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Application of next generation sequencing in forensic science
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Abstract

Next Generation Sequencing (NGS) Technology has been emerged and started to use in genetic research since the 2000s. Until today, various methods which
are faster, high throughput and low cost have been developed. NGS Technologies have been gradually developed and the quality of sequencing has been
reached the high level and forensic genetics labs have moved to this technology for recent years. NGS Technologies provide new opportunities for forensic
genetics research. NGS Technologies enable to analysis of many forensic genetic markers (as STRs, SNPs, mRNA) in only one experiment. Besides, NGS
technologies are applicable for different practices which are essential in forensic researches. Among these, create of a DNA database, ancestry and phenotype
studies, monozygotic twin studies, identification of body fluids and species, forensic microbiology studies can be considered. This review has been written to
focus on NGS technologies in forensic genetics applications and to be a reference study for next forensic researchers.
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Oz

Yeni nesil dizileme teknolojileri (Next Generation Sequencing; NGS) genetik arastirmalarda 2000°1i yillardan itibaren kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiize
kadar daha hizli, verimli ve disiik maliyetli cesitli yontemler gelistirilmistir. NGS yontemleri ve platformlar: geliserek dizilerin kalitesi artmis ve son yillarda
adli genetik laboratuvarlar da bu teknolojiye yonelmistir. NGS teknolojisi adli genetikte kullanilan birgok sistemin (STRs, SNPs, mRNA) ayn1 anda tek bir
analizle ¢alisilmasina olanak saglamaktadir. Ayrica bu teknoloji ile adli alanda DNA veri tabani olusturma, soy ve fenotip belirleme, tek yumurta ikizlerinin
ayirt edilmesi, viicut sivisi ve tiirlerin tanimlanmas: ve mikrobiyoloji analizleri yapilabilmektedir. Bu derleme NGS teknolojilerinin adli genetikte olasi
kullanim alanlari tizerine dikkat ¢ekmek ve gelecekteki adli ¢aligsmalar i¢in referans saglamak amaciyla hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizileme, adli genetik, kimliklendirme

Giris kromatografiye (2D kromatografi) dayanan ydntemlerin

kullanimiyla baslamistir. Otomatize analizlerle floresan
DNA  dizileme, bir DNA molekiilinde bulunan temelli dizileme yontemlerinin  gelistirilmesi DNA
niikleotidlerin (adenin, guanin, sitozin ve timin) tam ve dizilemeyi ¢ok daha kolay ve hizli hale getirmistir [1,2].
dogru bir sekilde sirasini belirlemede kullanilan yontemler Insan Genom Projesiyle birlikte genetik arastirmalar
butinudur. Hizli DNA dizileme yéntemlerinin carpici bI(;lmde deg1$m1$ ve molekiiler b1y010_]1de pOSt-
gelistirilmesi ve iyilestirilmesi ile medikal ve biyolojik genomik donemin baslangict olmustur. Yaganan teknolojik
arastirmalar biiyiikk hiz kazanmustir. DNA dizi bilgisi patlama ile insan genomu ve transkriptomu benzeri
tanisal, biyoteknoloji, adli biyoloji, metagenomik, evrimsel goriilmemis bir hizla gelismis ve elde edilen verinin
biyoloji, epidemiyoloji, ekoloji, mikrobiyom arastirmalari islenmesi ve sorgulanmasi yontemleri de gelistirilmistir
ve viroloji gibi bir ¢ok alandaki ¢aligmalarin vazgegilmesi [3,4].

haline gelmistir [1,2].
DNA dizilemenin adli genetikte kullanimi1 uzun yillardan

Illk DNA dizileme galismalar yetmisli yillarn baslarinda beri devam etmektedir. 80’lerin sonunda ve 90’larin
akademik  aragtirmacilar  tarafindan, iki  boyutlu basinda Restriksiyon Uzunluk Polimorfizminin (RFLP)

kesfi ile baglamis ardindan STR’ler (Short Tandem
*Corresponding  Author: Gonul Filoglu, Istanbul Repeats; Kisa Tekrar Dizileri) ile hiz kazanmistir. Bu
Universitesi Adli Tip Enstitiisii, Istanbul, Tiirkiye teknolojilerin  yaninda mtDNA (mitokondriyal DNA)

E-mail: gonulfiloglu@yahoo.com.tr dizilemesi gibi ek markirlar gelistirilmis ve kimliklendirme
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caligmalarinda kullanilmistir [5]. Adli DNA analizleri i¢in
eski  nesil dizileme  sistemlerinin  sinirlamalart
aragtirmacilary, yeni nesil dizileme teknolojilerinin
gelistirilmesine yoneltmistir. NGS teknolojisi, karisik
DNA orneklerinin  belirlenmesinde, karmasik babalik
davalarinin  analizinde  6nemli  Olgiide  avantaj
saglamaktadir. Ayrica NGS teknoljisiyle bir¢ok sistemin
tek bir is akisinda analiz edilebilmesi miimkiin
olabilmektedir [6]. Bu makalede yeni nesil dizileme
teknolojilerinin adli bilimlerde kullanimi ve alanlarindan
s0z edilecektir.

Adli Bilimlerde NGS’nin Kullanimi

Adli aragtirmalarda DNA teknolojilerinin uygulanmasi
o6nemli olup silirekli olarak gelistirilmektedir. DNA
dizileme c¢alismalarmin adli olgularda kullanimi 80’lere
kadar uzanmaktadir [5]. Adli DNA analizleri sirasinda
karsilagilan en biiyiik sorun diisiik kopya sayisi, degrade ve
kontamine oOrneklerlerle ¢aligmaktir. Adli analizlerde
dogrulugu yiiksek, tekrarlanabilirligi olan, zaman ve
maliyet agisindan avantajli analizler tercih edilmektedir.
Bugiin DNA analizlerinde kapiler elektroforezde (KE)
kullanilmaktadir [6]. Kapiller elektroforez uygulamalar
otomasyonu uygun olmasi nedeniyle, hizli ve giivenilir bir
yontemdir. Buglin KE yontemi ile kimliklendirmede
kullanilan bircok genetik markir (otozomal-STR, Y-STR,
X-STR, indel, mtSNP, otozomal SNP, X-SNP ve Y-SNP,
soy belirlemesi -Ancestry Informative Markers; AIMs-,
fenotipik markirlar ve mRNA) analiz edilmektedir. Bu
markirlar KE yontemi ile bir giin i¢inde analiz edilebilir
fakat tek bir ig akisinda ve tek bir reaksiyonda analiz
edilememektedir. Ayrica degrade Orneklerde genomik
bilginin kaybi, karigik orneklerde analiz zorlugu ve
Ozellikle karmagsik babalik davalarinda mutasyonlarin
varligi ve analiz zorluklar1 KE’nin diger dezavantajlari
arasinda sayilabilir. Yeni nesil dizileme teknolojileri KE
sistemlerinin yerine gecebilecek alternatif teknolojiler
olarak diistintilmektedir [6].

STR’lerin; polimorfizminin yiiksek olmasi, giivenilir
olmasi, ¢oklu otomasyona imkan vermesi, maliyetinin
diisiik olmas1 adli genetikgiler tarafindan kabul gérmesini
saglamis ve tiim diinyada ortak kullanilan sistemler haline
gelmistir. Bu avantajlar1 nedeniyle STR’ler vazgegilecek
yontemler olmamakla birlikte, bazi adli olgularin
aydinlatilmasinda bu bdlgeler yetersiz kalabilmektedir.
Ozellikle dogal afet, terdr saldirisi, ugak kazasi gibi can
kaybmin ¢ok oldugu, viicut biitiinligiiniin bozuldugu ve
DNA miktarinin az oldugu vakalarda kisilerin
kimliklendirilmesinde sorunlar yaganmaktadir. Bu sebeple
arastirmalarin yonii DNA iizerinde daha az yer kaplayan ve
bozunmus Orneklerde dahi tipleme imkani veren SNP
(Single  Nucleotide = Polymorphism-Tek  Niikleotid
Polimorfizmi) genetik isaretleri {lizerine yogunlagmistir.
Zorlu adli vakalardaki bozunmus orneklerde, hi¢ profil
elde edilemeyen ya da kismi profil elde edilen 6rneklerde,
ayni anda ortalama 120 SNP bdlgesi calisilarak ya da
mitokondrial DNA’nin timiini dizinleyerek
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kimliklendirme yapmak miimkiindiir [5,7]. Klasik sanger
dizileme metoduna gore bu kadar ¢ok DNA bdlgesinin
(120 SNP, tiim mitokondrial DNA gibi) hizli bir sekilde
calisilmasi ve veri kalitesinin arttirilmasini saglayan daha
ileri seviyede analize olanak veren yeni nesil dizileme
sistemi — NGS (Next Generation Sequencing System) adli
bilimler alaninda arastirilmaya baslanmistir. Yeni nesil
dizileme teknolojisi ile ¢ok kisa siirede tiim genomu
dizilemek miimkiindiir. Ancak adli genetikte tim genomun
dizilenmesi gereksiz ve masraflidir. Cilinkii adli olgularda
baslica ama¢ Ornegin ait oldugu bireyin kimliginin
belirlenmesi tahmin edilmesidir [5]. Birka¢ sirketin bu
teknolojiye sahip cihazi ve ona uyumlu ticari kit
cikarmasiyla  birlikte  adli  laboratuvarlarda  NGS
teknolojisine gecis silireci baglamis ve bircok alanda
uygulanabilmektedir (Sekil 1) [5,7].
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Sekil 1. NGS’nin adli bilimlerde kullanim alanlarindan bazilar

NGS Teknolojisi ve SNP Analizleri

NGS i¢in yapilan bir¢ok deneysel tasarimin basinda SNP
lokuslar1 gelmektedir. Adli alanda NGS sistemine uygun
c¢ikarilan ilk hazir ticari kitler de SNP lokuslaridir. Ticari
NGS kitleri ilk defa 2014 yilinda Thermo Fisher Scientific
tarafindan “Ion PGM' > sistemi i¢in tasarlanip iki tiir
olarak piyasaya siiriilmiistiir. Ardindan Illumina, “MiSeq
FGx Forensic Genomics System” igin tasarladigr Kkiti
piyasaya siirilmiistiir.

Thermo Fisher Scientific - Ion PGM - HID-Ion
AmpliSeq™ Identity Panel

Ug farkli bilimsel yaymdan derlenen kit; degrade ve eser
miktardaki o6rneklerde kimliklendirme ve nesep tayini
amactyla kullanilmak iizere tasarlanmigs olup 100 pg
DNA’ya kadar galisma imkani sunmaktadir. Bu kit 124
SNP noktas: icermekte ve her tiirli biyolojik 6rnekten
(kan, tiikiiriik, svab, viicut sivist vs.) caligilabilmektedir.
Bu SNP noktalari ile %99, 99 uyumluluk sonucu
verilebilmektedir. Kit dizayn edilirken rutinde kullanilan
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STR lokuslarmin ayrim giiciinii yakalayabilmek i¢in 124
SNP segilerek %99,99° luk ayrim giicii yakalanmistir. Bu
124 SNP noktasi; 90 otozomal SNP, 34Y kromozomuna
O0zgli SNP olup, diisik mutasyon oranina ve kiiciik
amplikon boyutuna sahip (132-141 niikleotit) bolgelerdir.
Bu sayede kit degrede ya da eser miktarda Orneklerle
caligmaya imkan sunmaktadir [8-10].

Thermo Fisher Scientific- Ion PGM - HID-Ion
AmpliSeq™ Ancestry Paneli

Olay yerinden elde edilen siipheli DNA’sina ait 6rnegin
herhangi bir veri tabaninda uyuma rastlanmamigsa,
sorusturmaya yon verebilecek ve kisiyi tanimlayabilecek
hem fenotipik 6zelliklerini (sa¢ rengi, g6z rengi, ten rengi)
hem de soy tayinini yapmak iizere gelistirilmis bir Kkittir.
Bu kit ile 165 SNP noktasini multipleks olarak c¢alismak
miimkiindiir. Degrade ve her tiirlii biyolojik 6rnekten (kan,
tikiiriik, svab, viicut sivisi vs.) calisilabilmektedir. Kit ile
birlikte ALFRED (Allele Frequence Database) software
kullanilmaktadir. Bu software tim kitasal diizeyde
populasyonlara 6zgii verilere sahiptir ve analiz edilen her
ornegin hangi populasyona yakin oldugunu tespit ederek
harita iizerinde kisinin hangi ik ve bodlgeden oldugunu
gosterir Kitin igerdigi SNP noktalar1 ile % 99,77 oraninda
ayrim giicline ulasilmaktadir [5,11-14].

Calisilan markir sayist arttikga kimliklendirmede daha
yiiksek ayirim giicline ulagilmaktadir. Bu amagla da ¢esitli
ek markirlara yonelik arastirmalar siirdiiriilmektedir.
Grandell ve arkadaglar1 140 otozomal SNP’yi kapsayan
yeni bir multipleks kit tasarlamaktadirlar. Ancak heniiz
optimizasyon agamasindadirlar [15].

MiSeq FGx Forensic Genomics System - The Illumina®
ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit

Tamamen adli genetik uygulamalari igin tasarlanan bu kit
hem olay yeri Ornekleri hem de referans Orneklerde
kullanilmak  {izere  gelistirilmistir.  Adli  genetik
uygulamalarinda STR ve SNP teknolojilerini ayn1 anda
kullanan ilk ve tek validasyonlu kittir. Ayni kit ile 29
otozomal STR, 24 Y-STR ve 9 X-STR lokuslari, 86
kimliklendirme SNP noktasi, 22 fenotip belirleyen SNP
noktasi ve 56 biyocografik soya ait SNP noktasini bir arada
calismak miimkiindiir. Ustelik bu 200’den fazla markir ile
1 ng DNA kullanarak caligilabilmektedir. Bu kitle olay
yerinden gelen 6rneklerde sikga rastlanan alel diismesi ve
kismi profil sorunlar1 yasanmamaktadir [16].

NGS Teknolojisi ve STR Analizleri

Bugiin tiim diinyada adli DNA ile ilgili olusturulan veri
tabanlarinin tamami1 STR’yi kapsamaktadir. Bundan dolay1
da NGS ile ilgili hazirlanan bir kitin adli bilimlerde
kullanilabilir olmasi i¢in bu kitin diziledigi bdlgeler
icerisinde STR lokuslari olmak zorundadir. Son
zamanlarda STR’lerin NGS yontemiyle c¢aligilmasina
yonelik  arastirmalarda  artis  bulunmaktadir. STR
lokuslarinin NGS ile analiziyle fragman analizine gore ¢ok
daha fazla bilgi elde edilebilmektedir. Bu ydniiyle NGS
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adli bilimlerde devrim niteliginde goriilmektedir. STR
analizlerinin NGS ile yapilmasinin; hem otozomal hem
cinsiyet kromozomlarinda bulunan birgok STR lokusunun
ayn1 anda analiz edilebilmesi ve benzer uzunluktaki
alellerin dijital okuma sayis1 ile ayurt edebilmesi gibi
bir¢cok avantaji bulunmaktadir [6].

NGS dizileme yontemleri kapiler elektroforezden farkli
olarak  STR’lerdeki  dizi  varyasyonlarin1  ortaya
cikarabilmektedir. Sadece alel uzunlugu degil aym
zamanda alel dizisini de analiz edilebildiginden ortaya
¢ikan bu ek varyasyonlar ile ayrim giicii de artmaktadir
[17,18]. Dolayisiyla kapiler elektroforez ile STR analizinde
daha once hi¢ karsilagilmamig alellerin veya karsilagilmis
ancak belirlenmemis varyantlarina NGS analizi ile
rastlamak miimkiindiir [19,20]. Gelardi ve arkadaslarinin
yaptiklart bir ¢alismada D12S391 STR lokusunun KE
analizi ile 15 farkli alele rastlanirken, ayni bolgenin NGS
ile dizilenmesi sonucu 53 farkli aleli tespit edilmistir. Bu
durumun nedeni de yukarda bahsedildigi gibi aym tekrar
sayisina sahip alellerin farkli dizi kombinasyonlaria sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. D12S391 lokusunun 21.
alelinin dizi kombinasyonu ag¢isindan degerlendirildiginde
aslinda 8 farkli kombinasyon icerdigi belirlenmistir (Sekil
2) [20].

D12S391[21]AGAT[ 11 |JAGAC[9]AGAT] 1]
D12S391[21]AGAT]| 11 ]JAGAC[10]
D12S391[21]AGAT[ 12 |]AGAC[S]AGAT[ 1]
D12S391[21]AGAT[ 12]JAGAC[9]
D12S391[21]AGAT[ 13]AGAC|7]AGAT][ 1]
D12S391[21]AGAT][ 13]AGAC[S]
D12S391[21]AGAT[ 13]GGAC[1]AGAC[7]
D12S391[21]AGAT[ 14]AGAC[G]AGAT[ 1]

Sekil 2. D12S391 lokusundaki 21 tekrara sahip aleller [20].

NGS analiziyle STR lokus alel sayisinin ve varyantlarin
artmas1 polimorfizminin artmasi anlamima gelmektedir.
NGS ile yapilan analizlerde bir vakay1 ¢6zmek i¢in ihtiyag
duyulan lokus sayisi, KE ile yapilan analize gdre daha
distiktiir. Yine Gelardi ve arkadasglarinin D3S1358,
D12S391 ve D21S11 STR lokuslariyla yaptiklar: basit bir
karsilagtirmada, ayni lokuslarla KE analizi sonrasi babalik
indeksini 59 olarak hesaplarken, NGS analizi yaptiktan
sonra babalik indeksini 415 olarak hesaplamiglardir [20].

Son ¢aligmalarla birlikte ortaya ¢ikan alel sayisinin artmast
ve varyant alel durumu STR’lerin isimlendirilmesi
noktasinda yeni agmazlar dogurmus ve acilen STR’ler i¢in
mevcut isimlendirme sisteminin degigmesi gerektigi ortaya
cikmistir. Uluslararast adli genetikgiler toplulugu (ISFG-
International Society for Forensic Genetics) yeni bir
isimlendirme sisteminin oturtulabilmesi i¢in bir ¢alisma
grubu kurmustur [5].

“Thermo Fisher Scientific” STR lokuslarini da iceren yeni

bir NGS kiti lizerinde ¢aligmaktadir. Yeni kitin bir demosu
sayilabilecek Ion Torrent™ HID STR 10-plex isimli
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versiyonu bazi adli genetik laboratuvarlar1 tarafindan
kulanilmaya baglanmugtir [21].

NGS Teknolojisi ve Y Kromozom Analizleri

Y-STR analizleri kadin erkek DNA’sinin karigik oldugu
cinsel saldir1 vakalarinda ve erkek tarafindan soy baginin,
babalik-akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde Snemlidir.
Ancak ayni soy bagina sahip birden fazla erkegin dahil
oldugu cinsel saldir1 vakalari ya da babalik belirlenmesinde
ayn1 aileden gelen erkeklerde Y kromozomu degismeden
aktarildigi i¢in Y-STR analizleri yetersiz kalmaktadir.
Ancak jenerasyonlar arasinda meydana gelen mutasyonlari
saptamak i¢cin Y kromozomuna ait STR ve SNP
bolgelerinin NGS ile analizi yapilarak niikleotid bazinda
farkliliklar saptanabilir. Xue Y. ve arkadaslarinin NGS
kullanilarak yaptiklar1 c¢alismada; aralarinda 13 kusak
onceden soy bagi bulunan 2 erkek bireye ait 10 milyonun
lizerinde Y kromozomu STR ve SNP lokus dizileri
kargilagtirilarak 4 genetik farklilik bulunmustur [6,22].

NGS Teknolojisi ve Mitokondryial DNA Analizleri

Adli genetikte mitokondriyal (mt) DNA analizleri ile kayip
kisilerin arastirilmasi, toplu mezar vakalari, felaket
kurbanlarma ait viicut pargalarinin kimliklendirilmesi ve
soy baginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Mitokondrial DNA maternal olarak aktarilir ve akrabalik-
soy arastirmalarinda kullanilir. Rusya’da 1978 yilinda
bulunan toplu mezardaki kemik kalintilarmin 1918
Bolsevik ihtilali sirasinda 6ldiiriilen Romanov ailesine ait
oldugunun saptanmasit ve Kral 3. Richard’m, bulunan
kemiklerden kimliklendirilmesi, bugiin yasayan anne
tarafindan  akrabalarinin  mitokondriyal DNA ‘larinin
calisilmasiyla belirlenmistir [23-26].

Bugiine kadar mt-DNA analizinde kullanilan Sanger
dizileme teknigi ile dizileme uzun zaman gerektirdiginden
ancak baz1 bolgeleri (HV1, HV2, HV3 gibi)
dizilenebilmektedir (26,27). Ayrica Sanger dizileme
teknolojisi diisiik seviyelerdeki heteroplazmik varyantlar
belirlemede yeterince etkin degildir. Bu nedenle veri
tabanlar1 olusturulurken heteroplazmi g¢ogunlukla ihmal
edilmistir. Son zamanlarda NGS ile tiim mitokondriyal
genomun dizilenmesi ve heteroplazmik mutasyonlarin
saptanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi miimkiin hale
gelmistir. Magalhaes ve arkadaslari; farkli haplogruplara
ait onceden bilinen haplotipleri kullanarak Ion Torrent
PGM ve Sanger ile elde edilen dizileri karsilastirarak her
iki teknoloji i¢inde heteroplazmi saptanmasindaki esik
degerleri belirlemistir [28,29].

Heteroplazminin belirlenmesi, raporlanmasi ve ayrim
potansiyelinin ~ kullanimi  adli  olaylarda mtDNA
analizlerinin degerini 6nemli 6lgiide arttiracaktir. NGS ile
mtDNA  dizileme yontemleri gelistirilmekte ve adli
olgularda uygulanmak {izere kolay hale getirilmektedir.
Thermo Fisher Scientific tarafindan Ion PGM™ igin
tasarlanan ticari kit (Ilon AmpliSeq™ Whole Mt Genome
Sequencing) piyasaya silriilmiistiir. Kit tim Mitokondri
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DNA’sin1 MPX1 ve MPX2 olarak iki adet multipleks ile
tiim geni dizileyebilmektedir [26,27].

NGS Teknolojisi ve Epigenetik Analizler

Epigenetik  markirlar  adli  olgularin  ¢6ziimiinde
kullanilmaya baglamistir. Bu markirlar monozigotik
ikizlerin birbirinden ayirt edilmesinde, doku tipinin tahmin
edilmesinde ve biyolojik 6rnegin yasinin belirlenmesinde
kullanilabilirler. Epigenetik analizler NGS teknolojisi
kullanilarak tiim genomun bisiilfit sekans ya da
metillenmis DNA’nin  immiino sekans analizi ile
yapilmaktadir. Ancak bu yontemler oldukga yiiksek oranda
DNA’ya ihtiya¢ duymaktadir. Teknolojinin gelismesi ile
daha az miktardaki 6rnekle calisilabilir olmasi adli bilimler
icin bir gelecek vaat etmektedir [30].

Olay yerinden gelen 6rnegin yasini tahmin edebilmek adli
arastirmalarda ¢ok degerlidir. Yaslilik, hiicrede bir insanin
omrii boyunca biriken ¢esitli molekiiler modifikasyonlara
bagl gelisen karmasik bir siirectir. insanda yas ve belli bir
lokusun metilasyon seviyesi arasindaki korelasyon
varligina dayanan ¢aligmalar bulunmaktadir [31]. Yapilan
bir ¢alismada kandan yasin tahmin edilmesinde yasa 6zgii
DNA metilasyon modellerinin kullanimi hedeflenmistir.
Hassas ve dogru bir yas tahmini i¢in, secilen 16 CpG
bdlgesinin metilasyon durumlarini 6lgmek icin Illumina’s
MiSeq NGS sistemi  kullanilarak  gelistirilmistir.
Sonuglarda tahmin kesinligi diisiik olsa da, analizlerin
gelistirilebilecegi diisiintilmektedir [32].

Adli genetik analizlerindeki sorunlardan biri de
monozigotik ikizlerinin aynt DNA’ya sahip olmasindan
dolay1 babalik-akrabalik belirlenmesinde ya da olay
yerinden gelen Orneklerden ikizlerin birbirinden ayirt
edilememesidir. Her 1000 dogumdan 3’{iniin monozigotik
ikiz oldugu diisiiniildiigiinde adli bilimler agisindan 6nemli
bir sorun olusturabilmektedir. Bununla birlikte az da olsa
monozigotik ikizler arasinda epigenetik farkliliklar
olusabilir. Monozigotik ikiz baba adaylarmin hangisinin
baba oldugunun belirlenmesi i¢in Illumina Hiseq 2000
sistemi kullanarak ikizlerin tiim genomunun %91 ini
kapsayacak sekilde 600 giga bazlik genomlarinin
haritalama yapilmustir. ikizlerden birinde 292 giga baz cifti
bulunurken digerinde 283 giga baz c¢ifti okunmustur. Arada
olusmus farkliigmm hangi monozigotik ikizden g¢ocuga
aktarildig1 saptanabilmis ve bu sayede babalik tayini
yapilabilmistir [33].

NGS Teknolojisi ve miRNA Analizleri

Kriminal arastirmalarda suglu ya da magdurdan elde edilen
biyolojik 6rneklerden DNA profili elde edilir ancak olaymn
kosullar1 hakkinda bilgi vermez. Olay aninda meydana
gelen biyolojik reaksiyonlarin aktivite seviyelerinden
yararlanarak doku veya sivinin kaynaginin belirlenmesi
biiyilk 6nem tagimaktadir. Viicut sivilar1 ya da dokularda
miRNA profillemeleri yapilarak biyolojik 6rnegin kaynagi
belirlenebilmektedir. miRNA 18-24 niikleotid dizisinden
olusan kiiciik RNA molekiilleri olup adli bilimlerdeki
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kullanimi oldukga yenidir ve kii¢iikk olmalarindan dolay1
degredasyona  karsi  direnglidir. ~ Dokuya  ozgi
sentezlenmeleri nedeniyle doku tiirliniin belirlenmesi,
viicut parcalarmin kimliklendirilmesi ve Oliim zamanin
belirlenmesinde (PMI, Post mortem interval) kullanilir.
Hanson ve arkadaglarmin, biyolojik sivi ve dokularin
(tiiktirtik, kan, semen, vajinal sekresyonlar, menstrual kan,
deri v.b.) belirlenmesi i¢in bu 6rneklere spesifik ¢ok sayida
gen bolgeleri igeren NGS temelli multipleks miRNA
biyomarkir paneli olusturulmaktadir [34].

NGS Teknolojisi ve Adli Mikrobiyal Analizler

Adli mikrobiyoloji adli bilimler alaninda ilk olarak 18
Eylil 2001 yilinda Amerika’da gergeklesen ve Sarbonun
biyolojik silah olarak kullanildigi olaydan sonra FBI
tarafindan analizlere dahil edilmistir. Olay yerinden
toplanan mikroorganizmalarin karakterize edilmesiyle
analiz yapilmaktadir [6]. Bacillus anthracis ve Yersinia
pestis’e ait 4 sus hem Illumina’nin HiSeq NGS hem de
Thermo Fisher Scientific SOLID NGS sistemleri
kullanilarak  kimliklendirilmistir  [35]. Yine yapilan
caligmalarla insan deri dokiintiilerinden ya da derisinden
alman Orneklerden kisiye ait mikrobiyal flora, metazoa
tayini yapilabilecigini ve adli analizlerde kullanilabilecegi
gosterilmistir [36]. Tim adli mikrobiyoloji ¢aligmalari
NGS teknolojisinin yiiksek verimlilikte ve hizda, diisiik
maliyetle mikrobiyal genomu dizilemeye uygun yontem
oldugunu gostermektedir [6].

Sonuc¢

NGS teknolojisi klasik sanger dizileme metoduna gore
daha fazla DNA bdlgesinin hatta tiim genomun hizli bir
sekilde dizilenmesini ve veri kalitesinin arttirtlmasini
saglayan daha ileri seviyede analize olanak veren
sistemlerdir. Klasik sekans diye tanimlanan kapiler
elektroforez (KE) teknolojisi ile ayr1 ayr1 ve uzun siirede
calisilan otozomal STR, Y-STR, X-STR, fenotipik SNP,
biyocografik SNP ve mitokondrial DNA analizlerini ayni
anda, cok daha kisa siirede ve diisiik maliyetle calisma
imkani sunmaktadir. Adli genetik analizleri i¢in NGS’nin
geleneksel KE yontemine gore birgok avantaja sahip
olmasina ragmen, laboratuarlara gecis siireci ve
uygulamalarinda bazi zorluklar yasanmaktadir. Bu
zorluklar daha ¢ok valide ve giiclii kitlerin olusturulama
cabalari, ekipman maliyetleri, kiitiiphanelerin hazirlanmasi,
hata orani, veri isleme, analistlerin egitimi, STR
lokuslarmin  yeniden isimlendirilmesi (nomenclature),
validasyon ve optimizasyon c¢alismalart  seklinde
sayilabilir. Yapilacak ar-ge calismalariyla, uzun vadede
maliyetin  diismesi, ¢aligmanin  kolaylasmasi  ve
otomasyonun NGS’ye uyarlanmasi gibi avantajlar
saglanirsa, NGS adli bilimler alaninda STR hegemonyasini
kirmast mimkiin olacaktir. [17,18,36]. NGS ile STR
lokuslarinin yani sira diger bilgi verici sistemler de beraber
calisabilecektir. NGS’nin adli bilimler alaninda yerlesik bir
sistem haline gelmesi hem arastirmacilarin hem de ticari
firmalarin bu konuda yapacaklari ¢alismalarla olacaktir.
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