¢alismalarda daha az kullanim alan1 bulmaktadirlar. Yapilan mikrosatellit
caligmalarinda erkek mutasyon orani, kadin mutasyon oranima 17:3 gibi oldukg¢a anlamli bir
fark gorilmistiir. Y kromozomal mikrosatellitler ile otozomal mikrosatellitler arasmdaki
mutasyon orani birbirlerinden farkli olmalarina ragmen ozellik olarak birbirleri ile
tutarlidir. Bu durum, genel mikrosatellit mutasyon mekanizmalarinin, rekombinasyondan
bagimsiz olduguna isaret etmektedir. Daha dnceden belirtildigi gibi mikrosatellitler yiiksek
bir mutasyon oranina sahiptir ve bu 6zelligi ile mikrosatellitler ayn1 zamanda, toplumda
heterozigotlarin yogun olmasindan dolay1, soyagaci (pedigree) tabanli baglant1 analizlerinin
yapilmasi i¢in ideal igaretlerdir. Buna karsilik bialelik SNP’ ler yine daha dnce belirtildigi
gibi diisiik mutasyon oranina sahiptirler ve bu gurup isaretler (SNP) daha ¢ok popiilasyon
bazli haritalarin olusturulmasi agisindan ideal yapilardir. Y STR’larin mutasyon oranlar1
soyagaci (pedigree) calismalarinin saptanabilmesi i¢in yeterli hizdadir. Bu mutasyon

oranlarini hesaplamanin degisik yontemleri kullanilmaktadir (Krawczak at al. 2001).

Y kromozomal mikrosatellit mutasyon oranlarmin bilinmesi, babalik davalar1 ve
adli ¢aligmalarm giivenli yapilmasi agisindan bilinmesi gerekmektedir. Bu durum 6zellikle
babalikk  davalarinda,  potansiyel yanlis dislamanin  olabilecegi  durumlarin
degerlendirilmesinde gereklidir. Y mikrosatellitleri tiim insan Y kromozomlar1 i¢in birlesik
zamanin tahmininde kolaylik saglamaktadir. Son zamanlardaki c¢alismalar Y haplotipi
tabanli dizin verilerinin ortalama olus zamanini tahmini {izerine yogunlasmistir. Y iliskili
bir ¢cok mikrosatellitin ileride bu tiir hesaplar i¢in ¢ok daha fazla imkan saglayacagi

dogrultusundadir (Goldstein at al. 1995, Willuweit at al 2007)

2.7.7. X-STR Polimorfizmi

X kromozomu yaklagik 6 pm uzunlugundadir ve 165 milyon baz ¢ifti igermektedir.
Simdiye kadar X kromozoma bagl ikiyiizden fazla bozukluk tarif edilmistir. Kadmlar
cinsiyet kromozomu olarak iki adet X kromozomuna sahip olup bu homolog ciftten bir

tanesinin inaktive olarak Barr cisimcigine doniistiigii kabul edilmektedir. X inaktivasyonu
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disi somatik hiicrelerinde rastgele olussa da bu durumun bazi istisnalar1 vardir. Yapisal
olarak anomalili olan X kromozomunun tercihen inaktive olmas1 bu istisnalardan birisidir.
Tercihli inaktivasyon X kromozomal monozomilerin ve trizomilerin her zaman 6liimciil
seyretmemesini agiklayan bir durumdur (Alberts at al. 2002, Lyon 1961, Margaret at
al.1991).

Ebeveynlerin gonozomal kromozomlarindaki bir diizensizlige siklikla infertilite
eslik eder. Buna ragmen bazen gonozomal karyotip bozuklugu cocuklarda ortaya
¢ikabilmektedir. Ornegin 45, X karyotipine sahip Turner sendromuna her 5000 canh disi
dogumda bir rastlanmaktadir. Olgularm bir kismi mozaisizm gostermekle birlikte
hastaligin olusmasina neden olan temel kusur, kadindaki X kromozomlardan birinin
monozomisi ya da parsiyel delesyonudur. Turner sendromunda gozlenen diger karyotipler
ise X kromozomun uzun veya kisa kolunun izokromozomu, uzun ya da kisa kolun
delesyonu ve yiiziik X kromozomu seklindedir. Fenotipik olarak kadin olan diger seks
kromozom diizensizlikleri ise Trizomi X (47, XXX), Tetrazomi X (47, XXXX) ve
Pentazomi X (47, XXXXX) Sendromlaridir. Bir diger disi karyotip bozuklugu androjen
duyarsizlig1 ve buna bagh testikiiler feminizasyon olup 46, XY genotipine sahip, genetik

olarak erkek olan bu bireyler disi fenotipe sahiptirler.

Erkek fenotipi gosteren seks kromozom diizensizliklerinin basinda ise Klinefelter
Sendromu gelmektedir. Bu vakalarin %80'1 47, XXY karyotipine sahip iken vakalarin
%?20'sinde 49, XXX Y; 48, XXXY; 48, XXYY; 47, XYY; 46, XX gibi farkl karyotipler
goriilebilmektedir. Sozkonusu karyotiplerden o&zellikle 47, XYY Sendromu adli tip
acisindan Ozellik arzeder. Bu bireyler anti sosyal davraniglar gosterdiklerinden bir gok
kriminal olaymn faili olabildikleri gibi fertilizasyon yeteneklerini kaybetmeyip siklikla
kromozomal bakimdan normal ¢ocuk sahibi olurlar. Paternite testlerini olumsuz etkileyen
bu gibi durumlarda, tiim bu olasiliklar gézoniine alinarak bas edilebilmektedir. Paternite
testi sirasinda amag dist olarak herhangi bir gonozomal bozukluk saptandiginda etkilenen
tarafca acik bir sekilde talep edilmedik¢e durum bildirilmemelidir (Margaret at al. 1991,
Basaran 1996, Szibor 2007).
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X kromozom iizerinde simdiye kadar 26 li¢ ve 90 dort tekrarli polimorfizm
tanimlanmistir. Bunlardan 18 tetraniikleotid, 3 triniikleotid tekrar1 yaninda DXS52 VNTR

lokusunun adli genetik incelemelerde kullanimi ortaya konmustur (Asamura at al. 2006).

Bu X-STR lokuslarindan bazilar1 dizilenmistir. Xp21 ve Xq28 arasinda lokalize
olan DXS9895, DXS8378, DXS7132, DXS6800, DXS7133, GATA172DOS5, DXS7423
ve DXS8377 lokuslarmin dizilemek sureti ile tekrar baz igerikleri ortaya konmustur
(Edelmann at al. 2002).

Adli amacgl kullanimi1 olan lokuslardan DXS6801 lokusu 8-15 arasinda sekiz
tetraniikleotid alel icermektedir. Bu lokus ile ilgili bir ¢alismada alel frekanslar1 agisindan
kadm erkek arasinda fark tespit edilmemis olup DXS6809 ve DXS6789 lokuslar: ile
lokalizasyon olarak birbirine yakin olduklar1 ve aralarinda baglanti1 oldugu gosterilmistir.
Simdiye kadar adli amaglar i¢in ¢alisilmis diger bazi X-STR lokuslar1 asagidaki gibidir:
HumARA, HPRTB, DXS6807, DXS9898, DXS6789, DXS101 ve DXS 10011
(Kishida at al. 1997).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada HumARA lokusunun bazi genetik
hastaliklarla iligkisi saptanmis ve bu lokusun adli amagcli kullanilmamasi giddetle tavsiye

edilmistir (Szibor at al. 2005).

Simdiye kadar ti¢, dort, bes ve son olarak ta yedi (DXS6789, HUMARA, DXS
10011, DXS7423, HPRTB, DXS6807 ve DXS101) X STR lokusu bir arada amplifiye
edilmistir. 268 erkek ve 268 kadmin baz alindig1 bir ¢alismada alel frekanslar1 agisindan
cinsiyet farki saptanmadigi gibi yedi lokusun tiimiiniin bir arada amplifiye edildigi, 158
erkekte saptanan higbir haplotip, birbirinin ayni olmamistir. Multipleks PCR
calismalarinda bazi giicliikler bildirilmistir. Bunlar arasinda HPRTB, DXS101, HumARA,
DXS7423 ve DXS8377 lokuslarinin ¢alisildigi bir calismada DXS101'in primerinin donup
¢oziilmeye ¢ok hassas oldugu, stutter bantlarinin siklikla olustugu, ancak bunlarin sadece
HumARA ve DXS8377 lokuslarinda ger¢ek bandin %?20'sine yakin Dbiiyiikliige
ulasabildigi, yine bu iki lokusun DNA miktar1 1 ng'in altma indiginde iyi amplifiye
olmadig1 bildirilmistir (Amigo at al. 2002).
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Baba adaymin 6lmesi, bulunamamasi gibi nedenlerle otozomal DNA profilinin
calistlamadigi durumlarda baba adaymin yakinlari g¢alisilarak sonuca gitme imkani
olabilir. Bu durum ¢ocugun kiz olmasi halinde gegerlidir. S6z konusu ¢ocugun iki X
alelinden birisi annesinden gelirken digeri babasindan gelmek durumundadir. Bu
durumda ¢ocugun biyolojik annesinde bulunmayan alellerin babadan ge¢mis oldugu
varsayilir. Baba adayinin tagiyacagi X alellerinin kaynagi ise onun annesi oldugundan bu
amagla baba adaymnin annesi veya babaannenin X aktardigi her iki cinsten kardesleri bu
amacla calisilabilir. Biyolojik babalar1 ayni1 olan iki kiz kardesin aymi paternal X
kromozoma sahip olmalar1 gerekir. Dolayst ile iki kiz kardesin ayni1 babadan olup
olmadiklarmm inceleme konusu oldugu durumlarda X kromozomal STR’larin

calisilmasi radikal bir ¢oziim sunar ( Asicioglu 2006, Zarrabeitia at al. 2008).

Yakin akraba iki erkegin baba aday1 oldugu durumlarda cocugun kiz olmasi kosulu
ile X-STR analizi otozomal STR'lara gore daha yararl olabilirler. Ozellikle bu iki baba
aday1 erkegin baba ogul olmalar1 halinde X-STR'lar son derece bilgi verici olurlar. Ciinkii
bu durumda her iki baba adaymnm tasidigi X kromozomu farkli biyolojik kaynaktan
gelmistir. Ayn1 durum kuzenler i¢inde gegerlidir. X STR analizi babaanne kiz torun
arasindaki iliskiyi ortaya koymada son derece yararli olacaktir. Ciinkii kiz torunlarin
tagidig1 baba kaynakli X komozom mutlaka babaannenin iki X kromozomundan birisi

olacaktir (Wiegand at al. 2003).

Abortus materyalinden babalik tayini gerektiginde eger fetus disi ise X-STR analizi
biiyiik kolaylik saglar. Ciinkii kiirtaj materyalinden fetal dokunun gozle ayirt edilmesi
gebeligin yasi ile ters orantili olarak hemen hemen imkansizdir. Bu nedenle rastgele
yapilan Ornekleme sonucunda yapilan DNA analizi siklikla sadece anneye ait alelleri
icerirken sansli olunan bazi vakalarda anne ile fetusun alellerinin miks olarak yer aldig1 bir
sonugla karsilasilir. Boyle bir miks Ornegin otozomal STR ¢alisilmis olmasi halinde
degerlendirme gilicligli yaratacagi ve bu durumun yarattigi siipheli durumdan sanigin
yararlanacagi bu alanda calisanlar tarafindan bilinir. Oysa disi bir fetusun X-STR analiz
at al.

sonucunda her lokustaki annede bulunmayan alel babadan kalitilmistir ( Szibor

2003).
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X-STR'larin babalik davalarinda otozomal STR'lara nazaran iistiinliigii baba
adaymnin daha kolaylikla dislanabilmesidir. Cilinkii X-STR'larin diglama olasilig1 benzer
PIC (Polimorphism Information Content ) degerine sahip otozomal STR'lara gore daha
yiiksektir. Bunun nedeni baba adaymin X STR agisindan hemizigot olmasidir (Edelmann

at al. 2002).

DNA'nin fethi kabir materyalinden veya eski kemiklerden elde edildigi vakalarda
genellikle kisa DNA fragmanina sahip STR'lar basar1 ile amplifiye edilebilmektedir. Bu
durumda yeterli istatistiksel deger elde edilebilmesi giigtiir. Erkekler X-komozom
acisindan hemizigot oldugundan MEC (Mean Exclution chance) degerleri otozomal
STR'lardan daha yiiksek olmaya egilimlidir. Bu nedenle X-STR'lar kullanilarak istenilen
istatistik degerleri elde etmek miimkiindiir ( Turrina at al. 2004, Szibor 2007).

2.7.8. Mitokondriyal DNA ve Adli Bilimler

Maalesef, c¢esitli nedenlerden otiirii, biyolojik deliller, PCR sonrasi bile, yeterli
miktarda kaliteli DNA elde edilmesine her zaman olanak vermemektedir. En olas1 neden
DNA’nin ¢evre kosullar1 ve mikroorganizmalar nedeniyle degrade olmasidir (Webb et
al.1993). Belirli kosullar altinda mtDNA adli DNA tiplendirmesi i¢in faydali bir lokus
saglamaktadir. Kod bilgisi icermeyen kontrol bdlgelerinin ¢ok degisken kisimlari, yiiksek
oranda niikleotid polimorfizmleri veya dizi varyantlar1 icermektedir (Tajima et al. 1984).
Bu sayede bireyler ve biyolojik Ornekler arasinda dislama (diskriminasyon)
yapilabilmektedir. Niikleer DNA ile karsilastirildiginda, mtDNA kopya sayist1 hiicre basina
100-1000 arasinda degismektedir. Bunun bir sonucu olarak, kas, kemik, sa¢, deri, kan ve
diger viicut sivilar1 gibi farkli biyolojik ornekler, c¢evresel ya da zamana bagli olarak
degrade olmus olsalar bile, mtDNA tiplendirmesi i¢in yeterli genetik materyali
saglamaktadir (Wilson at al. 1995). Ayrica, biyolojik 6rnekle dogrudan karsilagtirmak igin
referans DNA’nin bulunmadigt durumlarda, mtDNA’nin maternal kalitimimin bir sonucu
olarak, maternal iliskisi olan herhangi bir birey referans 6rnek verebilir (Case at al. 1981).

Adli amagli lokus tiplendirmede, nDNA ile karsilastirildiginda, mtDNA’nin avantaj
ve dezavantajlar1 s6z konusudur. Daha Once bahsedildigi gibi, mtDNA’nin maternal

kalitim1 nedeniyle, maternal olarak akrabalik iliskisi olan bireylerin mtDNA’nmn ayni
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profilde olmas1 beklenmektedir (Hutchison at al. 1974). Ornegin, referans elde edilebilmesi
acisindan kayip bireylerin Orneklerinin alinamadigi birgok olayda, mtDNA 0&rnegini
maternal akrabaligi olan herhangi bir kisi verebilir. nDNA’nin diploit kalitimi ve
rekombinasyonu nedeniyle, birinci derece akrabalardan kayip kisilere ulasilmasinda
kullanilmamaktadir. Sadece ayni maternal soydan gelen kisiler, aynt mtDNA profiline
sahiptir. STR marker’lar1 gibi multilokuslu niikleer DNA tiplendirme profilleri, oldukca
yiiksek bir diglama giicii saglamaktadir ve oldukga giivenilirdir (Inman at al. 1997).

Diinyadaki hi¢bir insanin STR marker’t digeri ile ayni degildir. Bu sebeple,
mtDNA gibi bir adli marker, niikleer marker’larin dislama giiclinii asla saglayamaz. Bu
nedenle adli bilimciler, mtDNA analizlerinin smirli ¢alisma giiciinii g6z Oniinde
bulundurup, niikleer tiplendirmenin mimkiin olmadig1 drneklerde bu analizi kullanma
yoluna gitmelidirler. Temel olarak, mtDNA tiplendirme analizleri en ¢ok: 1) sa¢ gdvdeleri,
2) kuvvetli asit, yiiksek 1s1 veya yiiksek neme maruz kalmis kemikler ve disler. 3) svap
materyali veya doku (deri, kas, organ) gibi niikleer marker’larla daha 6nce basarisiz olarak
tiplendirilmis veya tiplendirilememis olan 6rnekler ve 4) folikiil, doku ya da kokii olmayan
dokiilmiis kil 6rneklerine uygulanmaktadir. Ornegin, sa¢ kokii mevcut ise, arastirmaci saft
denilen govdeyi ayirmak, saftta yer alan mtDNA’lar1 analiz etmeden dnce, nilkleer DNA
marker’larint ayrica ¢alismak durumundadir. Negatif ve pozitif kontroller gibi uygun
protokolleri takiben, yetkili bir laboratuvar tarafindan sa¢ kokii 6rneginden DNA’nin
(nlikleer veya mitokondriyal) ekstraksiyonu, mtDNA tiplendirmesi i¢in uygulanabilir.
mtDNA tiplendirmesi, degrade olmus DNA 6rnegi gibi basarisiz niikleer tiplendirmesi
sonrasinda da gerceklestirilebilir. Esasen sadece 100 kopyadan daha az mtDNA molekiili
iceren ve hemen hi¢ niikleer DNA igermeyen sa¢ govdeleri mtDNA analizi i¢in uygundur
(Bendall at al. 1997, Chen at al. 2007).

Benzer bigimde eski iskelet kalintis1 6rnekleri de mtDNA analizi i¢in uygundur.
Kan lekelerinin mtDNA tiplendirmesi miimkiin olsa dahi, kombinasyonlarinda gozlenmesi
olasidir. Sa¢ ve kemik Orneklerinden farkli olarak kan lekelerinin, DNA ekstraksiyonu
oncesi temizlenmesi giictiir. Bu tip analizleri gergeklestiren laboratuarlarin resmi olmayan

istatistiki sonuclarina gore, mtDNA analizleri, nDNA’dan daha hizli gergeklestirilmekte ve
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zaman kaybini dnlemektedir. Sa¢ gibi bir takim 6rneklerle mtDNA analizinde, nDNA ile
karsilagtirildiginda tiim drnegin kullamilmasi gereklilii s6z konusudur. Ornegin, tek bir
mtDNA analizi igin, 0.5-2 cm sag teli gereklidir (Wilson at al. 1995).

Dizi konfirmasyonunda (teyidinde) testin ikinci kez tekrarlanabilmesi igin 4 cm
uzunlugunda sag teli gereklidir. Iki analizde de, iki sag teli tamamen kullanilacaktir. Ancak,
niikleer tiplendirmede, sag, folikiil veya kokiin bagli oldugu cilt dokusu olan diger bir DNA
kaynag1 da kullanilacaktir (Monnat at al. 1986).

Bez ya da kumas pargasi, swab, leke, kemik ve dis gibi diger tip drnekler, analizde
kullanilirken boliindiigi ve geri kalan kismi saklandigi igin, tiimiyle tiiketilmemektedir.
Sadece, yeterli DNA’nin elde edilmesi giic oldugunda, bu tiir 6rneklerinde tamamen
tiiketilmesi s6z konusu olabilir; bu nedenle, analiz dncesi. mikroskopi, fotograf cekilmesi
dokiimantasyon i¢in kritik 6neme sahiptir. mtDNA’nin adli amag¢lh analizi, niikleer DNA
tiplendirmesi yapilamadiginda veya niikleer DNA tiplendirilmesi yapilip, basarisiz
oldugunda gerceklestirilmelidir. Bu durumlarda, mtDNA analizi birey ve biyolojik 6rnek
arasidaki iligki ile ilgili olarak bilgi saglayacaktir. mtDNA analizleri, sistematik ve go¢
yollar1 ¢aligmalar1 yaninda adli amag¢li DNA analizlerinde de 6nemli bir yer bulmustur
(Holland and Parsons 1999, Tobe and Linacre 2008).

mtDNA’y1 adli olaylar1 aydinlatmada kullanmanm bir avantaji, hiicre i¢inde ¢ok
sayida kopyasmin olmasidir. Adli analizlerde kullanilan niikleer otozomal lokus sayisi
hiicre basina sadece iki kopya iken, mtDNA, bir memeli hiicresinde yaklasik 500-2.000
kopya halinde bulunmaktadir. Buradan, olay yerinde bulunan kanit niteligindeki biyolojik
ornek degrade olmus olsa bile, en azindan amplifiye edilebilecek birkag mtDNA kopyasmin
bulunma ihtimalinin ¢ok yiliksek oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz. mtDNA analizi yapilabilen
tipik Ornekler, kan lekesi, kemik, tiikriikk, twnak ve sa¢ govdesi seklindedir. Sag
govdesinden mtDNA’nin tiplendirilmesi, olay yerinde genellikle bulunan bir kanit oldugu

icin 6zel bir 6nem tagimaktadir (Barinaga 1989).

Giliniimiizde, kanita dayali olarak olay yerindeki sa¢ drnekleri ile referans 6rneklerin
karsilagtirilmasi, bir takim morfolojik karakteristiklerine dayandirilmaktadir. Bu analizler

subjektif nitelikte olup, arastirmacinin tecriibeleri ile smirlidir. Bu subjektifligi ortadan
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kaldirmak icin, mtDNA analizi gerceklestiren laboratuarlarin sayis1 giin  gegtikce
artmaktadir. Sonu¢ olarak, STR lokuslarindan farkli olarak mtGenom, rekombinasyon
gostermeyen bir molekiildiir. Ayrica, ¢ok degisken bolge 1 (hypervariable region 1 (HVI))
ve ¢ok degisken bolge 2 (hypervariable region 2 (HVII)) olarak adlandirilan, mtDNA
kodlamayan bdlgesinde yer alan iki dizinin olduk¢a polimorfik oldugu ve identifikasyon
icin ideal olduklar1 bulunmustur ( Wilson at al. 1995). HV1 ve HV2’de mevcut
polimorfizmlerin popiilasyondaki frekanslari, mtDNA profilinin frekansini belirlemede

kullanilamaz (Stewart at al. 2001).

Yukarida siralanan nedenlerden o6tiirii, mtDNA tek basina kesin bir belirleyici olarak
diistiniilmemelidir. mtDNA uyumunu belirlemek agisindan, arastrmacilar, ilgili bir veri
tabaninda bu polimorfizmin gdzlenen sikligmi referans olarak almalidir (Holland and

Parsons 1999).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Cahsma Materyalleri

Bu tez ¢ahismasi Adalet Bakanligi Adli Tip Kurumu Baskanhg Biyoloji Ihtisas
Dairesi’nin (Istanbul) imkanlarindan yararlanmilarak hazirlanmistir. Cesitli adli vakalar
sonucu kuruma gelen; irza tecaviiz, cinayet ve trafik kazasi vakalarinda ¢evrede bulunan
biyolojik deliller (kil, kemik, kan, sperm, doku pargasi, tiikiiriik, kepek, idrar, svap’lar vb.),
vajen veya aniiste spermatozoid aramak iizere alman frottiler ve fiziksel
deliller (magdurlara ait giysiler, olay yerinde bulunan yiyecek artiklari, kullanilmis malze
meler, izmarit, ¢ignenmis sakiz, pul vb.) bazt nesep ve miras davalar1 i¢in Fethi-Kabir
materyali ( degrade kemik) bu tez calismasinda materyal olarak kullanilmistir.

On inceleme-6n tam

Kuruma gelen vaka’nin i¢erigine gore islem yapilir. Eger gelen vaka nesep tayini ise
kan O0rnegi veya swab (agiz epiteliden) alinir. Eger gelen vaka delil torbasi ise dikkatli bir
sekilde tutanakla acilir. Savciliklardan gelen biyolojik ve fiziksel Orneklerin tasnifi
yapilarak leke on incelemesi ve On tani isleri yapilir.

Mor 6tesi (UV) 151k

Elbise, hali, garsaf gibi genis alanlar iizerindeki seminal lekelerin gosterilmesinde,

250-365 nm dalga boylarinda mor 6tesi 151k genellikle yeterli olur. Bu dalga boylarmdaki

151k altinda seminal lekeler soluk mavi-beyaz flouresans verirler

3.1.2. Primerler: PCR yontemi ile g¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 06zgii, bu
bdlgedeki baz dizilerine tamamlayici 6zellikte bir ¢ift sentetik oligoniikleotid dizisi primer
olarak adlandirilir. Her bir dizi genel olarak 18-25 baz uzunlugundadir. Calismamizda

Qiagen firmasina ait hazir kit primerler kullanilmistir.
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3.1.3. Kimyasal Malzemeler

Cizelge 3.1 Kimyasal Malzemeler

Kimyasal Malzeme Markasi Kullanildig1 Asama
Quantifiler PCR reaction mix Applied Biosystems Kantitasyon
Quantifiler Human Primer mix Applied Biosystems Kantitasyon
Quantifiler Human DNA standart Applied Biosystems Kantitasyon
Buffer MV 1 Qiagen Izolasyon
Buffer MTL Qiagen izolasyon
RNase-Free water Qiagen izolasyon
MagAttract suspension B Qiagen Izolasyon
10x PCR buffer Qiagen PCR
Hotstart Taq polimeraz Qiagen PCR
Primer mix Qiagen PCR
Gene Scan-500 LIZ.(molekiiler cetvel) | Applied Biosystems Gen Analizi
HI-DI Formamid Applied Biosystems Gen Analizi
Identifiler Allelic ladder Applied Biosystems Gen Analizi
POP-4 performansi optimize edilmis ) ]
] Applied Biosystems Gen Analizi
polimer

3.1.4. Plastik ve Diger Malzemeler

1 Otomatik pipet uglar1 10,100, 1000 mikrolitrelik (ul), steril.

2 0,2 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipti

3 0,5 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipii

4 1,5 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipti

5 Enjektor, EDTA'l1 kan tiipii, tiip askilari,

6 Buz kalib1

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler ve Boyalar

EDTA (0,5M pH 8): 18,61 gr EDTA 80 ml distile su i¢erisinde ¢oziildii ve pH’s1
NaOH ile ayarlandu.

Ethidium Bromid (5 mg/ml stok): 10 pg ethidium bromid'e 1 ml distile su i¢inde ¢éziinmesi

ile hazirlanir.
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Pan Reaktifi ( Zn testi): Pan Soliisyonu 1 gr. PAN 0,2 ml triton X-100 i¢inde bir ¢ubukla
karistirilarak ¢oziilir ve 9,8 ml tris soliisyonu ile karistirilir. PAN soliisyonu
buzdolabinda 2 haftadan fazla dayanabilir.

Fenol fytalein : 1g fenolftalein 50 ml % 95°lik etil alkolde ¢ozilir ve 100 ml’lik
balonjojeye aktarilir. Hacim ¢izgisine kadar %95°’lik etil alkol ile
tamamlanir. Cozeltinin rengi pH 8,3-10,0 araliginda renksizlikten kirmiziya
dontistir

Fenol : Kristal halde 250 g fenol, 50 ml distile suda eritilir. Uzerine pH’s1 8’e ayarlanmis
50 ml tampon eklenerek karistirilir. Fenol ve su fazi ayrildiktan sonra iistte kalan su
fazinin pH’s1 8,0’ 1n altindaysa su faz1 aliir ve pH 8 olana kadar bu islem tekrar
edilir. Son olarak iistte bir miktar tampon birakilarak +4 °C’de ve renkli cam sisede
saklanir.

DTT: 1 mM Dithiothreitol (C4H;00,S,, MW = 154,25) 0,1542 gr DTT 1 ml steril distile
su igerisinde ¢oziildi. 0,01 M NaOAc (pH 5.2) +4°C de sakland:.

RBC :(Red Blood Cell -Kirmizi kan hiicresi ) lizis soliisyonu (155 mM NH4Cl, 10 mM
KHCO;, 1,1 M EDTA)

PBS : Phosphate Buffer Solution (Saline) (1X Soliisyon 10 mM Sodyum Fosfat %09 NaCl
pH 6,8), MgCl,

Corin-Stockis; 0,50 gr Erytrosine, 100 cc amonyak i¢inde ¢oziiliir.

Hematoksilen: Coziiniirlik 1 gr/100 ml su ve 30-40 gr/100 ml etil alkoldiir. Hematoksilen
boya ¢o6zeltilerinin hazirlanmasi esnasinda, oksidasyonla hemateine doniisiir.

Eozin: Coziiniirlik 40 gr/100 ml su, 2 gr/100 ml etil alkoldiir, normalde sari-yesil ¢ozeltisi
olan eosine %1 oraninda asetik asit ilavesiyle, ¢ozelti kirmizi renge doniistir.

Malasit Green Yesili: 1 g Malasit yesili havana konur, iizerine 100 cc distile su azar azar
ilave edilerek ezilir ve siseye alinir. Bir giin bekletildikten sonra siiziiliir ve siselerde
saklanir.

MgCly: (25 mM) 0,127g MgCl, . 25 ml distile suda eritilir

Etanol: %96-100
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3.1.6. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
Cizelge 3.2 Kullanilan Arag ve Geregler

Cihaz veya Gereg

Markasi

Mikropipet Takimi 2pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl,

Gilson ALBIO Kimyevi Maddeler A.S.

Vorteks (Karistirict)

Gilson ALBIO Kimyevi Maddeler A.S

Santriftij Eppendorf 5415

Incekaralar A.S

Santriflij — Jouan B4i

Altan A.S.

Santriftij Mikro 200

Hettich Zentrifugen

Santriflij — Megafuge 1.0.R

Gilson ALBIO Kimyevi Maddeler A.S

Multiplaces Isitic1 Blok

Tetra-Selecta

Etiiv Niive EN400 ALTAN AS.

UV Lambasi ( Intevsive UV Source 366 nm) Desaga

Tur Motor Kemik Temizleme Cihaz1 Universal ( Dis¢i Tipi Askili Motor )
Kemik 6 glitme makinast Retsch mm301 Kutay A.S.

Hibridizasyon Firmn1 Biometra Compact Line OV4 ALBIO OV4

Thermal Cycler Is1 dongii Cihazi Applied Biosystem 9700

Genomed Saglik Hizmetleri A.S.

PCR Set-UP (Hazirlama araglar1) Laminar Air Flow

1.Faster BH-2004, 2 Faster BIO 48

DNA Kantitasyon Cihazi ve Ekipman ABI PRISM (7000

Sequence Detection System)

Genomed Saglik Hizmetleri A.S.

Genetik Analyzer 3130x Hitachi ( Applied Biosystem)

Genomed Saglik Hizmetleri A.S.

Biorobot- Izolasyon Robotu
Qigen —Biorobot EZ1
Qigen —Biorobot M48

MEDEK veya GENOVA medikal iiriinler A.S.

Goriintii Atagmanlt Mikroskop

HITAS Elektronik ve Tibbi Cihazlar LTD.

PALM ( Lazer Mikroskop )

GLIA Medikal

Buzdolabi1 (+4'C) Argelik
Deep-freeze (-20°C) Argelik
Tart1 Sartorius

36




3.2 METOD
3.2.1.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Biorobot M48 (robotik izolasyon) ve manuel olmak iizere, Qiagen
marka izolasyon prosediirii ile iki sekilde yapildi. Kemik materyali disindaki tiim
materyallerden, birka¢ 6n incelemeden sonra belirli bir miktar 1,5 ml'lik santrifiij tiipii’ne
konarak robotik sistem Biorobot M48 protokoliine gore DNA izolasyonu yapilmistir.
Manuel izolasyon ise, kan, sperm, kemik, dis, kil , tiikiiriik, idrar, tirnak kiri, amnion s1visi,
doku vb. materyalleden 6n inceleme isleminden sonra herbiri i¢in uygun protokole gore
DNA izolasyonu yapilmistir. Bu protokoller asagida ayrmtili bir sekilde yazilmistir. Elde
edilen DNA PCR igin eksi 20°C'de saklandi.

3.2.2. Kemik ve dis orneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 1 A-Kimligi meghul bir cesede ait kemik 6rmegi. B-Kimligi meghul bir cesede ait
kemik ve dis 6rnekleri
Kemikten DNA izolsyon Prosediirii

1. Biyoloji Ihtisas Dairesine gelen kemik drnegi dncelikle su sekilde temizlenir.

a- Distile su ile yikanir.
b- Camasir suyunda 25 dk. Bekletilir.

c- Ust tabaka bistrii ile kazinir.
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9.

d-Distile su ile yikanir.
e- Alkol igerisinde 20-25 dk. bekletilir.
f- Dietileter igerisinde eter tamamen ugup 6rnek kuruyana kadar bekletilir.

Kemik kirilarak toz haline getirilir.

. DNA izolasyon asamalarindan 6nce oda Kkilitlenerek 30 dk. UV 1s181 ile

sterilizasyon saglanir.

[Ik asamada 0,1-0,2 gr kemik tozu 2 ml’lik santrifiij ( eppendorf) tiipiine konur,
tizerine 1000 pl 0,5 M EDTA , 5 damla 0,1% Triton-X, 100 pl Proteinaz-K ilave

edilir ve bir gece 56 °C de hibridizasyon firininda inkiibe edilir.

Bir gece sonunda 5 dk. 14000 rpm devirde santrifiij edilir.

Olusan 3 fazin ortasindaki faz 2 ml’lik temiz eppendorf tiipiine alinir, {lizerine

hacim/hacim oraninda fenol eklenir ve ¢ok iyi vortekslenir.
Tam devir 14000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilir.
Ust faz atilir altta kalan faz’a hacim/hacim oraninda kloroform ilave edilir

14000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilir.

10. Ust faz 2 mI’lik temiz bir tiipe almir hacim/hacim oraninda kloroform ilave edilir.

1.

14000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilir.

12. Ust faz temiz Centicon-30 tiipiine aktarilir, iizerine alabildigi kadar steril distile su

13.

ilave edilir.

4000 rpm devirde 20 dk. santrifiij edilir.

14. Siiziintii atilir ve tekrar alabildigi kadar steril distile su ilave edilir.

15. 4000 rpm devirde 15 dk. santrifiij edilir.

16. 14. ve 15. Islemler tekrarlanir
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17. Centricon-30 ters gevrilerek i¢cine 100 pl steril distile su ilave edilir.
18. 4000 rpm devirde 5 dk. santrifiij edilir.
19. Siiziilen DNA materyali PCR i¢in hazirdir ( +4 °C de saklanir)

20. Calisma sonunda Kemikten DNA izolasyon formu doldurulur.

3.2.3. Sperm 6rneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 2 Bir tecaviiz vakasina ait drnekler. A- vajinal frotti. B- I¢ camasirlar. C- Sort. D-
Anal frotti.

Adli bilimler, cinsel saldir1 olgularinda ¢ok biiyiik bir rol tstlenmektedir. Cinsel

saldir1 iddiasini kesin ispatlayacak, saniga ait semen ve/veya spermatozoa, magdurun viicut
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bosluklarindan, giysilerinden ya da olay yerinden elde edilebilir. Viicut bosluklarindaki
semen veya spermatozoa, drenajla veya kisinin yikamasiyla diliie olarak ya eser miktarda

kalacaktir ya da yok olacaktir.

On tam1 asamasmnda spermatozoalar, morfolojik olarak Corin-Stockis,
Hematoksilen-Eosin boyalar: ile gdsterilmistir. Ikinci asamada ise adli bilimler agisindan
semenin ispatinda 6dnemli bir belirte¢ olan PSA, Seratec PSA Semiquant test kullanilarak

gosterilmistir.

Sperm i¢in Cinko (PAN reaktifi ( 1Pyridyl (2) Azo Naphthol (2)) ve Asitfosfataz
(Phosphatesmo KM testi uygulanir ayrica yayma preparati hazirlanarak mikroskobi yapilir.
Sperm i¢in bir bagka 6ntan1 metodu PSA kartlaridir. PSA (prostat spesifik antijen = prostate
specific antigen) testi; erkeklerde serumdaki PSA miktarini 6lgen testtir. PSA, erkeklerde
bulunan prostatin epitel hiicrelerinde bulunan glikoprotein (seker ekli protein denilebilir)

yapida bir maddedir. Tiim yetigkin erkeklerin kanlarinda az miktarda saptanabilir.

Gelen orneklerden alinan pargalar tiipler i¢ine konarak distile su eklenir. Daha sonra
bagetleme yapildiktan sonra (mikropipet ucu ile) 8000 rpm de 4-10 dakika santrifiij
edilir. Santrifiijden sonra tiipler ¢ikarilarak siipernetant kismi atilir. Cokeltiden bir miktar
alinarak lam iizerine yayma yapilir, geri kalan1 izalasyon i¢in kullanilir. Lam iizerine alman
ornek soliisyonu inkiibator iizerinde kurutulduktan sonra boyama yapilir. Boyama igin
hematoksilen eozin ve Corin-Stockis kullanilir.

Spermden DNA izolasyon prosediirii ;

1) Materyali igerecek sekilde 6rnekten 0.5 cm® kesilerek iyice ufalandiktan sonra 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiipiine almir. Uzerine 300 ul Buffer ATL, 20 ul Proteinaz K, 20 pl IM DTT
eklenir ve 10 saniye vortekslenir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.

3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.

4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden Once iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye
vortekslenir

5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.
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6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir.
7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santriftij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santriftij edilir.

10) Toplama kabi yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.
11) Toplama kab1 yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pl eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santriftij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agzi kapatilir.

3.2.4. Doku 6rneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 3 Bir cinayet vakasina ait doku drnekleri. A-Kemikli doku. B-Kas doku.
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1) Asag1 yukar1 0.5-20 mg taze veya dondurulmus yumusak doku ( 6rn; karaciger, bobrek,
dalak vb.) 1,5 ml veya 2,0 ml mikrosantrifiij tiipiine konulur. Baglantili dokular (Orn;
kas, deri), 6rnek materyalleri toz haline getirmede kullanilan siv1 nitrojenle 6 giitiilebilir.

Uzerine 180 ul Buffer ATL, 20 ul Proteinaz K eklenir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.
3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.
4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden 6nce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir
5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.
6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir
7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santrifiij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

10) Toplama kab1 yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

11) Toplama kabi yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pul eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir.
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3.2.5. Kan érneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 4 A- Bir siipheliye ait Whatman’a emdirilmis kuru kan 6rnegi. B- Magdura ait
kan 6rnegi. C- Magdura ait giysiler. D-Olay yerinde bulunan bigak.

Kan lekeleri igin; fenol fytaleyn +H,O, (Hidrojen Peroksit) ¢ozeltisi damlatilarak
test yapilir. Koyu pembe renk- nar ¢igegi rengi pozitif sonu¢ anlamima gelir. Luminol ve
Lauco Malasit Green reaktifleride kullanilan maddelerdir.

Delil torbasindan ¢ikan ve kan materyal i olarak degerlendirilen 6rneklerin insan
veya hayvan kani ayirimi Hemdirect testi ile yapilir.

Adli olay mahalinde, kan izlerini arayan uzmanlar, bazi kimyasallar kullanarak kan
izlerini bulmaya galisirlar. Olay yerindeki eser miktardaki ve hatta temizlenmis kan izlerini
bulan kimyasal Luminol denilen ve kan ile tepkimeye girdiginde, mavi-yesil renkli 151k

sacan asagida yapisi verilen bir amin tiirevidir.
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Sekil 3.1 Luminol kimyasal yapisi

Resim 3. 5 Luminol ile kan lekelerinin gosterilmesi

Kimyasal bir tepkimenin giindelik yasama gayet fonksiyonel bir sekilde uygulanmis
halidir. Kanit toplama ekiplerinin en biiyiikk yardimcisit olan luminol goériinmeyen kan
lekelerini goriiniir hale getirir. Tepkimenin temeli kemiluminesans dedigimiz olaydir.
Burada luminol maddesi, hidrojen peroksit ile birlikte kan oldugu tahmin edilen bolgeye
sikilarak ve eger kan kalintilar1 varsa, kandaki hemoglobinin Fe’* iyonlars, luminol’un
hidrojen peroksit ile yiikseltgenmesi tepkimesini katalizleyip, luminol’'un, aminoftalat’a
yiikseltgenmesini saglamaktadir. Yani, aslinda hidrojen peroksit ile luminol karisim1 kendi
kendine tepkimeye girmemekte ama bir metal katalizoriine ihtiya¢ duymaktadwr. Kan
kalintilarindaki gozle gdriilmeyen demir iyonlar1 bile bu is i¢in yeterli olmakta ve bize

mavi-yesil 151k sacarak kanin varligini ispat etmektedir.
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Sekil 3. 2 Luminol’iin H,O ile reaksiyonunun gosterilmesi

Olusan yiiksek enerjili aminoftalat enerji fazlaligindan disariya foton yani 11k
yayarak kurtulmaktadr Kemiluminesans olarak bildigimiz bu tepkime adli incelemelerde

oldukga ise yaramaktadir.

Kandan DNA izolasyon prosediirii:

1) 5 veya 10 ml’lik plastik tiibe 1 ml kan konarak iizerine Ix RBC (Red Blood Cell) lizis
tamponundan 4 ml eklendi.

2) 10 saniye kadar alt iist edildi.

3) 25 dakika oda 1sisinda bekletildi.

4) 1200 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atild1.

5) Kalan peletin {izerine 400 mikrolitre PBS eklendi ve pipetle karistirildi.
6) Cokelti 1.5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi ve tlizerine 40 mikrolitre Proteinaz K
eklenerek pipetle karistirild1.

7) 400 mikrolitre AL (eklemeden oOnce iyice kanstirilir) tamponundan eklendi ve 15
saniye vortekslendi.

8) 56 C°de 10 dakika su banyosunda bekletildi.

9) 400 mikrolitre %98 etanol eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Vorteksledikten sonra
cok kisa bir siire santrifiij yapild1.

10) Eppendorftaki ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltildi ve 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi.

11) Toplama kabi degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklendi ve 8000 rpm’de
1 dakika gevrildi.
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12) Toplama kab1 yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklendi ve 14.000 rpm’ de 3
dakika ¢evrildi.

13) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 100 mikrolitre eklendi ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilerek 8000 rpm’de 1
dakika ¢evrildi.

14) Alttaki eppendorfu kaldirmadan {izerine yeniden 50 mikrolitre AE tamponundan
eklenip 8000 rpm’de 1 dakika gevrildi.

15) Bu defa istteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agzi
kapatildi.

3.2.6. Kil 6rneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 6 A-Olay yerinde bulunan kil 6rnegi. B-Cesede ait kil 6rnegi. C-Cesedin tizerinde

bulunan kil 6rnegi.
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1) Kil kdkiiniide i¢ine alacak sekilde 0.5-1 cm kil pargasi 1,5 veya 2.0 ml’lik mikrosantrifiij
tiipiine konur. Uzerine 300 pl Buffer ATL, 20 pl Proteinaz K ve 20 ul 1M DTT eklenir ve
10 saniye vortekslenir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.

3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.

4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden 6nce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir

5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.
6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir

7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santrifiij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

10) Toplama kabi yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.
11) Toplama kabi yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in.

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pul eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir.
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3.2.7. Tirnak orneklerinden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 7 A-Bir cesede ait tirnak ornekleri. Siipheliye ait tirnak i¢i swab’lari, B-Sol el,
C-Sag el

1) Tirnak kirini icerecek materyal 1,5 veya 2.0 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alinir. Uzerine
300 pul Buffer ATL, 20 pl Proteinaz K ve 20 ul IM DTT eklenir ve 10 saniye vortekslenir.
2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.

3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.

4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden 6nce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir
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5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.
6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir
7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santrifiij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

10) Toplama kabi yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

11) Toplama kab1 yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in.

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pl eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilir.

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir.
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3.2.8. Cenin o6rneginden DNA izolasyon Protokolii

Resim 3. 8 Bir tecaviiz vakasinda magdurdan tahliye edlinen cenin.

1) Asag1 yukar1 0.5-20 mg taze veya dondurulmus yumusak doku 1.5 ml veya 2.0 ml
mikrosantrifiij tiipiine konulur. Uzerine 300 pl Buffer ATL, 20 pl Proteinaz K eklenir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.

3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.

4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden 6nce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir

5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.

6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir

7) Stipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santriftij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1

dakika santriftij edilir.

10) Toplama kabi yeniden degistirilip 500 mikrolitre AW2 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santriftij edilir.
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11) Toplama kabi1 yeniden degistirilip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pl eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santriftij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir.

3.2.9. Tiikiiriik 6rnegi iceren 6rneklerden DNA izolasyon Protokolii

P 7718

B

Resim 3. 9 Bir adli vaka’da olay yerinde bulunan, A-Elma artig1 B-Sigara izmariti

Sigara ve elma artigindan(tiikiiriik) DNA izolasyon prosediirii: izolasyon, Qiagen

marka ticari DNA ¢ekitleme kiti protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

1) Sigara i¢in kahverengi filtre kagidinin (3-5 mm) veya bir par¢a izmaritin kiiciik bir
kismi, elma i¢in amilazin yogun oldugu degerlendirilen boliimii kesilerek materyal 1.5 ml

veya 2.0 ml santrifiij tiipiine alinir. Uzerine distile su eklenir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.
3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.
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4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden dnce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir.

5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.

6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir

7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santrifiij edilir.

9) Toplama kabi degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1

dakika santrifiij edilir.

10) Toplama kabit yeniden degistirilip 500 pl AW2 eklenir ve 8000 rpm de
ldakika santrifiij edilir.
11) Toplama kabi yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pul eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika

santrifiij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir

3.2.10. Amnion sivisindan DNA izolasyon protokolii

Resim 3. 10 Bir nesep davasinda magdurdan alinan amnion sivist.
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1) materyal 1.5 ml veya 2.0 ml santrifiij tlipiine 1ml 6rnek meryal alinir.

2) 56 C°de 1 saat inkiibatorde bekletilir.

3) 900 rpm’de 6 dakika ¢evrilerek siipernatant  atilir.

4) Peletin lizerine 300 pl Buffer AL (eklemeden 6nce iyice kanstirilir) eklenir ve 10 saniye

vortekslenir.

5) 70 C°de 10 dakika inkiibatorde bekletilir.
6) 14000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir

7) Siipernatant dikkatlice atilir.

8) Eppendorfta geri kalan ¢ozeltinin tiimii spin kolona bosaltilir ve 8000’rpm de 1 dakika
santrifiij edilir.

9) Toplama kab1 degistirilerek spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklenir ve 8000 rpm de 1
dakika santrifiij edilir.

10) Toplama kabi1 yeniden degistirilip 500 ul AW2 eklenir ve 8000 rpm de
ldakika santriftij edilir.
11) Toplama kabi yeniden degistirilip 14000 rpm de 3dakika santrifiij edilir. Membranin

tamamen kurumasi i¢in

12) Toplama kabi yeniden degistirilip daha Once 56 C° de bekletilmis olan AE
tamponundan 20-50 pul eklenenir ve 5 dakika oda 1sisinda bekletilir. 14000 rpm de 1 dakika
santrifiij edilir

13) Bu defa iistteki filtreli taraf atilarak toplama kabindaki izolat etiketlenip agz1 kapatilir
3.2.11 Kantitasyon

Numunede arastirilan gen iriinleri, DNA veya RNA miktarinin belirlenmesidir. DNA
miktari, morotesi spektrofotometresi ile belirlenir. 260 nm dalga boyunda 1 birim optik

yogunluk, 50 mikrogram ¢ift sarmal DNA'ya karsilik gelir. DNA nimn safligtysa, 6rnegin
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niikleik asitlerin 15181 aldig1 260 nm (A 260) ve proteinlerin 15181 aldig1 280 nm'de (A 280)
Olciilerek A260/A280 degerinin bulunmasiyla saptanir. Saf DNA molekiilii i¢in bu deger
1.8-2.0 dir. 1.8 in altindaki degerler ortamda bir miktar protein veya peptidin varligina
isaret eder. Bu tez calismasmda kantitasyon ABI PRISM 7000 sequence detection system

cihazi ile yapilmistir.
3.2.12 izole Edilen DNA’nin Cogaltilmasi

Her 6rnek i¢in Cizelge 3.3 'de belirtilen miktarlarda 10x Reaction Buffer, Primer mix, DNA
polimeraz enzimi ve distile su igeren master mix hazirlandi. Her 6rnek i¢in hazirlanan 0,2
mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiipiine 10 pl ANTP mix dagitildi ve 2,5 pl 6rnek
DNA eklendi.

Cizelge 3.3 Izole DNA ve PCR karisim oranlari

DNA 2,5 ul
Reaction Buffer (Qiagen ) 1,25 nl
Primer Mix (Qiagen) 2,80ul
Enzim(Hotstart Taq polimeraz-Qiagen) 0,31 ul
dH20 5,64 ul
dNTP mix 10 pl

3.3.13 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, DNA iizerindeki secilmis olan bir bdlgenin ¢ogatilmasini, sicaklik seviyelerini kisa
stireler igerisinde degistiren ve diizenleyen termal cycler adi verilen cihazlar ile, otomatik
olarak saglayan bir metottur. Primer ad1 verilen yapay oligoniikleotidlerin baglanabildigi
ayn1 kromozom kolu iizerindeki iki nokta arasmda bulunan hedef DNA bdlgesinin in vitro
olarak, 32 dongii sonrasinda, 10° kez gogaltilmasi saglanir. Reaksiyonun gergeklesebilmesi
icin ortamda hedef DNA, bu bdlgeye 6zgii bir ¢ift primer, deoksiriboniikleotidler (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) ve 1stya dayanikli DNA polimeraz (Taq polimeraz) bulunmalidir.

Mg*" iyonu konsantrasyonu biiyiik 6neme sahiptir.
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PCR isleminde 3 farkli basamak vardir;

1) DNA denatiirasyonu: DNA ¢ift zinciri 1s1 ile denature edilerek ayrilir.

2) Primer baglanmasi: Diziye 6zgii primerler DNA zincirlerine baglanirlar.

3) Primer uzamasi: Hedef bolgeye karsilik gelen zincir 5'- 3' yoniinde primerden
baslanarak yeni zincir sentez edilir ve ¢ift sarmal DNA olusur. PCR'mnun dongii

parametreleri Cizelge3.4'de gdsterilmistir. Bu {i¢ asama bir dongii olarak kabul edilir.

Cizelge 3.4 PCR Dongii Parametreleri

Is1 Siire Siklus sayisi Gerg¢eklesn olaylar
95°C 11 dak. 1 Denaturasyon
94°C 60sn. 7* Denaturasyon
61°C 60 sn. 1 Baglanma

60.5°C 60 sn. 1 Baglanma
60°C 60 sn. 1 Baglanma

59.5°C 60 sn. 1 Baglanma
59°C 60 sn. 1 Baglanma

58.5°C 60 sn. 1 Baglanma

v 58°C 60 sn. 1 Baglanma

72°C 60 sn. 7* Uzatma
94°C 60sn. 1 Denaturasyon
58°C 60 sn. 1 Baglanma
72°C 60 sn. 7 Uzatma
60°C 1 saat. 1 Son uzatma
4°C o0 Bekletme

Amplifikasyon Applied Biosystem 9700 1s1 dongii cihazinda "touch down" PCR

protokoliine gore yapilmisir. Cizelgede asamalarin ilerleme durumu goriilmektedir.

3.2.14 Kapilerelektroforez
Kapiler elektroforez ABI PRISM 3130x Gen Analiz cihazinda gerceklestirildi. Elektroforez

i¢in 0rnekler 0,5 mililitrelik (ml) polipropilen santrifiij tiiplerinde 20 pl Hi-Di formamid ve

®
0,5 ul Gene Scan-500 LIZ (size standart) ile birlikte hazirlandi. Size standart olarak
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Applied Biosystems firmasinin Gene Scan-500 Qiagen floresan boyali, 35-500 baz ¢ifti
arasida degisen 35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490, ve
500 baz ¢ifti uzunlugunda olmak fiizere toplam 16 DNA fragmanindan olusan molekiiler
cetveli kullanildi. Degerlendirme i¢in her 10 drnekte bir yliriitme yapmak tizere bilinen tiim
alelleri iceren Alelik Ladder hazirlandi. 6rnekler 95°C sicaklikta 5 dakika denatiire edildi.
Renatiirasyonu engellemek i¢in hemen buz kalib1 iizerine alinarak 3 dakika bekletildi.

Elektroforez sartlar1 Data Collection programinda: Module: GS STR POP-4 (1 ml) A.md4
Ornek Alma Siiresi: 5 saniye

Ornek Alma Voltaji :15 000 volt

Elektroforez Voltaji : 15000 volt

Elektroforez Sicaklig1 :60°C

Elektroforez Siiresi: 30 dakika

Matrix : FourDyeA.mtx olarak belirlendi.

Analizi i¢cin GeneScan programinda Parameters ve Size Standart dosyalari
olusturuldu. Bu degerler kullanilarak analiz gerceklestirildi. Alelik Ladder ile karsilastirma
yapilarak degerlendirme yapildi. Ladder disinda olusan piklerin biiyiikliikleri kaydedildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan molekiiler cetvel Gene Scan-500 LIZ (internal line size standard)
olup, toplam 16 DNA fragmanindan olugmaktadir. Bu fragmanlar baslangigtan 200 baz
ciftine kadar 20, bu seviyeden itibaren 35 baz ¢iftinde bir pik vermektedir. Molekiiler

cetvelin elektroforez sonrasindaki goriiniisii sekil 4.1 'de verilmistir.

UL

suqu

An

000

2000

a0

Sekil 4.1 3130x Genetik Analiz cihazinda POP—4 Polimeri kullanilarak elde edilen
GeneScan 500 LIZ® Size Standardinin elektroferograma.

“ABI Prism Big DyeTM” terminator reaksiyon kiti icerisinde bulunan karigim icerisinde
PCR icin gerekli tim kimyasallar yaninda her bir bazin esit miktarda
ddNTP (Dideoxynucleoside triphosphates)’leri de bulunur. Bu ddNTP’lerin her biri farkli
bir floresan boya ile isaretlenmistir. Floresan boyalara ait renkler sekil 4.2 ve sekil 4.3
gosterilmistir. Kapiller elektroforez islemi ABI 3130x genetik analizor cihazi kullanilarak

yapilmistir. Kapiller elektroforez i¢in FAM, VIC, HEX (NED), PET flourosan boyalariyla
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etiketli primerle yapilmis PCR reaksiyonlarindan, her bir 6rnek i¢in 0,5 pl PCR {iriini
alinmis, 9,8 pl Hi-Di Formamid ve 0,2 pl LIZ-500 size standart ile birlikte bir kuyucuga
yiiklenmistir. Daha sonra 95°C’de 5 dk bekletilerek denatiire olmasi saglanmis ve
denatiirasyon sonras1 5 dk da buzda bekletilerek DNA’nin tek iplik¢ik halinde ABI 3130x

cihazina yiikklenmesi saglanmistir.

Matrix Standards (Raw Data)
e Filter Set C SetF
Lk b gk ww oFAm craw
- il i l F""JI % ‘ [} TET {JOE)
- ! ji A 1 ﬂﬂ‘! J ! HEX (NED)
:< i 11 [ I s el 'y , ROX (ROX)

Sekil 4.2 Standart primerlere ait ham verilerin kapiller elektroforez goriintiisii

AmMpFISTR® Identifiler™

100 bp 200 bp 300 bp 400 bp

FAM
i I T S S

HEZX

i D19 VWA TPOX D18
Telow

PET i I

Orange GS500-internal lane standard

Sekil 4. 3 AmpFISTR Identifiler kit’inde yer alan floresan isaretli primerlerin

icerisinde yer aldig1 lokuslara ait renkleri gosteren ideogram.
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Calismamizda 1rza tecaviiz, cinayet ve trafik kazasi gibi adli vakalarda, ¢evrede bulunan
biyolojik deliller (kil, kemik, kan, sperm, doku pargasi, tiikiiriik, kepek, idrar, swab’lar vb.),
vajen veya aniiste spermatozoid aramak iizere alinan frottiler ve fiziksel deliller
(magdurlara ait giysiler, olay yerinde bulunan yiyecek artiklari, kullanilmis malzemeler,
izmarit, ¢ignenmis sakiz, pul vb.) bazi  nesep ve miras davalar1 i¢in Fethi-Kabir
( degrade kemik) gibi materyallerden izole edilen DNA’lara ait kapiller elektroforez
gorintiileri ile herbir adli vakayla ilgili siipheli veya siiphelilerden alinan kan 6rneklerinden
izole edilen DNA’lara ait kapiller elektroforez goriintiilerinin karsilagtirmasi sirasiyla
sekil 4.8 ile  sekil 4.21 arasinda verilmistir. Kullanilan molekiiler cetvele gore DNA
tizerinde bulunan 16 STR lokus’u (Amelogenin, CSF1PO, D2S1338, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1, TPOX,
VvWA) baz alimarak degerlendirme yapildiginda, sekil 4.16-4.17°de gosterilen nesep vakasi
hari¢ herbir adli vakada olay yeri materyali ve siipheliye ait elektroforez goriintiilerinin
birebir Ortiistiigli bulunmustur. Nesep vakasinda’da tiplemesi yapilan alellerin yarisinin
cakistigr bulunmustur, sekil 4.4. da konuyla iligili bir 6rnek verilmistir. Karsilastirmada

kolaylik olmasi agisindan goriintiiler alt alta olacak sekilde ayni sayfada verilmistir.

PATERNITY TESTING

Famuly Inheritance of STR Alleles (D135317)

PLUK product size (bp)

L1 (] Hhe ath :"“"'J a1 I.‘-u‘n b
11 L4
R A=
= Jk _J\
12 14
fnl A Ameanda
i
5 14
i P Marshall
i J\
11 12
In fl Katy
U
8 12
A A My Wife
Il

Sekil 4.4 Babalik testi- STR allellerin ailesel kalitimi1 (D13S317) ( Int.Kyn. 4).
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Cizelge 4.1 Sekil 4.5-4.6’da gosterilen olay yerinde bulunan  izmaritten izole
edilen DNA ile siipheliye ait kan 6rneginden elde edilen DNA’larin elektroforez

gorlintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali | Siipheli kani

Amelogenin XY XY
CSF1PO 9-12 9-12
D2S1338 18-24 18-24
D3S1358 15-16 15-16
D5S818 11-12 11-12
D7S820 10-12 10-12
D8S1179 14-15 14-15
D13S317 9-11 9-11
D16S539 11-13 11-13
D18S51 15-20 15-20
D19S433 14 14
D21S11 29 29
FGA 22-24 22-24
THO1 7 7
TPOX 8-9 8-9
Vwa 14-16 14-16
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Cizelge 4.2 Sekil 4.7-4.8°’de gosterilen cinayet vakasinda maktiiliin twnak kirinden
izole edilen DNA ile siipheliye ait kan 6rneginden elde edilen DNA’larm elektroforez

gorintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali | Siipheli kani
Amelogenin XY XY
CSF1PO 10 10
D2S1338 24 24
D3S1358 15-16 15-16
D5S818 11 11
D7S820 7-12 7-12
D8S1179 13-14 13-14
D13S317 9-13 9-13
D16S539 9-12 9-12
D18S51 13-18 13-18
D19S433 14-15.2 14-15.2
D21S11 31.2-32.2 31.2-32.2
FGA 21 21
THO1 9 9
TPOX 8 8
vWA 19 19
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Cizelge 4. 3 Sekil 4.9-4.10°da gosterilen bir cinayet vakasinda olay yerinde bulunan kil
orneginden izole edilen DNA ile siipheliye ait kan 6rneginden elde edilen DNA’larin

elektroforez goriintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali Stipheli kan1
Amelogenin XY XY
CSF1PO 12 12
D2S1338 18-21 18-21
D3S1358 16-17 16-17
D5S818 11-12 11-12
D7S820 11-12 11-12
D8S1179 13-15 13-15
D13S317 10-12 10-12
D16S539 12-13 12-13
D18S51 13-19 13-19
D19S433 13-15.2 13-15.2
D21S11 31.2 31.2
FGA 21 21
THO1 8-9 8-9
TPOX 8 8
VWA 17-20 17-20
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Cizelge 4. 4 Sekil 4.11-4.12°de gosterilen bir cinayet vakasinda olay yerinde bulunan pet
siseden izole edilen DNA ile siipheliye ait kan 6rneginden elde edilen DNA’larin

elektroforez goriintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali | Siipheli kan1
Amelogenin XY XY
CSF1PO 10-12 10-12
D2S1338 22-25 22-25
D3S1358 18 18
D5S818 10-12 10-12
D7S820 10 10
D8S1179 14-15 14-15
D13S317 9-11 9-11
D16S539 11-12 11-12
D18S51 11-16 11-16
D19S433 14-15.2 14-15.2
D21S11 29-32.2 29-32.2
FGA 21-24 21-24
THO1 6-9.3 6-9.3
TPOX 11 11
vWA 14-19 14-19
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Cizelge 4. 5 Sekil 4.13-4.14’te gosterilen bir nesep davasinda cenin’den izole edilen DNA
ile baba adaymna ait kan drneginden elde edilen DNA’larmn elektroforez goriintiilerine ait

veriler.

Bulundugu lokus Alel no

Cocuk (cenin) Baba

Amelogenin XY XY
CSF1PO 10-11 10-11
D2S1338 21-23 21-24
D3S1358 15-18 15-18

D5S818 11-12 11

D7S820 8-9 8-9
D8S1179 11-14 11-12
D13S317 8-12 8-13
D16S539 10 9-10
D18S51 14-15 13-15
D19S433 12-13 12-15
D21S11 29-33 27-29
FGA 21-24 19-24
THO1 6-9.3 7-9.3
TPOX 8-9 9-11
VWA 17 17-20
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Cizelge 4. 6 Sckil 4.15-4.16’da gosterilen bir cinayet davasinda siipheli iizerinde bulunan
bicaktan izole edilen DNA ile maktiile ait kan 6rneginden elde

edilen DNA’larin elektroforez goriintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali Maktiil kani
Amelogenin X X
CSF1PO 10-11 10-11
D2S1338 17 17
D3S1358 15-16 15-16
D5S818 11-12 11-12
D7S820 10-12 10-12
D8S1179 13-17 13-17
D13S317 8-12 8-12
D16S539 11 11
D18S51 15-20 15-20
D19S433 14-15 14-15
D21S11 28-32.2 28-32.2
FGA 22-24 22-24
THO1 6 6
TPOX 10-11 10-11
vWA 17 17
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Cizelge 4. 7 Sekil 4.17-4.18’de gosterilen kimligi mec¢hul cesede ait doku Orneginden
izole edilen DNA ile cesede ait olabilecegi degerlendirilen kil 6rneginden elde edilen

DNA’larin elektroforez goriintiilerine ait veriler.

Bulundugu lokus Alel no
Olay yeri materyali Maktiil kani
Amelogenin X X
CSF1PO 11 11
D2S1338 17-20 17-20
D3S1358 15-18 15-18
D5S818 12 12
D7S820 11-12 11-12
D8S1179 11-13 11-13
D13S317 8-12 8-12
D16S539 9-11 9-11
D18S51 12-20 12-20
D19S433 12-14 12-14
D21S11 30-33.2 30-33.2
FGA 24-26 24-26
THO1 7-9 7-9
TPOX 10-11 10-11
VWA 14-17 14-17
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Sekil 4.5 Bir cinayet vakasinda siiphelinin kanindan izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.6 Ayni vaka ile ilgili olay yerinde bulunan izmaritten izole edilen DNA’ya ait

kapiller elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.7 Bir cinayet vakasinda siiphelinin kanindan izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez gorintiisii.
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Sekil 4.8 Bir cinayet vakasinda maktuliin tirnak kiri materyalinden izole edilen DNA’ya
ait kapiller elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. 9 Bir cinayet vakasinda olay yerinde bulunan kil 6rneginden izole edilen DNA’ya

ait kapiller elektroforez goriintiisii

Y .- T RS S O L P LI SR
A:E' mmrrt‘:m - - 2007 - 1068-A T

CRmrabA s G0 w3 F

KR ET] (17l (2o L] [ [55] el = ==
P ——— e — T P ——— " -
=i [ ] [= - A ——
= = — N — ] — e — I .

Sekil 4. 10 Ayni vaka ile ilgili siiphelinin kanindan izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.11 Bir cinayet vakasinda siipheliye ait kandan izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez goriintiisii
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Sekil 4. 12 Bir cinayet vakasinda olay yerinde bulunan pet siseden izole edilen DNA’ya ait

kapiller elektroforez goriintiisii.

70



(o S 5P NS

AT BRI P e A A THR

s .f._'.l..l — _-‘;""L"—'._'..—..L_ ' g = ','_!.
S I T .
> Irtj!l ._ - = !::-: - '-_--!;.-t = =S -
r=a m_l-— = e e - ﬁ
T H - - - - ==
= | 711 :

Sekil 4. 13 Bir nesep davasinda ceninden izole edilen DNAya ait kapiller elektroforez

gortiintiisii.
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Sekil 4. 14 Ayni dava ile ilgili baba adayina ait kandan izole edilen DNA’nin ait kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. 15 Bir cinayet davasinda siipheli lizerinde bulunan bigaktaki kan lekesinden izole

edilen DNA’ya ait kapiller elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. 16 Ayni davayla ilgili maktuliin kanindan izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. 17 Kimligi belirsiz bir cesede ait doku 6rneginden izole edilen DNA’ya ait kapiller

elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. 18 Mevtanin kendi ¢ocuklar1 oldugundan siiphelenen aile tarafindan, mevtanin

sahsi yastig1 iizerinden temin edilen kil 6rneginden izole edilen DNA’ya ait

kapiller elektroforez goriintiisii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizin amaci, adli tipta molekiiler genetik yontemlerin kullanimi ve
uygulamalarini, bu yontemlerle elde edilen DNA tiplemelerinin yapilmasi ve bu yolla
kisilestirmenin gergeklestirilmesinde, bu yontemlerin adli tip alanindaki O6nemini

gostermektir.

Adli  bilimler alaninda molekiiller genetik yOontemlerin  kullanimi ile
ginlimiiz ve gelecekte islenebilecek suglarm aydinlatilmas:t yolunda bir ¢igir
acilmistir. Gliniimiizde var olan teknik olanaklarla bugiin sa¢ kepeginden, kullanilmis dis
fircasindan, sigara izmaritlerinden ve insan hiicresi icerebilecek akla gelen her
ornekten hareketle sucluya ulagmak miimkiin olabilmektedir. DNA incelemeleri ¢ok az
baslangic materyali gerektirdiklerinden, olay yerinde bulunabilecek minimal diizeydeki
orneklerden hareketle sonuca ulasilabilir. Ayrica DNA molekiilii stabildir, kan hiicreleri ve
enzimler gibi bozunmaya egilimli degildir ve teknik hata olmadigi silirece yanlis
kisilestirme yapilmaz. Adli bilimlerde kisilestirme dendiginde esasen iki biyolojik drnegin
genetik materyalinin karsilastirilmasi sonucunda, kaynak belirtimine gidebilmek anlagilir.
Bu tiir karsilastirmalarin sonucunun mahkemede delil olusturabilmesi, ancak kullanilan
tekniklerin kabul gormiis bilimsel teknikler olmas1 durumunda miimkiindiir. DNA analizine
uygun ornekler ¢ekirdekli hiicreleri igeren biyolojik materyal ile stnirlanmistir. Giiniimiizde
basartyla DNA izolasyonu ve tiplendirmesi yapilabilen biyolojik materyaller kan ve kan
lekesi, semen ve seminal sivilar, doku ve organlar, kemik ve digler, sa¢ ve tirnaklar,

tiikiiriik, idrar ve diger biyolojik sivilar seklinde siralanabilir (DEU 2000).

Identifikasyon ¢alismalarinda STR (kisa tekrar zincirleri) stk kullanilir. STR lar 3
ile 7 baz ¢ifti uzunlugunda tekrarlayan zincirlerdir (Edwards at al. 1991, Wame at al.1991).
Bu yaygin tekrarlar insan genomuna iyi yayilmislardir ve PCR ile kolayca tespit edilebilen
polimorfik bolgelerin kaynagidirlar (Ausubel et al. 1992, Innis et al.1990). Bolgeler
polimorfik olunca her insanda spesifik farklilik gosterir. Iste adli tip kisi identifikasyonun

da bu bolgelerden faydalanir.
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Higuchi ve arkadaslari, 1988 yilinda, sa¢ kokiiniin protein kilifindan, taze
koparilmis sa¢ koklerinden ve bir tek sa¢ kilindan mitokondrial ve niikleer DNA dizilerini
aragtirdilar. Sag¢ kokiinden ve taze koparilmis killardan 0,5 pg dan fazla miktarda DNA elde
ettiler. Oysaki koksiiz saglardan elde ettikleri DNA miktar1 0,5 pg den daha azdi.
Boylelikle Higuchi ve arkadaglar1 sa¢ kilinda DNA’nin ¢ogunlugunun kok ve kilif
hiicrelerinde oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri DNA’lar1 g¢ogaltip, pargacik
uzunluklarina gore elektroforezde ayristirdilar. DNA ¢ekitlemesinde uyguladiklar: yontem
Fenol-Klorofom yontemi idi. Bu yontemde saf ve yeterli miktarda DNA elde edilmesine
karsin bir ¢ok islem basamaklari gerektirmesi, bu basamaklarda DNA izolatin1 baska
kaplara aktarilmasi, yikama gerektiren filtrelerin veya kolonlarm kullanildig: tuz aritma
islemi sirasinda kontaminasyon ya da drneklerin karsi transfer (cross-transfer) olusturmasi,
aragtiricilart daha kullanmigh DNA ¢ekitleme yontemlerine sevketmistir. Biz de bu
nedenlerden dolay1 calismamizda DNA izolasyonunu Qiagen izolasyon kiti’ni kullanarak

gercgeklestirdik.

Hochmeister ve arkadaslar1 1995 yilinda, yaklasik bir yil dnce kagirildig: bildirilen
bir kadinin bulunan iskelet kalintilarindan identifikasyon amaciyla multiplex PCR
sistemlerini kullandilar. Femur kemiginden elde edilen niikleer DNA profili, kadinin sag¢
fircasindan ¢ikarilan saglarindan izole edilen DNA sonuglari ile karsilastirildi. Giiniimiizde
kullanimi1 ¢ok yaygin hale gelen PCR teknolojisine dayanan STR tiplemesi Hochmeister ve
arkadaslarinca sa¢ kili ve kemik Orneklerine uygulandi. Calismanin multilocus Prob testi
seklinde yapilmasit kisilestirmedeki ayrim giiciinii ve digslama olasiigmi ¢ok fazla
arttrmistir. Biz de ¢alismamizda Multiplex PCR sistemlerinden Qiagen PCR kit ile STR
tiplendirme islemini uyguladik. Hochmeister ve arkadaslar1 fir¢adan aldiklar1 kokli
killarda, Fenol Kloroform izolasyon yontemini kullandilar. Biz ise kemik ve dis 6rnekleri
hari¢ koksiiz killar da, dahil tiim 6rneklere Qiagen izolasyon kit protokoliinii uyguladik.
Kemik ve dis 6rnekleri i¢in, Fenol-Kloroform izolasyon yontemini kullandik. Elde edilen
DNA lar ile STR sistemlerinin ¢alisilmas1 kimliklendirmede giivenilir ve basarili sonuglar
almmasimi saglamaktadir. Bu STR sistemleriyle yapilan DNA tiplemelerinde dislama

olasiligi, kil ile kimliklendirmede, diger yontemlere oranla daha fazladir. Kendiliginden
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dokilmiis killarda ve c¢ok wuzun siire beklenmis killarda bile STR sistemleri ile
caligilabilmesi sonucu iyi sonuglar alinmasi, kil kokii enzim polimorfizmine karsi DNA

tiplemesinin Ustinliglini gostermistir.

Insan kalntilarindan kimlik tespiti adli bilimlerin ana konularmdan biridir. Bu
amacla uzun yillar antropolojik metotlar kullanilmigsa da, bu sekilde her zaman
kimliklendirme yapmak miimkiin olmamaktadir (Andaras at al. 1996). Bununla birlikte bu
yontemlerle kimliklendirme yapilabildigi durumlarda bile, Josef Mengele olayinda oldugu
gibi bu sonucu destekleyen bir baska kanita ihtiya¢ duyulabilmektedir (Jeffreys at al. 1985)
Nesep tayini yapilmasi istenen davalarda, taraflardan biri 6lmiis ise gergegin ortaya
cikarilmasinda bu kisiye ait kemiklerden baska incelenecek Ornek yoktur. Bu durumda
antropolojik yontemler ise yaramayacagindan kemik ornkelerden DNA diizeyinde inceleme
yapmak sarttir. Glinimiizde asir1 derecede c¢liriimiis, yanmis, iskelet haline gelmis
cesetlerin, kemik dokusundan DNA izolasyon ve tiplendirme teknikleri kullanilarak kimlik
veya nesep tayini yapilabilmektedir. Elde edilen DNA bilgisi, mahkemeler tarafindan kanit
olarak kabul edilmektedir. Bundan dolayi, gerek kimligi mechul iskeletlerin
kimliklendirilmesi gerekse nesep tayinlerinde s6z konusu izolasyon ve tiplendirme
tekniklerinin Tirkiye’de de kullanilmasi adli bilimler ac¢isindan bir zorunluluk

olusturmaktadir.

Insan genomu {izerinde ¢ok fazla sayida tanimlanmis STR lokuslarina ragmen gok
az sayida Y kromozomuna 6zgii STR lokuslar1 tanimlanabilinmistir. Y STR’ lar rutin adli
caligmalar ve popiilasyon genetigi ¢aligmalar1 agisindan oldukea bilgi vericidir (Pritchard at
al. 1999). Ozellikle itham edilen babanmin &Imiis olmasi durumunda olaym aydinlatiimasi
icin slipheli kisinin erkek yakin akrabalarindan elde edilebilecek DNA 6rnegi ile babalik
davas1 aydinlatilabilir (Gusmao at al. 1999).

Abortus (kiirtaj) materyalinden babalik tayini gerektiginde eger fetus disi ise X-STR
analizi bliyiik kolaylik saglar. Ciinkii kiirtaj materyalinden fetal dokunun gozle ayirt
edilmesi gebeligin yas1 ile ters orantili olarak hemen hemen imkansizdir. Bu nedenle

rastgele yapilan 6rnekleme sonucunda yapilan DNA analizi siklikla sadece anneye ait
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alelleri igerirken sansli olunan bazi1 vakalarda anne ile fetusun alellerinin miks olarak yer
aldig1 bir sonugla karsilasilir. Boyle bir miks Ornege otozomal STR ¢alisilmis olmasi
halinde degerlendirme gii¢liigli yaratacak ve bu durumun yarattig1 siipheli durumdan sanik
yararlanacaktir. Oysa fetusun disi olmasi1 kosulu ile X-STR analizi degerlendirme kolaylig1
saglar. Saptanan alellerden annede bulunmayan babadan kalitilmistir. Vakanin baba ensesti
olmas1 halinde ise bu marker otozomal STR'lardan fazla bir ayirim imkan1 tanimaz. Ciinkii
kiz fetusiin bir X aleli anneden gelirken sahip oldugu diger X'in kaynagi annenin babasi,
yani s6zkonusu olaydaki faildir. Bu uyum ancak baska delillerle desteklendiginde anlaml1

olabilir (Szibor at al. 2003).

Anneligin dogum kayitlar1 nedeni ile 1spati daha kolay olmakla birlikte varligi
zaman zaman sorgulanmaktadir. Ozellikle modern bat1 toplumunda pargalanmus evlilikler
ve tek ebeveynle biiyiiyen ¢ocuklarda annelik tayini siklikla giindeme gelmektedir. Tiirk
toplumunda ise bu tespite siklikla ¢ocugun bir akrabaya evlatlik verildigi durumlarda
ihtiyag duyulmaktadir. Bu davalar 0Ozellikle annenin Oliimiinden sonra acilmaktadir.
Annelik mtDNA yardimi ile arastirilabiliyor olsa da bu yonteminin zorlugu ve pahali
olmas1 yaninda heniiz her toplumda yeterli genetik populasyon verisinin bulunmamasi gibi
kisitlayici taraflart bulunmaktadir. Ayrica ayni maternal kalitimin oldugu bireyler arasinda
ayirim yapilamayacagindan elde edilen sonu¢ STR'lar kadar kesinlik gostermez. Bu
durumda X-STR analizi iyi bir alternatiftir. Anne kiz arasindaki iligki agisindan otozomal
STR'lara bir istiinliigii yok ise de anne-erkek cocuk iligskisinde otozomal STR'lardan ¢ok
daha etkili bir aragtir. Anne-erkek cocuk vakalarinda dislama olasilig1 baba-kiz ¢ocukta

oldugu gibi otozomal STR'lardan yiiksektir (Szibor at al. 2003).

Bu tez caligmasinda adli tip uygulamalarinda molekiiler genetik yontemlerden,
PCR, otozomal STR, X-STR, ve Y-STR yontemlerinin diger yontemlere gore daha sik
kullanildig: tespit edilmistir.
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