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Adli Amacli Kimliklendirmede
Mitokondriyal DNA

Mitochondrial DNA in Forensic Identification:
Review

OZET insan hiicreleri, hiicre sitoplazmasinda bulunan mitokondriler igerisinde, nitkleer DNA ge-
nomuna ilaveten, ekstra kromozomal genetik materyaller tagimaktadir. Insan mitokondriyal DNA
(mtDNA) polimorfizmleri, evoliisyonal antropoloji ve populasyon tarihi, tibbi genetik ve adli amagh
kimliklendirmeyi igeren birgok alanda tanisal araglar olarak kullanilmaktadir. mtDNA biyolojik
orneklerin kaynaginin belirlenmesi veya kimliklendirilmesinde kullanilabilecek faydali bilgiler
icermektedir. Kodlamayan kontrol bolgesinde bulunan 2 hipervariabl bolgedeki ¢ok sayidaki niik-
leotid polimorfizmi ve dizi varyasyonlar1 ve kodlanan bolgedeki tek niikleotid polimorfizmleri, bi-
reyler arasinda ve/veya biyolojik 6rnekler arasinda ayrim yapabilme sansi yaratmaktadir.
mtDNA’larin polimorfik dogas: ve maternal kalitim gostermesi nedeniyle kayip kisiler ile savasta
gorev yerinde 6lmiis askerlerin ya da kitlesel felaketlerde hayatini kaybetmis kimligi mechul viicut
pargalarinin kimliklendirilmesi ile kriminal olaylara karigmis kisilerin belirlenmesinde kullanil-
maktadir. Ornek miktarinin ¢ok az oldugu ve/veya asiri derecede bozulmus oldugu biyolojik or-
neklerde mtDNA elde etme olasilifi niitkleer DNA’dan daha yiiksek oldugundan, bu tip
materyallerde mtDNA analizi daha etkin bir aragtirma aracidir. Bu derleme, mtDNA genomunun
yapist, kalitimi, kopya sayisi, mtDNA genomundaki polimorfizmler ve tanisal metotlar ve bunla-
rin adli bilimlerdeki uygulamalar: hakkinda bilgi sunmaktadir. Bununla birlikte, mtDNA’nin adli
amagh kimliklendirmedeki yeri ve 6nemi de vurgulanmaktadir. Ayrica, bu galismada mtDNA mu-
tasyon oraninda saptanan heterojenite, delilin giicii, mtDNA profillerinden cografik bolge tahmini
yapabilme ve ilgili populasyonlarda tanimlanan polimorfizmlerden giivenilir ve anlaml referans
veri tabanlarinin olugturulmas: da tartigilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: DNA, mitokondriyal; adli genetik; polimorfizm, tek niikleotid

ABSTRACT Human cells contain extra chromosomal genetic elements within the mitochondria in
cell cytoplasm, in addition to the nuclear DNA genome. Human mitochondrial DNA (mtDNA) poly-
morphisms are widely used as diagnostic tools in many fields, including evolutionary anthropology
and population history, medical genetics, and forensic identification. mtDNA contains useful infor-
mation that can be used to identify or determine the source of biological specimens. The high num-
ber of nucleotide polymorphisms or sequence variants in the 2 hypervariable regions of the
non-coding control region, and single nucleotide polymorphisms in the coding region facilitate dis-
crimination between individuals and/or biological samples. mtDNA’s polymorphic nature and ma-
ternal inheritance are characteristics that have enabled its use for identification of body parts of
missing persons, soldiers killed in the line of duty, victims of natural disasters and individuals par-
ticipated in criminal cases. As the probability of recovering mtDNA in small and/or degraded bio-
logical samples is greater than that of nuclear DNA, it is a more effective research tool. This review
presents a brief overview of the structure of the human mitochondrial genome, polymorphisms in
the genome, and diagnostic methods, as well as their application in forensic science. In addition, the
importance of the role of mtDNA in forensic science is highlighted. mtDNA mutation-rate hetero-
geneity and the weight of evidence, inference of the geographic origin of an mtDNA profile, and
the creation of reliable and meaningful reference databases were also discussed.

Key Words: DNA, mitochondrial; forensic genetics; polymorphism, single nucleotide
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tokondriler icinde de ilave genetik materyaller
bulunmaktadir. Mitokondriyal DNA (mtDNA),
adli kimliklendirmeyi, tibbi genetigi, populasyon

Insanda, niikleer DNA genomuna ek olarak mi-

caligmalarini ve antropolojiyi iceren ¢ok cesitli
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir."”

Adli amach kimliklendirme c¢aligmalar ile
nesep tayini aragtirmalarinda niikleer DNA analizi,
en etkili ve en giivenli yoldur. Ancak, adli biyolog-
lar bazen niikleer DNA analizi yapilamayan adli bi-
yolojik érneklerle kars: karsiya kalmaktadir. Bu tip
orneklerde mtDNA’dan faydalanilmaktadir. Niik-
leer DNA elde edilemedigi i¢in analizi yapilan en
yaygin biyolojik drnekler, koksiiz kil, kemik, dis ve

fegestir.!3810

I mtDNA'NIN YAPISI

Mitokondriler sitoplazmada bulunan ve oksidatif
enerji metabolizmasinda rol alan hiicre i¢i organel-
lerdir. Oksidatif fosforilasyon i¢in ihtiya¢ duyulan
proteinleri kodlayan, endosymbiotik orijin ile
uyumlu olan kendi DNA’larina sahiptirler. mtDNA
endosymbiotik orijini yansitmas: bakimindan niik-
leer DNA’dan farkh 6zelliklere sahiptir. mtDNAnin
niikkleer DNA’dan farkliliklar sitoplazma iginde
doku tipine bagl olarak 100’den 10 000’lere ulagsan
yliksek kopya sayisina sahip olmasi, mayotik re-
kombinasyon 6zelliginin olmayis1 ve maternal kali-

tim gostermesi olarak simiflandirilabilir.!14

Insan mtDNA’sinin tiim sekans: ilk kez 1981
yilinda Anderson ve ark. tarafindan bildirilmigtir.”
Insanda mtDNA genomu 16 569 baz cifti (base pair;
bp)'nden olusan kapali sirkiiler halka seklindeki cift
zincirli bir yapiya sahiptir. Mevcut zincirler, dansi-
teleri dikkate alinarak agir zincir (Heavy-
chain; H-strand) ve hafif zincir (Light-chain;L-Strand)
adini almaktadir. Agir zincir daha ¢ok Guanin ve
Adenin bazi, hafif zincir ise Timin ve Sitozin bazi
icermektedir. Replikasyon spesifik orijindeki agir
zincirin onciiliigiinde baglar. MtDNA’da bulunan 37
gen 13 protein, 2 ribozomal RNA (rRNA) ve 22
transfer RNA (tRNA)’y1 kodlamaktadir. MtDNA ge-
nomu prolin (tRNAP®) ve fenilalanin (tRNAP)
tRNA’lar1 arasinda tek kopya kodlanmayan DNA
bolgesi igermektedir.'"'® mtDNA’nin yaklagik 1125
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bp’lik kodlanmayan bu boélgesi kontrol bolge veya
“displacement loop” (veya kisaca D-loop) olarak ad-
landirilmaktadir.'”!® Bu bolge agir zincirin sentezi
icin replikasyonun orijini kabul edilen regiilatér
bolge ozelligi yaninda, her iki zincirin transkripsi-

yonunda da 6ncii gorevi iistlenmektedir.#192!

I mtDNA'NIN KALITIMI VE KOPYA SAYISI

mtDNA maternal kalitim gostermektedir.'>** Ma-
ternal kalitimin nedeni tam olarak agiklanama-
makla birlikte, oosit mitokondrilerinin sayisal
olarak sperm mitokondrilerinden ¢ok fazla olmasi
nedeni ile embriyogenezin ilk asamasinda (4-8
hiicreli asama) ovum i¢ine girebilen birkag tane
sperm mitokondrisinin 100 000’lerce ovum mito-
kondrisi arasinda diliie olmasi ve/veya sperm mi-
tokondrilerinin spesifik bir tanima mekanizmast ile
taninarak elimine edilmesi sonucu olusabilecegi

diistintilmektedir.2>2*

mtDNA’nin bir bagka 6zelligi, kopya sayisinin
¢ok yiiksek olmasidir. Her diploid hiicrede iki
kopya niikleer DNA bulunurken, somatik hiicre-
lerde doku tipine bagli olarak yaklagik 200-1700
arasinda mtDNA kopyasi bulunmaktadir.” Bu mik-
tar ovumda 100 000’ kadar ulagmaktadir.?2¢
mtDNA’nin bu oransal ¢ogunlugu asir1 derecede
parcalanmig DNA 6rneklerinden mtDNA elde etme
sansini 6nemli 6l¢iide yiikseltmektedir.

I mtDNA'DA POLIMORFiZM

mtDNA’da transisyon, transversiyon, insersiyon
veya delesyon tipi mutasyonlar sonucu uzunluk ve
sekans polimorfizmleri olugmaktadir.'®?” Olugan
polimorfik varyasyonlarin orani niikleer DNA’ya
oranla ¢ok yiiksektir. mtDNAnin niikleer DNA’ya
oranla 10 kat daha hizli evrim gecirdigi ifade edil-
mektedir. Bu evrim orani populasyon genetigi ve
filogenetik analizlerde oldugu kadar, adli analiz-
lerde de mtDNA ile arastirma sans1 yaratmakta-
dir. 202128 Baz calismalarda sekans farklilagmasinin
her y1l 20x10” oraninda oldugu belirtilirken, bazi
farkl ¢aligmalarda bu oranin ¢ok daha yiiksek ol-
dugu ifade edilmektedir.?0224282° Mutasyon orani
tiim mtDNA molekiilii boyunca aym degildir. 1,1
kb’lik D-loop bélgesinin 15,5 kb’lik kodlanan bdl-
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geye oranla 10 kat daha yiiksek mutasyona ugra-
dig1 belirtilmektedir.33!

Insan mtDNA’sinin en polimorfik bélgesi
D-loop bolgesidir.??'? mtDNA’nin D-loop bélge-
sinde tanimlanan varyasyonlarin genel olarak ¢
ayr1 polimorfik bolgede yogunlastigi saptanmigtir.
Bunlardan; 16 024-16 365 niikleotid pozisyonlar:
arasinda bulunan boélge “Hypervariable region I
(HVRI)”, 73-340 niikleotid pozisyonlar: arasinda
bulunan bolge “Hypervariable region II (HVRII)”
ve 438-574 niikleotid pozisyonlar: arasinda bulu-
nan bolge “Hypervariable region III (HVRIII)”

olarak tanimlanmigtir.!117:27:29

Toplam 342 bp uzunlugundaki HVRI'nin gim-
diye kadar en yiiksek polimorfik dansiteye sahip ol-
dugu, bunu siras: ile 268bp’lik HVRII bolgesi ve
137 bp’lik HVRIII bolgesinin takip ettigi belirtil-
mektedir. Hipervariabl bolgeler arasinda bulunan
segmentlerde ise polimorfizm oraninin daha diisiik
oldugu ifade edilmektedir.”® Bu nedenle adli ana-
lizlerde genellikle HVRI ve HVRII bolgeleri tercih
edilmektedir.!17?

D-loop bolgesinde insersiyon ve delesyon sa-
yisinin az olmasi nedeniyle insan mtDNA’sinin
uzunluk varyasyonlarinin sinirli oldugu ifade edil-
mektedir.?? Bu bolgede bulunan uzunluk polimor-
fizmlerinin ise genellikle ardi ardina Sitozin
tekrarindan olusan homopolimerik bélgelerde bu-
lundugu gozlenmistir. Bu homopolimerik bolgeler
302-309, 573-576 ve 16 183-16 189. niikleotidler
arasindadir.

mtDNA’ nin kontrol bélgesindeki sekans var-
yasyonlar1 yaninda, son donemlerde, kodlanan
bolgedeki tek niikleotid polimorfizm [single nuc-
leotide polymorphims (SNP)]’ler de adli amach
kullanilmaya baglanmigtir.333* Tiim mtDNA mo-
lekiilleri iizerinde bulunan spesifik SNP’lerle in-
sanlarin diinya tizerindeki go¢ hareketlerinin
takibinin yapilabildigi ve ortak maternal atanin be-
lirlenebildigi ifade edilmektedir. Bu bilgiler 1s1-
ginda giiniimiiz insaninin ge¢misinin 200 000 y1il
oncesine dayandig: ve Afrika’da yasadig: tahmin
edilmektedir.>* Insan topluluklari, paylagilan
SNP’ler ve farkl1 SNP’ler dikkate alinarak haplog-
rup olarak adlandirilan gruplara ayrilmaktadir.
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Tim mtDNA molekiilleri {izerinde bulunan ve
haplogruplar i¢in spesifik olan SNP’ler, 6zellikle
problemli adli olgularin analizinde dislayici rolii ile

yol gosterici olabilmektedir.*%

I MtDNA POLIMORFIZMLERININ
ADLANDIRILMASI

mtDNA polimorfizmlerinin adlandirilmasinda ilk
yayimlanan tiim mtDNA dizisi baz alinmaktadar.”
Mitokondriyal genomdaki bazlarin her biri agir
zincirin orijininden 1 numara ile baglayarak, ardi-
sik say1 ile numaralandirilir ve baz dizisi 16 569.
bazla sonlandirilir. Basitce Anderson dizisi veya
“Cambridge Reference Sequence (CRS)” olarak
ifade edilir.!!3840

1999 yilinda Anderson dizisi yeniden gézden
gecirilerek 11 niikleotitte degisiklik yapilmistir.
Giuntimiizde diizenlenen yeni dizi “revised CRS
(rCRS)” adiyla anilmaktadir ve referans olarak bu
dizi kullamilmaktadir.*!

Genel prensip olarak, analiz edilen dizi
rCRS’den farkliliklar gosteriyor ise, bu farkliliklar
bir liste halinde belirtilmektedir. Daima Sitozin
bazi bakimindan zengin hafif zincir dikkate alina-
rak rapor hazirlanmaktadir. Farkliliklar asagidaki
sekilde listelenmektedir.3*4

Ornegin, rCRSnin 280. pozisyonunda Sitozin
bazi bulunmakta iken, yeni yapilan ¢aligmada be-
lirtilen sirada Timin bazi saptanir ise, o zaman baz
farkhilig1 280 T olarak belirtilmektedir.®

Insersiyon ve delesyonlarda ise; érnegin 245
ve 247. baz arasindaki baz delesyona ugramis ise,
bu delesyonlu pozisyon 246d olarak dizayn edil-
mektedir. Eger 245 ve 246. baz arasinda ilave bir
Adenosin bazi gozlenir ise, bu durumda 245.1A
seklinde dizayn edilir.®

Bir homopolimerik alan ig¢inde insersiyon
olusur ise (ard1 ardina tekrarlayan Sitozin bazlar
gibi), insersiyonun tam lokalizasyonu bilinme-
mektedir. Bu durumda insersiyonun en ug¢ noktada
oldugu varsayillmaktadir. Ornegin; 302 ve 310 niik-
leotidleri arasina bir Sitozinin ilavesinde, insersi-
yon 309.1C; iki Sitozin ilavesinde insersiyon
309.1C ve 309.2C olarak belirtilmektedir.*
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Heteroplazmi varliginda, eger nokta hetero-
plazmisi gozlenmis ise ve her iki bazda esit yogun-
lukta bulunuyor ise, uygun “International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC)” kodlar1 kul-
lanilabilir. Ornegin, 152. niikleotid pozisyonunda
C ve T’nin varligi 152Y olarak dizayn edilebilir.
Alternatif olarak T~C dizaymi kullanilabilir. Eger
heteroplazmi seviyesi karsilastirilabilir 6l¢iide bir-
birinden farkliliklar gosteriyorsa ve 6rnegin Sito-
zin Timinden oransal olarak daha yiiksekte ise C>T
olarak diizenleme yapilabilir. Eger iki baz da ikinci
bir sekans reaksiyonu ile de belirlenemez ise, be-

lirsiz isareti olarak N harfi kullanilir, 34

I ADLI ANALIZ

MtDNA polimorfizmlerinin tanimlanmasi ilk kez
1980’1i yillarda diisiik rezolisyonlu “Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP)” teknigi
ile yapilmaya baglanmistir. 1990’1 y1llara gelindi-
ginde tanimlanan yeni restriksiyon enzimleri ile
kullanilan RFLP tekniginin rezoliisyonu arttiril-
mistir. 1991 yilindan itibaren ise polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve dizi analizi metodunun gelis-
mesi kontrol bolgedeki HVI ve HVII bolgelerinin
dizi analizi yapilmasina olanak tanimistir ve halen
bu teknik etkin bir sekilde kullanilmaktadir.!*?

mtDNA’nin adli amach analizinde ge¢miste
sadece D-loop bolgesi kullanilirken, giintimiizde
kodlanan bolge de adli amagh kullanima katilmis-
tir.#% Her iki bolge i¢in etkili analiz yontemi bir-
birinden farklidir. D-loop bolgede dizi analizi altin
anahtar kabul edilirken, kodlanan bolgede, adli 6r-
neklerin yapisi dikkate alindiginda, dizi analizi tek-
nik olarak miimkiin degildir. Kodlanan bolgedeki
SNP’ler 15,5 kb’lik bolgede dagilmis halde bulun-
maktadir. Bu kadar uzun bir bolge icine dagilmis
SNP’lerin dizi analiziyle tanimlanmasinin maliye-
tinin yiiksek olmasi, analizin ¢ok zor, hata yapmaya
actk ve zaman alic1 olmasi yaninda, adli 6rneklerin
genellikle degrade 6rnekler olmas: bakimindan
teknik olarak imkéansizdir.

Kodlanan bolgelerdeki SNP’lerin analizinde son
donemlerde “Single Base Extention (SBE)/SNaPshot”
teknigi etkin olarak kullanmilmaktadir.***” Bu tek-
nikte, primerin 3’ ucu direkt olarak hedef niikleo-
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tid bazina komsudur. Secilen oligoniikleotid primer
niikleik asit boyunca kars: zincirle hibridize ol-
duktan sonra, 4 farkl: fliioresan isaretli ddNTP’ler-
den biri ile (ANTP’siz ortamda) SNP’ye komple-
menter niikleotid ile tek baz uzatilir. Terminator
(ddNTP) bagka niikleotid ilavesini 6nler. Sonucta
beklenen fragmandan bir baz daha biiyiik fragman
olusur. Olusan DNA fragmanlar1 ddNTP’lerden
farkl bir fluoresan boya ile isaretli “internal size
standard” varliginda biiyiikliik ve renk bakimindan
degerlendirilmek iizere otomatik kapiller elektro-
forezde yirutiliir.*®

Tim mtDNA molekiilii izerinde bulunan ve
haplogruplar icin spesifik olan SNP’ler 6zellikle
problemli adli olgularin analizinde dislayici rolii ile
yol gosterici olabilmektedir. Boylece ilintili olma-
yan Orneklerin yorucu dizi analizi islemleri yapil-
madan elimine edilmesini saglamaktadir.

Haplogrup spesifik SNP’lerle dislanamayan 6r-
neklerde, bu kez D-loop bélgesinin dizi analizi ya-
pilarak adli biyolojik 6rnekten sonug alabilme sans1
degerlendirilmis olmaktadir.

Dizi analizinde, D-loop bolgesi uygun primer-
ler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmaktadir. Cogalti-
lan bolgedeki niikleotid dizisini belirlemek i¢in
alinan yeteri kadar PZR iiriinii bir sonraki PZR i¢in
kalip olarak kullanilmaktadur. fkinci PZR’de ANTP,
spesifik primer, DNA polimeraz ve kalip DNA’nin
yaninda ddNTP’ler de bulunmaktadir. Reaksiyonda
kalip DNA dizisine yeni bir komplementer dizi
olusturulurken, uygun kimyasal kosullarda her biri
farkli fliioresan boya ile isaretlenmis ve 3’-OH
grubu olmayan ddNTP’ler her amplifikasyon reak-
siyonunda DNA zincirinin sonuna baglanarak zin-
cirin uzamasini sonlandirmaktadir. Bu sekilde her
amplifikasyon reaksiyonunda zincir bir kisalarak
reaksiyon devam etmektedir. Olusan amplifiye
PZR iiriinlerinin incelenmesinde tipik olarak fluo-
resan isaretli baz siralarini taniyan otomatik dizi
analiz cihazi kullanilmaktadir. Dizi analizinden
elde edilen bilginin dogrulanmasi ayni zincirin bir-
kag kez dizi analizinin yapilmas: veya forward ve
reverse DNA zincirinin her ikisinin analizi ile
mimkiindiir.2"* Sonuglar rCRS’den farkliliklarla

birlikte rapor edilmektedir.

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2013;10(2)



ADLI AMACLI KIMLIKLENDIRMEDE MITOKONDRIYAL DNA

Avyse SERIN ve ark.

Son yillarda gelistirilen yeni nesil dizi analizi
teknolojilerinin (Next Generation Sequencing
Systems) kullanildig1 6n ¢aligmalar ise bu teknolo-
jilerin adli mtDNA analizinde yetersiz kaldigini
gostermistir. Bu teknoloji ile yapilan ¢aligmalarda
her 6rnekte en az bes mutasyonun gozden kagiril-
dig1 belirtilmektedir. Bu nedenle bu teknigin rutin
adli olgu analizlerinin yiiksek standardini kargila-
mada yetersiz oldugu kabul edilmektedir.*

Fluoresanl otomatik dizi analizi pahali ve
zaman alic1 bir iglem oldugundan, bir¢ok adli la-
boratuvarda mtDNA dizi analizi yapilmamakta-
dir. Sonuglarin karsilagtirilmasi ve eslesme
olmayan o6rneklerin diglanmasi i¢in ge¢miste se-
kans-spesifik-oligoniikleotid-tiplendirme, “mini-
sequencing,  single-strand  conformational-
polymorphism”, “low stringency single-specific
primer PZR” ve RFLP gibi baz1 maliyet disiiriicii
metotlar kullanilmigtir.! Ancak giiniimiizde hap-
logrup spesifik SNP’lerin SBE teknigi ile tanimlan-
mast hem on taramada eslesmeyen orneklerin
elimine edilmesi agamasinda hem de D-loop bélge-
sinin dizi analizi sonu¢larinin dogrulugunun kont-
roliinde tercih edilmektedir. Dizi analizine ihtiyag
duyulan 6rnek sayisini azaltmak icin eglesmeyen
ornekleri elimine etmede bu gibi tarama teknikleri
kullanilabilmekle birlikte, eslesen 6rneklerde nihai
hedefe ulagmak i¢in tiim kontrol bolgenin dizi ana-

lizinin yapilmas: gerekmektedir.!>>°

I ADLI ANALIZLERDE ETKINLIK

AYIRIM GUCU

mtDNA’nin maternal kalitim paterni, bir maternal
nesilde biitiin bireyler ayn1 mtDNA sekansini pay-
last1g1 i¢in yegane bir tanimlayici olarak diisiiniile-
memektedir. Aslinda, goriiniirde akraba olmayan
kisiler bile ge¢miste herhangi bir noktada bilinme-
yen maternal bir akrabali§1 paylasabilirler den-

mektedir. 1851

mtDNA dizilerinin ayrim giicii
sadece tek bir sistem incelemesi miimkiin oldu-
gundan niikleer DNA testleri kadar yiiksek degil-
dir. Nitkleer DNA testleri birgok istatistiksel sansin
birlikte degerlendirilmesine izin veren multipl ge-
netik sistemleri icermektedir. Bununla birlikte, bir-

biriyle iligkisiz kisilerde her iki hipervariabl

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2013;10(2)

boélgenin ayni baz sirasina sahip olma sans1 orta-
lama olarak %1’den daha azdir.>?

MUTASYON ORANINDA HETEROJENITE VE DELILIN GUCU

Adli mtDNA profilinden delilin agirligini 6l¢me ve
yorumlama kompleks bir gorevdir.?? Aym biyolojik
kaynaktan (veya ayn1 maternal soya ait) olup ol-
madig1 sorgulanan iki mtDNA profilinin kargilasti-
rilmasinda ¢esitli biyolojik degerlendirmeler
dikkate alinmaktadir. Bunlardan biri mutasyon

oranindaki heterojenite, digeri heteroplazmi-
dir 43,53,54

Molekiiler stabilite seviyesi mtDNA mole-
kiili boyunca ayni degildir. Bu yiizden, iki adli
Ornek arasinda saptanan tek niikleotid farkliligi-
nin degerlendirilmesi mutasyonun bulundugu
noktanin mutasyona ugrama oranina gore degi-
siklik gostermektedir. Mutasyona ugrama orani
yliksek bir noktada saptanan polimorfizmde deli-
lin giicii azalirken, mutasyona ugrama orani diisiik
noktada saptanan polimorfizmde delilin giicii art-
maktadir. MtDNA polimorfik noktalarinin mutas-
yona ugrama oranlari ile ilgili adli amagh yardim

alinabilecek listeler mevcuttur.*3354

Eger delil ve referans 6rnekler arasinda tek bir
niikleotid farklilig1 var ve heteroplazmi ile ilgili bir
bulgu yok ise referans 6rnegin disglanmamas: ge-
rektigi belirtilmektedir.*>35*

Delil ve referans ornekler arasinda iki veya
daha fazla niikleotid farkhilig1 varliginda genellikle
referansin dislandig: seklinde yorum yapilmaktadar.
Bu olgiitte ¢cok nadir de olsa yanlis diglama s6z ko-
nusu olabileceginden mtDNA mutasyon orani he-
terojenitesi dikkate alinarak istatistiksel hesaplama
yapilmas: onerilmektedir. Karsilagtirmada asil de-
gerlendirmenin iki profili birbirinden farklilagtiran
polimorfik nokta sayisindan bagimsiz olarak istatis-
tiksel olabilirlik oranina [likelihood ratio (LR)] gére
yapilmas: gerektigi belirtilmektedir.*3>*

HASSASIYET

mtDNA’nin analizi 6zellikle ¢ok az miktardaki
adli 6rneklerin analizinde ve niikleer DNA nin
hemen hi¢ bulunmadig: kil u¢larinda, asir1 degra-
dasyona ugramis iskelet kalintilarinda (uzun siire
yliksek sicaklik, nem ve asitli ortamda kalmas),
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daha 6nce niikleer markirlar ile tiplendirme islemi
basarisiz olmus lekelerde, swablarda ve dokularda
uygulama alan1 bulabilmektedir. Ozellikle olay ye-
rinde siklikla bulunan killarda, niikleer DNA ana-
lizi i¢in kil kokiiniin yetersiz kaldig1 durumlarda
kil uglarinda mtDNA’nin analizi miimkiin olabil-
mektedir. Bu bakimdan niikleer DNA’ya oranla

daha hassastir.?>50-55-57

TUR SPESIFIKLIK

Morley ve ark.nin tiir spesifikligini belirlemek i¢in
yaptiklar1 caligmalarda; bakteri ve funguslardan
yliksek organizmali hayvanlara kadar uzanan bir
seri calismada insan mtDNA sekansi i¢in kullani-
lan primerler ile diger tiirlerin DNA sekanslarinin
capraz reaksiyon gostermedigi ifade edilmektedir.”
Bununla birlikte, sekans analizine dayali mtDNA
analizinde biyolojik 6rnegin insan kaynakl olup
olmadiginin etrafli degerlendirilmesine gerek ol-
madi§ belirtilmektedir. Insan spesifik primerlerin
bagka kaynakli 6rneklerle amplifiye olsa bile PZR
tiriin uzunlugu ve/veya sekans farkliligi ile 6rnegin
insan kaynakli olup olmadiginin agik bir sekilde
anlagilacag: ifade edilmektedir.®®

KARISIK ORNEKLERDE TANIMLANABILME SANSI

Deneysel olarak hazirlanan karigik 6rneklerde ana-
lizin etkinligini belirlemek amaciyla yapilan calis-
malarda 1:10 oramindaki karigimlarda minér
komponentin degerlendirilemedigi belirtilmekte-
dir. Ayrica karigik 6rnek analizinde ekstraksiyonda
hem iist fazin hem de pelletin incelenmesi gerek-
tigi; ozellikle semen ile karisik 6rneklerde semen
mtDNA profilinin ¢okiintiiden ziyade tist fazda bu-

lundugu belirtilmektedir.>*>

HETEROPLAZMI

mtDNA analizinde heteroplazmi 6nemli bir konu-
dur. Bir hiicre i¢cindeki bir DNA molekiiliiniin mu-
tasyonu ile normal ve mutant DNA molekiillerinin
karisimi heteroplazmi olarak tanimlanmaktadir. Bu
da normal ve mutant DNA molekiillerinin mitoz
esnasinda her kardes hiicreye aktarilmasi anlamina
gelmektedir. Cok sayida hiicre boliinmesi sonu-
cunda normal ve mutant DNA molekiillerinin
orani sadece mutant veya sadece normal DNA mo-
lekiillerini bir araya getirebilecektir. Bu durumun
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somatik hiicrelerin replikasyonu veya kadin ger-
minal hiicrelerinin proliferasyonu esnasinda olabi-
lecegi belirtilmektedir.*¢>® Heteroplazmi, bir kigi
i¢in genellikle sadece bir noktada gézlenmekle bir-
likte, cok nadir de olsa iki veya daha fazla noktada
da goriilebilmektedir.

Yapilan caligmalarda kodlamada gérev alma-
yan kontrol bolgesinde heteroplazmiye rastlanma
sikliginin yiiksek oldugu bildirilmistir.> Bir kisi-
nin farkli dokularinda farkli heteroplazmik varyas-
yonlarin oldugunu gosteren ¢aligmalarin yaninda,
ayni kisinin beyin dokusunun farkl bolgelerinde
farkli oranlarda heteroplazmi gozlendigi ve hatta
tek bir kil 6rneginin iki ayr1 parcasinda dahi fark-
liliklarin olabildigi ifade edilmektedir.®*%® Caligma
sonuglarinda goriillen heteroplazmik varyasyon
bulgularina dayanarak, tek bir kontrol bolgesi fark-
lilig1 sonucu olusan eslesmezlik olgularinda “inclu-
sion” (eslesme veya dahil etme) veya “exclusion”
(dislama) icin daha ileri dizi analizlerinin yapilmasi

gerektigi ifade edilmektedir.!!-2+40:50

MORFOLOJIK OZELLIKLER VE CINSIYET

mtDNA eldesinde kilin morfolojisi (uzunluk, cap,
hacim ve renk) ile cinsiyet ve viicut lokalizasyonu-
nun basar1 grafigine olan etkisinin arastirildig: ¢a-
lismalarda, morfolojik parametrenin ve cinsiyetin
bagar1 sansim etkilemedigi gozlenmistir.®*%> Bir
bagka caligmada, siyah saglarin sarigin saglara oranla
daha genis capa sahip olmakla birlikte, istatistiksel
olarak anlamli bir farkliligin olmadig: ifade edil-
mektedir. Sa¢ uzunlugunun basar1 oranina etkisi
arastirildiginda, kisa ve uzun saglar arasinda ben-
zer bagar1 oranlari elde edildigi belirtilmektedir.”

MtDNA PROFILINDEN COGRAFIK BOLGE TAHMINi

Otozomal ve gonozomal SNP’ler ile mikrosatellit-
lerde oldugu gibi mtDNA genomu iizerinde bulunan
SNP’lerden cografik bolge tahmini yapilabilmekte-
dir. Ancak mtDNA testi tek bagina bir 6rnegin cog-
rafik orijini hakkinda tam olarak bilgi vermez. Bu
nedenle sadece aragtirmanin daraltilmas: ve siipheli
say1sinin azaltilmasi amaciyla bu bilgi kullanilabil-
mektedir.®® Potansiyel olarak mtDNA ve Y kromo-
zomu genetik isaretlerinden ¢ok daha yiiksek
oranda cografik bolge tahmini yapilabilen otozo-
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mal genetik isaretlerle bile belli bir etnik grubun
genetik profilini belirlemenin ¢ok zor olabilecegi
belirtilmektedir.56¢

REFERANS VERI TABANI

mtDNA’nin rutinde adli amagh kullanilmasindan
once belirli sayida 6rnek ile referans veri tabam
olusturulmasi gerekmektedir. insan mtDNA’sinda
rekombinasyon olmadigindan, otozomal STR’lerde
oldugu gibi mtDNA polimofizmlerinin komponent
frekanslarindan kompozit genotip frekansini he-
saplama yolu yoktur. Bu nedenle mtDNA’da veri
tabani olusturmak i¢in kullanilacak 6rnek sayisi
otozomal STR sistemlerine oranla ¢ok daha fazla
olmalidir. Adli laboratuvarlar genellikle 100 veya
birkac¢ 100 6rnekten olusan lokal veri tabanlarini
kullanmaktadir. mtDNA c¢ok fazla varyasyon gos-
terdiginden, 100 kisiden olusan 6rnek sayis1 popu-
lasyonun sadece kii¢iik bir kismini yansitmaktadir.
Bu nedenle nadir haplotiplerin veri tabaninda bu-
lunma olasilif: ¢ok diisiik veya hig yoktur.*®

MALIYET

Dizi analizinin uygulamaya koyulabilirligi deger-
lendirildiginde oldukga pahali kabul edilmekte,
ancak dizi analizinin diger PZR metotlarina oranla
daha hassas oldugu ifade edilmektedir.>

Adli amagl analizlerde, PZR’ye dayali mtDNA
tiplendirmenin giivenilirligini arttirmak i¢in cesitli
gecerlilik test ¢alismalar gerceklestirilmesine kar-

sin, adli laboratuvarlar i¢in 6zellikle eski ve kismen
parcalanmis veya sinirli miktardaki 6rneklerde kon-
taminasyon olasilig1 ciddi bir sorundur. Kontami-
nasyon probleminden sakinmak igin mtDNA
laboratuvarlarinda, 6zellikle DNA ekstraksiyonu ya-
parken asir1 dikkatli olunmasi zorunludur.

[ SONUG

Dizi analizi maliyetinin yiiksek olmas: ve konta-
minasyonu onlemek icin agir1 dikkat gerektirmesi
adli amagli mtDNA analizinin az sayida laboratu-
varda kullanimu ile sinirli kalmasina neden olmus-
tur. Ileride gelistirilecek alternatif tarama testleri
ile hizli ve giivenli dizi analiz metotlarinin olustu-
rulmasi, mtDNA dizi analizinin bir¢ok laboratu-
varda rutinde kullanilmasinm kolaylagtiracaktur.

mtDNA analizine ihtiya¢ duyulan adli 6rnek-
ler dikkate alindiginda, kontaminasyon riskinin
cok yiiksek olmasi ve heteroplazmi gibi tartigsma
konusu olan sorunlara ragmen, mtDNA dizi ana-
lizi kargilagtirmalarinin insan kimliklendirme ¢a-
lismalarinda giivenilir bir ara¢ oldugu kabul
edilmektedir. Mevcut sorunlarin da asir1 dikkat ve
deneyimle asilabilecegi diigiiniilmektedir.

Sonug olarak, belirtilen dezavantajlara rag-
men mevcut avantajlar1 nedeniyle, adli analiz-
lerde niikleer DNA markirlarina ek olarak
mtDNA polimorfizmlerinin kullanimi adli amagh
kimliklendirmede 6nemini korumaktadir.
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