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OZET Amag: Giiniimiizde olay yerinden gelen biyolojik 6rneklerin kim- ~ ABSTRACT Objective: Today, it is possible to predict the physical
liklendirilmesinde, siiphelilerin bulunamadig vakalarda veya toplu fela-  characteristics of the individuals from their biological remains found
ket kurbanlarinin kimliklerinin belirlenmesinde, biyolojik kalintilardan  in the crime scene, in cases where suspects are absent, or in the identi-
kisilerin fiziksel karakterini belirlemek miimkiin hale gelmistir. Tek niik-  fication of the mass disaster victims. Externally visible characteristics
leotid polimorfizmi [single nucleotide polymorphism (SNP)] belirtegleri  (such as eye, hair, skin color) (EVCs) can be determined using SNP
ile kisinin dis goriiniisiine ait baz1 fiziksel ozellikleri [Externally visible  (Single Nucleotide Polymorphism) markers. HIrisPlex panel by Walsh
characteristics (EVCs)] (g0z, sag, ten rengi gibi) belirlenebilmektedir. et al., contains 24 SNP loci, can be used to predict eye and hair color
Walsh ve ark. tarafindan gelistirilen 24 SNP lokusu i¢eren HlrisPlex pa-  with high probabilities. The aim of this study is to perform optimization
neli ile g6z ve sag rengini yiiksek olasilikla tahmin etmek miimkiindiir. ~ and validation studies of the HirisPlex panel using the minisequencing
Bu caligmanin amaci, HlrisPlex panelinin mini sekanslama (SNaPshot)  (SnaPshot) method for its application in our laboratory. Material and
yontemiyle optimizasyon ve validasyon ¢alismasini yaparak laboratuva- ~ Methods: The positive control DNA samples, and DNA samples be-
rimizda ¢alisilmasini saglamaktir. Gere¢ ve Yontemler: Optimizasyon  longing to six individuals are included in the optimization and valida-
ve validasyon ¢alismalarinda pozitif kontrol DNA 6rnekleri ve 6 bireye ait ~ tion studies. The SNaPshot kit (Thermo Fisher Scientific)
DNA 6rnekleri kullanildi. HlrisPlex panelinin SNP belirteglerinin belir-  minisequencing method is applied for the detection of the HlrisPlex
lenmesi i¢in mini sekanslama yonteminde SNaPshot kiti (Thermo Fisher ~ panel SNPs. Samples were run and analyzed on the ABI 310 Genetic
Scientific) uygulandi. Ornekler ABI 310 Genetik Analizor cihazinda yii-  Analyzer instrument. In the validation of the HlrisPlex panel, the anal-
riitiildi ve analiz edildi. HIrisPlex panelinin validasyonunda analiz esigi,  ysis threshold, sensitivity, repeatability, and reproducibility were stud-
hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik parametreleri ¢ali-  ied. We also compared the genotype results obtained from the next
sildi. Calismamizda yeni nesil sekanslama [next generation sequencing  generation sequencing (NGS) and capillary electrophoresis. The multi-
(NGS)] yonteminden ve kapiller elektroforezden elde edilen genotip so-  nominal logistic regression model (https:/hirisplex.erasmusme.nl/) is
nuglarin karsilastirilmasi yapildi. Sag ve goz rengi tahmininde, multi-  used for hair and eye color prediction. Results: In the validation of the
nominal lojistik regresyon modeli (https:/hirisplex.erasmusmc.nl/)  study, the sensitivity limit is determined as 0.25 ng and 110 RFU
kullanildi. Bulgular: Calismanin validasyonunda hassasiyet limiti 0,25  (LOD). The same genotypes were obtained from the reproducibility
ng ve 110 rolatif floresan tinitesi olarak belirlendi (LOD). Tekrarlanabi-  and reproducibility studies. The observed allele sizes varied on two cap-
lirlik, tekrar iretilebilirlik ¢caligmalariin sonuglarinda ayni genotipler  illary electrophoresis devices (ABI 310 and ABI 3130). No genotypes
elde edildi. iki farkli kapiller elektroforez cihazinda (ABI 310 ve ABI  difference detected between NGS and capillary electrophoresis meth-
3130) gozlenen alellerin uzunluklart arasindaki farklar belirlendi. NGS  ods. The predicted eye and hair color of the study samples are compat-
yontemi ile kapiller elektroforez sonucu elde edilen genotipler arasinda  ible with the known eye and hair colors except XY5. Conclusion:
farklilik saptanmadi. Calisilan 6rneklerin bilinen géz ve sag renkleriile  Optimization and validation studies of HlrisPlex panel have been suc-
bu ¢alisma sonucunda yapilan tahminlerinin XY5 6rnegi haricinde  cessfully carried out under the most favorable working conditions in
uyumlu oldugu goriildii. Sonug: Arastirma sonucunda, HlrisPlex pane-  our laboratory.
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Adli kimliklendirmede uzun yillardan beri kisa
tekrar dizileri [short tandem repeat (STR)] kullanil-
maktadir. Ancak bir sugu aydinlatmak iizere olay ye-
rinden gelen drnekler veya toplu felaket kurbanlarinin
kimliklendirilmesi amactyla ¢alisilan 6rnekler ¢ogun-
lukla gevresel kosullarin etkisiyle “degrade” oldukla-
rindan, STR ile basarili bir profil elde edilememektedir.
Ayrica STR ile elde edilen DNA profillerinin siipheli-
lerin bulunmadig1 durumlarda karsilastirmaya olanak
verilmesinden dolay1 alternatif yaklagimlara gerek du-
yulmaktadir.> Son teknolojik gelismeler 1s181inda ya-
pilan genetik calismalarda, insan genomu {izerinde
bulunan baz tek niikleotid polimorfizmi [single nuc-
leotide polymorphism (SNP)] belirteclerinin [fenoti-
pik SNP (PISNPs)] insan boy uzunlugu, ten rengi, yiiz
sekli, sa¢ ve g6z rengi gibi gozle goriilebilir fiziksel
Ozelliklerden [external visible characteristics (EVC)]
sorumlu oldugu ortaya konmustur. Ancak bu bilgile-
rin kullanilabilmesi i¢in bu 6zelliklerin genetik yapi-
larma ait aragtirmalarin tamamlanmasi ve giivenilir
sonuglar elde edilmesi gerekmektedir.?

Giiniimiizde, genetik yapisi en iyi bilinen pig-
mentasyon varyasyonlar; g0z, sa¢ ve ten ile ilgili var-
yasyonlardir. Bu nedenle arastirmalar bu 3 fenotip ile
baglamigtir.* Simdiye kadar genetik yapisi en iyi bili-
nen goz rengi ile ilgili bir¢ok adli amacl analiz ve
tahmin yontemi gelistirilmistir. Ozellikle OCA2 ge-
ninin promotor bolgesinde bulunan ve HERC?2 ge-
ninde yer alan mavi ve kahverengi gbéz rengi
varyasyonlarmin biiyiik bir boliimiinden sorumlu
olan rs12913832 SNP belirtecleri ile ilgili bircok ¢a-
lisma yapilmistir.”” Goz rengi ile ilgili bilinen ve Av-
rupa’da bir¢ok laboratuvarda rutin olarak kullanilan
Irisplex panelinde 6 SNP belirteci ile mavi ve kahve-
rengi gbz rengi tahmini yapilmaktadir.® Irisplex pa-
nelinde HERC?2 geninde bulunan rs12913832 SNP
belirteci esas alinmis ve buna ek olarak OCA2,
SLC24A4, SLC45A42, TYR ve IRF4 genlerinden birer
SNP belirteci secilmistir. Tahmin modeli olarak on-
ceki ¢alismada gelistirilen, multinominal lojistik reg-
resyon model istatistigi yontemini kullanilmislardir.’
Bu yontemle segilen 6 PISNP belirteciyle mavi ve
kahverengi g6z rengi %91,6 ve %87,5 basartyla tah-
min edebilmektedir. Tiirkiye’de de benzer sekilde
toplumumuza ait goz rengi dagilimimin belirlenmesi
ve tahmini igin ¢alismalar yapilmigtir,'*!
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Sag rengi ile ilgili ilk adli aragtirmalar ise kir-
mizi/kizil sag rengine etki eden MCIR gen bolgesi-
nin ¢alisilmasi ile baslamistir. Grimes ve ark.,
MCIR geninde bulunan 12 SNP belirteci ile yap-
tiklar1 ¢alismada, kirmizi sag¢ renginin ayirt edilip
edilemeyecegini test etmislerdir. Kirmizi sagli kisi-
lerde gelistirilen bu tahmin ydnteminin basar1 orani
%384 olarak gosterilmistir.!> Son yillarda sag ve goz
rengi ile ilgili bilgi veren adli amagh Hlrisplex yon-
temi gelistirilmistir. Bu SNP setine daha 6nceden goz
rengi ile ilgili gelistirilen Irisplex setine ilaveten 18
PISNPs belirteci daha eklenmistir. MC1R geninde yer
alan bir dizi SNP yaninda diger gen bolgelerinden de
SNP belirteci se¢ilmistir. HIrisPlex panelinde yer alan
toplam 24 SNP belirteci, 11 gen (MCIR, HERC?2,
OCA2, SLC24A44, SLC4542, IRF4, EXOC2, TRYPI,
TYR, KITLG ve PIGU/ASIP) bolgesinde bulunmak-
tadir. Hlrisplex seti olusturulurken Avrupa’da pig-
mentasyon varyasyonlariyla ilgili en fazla bilgi veren
SNP belirtegleri secilmistir. Elde edilen sonuglara
gore sag rengi ile ilgili tahmin yiizdeleri sirasiyla sa-
risinlarda %69,5, kahverengi sa¢ renginde %78,5, ki-
zillarda %80 ve siyah sa¢ renginde %87,5 olarak
bulunmustur. Ancak arastirmacilar, Avrupa disindaki
poplilasyonlarda bu panelin test edilmesi gerektigini
belirtmiglerdir.>!?

Bu calismanin amaci, 24 SNP HlrisPlex siste-
minin polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain
reaction (PCR)] ve kapiller elektroforeze dayali mi-
nisekanslama ydntemiyle optimizasyon ve validas-
yonunun yapilmasidir. Boylece laboratuvarimizda
olay yerinden gelecek eskali bilinmeyen 6rneklerin
sa¢ ve g6z rengi tahmini yapilarak polis ve jandar-
manin faillere daha hizli bir sekilde ulasmasina katki
saglamasidir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligma, 6rneklerin DNA izolasyonu (gontillii 61-
nekleri i¢in) ve DNA miktar tayini, PCR, PCR iiriin-
lerinin saflagtirilmasi, SNaPshot (Thermo Fisher
Scientific, ABD) reaksiyonu, SNaPshot reaksiyon
iriinlerinin saflagtiritlmasi, SNaPshot reaksiyon {iriin-
lerinin ABI 310 (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
elektroforezi ve analizi, g6z ve sag¢ renklerinin ista-
tistiksel tahmini olmak {izere 7 basamakta ger¢ekles-
tirildi. Validasyon ¢alismast icin analiz esigi,
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hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve tekrar {liretilebilirlik
parametreleri ¢aligildi.

Calisma ile ilgili etik kurul onay1, Istanbul Uni-
versitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi De-
kanhig1 Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay
alind1 (8.7.2016 tarih ve 217664 say1). Calisma Hel-
sinki Deklarasyonu Prensipleri’ne uygun olarak plan-
landu.

ORNEKLEM GRUBU

Bu ¢alismada biyolojik 6rnek olarak; miktari bilinen
9947A (10 ng/puL) (Thermo Fisher Scientific, ABD),
K562 (10 ng/uL) (Promega, ABD), Tagman (Thermo
Fisher Scientific, ABD), XY5 (Qiagen, Almanya)
kodlu pozitif kontrol DNA’lar1, Yale Universitesi Tip
Fakiiltesi- Genetik Departmani biinyesinde bulunan
Kidd Laboratuvari’ndan elde edilen 2 DNA 6rnegi
(JK5060 ve JK1105) ve bilgilendirilmis onamlar1 ali-
nan 4 kisinin ag1z i¢i siiriintii (bukkal swab) 6rnek-
leri kullanildi.

Bu c¢alismada kullanilan goniillii DNA 6rnekle-
rine ait bilenen goz ve sa¢ renkleri su sekildedir;
Ornek 1, Omek 2, Ornek 3’iin goz rengi kahverengi-
dir. Ornek 4’{in bilenen goz rengi ise yesildir. Ornek
1 ve Ornek 2nin sag rengi siyahtir. Ornek 3 ve Ornek
4’1in sag rengi kahverengidir. Kontrol DNA 6rnekle-
rinin beklenen goz renkleri daha 6nceki ¢aligmalarda
elde edilen sonuglara gore 9947A (Thermo Fisher Sci-
entific, ABD), ve K562 (Promega, ABD) mavi; Taq-
man (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve XY5
(Qiagen, Almanya) kahverengi goz rengine sahiptirler.
Kontrol DNA 6rneklerinin beklenen sag¢ renkleri ise
Tagman (Thermo Fisher Scientific, ABD) siyah sa¢
renkli, K562 (Promega, ABD) kizil sacl, XY5 (Qia-
gen, Almanya) koyu kahverengi ve 9947A (Thermo
Fisher Scientific, ABD) agik kahverengiye sahiptirler.
JK5060 ornegi kahverengi gozlii ve siyah sagli,
JK1105 ise kahverengi goz ve sa¢ rengine sahiptir.

GENOTIPLEME

DNA izolasyonu ve Miktar Tayini: Ag1z ici siiriintii
orneklerinden DNA izolasyonu, PureLink-Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scien-
tific, ABD) kullanilarak yapildi. DNA miktarlar1 flo-
rometrik (Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, ABD)
yontem ile belirlendi.
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PCR: HlrisPlex panelinin igerdigi 24 SNP’ye ait

(N29insA, 1511547464, 1rs885479, 1s1805008,
rs1805005, rs1805006, rs1805007, rs1805009,
Y1520CH, 1rs2228479, rs1110400, 1s28777,

rs16891982, rs12821256, rs4959270, rs12203592,
rs1042602, rs1800407, rs2402130, rs12913832,
rs2378249, rs12896399, rs1393350, rs683) PCR pri-
merleri ve SNaPshot primerleri Walsh ve ark.nin ¢a-
lismalarindan  referans  alinarak  tasarlandi.
Calismanin ilk asamasinda 24 SNP lokusunun bii-
yiikliiklerini (size) saptamak i¢in once tekli daha
sonra ¢oklu PCR yapildi. Coklu PCR reaksiyonu i¢in
10 puL hacimde; 1X Taq PCR Master Mix (Qiagen,
Almanya), 0,4-0,5 mM araliginda hazirlanan pimer
karigimi, ddH,O ve 63 pg-1,5 ng DNA 6rnekleri kul-
lanildi. PCR dongiisii; 95°C’de 10 dk denatiirasyon,
95°C’de 30 sn, 61°C’de 30 sn olacak sekilde 33

dongii ve 61°C’de 5 dk’ya ayarlandu.

Birinci Saflastirma: PCR sonrasi reaksiyona
girmeyen deoksintikleotid trifosfat ve primerlerin
uzaklastirilmasi i¢in ekzontikleaz I (Exo I-Thermo
Fisher Scientific, ABD) ve shrimp alkalen fosfataz
(SAP-Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanild1. Bu
islem icin her 2,5 uL PCR iirlinii tizerine 0,75 pL (1
u/uL) SAP ve 0,25 uL (10 u/pL) Exo I eklendi. Kari-
sim 37°C’de 90 dk ve 85°C’de 15 dk bekletildi.

Tek Baz Uzama Reaksiyonu (SBE) (SNaPshot
reaksiyonu): Her bir SNaPshot reaksiyonu i¢in 1 pL
SNaPshot reaksiyon karigimi (Thermo Fisher Scien-
tific, ABD), 0,1 mM SNaPshot primer, 0,39 pL
ddH,0 ve tizerine 2 pL saflastirilmig tiriin eklenerek
tek baz uzama reaksiyonu hazirlandi. SNaPshot re-
aksiyon dongtisii; 96°C’de 2 dk denatiirasyon, 96°C
10 sn, 50°C’de 5 sn ve 60°C’de 30 sn olacak sekilde
25 dongti olarak ayarlandi.

Ikinci Saflagtirma: SNaPshot reaksiyon sonra-
sinda floresan isaretli baglanmamis dideoksiriboniik-
leozid trifosfatlart etkisiz hale getirmek ig¢in
SNaPshot iirtini-SAP karisimi hazirlandi. 5 pL
SNaPshot reaksiyon iriinii lizerine 1 pL SAP (1
U/uL) eklendi. Karigim 37°C’de 80 dk, 85°C’de 15
dk bekletildi.

Kapiller Elektroforez ve Verilerin Analizi:
PCR firiinlerinin elektroforezi POP4 polimeri kulla-
nilarak ABI Prism 310 Genetik Analizor (Applied Bi-
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osystems, Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda
yapildi. Verilerin analizi de GeneMapper Software
v4.0 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scienti-
fic, ABD)’de gerceklestirildi. 24 SNP lokusunun
beklenen alel uzunluklariyla elektroforegramdaki
alel pik uzunluklar1 karsilastirilarak SNP alelleri-
nin goriinen uzunluklar1 (size) belirlendi. Belirle-
nen SNP alellerinin uzunluklarinin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 Microsoft Excel 2010 programi
ile hesaplandi.

VALIDASYON CALISMAS|

Validasyon ¢alismasinda ilk olarak analiz esigi belir-
lendi. Bunun i¢in 10 adet negatif kontrol 6rnegi yii-
ritiildii. Hassasiyet ¢alismasi i¢in 9947A kontrol
DNA 6rnegi 0,125-0,25-0,5-1,5 ng olacak sekilde su-
landirildi. Hazirlanan her konsantrasyon i¢in beser
reaksiyon hazirlanarak 9700 PCR (Applied Biosys-
tems, Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda he-
deflenen bolgeler ¢cogaltildi. Tekrarlanabilirlik i¢in;
9947 A pozitif kontrol DNA 6rnegi 5 defa ayni1 labo-
ratuvar ve ayni cihazda ve farkli zamanlarda farkli
analistler tarafindan ¢alisild1. Tekrar tretilebilirlik
icin 5 goniilliden alinan drnekler POP7 polimerinin
kullanildigi ABI Prism 3130 Genetik Analizor ciha-
zinda farkli bir laboratuvarda ve farkli analistler ta-
rafindan yiiriitiildii. Sonuglar analiz edilerek gézlenen
alellerin uzunluklar1 karsilastirildi ve genotip tayini
yapildi.

Ayrica 2 kapiller elektroforez cihazi (ABI Prism
3130 ve ABI Prism 310, Thermo Fisher Scientific,
ABD) arasinda yapmis oldugumuz karsilastirmanin
yaninda analiz yontemi farkli olan yeni nesil sekan-
slama yontemi [next generation sequencing (NGS)]
ile de sonuglar karsilastirildi. Tagman (Thermo Fisher
Scientific, ABD), K562 (Promega, ABD), 9947A
(Thermo Fisher Scientific, ABD), XY5 (Qiagen, Al-
manya) kontrol DNA’lar1, 4 goniilliinlin 6rnegi ve
Yale Universitesi T1p Fakiiltesi- Genetik Departmani
bilinyesinde bulunan Kidd Laboratuvari’ndan elde
edilen 2 DNA 6rnegi lon Torrent S5 (Thermo Fisher
Scientific, ABD) cihazinda analiz edildi. Sekanslama
sonucu elde edilen genotipler ABI 310/3130 (Thermo
Fisher Scientific, ABD)’dan elde edilen sonuglarla
karsilastirildi.

13

ISTATISTIKSEL ANALIZ

G0z ve sag rengi tahmini, Walsh ve ark. tarafindan
gelistirilen, multinominal lojistik regresyon model
istatistigine dayali online yazilim (https://hirisp-
lex.erasmusme.nl/) kullanilarak yapildi. 24 SNP ge-
notipi i¢in mindr alel sayist (0, 1 veya 2) olarak
programa giris yapildi. Gz rengi i¢in 0,7 esigin-
den daha yiiksek olasilik kabul esigi olarak deger-
lendirildi.” Sa¢ rengi icin Walsh ve ark.nin belirlemis
oldugu 0,5 olasilik esigine gore siiflandirma ya-
pildi.*

I BULGULAR

OPTIMIZASYON VE VALIDASYON

Calismanin ilk asamasinda HlrisPlex 24 SNP loku-
sunun goriinen uzunluklarii saptamak icin her bir
lokus tek tek calisildi. Daha sonra yapilan ¢oklu re-
aksiyonlarda elde edilen bu uzunluklar referans ola-
rak kullanildi. ABI 310 cihazinda g¢alisilan tiim
orneklere gore hesaplanan SNP alel uzunluklarinin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 1’de goriil-
mektedir.

Calismada, HIrisPlex panelinin ¢oklu PCR c¢a-
lismasinda Walsh ve ark. tarafindan 6nerilen primer
miktarlart kullanildi.'* Ancak elde edilen elektrofo-
regramda bazi piklerin ¢ok yiiksek bazilarmin ise
analiz esiginin altinda kaldig1 veya hi¢ goriilmedigi
belirlendi. Ornegin N29insA lokusu ilk hazirlanan
primer karigiminda analiz esiginin altinda kaldig1 i¢in
pik goriilemedi. Bu lokusun ¢oklu PCR karisimmdaki
konsantrasyon miktari artirilarak analiz esiginin iize-
rinde goriilmesi saglandi. rs1393350 lokusunun ise
en yliksek pik yiiksekligine sahip oldugu goriildii. Pik
dengesi i¢in konsantrasyon miktar azaltilarak pikler
arasinda denge saglandi. 9947A kodlu pozitif kont-
rol ile ¢alisilan HlrisPlex’e ait 6rnek bir elektrofo-
regram goriintiisii Sekil 1’de verilmistir.

Panelin validasyonunda analiz esigini belirlemek
icin 10 adet DNA icermeyen negatif kontrol 6rnegi
yiiriitiildii. Elde edilen sonuglarda cihazin giiriiltii se-
viyesinin goriildiigi “base line”daki piklerin [<50 ro-
latif floresan tinitesi (relative fluorescence unit
“RFU”)] analizi etkilemeyecek kadar kiigiik oldugu
saptandi.
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TABLO 1: HirisPlex panelinin ABI 310 cihazinda gozlenen SNP uzunluklarinin ortalamalari ve standart sapmalari.
SBE
SNP primer Goriilen Goriilen | Gérillen | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart
kodlart uzunlugu polimorfizm renk renk (T) sapma (T) (C) sapma (C) (A) sapma (A) (G) sapma (G)
P1 23 CinsA 28,860 0,580
P2 28 G-A 31,61 0,621
P3 34 C-T 33,770 0,564
P4 33 C-T 38,520 0,298
P5 35 G-T 40,982 0,563
P6 38 C-A 44,604 0,304
P7 44 C-T 47,452 0,266
P8 48 G-C 51,884 0,409
P9 51 C-A 53,738 0,301
P10 54 G-A 56,662 0,427
Pl 56 T-C 58,912 0,325
P12 58 A-C 61,552 0,195
P13 62 G-C 64,904 0,551
P14 66 A-G 69,614 0,349
P15 68 C-A 71,880 0,383 72,562 0,378
P16 69 C-T 74,452 74,745 73,858 0,206
P17 73 G-T 75,876 0,382
P18 77 G-A 79,936 0,236
P19 80 A-G 83,890 0,309
P20 83 C-T 86,730 0,370
P21 86 T-C 89,562 0,204 88,742 0,170
P22 88 T-G 93,606 0,287
P23 92 C-T 95,706 0,205
P24 95 T-G 99,450 0,323
SNP: Tek niikleotid polimorfizmi, SBE: Tek baz uzama reaksiyonu.
] 9947A11-6-17-2-32 PM.fsa
4220 4420 4620 4820 5020 5220 5420
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4000
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SEKIL 1: HirisPlex panelinin 9947A kontrol 6

DNA orneklerinden tam giivenilir profil elde
etmek i¢in kullanilacak en az DNA miktar1 analiz
yoOnteminin hassasiyetini gostermektedir. Hassasiyet
parametresinin belirlenmesinde 9947A kodlu pozitif
kontrol DNA 6rneginden hazirlanan 0,125-1,5 ng ara-
liktaki her bir DNA konsantrasyonu i¢in 5 kez ¢a-
ligma yapildi. PCR iriinlerine ait yiiriitmeler en
diisiik DNA miktarindan (0,125, 0,25, 0,5 ve 1,5 ng)
en yliksek DNA miktarina dogru tiim yiiriitmeler ana-
liz edilerek genotipleme yapildi. Degerlendirilebilir
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regine ait elektroferogram gérintiisu.

piklerin elde edildigi DNA miktar1 0,25-1,5 ng ara-
sinda oldugu belirlendi. Alel kayiplar1 0,125 ng ve al-
tindaki konsantrasyonlarinda goriildii (Sekil 2). Buna
gore hassasiyet limiti 0,25 ng ve 110 RFU olarak be-
lirlendi.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in, 9947A pozitif
kontrol 6rnegi ayn1 laboratuvarda ve ayni cihazlarda
farkli zaman dilimlerinde ayn1 analist tarafindan 5
kez ¢alisildi. Her ¢alismanin analizi sonucunda ayni
genotipler elde edildi.
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SEKIL 2: Calisma sonucunda elde edilen pik yiiksekliklerinin ortalamasi.
(Kullanilan konsantrasyonlar sirasiyla; 1 ng, 0,5 ng, 0,25 ng, 0,125 ng'dir).

Tekrar tretilebilirlik ¢alismasinda ise ayni or-
neklerin farkli laboratuvarlar ve analistlerin ¢calismasi
sonucunda; ABI 310 genetik analizor cihazinda go-
niilliilere ait yiiriitiilen 6rneklerin uzunluk ortalama-
lar1 ile ABI 3130 genetik analizor cihazinda goriilen
uzunluk ortalamalari ile karsilastirildi (Tablo 2). Goz-
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lenen ortalama en diisiik uzunluk 0,009 (R6G, uzun-
luk: 68) ile ortalama en yiiksek uzunluk 4,1
(dTAMRA™ uzunluk:34, Thermo Fisher Scientific,
ABD) olarak belirlendi. iki cihaz arasinda gdzlenen
ortalama uzunluk farki ise 1,34 olarak hesaplandi
(Tablo 2).
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TABLO 2: ABI 310 ve ABI 3130 genetik analizor cihazinda gézlenen tek niikleotid polimorfizmi uzunluk ortalamalari arasindaki fark.
dROXTM dTAMRATM R6GTM dR110TM
ddTTP ddCTP ddATP ddGTP
ABI 310/ABI 3130 ABI 310/ABI 3130 ABI 310/ABI 3130 ABI 310/ABI 3130
Beklenen uzunluk POP4/POP7 POP4/POP7 POP4/POP7 POP4/POP7
23 0,55
28 3,62
34 4,10
3 2,10
35 2,57
38 1,96
44 1,81
48 0,92
51 1,73
54 0,60
56 1,88
58 1,89
62 1,21
66 0,54
68 0,45 0,09
69 1,18 0,76
73 1,50
77 1,65
80 1,24
83 1,52
86 0,71 2,42
88 0,28
92 0,71
95 1,03
Calismada ayrica analiz teknolojisi farkli olan FENOTIP ANALIZI

NGS yontemi ile kapiller elektroforez yontemine da-
yal1 genotip sonuglar1 karsilastirildi. Bulbul ve Fi-
loglu tarafindan NGS yontemi ile Hlrisplex SNP
belirteglerinin da oldugu bir panel ¢aligildi."® Bu ¢a-
lismada da 6nceki NGS caligmasindan elde edilen po-
zitif kontrol DNA o6rneklerinin (9947A, Tagman,
K562 ve XY5) ve 6 goniillii 6rneginin genotipleri ile
ABI 310/3130°da elde edilen genotiplerle karsilasti-
rildi. MCRI geni lizerinde bulunan rs1805005 belirte-
cinin NGS ig¢in tasarlanan panelde yer almamasi
nedeniyle, genotip karsilastirmasi 23 lokus iizerinden
yapildi. Elde edilen tiim 6rneklerin genotipleri ara-
sinda hi¢ bir farklilik saptanmadi. Ayrica, kapiller
elektroforez yonteminde diisiik RFU degerinden do-
lay1 analizi en zor olan N29insA lokusu, NGS yonte-
minde yiiksek kapasite (coverage) ile analiz edilebildi.
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Bu calismada kullanilan kontrol DNA 6rneklerinin
(9947A, Tagman, K562 ve XY5) ve 6 goniilli 6rne-
ginin genotiplerinin goz ve sa¢ renk tahminleri ¢ev-
rim i¢i Hlrisplex (https://hirisplex.erasmusmc.nl/)
programinda hesaplandi. Toplam 10 6rnegin géz ve
sa¢ rengi tahminleri Tablo 3’te goriilmektedir. Bu so-
nuglara gore kontrol DNA 6rneklerinin géz rengi;
9947 A’nin p degeri 0,974 ve K562 nin p degeri 0,848
hesaplanarak mavi gozlii olarak tahmin edildi. Taq-
man’nin p degeri 0,998 olarak hesaplanarak kahve-
rengi gozli olarak bulundu. XY5’in kahverengi goz
rengi p degeri 0,632 olup, analiz esiginin (0,7) altinda
kaldigi i¢in degerlendirilemedi.

Goniillillerden alinan DNA &rneklerine ait goz
rengi analizleri su sekildedir; Ornek 1’in p degeri
0,971, Ornek 2’nin p degeri 0,998, Ornek 3’iin p de-
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TABLO 3: Omeklerin sag ve gz rengi tahmin sonuglari.

Ornek 4

Ornek 3

Ornek 2

Ornek 1

XY5 9947A JK1105 JK5060

K562

Tagman DNA
Goz rengi

Goz rengi Goz rengi Goz rengi Goz rengi

Goz rengi

Goz rengi

Goz rengi

Goz rengi

Goz rengi

p degeri p degeri p degeri
0,001

0,974

p degeri
0,157
0,211

p degeri
0,848

p degeri

p degeri
0,001

p degeri

p degeri

p degeri
0,004
0,025

Mavi

0,002

0,017

0,023

0,088

0,002

0,035

0,005
0,995

0,002

Yesil

0,998
Sag rengi

0,998 0,065 0,632 0,004 0,982

0,964

0,998

0,971

Kahverengi

Sag rengi Sag rengi Sag rengi Sag rengi Sag rengi Sag rengi

Sag rengi

Sag rengi

Sag rengi

p degeri
0,005

p degeri
0,088

p degeri
0.354

p degeri
0,096

p degeri
0,04

p degeri
0,002

p degeri
0,115

p degeri
0,026

p degerip degeri

0,003
0,351

p degeri
0,031

Sarl

0,333 0,024 0,769 0,562 0,685 0,362

0,598

0,565

0,418

Kahverengi

Kizil

0,007

0,002

0,936

0,001

0,634
Sag rengi tonu

0,076 0,226

0,133

0,646 0,409 0,286 0,665

0,551

Siyah

Sag rengi tonu Sag rengi tonu Sag rengi tonu Sag rengi tonu Sag rengitonu  Sag rengi tonu

Sag rengi tonu

Sag rengi tonu

Sag rengi tonu

p degeri
0,01

p degeri
0,203

p degeri
0,771

p degeri
0,37
0,63

p degeri
0,996
0,001

p degeri

0,002

p degeri
0,243

p degeri
0,045

p degeri
0,005

p degeri
0,062

Acik

0,99

0,797

0,229

0,998

0,757

0,955

0,995

0,938

Koyu
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En yiiksek degerler kalin ve italik yazilmigtir.

geri 0,995, Ornek 4’{in p degeri 0,964 ve
Kidd Laboratuvari’ndan alinan 6rneklerden
JK1105’in p degeri 0,982 ve JK5060’1n p de-
geri 0,998 olarak hesapland1 ve goz rengi tah-
mini olarak kahverengi bulundu.

DNA o6rneklerinin sa¢ rengi analizinde
ise K562 nin sag¢ rengine ait p degeri 0,936,
sa¢ rengi tonuna ait p degeri 0,996 hesapla-
narak kirmizi (kizil) olarak tahmin edildi.
Diger DNA 6rnekleri igin sirastyla; sag rengi
ve sa¢ rengi tonuna ait p degerleri Ornek 1
i¢in 0,551-0,938 Ornek 2’nin 0,646-0,995,
Tagman’in 0,656-0,998 ve JK5060’1n 0,634-
0,99 hesaplanarak sa¢ renkleri siyah olarak
tahmin edildi. Ornek 3’iin 0,565-0,955,
Ornek 4°iin 0,598-0,757, XY5’in 0,769-0,63,
JK1105’in 0,68-0,797 p degerleri hesaplana-
rak sa¢ rengi koyu kahverengi ve 9947A p
degerleri 0,562-0,771 olarak hesaplanarak ve
acik kahverengi olarak tahmin edildi.

Elde edilen goz ve sag rengi tahminleri-
nin tiim &rneklerin (Ornek 4 ve XY5 harig)
bilinen goz ve sag renkleri ile uyumlu oldugu
goriildii. Ornek 4’iin bilinen goz rengi yesil
olmasina ragmen 0,964 tahmin oraniyla
kahverengi gz rengi olarak tespit edildi.
XY5 pozitif kontrol DNA 6rneginin goz
rengi tahmini ise her ne kadar kahverengide
en yiiksek degere ulagsa da belirlenen analiz
esiginin altinda kaldig1 i¢in tahmin sonucu
verilemedi.

I TARTISMA

Giliniimiizde rutinde kimliklendirme i¢in fi-
ziksel 6zellik olarak sadece cinsiyet ayrimi
yapilmaktadir. Bunun yaninda kullanilacak
diger fiziksel Ozellikler bir siipheliye ait
onemli bilgiler saglamaktadir.'*'® Ozellikle
sorusturma agamasinda siiphelinin buluna-
madig1 durumlarda faile ait oldugu diisiinii-
len herhangi bir biyolojik delilden (kan
lekesi, semen tiikiiriik gibi) kisinin dis go-
rlinlisline ait fikir verebilecek herhangi bir
bilginin bulunmas1 sorusturmanin aydinla-
tilmas1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Siipheli
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haricinde kimliklendirme gerektiren diger olgularda
da (kayip kisilerin bulunmasi, toplu felaketlerde in-
sana ait kalintilarin kimliklendirilmesi gibi) fiziksel
goriiniime ait bilgi edinilmesi dnemlidir. Bu calis-
mada, sa¢ ve g6z rengi tahmini i¢in HIrisPlex pane-
bir sekilde
calisilabilmesi i¢in gerekli optimizasyon ve validas-

linin laboratuvarimizda giivenilir

yon ¢aligmast yapilmistir.

Adli bilimlerde olay yerinden toplanan 6rnekler
genellikle eser miktarda ve bozulmus durumda oldu-
gundan, DNA miktarlar ve kaliteleri diistiktiir. Bu tiir
orneklerde tam bir profil elde etmek i¢in kullanilacak
SNP analiz yonteminin hassasiyeti yiiksek olmali-
dir."” Calismamizda HlrisPlex panelinin hassasiyetini
belirlemek icin 9947A pozitif kontrol DNA 6rnegi
(Thermo Fisher Scientific, ABD) farkli miktar ara-
liklarinda (0,125-1,5 ng) sulandirilarak caligilmistir
(Sekil 2). DNA miktar1 0,125 ng kullanildiginda alel
diismeleri (allelic drop-out) nedeniyle tam profil elde
edilememistir. Bdylece laboratuvarimizda SNaPshot
(Thermo Fisher Scientific, ABD) yontemi ile HIrisP-
lex panelinin analizi i¢in en diisiik DNA miktar1 0,25
ng ve en ideal DNA miktarinin 0,25-1,5 ng araliginda
oldugu belirlenmistir. Walsh ve ark., HIrisPlex pane-
linin hassasiyeti i¢in degisik miktarlarda (500, 250,
125, 63 ve 32 pg) DNA o6rnegi kullanmislardir.
Arastirmaya gore, en az 500 pg DNA o6rnegi kulla-
nildiginda giivenilir bir tipleme yapilabildigini bil-
dirmislerdir.” Ayrica Walsh ve ark., 6zellikle disiik
miktarda ve kalitede DNA ile ¢alisildiginda, kirmizi
sac1 belirleyen N29insA lokusunun belirlenemedigini
bildirmislerdir.>'* N29insA bir InDel (Insersiyon/De-
lesyon) lokusu olup, bu lokuslarin ¢ogaltilmasi i¢in
yapilan tasarimlar zordur. Bu nedenle, N29insA lo-
kusu paneldeki en diisiik pike sahiptir.” Caligmamizda
da N29insA lokusu tiplendirmede en ¢ok zorlandigi-
miz bolge olup paneldeki pik yiiksekliginin en diisiik
oldugu lokustur. 0,125 ng DNA kullanildiginda sa-
dece bu lokusta alel kayiplar1 gozlenmistir.

Validasyonun tekrarlanabilirlik parametresi i¢in
9947 A kodlu pozitif kontrol (Thermo Fisher Scienti-
fic, ABD) 0rnegi farkli zamanlarda 5 kez calisilmis
ve her ¢alismada ayni1 genotip elde edilmistir. Bu da
yontemin tekrarlanabilir oldugunu ortaya koymustur.
Tekrar tiretilebilirlik parametresinde ise farkli cihaz
(ABI 310 ve ABI 3130, Thermo Fisher Scientific,
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ABD) ve farkli analistlerin ¢alismasi sonucu ciha-
zin lazerine, ortam kosullarina ve kullanilan poli-
mere (POP-4 ve POP-7, Thermo Fisher Scientific,
ABD) bagl olarak SNP alel uzunluklarinda kay-
malarin oldugu tespit edilmistir (Tablo 2). SNaPs-
hot yonteminde bu tiir kaymalarin oldugu ¢esitli
arastirmacilarin ¢alismalarinda da belirtilmistir.>*2!
Calismamizda, 2 cihaz arasinda yapilan karsilagtir-
mada goriilen kaymalarin nedeninin kullanilan ci-
haza, polimere ve ortam kosullarina bagl oldugu
belirlenmis ve POP7’nin kullanildig1 ABI 3130°daki
alellerin uzunluklar1 POP4’{in kullanildigi ABI 310
cihazina gore daha ilerde oldugu gozlenmistir. Ayni
lokuslar arasindaki farkin ise en fazla 4 baza kadar
¢iktig1 goriilmiistiir (Tablo 2).

Yontemler arasi, kapiller elektroforez ve NGS
arasindaki karsilagtirmaya bakildiginda; lon Torrent
S5 (Thermo Fisher Scientific, ABD) NGS ile elde
edilen genotiplerle ABI 310 (Thermo Fisher Scienti-
fic, ABD)’da elde edilen genotiplerin ayni oldugu ve
sac-goz rengi tahminlerinin de birbirine ¢ok yakin ol-
dugu gozlenmistir.!” Aradaki fark NGS yonteminde
rs1805005 lokusu analiz edilemediginden 23 lokus
ile hesaplama yapilirken, kapiller elektroforez yonte-
minde 24 lokus ile tahmin yapilmistir. ki yéntem so-
nucunda c¢alisilan Ornekler igin genotiplerinin
uyusmasi halen adli laboratuvarlarda kullanilan ka-
piller elektroforeze dayali yontemlerin NGS yontemi
ile ayn1 giivenilirlikte sonuglar verdigini gostermek-
tedir. SNaPshot’a dayali kapiler elektroforez yonte-
minin diger bir avantaji da analiz edilemeyen
lokuslarin (alel diismesi gibi) ayr bir sekilde “sin-
gleplex” galisilabilmesidir. Ayrica SNaPshot yontemi
NGS yontemine gore daha az maliyetlidir.

Fenotip sonuglari incelendiginde; mavi ve kah-
verengi gozlii 6rneklerin tahminleri basarili bir se-
kilde yapilabilmistir. Ancak sadece Ornek 4’iin goz
rengi tahmini dogru olarak yapilamamistir. Bilinen
g0z rengi yesil olmasima ragmen 0,964 dogruluk ora-
niyla kahverengi goz rengi olarak tahmin edilmistir.
Bu paneli gelistiren arastirma grubu Hlrisplex siste-
minin, mavi/ kahverengi g6z renklerini yliksek dog-
rulukta tahmin edilebildigini ancak yesil-ela ve ara
renklerin tahminlerinin diisiik oldugunu/dogru yapi-
lamadigin bildirmislerdir.>"* Goz rengi tahmini ile
ilgili Bulbul ve ark. tarafindan Irisplex paneli (HI-
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risplex’in sadece goz ile ilgili SNP lokuslarin1 igeren
alt grubu) kullanilarak Tiirkiye toplumunda yapilan
aragtirmada mavi/kahverengi g6z rengi fenotiplerinin
yliksek dogrulukla tahminin miimkiin oldugunu
ancak yesil ve ela gibi ara goz renkleri i¢in daha az
giivenilir oldugunu bildirmislerdir." Yesil goz rengi
fenotipi diger gz renklerine gore genetik olarak ¢ok
daha kompleks oldugundan daha fazla bilgi verici
SNP kullanilarak daha giivenilir sonuglar elde edile-
bilir. Sa¢ rengi tahmininde ise 6rnekler 0,5 olasilik
esigi lizerinde kalarak beklenen degerler dogrultu-
sunda dogru tahmin edilmistir.

I SONUG

Bu ¢alismada, kayip kisilerin kimliklendirilmesinde
veya olay yerinde bulunan biyolojik delillerden kigi-
nin fiziksel goriiniimiiniin tahmini amaciyla gelisti-
rilmis olan HIrisPlex panelinin optimizasyonu
yapilarak yontem i¢in laboratuvarimizda en uygun
calisma kosullar1 belirlendi ve validasyon ¢aligmasi
basart ile gerceklestirildi. HIrisPlex paneli Avrupa’da
birgok laboratuvarda rutin olarak kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de de bu panelin ¢alisilmasi sorusturma asa-
masinda polis ve jandarmaya katki saglayacak olmasi
bakimindan 6nemlidir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢calisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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