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Ozet

Mikrosatellitler, genomda dagilmis olarak bulunan ve 2-7
baz ciftlik, kisa ardarda tekrar eden (short tandem repeat, -STR)
DNA dizilerinden olusmaktadir. STR’lerin tekrarlanan iinite
sayilarindaki varyasyonlar bir¢ok genetik caligmalarda markir
olarak kullanilmaktadir. Farkli alanlarda degisik amagclarla
kullanilan STR lokuslarindan, adli serolojide, biyolojik
materyallerin adli amach kimliklendirilmesinde ve babalik
arastirmalarinda yararlanilmaktadir. Giiniimiizde STR lokuslari,
adli orneklerin analizinde sagladigi cesitli avantajlar nedeniyle
adli serologlar tarafindan kullanilan yoOntemlerin  basinda
gelmektedir. Bu derlemede, adli amagh kullanilan STR
lokuslarinin 6zellikleri ve sagladiklar1 avantajlar sunulmaktadir.
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Summary

Microsatellites (short tandem repeat, -STR) consist of
tandemly repeated sequences of 2-7 bp in length. They are
dispersed throughout the human genome. The variations in the
number of repeats of STRs are used in various genetic studies.
Also STRs have application in forensic serology for disputed
paternity and individualization of forensic samples. Since STR
analysis offer many advantages for DNA typing of forensic
samples, it is at the forefront of the systems used at present by the
forensic serologist. This review presents the characters of STR
loci used for forensic purposes and their advantages.

Key Words: DNA, STR loci, Forensic serology,
Paternity determinations, Individualization
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Temel bilimler ve tibbi bilimlerde rutinde cesitli
amaclarla kullanilan DNA analizleri, adli bilimlerde
mahkemelere objektif deliller sunabilmek amaciyla
kullanilmaktadir. DNA analizleri, adli bilimlerin adli
seroloji dalinda babalik (paternite) tayini ve kriminal
incelemelerde uygulama alani  bulmustur. Babalik
arastirmalarinda, anne, siipheli baba ve cocuktan alinan
intravendz kan Ornekleri analiz edilerek bireyin ¢ocugun
babast olup olamayacagi saptanmaktadir. Kriminal
arastirmalarda ise; olay yerinden orneklenen (toplanan)
biyolojik sivilar ve dokular (kan, semen, tiikriik, kil, kemik
vs.) ile bunlara ait leke ve artiklar kimliklendirilmeye (kime
ait olabileceginin saptanmasina) ¢alisiimaktadir (1-3).

Kimliklendirme ve babalik aragtirmalarinda 1900’li
yiullarin basindan itibaren oncelikle kan gruplari (eritrosit
antijenleri) ardindan eritrosit enzimleri, serum proteinleri,
hemoglobin ve l1okosit antijenleri (human leuokocyte

antigens,-HLA)  diizeyinde ifade edilen  genetik
varyasyonlardan  yararlanilmistir.  Bunlar1  inceleme
yontemleri, proteinlerin elektroforetik ~ ayrimina,

antijenlerin immiinolojik reaksiyonlarina dayanmaktadir.
Bu polimorfik markirlar, adli serologlara degerli kanitlar
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saglamalarina karsin bazi dezavantajlar1 vardir: a) Bu
markirlar diger biyolojik materyallerden ziyade taze kan
orneklerinde ve kan lekelerinde etkin  olarak
incelenebilmektedirler. b) Varyasyon diizeylerinin sinirlt
olmas1 nedeniyle tek baslarina biyolojik tanimlayici olarak
kullanilamamaktadirlar. Bireyin baba olma olasiligini
soyleyebilmek icin veya mahkemelere delil teskil eden
biyolojik  materyalin = zanliya/magdura  ait  olup
olamayacagini soyleyebilmek icin tiim antijenik ve protein
markirlarin calisilmast gerekmektedir. ¢) Antijenik ve
protein markirlar, biyolojik sivilara ait lekelerde cevre
kosullarina bagli olarak kisa siirede yapisal degisiklige
ugramaktadirlar. d) Bireye yapilan birka¢ kan
transfiizyonundan sonra nakledilen kana bagh olarak
degisiklik gosterebilmektedirler. e) Markirlarin
incelenmelerinde kullanilan yontemler ise ¢ok kiigiik
miktarlardaki materyallerden sonu¢ alinabilecek kadar
hassas degildir (4-7).

Molekiiler  genetik 1980°li  yillarda
gerceklestirilen ilerlemeler, polimorfik ozelliklerin direkt

olarak DNA diizeyinde incelenmesine olanak tanimustir.
fnsan genomunda bulunan yaklasik 3 milyar baz cifti,

alaninda
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herbiri farkli lokuslarda yer alan 50,000-100,000 geni
kodlamaktadir. Genlerin c¢ogu ayrica “allel]” olarak
adlandirilan birka¢ farkli formda bulunabilmektedir. Bu
sekilde polimorfizm gosteren bir gen icin her birey, biri
anneden digeri babadan aktarilan iki farkli allel
tastyabilirken, bir populasyon Ornegi ayni gen icgin ¢ok
sayida allele sahip olabilmektedir. Bu genetik polimorfizm
adli amachi DNA analizlerinin temelini olusturmaktadir (3).
Adli serolojide,

o tek baz degisiklikleri ve

e farkli sayida ardarda tekrar eden dizilimler (variable
number of tandem repeats, -VNTR’s) olmak {izere iki tip
DNA polimorfizmi ¢alisilabilmektedir (3,8-10).

Tek baz degisikligi igeren lokuslarda gozlenen
toplam allel sayis1 az oldugundan bireyleri ayrim giigleri
stnirlidir. Bu tip polimorfizm daha ¢ok kalitsal hastaliklarin
tanisinda onem tagimaktadir (3).

VNTR lokuslarindaki polimorfizm, bireyler arasinda
belli bir baz diziliminin ardarda tekrarlanma sayilarindaki
varyasyonlardan  kaynaklanmaktadir. Farkli VNTR
lokuslarinda, tekrarlanan baz diziliminin uzunlugu
degismektedir. Bu lokuslarda tekrarlanan dizilim 2-30 veya
daha fazla sayida baz cifti icermektedir. Bu lokuslar, ¢ok
sayida farkli uzunlukta allele sahip olduklarindan bireyleri
ayrim giicleri yiiksektir. Adli 6rneklerin analizinde yaygin
olarak VNTR lokuslar1 ¢alisgilmaktadir (3, 8-10).

Gliniimiize kadar adli amagclarla rutinde kullanilan
DNA teknolojisinin gelisimini temel olarak dort kisimda
incelemek miimkiindiir (11):

e (Cok-lokus (multi-locus) problarinin kullanildigi
DNA parmakizi yontemi (DNA fingerprinting),

e Tek-lokus (single-locus) problarinin kullanildig:
DNA profillemesi (DNA profiling),

® (Cogalulmis parca wuzunluk polimorfizminin
(Amplified fragment length polymorphism,- AMPFLP)
analizi,

e Kisa ardarda tekrar eden dizilimlerin (short tandem
repeats,-STRs) analizi.

Cok-lokuslu bir prob kullanilarak, genomdaki cesitli
minisatellit lokuslarinin (10) ayni anda incelendigi DNA
parmakizi yonteminin adli serolojideki ilk uygulamalari
1986’larda baslamistir (12). Bu yontem ile bireye spesifik
DNA band paterni elde edilmektedir. Populasyondan
rastgele secilen iki kisinin (tek yumurta ikizleri hari¢) ayni
DNA band paternine sahip olma olasiliginin teorik olarak
1730 milyar oldugu bildirilmistir (11). Ancak yontemin
kompleks ve zaman alic1 olmasi, sonugta olusan 30’dan
fazla DNA bandinin degerlendirilmesindeki giicliikler
nedeniyle cok-lokuslu problar rutinde kisa bir siire icgin
kullanilmis ve yerini tek-lokus problarinin kullanildig:
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DNA profilleme yontemi almistir. Bir tek minisatellit
lokusun incelendigi bu yontemde, sonucta sadece iki DNA
bandi olustugu icin degerlendirme c¢ok daha kolay
yapilabilmektedir. Adli 6rnek analizlerinde, bes ayr1 lokus
calisildiginda, elde edilen DNA band paterninin bireye
spesifikligi artmaktadir. Yontemin dezavantaji, iyi kalitede
(parcalanmamus) ve fazla miktarda (300-500 ng) DNA’ya
gereksinim gostermesidir. Ancak adli 6rnekler her zaman
analiz i¢in yeterli nmiktarda ve kalitede DNA
icermeyebilirler (3,11,13).

Saiki ve ark. (14) tarafindan 1985 yilinda niikleik asit
dizilerini cogaltabilen polimeraz zincir reaksiyonunun
(PZR) tanimlanmasiyla, cesitli alanlarda c¢ok kiiciik
miktarlardaki materyallerden DNA analizi c¢aligmalari
baslamistir. Adli serolojide ise PZR’ye dayali yontemlerin
(AMPFLP) 1990’larda  kullanilmaya baslanmasiyla,
icerdigi DNA miktar1 daha onceki yontemler igin yeterli
olmayan tek bir kil kokii, sperm ve epitel hiicre tasiyan
sigara izmariti gibi Ornekler analiz edilebilmistir (3,15).
Devam eden calismalarla, o©zellikle kisa araliklarla
tekrarlanan baz dizilimi iceren STR lokuslarmin PZR ile
¢ogaltilarak incelenebileceginin gosterilmesi, adli amach
DNA analizinde yeni bir donemin agilmasina neden
olmustur. Genomda sayilarinin fazla olusu, yiiksek oranda
polimorfizm gostermeleri ve inceleme kolaylifi STR’lerin
adli seroloji calismalarinda ideal markirlar olmasim
saglamistir (16-18).

STR Lokuslar

STR lokuslari, 2-7 baz ¢ifti uzunlugunda belli bir baz
dizilimine sahip, bas-kuyruk seklinde ardarda tekrarlanan
tinitelerden olusmaktadir (Sekil 1). STR’lerin tekrarlanan
tinitesindeki baz sayis1 minisatellitlerden daha az oldugu
icin bu lokuslara mikrosatellitler de denilmektedir. Bu
bolgelerin insan genomu boyunca dagilmis olup, her 6-10
kb’de bir goriildiigii saptanmistir (16-18). Adli amach
caligmalarda, bu lokuslarin bireyden bireye tekrarlanan
iinite sayilarindaki varyasyonlardan yararlanilmaktadir.

STR lokuslar: tekrarlanan iinitenin sayisindan ve baz
¢ifti olarak uzunlugundan kaynaklanan varyasyonlarin

|:| AAAT tetraniikleotid baz dizilimi igeren bir tekrar iinitesi

I sqbit bolee

Sekil 1. HumF13B STR lokusundaki genetik varyasyonun sematik
sunumu.
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Sekil 2. STR lokus allellerinin adlandirmasinin, HumTHO1 STR lokusu 6rnek alinarak sematik sunumu.

yanisira bazen homojen tekrar (iinitelerinde nokta
mutasyonlar1 veya insersiyon/delesyonlardan kaynaklanan
baz dizilim farkliliklari da gostermektedir. Bu acidan
STR’leri ii¢ grupta incelemek miimkiindiir (19,20):

1. Basit STR’ler: Baz sayis1 ve baz dizilim siras1 ayni
olan tekrar {iiniteleri icerirler. Or: HumCD4 (Human
recognation/surface antigene gene), HumFES/FPS (Human
c-fes/fpsproto-oncogene), HumTHO1 (Human tyrosine
hydroxylase gene), HumF13A01 (Human -coagulation
factor XIII a subunit gene), HumF13B (Human coagulation
factor XIII b subunit gene).

2. Bilesik STR’ler: Baz dizilim siras1 birbirinden
farkli olan iki veya daha fazla sayida tekrar iinitelerinden
olusurlar. Or: HumvWFA31 (Human von Willebrand
factor gene),

3. Kompleks STR’ler: Baz dizilimi ve baz sayisi
farkli olan birkag tekrar blogu icerirler. Or: D21S11.

STR Lokusu Allellerinin Adlandirilmasi

STR lokus allelleri, i¢erdikleri tekrar iinitesi sayisina
gore adlandirilmaktadir. Bir allel, ardarda tekrarlanan 8
tane {iinite iceriyorsa ‘“allel 8” olarak adlandirnlir. Bir
tinitesindeki baz cifti sayist standart tekrar iinitesinden
eksik olan allellerde, tam olarak tekrarlanan initelerin
sayist ve eksik baz iceren iinitedeki baz sayisi yazilarak
adlandirma yapilir. Bu iki deger birbirinden ondalik nokta
ile ayrilir. Ornegin, dort baz giftlik tekrar {initeleri iceren
HumTHOI1 STR lokusunun 9.3 alleli, allel 10’dan, yedinci
tekrar tinitesinde adenin kaybindan dolay1 1 baz ¢ifti daha
kisadir ve bu nedenle 9.3 olarak adlandirilmistir (Sekil 2)
(21).

STR lokusunun tekrarlanan iinitesinde veya 3’-
bolgesinde, allelin elektroforetik mobilitesini etkileyen baz
transversiyonu igeren allelleri, ilave bir “C” (C: cathodal)
veya “A” (A: anodal) harfi ile adlandirilirlar. Ornegin
HumF13B 9C allelinin, 3’-bdlgesinde adenin sitozin
transversiyonu icerdigi, bunun da allel 9°dan daha yavas
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elektroforetik mobiliteye yol actigr bulunmustur (22). Bu
nedenle allel, 9C olarak adlandirilmistir.

Adli Amach DNA Analizlerinde

Yaygin Olarak Kullamlan STR Lokuslar1

Giiniimiizde STR lokuslari, klinik ve temel bilimlerde
doku Kkiiltiiriinde, tiir identifikasyonunda, kemik iligi
transplantasyonuna  yonelik  analizlerde,
haritalamasinda, cesitli hastaliklardan sorumlu genlerin
incelenmesinde ve populasyon genetigi calismalarinda
kullanilmaktadir. Adli serolojide ise STR’lerden babalik
tayini ve biyolojik materyallerin adli  amach
kimliklendirilmesinde yararlanilmaktadir (8,23-26).

kromozom

Insan genomunda heterozigotluklar1 % 70’in iizerinde
olan 1300°den fazla STR lokusu tanmimlanmistir. Adli
seroloji ¢aligmalarinda, DNA’nin intron bolgelerinde yer
alan STR lokuslar1 tercih edilmektedir. Adli amaclarla
rutinde kullanilacak STR lokuslarinin seciminde; lokusun
bireyleri ayrim giicii, kromozomal lokalizasyonu, yapisi,
diger STR lokuslan ile tek bir PZR ile ¢ogaltilabilmesi,
giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilebilmesi
gibi kriterler gbz oniine alinmaktadir (8,27,28).

STR lokuslarinin kesfini takiben bazi lokuslarin adli
amagch kullanilabilirlikleri ve cesitli populasyonlardaki gen
frekanslari arastirillmistir (16,19,29-31). Yapilan
caligmalarla 50-100 pg DNA ornegi ile STR analizi
yapilabilecegi saptanmistir. Adli seroloji ¢aligmalarinda
genellikle ileri diizeyde pargalanmis ve DNA icerigi 100
ng’dan az olan biyolojik materyallerin kimliklendirilmesi
gerekmektedir. Diger tiim yontemlerle sonug¢ alinamayan
materyallerde, STR lokuslar1 ile giivenilir sonuglar
aliabilmektedir (8,32,33).

Adli serolojide rutin uygulamalarda tetraniikleotid
(dort niikleotidlik) ve pentaniikleotid (bes niikleotidlik)
tekrar tiinitesi iceren STR’ler tercih edilmektedir. Bu
lokuslarla c¢alisildiginda artefakt bandlarin  olugmadigt
saptanmustir  (16-18,27). Babalik arastirmalarinda ve
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Tablo 1. Adli amagl kullanilan baz1 STR lokuslarinin 6zellikleri (27)

Lokus Kromozom Tekrarlayan Allel Uzunluk Allelik Markir
Lokalizasyonu Dizilim Serisi (bp) Komponentleri

CD4 12p AAAAG 128-178 5,6,7,8,9,10,11,12

CSF1PO 5q33.3-34 AGAT 295-327 7,8,9,10,11,12,13,14,15

F13A01 6p24-25 AAAG 283-331 4,5,6,7,8,9,11,12,13,14,15,16

F13B 1q31-g32.1 AAAT 169-189 6,7,8,9,10,11

FES/FPS 15q25-qter AAAT 222-250 7,8,9,10,11,12,13,14

HPRTB Xq26 AGAT 259-303 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17

LPL 8p22 AAAT 105-133 7,9,10,11,12,13,14

THO1 11p15.5 AATG 179-203 5,6,7,8,9,10,11

TPOX 2p23-2pter AATG 224-252 6,7,8,9,10,11,12,13

VWA 12p12-pter AGAT 139-167 13,14,15,16,17,18,19,20

kriminal incelemelerde, 5-9 ayr1 STR lokusu ¢alisildiginda
yontemin bireyleri ayrim giicii artmaktadir.

Giintimiizde adli amagh olarak; HumTHOI,

HumVWA, HumFI3A0I, HumFI3B, HumFES/FPS,
HumCD4, HumTPOX (Human thyroid peroxidase gene),
HumCSFIPO(Human c-fms proto-oncogene for CSF1
receptor gene), HumHPRTB (Human hypoxantine
phosphoribosyl-transferase gene) ve HumLPL (Human
lipoprotein lipase gene) lokuslar1 rutin uygulamalarda
kullanilmaktadir (8,34,35) (Tablo 1).

Paternite  aragtirmalarinda  bireyin baba olma
olasiligin1 belirtebilmek veya adli bir ornegin ne kadar
olasilikla bir kisiye ait olabilecegini sOyleyebilmek igin
yapilacak istatistiksel hesaplamalarda ¢alisilan STR
lokuslarinm allel frekanslar1 kullanilmaktadir. Ozel bir
lokustaki allellerin frekanslar1 farkli populasyonlarda
degisiklik gosterebildiginden rutinde kullanilmadan once
STR lokuslarinin, ilgili populasyondaki allel frekanslarinin

bilinmesi gerekmektedir.

STR lokuslarmin analizi genel olarak bes temel
basamaktan olusmaktadir: 1) Adli 6rneklerden DNA’nin
ekstraksiyon ve izolasyonu, 2) calisilacak STR lokuslarinin
PZR ile ¢ogaltilmasi, 3) ¢ogaltilan STR lokus allellerinin
elektroforez ile ayrimi, 4) allellerin goriiniir hale
getirilmesi, 5) sonuclarin degerlendirilmesi.

Adli oOrneklerden DNA, tuz-kloroform, fenol-
kloroform, chelex-100 ve proteinaz K gibi yontemler ile
ekstrakte edilmektedir (3). 25 pl'lik bir reaksiyon
solusyonunda PZR ile ¢ogaltilan STR allelleri, ¢esitli
elektroforetik yontemlerle ayristirildiktan sonra radyoaktif,
floresan veya  giimiis boyama yontemi ile
incelenebilmektedir (3,8,36,37). Adli amacli caligmalarda
yaygin olarak kullanilan yodntem, poliakrilamid jel
elektroforezini takiben giimiis boyama ile allellerin
goriinlir hale getirilmesi temeline dayanmaktadir. Gilimiis
boyama yonteminin, diger goriintiileme yontemlerinden
daha ucuz oldugu, elektroforetik ayrimin yapildigi
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Sekil 3. HumF13B STR lokusu Ornek alinarak allelik markir
komponentleri (allel 6, allel 7, allel 8, allel 9, allel 10, allel 11) ile
Omek 1 ve Ornek 2’nin HumF13B  allellerinin makroskobik
Kkarsilagtirtlarak degerlendirilmesi. Ornek 1: HumF13B 8-10, Ornek 2:
HumF13B 6-9.

poliakrilamid jelin kalici olarak kaydina ve gerektiginde
mahkemelerde delil olarak kullanilabilmesine olanak
tanidigy bildirilmektedir (37).

Farkli STR lokuslarina ait alleller farkli uzunlukta
oldugundan birka¢ STR lokusu tek bir PZR’de ayni1 anda
cogaltilarak  tek  bir  poliakrilamid jelde analiz
edilebilmektedir. Boylece birkag lokusun ayni anda
tiplendirilmesi, hizli, ekonomik ve her lokusun ayr1 ayri
analizi i¢in gerekenden daha az miktarda DNA ile
yapilabilmektedir (36-39).

Giimiis boyama ile goriiniir hale getirilen STR lokus
allelleri, lokusa spesifik allelik markir komponentleri ile
makroskobik karsilastirilarak tanimlanmaktadir (Sekil 3).
Lokus spesifik allel markirlari, o lokusa ait bilinen tiim
allelleri icermektedir. Boylece STR lokusunun cogaltilmig
allelleri, o lokusa spesifik allelik markir komponentleri ile
karsilastirilarak ~ hizli,  kolay ve  dogru  olarak
tanimlanabilmektedir. (27,40).

Giiniimiizde adli serolojide kimliklendirme ve babalik
aragtirmalarinda STR analizleri, hassas ve spesifik olmasi,

T Klin Tip Bilimleri 2002, 22
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¢cok az miktarlardaki ve ileri derecede parcalanmis DNA
iceren Orneklerle calisilabilmesi, kisa siirede sonug
vermesi, sonuglarin kolaylikla degerlendirilebilmesi, birkac
STR lokusunun ayni anda calisilabilmesi ve yiiksek

polimorfizm  gostermeleri  nedeniyle konvansiyonel
yontemlerin yerini almustir.
STR  lokuslarinin  adli  amagli  kullanimlarini

gelistirmeye yonelik caligmalar devam etmektedir. Rutinde
kullanilan STR lokuslarinin disinda, diger bazi otozomal
(D3S1358, D16S539, D8S1179, DI18S51, DS5S818,
D13S317, D7S820) (41-43), Y kromozomal (DYS19,
DYS388, DYS3891, DYS3892, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393) (44) ve X kromozomal (DXS10011)
(45) STR lokuslarimin adli amacgh kullanilabilirlikleri
arastirllmakta ve  populasyon genetigi  caligsmalari
yapilmaktadir.
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