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OZET

Babaligin tespitinde tim genom
boyunca dagilmis kisa tekrar di-
zileri (Short Tandem Repeats)
yaygin olarak kullanilmaktadir.
Her STR lokusunda degisen
siklikta gorulen mutasyonla-
ra genellikle bir tekrar artisi
veya azalisi seklinde rastlan-
maktadir. Olgumuzda babalik
testi icin gonderilen anne, olasi
baba, cocuk dclusinden co-
cugun FGA lokusunda iki kisa
tekrar dizisi azalmasi seklinde
mutasyon gorilmis olup, olgu
bu durumun nadir rastlan-
mas! nedeni ile sunulmustur.
DNA analizi icin ESSplex kiti
kullanilmistir. FGA lokusu disin-
da kalan 14 otozomal STR loku-

sunda anne, olasi baba ve cocuk
arasinda uyumlu allel kalitimi
tespit edilmistir. Hem anne hem
babanin FGA lokusunda “25-25"
(homozigot] alelleri amplifiye
edilmisken cocugun bu lokus
icin heterozigot “23-25" oldugu
tespit edilmistir. FGA lokusuna
ait farkli primerler kullanan ID-
Plex kiti kullanilarak mutasyon
teyit edilmistir. Anne ve babanin
bu lokus icin homozigot olmasi
nedeni ile cocukta tespit edilen
iki tekrar azalmasi seklindeki
mutasyonun hangi atasindan ka-
Ltildiginin STR yontemiyle tespiti
mimkin olmamistir. Mutasyon
dikkate alinarak yapilan hesap-
lamada babalik %99,99 lzerin-
deki olasilikla teyit edilmistir.
Cok basamakli STR mutasyon-

lari babalik testlerindeki DNA
profillerini yorumlarken yanlis
dislamalara neden olabilmek-
tedir. Bu yizden babalik test-
leri bu gibi iki basamakli FGA
mutasyonlari acisindan dikkatli
degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: STR mutas-
yonu, babalik testi, FGA, mutas-
yon sikligi
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ABSTRACT

Paternity tests are performed
trough detecting Short Tan-
dem Repeats (STRs] which are
distributed throughout the ge-
nome. Mutations are seen with
different frequencies at each
STR loci and usually encoun-
tered as one repeat increase
or decrease. In this study, we
present a trio paternity case
- mother, alleged father and
child- of rarely seen two re-
peat decrease mutation of FGA
locus which detected in child.
Blood samples from mother,
alleged father and child were
analyzed using ESSplex kit. In
FGA locus of both mother and
father “25-25" [homozygous]

alleles were amplified but the
child was heterozygote “23-
25" at FGA locus. The "23”
FGA mutation, two step less
than the parents “25", was
detected in the child in which
the inheritance could be iden-
tified neither from mother nor
from father using STRs. This
mutation was confirmed us-
ing ID-Plex kit which has dif-
ferent primers for FGA locus.
Concurrent allelic inheritance
of 14 STR loci except FGA was
detected among mother, al-
leged father and child. Pa-
ternity was confirmed with
higher probability of 99.99 %.
Multi step STR mutations might
cause false exclusions when
interpreting DNA profiles in

paternity tests. Therefore pa-
ternity tests should be evalu-
ated carefully considering this
type of two step FGA mutations.

Key words: STR mutation, pa-
ternity test, FGA, mutation fre-
quency
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GIRIS

Mikrosatellit kisa tekrar dizileri
(STR) 2-7 niikleotid baz uzun-
lugundadir ve tim genomun
yaklasik %3'nl olustururlar (1).
Insan genomunda bir milyondan
fazla STR oldugu tahmin edil-
mektedir ve genomdaki degis-
ken (polimorfik] DNA dizileridir
(2). STR lokuslarindaki tekrar
sayilarinin karsilastirilmasi, adli
kimliklendirme ve nesep (anne-
lik-babalik] tayininde yaygin ola-
rak kullanilir (3). STR lokusla-
rindaki tekrar sayisinin cocuga
aktarilirken eksilmesi veya art-
masi seklinde olan STR mutas-
yonlari, her hiicre boliinmesin-
de yaklasik 103-105 nikleotitte
bir gorulir (4,5). STR mutas-
yonlarin %90'1 tekrar sayisinin
bir eksigi veya bir fazlasi sek-
lindedir ve nadir olarak tekrar

sayisinin iki veya lc fazlasinin
eksikligi ya da fazlaligi seklinde
mutasyonlar bildirilmektedir (6).
STR mutasyonlari, mayoz sira-
sinda erkek germ hicrelerinde
disi germ hicrelerine gore daha
fazla siklikta gorilir ve baslica
nedeni DNA polimeraz enzimi-
nin DNA replikasyonu asama-
sindaki kalip DNA Uzerindeki
kaymalardir (7-9). Adli genetik
acidan STR mutasyonlarini fark
etmek onemlidir. Clinkl pater-
nal ve/veya maternal STR alle-
linin cocuga gecisinde meydana
gelen bir uyumsuzluk babaligin
ve/veya anneligin yanlislikla
dislanmasiyla  sonuclanabilir.
Adli genetikciler, anne, baba ve
cocuk arasindaki STR uyumsuz-
luklarini ¢ozmek icin calisilan
STR lokus sayisini artirmakta
ve/veya farkli DNA markirlari
kullanmaktadirlar. Mitokontrial
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Sekil 1: Anne, baba ve cocuga ait FGA lokuslarinin
elektroforeogram gordntiileri
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DNA {zerinde polimorfik olan
HV1 ve HV2 lokuslarinin nikle-
otid dizisinin incelenmesi biyo-
lojik anne ve cocuk arasindaki
uyumsuzlugu cozmede yardim-
ci olabilir (10). Y STR ve X STR
gibi gonozomal lokuslarin ince-
lenmesi, ebeveynler ve cocuk
arasindaki STR uyumsuzlukla-
rini aciklamada yardimci olabilir
(11,12).

Olgumuzda babalik testi icin
gonderilen anne, olasi baba, co-
cuk tclisinden cocugun FGA
lokusunda iki kisa tekrar dizisi
azalmasi seklinde mutasyon go-
rilmds olup, olgu bu durumun
nadir rastlanmasi nedeni ile su-
nulmustur.

OLGU

Babalik tayini icin Nisan 2013
tarihinde mahkeme tarafindan
Biyoloji ihtisas Dairesine gon-
derilen anne, baba adayi ve kiz
cocuga ait oldugu bildirilen kan
orneklerinin  DNA izolasyonu
kolon filtrasyon teknigini kulla-
nan biorobot lniversal otomatik
DNA izolasyon robotu (Qiagen,
Hilden, Germany) ile yapilmis-
tir. DNA miktar tayini Quantifiler
Duo PCR Reaksiyon kiti ve Qu-
antifiler Duo Male primer kul-
lanilarak 7500 Real Time PCR
cihazi (Applied Biosystems, Ca-
lifornia, USA] ile yapilmistir. Bi-
yoloji Ihtisas Dairesinde nesep
testlerinde kullanilan otozomal
AmpFl investigator ESSplex kiti
(Qiagen), IDplex STR kiti (Applied
Biosystems] ve Argus X-12 Kkiti
(Qiagen) ile 6rnekler, polimeraz
zincir reaksiyonuyla cogaltilmis-
tir. Daha sonra ABI 3130 genetic
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analyser ve GeneMapper v3.5
(Applied Biosystems) yazilimi ile
DNA profillerinin data analizleri
yapilmistir.

TARTISMA VE
SONUC

ESSplex kiti (Qiagen) ile yapilan
babalik testinde 15 STR lokusu-
nun 14’4 uyumlu iken cocugun
FGA lokusunda uyumsuzluk tes-
pit edilmistir. Analiz sonucunda
baba adayinin ve annenin FGA
lokusu homozigot “25-25", co-
cugun FGA lokusu heterozigot
"23-25" tespit edilmistir (Sekil
1). Babaligi kesinlestirmek ve
mutasyon varligini dogrulamak
icin orneklere FGA lokusuyla
birlikte ve ESSplex kitinden (Qi-
agen) farkli 5 lokus daha iceren
ve primer baglanma bodlgeleri
farkli olan IDplex STR kit (Appli-
ed Biosystems) analizi yapilmis-
tir. Hem ESSplex (Qiagen]) hem
de IDplex STR kit (Applied Bi-
osystems] ile yapilan calismalar
sonucunda FGA lokusunun anne
veya babanin herhangi birinin
normal allellinin (normal allel
25) iki eksiginin (mutant allel
23) cocuga gectigi tespit edil-
mistir. FGA lokusu disindaki 19
farkli STR lokusunda anne, olasi
baba ve cocuk arasinda uyumlu
allel kalitimi tespit edilmistir.
Babalik %99,99 Uzerindeki ola-
silikla konfirme edilmistir (Tab-
lo 1). Ayrica babalik tayininin
dogrulugunu daha da arttirmak
icin anne, baba adayi ve cocuga
Argus X-12 kiti (Qiagen) ile go-
nozomal X STR analizi yapilmis
ve babadan cocuga X STR lo-
kuslarindan gecislerin uyumlu

oldugu gorilmustir. STR lokus-
larda mutasyon gorilme siklig
birbirinden farklidir. Vakamizda
mutasyon gorulen FGA lokusu-

nun mutasyon orani STRbase
veri bankasinda %0,28 olarak
bildirilmektedir (13). Ayrica cin-
siyetler arasinda da mutasyon

Tablo 1: Anne, baba ve cocugun otozomal STR lokuslari*
‘ Baba Anne ‘ Cocuk
AM XY XX XX
THO1 8-8 8-9.3 8-8
D351358 16-17 17-18 17-18
VWA 16-18 15-18 18-18
D21S11 28-33.2 30-30 28-30
D16S539 12-13 12-12 12-13
D151656 16-16 15-16 15-16
D19S433 13-13 13-14.2 13-14.2
D851179 12-14 14-14 14-14
D251338 24-24 17-24 24-24
D10S1248 14-15 15-16 15-16
D2251045 16-17 14-14 14-17
D12S391 18-19 19-19 18-19
FGA 25-25 25-25 23-25
D2S441 1-14 1-14 14-14
D18S51 13-14 14-16 14-14
TPOX 10-10 8-8 8-10
D75820 8-11 8-9 9-11
D55818 12-12 9-12 9-12
CSF1PO 12-12 10-11 10-12
D13S317 11-13 11-13 1-11

*FGA lokusundaki alleler bold olarak gosterildi.
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gorilme sikliklar farklilik gos-
termektedir; FGA lokusu icin
babanin mayozunda mutasyon
gorilme orani %0,32 iken an-
nenin mayozunda %0,05 olarak
birdirilmektedir (13). Vakamiz-
da FGA lokusundaki tekrar sa-
yisinin eksikliginin kaynaginin
maternal mi yoksa paternal mi
oldugu ebeveynlerin ayni tek-
rar sayisina sahip olmalarindan
dolayl tespit edilememektedir.
STR mutasyonlarin %901 tek
tekrar degisimi olmakla birlikte
nadir olarak coklu (iki veya daha
fazla) mutasyonlar bildirilmek-
tedir (6). Dauber E. M. ve ark. 23
STR lokusundaki 50796 allelik
gecisi inceledikleri calismala-
rinda toplam 65 mutasyondan,
10 tane FGA tek tekrar dedisi-
mi mutasyonu, bir tane FGA iki
tekrar degisimi mutasyonu tes-
pit etmislerdir ve FGA mutasyon
sikligint %0,22 olarak bildirmis-
leridir (14). Lu D. ve ark 6441
ebeveyn-cocuk mayoz gecisini
mutasyon acisindan incelemis-
ler ve 24 STR lokusunun 22’sin-
de toplam 195 mutasyon tespit
etmislerdir (15). Mutasyonlarin
189'u (%96,92) tek tekrar degi-
simi, 5 tanesi (%2,56) iki tekrar
degisimi ve bir tanesinin (%0,51)
Uc tekrar degisimi oldugunu
bildirmislerdir (15). Ulkemizde
13 STR lokusu iceren 59-159
ebeveyn cocuk allel transferinin
incelendigi calismada 7 lokusta
mutasyon tespit edilmistir ve
mutasyonlar tekrar sayisinin bir
eksigi veya bir fazlasi seklinde
bulunmustur (16). Literatir ve-
rilerinde de goruldugl gibi bir-
den fazla tekrar artisi veya aza-
lsi seklindeki STR mutasyonlari
oldukca nadir rastlanan genetik
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degisimlerdir. Bu nedenle de-
neyimsiz uzmanlar tarafindan
yanlis dislamaya yol acabilmek-
tedir.

Sonuc olarak, babalik testlerin-
de az sayida STR lokuslarinda
uyumsuzluklarin oldugu vaka-
larda, allel gecisleri incelenir-
ken dikkatli olunmalidir. Nesep
testinin dogrulugunu artirmak
ve/veya STR mutasyonlarini
konfirme etmek icin daha farkl
lokuslar iceren farkli otozomal
veya gonozomal STR kitlerle so-
nuclar desteklenmelidir.

”
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