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Profiling of 6 mini STR loci (D1S1677,D2S441,D4S2364, D10S1248, D14S1434, 
D22S1045) on blood spots waited on various surfaces 
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Abstract 
Conventional STR loci are insufficient for successful analysis of DNA specimens from mass disasters or forensic evidence. In order to solve this problem, The 
National Institute of Standards and Technology (NIST) developed 26 new STR loci. The PCR products of these loci are less than 150 bp in size. Especially the 
PCR products of 6 loci (D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045) are less than 125 bp in size. In this study, blood was dripped on 
various surfaces that may be found in crime scenes (jean, t-shirt, couch upholstery, towel, knife hilt, laminate parquet, door lock iron and grouting between tiles) 
and they were kept waiting for 1 week, 1 month, 3 months and 6 months. For the mentioned loci, the PCR conditions previously determined in the optimization 
and validation process were applied [8]. At the end of this study, it was determined that the minimum DNA quantity of 6 mini SRT loci can be 0.1 ng/μl for 
identification of blood spots. 

Keywords: Forensic sciences, DNA analysis, waited biological samples, blood spots, miniSTR, D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, 
D22S1045 

Öz 
Klasik STR lokusları ile olay yerinden gelen aşırı derecede bozulmuş biyolojik örneklerde ya tipleme sorunları yaşanmakta ya da sonuç alınamamaktadır. Bunu 
ortadan kaldırmaya yönelik, National Institute of Standards and Technology (NIST) tarafından 26 yeni mini STR lokusu geliştirilmiştir. Bu lokusların PCR 
ürünleri 150 bç’den küçük olup özellikle de 6 lokusun (D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045) PCR ürünleri 125 bç’den küçüktür. 
Bu çalışmada olay yerinde bulunabilecek çeşitli yüzeylere (kot, penye, döşeme, havlu, bıçak kabzası, laminant parke, kapı kilit demiri ve kalebodur arası dolgu-
derz) kan damlatılarak 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay bekletildi. Bu lokuslar için daha önceden optimizasyon ve validasyon çalışmasında belirlenen PCR koşulları 
uygulandı [8]. 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 aylık kan lekelerinde 6 miniSTR lokusu tiplendirildi. Yapılan hassasiyet çalışması sonucunda 6 mini STR lokusuna ait 
analizlerde kullanılabilecek en az DNA miktarının 0.1 ng/μl olduğu belirlendi.  

Anahtar Kelimeler: Adli bilimler, DNA analizi, beklemiş kan lekeleri, miniSTR, D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045 

 
 

Giriş 

Günümüzde babalık - akrabalık ilişkilerinin belirlenmesi 
ve kriminal araştırmalarda olay yerinden toplanan biyolojik 
örneklerin (kan, kan lekesi, semen, semen lekesi, tükürük, 
tükürük lekesi kıl, kemik v.s) kimliklendirilmesinde STR 
lokusları kullanılmaktadır. Bu lokusların alel 
büyüklüklerinin 350 baz çiftinden (bç) küçük olması, eski 
ve iyi korunmamış biyolojik örneklerde tiplenebilmesi, 
ayrıca otomasyon ve çoklu analize imkan vermesi, pahalı 
donanım gerektirmemesi ve hemen hemen tüm dünya 
popülasyonlarında alel sıklıklarının bilinmesi bu lokusları

ideal genetik işaretler haline getirmiştir [1-3,5,9,10]. FBI 
tarafından kurulan ve bir DNA veri bankası olan CODIS 
(Combined DNA Index Systems) adli bilimlerde 
kullanılmak üzere 13 STR lokusu belirlemiştir. Bu 
lokusları içeren multipleks PCR ticari kitleri hala 
kullanılmakla beraber, olay yerinden gelen aşırı derecede 
bozulmuş biyolojik örneklerde tipleme sorunları 
yaşanmaktadır [3]. Bu sorunları ortadan kaldırmaya 
yönelik, National Institute of Standards and Technology 
(NIST) tarafından 26 yeni mini STR lokusu geliştirilmiştir. 
Bu lokusların PCR ürünleri 150 bç’den küçüktür. Özellikle 
D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, 
D22S1045 STR lokuslarının PCR ürünleri 125 bç’den de 
küçüktür. Olay yerinde bulunan eski ve bozulmuş biyolojik 
örneklerde başarılı DNA profili elde edildiğinden bu 
lokusların çeşitli ülkelerde validasyonu ve optimizasyonu 
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yapılarak adli laboratuarların rutin kullanımına 
sunulmuştur [3-5,11]. Bu lokuslardan D2S441, D10S1248, 
ve D22S1045 ilk dönemlerde Avrupa’da benimsenmiş ve 
adli laboratuarlarda kişi identifikasyonlarında kullanılan 
STR lokuslarına eklenmiştir. Yine aynı üç lokus CODIS 
için de uygun görülmüş ve 2015 yılında başlatılan projeyle 
validasyonu Ocak 2017’de tamamlanacak olan diğer yeni 
eklenen lokuslarla beraber CODIS lokus sayısı 
Amelegenin lokusu ile birlikte 20’ye çıkartılacaktır. Birçok 
ticari firma bu lokusları içeren ya yeni kitler üretmiş olup 
ya da var olan kitlerine yeni mini STR lokuslarını 
eklemişlerdir [13].  

Bu çalışmada; D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, 
D14S1434, D22S1045 yeni mini STR lokuslarının çeşitli 
yüzeyler üzerinde ve değişik sürelerde bekletilmiş kan 
lekelerinde tiplemedeki hassasiyetleri saptanarak rutin adli 
laboratuarlarda çalışılması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metod 

Kan Lekelerinin Oluşturulması ve DNA İzolasyonu 
Çeşitli Yüzeyler Üzerinde Kan Lekelerinin Oluşturulması: 
Gönüllü bir kişiden alınan kan örneğinden 200’er µl, olay 
yerinde bulunma olasılığı bulunan çeşitli yüzeylere (kot, 
penye, havlu, koltuk döşemesi, bıçak kabzası, laminant 
parke, kalebodur dolgusu-derz ve kapı kilit demiri) 
damlatılarak 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay oda ısısında 
bekletildi. Kan örneklerinin DNA izolasyonları QIAamp® 
DNA Micro Kit (QIAGEN) ile yapıldı. İzole edilen DNA 
örneklerinin miktar tayini Qubit® Fluorometer - 
Invitrogen™ cihazında, Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit 
(Invitrogen™) kullanılarak yapıldı. İzole edilen örneklerin 
DNA konsantrasyonları Tablo 1’de verilmiştir. 

Tablo 1. Çeşitli yüzeylerdeki örneklerin DNA konsantrasyonları 

Süre Kot 
 

Penye 
 

Havlu 
 

Döşeme 
 

Bıçak 
 

Demir 
 

Kalebodur arası dolgu 
 

Laminant 

DNA Miktarları 
1 hafta 0.7 ng 1.4 ng 0.6 ng 0.9 ng 1.5 ng 1.6 ng 1.1 ng 0.9 ng 

1 ay 0.6 ng 1.2 ng 0.5 ng 0.7 ng 1.5 ng 1.4 ng 0.8 ng 0.7 ng 
3 ay 0.4 ng 1 ng 0.2 ng 0.5 ng 1.3 ng 1.3 ng 0.6 ng 0.5 ng 
6 ay 0.2 ng 1 ng 0.1 ng 0.5 ng 1 ng 1.1 ng 0.6 ng 0.5 ng 

 
PCR Primerleri ve Diğer Bileşenler 
6 mini STR lokusunun PCR reaksiyonları Ünsal ve 
ark.’nın çalışmasına göre yapıldı [8]. Primerler; D10S1248 

ve D4S2364 6FAM, D2S441 ve D14S1434 HEX, 
D1S1677 ve D22S1045 TET ile işaretlendi. Lokuslara ait 
primer dizinleri ve boyaları Tablo 2’de gösterilmiştir.

Tablo 2.Yeni mini STR lokusların primer dizileri ve boyaları 

Lokus Primer Dizini (5/ - 3/) Floresan Boya 
D1S1677 İleri -TTCTGTTGGTATAGAGCAGTGTTT 

Geri *GTGACAGGAAGGACGGAATG 
TET 

D2S441 İleri -CTGTGGCTCATCTATGAAAACTT 
Geri *GAAGTGGCTGTGGTGTTATGAT 

HEX 

D4S2364 İleri -CTAGGAGATCATGTGGGTATGATT 
Geri *GCAGTGAATAAATGAACGAATGGA 

6-FAM 

D10S1248 İleri -TTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG 
Geri *GCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT 

6-FAM 

D14S1434 İleri -TGTAATAACTCTACGACTGTCTGTCTG 
Geri *GAATAGGAGGTGGATGGATGG 

HEX 

D22S1045 İleri  -ATTTTCCCCGATGATAGTAGTCT 
Geri *GC GAATGTATGATTGGCAATATTTTT 

TET 

 
D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, 
D1S1677 miniSTR lokuslarının PCR’ları 3’lü multipleks 
oluşturularak çalışıldı (NC01:D10S1248, D14S1434, 
D22S1045; NC02: D4S2364, D2S441, D1S1677) [8]. PCR 
karışımı her bir örnek için toplam hacim 25 μL olacak 
şekilde; 1ng/ μL genomik DNA, 12.5 μL TopTaq™ Master 
Mix Kit - QIAGEN®, 1.5 μL steril distile su ve her 
multipleks seti için belirlenen konsantrasyonlarda 
hazırlanan 10 μL primer karışımı (primer 
konsantrasyonları: D4S2364 için 1.3 μM, D1S1677, 
D14S1434 ve D22S1045 için 1.5 μM, D10S1248 için 
1.6μM ve D2S441 için 1.7μM) kullanıldı. PCR, 
GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems) ısı döngü 

cihazında yapıldı. PCR Programı: 95 0C de 10 dak., (94 0C 
de 1 dak., 55 0C de 1 dak. 72 0Cde 1 dak.= 32 döngü) ve 60 
0C de 45 dak. olacak şekilde yapıldı [8].  

Elektroforez için örneğin hazırlanması 
1 μl PCR ürünü, 12.5 μl Hi-DiTM formamide (Applied 
Biosystems) ve 0.5 μl GeneScanTM - 350 TAMRATM Size 
Standard (Applied Biosystems) karışımı hazırlanarak ABI 
310 Genetik Analizör cihazına yüklendi. Elektroforez 
koşulları; ABI 310 Genetik Analizör’de 36 cm’lik 
kapillerde, POP-4 polimeri kullanılarak, DS-34 Matrix 
standartında, C Filtresi seçilerek, enjeksiyon süresi 5 
saniye olacak şekilde, 24 dakika 600C’de ve 15000 V'de 
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yapıldı. Elektroforez sonrasında elde edilen pikler 
GeneScan 3.7 programında NIST’te Hill ve ark.’nın 
belirledikleri size-alel tablosu (Tablo 3) ve NIST’te 

belirlenen pozitif kontrol DNA örnekleri (9947-A ve 
K562) kullanılarak genotip tayini yapıldı [5-7].

Tablo 3. 6 mini STR lokusunun büyüklüğü (size) ve alel aralığı [5] 

 
 

Lokus Adı Alel Büyüklüğü (Size) Aralığı Alel Sayısı ve Aralığı 

 D1S1677 77 -117 9-19 
MİNİPLEX 2: NC02 D2S441 78 -110 9 -17 

 D4S2364 67 -83 7-11 
 D10S1248 79 -123 8-19 

MİNİPLEX 1:  NC01 D14S1434 70 - 102 9-17 
 D22S1045 76 -109 8-19 

 
Hassasiyet Çalışması 
Bu aşamada, kontrol DNA (9947A) örneğinin çeşitli 
konsantrasyonları oluşturularak (0.005 – 0.025 – 0.05 – 0.1 
– 0.5 ng/μL) PCR yapıldı ve elektroforez sonrasında tam 
profil elde edilebilecek en az DNA miktarda belirlendi. 

Bulgular 

MiniSTR lokusunun kan lekelerindeki performansı  
Çeşitli yüzeylerde (kot, penye, döşeme, havlu, bıçak 
kabzası, laminant parke, kapı kilit demiri ve kalebodur 
arası derz dolgu) kan damlatılarak çeşitli sürelerde (1 hafta, 

1 ay, 3 ay ve 6 ay) bekletilen kan örneklerinden; havludan 
DNA elde etmenin diğer yüzeylere göre daha zor olduğu 
belirlendi. Bu nedenle havlu üzerindeki kan lekelerinde 1 
saat olan inkübasyon süresi 24 saate çıkarıldı. 6 ay 
beklemiş kan lekelerinde yapılan ilk PCR çalışmalarında 
sonuç elde edilemedi. Bunun üstesinden gelebilmek için; 
PCR döngü bu örneklerde 32’den 34’e çıkartıldı. 
Dolayısıyla, tüm yüzeylerde ve sürelerde bekletilmiş kan 
lekelerinin hepsinde 6 miniSTR lokusu başarıyla 
tiplendirilmiş oldu (Şekil 1,2,3,4). Bu örneklere ait alel 
tipleri sırasıyla Tablo 4’te verilmiştir.  

Tablo 4. Çeşitli yüzeylerde bir hafta, 1ay, 3ay ve 6 ay bekletilmiş kan lekelerinde 6 miniSTR lokusuna ait alel profili 

 
 

Kot  Penye 
 

Havlu 
 

Döşeme 
 

Bıçak 
 

Demir  
 

Kalebodurarası dolgu 
 

Laminant  

D1S1677 15,15 15,15 15,15 15,15 15,15 15,15 15,15 15,15 
D2S441 10,14 10,14 10,14 10,14 10,14 10,14 10,14 10,14 
D4S2364 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 
D10S1248 13,16 13,16 13,16 13,16 13,16 13,16 13,16 13,16 
D14S1434 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 9,(13,3) 
D22S1045 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 13,14 

 

Şekil 1. Çeşitli yüzeylerde bir hafta bekletilmiş kan lekesinin NC01 ve NC02 multipleksine ait elektroforegram 

 

Şekil 2. Çeşitli yüzeylerde bir ay bekletilmiş kan lekesinin NC01 ve NC02 multipleksine ait elektroforegram 
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Şekil 3. Çeşitli yüzeylerde üç ay bekletilmiş kan lekesinin NC01 ve NC02 multipleksine ait elektroforegram  

 

Şekil 4. Çeşitli yüzeylerde altı ay bekletilmiş kan lekesinin NC01 ve NC02 multipleksine ait elektroforegram 

 
Hassasiyet çalışması  
(K562) kontrol DNA örneğinden oluşturulan çeşitli 
konsantrasyonları (0.005, 0.025, 0.05, 0,1 ve 0,5 ng/μl) 
çalışılarak, 6 miniSTR lokusu için kullanılabilecek en az 
miktardaki DNA oranı belirlendi. 0.5 ve 0.1 ng/μl DNA ile 
tam profil elde edilebildiği gözlendi. 0.05, 0.025 ve 0.005 

ng/μl DNA ile hiç profil elde edilemedi (Tablo 8). DNA 
konsantrasyonlarına göre NC01 ve NC02’ye ait 
elektroforegram Şekil 5 ve 6’da gösterilmiştir. DNA 
konsantrasyonlarına karşı RFU değerleri şekil 7’de 
gösterilmektedir.

Tablo 8. 6 miniSTR lokusunun DNA oranlarına göre hassasiyet sonuçları 

LOKUS 0.005 ng/μl 0.025 ng/μl 0.05 ng/μl 0.1 ng/μl  0.5 ng/μl 
D1S1677 - - - + + 
D2S441 - - - + + 
D4S2364 - - - + + 
D10S1248 - - - + + 
D14S1434 - - - + + 
D22S1045 - - - + + 

 

Şekil 5. 0.5 ng/μl DNA konsantrasyonunda NC01 ve NC02 multiplekslerine ait elektroforegram 

 

Şekil 6. 0.1 ng/μl DNA konsantrasyonunda NC01 ve NC02 multiplekslerine ait elektroforegram 
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Şekil 7. Oluşturulan DNA konsantrasyonlarına karşılık gelen RFU 
değerleri 

Tartışma 

Olay yerinde en sık rastlanan biyolojik delil kan 
lekeleridir. Olayın oluş şekline göre bu lekelerin ne kadar 
süre beklediğini bazen bilemeyebiliriz. Olayın üstünden 
haftalar, aylar hatta yıllar geçebilmektedir. Ayrıca bu 
lekeler çeşitli yüzeyler üzerinde de bulunabilmektedir. 
Olay yerinde en çok karşılaşılan durumlar: Kanın; penye, 
havlu, koltuk döşemesi gibi yüzeylere bulaşmış olması, 
kapı, kalebodur, parke gibi yüzeylere sıçraması ya da 
akması ve en çok kullanılan cinayet aletlerinden biri olan 
bıçağın kabzasına sızmasıdır. Ancak olay yerinden gelen 
bu tür örnekler genellikle miktarı az ve bozulmuş 
durumdadır. Bu tür örneklerde DNA üzerinde daha çok yer 
kaplayan klasik STR lokusları ile tipleme sorunu 
yaşanabilmekte ve sonuç alınamadığı bilinmektedir [12]. 

Bu amaçla kan lekelerinin, olay yerinde en çok 
karşılaşılabilecek yüzeylere; kot, penye, havlu, döşeme, 
bıçak kabzası, kapı kilit demiri, laminant parke, kalebodur 
arası dolgu-derz üzerinde 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay 
boyunca oda sıcaklığında bekletildi. Tüm yüzeylerde ve 
sürelerde bekletilmiş kan lekelerinin hepsinde 6 yeni mini 
STR lokusu başarıyla tiplendirildi. Ancak havlu üzerinde 3 
ve 6 ay bekletilmiş kan lekesinde DNA konsantrasyonunun 
düşüklüğüne bağlı olarak tiplendirmede güçlük yaşandı. 
Bu nedenle bu örnekte PCR aşamasında 32 olan döngü 
sayısı 34’e yükseltildi. Bu şekilde yapılan 4 deneme 
sonucu havludaki kan lekesi başarıyla tiplendirildi. Bu tür 
yüzeylerde DNA emilmeden yüzeyde tutulduğu için DNA 
izolasyonu zorlaşmaktadır. Bu tür örneklerde PCR döngü 
sayısını artırmak, örneğin tiplendirilmesinde başarı oranını 
artırmaktadır. M.D. Coble ve J.M. Butler (2005) tarafından 
yapılan mini STR hassasiyet çalışmalarında da 0.1 ng/μl 
konsantrasyonlarda alel düşmesi gözlendiğinden bunu 
önlemek için döngü sayısını artırarak tam profil elde 
edebilmişlerdir [3]. 

Duyarlılık çalışmasında; 0.5 – 0.1 – 0.05 – 0.025 – 0.005 
ng/μl DNA miktarlarıyla yapılan PCR’de; 0.5 ve 0.1 ng/μl 

DNA konsantrasyonlarında tam profil elde edilirken diğer 
konsantrasyonlarda da PCR döngü sayısı 32’den 34’e 
yükseltildiğinde bile hiç pik gözlenmedi. Bunun nedeni 
hedef DNA miktarı azaldıkça DNA kopya sayısının 
azalması ve buna bağlı PCR performansının düşmesidir. 
Bu nedenle zorlu ve eser miktarda örneklerde PCR 
performansını artırmak için PCR döngü sayısı ve Taq 
polimeraz artırılarak DNA kopya sayısının artırılması 
hedeflenmektedir [3,14].  

Sonuç  

Sonuç olarak; 6 ay beklemiş kan lekelerinde miniSTR 
lokusları kullanılarak beklemiş kan lekelerinden 
kimliklendirme yapılabileceği saptanmıştır. Ancak bundan 
sonraki çalışmalarda süre uzatılarak bir ya da birkaç yıl 
bekletilmiş kan lekelerinde de çalışılabilir. Hassasiyet 
çalışması sonucunda 6 yeni miniSTR lokusuna ait 
analizlerde kullanılabilecek en az DNA miktarının 0.1 
ng/μl olduğu saptanmış oldu. Ayrıca bu çalışmada 
kullanılan sistemler degrade olmuş biyolojik örneklerde de 
çalışılarak performansları belirlenebilir. 
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