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Karistm DNA Orneklerinde STR Analizi ve
Yorumlanmasi

STR Analysis and Interpretation of
DNA Mixture Samples

OZET Amag: Adli vakalarin degerlendirilme siirecinde birden fazla kisinin DNA’sin1 iceren karigim 6r-
nekleri ile siklikla kargilagilmaktadir. iki veya daha fazla kisinin genetik profilinin bir arada bulundugu bu
tiir 6rneklerde, bazi faktorler (katilimer sayisinin bilinmemesi, allel ¢akismalarinin olmas, diisiik kalitede
ve bozunmusg 6rnekler vb.) DNA analizini daha karmagik héle getirebilmektedir. Son yillarda gesitli tilke-
lerdeki hukuk sistemleri karisim DNA 6rneklerinin yorumlanmasinda istatistiksel hesaplama islemlerinden
faydalanmaktadirlar. Ulkemizde karisim DNA analizlerinde kullanilacak herhangi bir prosediir bulunma-
maktadir. Bu ¢aligmada; karigim 6rneklerinde profil olasilig: (GeneMapper® IDX v.1 Mixture Analysis) ve
olabilirlik oran1 (Forensim LRmix™) kullanilarak, hem dogru genotipleme yapmak hem de katilimci say1-
sin1 dogru bir sekilde belirlemek amaglanmugtir. Gereg ve Yontemler: Bu ¢alismada, goniillii kisilerden top-
lanan kan o6rneklerinden degisik oranlarda (1:1, 1:3, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50) kariggm DNA o&rnekleri
olusturularak valide edilen AmpFESTR® Identifiler kiti ile ¢ogaltild1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
iiriinleri AB 3130 genetik analizérde yiiriitiildii ve Genemapper® IDX v.1 programinda analiz edildi. Kan-
sim Orneklerini olugturan katilimcilarin tiplendirilmesi ve karigim oranlarinin tahmin edilmesi Genemap-
per® IDX v.1. Mixture Analysis ile yapildi. Karigim érneklerinin allel diigmesi araligina gére performans
testi ve katilimcilarin 6rnek profilinde bulunma olasiliklarinin istatistiksel degerlendirmesi Forensim
LRmix™ uygulamas: ile yapildi. Bulgular: Analizde en sik kargilagilan problem allel diigmesi olarak sap-
tanmustir. Olabilirlik orani yaklagimi ve Forensim LRmix™ uygulamas: kullanilarak olusturulan karisim
orneklerinin dogru bir sekilde DNA analizinin yapilabildigi belirlenmistir. Sonug: Kariggm DNA 6rnekle-
rinin objektif bir sekilde yorumlanabilmesi ve delilin giiclinii ortaya koymak igin istatistiksel yontemler
kullanilmahdir. Bu galigma; karisim DNA 6rneklerinin gelismis diinya tilkelerinde oldugu gibi tilkemizde
de benzer standartlarda yorumlanabilmesi i¢in yapilan 6ncii bir arastirmadir.

Anahtar Kelimeler: Adli genetik; kompleks DNA karisimlari; mikrosatelit tekrarlari; STR profili;
LRmix modiili

ABSTRACT Objective: In the process of evaluation of forensic cases, samples of the mixture containing
more than one person are frequently encountered. In such examples of mixtures where the genetic profile
of two or more persons are combined, some factors (Unknow number of contributors, presence of same al-
leles, poor quality and degraded samples, etc.) may further complicate DNA analysis. In recent years, legal
systems in various countries have benefited from statistical calculations in the interpretation of mixture
DNA samples. In our country, there are no procedures to be used in mixture DNA analysis. The aim of this
study; to determine the correct genotypes and the number of contributors using the profile probability
(GeneMapper® IDX v.1 Mixture Analysis) and likelihood ratio (Forensim LRmix™) in the mixture sam-
ples. Material and Methods: In this study, mixture samples were evaluated in different ratios (1:1, 1:3, 1:5,
1:10, 1:20, 1:50) from the blood samples which collected from volunteers. The polymerase chain reaction
(PCR) was applied using validated AmpF€STR® Identifiler kit. PCR products were run in the AB 3130 ge-
netic analyzer and analyzed in the Genemapper® IDX v.1 program. Typing of the contributors and esti-
mating the mixture ratios were done on Genemapper® IDX v.1. Mixture Analysis. Forensim LRmix™
application was used to test the performance of the mixture samples according to the allele drop interval
and to evaluate the probabilities of the participants in the sample profile. Results: The most common prob-
lem in the analysis was the allele drop-out. Likelihood ratio and Forensim LRmix module was determined
as a useful and successful application on both mixture samples that composed on controlled conditions.
Conclusion: As a result, statistical methods should be used to interpret mixture DNA samples and to demon-
strate the strength of evidence. This work as a pioneering research conducted in order to interpret mixed
DNA samples in similar standards in our country as in developed countries.

Keywords: Forensic genetic; complex DNA mixtures; microsatellite repeats;
Short tandem repeats; LRmix module
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lay yerinden ele gecen fiziksel delillerin
Oincelenmesi ve degerlendirilmesi adli va-

kalarin aydinlatilmasinda 6nemli rol oyna-
maktadir. DNA, adli bilimlerde son 25 y1l icerisinde
bize kolayliklar sagladig: gibi, yeni sorunlar: da be-
raberinde getirmistir. Adli DNA analizlerinin en
zorlu asamalarindan biri, elde edilen profillerin
dogru degerlendirilmesi ve ifade edilmesidir.

Test edilen 6rnekte iki veya daha fazla kisinin
genetik profili bulundugunda karisim 6rneginden
soz edilir. Karisim Ornegi, katihimcilarin (Farkh
kaynaktan gelen DNA oOrnekleri) icerdigi DNA
miktarina gére major ve mindr olarak adlandiril-
maktadir. Major katilmcinin DNA miktar1 daha
fazla oldugundan, allel pik de daha biyiiktiir.
Minor katilimcinin DNA miktar: daha az oldugun-
dan, gozlenen allel pik daha kiiktiir.! Floresan 6zel-
likli tarayicilar ile AB 310, 3130 veya 3100 vb.
kapiler elektroforez cihazi kullanarak elde edilen
elektroforegramdaki kisa ard arda devam eden
[Short Tandem Repeats (STR)] allellerinin rolatif
allel pik yiiksekliklerini veya alanlarimi 6l¢mek
mimkiindir. Bu tiir kantitatif bilgiler kullanilarak
karigim 6rnegindeki katilime: sayis: belirlenebil-
mektedir. Pikleri karsilagtirirken pik alani ve sekil
varyasyonlari yerine pik yiiksekliklerinin kullanil-
mas1 daha gecerli bir yontem olarak kabul edil-
mektedir.? Uzmanlar i¢in iki veya daha fazla kiginin
karigimindan olusan delillerin yorumlanmasi zor-
dur. Ciinkd karisim 6rneklerinde katilimer sayisi-
nin bilinmemesi, diisiik kalitede veya bozunmus
orneklerde gozlenen stokastik dalgalanmalar ve
yeni mikrovaryantlarin olusumu gibi bazi faktor-
ler DNA analizini daha da karmasik héle getirebil-
mektedir. Karisgim Orneklerinin yorumlanmasi,
hem analistin yeterli tecriibesinin bulunmasini hem
de matematiksel iglemleri gerektirmektedir.*® Gii-
niimiizde karisim DNA analizlerinin yorumlanma-
sinda  kargilagilan  problemlerin iistesinden
gelebilmek i¢in bir¢ok arastirmaci konuyla ilgilen-
mekte ve karisik DNA 6rneklerinin yorumlanma-
sinda farkl istatistiksel yaklagimlar 6nermektedir.
Bu yaklagimlar; DNA profili elde edildikten sonra
bu profilin eglesme olasiligini tahmin etmek, dis-
lama olasiligini ve benzerlik olasiligini hesaplamak
gibi iglemlerden olugmaktadir.® Son yillarda, baz
tilkelerdeki hukuk sistemleri, karigim 6rnek anali-
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zinde bu istatistiksel hesaplama yontemlerinden
faydalanmaktadirlar. Bunun i¢in bir¢ok yazilim
programi gelistirilmistir.” ' Bu yazilimlardan Fo-
rensim LRmix™, adli DNA delillerinin istatistiksel
yorumunu kolaylagtirmaya yonelik olusturulan bir
yazilim paketi olup, karigim 6rneginde bulunan ka-
tilimcilarin ($iiheli ve magdur) olasilik oranlari be-
lirlenerek bu kisilerin delil 6rneginde bulunma
olasiliklarini hesaplayabilmektedir.®'! Olabilirlik
oraninda [LR, likelihood ratio) iki alternatif hipo-
tezin (H,= iddia hipotezi (prosecution hypothesis)
ve Hy= Savunma hipotezi (defence hypothesis)]
karsilagtirmasi yapilmaktadir. Bu oran; bir profilin
iki alternatif hipotez altindaki olasiliklarin orani-
nin kargilagtirilmas: sonucu elde edilmektedir.

Bu ¢aligmada, karigtm DNA 6rneklerinin yo-
rumlanmasinda hem dogru genotipleme yapmak
hem de katilimci sayisini dogru bir sekilde belirle-
mek amaglanmigtir. Bu dogrultuda olabilirlik orani
(Forensim LRmix™) ve profil olasilig1 (GeneMap-
per® IDX v.1 Mixture Analysis by Thermo Fisher
Scientific) uygulanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

KARISIM GRNEKLERININ OLUSTURULMASI VE
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

Bu caligmada karisim 6rnek calisilmasina baglama-
dan once, kisilerin kimliklendirilmesinde siklikla
kullanilan AmpFEeSTR® Identifiler kitinin (Thermo
Fisher Scientific) validasyonu yapildiktan sonra ka-
risim Ornek ¢aligmasi gergeklestirildi. Olusturulan
karisgm Ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] ile ¢ogaltilarak
AB 3130 genetik analizérde yiiriitiildii ve Gene-
mapper ID-X v1. Mixture Analysis yazilimi ile ka-
risim orani tahmini yapildi. Daha sonra da Forensim
LRmix™ kullanilarak karigim 6rnegini olusturan
katilimcilarin, delil (karisim) 6rneginde bulunma
olasiliklari istatistiksel olarak degerlendirildi.”

Validasyon i¢in, analiz esik (limit of detec-
tion), dinamik alan (lineer ¢aligma alani), duyarl-
Iik (limit of quantification), stokastik esik,
tekrarlanabilirlik ve tekrar tiretilebilirlik paramet-
releri ¢aligildi.'? Validasyon ve karigim caligmala-
rinda 9947A pozitif kontrol 6rnegi (Thermo Fisher
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Scientific) kullanildi. Caligmaya katilmaya riza gos-
teren ve bilgilendirilmig olur formunu imzalayan
goniilliilerden kan 6rnekleri alindi. Bu ¢alisma igin,
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Dekanlig1 Klinik Arastimalar Etik Kurulu'ndan
3 Mart 2013 tarih ve 83045809-5967 sayil1 kararla
onay alindi. Kan 6rneklerinin DNA izolasyonu
QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) yontemi ile ya-
pildi. DNA miktarlar1 Qubit® Florometre (Invitro-
gen by Thermo Fisher Scientific) cihazinda,
Quant-iT™ dsDNA HS (Invitrogen by Thermo Fis-
her Scientific) kiti kullanilarak belirlendi.

Iki kisiye (E1 kodlu bir erkek ve K1 kodlu bir
kadin) ait farkli DNA karigim Ornekleri olustu-
ruldu. Karigim 6rneklerinde toplam DNA konsant-
rasyonu 1 ng/5 pl olacak sekilde E1 (minér)/K1
(major) ve K1(major)/E1 (minor) 6rneklerinden 11
farkl oranda diliisyonlar (1:1, 1:3, 1:5, 1:10, 1:20,
1:50 ve 50:1 20:1, 10:1, 5:1, 3:1) yapildi. Tablo 1’de
orneklerin karisim oranlar1 ve konsantrasyonlar:
gorilmektedir. Caligmada, her konsantrasyondaki
karisim 6rnekleri tiger kez tekrar edilerek yeniden
olusturuldu.

VERILERIN ANALIZi VE SONUCLARIN DEGERLENDIRILMES]

Genemapper 1D-Xv1. Mixture Analysis Tool ile Analiz

Karisim 6rneklerinin analizi iki agamali olarak ya-
pildi. i1k agamada ABI 3130 cihazinda yiiriitiilen
orneklere Genemapper ID-Xv1. Mixture Analysis
Tool (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak 6n de-
gerlendirme yapildi. Bu 6n degerlendirmede kari-
stm DNA o6rneklerinin allel adlandirilmasz,
katilimcilara ait allellerin belirlenmesi, stutter pik-
lerin (g6lge pikler) degerlendirilmesi ve katilimci-
larin  karisgim oranlarinin  tahmini yapildi
Genemapper ID-X v1. yazilimi tarafindan kullani-

lan formiiller agagida goriilmektedir:'®
m Stutter pik yiizdesinin hesaplanmasi:

N-4 pik yiiksekligi
Stutter Pik %= *100
Allel pik yiiksekligi

m Karigim oraninin hesaplanmast:

Katilimcilara ait profiller belirlenirken karigim
oranindan ve stokastik esik degerinden yararlan-
mak da miimkiindiir. Herhangi bir lokustaki kari-

sim Ornegi oranini belirlemek icin agagidaki formiil
kullanilmigtir;'

pa+@pb
Mx=
@at+eb+@c+epd
ve
pateb
Mx=
patpbtoctod

Formiilde ilgili lokustaki karisim oraninin ¢a
ve @b ilk katilimciya ait a ve b allellerinin pik yiik-
sekligini, @c ve ¢d ise diger katilimciya ait ¢ ve d
allellerinin pik yiiksekliklerini simgelemektedir.

Forensim LRmix™ yazilimi ile istatistiksel Degerlendirme

Tkinci agamada Forensim LRmix™ yazilimi kulla-
nilarak, karisim 6rneklerinden elde edilen geno-
tiplerin (profillerin) siipheli veya magdurun delil
profilinde (karisim 6rneginde) bulunma olasiliklar:
istatistiksel olarak degerlendirildi. Forensim
LRmix™, adli DNA kanitlarinin istatistiksel yoru-
munu kolaylastirmaya yonelik Haned tarafindan
olugturulan bir yazilim paketidir.” Degerlendirme
yapilirken K1 6rnegi magdur ve E1 6rnegi siipheli
olarak hesaplama yapilmistir. Iiddia (Hp) ve sa-
vunma (Hd) hipotezleri:

HP: Delil profili magdur ve siipheliden olus-
maktadir (E=V+S).

Hg= Delil profili magdur ve siipheli disinda
bagka bir kisiden olugsmaktadir (E=V+U) .

LR degeri=Hp/Hd =V+S/V+U.

Burada E harfi delil profilini, V harfi magduru,
S harfi siipheliyi ve U harfi bilinmeyen kisiyi tem-
sil etmektedir.

I BULGULAR

Bu ¢aligmanin ilk asgamasinda, DNA tiplendirilme-
sinde kullanilacak kitin (AmpFEeSTR® Identifiler)
validasyon ¢aligmasi yapildi. Validasyon paramet-
relerinden 6zellikle karisim Orneklerinin deger-
lendirilmesinde kullanilan analiz egigi; kitin en
diistik tespit limitinin gostergesi olup laboratuvar-
dan laboratuvara degismektedir. Bu caligmada ana-
liz esik degeri 72,75 (RFU, relative fluorescence
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units) olarak belirlendi. Stokastik esik; ayn1 lokusta
bulunan kardes alleller arasinda dengesizliklerin
goriilmeye baslandig1 pik yiiksekligi ya da hedef
DNA konsantrasyonu olup, bu ¢aligmada 0,05
ng/ul’de heterozigot allel pik yiiksekligi 76.826 ola-
rak belirlenmistir. Dinamik alan; tam DNA profili
icin gerekli hedef DNA konsantrasyonun 0,05-0,5
ng/ul araliginda olmas: gerektigi belirlendi. Hasasi-
yet; tam ve giivenilir DNA profilinin elde edildigi
en diisiik DNA konsatrasyonun 0,05 ng/pl olmas:
gerektigi saptand1.”®

KARISIM DNA ORNEKLERININ HAZIRLANMASI VE ANALIZI
Goniilliilerden toplanan E1, K1 6rnekleri ve pozi-
tif kontrol 9947A 6rneginin amelogenin (AMEL)
ve 15 STR lokusuna ait profilleri Tablo 2’de goriil-
mektedir.

Karisim 6rneklerinin 1:50 hari¢ tiimiinde, tim
lokuslar igerisinde en fazla dort allel gozlendigin-
den bu karigim 6rneklerinin kiginin karigimindan
olustugunu soylemek miimkiindiir. Asagida olus-
turulan her bir karigim 6rneginin nasil degerlendi-
rildigi ile ilgili ayrintilar verilmistir.

1:1 Kanisim Oranindaki DNA Ornegji ve
istatistiksel Degerlendirilmesi

Esit karisim (1:1) oranina sahip DNA Ornegine ait
elektroforegram Sekil 1’de goriilmektedir. Gene-
mapper® IDX v.1 yazilimu ile yapilan profil anali-
zinde AMELIlokusunda karigim orani 1:1 olarak
belirlenirken, diger lokuslarda minér ve major ka-
tilimcilarin orani belirlenememistir (Sekil 1). Ayni
program ile tahmin edilen allellerin dogrulugunu
teyit etmek icin 6nceden tiplendirilmis olan K1 ve

TABLO 1: Karigim 6rneklerinin konsantrasyonlari ve karigim oranlari.

Karigim orani Kullanilan érnekler Karisim DNA 6rneginin son konsantrasyonu K1/E1 ve E1/K1 (ng/5 pl)
1:1 1K1E 1 ng/5 l 0,5/0,5
1:3 1K3EME3K 1ng/5 pl 0,75/0,25
1:5 1KBE/1E5K 1 ng/5 pl 0,8/0,2
1:10 1K10E/1E10K 1 ng/5 pl 0,9/0,1
1:20 1K20E/1E20K 1 ng/5 pl 0,95/0,05
1:50 1K50E/1E50K 1 ng/5 pl 0,98/0,02
TABLO 2: AmpFeSTR® Identifiler kiti ile analiz edilen érmeklerin DNA profilleri.
Lokuslar E1 no.lu 6rnek K1 no.lu érnek 9947A kontrol drnegi
D8S1179 11-13 13-15 13-13
D21S11 30-32.2 29-31.2 30-30
D75820 8-10 10-12 10-11
CSF1PO 10-11 9-10 10-12
D351358 15-16 17-18 14-15
THO1 6-9.3 79 8-9.3
D13S317 10-12 12-12 11-11
D16S539 11-11 11-11 11-12
D251338 20-20 23-25 19-23
D195433 14-14.2 14-15.2 14-15
VWA 20-20 17-17 17-18
TPOX 8-11 8-11 8-8
D18S51 13-14 12-17 15-19
D5S818 11-11 11-13 11-11
FGA 21-24 21-21 23-24
AMEL XY X-X X-X
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SEKIL 1: 1:1 oranina sahip karisim DNA érneginin elektroforegram goriintiisti. Pikler altinda belirtilen rakamlar sirast ile allel ismi, pik yiiksekligi ve biiyiiklik (size)
degerlerini gostermektedir.
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E1 profilleriyle karsilastirilarak, katihimcilarin tiim
allellerinin dogru tahmin edildigi saptanmaistir. Be-
lirlenen karisim orneklerinin istatistiksel yorum-
lanmas: ise Forensim LRmix™ ile yapilmistir.
Performans testi i¢in ilgili populasyondan rastgele
olusturulan 100 kisinin siipheli olma olasilig1 loga-
ritma 10 tabaninda hesaplanarak performans ara-
lig1 olusturulmustur. Elde edilen LR degerinin bu
aralik diginda kalmasi, siiphelinin o profilde bu-
lunma olasiliginin giictinii gostermektedir. LR de-
geri, Forensim LRmix™ modali tarafindan
4,02E+16 olarak hesaplanmistir. Sonug ifadesi her
iki hipotez (Hp ve Hd) i¢in su sekildedir:

“Stipheli profilinin, delil profilinde olma ola-
s1l1g1, ayni populasyon icerisinden se¢ilen herhangi
bir kisiye gére 40.200.000.000.000.000 kez daha
olasidir.”

1:3 ve 3:1/1:5 ve 5:1 Oranindaki Karisim DNA Ornekleri ve
istatiksel Degerlendirmesi

1:3 ve 3:1/1:5 ve 5:1 oranindaki karigim oranlarina
ait ornek elektroforegram goriintiileri Sekil 2 ve
Sekil 3’te goriilmektedir. Profil analizinde
D8S1179, D21S11, THO1, D3S1358, D16S539,
CSF1PO ve D18S51 lokuslarinda karigim orani 3:1
olarak belirlenebilirken, diger lokuslarda minér ve
major katilimcilarin orani belirlenememistir. 1:5 ve
5:1 oranindaki karigimlarda 3:1 oranina benzer so-
nuglar gozlenmistir.

1:3 ve 1:5 oraninda E1 6rnegi major ve 3:1 ve
5:1 oraninda K1 ornegi major durumdadir. Bu
oranlarda katilimcilarin téim allelleri basariyla tip-
lendirilmistir. Istatistiksel degerlendirilmede; 3.1
ve 1:3/5:1 ve 1:5 oranlarindaki karigim 6rnekle-
rinde belirlenen alleller 1:1 oranindaki allellerden
farkli olmadigindan LR degeri aynidir (Tablo 3).

1:10 ve 10:1 Karisim Oranina sahip DNA Ornekleri ve
istatistiksel Degerlendirilmesi

1:10 karigimina ait 6rneginin elektroforegram go-
rintiisti Sekil 4’te goriilmektedir. Profil analizinde
AMEL, D21S11, THO1 ve D16S539 lokuslarinda ka-
risim orani 1:10 olarak belirlenebilirken, diger lo-
kuslarda minér ve major katilimcilarin oram
belirlenememistir. Bu karisimda E1 6rnegi major
durumda olup, katilimcinin tiim allelleri gézlenir-
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ken, minor katitllmcimin D7S820, CSF1PO,
D3S1358, D2S1338 ve D18S51 lokuslarinda sira-
siyla 12, 9, 18, 23-25 ve 17. allellerinde allel diis-
mesi gozlenmistir (Sekil 4).

Genemapper IDX v1. yazilimi ile yapilan 6n
degerlendirme agamasinda, katililime: orani, kati-
limca1 profilleri ve stutter piklerin degerlendirilmesi
gibi parametreler yazilim tarafindan yapilabilmek-
tedir. Program tarafindan hesaplanan bu paramet-
relerden stutter pik ve katilimci oranlarinin
tahminine ait 6rnek uygulamasi bu karisim ora-
ninda (1:10) gosterilmistir. 1:10 oranina ait karigim
orneklerinin her ii¢ tekrarinda da (A, B ve C)
D3S1358 lokusunda olas: stutter piklere rastlan-
mustir (Sekil 5). A ve C tekrarinda 16. allel hem yer-
lesimine gore hem de % stutter pik formiiliine gére
stutter pik olarak degerlendirilmektedir. Buna gore;
stutter pik A tekrarinda %14, B tekrarinda %20, C
tekrarinda %13 olarak belirlenmistir.

Sekil 6’da 1:10 oranina ait 6rnek bir elektrofo-
regram goriintiisii ve major katilimcinin karigim
orani (Mx) goriilmektedir. Karigim orani lokusta
bulunan doért allel pik i¢in 0,91 ve 0,09 olarak bu-
lunmustur, bu da beklendigi sekilde ~1:10’dur. Bu
formiil ile sadece karigim orani degil, ayn1 zamanda
alleller arasindaki heterozigot dengesi belirlenerek
major ve mindr katilimcilarin dogrulugu da belir-
lenebilmektedir.

Forensim LRmix™ uygulamasinda yapilan ista-
tistiksel degerlendirmede ise K1 6rnegi magdur ve
E1 6rnegi siipheli varsayilarak hesaplama yapilmistir.
Buna gore;

“Magdur profilinin delil profilinde bulunma
olasiligi, ayni populasyon igerisinden segilen her-
hangi bir kisinin profilinin bulunmasindan
9.670.000.000 kez daha fazladir.” (Tablo 3).

10:1 oranindaki karigim 6rneginde K1 6rnegi
major durumda olup, tiim allelleri gozlenirken,
minor katilmcinin D21S11 ve FGA lokuslarinda (Si-
rastyla 31.2 ve 24 allelleri) iki allel diigmiistiir. Ge-
nemapper® IDX v.1 Mixture Analysis yazilim ile
yapilan profil analizinde AMEL, THO1, D3S1358,
D16S539, FGA CSF1PO ve D18S51 lokuslarinda ka-
risim orani 8:1 olarak belirlenirken, diger lokuslarda
mindr ve major katilimcilarin orani belirlenememis-
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SEKIL 2: 3:1 oranina sahip bir karisim DNA ¢meginin elektroforegram goriintlisii. Pikler altinda belirtilen rakamlar sirasi ile allel isimleri, pik yiiksekligi ve bi-
yUkluk (size) degerlerini gostermektedir.
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SEKIL 3: 5:1 oranina sahip bir karisim DNA 6rneginin elektroforegram gériintiisii. Pikler altinda belirtilen rakamlari siras ile allel isimleri, pik yiikseklikleri ve bii-
yUkluk (size) degerlerini gostermektedir.
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D19S433

$EKiL 4: 1:10 oranina sahip karisim DNA érneklerinin elektroforegram gdriinttileri. Pikler altinda belirtilen rakamlari sirast ile allel, yikseklik ve blytikliik degerlerini
gostermektedir.
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D3S1358

D3S1358

D3S1358

SEKIL 5: 1:10 oranina ait karisim 6rneginde D13S1358 lokusunda gorillen stutter pikler.

D21811 @a+ @b

Mx =

@a+ @b+ @c+ @d

SEKIL 6: 1:10 karisim 6megjinde D21S11 lokusu elektroforegram goriintis.

tir. Bu karigim 6rneklerinin Forensim LRmix™ uy-
gulamas1 kullanilarak hesaplanan LR degeri,
2,442E+11 olup, buna gore yapilan istatistiksel de-
gerlendirme su sekildedir.

“Stipheli profilinin delil profilinde bulunma
olasilig1, ayni populasyon icerisinden segilen her-
hangi bir kisinin profilinin bulunmasindan

244.200.000.000 kez daha fazladir.” (Tablo 3).

1:20/20:1 Oranina Sahip Karismis DNA Ornekleri ve
istatistiksel Degerlendirilmesi

1:20/20:1 oramindaki kariggm DNA o6rnekleri
0,95/0,05 ng/5 pl ve 0,05/0,95 ng/5 pl seklinde olus-
turuldu. 1:20 oranina sahip 6rnek elektroforegram
Sekil 7°de goriilmektedir. Major ve minor alleller
Genemapper® IDX v.1 yazihimi ile dért lokusta
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(AMEL, D21S11, CSF1P0 ve D16S539) dogru ola-
rak tahmin edilmesine ragmen, tiim lokuslarda
belirlenen karigim oranlari dogru tahmin edile-
memistir. Sekil 7’deki elektroforegram goriintiisii
incelendiginde, K1 major olup tiim allelleri goz-
lenirken, minér katilimcinin yedi tane lokusunda
toplam 11 allel kaybi gézlenmistir.

Forensim LRmix™ uygulamasinda LR degeri,
LRmix modilt tarafindan 0,004271 olarak hesap-
lanmigtir (Tablo 3). Bu durumda sonug ifadesi her
iki hipotez icin su sekildedir:

“Magdur profilinin delil profilinde bulunma
olasilig1, ayni populasyon icerisinden segilen her-
hangi bir kisinin profilinin bulunmasindan
0.004271 kez daha fazladir.

20:1 oranindaki karigim 6rneklerinde Gene-
mapper® IDX v.1 Mixture Analysis yazilimi ile ya-
pilan profil analizinde AMEL, THO1, D3S1358,
D16S539, CSF1PO, FGA, vWA ve D18S51 lokusla-
rinda karisim orani farkl olarak belirlenirken, diger
lokuslarda minér ve majoér katilimcilarin orani be-
lirlenememistir. Major ve mindr karigim oran1 FGA
disindaki tiim lokuslarda yanlig olarak belirlenmis-
tir. Karisimda K1 major olup, tiim allelleri gozlenir-
ken, mindr katilimcinin D7S820, vW A ve CSF1P0
lokuslarinda sirasiyla 8, 11 ve 20 alelleri olmak iizere
dort allel diismesi gozlenmigtir. Bu karigim 6rnegi-
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CSF1PO

SEKIL 7: 1:20 oranina sahip bir karisim émeginin elektroforegram gériintiisti. Pikler altinda belirtilen rakamlar siras! ile allel, yiikseklik ve biiytikliik (size) de-
Gerlerini gostermektedir.
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nin LR degeri, LRmix modiilii tarafindan 1,514E+09
olarak hesaplanmistir. Sonucta iddia (Hp) ve sa-
vunma (Hd) hipotezleri dogrultusunda (Tablo 3)
sonug ifadesi her iki hipotez i¢in su sekildedir:
“Stipheli profilinin delil profilinde bulunma
olasilig1, ayni populasyon icerisinden segilen her-

hangi bir kisinin profilinin bulunmasindan
1.514.000.000 kez daha fazladir.”

1:50 ve 50:1 Oranindaki Karisim DNA Ornekleri ve
istatistiksel Degerlendirilmesi

1:50 oranindaki karisim DNA 6rneklerinde yapilan
ti¢ tekrarda da major katilimer profili, minér kati-
limcr profilini baskilandigindan 1:50 oranindaki or-
neklerde sadece major durumda siipheli (E1) profili
elde edilmistir. Ayni sekilde, 50:1 oranindaki kari-
sim DNA orneklerinin ii¢ tekrarinda da major ka-
tilmer profili, minér katihimcr profilini bas-
kilandigindan 50:1 oranindaki 6rneklerde sadece
major durumdaki magdur (K1) profili elde edilmis-
tir. Bu durumda her iki karisim 6rneginde katihmei
profilinin tahminine y6nelik herhangi bir istatis-
tiksel degerlendirme yapmak miimkiin degildir.

Tim karigim 6rneklerinde gozlenen allel diis-
mesi sayilar1 ve Forensim LRmix™ modiiliinde ya-
pilan istatistiksel degerlendirmede hesaplanan LR
degerleri Tablo 3’te goriilmektedir. Karigim 6rnek-
lerinden 1:10, 10:1, 1:20 ve 20:1 oranlarinda allel
diismesi gozlenmistir. Allel diismesi gozlenen
distik DNA konsantrasyonlarinda daha diisiik LR
degerleri elde edilmistir (Tablo 3).

I TARTISMA

Olay yerinden elde edilen deliller cogunlukla bir-
den fazla kiginin DNA’sin1 iceren karigim 6rnekle-
rinden olugmaktadir. Bu tiir 6rneklerde birden
fazla kisinin olaya karigmis olabilecegi diisiiniil-
mektedir. Bu durumda katiimcilarin profillerinin
dogru analizi ve katilimcilarin olaya d4hil olma ola-
siliklarinin dogru tahmin edilebilmesi ¢cok 6nemli-
dir. Gelisen teknoloji ile gelistirilen her yéntem
veya uygulama i¢in standardizasyon ve kalite gii-
vencesini saglamak adli laboratuvarlarin en biiyiik
gereksinimi héline gelmistir.'®

Adli kimliklendirme yapan laboratuvarlar, kul-
landiklar1 yontemin validasyonunu yaptiktan sonra
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glivenilir ve dogru analiz yapabilmektedirler.'” Va-
lidasyon parametrelerinden olan analiz esigi degeri,
yontemin en diistik tespit limitinin gostergesi olup,
laboratuvardan laboratuvara degisen bir degerdir.
Calismamizda, analiz esik degeri 72,75 rfu olarak be-
lirlenmistir. Dolayisiyla 72,5 rfu iizerindeki pikler
gercek pik (allel) olarak kabul edilmigtir. Bu degerin
altinda kalan pikler allel olarak degerlendirilme-
mistir. Karisim 6rnek analizinde 6nemli bir diger
parametre stokastik esik (Hb, heterozygosity ba-
lance) degeridir. Uluslararas1 Adli Genetik Komis-
yonu (ISFG- International Society of Forensic
Genetics) bu degeri Hb>0,6, Birlesik Krallik DNA
calisma grubu (UK DNA Technical Working Group)
Hb=0,5 ve Amerika Birlesik Devletleri DNA grubu
(USA DNA Working Group) 0,6<Hb olarak kabul
etmektedir.>'®'” Caligmamizda, stokastik esik degeri
0,7<Hb olarak belirlenmistir. Bu deger, 6zellikle ka-
risim oldugu diistiniilen 6rneklerde, aymi lokusta
bulunan heterozigot allellerin birbirlerine olan
oranlarinin bilinmesiyle bunlarin ayni ya da farkh
kaynaklardan gelip gelmedigine karar verilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica bu degerin bilinmesi; stut-
ter pikler, pull-up gibi istenmeyen piklerin bertaraf
edilmesinde de 6nemlidir. Diger 6nemli parametre-
ler ise en alt ve iist DNA miktar seviyelerinin tespit
edilmesine yonelik yapilan dinamik alan ve hassasi-
yet parametreleridir. Bu ¢aligmada, hem dinamik
alan hem de hassasiyet agisindan tam profilin elde
edilmesi i¢in gerekli hedef DNA konsantrasyonun
0,05 ng/pl < olmasi gerektigi belirlenmistir. Bu kon-
santrasyon AmpFESTR® Identifiler kitin 6nerdigi
konsantrasyon ile uyumludur.”®

Bir olay ile ilgili olarak karisim oldugu diisii-
niilen biyolojik 6rneklerden, dogru bir sekilde
yorum yapabilmek i¢in 6n degerlendirme yapmak
gerekmektedir. Bu degerlendirmenin amaci; delil
orneginin karigim olup olmadigini, katilime: sayi-
sini, karigima katilan kisilerin profillerini ve oran-
larim belirlemektir.>'®

Karisim 6rneklerinde katilimer sayisi, tiim lo-
kuslardaki allel sayisina bakilarak belirlenmekte-
dir. Tum lokuslar incelendiginde bir veya daha
fazla lokusta en fazla dort allel bulunmas: duru-
munda karigimin iki kisinin profilinden olustugunu
soylemek miimkiindiir. Bir veya daha fazla lokusta
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allel sayisinin bes ve istiinde olmas: durumunda,
karigimda ti¢ veya daha fazla kiginin varligindan
soz edilebilmektedir. Katilimci sayis: belirlenirken
allel diismesi ve stutter piklerin de degerlendiril-
mesi gerekmektedir. Bu tiir istenmeyen piklerin
varlig1 katilimc sayisinin ve profillerinin belirlen-
mesinde 6nemli etkiye sahiptirler.'*

Caligmamizda, iki katilimer tarafindan olustu-
rulan karigim 6rneklerinde (1:50 ve 50:1 oranlar:
disindaki) bir veya daha fazla lokusta en fazla dort
allele rastlanmistir. Karigimdaki katilhimcilar belir-
lemek i¢in allel pik yiikseklikleri ve heterozigotluk
dengesi gibi parametrelerden yararlanilmistir. E1
ve K1 kodlu iki kigiden olusturulan karigim 6rnek-
lerinde AmpFESTR® Identifiler kitinin toplam 16
lokusundan altisinda heterozigotluk ve 10 lokusta
ise paylasilan (ortak) allel gozlenmistir. Ortak allel
iceren lokuslarda heterozigotluk varliginin belir-
lenmesi i¢in karigim oraninin bilinmesi gerekmek-
tedir. Ancak, PCR sonrasi bu dengenin kendini
koruyup koruyamayacag: biiytik bir soru isareti ol-
maktadir. Heterozigotluk dengesi gesitli laboratu-
var kaynakli kosullardan ve sporadik kontaminas-
yonlardan kolayca etkilenebilmektedir.?

STR analizinde elektroforegramda siklikla
stutter pikler gozlenebilmektedir. Stutter pikler,
gercek allel pik yiiksekliginin %15’inden daha kisa,
dort baz cifti daha kiigiik olarak gozlenen ve DNA
polimerazin kaymas: sonucunda olusan atrefakt
piklerdir.”! Stutter piklerin olugsma oram ortalama
olarak %?2 civarindadir.?? Calismamizda, 1:10 ora-
nina ait karisim 6rneklerinin A ve C tekrarinda
D13S1358 lokusunda 16 numarali allel stutter pik
olarak goriilmektedir (Sekil 5). Ancak, mindr kati-
limc1 genotipine bakildiginda, 15-16 allellere sahip
oldugu agikea goriilmektedir. Bu durumda 16 nu-
maral: allelin stutter pik olarak degerlendirilmesi
dogru degildir. Ayrica, 16 numaral pik validasyon
sonucu belirledigimiz analiz esik degeri (72,75 rfu)
degerinden yiiksek oldugundan, bu allel gercek bir
pik olarak degerlendirilebilmektedir.

Katihma profillerine ait allelleri ve katilime:
oranlar belirlenirken Genemapper® IDX v.1Mix-
ture Analysis yazilimindan yararlanilmistir. Yazi-
lim ortak allel icermeyen lokuslarda tahmini olarak
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katilime: profillerine ait allelleri ve bu allellerin
hangi oranda karistigimi belirlemek amaciyla ista-
tistiksel kurallara dayal: tahminler yapmaktadir.
Tiim oranlardaki karigim 6rneklerinde, allel diig-
mesi bulunmayan ve ortak allel icermeyen lokus-
larda, tahmin edilen katilimciya ait profiller
dogru olarak belirlenmigtir. 1:1, 1:3 ve 3.1 oran-
lar1 haricindeki diger karigim oranlar: yanlig ola-
rak belirlenmistir (Tablo 3). Bunun nedenii
PCR’de katilimci DNA konsantrasyonlarinin
sabit kalmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu du-
rumda, real-time (es zamanli) PCR kullanilarak
hedef lokusun hangi miktarlarda ¢ogaldig: gozle-
nebilmektedir.?

Kangim 6rneklerinde karsilagilan en biiyiik so-
runlardan biri de allel diigmesidir. Allel diismesi,
degrade olmus ve/veya az miktarda DNA bulunan
orneklerde goriilebilmektedir.?** Caligmamizda,
olusturulan karigim 6rneklerinde 1:1, 1:3, 3:1, 1:5
ve 5:1 oranlarinda allel diigmesi gozlenmemistir.
1:10, 10:1, 1:20 ve 20:1 oranlarinda sadece belirli
lokuslarda sirasiyla 6, 2, 11 ve 4 allel diismesi goz-
lenmigtir (Tablo 3). Min6r katilimc1 profillerinin
gozlenen allel diigmesi; kullanilan kitin validasyo-
nunda belirlenen dinamik alan 0,05-0,5 ng/ul ara-
l1g1 disinda olan oranlarda (1:10 oranindaki min6r
katilimc1 DNA konsantrasyonu: 0,02 ng/ul ve 1:20
oranindaki minér katilimc1 DNA konsantrasyonu:
0,01 ng/ul) minér katilimcilarda alel diismesi bek-
lenen bir sonuctur. 1:50 ve 50:1 oranlarinda minor
katilimcilara ait alleller saptanmamigtir. Bu du-
rumda herhangi bir karisim 6rneginin varligindan
s0z etmek miimkiin degildir. Bu orandaki karisim
orneklerinde sadece major profil elde edilebilmis-
tir. Allel diigmesinin sebebi minér katilimcinin
DNA konsantrasyonunun (0,004 ng/pl) ¢ok diisiik
olmasindan ve dinamik alan disinda kalmasindan
kaynaklanmaktadir. Haned ve ark.nin 2015 yilinda
yaptiklar ¢aligmada; genotiplerinin bilindigi g,
dort ve bes kisiden olugan farkli oranlarda hazir-
lanmig toplamda 252 karigim Ornegi analiz edil-
migtir. Bu karigim 6rneklerinde allel diigmesi ve
stokastik etkilerin hesaba katildgi Forensim’in
LRmix modiilt kullanilarak hesap yapmislardir.
Altin standart olarak adlandirdiklar:1 modilin en
biiyiik 6zelliginin allel kaybinin (droup-out) goz
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ontinde bulundurarak olasilik oranini hesaplanma-
sinin yargl i¢in adil ve konsevatif oldugunu bildir-
mislerdir.®'" Caligmamizda Tablo 3’te gorildugu
gibi, allel diigsmesi olabilirlik orani degeri ile ters
orantilidir. Allel diigsmesinin fazla oldugu karigim
orneklerinde (1:20,1:10 gibi) LR degeri daha dii-
stiktiir. Forensim LRmix™ modiilii ile yapilan ista-
tistiksel degerlendirmede daha ¢ok allel diigmesi
gozlenen diisiik DNA konsantrasyonlarinda daha
disiik LR degerleri elde edilmigtir. Farkli sayida
allel diigmesi goriilen karigim oranlarinda birbirin-
den farkli LR degerlerinin elde edilmesi de bekle-
nen bir durumdur. Diigen allel say1sinin artmasi ile
olas1 allel diigmesi araliginin degeri de dogru oran-
til1 olarak yiikselmektedir. Bunun nedeni, bu allel-
lerin gen sikliklarinin hesaba katilamamasindan
kaynaklanmaktadir. Tam profil elde edilen karigim
oranlarinda (1:1, 1:3, 3:1, 1:5 ve 5:1) belirlenen olas1
allel diismesi aralig1 ve hesaplanan LR degerleri bir-
birinin aymisidir (Tablo 3).

ISFG tarafindan, olasilik oranini (LR) kullana-
rak kanitin degerini ortaya koymak icin hesaplama
yapilmasi gerektigi 6nerilmektedir.?® Euroforgen-
NoE’nin 18 farkl laboratuvar katilimi ile karigim
analizinde ve hesaplanmasinda LRmix programai-
nin kullanmildig1 ¢aligmada; DNA karigimlarin yo-
rumlanmas: yalnizca “yanit” vermek igin bazi
yazilimlar kullanmaktan ibaret olmadigini, bir da-
vanin degerlendirilmesi bir sucun sartlarinin goéz
ontinde bulundurulmasiyla basladigini, karigimi
olusturan kisilerin sayilar1 hakkinda yapilan varsa-
yimlar, kismi profillerin varhiginda savunma hipo-
tezleri arasindaki farkhilliklarin olabilecegini
gostermiglerdir.” Forensim LRmix™ modiiliiniin,
LR degerinin hesaplanmasi disinda diger bir 6nemli
fonksiyonu da performans testidir. Bu test, karigim
orneginde bulunan katilimcilarin yerine gegebile-
cek olan ve ayni populasyonda bulunan bireylerin
olabilirlik oranini logl0 tabaninda verebilmekte-
dir. Diger bir deyisle, ayn1 populasyonda bulunan
rastgele 100 kisinin, karisimi olugturan katilimci-
larin yerine gegme olasiligini gostermektedir. Rast-
gele bireyler olusturulurken modilde ilgili
populasyonun verisi kullanilmaktadir. Bu degerin,
hipotez degerlendirmesi sonucu elde edilen degere
uzak olmasi, elde edilen degerin giivenirliligini gos-
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termektedir. Tablo 3’te 1:1 oranindaki karigimda
LR degeri ve performans degerinin arasindaki fark
son derece yiiksektir. Fakat 1:20 oranindaki minér
katilimcida 11 allel diismesi gozlendiginden, LR de-
geri diisiiktiir ve performans testi sonucuna da nis-
peten yakindir. Forensim LRmix™ modiliniin
performans testi sonucu, Avrupa mahkemelerinde
karigim DNA 6rnegi iceren delillerin raporlanma-
sinda kullanilmaktadir.” Performans testi raporla-
nir iken, 1:1 oranindaki karigim Ornegi icin
kullanilan ifade su sekildedir: “Delil profilinin, stip-
heli profiline ait olma olasilif, ayni popiilasyon
igerisinden se¢ilen herhangi bir kiginin profiline
gore 40200000000000000 kez daha olasidir. Ayni
toplum igerisinden rastgele secilen 100 kisinin stip-
heli profiline sahip olmas1 107° ve 10 kez daha az
olasidir.”

0 SONUC

Olay yerinde ve vaka dosyalarinda siklikla rastla-
nilan karisim 6rneklerinin yorumlanmasinda her
laboratuvar; uygulamis oldugu yontemin analiz
esigi, dinamik alan, stokastik esik gibi validasyon
parametrelerini belirlemelidir. Bununla birlikte,
sonucu yanlis etkileyebilecek stutter pik, allel diis-
mesi ve pull-up gibi istenmeyen durumlarin 6niine
gecmek i¢in analizlerin tekrar edilmesi gerekmek-
tedir. Olabilirlik orani (LR) Avrupa laboratuvarlar:
tarafindan kullanilan ve karisim 6rnekleri deger-
lendirilirken gozlenen stutter pikleri ve allel diis-
mesi gibi parametreleri dikkate alan konservatif bir

yontemdir.?*?

Bu ¢aligmada, olabilirlik orani yaklasimi ve Fo-
rensim LRmix™ uygulamas: kullanilarak karigim
orneklerinde dogru bir DNA analizi yapilabildigi
belirlenmistir. Bu yaklagimin diger istatistiksel
yontemlerden farki, delil profilinin hem magdur
hem de siipheli tarafindan degerlendirilebilmesi-
dir. Gelismis iilkelerde oldugu gibi, tilkemizde de
karigim 6rneklerinin yorumlanmasinda hem deli-
lin giiciinii ortaya koymak hem de objektif bir se-
kilde degerlendirme yapabilmek icin istatistiksel
tahmin yontemlerini kullanmak ve hékim, savcy,
avukat gibi adli yargida bulunan goérevlilere basit
ve anlasilir ifadeler kullanarak aktarmak gerek-
mektedir.
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