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OZET Amag: insanlarda mitokondriyal DNA (mtDNA) analizi, yiik-
sek stabilitesi ve hiicre basina ¢ok sayida genom kopyasi igermesi ne-
deniyle yiiksek oranda bozunmus iskelet kaltilarinin kimliklendiril-
mesinde gii¢lii bir ara¢ olmustur. Bu ¢aligmada, ileri derecede bozun-
mus iskelet kalintilarinda kisa mtDNA pargalarin ¢ogaltilmasi ve dizi
analizi amaciyla midi ve mini multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] setleri tasarlanmistir. Gereg¢ ve
Yontemler: Tasarlanan midi ve mini multipleks PCR setlerinin etkin-
ligini arastirmak amactyla toprak altinda kalma siireleri 3-68 yil ara-
sinda degisen ve yaslar1 22-93 arasinda olan toplam 14 kisiye ait dis
veya femur kemigine ait DNA ornekleri kullanilmistir. Silika temelli
DNA ekstraksiyon yontemi ile 1 gr kemik tozundan izole edilen DNA
orneklerinde ¢esitli uzunluklarda amplikon tiretilebilecek 2 ayrt mul-
tipleks PCR seti hazirlanmigtir. Multipleks PCR i¢in segilen primer set-
lerinden biri mtDNA nin ortalama 250 bp uzunlugunda fragmanlarin
amplifikasyonuna izin veren 2 multipleks reaksiyondan olusan midi
primer seti; digeri ise daha ileri seviyede degrade drneklerde kullanila-
bilecek olan 100-150 bp uzunlukta fragmanlarim amplifikasyonuna ola-
nak tantyan mini primer setidir ki, o da 3 multipleks reaksiyondan
olugmaktadir. Bulgular: Mini primer seti ile 68 yila kadar iskelet ka-
lintilarinda basarili sonuglar alinirken, midipleks set ile 45 yila kadar
olan iskelet kalintilarinda basarili sonuglar alinmistir. Senu¢: Multip-
leks setler ile analiz igin kullanilan genomik DNA miktar1 azaldigindan
ornek kaybi en aza inmektedir. Ayrica kullanilan malzeme ve is gilicii
dikkate alindiginda, multipleks setlerle hem is giicii hem de maliyet
onemli 6l¢iide azalmaktadir. Bu primer setleri, basta iskelet kalintilart
olmak tizere ileri derecede bozunmus DNA 6rneklerinde kullanilabile-
cektir.
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ABSTRACT Objective: The analysis of mitochondrial DNA
(mtDNA) in humans has been a powerful tool in the identification of
highly decomposed skeletal remains for forensic identification due to
its high stability and the large number of genome copies per cell. In this
study, multiplex polymerase chain reaction (PCR) sets were designed
with midi and mini primers for amplification and sequence analysis of
very short mtDNA fragments to perform sequence analysis of the
mtDNA control region in highly degraded skeletal remains. Material
and Methods: In order to investigate the effectiveness of the designed
midi and mini multiplex PCR sets, DNA samples of teeth or femur
bones belonging to a total of 14 people aged between 22-93 and whose
duration of underground residence varied between 3-68 years, were
used. Two separate multiplex PCR sets were prepared to produce am-
plicons of various lengthsin DNA samples isolated from 1 g of bone
powder by silica-based DNA extraction method. One of the primer sets
selected for multiplex PCR is the midi primer set consisting of 2 mul-
tiplex reactions, which allows the amplification of mtDNA fragments
with an average length of 250 bp; The other one is a mini primer set that
allows the amplification of 100-150 bp long fragments that can be used
in more advanced degraded samples, and it consists of 3 multiplex re-
actions. Results: While successful results were obtained on skeletal re-
mains up to 68 years old with the mini primer set, successful results
were obtained on skeletal remains up to 45 years old with the midiplex
set. Conclusion: With multiplex sets, sample loss is minimized as the
amount of genomic DNA used for analysis is reduced. In addition, con-
sidering the material and labour used, both labour and cost are signifi-
cantly reduced with multiplex sets. These primer sets can be used in
highly degraded DNA samples, especially skeletal remains.
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Mitokondriyal DNA (mtDNA), 6zellikle niikleer
DNA analizinin miimkiin olmadig:1 adli olgularin
kimliklendirilmesinde kullanilabilecek bir ara¢ ola-
rak kabul edilmektedir. Yiiksek kopya sayisina sahip
olmasi, rekombinasyonun olmayisi ve maternal kali-
tim gostermesi nedeniyle maternal soyun belirlen-
mesini gerektiren adli olgu oOrneklerinde tercih
edilmektedir.!?

Adli laboratuvarlarda siklikla mtDNA polimor-
fizminin yliksek oldugu kontrol bolgenin dizi analizi
tercih edilmektedir. Degrade olmayan veya kismen
degrade 6rneklerde standart laboratuvar uygulamala-
rinda tiim mtDNA kontrol bélgenin tek primer ¢ifti
ile amplifikasyonu ve dizi analizi yapilabilmektedir.
Bununla birlikte, ¢esitli adli olgu ¢aligma 6rnekle-
rinde acgikca goriildiigl gibi, ileri derece bozunma
gergeklesmis biyolojik materyallerden elde edilen
DNA ekstraktinda 250 bp’yi asan amplikon boyutlari
bulunmayabilir.>* Boyle durumlarda kiigik DNA
fragmanlar1 i¢in uygun primerler tasarlanarak ¢esitli
sayida primer gifti ile tiim kontrol bolgenin analizi
miimkiindiir. Ancak yaklasik 1.112 bp’lik bu bolge-
nin amplikasyonunda 250 bp’lik fragmanlar icin or-
talama 6 primer cifti, 150 bp’lik fragmanlar icin
ortalama 8 primer ¢ifti kullanilmasi gerektigi dikkate
alindiginda, ¢ok biiyiik bir is giicii ve maliyet ortaya
cikmaktadir. Bu dezavantajli durumun iistesinden ge-
lebilmek i¢in kontrol boélge i¢in tasarlanan mini-
/midi-amplikon setlerinin multipleks
amplifikasyonuna dayali ¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalarda, ileri derecede bozunmus biyolojik or-
neklerde multipleks mtDNA amplifikasyonunun ba-
sarilt oldugu ve bu amplikonlarin mtDNA kontrol
bolgenin dizi analizine olanak tanidigi belirtilmis-

tir 1,2,5-7

Bu caligmada, degradasyon seviyeleri farkli
DNA orneklerinde kontrol bolgeye ait mtDNA profili
elde edebilmek amaciyla ¢esitli uzunluklarda ampli-
kon tretilebilecek 2 ayr1 multipleks polimeraz zincir
reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] seti-
nin etkinligi arastirilmigtir. Multipleks primer setle-
rinden biri mtDNA’nin ortalama 250 bp uzunluktaki
fragmanlarin amplifikasyonuna izin veren multipleks
midi primer seti, digeri ise daha ileri seviyede deg-
rade Orneklerde kullanilabilecek olan 100-150 bp
uzunluktaki fragmanlarin amplifikasyonuna izin

veren multipleks mini primer setidir. Bu primer set-
lerinin kisa tandem tekrar1 [short tandem repeat
(STR)] lokuslart ile analizin kismen veya tamamen
basarisiz oldugu, zamana ve olumsuz ¢evre kosulla-
rina bagli olarak ileri derece bozunmus kemik/dis do-
kimliklendirmesinde

kularinin kullanilip

kullanilamayacag aragtirilmigtir.

I GEREC VE YONTEMLER
BiYOLOJIK ORNEKLER/DNA iZOLASYONU

Caligmada, daha once kimliklendirmeye esas olmak
iizere otozomal STR lokuslarina dayali DNA analizi
yapilmis olan iskelet kaltilarina ait DNA &rnekleri
(10 adet femur kemigi ile 4 adet dis 6rnegi) kullanil-
mistir. Biyolojik 6rneklerdeki DNA miktar1 Qubit
florometrik yontem ile belirlenmis olup, DNA deg-
radasyon seviyelerinin belirlenmesinde STR lokus-
lar1 elektroforez sonuglari ile mtDNA’nin tiim kontrol
bolgesinin dizi analizi sonuglar dikkate alinmistir.

Primerlerin ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii ve
optimum primer konsantrasyonlarmin ayarlanma-
sinda adli genetik laboratuvar ¢alisanlarindan ve daha
onceden mtDNA dizi analizleri bilinen ve aydinlatil-
mis onam alinan kigilerden goniilliiliik esasina dayali
olarak alinan 8 adet kan 6rnegi kullanilmistir. Pozitif
kontrol olarak 9947A (Thermo Fisher Scientific) ve
negatif kontrol olarak niikleaz igermeyen su (Qiagen)
kullanilan bu ¢alismada Uluslararas1 Adli Genetik
Dernegi DNA Komisyonunun 6nerdigi mtDNA ana-
lizine iliskin yonergeler takip edilmistir.® Kemik ve
dis 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu Oncesi biyolo-
jik materyaller {izerinde bulunan yumusak dokular ve
toprak kalintilar1 su altinda yikandiktan sonra dis
yiizey bistiiri ile kazinmigtir. Ardindan %1°lik Safety
Data Sheets (Merck) ve %5’lik hipoklorid (Tekkim)
sollisyonu ile kimyasal temizlik yapilmistir. Kemik
dokular 1-2 giinliikk kuruma siiresini takiben doku
parcalama cihazi ile (Tissue Lyser, Qiagen) toz ha-
line getirilmistir. Bu asamadan sonra, falkon tiiplere
aktarilan 1gr numuneye 2 mL lizis soliisyonu (0,5 M
etilendiamintetraasetik asit [(EDTA)+%]1 SDS] ve
100 mg Prot-K (Qiageneklenerek ¢alkalamali su ban-
yosu (Memmert, Almanya) i¢inde 56°C’de 2 gece
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda ependorf tiiplere
aktarilan karisim 20.000 g’de 3 dk santrifiij edildik-



ten sonra Ust faz 30 kDa’lik Amicon® Ultra-4 filtreli
tiiplerde (Merck Millipore) konsantre edilmistir.
Konsantre ekstrakttan DNA’nin izolasyonu Qiaquick
PCR Purification kiti (Qiagen, Valencia, CA) ile ya-
pilmustir.” Kontrol olarak goniillii donérlerden alinan
venoz kan ornekleri InstaGene™ Matrix (BIO-RAD)
ile ekstrakte edilmis olup, izolasyonda iiretici firma-
nin Onerileri takip edilmistir.!

DNA MIKTAR TAYINi

Orneklerdeki DNA konsantrasyonu Qubit™ dsDNA
HS Assay Kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) kul-
lanilarak Qubit florometre (Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile 6l¢iilmiistiir.'!

Bu projenin yapilabilmesi i¢in Cukurova Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulunun 5 Temmuz 2019 tarih
ve 90 sayili toplantisinda (Karar no: 34) yazili onay
alimmis olup, uygulanan islemler Helsinki Deklaras-
yonu’na uygundur.

AMPLIFIKASYON VE Dizi ANALIZ

Midi/Mini Multipleks Setler

Midiplex set, uzunluklar1 227-267 bp arasinda degi-
sen ve birbiriyle ortlisen 6 amplikonu amplifiye
etmek icin 2 multipleks PCR’den olusmaktadir. Mi-
niplex set, uzunluklar1 142-185 bp arasinda degisen
ve birbiriyle ortiisen on kisa amplikonu amplifiye

etmek icin ti¢ multipleks PCR’den olugmaktadir. Mi-
dipleks ve minipleks primer setleri Tablo 1 ve Tablo
2’de aktarilmstir.

Single PCR

Multipleks PCR 6ncesi her bir primer ¢iftinin opti-
mizasyonunu saglamak i¢in single PCR reaksiyonlari
gergeklestirilmistir. Single PCR i¢in 0.2ml’lik ep-
pendorf tiipte hazirlanan 20 pL karigima ileri ve geri
primer ¢iftinin her birinden 0,4 puLL (uM), 2 uL (0,01
ng) DNA o6rnegi ve 5,6 pL niikleaz icermeyen su
(QIAGEN) koyulmustur. PCR parametresi Tablo
3’de aktarilmistir.

PCR sonrasi 6rnekler 4°C saklanmistir. Multip-
leks PCR parametreleri igin alternatif iiretebilme
amaciyla primer yapisma sicakliklar1 55-60°C’ler
arasinda 5 farkl sicaklikta test edilmigtir. Amplifi-
kasyon kontrolleri %1,5’lik agaroz jelde yapilmustir.
Tim primerler i¢in 58°C sicakligin verimli bir am-
plifikasyon {irlinti elde etmek i¢in uygun oldugu so-
nucuna varilarak multipleks amplifikasyonlar i¢in bu
sicakligin secilmesine karar verilmistir (Resim 1°de
minipleks primerlerin agaroz jel goriintiisii verilmis-
tir).

Multipleks PCR

Single PCR reaksiyonu sonrasi midi ve mini primer
setlerinden olugan multipleks PCR reaksiyonu icin
uygun primer konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu

TABLO 1: Calismada kullanilan midipleks primer setleri'?
Sekans uzunlugu Hedef uzunluk ~ Amplikon Uzunlugu
Gok katli set ~ Amplikon Primer Sekans (5’-3") (np) (bp) (bp)
Midiplex1 P11 F15989 CCCAAAGCTAAGATTCTAAT 16009-16235 267 267
R16255 CTTTGGAGTTGCAGTTGATG
P13 F16347 TCAAATCCCTTCTCGTCCC 16366-16555 229 229
R006 GTGATCCATCGTGATGTCTT
P22 F155m TATTTATCGCACCTACGTTCA 176-369 235 240
R389-5t ta(tta)CTGGTTAGGCTGGTGTTAGGa
Midiplex2 P12 F16159-15t (tat) CATAAAAACCCAATCCACATa 16179-16391 252 267
R16410m GAGGATGGTGGTCAAGGGA
P21 F015 CACCCTATTAACCACTCACG 35-239 247 247
R261 GCTGTGCAGACATTCAATTGTT
P31 F403-15t (aat) TCTTTGGCGGTATGCACTTTa 424-592 212 227
R614 TTTCAGTGTATTGCTTTGAGG

np: Nukleotid pozisyonu; bp: Baz cifti



TABLO 2: Galismada kullanilan minipleks primer setleri'?

Cok kath Set

Amplikon Primer

Sekans Uzunlugu  Hedef Uzunluk  Amplikon Uzunlugu
(np) (bp) (bp)

Sekans (5-3)

Miniplex2 M12 F16088 TGTATTTCGTACATTACTGC 16108-16209 142 142
R16229 AGTTGAGGGTTGATTGCTGT
M14 F16258 ACCCCTCACCCACTAGGAT 16278-16391 153 153
R16410m GAGGATGGTGGTCAAGGGA
M22 F120 CGCAGTATCTGTCTTGATT 142-265 166 166
R285 GTTATGTATCTGTGTGGAA
M31 F403-15t (aat)TCTTTTGGCGGTATGCA 424-548 166 181

np: Niikleotid pozisyonu; bp: Baz gifti

TABLO 3: PCR parametresi

94°C 30sn L
35 doéngl

58°C 1.30 dk

72°C 10 dk

asamada multipleks set optimizasyonuna esit mik-
tarda primer konsantrasyonu (0,4 uM) ile baglanmis-
tir. Multipleks set igindeki amplikonlarin varligi
%5’lik agaroz jellerde incelenmistir (Resim 2’de mi-
dipleks, Resim 3’de minipleks setin jel goriintiisii ve-
rilmistir).

Agaroz jellerde tim gruplar icin yeterli PCR
iirtinii tespit edilene kadar primer konsantrasyonlari
(her 2 yonde azaltilarak ve arttirilarak) degistirilmis-
tir. Jelde olumlu sonuglarin alindig1 reaksiyon kari-
simlar1 asagida belirtilmistir.

RESIM 1: Agaroz jel gériintiisii (Single)
Minipleks primerler [M11(175 bp), M13 (164 bp), M21 (154 bp), M23 (185 bp), M12
(142 bp), M14(153 bp), M22 (166 bp), M31 (181 bp), M15 (170 bp), M32 (159 bp)]

0,2 ml’lik eppendorf tiiplerde gergeklestirilen
PCR reaksiyonunda; Tablo 2’de yer alan setlerden
minipleks 1 i¢in 10 pl mastermix, M11, M13 ve M23
primer ¢iftlerinden 0,4’er pl, M21 primer ciftinden
0,2’ser pl ve 2 pl DNA 6rnegi koyularak karigim saf
suile 20 pl’ye tamamlanmistir. Minipleks 2 i¢in 10 pl



RESIM 2: Agaroz jel gériintiisi (midipleks) (%5'lik jel)
Midipleks I, P11 (267 bp), P22 (240 bp), P13 (229 bp); midipleks II, P12 (267 bp),
P21 (247 bp), P31 (227 bp)

RESIM 3: Agaroz jel gériintiisii (minipleks) (%5'lik jel)

Minipleks I, M23 (185 bp), M11 (175 bp), M13 {164 bp), M21 (154 bp); minipleks
11, M31 (181 bp), M22 (166 bp), M14 {153 bp), M12 (142 bp); minipleks III, M15 (170
bp), M32 (159 bp)

mastermix, M12, M22 ve M31 primer ¢iftlerinden
0,4’er pl, M14 primer ¢iftinden 0,6’sar pl ve 2 ul
DNA koyularak karisim saf su ile 20 pl’ye tamam-
lanmistir (Tablo 2). Minipleks 3 i¢in 10 pl master-
mix, M15 ve M32 primer ciftlerinden 0,4’er pl ve 2
pul DNA koyularak karigim saf su ile 20 pl’ye ta-
mamlanmigtir. Tablo 1’de bulunan setlerden midip-
leks 1 i¢in 10 pl mastermix, P11 ve P13 primer
ciftlerinden 0,8”er pl, P22 primer ¢iftinden 0,3’er pl

ve 2 ul DNA koyularak karisim saf su ile 20 ul’ye ta-
mamlanmistir. Midipleks 2 i¢in 10 pl mastermix,
P12, P21 ve P31 primer ¢iftlerinden 0,4’er pl ve 2 pl
DNA koyularak, karigim saf su ile 20 pl’ye tamam-
lanmistir. Multipleks amplifikasyon reaksiyonu sin-
gle PCR ile ayni kosullarda gergeklestirilmistir.

PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile Deger-
lendirilmesi: PCR iirtinleri 1X Tris Borat EDTA
(TBE) tamponu ile hazirlanan ve etidyum bromiir
iceren %1,5’lik agaroz jellerde 120 V, 80 mA’da 20
dk, multipleks PCR iirtinleri %5°lik agaroz jelde 80V,
80 mA’da 1 saat ylritilmiistiir. Ardindan jelde bant-
larin varligi UV transliiminatorde (Syngene) incelen-
mistir.

OTOZOMAL STR LOKUSLARININ ANALIZI

Otozomal STR lokuslarinin tanimlanmasi ig¢in
AmpFISTR™ Identifiler™ Plus PCR Amplification
Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Ampli-
fikasyon reaksiyonlari Veriti™ Thermal Cycler (App-
lied Biosystem) cihazinda gergeklestirilmistir. PCR
iirtinleri ABI 3130 otomatik kapiller elektroforez
(Applied Biosystems) cihazinda yiiriitilmiistiir.

DizZi ANALIZ

PCR {irlinlerinin PCR saflagtirma kiti (Qiagen, CA,
ABD) ile saflagtirilmasi sonrasi BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
ABD) ile dizi analizi yapilmistir. Dizi analizi para-
metreleri Tablo 4’de gosterilmektedir. Dizileme re-
aksiyonu sonrasi saflagtirmada Sephadex®G-50
(Sigma Aldrich) kullanilmistir. Saflastirma sonrasi
iirtinler 36 cm’lik kapiler ve POP-7 polimeri ile ABI
3130 Genetik Analiz Cihazinda (Applied Biosys-
tems, ABD) yiiriitiilmiistiir (13,2 kV’da 12 sn’lik en-
jeksiyon siiresi). Yiiksek kaliteli veriler saglamak
icin, dizileme hem ileri hem de geri reaksiyonlarda
gergeklestirilmistir. mtDNA dizilerine ait elektrofe-
rogramlarin bulundugu ABI dosyalar1 Sequencher

TABLO 4: Dizi analiz parametresi

96°C 1 dk

96°C 5sn P—
35 dongi

50°C 4 dk

4°C B




v5.0 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,
ABD) bilgisayar programinda mtDNA’nin revize
edilmis Cambridge Referans Dizisi (rCRS) ile karsi-
lastirilmigtir. '

I BULGULAR

Referans 6rneklerde primerlerin optimum yapisma si-
cakliklarin belirleyebilmek amaciyla uygulanan 55,
56, 57, 58 ve 60°C’lerden olusan 5 ayr1 yapisma si-
cakligi test edildiginde, elektroforez sonuglarina gore
tiim primerler igin 58°C sicakligin verimli bir amplifi-
kasyon tiriinii elde etmek i¢in uygun oldugu sonucuna
vartlmistir. Bu nedenle multipleks amplifikasyonlar
icin bu yapigma sicakligi kullanilmistr.

Tekli PCR reaksiyonlarmin ardindan midipleks
PCR i¢in 2 set (midipleks I, midipleks II) minipleks
PCR ig¢in 3 set (minipleks I, minipleks II, minipleks
III) olacak sekilde multipleks PCR setleri olusturul-
mugtur. Takiben multipleks PCR setleri i¢in optimal
amplifikasyon {iriinii elde edebilmek i¢in uygun pri-
mer konsantrasyonlari belirlenmistir.

Rutin adli laboratuvarlarda kullanilan standart
kontrol DNA’dan 9947A’dan (0.1 ng/uL) (Thermo
Fisher Scientific, ABD) 0.1 ng’nin referans DNA ola-
rak kullanildigr multipleks optimizasyon g¢alisma-
sinda gere¢ ve yontemde aktarildigi sekilde farkl
primer konsantrasyonlart test edilmistir.'* Multipleks
amplifikasyon kontrolleri %5’lik agaroz jelde yapil-
mustir. Pozitif amplifikasyon {iriinii olan drneklerin
dizi analizi yapilarak amplifikasyon iiriiniiniin dog-
rulugu kontrol edilmistir. Amplifikasyon {irlinii goz-
lenen orneklerde dizi analizi agamasina gegilerek
amplifikasyon iirtinlerine ait DNA dizilerinin dogru-
lugu kontrol edilmistir.

DNA dizilemenin dogrulugunu kontrol etmek
icin yeni primer setleri ile elde edilen sonuglar daha
once rutin analizlerde kullanilan primer setiyle elde
edilen sonuglarla karsilastirtlmistir.!> Bu amagla rutin
analizlerde calisilan 8 kan 6rnegine ait veriler kulla-
nilmigtir. Teste dahil edilen tiim 6rneklerde dizi ana-
lizi sonucu uyumlu bulunmustur.

Calismada bu asamada ayn1 6rnek tipi (kontrol
DNA 9947A) farkli bir zamanda tekrar analiz edile-
rek tekrarlanabilirligi test edilmistir. Her 2 dizi ana-
lizi sonucu arasinda nitelik acisindan farklilik

bulunmamustir. Tablo 5’te kontrol DNA 9947A’nin
rCRS’den farkliliklar1 siralanmustir.'

Calismada, spesifik mtDNA o6l¢liimii yapilama-
digindan seyreltme deneyleri 9947A ile yapilmis olup
total DNA miktar1 tizerinden bir tahmini mitokondri-
yal DNA seyreltme ¢aligmasi yapilmigtir. Seyreltme
deneylerinde 0,00625 ng total DNA ile yapilan ana-
lizlerde 175 RFU iizerinde sonuclar alinmistir. Taze
orneklerle multipleks setlerin optimizasyonu saglan-
diktan sonra, belirlenen multipleks primer setlerinin
ileri derecede bozunmus iskelet kalintilarina ait DNA
orneklerinde etkinligi arastirilmistir. Bu amagla 14
iskelet kalintisina ait 4 dis ve 10 femur kemigine ait
DNA o6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rneklerden 8’inde
rutin analizlerde kullanilan 15 otozomal STR loku-
suna (CSF1PO, D2S1338, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11, FGA, THO1, TPOX, vWA) ve
cinsiyet belirteci Amelogenine ait tim STR profili ta-
nimlanabilmis iken, 3 6rnekte kismi basari, kalan 3
ornekte ise hicbir STR lokusu tanimlanamamaistir.
STR lokusu allelleri tanimlanan tiim 6rneklerde hem
midipleks hem de minipleks primer setleri ile
mtDNA dizi analizi sonuglar1 basarili olmustur. STR
analizinin kismen basarili oldugu 3 6rnekte minipleks
primer seti ile dizi analizi bagar1 orani %100 iken, mi-
dipleks sette P22 primeri diginda tiim primerlerle ba-
sar1 orant %100’dur. Midipleks sette bulunan P22
primeri ile basar1 oran1 %66 hesaplanmistir.

STR lokusu allellerinden hig¢birinin tanimlana-
madig1 grupta yer alan 3 o6rnekte ise minipleks pri-
mer set ile elde edilen dizi analizi sonuglarinin
midipleks primer seti ile elde edilenden daha basarili
oldugu gozlenmistir. Bu 6rneklerde midi set ile bir

TABLO 5: 9947A mtDNA dizi analizi sonucu

(rCRS'den farkliliklar)

16311C

16519C

93G

195C

214G

263G

309,1C

309,2C

315,1C




TABLO 6: Calisma yapilan biyolojik materyallerin ozellikleri
Ozellik STR sonug (Identifiler Plus kit ) Mini ¢ok katli set Midi ok katli set
1 Oliim yas1-85, mezarda kalma siiresi: 5 yillik kemik dregi + + +
2 Oliim yas1-87, 3 yillik dis 8rmegi + + +
8 Oliim yas1-80, 45 yillik dis 5rnegi + + +
4 Oliim yas-74, 9 yillik kemik érnegi + + +
5 Oliim yas1-92, 23 yillik kemik dmegi Sonug yok + P12 sonug yok
6 Oliim yag1-84, 23 yiliik kemik drnegi Sonug yok + +
7 Oliim yas1-93, 3 yillik kemik drnegi + + +
8 Oliim yas-81, 6 yillik kemik érnegi + + +
9 Eski kemik drnegi Tanimlanamayan STR lokuslari + P22F sonug yok
(D7$820,D381358, D138317,058818, FGA)
10 Oliim yas-46, 10 yillik dis 5megi + + +
11 Oliim yasi-61, 39 yillik kemik dmegi Tanimlanamayan STR lokuslari + +
{D181656,0128391)
12 Oliim yas!-86, 12 yiliik kemik 6rnegi Tanimlanamayan STR lokuslari + +
(D10S1248,D0151656,D125391)
13 Oliim yas1-24, 22 yillik dis Srnedi + + +
14 Oliim yas-22, 68 yillik kemik drnegi Sonug yok M11, M13, M21, M23,  Sonug yok
M31, M15 sonug yok

ilgili sette bulunan tiim markirlarin tanimlanmasi + olarak belirtilmistir

ornekte tam sonug, bir drnekte kismi sonug (P12 pri-
meri ile basarisiz) alinirken, bir 6rnekte hi¢ sonug ali-
namamistir. Minipleks sette ise 2 drnekte tam sonug
alinirken, bir 6rnekte (68 yillik iskelet kalintisindan
alinan femur kemigi) kismi bagari elde edilmistir. Ca-
lisilan 4 dis ve 10 femur kemigine ait STR lokusu
analizi sonuglari, midipleks ve minipleks PCR so-
nuclari, Tablo 6’da; midipleks ve minipleks setleri-
nin bagar1 yiizdeleri Tablo 7°de aktarilmistir.

I TARTISMA

Kitlesel felaketler, kay1p olgular, siddet suglar1 ve
terdr eylemleri gibi adli olaylarda yapilan kimliklen-
dirme ¢aligmalarinda STR ve tek niikleotid polimor-
fizmi analizleri yaninda mtDNA’ya dayali analizler
de yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek mutasyon
orani, rekombinasyon 6zelliginin olmayisi, stabilite
ve hiicre basina ¢ok sayida genom kopyasi bulunmast
gibi 6zellikleri nedeniyle mtDNA iskelet kalintilari,
mumyalasmis doku gibi yiiksek oranda bozunmus
adli 6rneklerin identifikasyonunda oldukg¢a degerli ol-
dugunu kanitlamigtir.®

Tim mtDNA dizi analizinin tanimlandigi 1981
yilindan itibaren mtDNA dizisinin analizinde ¢ok ¢e-

TABLO 7: Minipleks ve midipleks basari ylizdeleri

Primer Seti ~ Caligilan 6rnek sayisi  mtDNA sekans basari yiizdesi
M11 14 13 (%92,8)
M13 14 13(%92,8)
M21 14 (%92 8)
M23 14 3 (%92,8)
M12 14 14 (%100)
M14 14 14 (%100)
M22 14 14 (%100)
M31 14 13 (%92,8)
M15 14 13 (%92,8)
M32 14 14 (%100)
P11 14 13 (%92,8)
P13 14 3 (%92,8)
P22 14 12 (%85,7)
P12 14 12 (%85,7)
P21 14 3 (%92,8)
P31 14 3 (%92,8)

sitli yontemler kullanilmustir.’ ikinci ve iigiincii nesil
dizileme teknolojileri olarak adlandirilan yeni nesil
dizileme teknolojileri ile her gegen giin daha hassas
ve yiiksek ¢iktili sonuglar alinmaktadir. Bununla bir-
likte, yeni nesil dizileme teknolojileri glinimiiz ko-
azindan ilkemiz

sullarinda en igin  pahali



uygulamalar olmasi sebebiyle, adli laboratuvarlarda
rutin uygulamalara gegisinin uzun zaman alacagi tah-
min edilmektedir. Yeni nesil dizileme teknolojileri-
nin gelismis ve gelismekte olan tim adli
laboratuvarlarda bulunan otomatik kapiler elektrofo-
rez teknolojisine alternatif olabilmesi i¢in cihaz ma-
liyetinin diismesi gerekmektedir.

Adli DNA laboratuvarlarinda rutinde kullanilan
STR belirteclerine dayalt DNA analizinin basarisiz
oldugu ileri derecede bozunmus DNA 6rneklerinde
veri elde edebilmek icin adli DNA laboratuvarlarinin
mevcut alt yapisindan yararlanmanin daha islevsel
olacagi diisiiniilmustiir. Bu ¢alismada tercih edilen
klasik Sanger yonteminde rutin adli genetik labora-
tuvarinda kullanilan cihazlar kullanildigindan ek bir
cihaz alimima gerek yoktur.

Geleneksel
mtDNA kontrol bolgesinin asir1 degisken segment-
leri HV-I, HV-II ve HV-III’lin amplifikasyonunu ve
dizi analizini igerir. Primerler ile genellikle her bir

protokolle mtDNA analizleri,

bolgede 300-400 bp’lik parga boyutlart amplifiye edi-
lir. Bu durum yiiksek oranda bozunmus numunelerde
zay1f veya basarisiz amplifikasyona neden olabilir.
Bu nedenle degradasyon orani yiiksek adli biyolojik
ornekler i¢in alternatif primer ¢iftleri kullanilarak
midi ve mini amplikonlar tiretilebilir ve bu polimor-
fik bolgelerin analizi yapilabilir. Ancak bu yaklasim
hem maliyeti hem de is giiclinii dnemli dl¢iide artir-
maktadir. Bu dezavantajin ortadan kaldirilmasi i¢in
multipleks PCR ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢aligma-
lardan birinde, birbiri ile ortlisen 10 primer ¢ifti ile
ileri derecede bozunan érneklerde mtDNA kontrol
bolgenin basart ile analiz edilebildigi, ancak hem ma-
liyetin hem de is giicliniin arttig1 belirtilmistir. Bu ne-
denle Eichmann ve ark., en azindan bozunma
seviyesi daha az 6rnekler i¢in kullanilabilecegini be-
lirttikleri ve 5 primer ¢ifti ile amplikon uzunluklari
250-450 bp arasinda olan yeni bir multipleks oner-
mislerdir.!® Bu galismalardan esinlenerek yapilan bir
baska calismada da mtDNA’nin en polimorfik bol-
gesi olan HV-I, HV-II ve HV-III segmentlerini i¢ine
alacak sekilde alternatif primer setleri tasarlanmigtir.
Tasarlanan primerler ile de hem midi-primer seti hem
de mini-primer seti olusturulmustur. Tasarlanan mul-
tipleks midi ve mini primer setleri ile hem standart
orneklerde hem de ileri derecede bozunmus iskelet

kalintilarinda basarili sonuglar alinabildigi bildiril-
mektedir.!”!® Bu ¢alismada, mtDNA’daki polimorfik
varyasyonlarin tanimlanabilmesi ve identifikasyon et-
kinliginin artirilmasi i¢in ¢ok degisken 3 bdlgenin
amplifikasyonuna dayali midi ve mini primer setleri
tercih edilmistir.

Multipleks setler olugturulmadan 6nce primerle-
rin ¢alisip calismadigi, en uygun primer yapisma si-
caklig1 gibi parametreleri degerlendirmek amaciyla
tekli amplifikasyon reaksiyonlari ger¢eklestirilmistir.
Tekli PCR firiinlerinin amplifikasyon kontrolleri
%1,5’lik agaroz jellerde yapilmistir. Tekli reaksi-
yonlarda multipleks amplifikasyona en uygun primer
yapisma sicakliginin 58 °C oldugu saptanmustir.

Calismada kullanilan multipleks primer setleri
ile mtDNA HV segmentlerini amplifiye etmek icin
biyolojik drnek basina 2 veya 3 amplifikasyon reak-
siyonu gerceklestirilmistir. Monopleks bir reaksi-
yonda bu say1 midi-primer seti i¢in 6, mini primer seti
icin 10°dur.

Multipleks PCR iirlinlerinin amplifikasyon kont-
rolii i¢in yliksek rezoliisyonlu agaroz jeller kullanil-
mistir. Calismada kullanilan midipleks amplikon
uzunluklar1 midipleks I i¢in 227 bp ile 267 bp ara-
sinda olup, amplikonlar arasindaki uzunluk farklari
20’ser bp, midipleks II i¢in 229 bp ile 267 bp arasinda
olup, amplikonlar arasindaki uzunluk farklar1 sirasi
ile 11 ve 27 bp’dir. 142 bp ile 185 bp arasinda baz
uzunluguna sahip minipleks seti i¢indeki gruplarin
kendi i¢inde amplikon uzunluklari arasinda ortalama
12 bp’lik fark vardir. Bu uzunluk farkliliklari onlarin
normal olarak multipleks PCR reaksiyonu sonrasi po-
liakrilamid jel elektroforezi ile net olarak ayirt edile-
bilmesine olanak saglarken, yiiksek rezoliisyonlu
agaroz jelde kismi ayrim saglamistir. Bu calismada
multipleks PCR firlinleri laboratuvar olanaklari kisitl
oldugundan %5’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Daha
1y1 bir rezoliisyon i¢in poliakrilamid jellerin kullanil-
mas1 daha uygun olacaktir. Midipleks ve minipleks
setlerle olusturulan amplikonlarin %5’lik agaroz jelde
elde edilen goriintiisii sira ile Resim 2 ve Resim 3’te
gosterilmektedir.

Bu ¢aligmada spesifik mtDNA 6l¢timii yapila-
madigindan seyreltme deneyleri 9947A ile yapilmis
olup, total DNA miktar1 iizerinden bir seyreltme ca-



ligmas1 yapilmistir. 0,1 ng DNA i¢inde ortalama
2.900 kopya mtDNA varhig: kabul edilmistir.!-*
0,2ng-0,00625 ng arasinda DNA konsantrasyonlari
ile yapilan deneysel calismalarda seyreltme yapilan
en diisiik seviye olan 0,00625 ng DNA ile ABI3130
genetik analiz cihazi i¢in 6nerilen 175 RFU tizerinde
pik ytikseklik seviyesine ulasilmistir.

Taze kan 6rneklerine ait DNA ile optimizasyonu
yapilan multipleks reaksiyonlarin, iskelet kalintila-
rindan izole edilen degrade DNA 6rneklerinde etkin-
ligini arastirmak amaciyla 4’4 dis 10°’u femur
kemigine ait genomik DNA 6rnekleri kullanilmigtir.
Bu 6rneklerden 8’inde rutin analizlerde kullanilan 15
otozomal STR lokusu (CSFIPO, D2S1338,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, FGA, THO1,
TPOX, vWA ve cinsiyet belirteci amelogenin) ile ba-
sar1l1 bir sekilde analiz edilebilirken, 3 6rnekte kismi
basar1 elde edilmistir. U¢ 6rnekte ise higbir STR lo-
kusu tanimlanamamuistir. STR lokusu allelleri tanim-
lanan tiim &rneklerde beklenildigi gibi hem midipleks
hem de minipleks primer setleri ile yapilan mtDNA
dizi analizi sonuglar1 basarili olmustur. STR analizi-
nin kismen basarili oldugu 3 6rnekte minipleks pri-
mer seti ile dizi analizi basar1 oran1 %100 iken,
midipleks sette P22 primeri disinda tiim primerlerle
basar1 orani %100’diir. Bu 6rneklerden birinde P22
ile dizi analizi basarisiz olmustur.

STR lokusu allellerinden hig¢birinin tanimlana-
madig1 3 Ornekte yapilan analiz sonuglar karsilagti-
rildiginda; beklenildigi gibi minipleks primer seti ile
yapilan analiz sonug¢lariin, midipleks primer set ile
elde edilen sonuclara gore daha basarili oldugu goz-
lenmistir. Bir 6rnekte midipleks primer seti ile hig
sonu¢ alinamazken, 68 yillik iskelet kalintisina ait
femur olan bu 6rnekte minipleks sette kismi basari
elde edilmistir. Kemik biitlinligiiniin bozunma siire-
cinde kisinin yas1 yaninda zaman ve ortam kosullari
da 6nemli faktorlerdendir. 68 yillik bu 6rnekte olgu
22 yasinda olmasina ragmen temizlenen kemik par-
casi parmak arasinda ufalanip toz haline gelecek
kadar bozunmustu. Bu ¢alisma i¢in esinlenen litera-
tiirde ise Kore Ulusal Miizesinde saklanan 500 yillik
iskelet kalintilarinda minipleks primer seti ile bagarili
sonug alinabildigi belirtilmistir.'® Bu arkeolojik ka-
lintilarin bulunduklar1 ortam kogullarinin, biiyiik ola-

silikla biyolojik materyallerin korunmasi i¢in uygun
soguk ve kuru hava kosullarina sahip olabilecegi dii-
stiniilmiistiir. Ingiltere’de yapilan bir baska calismada
da Kral 3. Richard’a ait oldugu belirtilen iskelet ka-
lintilarinda 150-250 bp arasinda amplikon iireten
multipleks setlerle dizi analizi yapilabilmistir. Boy-
lece 527 yillik bu olgu bugiine kadar bilinen en eski
DNA tanimlama calismasi olarak kayda gegmistir.

Ortam sicakligi, nem gibi ¢evresel kosullar ke-
migin bozunma hizini etkileyen 6nemli faktorlerdir.
Ortam 1s1s1 topraktaki bakteriyel aktivasyonu arttira-
rak kemigin yapisimnin daha ¢abuk bozunmasina
neden olmaktadir. Soguk iklimlerde gomiilii kemik-
lerde bu bozunma ¢ok daha yavas olacaktir. Yine me-
zarlarin sik sik sulanmasi da kemiklerin bozunma
hizint artiran bir faktoérdiir. Sik sulama ile siirekli
nemli kalan topraktaki bakterilerin aktivasyonu artti-
gindan kemik yapinin bozunmas: da artmaktadir.
Resim 4’te soguk iklimde gdmiilii 74 yasinda dlmiis,
9 yillik kemik 6rnegine ait bir fotograf yer alirken,
Resim 5°de sicak ve nemli iklimde gomiilii 69 ya-
sinda O0lmiis, 7 yillik kemik 6rnegine ait bir fotograf
yer almaktadir.

RESIM 4: Soguk iklimde gémiilii 74 yaginda éImils, 9 yillik kemik 6rnegi

RESIM 5: Sicak iklimde gomiilii 69 yasinda éImiis, 7 yillik kemik drnegi



[l SONUC

Adli olgularda ¢ogu zaman istenilen miktarda materyal
olmadigindan minimum &rnekten maksimum verim
alabilmenin yollar1 arastirilmali ve uygulanmalidir. Bu
calismada, monopleks ve multipleks reaksiyonlar igin
aym miktarlarda 6rnek kullanildigindan tasarlanan mul-
tipleks amplifikasyon reaksiyonlari sinirli miktarlardaki
adli biyolojik drnekler igin bir avantaj olacaktir.

Multipleks amplifikasyon reaksiyonlari kullanilan
ornek miktarini1 azaltmasi yaninda, 6rnek bagina gere-
ken is giiciinil, iglem siiresini ve maliyeti de 6nemli 61-
clide azaltmaktadir. Reaksiyon tiipleri, pipet uglari,
kimyasal malzemeler ve cihaz kullaniminda da 6nemli
oOlglide tasarruf saglanmaktadir.

Calismada test edilen olgu sayis1 nispeten az ol-
makla birlikte, olusturulan multipleks setlerin degrade
adli biyolojik 6rneklerin analizinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Sonug olarak rutin DNA analizi yapilan merkez-
lerde ek bir cihaza gereksinim olmadan mevcut alt yap1

olanaklar1 ile ileri derecede bozunmus orneklerde,
mtDNA dizi analizi i¢in tasarlanan multipleks primer
ciftleri ile identifikasyona dayali veri tiretilebilecektir.
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