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OZET

Cukurova Bélgesinde HLADQA1 ve Polymarker (LDLR, GYPA, HBGG,
D788,GC) lokuslarinin allel frekans dagilimlar

PCR’a dayah tiplendirme yapilan HLADQA1 lokusu ve PM (LDLR,
GYPA, HBGG, D788 ve GC) lokuslan adli amach paternite ve kimliklendirme
cahsmalarmmda sikhkla kullamilmaktadir. PCR’a dayah bir tiplendirme olan bu
yontem ASO problanyla reverse dot blot formatim icermektedir.

Bu cahiymada Cukurova Bolgesinde yasayan 100 kisilik bir popiilasyonda
HLADQAT1 ve Polymarker (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 ve GC) lokuslarinin allel
frekanslann saptanmistir. Bu 6 lokusun istatistiksel degerlendirmesi yapilarak
sonuglar diger iilke popiilasyonlarinda yapilan c¢ahsma sonuclan ile
karsilastinlmistir.

Akrabahk iliskisi bulunmayan 100 goniillii vericiden intravenéz kan
ornekleri alindiktan sonra High Pure PCR Template Preparation kit ile DNA
ekstraksiyonu yapilmgtir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyondan sonra
amplifiye edilen iiriinlerde HLADQA1 ve PM lokuslar1 ASO problar: ile reverse
dot blot formatinda AmpliType PM+HLADQALI1 Kkiti ile saptanmigtir.

Cahsma sonucunda 100 kiside HLADQAI1 allellerinin 21, LDLR’nin 3,
GYPA’nin 3, HBGG’nin 5, D7S8’nin 3, GC’nin ise 6 genotipi gozlenmistir. Elde
edilen sonuglar Hardy-Weinberg Dengesi ile uyumlu bulunmustur. Calisma
sonuclarina gore Cukurova Bélgesine ait ayirim giicii; HLADQA1 %94.6, LDLR
%385.8, GYPA %85.6, HBGG % 88.3, D7S8 %83.8, GC 94.5, bu 6 sistemin toplam
ayirim giicii %99.975, PE degeri ise HLADQA1 0.5023, LDLR 0.185, GYPA 0.184,
HBGG 0.216, D7S8 0.174, GC 0.314 olarak hesaplanmistir.

Elde ettigimiz sonuc¢larin Cukurova Bolgesinde adli amach cahsmalarda
veri tabam olarak kullamilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Adli Bilimler, HLADQA1 lokusu, PM lokuslar, Polimeraz

Zincir Reaksiyonu, Reverse dot-blot.
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ABSTRACT

Allele frequency distribution of HLADQA1 and polymarker (LDLR,
GYPA, HBGG, D788, GC) loci in Cukurova Region.

PCR- based typing of the HLADQAL1 locus as well as that of several other
polymorphic loci including the Low Density Lipo-protein Receptor (LDLR),
Glycophorin A (GYPA), Hemoglobin G gammaglobin (HBGG), D7S8 and Group
Specific Component (Gc) is very useful for foremsic as well as paternity
identification. This PCR-based typing involves reverse dot blot methodology with
allele specific oligonucleotide (ASO) probes.

We have analysed the allele and genotype frequencies of six PCR-based
genetic marker (HLA-DQA1, LDLR, GYPA, HBGG, D788, GC) in 100 unrelated
person living in Cukurova Region. Allele frequency distribution of HLADQA1 and
polymarker loci were statistically the other countries data were compared.

Blood samples taken from healthy and unrelated 100 volunteer individual
and DNA were extracted from these samples with High Pure PCR Template
preparation Kits.

Allele and genotype frequencies at the HLADQA1 and PM locus have been
determined by the use of polymerase chain reaction amplification and allele
specific oligonucleotide probes. The probes define six alleles and 21 genotypes in a
dot-blot format..

In this population sample 21 genotypes of HLADQAI1, LDLR, GYPA,
HBGG, D7S8 were observed. The results were in good agreement with the Hardy
Weinberg Equilibrium. In Cukurova Region the PD rate HLADQA1 %94.6,
LDLR %85.8, GYPA %385.6, HBGG % 88.3, D7S8 % 83.8, GC %94.5 were
calculated.

It’s determined results of PM+HLADQAI1 loci from Cukurova Region
database can be used in forensic aim tests.

Key words: Foremsic Sciences, HLADQA1 locus, PM loci, Polymerase chain
reaction, Reverse dot-blot.



1.GIRIS

Adli bilimler kapsaminda bir¢ok bilim dali vardir. Bu dallardan biri de biyolojik
siv1 ve dokular ile bunlara ait lekelerin kimliklendirilmesinde uygulama alani bulan Adli
seroloji ve hemogenetiktir.

Biyolojik sivilar ile dokularin identifikasyonu adli bilimler literatiirinde
1904°den beri kullanilmaktadir. 20.yy baslarinda Landsteiner’in ABO kan gruplarini
tammlamasindan sonraki yillarda, ¢ok sayida polimorfik 6zellik belirlenmigtir. Eritrosit
antijen sistemleri, izoenzim markerlar, eritrosit protein varyantlari, serum protein
markerlart ve insan l6kosit antijenleri (HLA) bireysel ayrtim amaciyla adli bilimlerde
kullanilmaya baglanmustir '. Geleneksel adli seroloji analizlerinde, protein seviyesinde
genetik polimorfizm degerlendirilirken, Deoksyriboniicleic acid (DNA) tiplendirmesi
ile niikleotid seviyesinde g¢aligmalar yapilmaya baslanmgtir. 1984°de Alec Jeffreys
tarafindan minisatellit DNA’larin saptanmasiyla, DNA diizeyindeki analizler kriminal
incelemelerde 6nemli bir yer almistir'>>.

Popiilasyon ¢aligmalar1 ve genetik markerlarin haritalama ¢aligmalarinin
yapilmas:1 igin spesifik DNA polimorfizmlerinin identifikasyonunun yapilmast
~ gerekmektedir. PCR’mn  gelistirilmesi ile spesifik DNA sekanslarmin in vitro
amplifikasyonu saglanabilmigtir. Béylece DNA polimorfizmlerinin identifikasyonlar
yapilmaya baslanmigtir®. Giiniimiizde Adli Bilimlerde annelik/babalik arastirilmasi ve
kimliklendirme amagh c¢aligmalarda, DNA varyasyonlann seklinde goérilen genetik
polimorfizm oldukca sik kullamlmaktadir °. Bu polimorfik markerlardan HLADQALI ile
Polymarkerlar (PM); disiik dansiteli lipoprotein reseptorii (LDLR), Glycophorin A
(GYPA), Hemoglobin G-Gamma Globin (HBGG), D7S8 ve Grup spesifik
komponentleri (Gc) adli bilimlerde olduk¢a sik kullanilan sistemlerdir. Bu 6 sistemin
DNA diizeyinde tiplendirilmeleri i¢in bir ¢ok teknigin standardize edilmesine
gereksinim duyulmus, bu amagla aragtirmalar yapilmigtir. Bunlardan biri de PCR ile
amplifiye edilen DNA’larin non-radyoaktif isaretli oligoniikleotid problarla dot-blot
formatinda tiplendirilmesidir. Bu tiplendirme i¢in, Roche tarafindan AmpliType
PM+DQAI1 kiti gelistirilmigtir. Boylece HLA-DQA1 ve PM lokuslarindan olusan 6

farkli lokusun amplifikasyonu aym PCR reaksiyon karisimi iginde yapilabilmektedir &
14,4



Adli Bilimlerde kullanilacak olan tekniklerde 6rnek miktar, zaman, maliyet,
gorintilleme kolayligi gibi oOzellikler aranmaktadir. Ayrica adli amagh paternite ve
kimliklendirme olgularinda ¢aligilan lokuslarin o popiilasyondaki allel frekanslarinin
bilinmesi gerekmektedir. Boylece olgularda ¢aligilan lokuslarin reddetme giiciinii
hesaplama olanagi olmaktadir.

Bu caliyjmada Cukurova Bolgesinde yasayan 100 kisilik bir popiilasyonda
HLADQA1 ve Polymarker (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 ve Gc) lokuslarinin
AmpliType PM+ HLADQALI1 kiti ile saptanmasi, eldeki verilere gore HLADQA1 ve
PM lokuslarinin allel frekanslarinin hesaplanarak elde edilen sonuglarin diger ¢aligma

sonuglar ile karsilastiriimasi ve bolgemize ait veri tabanin olusturulmast amaglanmgtir.



2. GENEL BILGI

2.1. DNA’nin Yapisi
DNA canli organizmalarda kalitim materyalidir. DNA polimer yapidadir ve

yapisal tniti niikleotid olarak adlandirilan deoksiriboniikleotidlerdir. Herbir niikleotid
ti¢ komponentten olugmusgtur (Sekil 2.1):

- bir bes karbonlu seker (deoksiriboz)

- bir nitrojen baz

- bir veya daha fazla fosfat grubu
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Sekil 2.1. DNA’y1 olusturan niikleotid yapisina bir 6rnek’’.

DNA’da 4 tip niikleotid bulunmaktadir: Adenin (A), guanin (G), sitozin (C),
timin (T).

Cizelge 2.1. Niikleotidlerin listesi '°.




DNA molekiilii ¢ift sarmal yapidadir. Bu yapi 1953°de Watson ve Crick
tarafindan kesfedilmistir. 2 DNA iplikcigi birbirine purin ve pirimidinlerle hidrojen bag
ile baghdir. Nikleotidler birbirine fosfodiester bagi ile kovalent olarak baglanirlar. A ve
T birbirine 2 hidrojen bagi ile C ve G ise 3 hidrojen bagi ile baglanmistir. Zincirler
birbiriyle antiparalel olarak eslegirler; iplikciklerin birisi 5 fosfattan 3" hidroksile digeri
de 3' 5 yoniinde uzanmaktadir' (Sekil 2.2).

: Bazier simetr
P W, ehsenine dikir

Ueolsiripoe-fosiat
2ans ishelat]

Sekil 2.2. DNA cift sarmalinin yapist.

Kromozomlar hiicre gekirdeklerinde bulunurlar ve her bir niikleus kodlu bilgileri
DNA formunda igerirler. Insanlarda biri anneden biri babadan gelen 23 cift kromozom
vardir'®.

Genlerin tizerinde gok sayida kodlanan ve kodlanmayan bélgeler vardir. Protein
kodlamada gorev alan bolgeler exon, protein kodlamada fonksiyonu olmayan bélgeler
intron olarak adlandirilirlar ! (Sekil 2.3).



Sekil 2.3. DNA iizerinde exon ve intron goriiniimii'’.

Insan genomu 3 milyar bp (baz ¢ifti) DNA igermektedir. Bunun i¢inden yaklagik
olarak 50000 genin kodlandi1 tahmin edilmektedir. Her bir birey, bir tek gen igin 2
farkh allelden daha fazlasina sahip olamaz. Genlerin multipl formlar: allel olarak
adlandirilan birkag farkli formda olmaktadir. Bu varyasyon genetik polimorfizm olarak
adlandirilmaktadir’,

2.2. Genetik Polimorfizm ve Adli Amach DNA Tiplendirmesi

Adli Bilimlerde genetik polimorfizmin kullammi yeni degildir. Geleneksel
yontemler kullamlarak antijen-antikor reaksiyonlar1 (ABO ve Rh kan grubu sistemi
gibi), HLA histokompatibilite antijenleri veya izoenzim ve proteinlerin elektroforetik
ayrimi gibi analizler yapilmaktadir.

Son yillardaki molekiiler biyolojideki ilerlemeler, adli bilimlerde, DNA analizi
uygulamalarimin  kullamlmasim1  saglamigtir. Adli bilimlerde DNA analizlerinin
kullammi 1980’lerde Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) ile spesifik
problarin tayiniyle baglamigtir'®. Southern transfer metodu 1985°de RFLP analizine
adapte edilmigtir. Alec Jeffreys tarafindan minisatellit lokus problan izole edilmis,
boylece bir multipl band DNA profili elde edilmistir. Bu minisatellit bolgelerin, kisileri

birbirinden ayirt etmede kullanilabilecegi ve adli bilimlerde kimliklendirme ile paternite



olaylarinda kullamilabilecegi dusiinilmusgtiir. Jeffreys’in multilokus sistemi, DNA
parmakizi olarak adlandirilmaktadir'’. 1986’da single lokus prob yontemi
gelistirilmistir’®. Higuchi et all 1988’de yaptiklart bir galigma ile tek bir kildan
polymerase chain reaction (PCR) ile polimorfik DNA sekans: tayinini yapmuslardir™.
Fakat multi lokus sisteminde eski ve az miktarlardaki orneklerde sonug alinamamasi
dezavantaj olarak goriilmektedir. 1990°’larin baginda insan genomunda yuksek
polimorfizm gosteren PCR ile ¢aligilabilen genetik markerlar saptanmistir. PCR
tekniginin adli bilimlere adaptasyonu ile minimal miktarlardaki materyalden DNA
amplifikasyonu yapilabilmektedir. PCR ile tesbit edilebilen genetik markerlar
mikrosatellit veya short tandem repeat (STR) olarak bilinen DNA sekanslaridir. STRlar
3-5 bp uzunlugunda tekrar sekanslaridir ve kigiik bp uzunluklarindan dolay: eski ve
degrade orneklerde sonug alinabilmektedir %2,

Aragtirmacilar, insan genomunda 2500°den fazla polimorfik lokus identifiye
etmiglerdir. DNA polimorfizmleri 2 ana grupta toplanmaktadir %%,
- Tek baz degisiklikleri,
- Mini satellit sekansi (degisen sayida ardarda tekrarlayan dizilimler- variable number

of tandem repeats (VNTR)-),

Tek baz degisikliklerine bagli polimorfizmler; delesyon, insersiyon veya nokta
mutasyonlanyla bir niikkleotidin yer degistirmesi ile olmaktadir.
Adli seroloji ve Hemogenetikte, rutin uygulamalarda kullamilan genetik markerlar **:
a- Konvansiyonel markerlar: Seliler antijenler, serum proteinleri, eritrosit enzimleri.

b- DNA markerlari: RFLP, STR, AmpFLP, allel spesifik oligoniikleotidler (ASO),
mitokondrial DNA (mtDNA).



Cizelge 2.2. Adli seroloji ve Hemogenetikte kuilamlan markerlara 6rnekler %

Eritrosit antijenleri
ABO
Rh Serum proteinleri
MNSs Hp Eritrosit enzimleri
Kidd LDH
Duffy Tf PGM DNA(RFLP)
P Gm AK
Kell Km ADA D2S44 DNA(STR)
Lewis Ge EAP D1S7 VWA DNA(ampFLPS)
Pi EsD D4S139] SE33
GLO D10S28 THOL1 D1S80 DNA(ASO)
Pep A D17879 CSFiPQ} |[D17830
DXYS14 TPOX ApoB HLADQo mtDNA
HPRTH Amplitype Sekans
PM varyasyonu
2.3. HLA Kompleksi

Doku uygunluk antijenleri, doku veya organ transplantasyonlarinda doku atilim
reaksiyonlarina ve immiin sistemde hiicreler arasi tamma olaylarinda rol oynarlar. Doku
uygunluk antijenleri, genomun belirli bir bolgesindeki genler tarafindan yonetilir. Bu
gen bolgesine, biyik doku uygunluk kompleksi (MHC) gen bolgesi adi verilir. 6.
kromozomda lokalize olan bu genlere HLA adi verilmektedir 2%, Doku uygunluk
antijenleri Mendel kurallarina gore gegmektedir. Anneden ve babadan gelen haplotipler,
kromozomda allel genleri olugturmaktadirlar. Bu allel genler ko-dominant olup her ikisi
de fenotipte goriinirler. MHC antijenlerindeki farklihk allel genlerin farkhligindan
olusmaktadir. HLA fetiiste, 6. haftadan itibaren olugmaktadir %°.

HLA klinik uygulamalarda olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle;

- Kemik iligi ve organ transplantasyonlarinda donér-alici uygunlugunu aragtirmada,
- Trombositopenik hastalarda donér uygunlugunu arastirmada,
- HLA ligkili hastaliklarin genetik analizinde,

- Antropolojik arastirmalarda toplumlarin kokleri ve gogleri ile ilgili caligmalarda,



Adli incelemelerde, dzellikle paternite aragtirmalarinda HLA ile ilgili testler siklikla
yap11maktad1r29’3°.

2.3.1. HLA Kompleksinin Genetik Organizasyonu
HLA genetik kompleksi, 6. kromozomun kisa kolunda (6p21.3) lokalize olmustur.

100°den fazla gen igermektedir. Kompleks 4 major genden olugmaktadir; HLA A, HLA
B, HLA C ve HLA D*"?®. Sekil 2.4’de HLA antijen sistemi goriilmekte.

Sentromer Kromozom 6
«—

Smif 2 Smif 3 Smif 1

HLA-DP HLA-DQ HLADR C,Cs TNFo TNFB HLA-B HLA-C HLA-A
Sekil 2.4. HLA antijen sistemi (MHC gen bolgesi).

HLA genleri 3 grupta toplanmaktadur;

1-

Simf 1 antijenleri: Klasik doku uygunluk kompleksini olugturan bu genler; HLA-
A B,C lokuslan ile nonklasik sinif I genleri olan HLA -E, -F, -G, birka¢ psddogen
ve diger fonksiyonu tammlanmamig genleri igerir. Bu grup antijenler bir agir o
zinciri ve bir hafif B zincirinin nonkovalant baglanmastyla olusan heterodimerlerdir.
o zinciri HLA genlerinde polimorfik glikoproteinleri kodlamaktadir. Bir NH2-
terminal ekstra seliller hidrofilik bolge, bir hidrofobik transmembran bolge ve bir
hidrofilik intraseliiler bélge, COOH- ucundan olusur. o zinciri birbirlerine disiilfid
bagiyla baglh o, oz, a3 zincirlerinden olugmaktadir. B zinciri B, mikroglobuline

homologdur®*'

. Molekiilin N ucunda o; ve oy birimlerindeki aminoasit (aa)
siralanmalarindaki farkhiliklar genetik ¢esitliligi yani polimorfizmi olusturur.
Hiicrelerdeki makrofajlar ve T lenfositlerin immiinolojik fonksiyonlarindan dolay:
Simf I molekiilleri serolojik olarak tesbit edilebilmektedirier™=".

Suuf II antijenleri: Bu grup HLA DR, DQ ve DP lokuslarim igermektedir. Bu
antijenler ilk tammlandiklarinda HLA-D olarak adlandirilmiglar, daha sonra farkh
antijenler bulununca D ile ilgili anlaminda HLA-DR (D related) olarak, alfabetik

uyum agisindan da bu bolgedeki diger farkli antijenlerde HLADQ ve HLADP olarak




adlandirilmiglardir. Sinif II molekiilii hiicre membram boyunca uzanan 2 polipeptid
zincir (o ve ) igermektedir. Bu grup antijenler, Simf I’den farkh olarak
ekstraseliiler bolgesinde o zinciri sadece 2 bolim (o, o) igermektedir (Sekil 2.4).
Peptid haritalama caligmalar1 Simf IT molekilindeki  hafif zincirinin o agir
zincirinden daha polimorfik oldugunu gostermistir’™>!. Simif II antijenleri mixed
lenfosit reaksiyomu (MLR), primed lenfosit test (PLT) ve serolojik tekniklerle
tamimlanabilmektedirler. Simuf I ve Smuf II molekillerinin fonksiyonu T
hiicrelerinde bulunan ve protein antijenlerinin intraseliler degredasyonu ile agiga
¢tkan peptid fragmentlerini baglamaktir. Simf I ve Simf II protein molekiilleri
birbirleriyle ortak paylagtiklari aminoasit sekanslanyla benzerlik gostermektedirler.
Bununla birlikte molekiiliin kiigiik segmentlerindeki aminoasit rezidilerinde
farkliliklar vardir. Bu bolgeler HLA molekiillerinde ve antijen 6zelliklerinde kisisel

cesitliligi (polimorfizm) olusturmaktadir®® (Sekil 2.5).

plazma membran

sitoplazma

Sekil 2.5. HLA Simf 2 antijeninin yapisi®~.

3- Simf III antijenleri: Bir dizi suda ¢ozinir protein kodlayan genler dizisinden olusan
gruptur. C2, C4, 21-OH, faktor B, timor nekrozis faktor (TNF), heat shock protein
(Hsp 70) genlerini icermektedir *3%3.

Sinif II gen grubu icinde olan DQ antijeninin alfa alt tnitesini kodlayan gen

(HLADQAL) ¢ok yiiksek polimorfizm gostermektedir. DNA diizeyinde DQ alt bolgesi



2 ¢ift A ve B geni igerir. DQA2 ve DQB2 olarak bildirilen ¢ift psédogen olup iriin
kodlamaz. Diger ¢ift DQA1ve DQB1’dir ve DQaf8 molekiiliiniin sentezini saglar.

HLADQAL lokusunda yaygin olarak gozlenen 4 major allel (1, 2, 3, 4)ile 1 ve 4
allellerinin subtipleri (1.1, 1.2, 1.3, 4.1, 4.2, 4.3) olmak uzere toplam 8 allel
tammlanmistir. Bu alleller 242 bp’lik bolgede (2 ve 4 allelleri 239 bp’de) lokalize
olmustur. Popiilasyon ¢aligmalarinda 21 farkli genotip tespit edilmistir 3436

HLA genleri bir set sikica bagh kodominant (her haplotipin timilyle ifade
olmasi) olarak kalitlanan bir grup icermektedir. Buradaki siki baglantili deyimi, bu
bolgede ¢ok seyrek rekombinasyon olur anlamindadir. Bu grup genler, haplotipler
olarak adlandinlmaktadirlar. Her bir birey bir maternal bir paternal HLA haplotipi
icermektedir. Iki kardegin ayni1 haplotipe sahip olma sanst %25°tir*®.

HLADQ lokusunun ikinci exonunda lokalize olan allelik ¢esitlilik ile olusan
genetik polimorfizm, PCR amplifikasyonu ve allel spesifik oligoniikleotid (ASO)

problarnm hibridizasyonu ile analiz edilebilmektedir®’.

2.3.2. Isimlendirme

MHC’deki antijen, gen, lokus ve allellerin terminolojisi Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) HLA isimlendirme komitesi tarafindan standardize edilmektedir. Tanimlanan
yeni genler, alleller ve serolojik 6zellikleri bu komite tarafindan rapor edilmektedir.
Siif I ve Simf I genlerinin en son rapor edilen allel sayis1 900’ diir®.

Isimlendirmede A ve B harfleri a ve B zincirlerini ifade etmektedir. A ve B’yi
takip eden sayi, lokustaki o veya B zincirlerinin sayisini gostermektedir. Ornegin
DQA1, DQB1, DQA2, DQB2.

WHO HLA isimlendirme komitesi 1990 yilinda HLA isimlendirmesini
degistirmistir. DQa lokusu DQAI1 olarak bilinmektedir. Dxa olarak bilinen homolog
lokus DQA2 olarak isimlendirilmigtir. Eski lokus dizeni (DQA1l) ise
degistirilmemistir3 ® WHO tarafindan diizenlenen isimlendirme ¢izelge 2.3°de

gosterilmigtir.
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Cizelge 2.3. WHO isimlendirmesi *°.

2. 4. PolyMarker Sistemi (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8, GC)

2. 4. 1. LDLR: Diusik dansiteli lipoprotein reseptoérii olarak bilinen gen 19.
Kromozomun kisa kolunda (19p13.1-13.3) lokalize olmustur. LDLR, 839 aa’den olusan
bir transmembran glikoproteinidir ve LDL (low density lipoprotein) tasinmasinda gérev
alir. LDLR kolesterol homeostazisinde onemli bir rol oynamaktadir®. 45 kb
uzunlugundadir ve 6 fonksiyonel proteini kodlayan 18 exon igerir (Sekil 2.6)**.
Bunlar:

- Exon 1: Isaret (signal) sekansi,

- Exon 2-6: Baglayici baglar ( ligand binding domain) sekansi,

- Exon 7-14: Epidermal growth factor (EGF) precursor homolog sekansi ,

- Exon 15: O-bagh seker sekansi,

- Exonl6+ exon 17°nin 5” ucu: Transmembran sekansi,

- Exon 17’nin 3’ ucu + Exon 18: Sitoplazmik sekans.

LDLR genindeki bir mutasyon ailesel hiperkolesterolemi  (Familial
hypercholesterolemia (FH)) hastaligina neden olmaktadir. Bu mutasyon ilk defa
1973’de tamimlanmigtir. FH klinik olarak plazma LDL-kolesterol konsantrasyonunun
yukselmesi, ksantoma, arkus kornea ve erken koroner kalp hastalii ile karakterize
otozomal dominant kalitimsal hastaliklardan bir tanesidir*>°.

Giinimiize kadar LDLR geninde 920 mutasyon tesbit edilmistir. cDNA seviyesinde

mutasyonlarin 840 tanesi nokta mutasyonudur ve dagilimi su sekildedir; 610 yer
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degistirme, 121 kiigiik delesyonlar, 53 kiigiik insersiyonlar veya duplikasyonlar. Protein
diizeyindeki mutasyonlarin dagilimi ise su sekildedir; 507 missense mutasyon, 103
nonsense mutasyon, 139 premature stop kodons, 35 smurli aa delesyon veya
insersiyonu. Promoterde sadece 7 mutasyon (%1) bulunmustur’’. LDLR genindeki
mutasyonlar 5 sinifa ayrilmigtir. Bunlar: |

Sinif 1: Mutasyonlar endoplazmik retikulumda reseptor sentezini bozmaktadir.

Smif 2: Mutasyonlar golgi kompleksinde transportu engellerler.

Smif 3: Mutasyonlar hiicre yiizeyine taginan protein uretilmesini engellemezler,
fakat LDL’ye baglanmay: engellerler.

Smif 4: Mutasyon sonucu meydan gelen proteinler hiicrelerdeki LDL’ye
baglanmazlar.

Simif 5: Mutasyonlar endozomdaki baglar ve reseptor iligkili asite bagh iligkiyi
engellerler.

LDLR nin polimorfik 6zellik gosteren 2 alleli tammlanmistir; allel —A ve allel -B
41

Sigownd baghay ‘ eksonior
P 3
57 ﬂ‘ag
EEF prefeliesiy
oenoieg S g
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O-badh
gedany pinciri o
&5
Travsmembeon - N
bilgesi - .
Sitoplozmik 7
Sitopionmi . < E o
w  eyatein
eHoe ~ s 5
COK o
e

o, seker zineiri
Sekil 2.6. LDLR nin yapisi**.
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2. 4. 2. GYPA: Glikoporinler olarak adlandirilan ve glikoproteinden zengin 4 sialik
asitden (Glikoporin A, B, C ve D) olusan proteinler grubu total eritrosit membran
proteinlerinin yaklagtk %2’sini olugturmaktadir. Yapisindaki yiksek derecede
glikozilasyondan dolayi1 GYPA eritrositlerdeki sialik asitin yaklagtk %70’ini
tagimaktadir. Glikoporin B ve C 72 ve 128 rezidiiden olusan farkli polipeptidler
icermektedirler. 4. kromozomda g28-31 bandinda lokalize olan GYPA 131 aa
rezidiisinden olugsmaktadir ve MN kan grup antijenleri, peptid antijenleri ve karbohidrat
antijenlerini tagimaktadir. Polimorfik farkhilik birinci ve besinci aminoasitlerdeki
degisiklikten (M, Ser' Gly’; N, Leu’ Glu®) dolay1 olugmaktadir (Sekil 2.7)°*>*,

GYPA lokusunun analizi sadece adli amagl c¢aligmalar ve antropolojik
aragtirmalarda degil, klinik tam ve o6zellikle molekiiler gelisim genetiginde de
onemlidir. Yapilan aragtuwmalarda ataksi telenjektazi, paroksimal nokturnal
hemoglobiniiri, hematolojik proliferatif hastalik, aplastik anemi hastalarinda ve kanser
kemoterapisi ve radyoterapisi alan hastalarda GYPA lokusunda somatik mutasyonlar
tesbit edilmistir>>.

GYPA lokusunda Afrika kokenli Amerikali populasyonunda goriilen A’ alleli ile
birlikte toplam 3 alleli vardir. Fakat, striplerde ayinm: yapilamadigindan 2 allel

tamimlanmgtir; —A ve _R3055-58
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Sekil 2.7. GYPA mm yapist™.

2. 4. 3. HBGG: Hemoglobin (hb), eritrositlerde bulunan ve demir igeren bir
proteindir. Gorevi akciger ve diger organlar arasinda oksijen tagimaktir. Hemoglobin
molekiilii, hem grubu tagtyan birbirlerine nonkovalent 2 polipeptid zincir igerir; o
zinciri ve-non o zincir (B, v, 8)°*".

a- o zinciri: o zincir olusumu embriyogenezin erken doneminde tamamlanmaktadir. o
zincir 141 aa rezidiisii igermektedir.
b- Non o zinciri (B, v, 8): Non o zincirlerinin herbiri 146 aa rezidiisi igermektedir.

- P zinciri normal erigkin hb’de (HbA (02f8,) bulunmaktadir.

- v zinciri fetal hb’i (HbF (02y2)) olusturur. HbF nin vy zinciri B zincirinden 39 aa

rezidiisii ile farklidir.

- 8 zinciri HbA,; (HbA; (0202)) olusturur.

HBGG 11. Kromozom iizerinde lokalize olmustur. 5 tane beta like globin gen kodlayan
bolge igerir:
5’-epsilon-G-gamma-A-gamma-delta-beta-3>.  Sekil 2.8’de beta globin geni

gosterilmektedir®.
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HBGG lokusunun 3 alleli tammlanmstir, allel -A, allel -B, allel -C.

gamma
epsilon delta beta

HbA2 HbA

Sekil 2.8. Kromozom 11 iizerindeki beta globin geni 2.

2. 4. 4. D7S8: D7S8 lokusu 7. kromozom iizerinde (7q22-q31.1) lokalize
olmugstur. 7. kromozomun yaklagik 3000-3500 gen igerdigi ve 25’den fazla hastalik
geninin lokalize oldugu belirtilmektedir. D7S8 bolgesi 6zellikle prenatal tamda siklikla
tercih edilen bir markerdir. Bu kromozom iizerindeki bir mutasyon, kistik fibrozis
denilen otozomal resesif bir hastalia neden olmaktadir. Bu hastalikta klor iyonlarinin
transportundaki defekt ile 6zellikle akciger ve pankreas sekresyonlar koyulagir63°®.
D7S8’in allel -A ve allel -B olarak bilinen 2 alleli tanimlanmugtir.

2. 4. 5. GC: Serum alfa-2-globulin olarak adlandirilan GC’nin polimorfik
ozelligi ilk defa 1959°da Hirschfeld tarafindan tammlanmugtir. Ayni yil, plazma
proteinlerinden vitamin D baglayan alfa- globulinin de tanmimlanmasiyla, bu 2 proteinin
ayni oldugu gésterilmistir. Bu nedenle grup spesifik komponentleri vitamin D baglayan
protein olarak da bilinmektedir. Grup spesifik komponentleri, 4. Kromozom tizerinde
(4q11-q13) albumin ve alfa-fetoprotein genleri ile birlikte lokalize olmugtur. GC geni
13 ekson igermektedir. GC’nin 3 alleli tanimlanmugtir; -A, -B, -C %+,

Cizelge 2.4°de HLADQA1 ve PM lokuslarinin kromozomal lokalizasyonu, PCR

tirininin biyikligi ve 6 lokusun her birinin allel sayis1 gosterilmektedir™.
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Cizelge 2.4. HLADQA1 ve PM lokuslarinin kromozomal lokasyonu™.

2. 5. Tiplendirmede Kullamlan Yéntemler

2. 5. 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Polimeraz zincir reaksiyonu, kisa bir tammla hedef gen dizisinin ¢ogaltiimasidir.
1985°de Saiki et all tarafindan bulunmasindan itibaren Adli Bilimlerde olduk¢a sik
kullamlan bir yontem olmustur. 3 basamaktan olusmaktadir:

- Denatiirasyon; DNA ¢ift iplikciginin 90-95°C’de 1s1 ile denatiire olarak birbirinden
ayrilmasi,

- Primer annealing; Primerlerin 54-55°C’de templat DNA’ya yapismast,

- Uzama; DNA polimeraz enzim yardimiyla templat DNA’ya komplementer olarak
uzamasi (72-75°C’de) >,

Bu islem 20-30 kez tekrar eder. Tiim doéngiilerin tamamlanmasindan sonra
milyonlarca kopya olusur (Sekil.2.9)*%.

PCR’1n etkisi Taq polimeraz ile kuvvetlendirilmektedir. Taq polimeraz Thermus
aquaticus’tan elde edilmektedir. Digiik hata oram elde etmek i¢in 10.000 niikleotid de

bir konulur. PCR i¢in 25 ng insan DNA’s1 yeterlidir.
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PCR ile ¢ok az miktarlarda veya degrade olmus, fiziksel ve geVresel etmenlere
maruz kalmig, eski orneklerde de sonug alinabilmektedir. Ayrica PCR, hedef dizinin
istenilen miktarlarda g¢ogaltilabilmesi nedeniyle adli bilimlerde tercih nedeni

71-7
olmaktadir’"™",

AL

Sekil 2.9. PCR’mn sematik sunumu’,

2. 5. 2. Allele Ozgii Oligoniikleotid Hibridizasyonu (ASO):

Allele 6zgi oligoniikleotid problarla hibridizasyon single baz mutasyonlariyla
olusan sickle cell anemi, a-1 antitripsin noksanligi ve B talasemi gibi genetik
hastaliklarin analizinde ve polimorfizmlerin tayininde oldukga sik kullanilmaktadir’”%*.

Bu yontemle, HLADQA1 ve PM sistemleri tamimlanabilmektedir. ASO sadece
| eslesmesi gereken dizine yapigmaktadir. Yontemin duyarlihigim, ozgunliguni ve
basitlifini arttirmak igin hibridizasyondan énce galigilan lokuslarin 6zgiin bolgesini
enzim kullanarak gogaltabilmek amaciyla PCR kullanilmaktadir.

PCR’a dayali olarak yapilan ASO hibridizasyonunda ornekteki hedef dizin
¢ogaltilarak test edilmektedir. Allele 6zgii oligoniikieotidler naylon membran iizerine
immobilize edilmektedir. Membran iizerine sabitlestirilmis ASO problar ile ¢ogaltilan

PCR driinleri hibridize edildikten sonra streptavidin horseradish peroksidaz konjuge
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biotin ile igaretli PCR uriinlerine baglamr. Olugan renksiz kompleksin kromojen
soliisyonu muamelesi ile ilgili alleler mavi renge doniismektedir (Sekil 2.10)%7.
Dotlarda gorillen renk degigikligi lokuslarin allel sayisimi gostermektedir.
HLADQA1’de 1 dotunda renk degisikligi varsa 1 alelli, 2 dotunda varsa 2 alelli
oldugunu gostermektedir. 1.1, 1.2, 1.3 subtipleri de 1 allelinin igindeki varyasyonlan
gostermektedir. Amplifiye DNA striplerdeki blotlara baglanir. Her bir prob blot strip
tizerinde spesifik bir dot da bulunur. Bu nedenle, bu yonteme dot-blot yontemi

denilmektedir.

renksiz substrat

Streptavidin-Horse R adish Peroxidase [HRP-SA]
Enzim Konjugat

— Amplifive DNA

immobiiize ASO Problan

Naylon membran

Sekil 2.10. ASO ile hibridizasyonun sematize edilmesi®.

2. 6. Striplerdeki Sonuclarin yorumlanmasz:

AmpliType PM+DQA1 stripleri iizerindeki noktalarin mavi renk olmasi
omeklerin igindeki PM ve DQAL allellerini gostermektedir. Prob striplerin iizerindeki
S ve C noktalann kontrol noktalaridir. Hibridizasyonun sonunda S ve C noktalarinin
mavi renk olmasi gerekmektedir. Eger S ve C noktalar1 mavi renge doniigmemiglerse
deneyin tekrarlanmas: gerekmektedir. Strip tzerindeki diger noktalarin da S ve C
noktalarindan daha koyu mavi renkte olmalan gerekmektedir. S ve C noktalarindan

daha agik renkte mavi renk olugumu ise DNA kontaminasyonunu veya fazla miktardaki
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DNA nedeniyle cross hibridizasyon meydana geldigini gostermektedir. Eger S ve C

noktalarinda mavi renk olusmamigsa diger lokuslarin tiplendirilmesi yapilamaz.
AmpliType HLADQA1 DNA prob striplerindeki noktalar ve gosterdikleri alleler:

1 noktasindaki pozitiflik HLADQAI1 1.1, 1.2 ve 1.3 allelerinin varlifim gosterir
2 noktasindaki pozitiflik sadece HLADQA1 2 allelinin varligin1 gosterir,

3 noktasindaki pozitiflik sadece HLADQALI1 3 allelinin varlifini gosterir,

4 noktasindaki pozitiflik HLADQALI 4.1, 4.2 ve 4.3 allelerinin varhifin gosterir,
1.1 noktasindaki pozitiflik sadece HLADQALI 1.1 allelinin varligin1 gosterir,

1.2, 1.3, 4 noktasindaki pozitiflik HLADQAI 1.2, 1.3, 4.1, 4.2 ve 4.3 allellerinin
varligim gosterir,

1.3 noktasindaki pozitiflik sadece HLADQAI1 1.3 allelinin varligini gosterir,

All but 1.3 noktasindaki pozitiflik HLADQA1 1.3 ailelinin haricindeki allellerin
varh@ini gosterir. Bu prob 1.2, 1.3 genotipini 1.3, 1.3 genotipinden ayirmaya
yaramaktadir.

4.1 noktasindaki pozitiflik sadece HLADQALI 4.1 allelinin varligim gosterir,

42, 4.3 noktasindaki pozitiflik HLADQA1 4.2 ve 4.3 allellerinin varhigim
gosterir.

®

1.2 Al
20 30 ‘@ Ce 1@ 13@ 130 ,,@4® ;50
4 13 '

HLADGAT 1.1, 41

Sekil 2.11.a. HLADQAI 1.1, 4.1.

. alleler:

AmpliType PM DNA prob stiplerinin iizerindeki noktalar ve gosterdikleri

A noktasindaki pozitiflik her bir lokustaki A allelinin varhigim gosterir,
B noktasindaki pozitiflik her bir lokustaki B allelinin varligim gosterir,
C noktasmdaki pozitifik HBGG ve GC Iokuslarindaki C allelinin varhigim

gosterir.

LDLR, GYPA ve D7S8 i¢in 3 genotip olasidir; AA, BB ve AB.
HBGG ve GC igin ise 6 genotip olasidir; AA, BB, CC, AB, AC ve BC”.

19



LDLR GYPA HBGG D758 GC
S@|aotBe A@ B® Ag@ B C@| @ B@ AO Bg CO

LDLR BB, GYPA AR HBGG AL, D758 AB, GC BB

Sekil 2.11.b. LDLR BB, GYPA AB, HBGG AC, D7S8 AB, GC BB,

2. 7. AmpliType PM+HLADQAT1 Sistemlerinin Adli Amach Kullanimi

HLADQA1 ve polymarkerlar gesitli viicut doku ve sivilarinda ( kan, kan lekesi,
tikrik, semen, vaginal sekresyon, kemik, kil, vb) gt‘)sterilebilmektedir%.
- Olumsuz c¢evre sartlarina, uzun sireli giines 15181, mikroorganizmalar, evdeki
kimyasallar, vb maruz birakilmig kan lekelerinden AmpliType sistemleri ile sonug
alinabilmektedir’”. Mizuno et all tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 22 yil oda 1s1sinda
saklanan kan lekelerinden tiplendirme yapilabildigi rapor edilmistir’®.
- Semen ve vaginal siiriintii 6rnekleri: Roy ve Reynolds tarafindan yapilan bir ¢aligmada
17 aylik semen smear, pap smear ve postkoital érneklerden HLADQA1 ve PM
tiplendirmesi yapilabildigi rapor edilmistir. Semen-vaginal sekresyon, semen-tiikiiriik,
semen - kan, semen - idrar, semen — kan - vaginal sekresyon gibi karigmig 6rneklerde de
reverse-dot blot ile tiplendirme yapilabilmektedir’®” .
- Idrarda yapilan galigmalar: Idrar adli amagh incelemelerde onemli olan eritrosit,
lokosit, epitelyal hiicreler gibi komponentleri igermektedir. Erkek idrarlarinda bazen
spermatozoaya da rastlanmaktadir. HLADQA1 ve PM tiplendirmelerinde daha 6nceki
caligmalarda yaklagik 30mL idrar ile sonu¢ alinabilmekte iken, yeni gelistirilen
yontemlerle 1 mL idrar 6rneginden tiplendirme yapilabildigi belirtilmektedir. Sodyum
azid (%0.25), sodyum florid (%1°lik) gibi koruyucular eklenmis idrar drnekleri +4°C ile
-20°C’de 30 giin saklanabilmektedir. —80°C’de saklanan 6 aylik idrar orneklerinde
tiplendirme yapilabildigi belirtilmektedir. Amplifiye 6rnekler tiplendirme yapilana
kadar —70°C’de saklanmas: gerekmektedir. Idrardan izole edilen DNA 6rnekleri ~20°C’
de bir yil saklanabilmektedir'>%%%!.
- Disler ve iskelet kalintilari: Ugak kazalar1 gibi toplu oliimlerde digler, kemikler ve
doku pargalart gibi insan kalintilarindan tiplendirme yapilabilmektedir. Postmortem
dayamklilig1 nedeniyle de disler ve kemikler adli amacgh analizler i¢in tercih edilen

materyallerdendir. Tahir et all’un yaptiklart bir caligmada, 27 yil once gomiilen bir
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kiginin cesedinden alinan kemik, dis ve tirnaktan DNA ekstrakte edilerek HLADQAL1
ve PM tiplendirme yapilabildigi belirtilmektedir®*,
- Kil: Killar olay yerinde siklikla bulunan biyolojik materyallerdendir. Saklanmas: ve
korunmasi diger biyolojik orneklere gore daha sorunsuz oldufu i¢in ozellikle adli
antropologlar tarafindan da tercih edilmektedir. Tek bir kil pargasindan dahi HLADQA1
ve PM tiplendirmesi yapilabilmektedir®*.
. - Fetal materyal: Prenatal tam1 amagh caligmalarda amniyosentez ve koryonik villus
ornekleri kullamlmaktadir. Adli Bilimlerde de bu materyallerden kimliklendirme ve
paternite amagh olarak yararlamlmaktadir. Ancak amniyosentez ve koryonik villus
biyopsisi anne ve fetiis igin riskli oldugu i¢in giniimiizde non-invaziv tekniklerin
arayigina gidilmistir. Annenin periferik kaninda rastlanan trofoblastlar, ¢ekirdekli
eritrositler, lenfositler ve graniilositler gibi fetal hiicreler bu amagla aragtirilmstir.
Cekirdekli eritrositler en ¢ok tercih edilen fetal hiicrelerdendir. Adli amagl
caligmalarda gestasyonun 13-36. hafta arasi olan gebelerden alinan periferik kandan
izole edilen gekirdekli eritrositlerden bebege ait HLADQA1 ve polymarker lokuslarinin
tiplendirilebilecegi belirtilmektedir™.
- Dokular: Formalin en sik kullanilan fiksatiflerdendir. Yapilan ¢aligmalaria formalinli
ortamda amino grubuyla purin ve pirimidin bazlan arasindaki metil kopriilerinin
etkilendigi bu nedenle ¢ift iplikgikli DNA inhibe olacag: icin DNA analizi yapilacak
dokularin formalinli ortama konulmamas: gerektigi, en uygun fiksatifin %95’lik etanol
oldugu belirtilmektedirr DNA c¢aligmalarinda fiksasyonun siiresi ¢aligmalan
etkilemektedir. Yapilacak DNA c¢aligmalarinda formalinle fiksasyonun siiresinin 3
ginden az olmasi oOnerilmektedir. HLADQa ve PM ile ilgili yapilan galigmalarda
formalinle fixe edilmis dokular ve formalinle fikse edilip parafine gomiilen dokularda
tiplendirme yapilabildigi belirtilmektedir B

1900’1 yillarda kan gruplamas: ile baglayan galigmalara polimorfik eritrosit
enzimleri ve serum proteinleri eklenmis, daha sonra da DNA ¢aligmalarina baglanmustir.
Yapilan ¢aligmalarla 2500’ den fazla polimorfik lokus tesbit edilmisgtir.

Lokuslarin adli etkinlik degerleri incelendiginde HLADQAT1 lokusu i¢in ayrim
giicii %92 olarak belirtilmektedir. Bu sonuglar paternite ve kimliklendirme igin

bildirilen %90’1n tizerindeki ayrim giiciine ulagildigim géstermektedir. HLADQAI1 ve

T8, a,;gfjv EXOERETIN wuguLy

ARTHQY, 1
! /U“‘ i ?g{m
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PM lokuslarinin ayirm giicii kisilerin etnik kokenlerine gore %99.93-%99.98 olarak
belirtilmektedir’.

AmpliType PM+HLADQ1 sistemlerinin deneysel ve adli olgu analizlerinde
gecerligini aragtirmak amaciyla ¢ok sayida c¢aligma yapilmigtir. Sonuglar hizhi, kolay,
giivenilir profillendirme yapilabildigini ve bu alt1 sistemin kombinasyonu ile olusturulan
ayrim glcunin yiksek oldugunu gostermektedir. Ancak ayrim giict, belirtilen
lokuslarn ilgili popiilasyonda yapilacak olan allel frekans dagilimlarinin aragtinimasi

sonucu hesaplanabilmektedir’™.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu g¢aligmada; Cukurova Bélgesinde yasayan, rastgele segilen ve aralarinda
akrabalik iligkisi bulunmayan 100 saglikli gonillii vericiden yazili izin alinarak,
HLADQA1 ve polymarker (LDLR, GYPA, HBGG, D788, GC) Ilokuslarinin
tiplendirilmeleri yapildi.

Alman ventz kan Ornekleri EDTA’li tiplere alinarak saklandi. DNA
ékstraksiyonunda ticari olarak elde edilen High Pure DNA Purification Kit (Roche)
kullanildi. %4’lik agaroz jelde kontol edilen amplifikasyon triinlerinin kit protokoline
uygun sekilde hibridizasyonu ve renklendirmesi gergeklestirildi. Tiplendirme
sonucunda da istatistiki hesaplamalar yapildi. Bu c¢aligmanin gergeklestirilmesi igin
SBE 2002- D24 no’lu proje ile C.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nden parasal
destek alind1.

Form 3.1’de Riza ve Bilgilendirme Formu gorilmektedir.
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Form 3.1. Vericileri bilgilendirme ve riza formu.

BILGILENDIRME FORMU

Bu ¢aligmanin amaci Cukurova Bolgesinde HLADQAT1 ve polymarker (LDLR,
GYPA, HBGG, D788, GC) lokuslarinin allel frekans dagilimlarini ortaya koymaktir.

Goniilli olarak katilacak kisilerden 2 cc vendéz kan almmarak bu polimorfik
sistemlerin allel fenotipleri belirlenecektir. Bu g¢aligmada elde edilecek bilgiler ile
Cukurova Bolgesinde bu sistemlerin allel frekans dagilimlar1 saptanabilecektir. Elde
edilen sonuglar Adli Tip Anabilim Dalt’nca yapilacak galigmalarda kisilerin ad, soyad
veya onlarn1 tamtici herhangi bir isaret belirtilmeden veri olarak kullamlabilecektir.
Sonugclar galigmaya katilan kigilere istedikleri takdirde yazili olarak bildirilecektir.

Kan alma iglemi oncesi bu ¢aligmaya goniillii olarak katilmak istediginize dair

riza formunu imzalamamz gerekmektedir.

RIZA FORMU

Asagida imzas1 bulunan ben Cukurova Bolgesinde HLADQAI1 ve polymarker
(LDLR, GYPA, HBGG, D7S8, GC) lokuslarinin allel frekans dagilimlari galismasi
hakkinda tam olarak bilgi aldim.

Bu bilgileri aldiktan sonra bu g¢aligmaya gonillii olarak katildigimi beyan
ederim.

Gonillinin Adi ve Soyadi: Tarih
Yasi: Imza:

Bilgi i¢in:
C.U. Tip Fak. Adli Tip ABD
TIf: 3386060/ 3429
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. 1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler:

. 1. 1. Deneylerde Kullanilan Arag ve Gerecler:

Termocycler Cihazi: GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems,
Santrifiij Cihazi: Dakikada maksimum 5500 devir hizina ulasan, 12 tiipe uygun
bashkli, zaman ve hiz ayar gostergeli santrifiij cihazi. Hettich Universal 30 F
Mikrosantrifiij Cihazi: Eppendorf tiiplerin santrifigasyonuna uygun rotor baghg
bulunan ve 15000 devir/dakika hiza ulasabilen mikrosantrifiij cihazi. Hettich
EBAI12,

Su Banyosu (Elektro mag KB6),

Elektroforez Tanki (Maxicell EC360M),

Gii¢ Kaynag: (Bio-Rad, Power PAC 3000),

UV Transilluminator (Vilber Lourmat),

Vortex (Elektro-mag M16),

Calkalayic1 (KS125 basic, IKA labortechnik),

Analitik Terazi ( Ohause TP200S),

Buzdolab1 (AEG),

Derin Dondurucu (Bosch GSD2616ID),

PH Metre (Hanna HI9321),

Etiv (Memmert),

Eppendorf tupleri: Istya dayanikli malzemeden yapilmg, 0.5 mL, 1 mL ve 1.5
mL hacim kapasiteli,

Pipet ucu: 10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 ul’lik DNAs, RNAs free, steril filtreli
pipet uglar,

Mikropipet: Costar, pipetman,

Tray

3. 1. 2. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler:

Proteinaz K (Boehringer 745723),

Tris Baz [Tris(hydroxymethyl)aminomethane] (Sigma T-1503),
Etilendiamintetraasetik asit dihidrat tuzu (CqoH14N2OsNa, 2H,0) (Sigma E-
5134),

Sodyum Klorir (NaCl) ( Merck ),
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Etidyum bromid (Merck 111608),

Sodyum fosfat monobasic monohidrat (NaH,PO4.H,0) (Merck 106345),
Sodyum dodesil silfat (SDS) (Merck 822050),

Borik Asit (Sigma B-0252),

Bromfenol mavisi (3°,3°,5°,5%%- tetrabromophenolsulfonephtalein) (Sigma B-
8026),

Sitrik asit monohidrat (CsHgO7.H20) (Sigma C 4540),

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck 6462),

Agaroz (Merck 101236),

Trisodyum sitrat, dihydrate (Na;CsHs07.2H,0) (Merck 106432),

Gliserol (%87°lik) (Merck 104091),

Hidroklorik asit (HCI) (Merck 8280),

%35’lik Hidrojen peroksit (H,0,) (Merck 860010),

Isopropanol (2-propanol) (Riedel-deHaén 24137),

Etanol (%99.8’lik) (Riedel-deHaén 32221),

AmpliType PM+HLADQAI1 PCR Amplifikasyon ve Tiplendirme Kiti (Applied
Biosystem, Roche),

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche).

3. 1. 3. AmpliType PM+DQA1 PCR Amplifikasyon ve Tiplendirme Kitinin
Igindekiler

w

AmpliType PM PCR reaksiyon karigimi,
AmpliType PM Primer Set,

Kontrol DNA 1,

AmpliType PM DNA Prob Stripleri,
AmpliType HLADQA1 DNA Prob Stripleri,
Enzim Konjugat: HRP-SA,

Kromojen: TMB.

. 1. 4. High Pure PCR Template Preparation Kitinin Icindekiler

Proteinaz K,

Binding tampon,
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- Doku lize tamponu,

- Inhibitér removal tampon,
- Yikama tamponu,

- Elisyon tamponu,

- High Pure filtreli tiipler,

- Deney tiipleri.

3. 2. Deneylerde Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3. 2. 1. Kitte Bulunanlarin Hazirlanmasi:

- Kromojen: TMB (tetrametilbenzidin) soliisyonu: Buzdolabindan ¢ikarilan
kromojen oda 1sisina getirildi. Uzerine saf etil alkolden 30 mL eklenerek iyice
kanstirildi. Hazirlanan soliisyon buzdolabinda saklandi. (Saklama stiresi:6 ay)

- AmpliType PM reaksiyon karigimi: Buzdolabinda sakland:.

3. 2. 2. Kitte Bulunmayanlarin Hazirlanmasi
3. 2. 2. 1. Sitrat Tamponu (0,1 M Sodyum Sitrat, pH 5.0 1 L):
18.4 gr Trisodyum sitrat dihydrate (NazCsHsO7.2H,0) tizerine
800 mL distile su eklenip karigtirtldi.
Yaklagik 6 gr sitrik asit monohidrat (C¢HsO7.H,0) ile pH 5’e ayarlanarak final hacim
distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon hazirlandiktan sonra otoklavland.
3. 2. 2. 2. 20xSSPE tamponu (3.6 M NaCl, 200 mM NaH,P04H;0, 20 mM
EDTA, pH:7.4, 1 L)
7.4 gr disodyum etilendiamintetraasetik asit dihidrat (Na,EDTA.2H,0)
800 mL distile suda ¢6ziildi.
10 N sodyum hidroksit (NaOH) ile pH 6’ya ayarlandi.
210 gr NaCl ile 27.6 gr sodyum fosfat monobasic monohidrat (NaH,PO..H,0) eklendi.
10 N NaOH ile pH 7.4’e ayarlanarak final hacim 1 litreye tamamlandi.

3. 2. 2. 3. %20’lik Sodyum dodesil sulfat (SDS, 1 L) :

200 gr Ultrapure SDS ile

800 mL distile su kanstirilip, 37°C’de su banyosunda eritilerek 1 litreye tamamlandi.
3. 2. 2. 4. Hibridizasyon soliisyonu (5xSSPE, %0.5 SDS 1 L):
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250 mL 20xSSPE (bolum 3. 2. 2. 2’de hazirlanan),
25 mL %20 SDS (bolim 3. 2. 2. 3°de hazirlanan) ve
725 mL distile su kanstirildi. 37°C’de etiivde saklandi.

3. 2. 2. 5. Yikama soliisyonu (2.5xSSPE, %0.1 SDS, 2 L):
250 mL 20xSSPE (boliim 3. 2. 2. 2°de hazirlanan) ile
10 mL %20 SDS (bélim 3. 2. 2. 3’de hazirlanan),
1740 mL distile su eklenerek karigtirildi. 37°C’de etiivde saklandi.

3. 2. 2. 6. %3’lik Hidrojen Peroksit (H20; )(1 mL):
100 uL. %30’luk H,0; iizerine
900 uL distile su eklendi. Bu soliisyon 1giktan korunarak buzdolabinda sakland:.

3.2.2.7. 1 M Tris HC1 (pH:8.0, 1 L)
121.1 gr Tris Baz,
800 mL distile su ile karigtirilda.
Konsantre HCI ile pH 8’e ayarlanarak final hacim 1 L’ye tamamland1.

Daha sonra soliisyon otoklavlanarak oda isisinda sakland.

3.2.2.8.0.5 MEDTA (1L):
186.1 gr Na,;EDTA.2H,0 ,
800 mL distile su ile manyetik karigtiricida karistinldi.
Yaklagik 20 gr NaOH pelleti ile pH 8’¢ ayarlanarak final hacim 1 L’ye tamamland:.

Soliisyon otoklavlanarak oda 1s1sinda sakland:.

3.2.2.9.200 mM EDTA (10 mL):
4 mL 0.5 M disodyum EDTA (bolum 3. 2. 2. 8’de hazirlanan),
6 mL distile su eklenerek karigtirilda.

Solisyon otoklavlanarak buzdolabinda sakland:

3.2.2.10. 10xTBE (890 mM Tris, 890 mM Borik Asit, 20 mM EDTA, 1 L):
40 mL 0.5 M disodyum EDTA (bolim 3. 2. 2. 8’de hazirlanan),
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900 mL distile su ile kanigtirildi.
Bu soliisyona 108 gr tris baz ve 55 gr borik asit eklenerek magnetik kanstiricida

karigtirildi. Hacim 1 L’ye tamamlandi.

3. 2. 2. 11. Elektroforez yiiriitme tamponu, 0.5 xXTBE ( 44.5 mM Tris-borat, 1
mM EDTA, 1 L):
50 mL 10xTBE (boliim 3. 2. 2. 10’da hazirlanan),
950 mL distile su eklenerek karngtirildi.

3. 2. 2. 12. Gel loading buffer (%0.2 bromfenol mavisi, %50 gliserol, 20 mM tris
(pH 8), 2.5 mM EDTA):
0.1 gr bromfenol mavisi,
23.75 mL distile su iginde ¢ozdiiriilerek iki saat kadar karistiricinin iizerinde bekletildi.
Uzerine;
1 mL 1 M tris-HCI (pH 8) (boliim 3. 2. 2. 7°de hazirlanan),
0.25 mL 0.5 M disodyum EDTA (b6liim 3. 2. 2. 8’de hazirlanan) ve
25 mL gliserol karigtirildi. Soliisyon buzdolabinda saklandi.

3. 3. Deneyler
Caligmamizda gonillii vericilerden alinan 100 kan 6rnegi ¢alisildi. 2 cc vendz
kan ahnarak sterii EDTA’h cam tiiplerin igine aktarilip, her 6rnege bir protokol

numarast verildi. Hemen ¢aligilmayacak ornekler buzdolabina kaldirilds.

3. 3. 1. High Pure PCR Template Preparation Kit ile DNA Ekstraksiyonu

- Ependorf tiiplerin igine 200 pL kan, 200 pL binding tampon ve 40 pL proteinase
K karnstirilarak 10 dakika 72°C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra bu kanigima 100 pL isopropanol eklenerek iyice
kangtirild1.

- Daha sonra tiip igindekiler High Pure filtreli tiiplere aktarilarak 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

- Santrifiij sonras1 alt tiipler degistirilerek 500 pL inhibitor removal tampon
soliisyonu eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi.
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- Alt tupler degistirilerek 500 uL yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000
rpm’de santrifiij edildi.

- Tekrar alt tiipler degistirilerek yine 500 pL yikama tamponu eklenip 1 dakika
8000 rpm’de santrifij edildi.

- Kirli kalan 6rnekler igin yikama tamponu ile ekstra bir yikama daha yapildi.

- Alt tiipler degistirilerek 70°C’ye 1sitilan eliisyon tamponundan 200 uL eklenip
800 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiijden sonra ust tiipler atilarak alt tiiplerin igindekiler kapakli eppendorf

tiiplere aktarilarak amplifiye edilinceye kadar buzdolabinda sakland:.

3. 3. 2. Amplifikasyon
0.2 mL’lik eppendorf tiipleri 6rnek tiipti, negatif (-) kontrol tiipii, pozitif (+) kontrol

tiipii olarak isaretlendi. Tuplerin iglerine;

ornek tiipii (-) kontrol tﬁpﬁ (+) kontrol tiipii
PCR mix 40 uL 40 ulL 40 uL
Primer 40 pL 40 uL 40 uL
Distile su - 20 uL. -
Kontrol DNA - - 20 ul

ornek DNA 20 uL, - -

konularak elde edilen karigim vortexlendi. Daha sonra eppendorf tiipleri thermal
cycler cihazinin igine yerlestirildi. Thermal Cycler cihaz1 asagidaki parametrelere gore
ayarland1.

95°C’de 5 dak

95°C’de 30 sn

63°C’de 30 sn 32 dongii

72°C’de 30 sn

72°C’de 10 dak
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Amplifikasyondan hemen sonra Omneklerin tizerine 200mM EDTA
solisyonundan 5 pL eklenerek buzdolabina kaldirildi. (Sekil 3.1 Thermal Cycler cihazi)

Sekil 3.1. Thermal Cycler cihazi.

3. 3. 3. Agaroz Jelinin Hazirlanmasi

4 gr agaroz, 100 mL 0.5xTBE tamponu ile kanstirilarak su banyosunda
100°C’ye 1sitilarak eritildi. Daha sonra karisitm oda 1sisinda yaklagik olarak 55°C’ye
geldikten sonra iizerine 10 mg/mL etidyum bromid stok soliisyonundan 5 pL eklendi ve
tizerine kuyucuklari agmak icin tarak vyerlestirilen plaga dokiildii. Oda isisinda 20
dakika kadar bekletildikten sonra tarak jelden gikarild:.

3. 3. 4. Elektroforez ile Amplifikasyon Kontrolii

Elektroforez tankinin igine 0.5xTBE elektroforez yiiriitme soliisyonu konuldu.
Agaroz jel tankin igine yerlestirildi. Tampon soliisyonu jelin iizerini yaklagik olarak 2
mm kaplayacak sekilde ayarlandi. EDTA eklenmemis amplifiye 6rneklerden 10 pL
PCR dirini + 2 pL loading buffer alinarak agaroz jelinin igindeki kuyucuklarin igine
mikropipet ile pipetlendi. Ornekler jele aplike edildikten sonra tankin kapa: kapatilarak
elektrotlar gii¢ kaynagina baglandi. 120V 80 mA’de 6rnekler pozitif elektroda dogru
yuriyene kadar yaklamk 1 saat cahstinildi. Elektroforez sonrasi jel UV

transilluminatorde incelenerek bantlar gozlendi (Sekil 3.2). Bant gozlenen oOrnekler
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hibridizasyon igin c¢alisildi. Bant gozlenmeyen Orneklerin ekstraksiyon ve

amplifikasyonlar: tekrarland.

Sekil 3.2. Agaroz jelde bantlarmn gériiniimii. Soldan saga; pozitif kontrol, negatif kontrol, 6rnek
1,2,3,4,5.

3. 3. 5. DNA Hibridizasyonu
AmpliType DNA hibridizasyonu 3 adimli bir prosediirden olugsmaktadir;
- DNA prob striplerine amplifiye DNA’larin hibridizasyonu,
- Hibridize PCR iiriinlerine HRP-SA enzim konjugatin baglanmasi,
- PCR iiriinlerine bagl: olan non-spesifik tiriinlerin yikanarak uzaklastiriimas.
Renklendirme yikama adimindan sonra gergeklestirilmektedir”.
Gerekli ekipman ve aywraglar: HRP-SA enzim konjugat, kromojen (TMB solisyonu),
hibridizasyon soliisyonu, yikama soliisyonu, sitrat tamponu, %3’likk H,O,, AmpliType
DNA tiplendirme plagi, AmpliType PM DNA prob stripleri, AmpliType HLADQA1
DNA prob stripleri, su banyosu.
- Su banyosu 55°C’ye ayarlandi.
- Hibridizasyon ve yikama soliisyonu etiivde 1sitildu.
- AmpliType stripleri buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra oda 1sisinda bir siire
bekletildi.
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Stripler DNA tiplendirme plagina yerlestirildi.

Thermal Cycler 95°C’ye ayarlandi. Isinan cihaza amplifiye DNA’lar
yerlestirildi.

Omnek kullanilana kadar bu sicaklikta birakildi (3-5 dak).

Stripler DNA tiplendirme plaginin i¢ine yerlestirilerek tizerleri isaretlendi.

DNA tiplendirme plag: Gzerindeki strip bulunan kuyucuklara 3 mL isitilmig
hibridizasyon solisyonu konuldu.

Her bir 6rnek igin isaretli kuyucuklardaki striplere her stripin tamamen 1slanmig
olmasina dikkat ederek 20’ser mL amplifiye DNA 6rnegi eklendi.

Kalan amplifiye 6rnekler buzdolabinda saklandi.

Hibridizasyon i¢in su banyosunda 55°C’de 15 dakika (+2) bekletildi.
Hibridizasyon sonlanmadan 5 dakika 6nce enzim-konjugat soliisyonu hazirlandi.
Kullanilacak soliisyon miktari:

Strip sayist x 3.3 mL hibridizasyon soliisyonu,

Strip say1s1 x 27 pL enzim konjugat: HRP-SA olarak hesaplandi.

Hibridizasyon tamamlandiktan sonra plak kaldirild: ve siv1 bogaltildi.

Her kuyuya etiivde 1sitilan 5 mL yikama soliisyonu eklenerek hafifce ¢alkalayip
pastor pipeti ile soliisyon geri ¢ekilerek dokiilda.

Her kuyucuga 3 mL enzim-konjugat soliisyonu eklenerek su banyosunda
55°C’de S dakika tutuldu.

Siirenin sonunda plak kaldirildi ve kuyucuklardaki sivi ¢ekildi. Daha sonra 5 mL
yikama solitsyonu eklenerek 55°C’de 12 dakika tutuldu.

Siire sonunda kuyucuklardaki sivi gekilerek tekrar yikama soliisyonu eklendi ve

sivi bosaltild1.

3. 3. 6. Renklendirme

Her kuyuya 5 mL sitrat tamponu konuldu. Shaker tizerinde 5 dakika tutuldu. Bu
stire icinde renklendirme soliisyonu hazirland:

Strip sayis1 x 5 puL %3’lik HyO,

Strip say1s1 X 5 mL sitrat tamponu,

Strip say1s1 x 0.25 mL Kromojen: TMB soliisyonu.

33



Karnigim hazirlandiktan sonra 1giktan etkilenmemesi igin tiipiin etrafi aliminyum
folyo ile kapatildi.

Shaker tizerindeki plak alinarak igindeki sitrat tamponu bosaltildi.

Striplerin iizerine 5 mL enzim konjugat soliisyonu (hazirlanan renklendirme
soliisyonu) eklenerek 1giktan etkilenmemesi igin iizeri aliminyum folyo ile
kapatilip shaker iizerine konuldu (15-30°C, 50 rpm).

Ortalama 20-30 dakika i¢inde S ve C noktalarimin mavi renge donistiga
gozlendi.

Bazi striplerde 20 dakikanin altinda da renklenme goruldi. Bu durumda
renklenme izlenen stripler hemen plaktan ¢ikarlarak diger basamaklar
uygulandi.

Tim striplerdeki renklenme tamamlandiktan sonra kuyucuklardaki sivi bosaltilp
tzerlerine 5 mL distile su eklendi. Bu islem daha sonra olusabilecek
renklenmeyi 6nlemektedir.

Plak tekrar galkalayicinin iizerine alinarak 5-10 dakika bekletildi.

Plak tizerindeki striplerden sonuglar kaydedilerek fotograflandi. Sekil 3.3°de

ornek bir sonug goriilmekte.
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Sekil 3.3. Hibridizasyon sonrasinda striplerin gériiniimii: 52; LDLR AA, GYPA AB, HBGG BB, D7S8
AA, GC AC, 53, LDLR BB, GYPA BB, HBGG AA, D7S8 AB, GC AA, 54; LDLR AA, GYPA AA,
HBGG BB, D788 AA, GC CC, negatif kontrol, pozitif kontrol; LDLR BB, GYPA AB, HBGG AA, D7S8
AB, GCBB, 52; DQA1 3, 3, 53; DQAI1 1.1, 3, 54; DQA1 1.1,4.1.
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3. 4, Istatistiksel Hesaplamalar

Cahgilan lokusun adli amagli kimliklendirme ve babalik tayininde
kullanilabilmesi igin gozlenen ve beklenen frekanslarin Hardy-Weinberg dengesine
(HWD) uyumu, % testi ile kontrol edildi®. Adli etkinlik degerlerini 6lgmek i¢in allelik

diversity, ayirdetme giicii ve reddetme giicii degerleri hesapland *>°>%.

XZ — Z (G_B)Z
B

G: Gozlenen genotip sayisi.
B: Beklenen genotip sayisi.
Beklenen genotip frekansi: Homozigot genotipler igin ——»  p?
Heterozigot genotipler igin ——»  2pq
(p.q: j lokusundaki p ve q allellerinin frekanslar)
Beklenen genotip sayis.  Homozigot genotipler igin — 3 p°*Xn
Heterozigot genotipler icin —® 2pq X n

Allel frekansi:
X;=2XtYy;
2n

xi: 1 allelinin bulundugu homozigot genotip sayist.
yi: 1 allelinin bulundugu heterozigot genotip sayisi.

n: Toplam kisi sayist.

Serbestlik derecesi (df):

df = allel sayis1 x (allel sayisi — 1)
2
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Beklenen heterozigotluk oram (fi)

fi= (1-Xxij?) 20/ (2n-1)

formiilii ile hesapland:.

Adli etkinlik degerlerini 6lgmek igin allelik diversity, ayirdetme giicii ve
reddetme giicii degerleri hesaplandi.

Allelik diversity (h):

h=[1- x?] [n/ n-1]

xi: Allel frekans:.
n: Toplam kisi sayis1.

Ayrt etme giicii (PD):Fisher formiilii ile hesapland:.

PD=1-Yykj’

(ykj: j lokusundaki k genotipinin frekansi)
Reddetme giicii (PE);

PE=3 p; (I-p)*- % X T pp° (4- 3pi-3py)
i 1j#1

formuilleri kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR
Bu c¢ahiymada, Cukurova bolgesinde yasayan ve birbiri ile akrabalik iliskisi
bulunmayan 100 tane goniillii vericiden alinan kan 6rneklerinde HLADQA1 ve PM
(LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 ve Gc) lokuslar1 AmpliType PM+HLADQALI kiti ile

saptandt.

Cizelge 4.1. HLADQA1 ve PM lokuslarinda gozlenen gen sayilan ve yiizdeleri.

Gozlenen sayrn | %
HLADQA1 1.1 28 14
12 42 21
1.3 22 11
2 12 6
3 35 17.5
4.1 60 30
4.2/4.3 1 0.05
LDLR-A 67 8.93
-B 80 10.67
GYPA-A 81 10.8
-B 64 8.53
HBGG-A 65 8.67
-B 77 10.27
-C 5 0.67
D7S8 - A 90 12
-B 58 7.73
GC -A 42 5.6
-B 37 4.93
-C 84 11.2

Calisma sonuglarinin HWD’ne uyumu % ile test edildi. Elde ettigimiz degerler
HWD ile uyumlu bulundu. HLADQAT1 ve PM sistemlerine ait gozlenen ve beklenen

degerler ¢izelge 4.2 ve 4.3’de sunulmugtur.
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Cizelge 4.2. HLADQALI lokusuna ait gozlenen ve beklenen degerler (n=100).
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Cizelge 4.3. PM sistemine ait gozlenen ve beklenen degerler (n=100).
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Cizelge 4.4. HLADQA1 ve PM sistemlerinin gen frekanslan.

Cukurova Bolgesinde 100 kisilik popiilasyon 6rneginde HLADQA1 ve PM

sistemleri i¢in saptanan adli etkinlik degerleri Cizelge 4.5de gérilmektedir.
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Cizelge 4.5. HLADQAL1 ve PM sistemlerinin adli etkinlik degerleri.

df: Serbestlik derecesi Obs. H: Gozlenen heterozigotluk, Exp. H: Beklenen
heterozigotluk, h: allelik diversity, PD: Ayirt etme giicii, PE: Reddetme giicii.
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5. TARTISMA

Gunamiizdeki teknolojik geligsmelere paralel olarak Adli Bilimlerde kullamilan
yontemler de sirekli olarak bir degisim i¢indedir. Akrabalik iligkilerinin arastirilmasi ve
kimliklendirme ¢aligmalari, ilk olarak kisilerin birbiri ile olan fiziksel benzerliklerinin
kargilagtirilmas: ile baglamis, kan grup antijenlerinin saptanmasi ile de deneysel ve daha
objektif kriterler kullanmilmistir. Daha sonra, eritrositlerin ve serumun genetik kontrollii
polimorfik enzim ve proteinleri ile 16kosit antijenleri rutin galigmalar arasina girmistir.
Ancak bu konvansiyonel yontemlerin ekonomik olmalan ve pek fazla laboratuvar bilgi
ve deneyimine ihtiya¢ duyulmamas: gibi avantajlarinin yaninda; hassaslik oranin disiik
olmasi, ¢ok fazla miktarda ornege ihtiya¢ duyulmasi, 1s1, giines 15181 gibi ¢evresel ve
fiziksel faktorlere maruz kalmig Orneklerden saglikli sonuglar alinamamasi ve taze
ornek gerektirmesi, karigmig orneklerden sonu¢ alinamamasi gibi dezavantajlar
gorilmigtir. DNA analizlerinin Adli Bilimler alamnda kullamlmaya baglamasi ile
beklemis, fiziksel etkilere maruz kalmig, karigmis ve ¢ok az miktardaki érneklerden bile
hizly, hassas ve givenilir sonuglar alinmigtir. Ayrica ayirdetme giictiniin yiksek olmasi
da bu ¢aligmalarda DNA analizlerinin tercih edilmesine neden olmaktadir’”.
Adli amagli kimliklendirme ve paternite tayininde kullamlan analizler, genetik

alanindaki ilerlemelere gore soyle siralanabilir™:

1- Hypervariable problar: minisatellit sekanslarin kesfi ile multiple lokuslarin tayini.

2- Oldukga fazla polimorfik 6zellik gosteren sekanslar. Popiilasyonda her bir lokustaki
allellerin frekanslar1 hesaplanabilmistir .

3- PCR ile enzimatik amplifikasyonla bilinen polimorfik bolgenin direk sekanslanmasi
veya ASO/SSO ile hibridizasyonu.

4- MtDNA’nin amplifikasyonu ve sekanslanmasi.

5- SNP’lerin (Single nucleotid polymorphism) tayini.

Genetik testlerle kimliklendirme ve akrabalik iligkileri tayininde istatistiksel
analizler yardimci olmaktadir. Kimliklendirmede bir veya daha fazla markerda farkhlik
var ise reddetme olanag ortaya ¢ikmaktadir.

HLADQAL lokusu adli amagh testlerde PCR teknigine dayali olarak gelistirilen
ilk DNA lokusudur. Bu lokusa daha sonra PM lokuslarinin eklenmesiyle AmpliType
PM-+HLADQAI1 kitinde bu 6 sistem tek bir ¢aligma ile tiplendirilebilmektedir’” 139798
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Caligmamizda elde ettigimiz sonuglarin HWD’ne uyumlu oldugu saptanmigtir.
Sonuglar degerlendirildiginde, HLADQA1 lokusunda 21, LDLR lokusunda 3, GYPA
lokusunda 3, HBGG lokusunda 5, D7S8 lokusunda 3, GC lokusunda ise 6 genotip
g6zlenmigtir. HLADQAL1 lokusunda en yiiksek siklikta goriilen allel 4.1, en disik
siklikta goriilen allel ise 4.2/4.3 alleli olarak saptanmzstlr. PM sistemlerinden HBGG
lokusunda CC genotipi gozlenmemistir. .

HLADQA1 ve PM lokuslarinin adli etkinlik degerleri incelendiginde;
HLADQAI lokusu igin gozlenen heterozigotluk %76, ayirim giicii %94.6, PM lokuslart
i¢in ise gozlenen heterozigotluk %45-%63 arasinda, ayirim giiciinin ise %83 ile %94.5
arasinda oldugu belirlenmistir. 6 lokusun toplam aymmm gicii ise %99.975e
ulagmaktadir. HLADQALI lokusu i¢in reddetme giicii 0.5023, PM lokuslar icin ise
sirastyla 0.185, 0.184, 0.216, 0.174, 0.314 olarak saptanmugtir.

DNA analizleri yapilan laboratuvarlarda en sik kargilagilan sorunlardan biri
kontaminasyon riskidir. Laboratuvarlarda érnekler arasi1 kontaminasyonu engellemek
igin ekstraksiyon ve amplifikasyon agamalarimin farkh bolgelerde yapilmasi, pipetleme
sirasinda dikkat edilmesi, 6rneklerle temas eden eldivenlerin degistirilmesi gibi baz
kurallara dikkat edilmesi gerektigi 6nerilmektedir*®.

AmpliType PM+HLADQALI kiti ile yapilan ¢aligmalarda tiplendirme sonug¢larim
degerlendirirken dikkat edilmesi gereken noktalar vardir: Stripleri degerlendirirken
oncelikle HLADQAL1 stripinde C, PM striplerinde S kontrol noktalarina bakilir. Eger S
ve C noktalarinda renk degisikligi yoksa degerlendirilme yapilmaz ve galigma tekrar
edilir. S ve C noktalarinda renk degisikligi varsa, bu noktalarin diger noktalar ile aym
veya daha az yogunlukta boyanmig olmasi gerekmektedir. S ve C noktalarindan daha az
yopunlukta renklenme gorillen noktalar kontaminasyon oldufunu gostermektedir®.
Bizim deneylerimizde de striplerin kontrol noktalarinda renklenme gorilmeyen
orneklerde ¢aligmalar tekrarlandi.

Yorumlama sirasinda kargilagilan sorunlardan biri de HLADQA1 stripinde 6rnek
1.1 allelini igermedigi halde 1.1 dotunda zayif bir renklenme gorilmesidir. Bunun
nedeni HLA DXo gen sekansinin non-spesifik amplifikasyonudur. Sonuglarn
yorumlarken bu renklenmenin gozoniine almmamast gerektigi onerilmektedir™.

Caligmalarimizda DNA ekstraksiyonu i¢in High Pure PCR Template Preparation

Kit kullanildi. Ekstraksiyon esnasinda her tampon soliisyonun ardindan santrifiij sonrasi
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filtreli tiiplerin altina konulan tiiplerin degistirilmesi kontaminasyonu onlemesi, filtreli
tiplerin de DNA kaybim engellemesi nedeniyle bu kit tercih edilmistir. Ancak
ekstraksiyon esnasinda isopropanolun eklenmesi ile birlikte tiip icindeki karigimin
koyulasarak tiipiin geperlerini titkamast nedeniyle alt tiipe akimin engellenmesi problemi
yagadik. Bu tiir kirli kalan 6rneklerde yikama tamponu ile ekstra ytkama yapildi.

Amplifikasyon esnasinda kullamlan primerlere baglt olarak PCR dongi
parametrelerinde degisiklikler olabilmektedir. Caligmamizda PCR cihazina kit kullanim
kitapgiginda onerilen parametreler girilerek toplam 32 dongii yaptirildi. Bagarili bir
amplifikasyonun denatiirasyon ve annealing 1sisina bagh oldugu belirtilmektedir. Bu
isilar DNA ormneginin tamamen denatiire olmast ve primerlerin tek iplikcige
baglanmalar1 igin gerekli olan isilardir. Amplifikasyon esnasinda Orneklerin 3
dakikadan az 10 dakikadan fazla denatiire edilmemesi gerektigi onerilmektedir*®.

Caligmamizda amplifikasyon kontrolii i¢in PCR iiriinlerini agaroz jelde
yuriitiirken bantlarin goriiniirlestirilmesi i¢in etidyum bromid kullandik. Etidyum
bromid mutajen bir madde oldugu igin jele ekleme esnasinda eldivenin yamsira
koruyucu olarak maske kullandik.

Hibridizasyon sirasinda denatiire 6rnekler bloktan 30-90 saniye arasi bir siirede
ayirmalidir. Hibridizasyon ve yikama sirasinda sicakliga dikkat etmek gerekmektedir
(55 + 1°C). Ismin yiksekligi ve disiikliigi dotlarin hassashigini azaltmaktadir’.
Hibridizasyon sirasinda DNA tiplendirme plaginin igindeki striplere amplifiye DNA
orneklerini eklerken her stripin tamamen 1slanmig olmasina dikkat edilmelidir. Cinki
hibridizasyon basladig1 andan itibaren striplerin siirekli 1slak olmasi gerekmektedir.
Kargilasilan sorunlardan biri de sicaklik siireleriyle ilgilidir. Bu siirelere ek olarak + 1
dakika limitini agmamak gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda siire uzadik¢a dotlardaki
hassasligin azalabilecegi, DQA1’de 4.1 ve GC’de ise B noktalarinda sicaklik zaman ile
baglantili olarak renklenme kayb: goriilebildigi belirtilmektedir'®. Bizim ¢aligmamz
esnasinda da optimum sicaklifin ve siirenin saglanamadigi deneylerde striplerde
renklenme zayifligt ve eksikligi saptandi. Bu nedenle hibridizasyon asamalarinda
termometre ile suyun sicaklifi stirekli olarak kontrol edilerek optimum sicaklik
sagland1.

HLADQA1 ve PM lokuslarinin kimliklendirme ve paternite testleri gibi adli

amagh uygulamalarda kullanilmaya baglanmas ile birgok popiilasyonda bu sistemlere
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ait frekans dagilimlart hesaplanmistir. Ulkemizde de birgok bolgede bu sistemlere ait
istatistiksel caligmalar yapilmustir. Cizelge 5.1°de Tirkiye’nin gegitli boélgelerine ait
HLADQAI1+PM allel frekans dagilimlari goriilmektedir. Yaptigimiz ¢aligma sonuglari
ile kargilastirdigimizda sonuglarin birbiri ile uyumlu oldugu gorildi.  Sonuglar
arasindaki kigiik farkliliklarin bolgeler arasi ve kisi sayilarindaki farkliliklardan dolay:
olabilecegi dusinilmektedir. Bolgeler arasinda karsilastirma yaptigimizda Elazid
poptlasyonunda HLADQAT1 oraninin ¢ok diisiik oldugu, bizim yaptigimiz ¢aligmada ise
HLADQA1 2 oraninin diger bolgelere gore daha dusik oldugu gozlendi. PM
lokuslarinda ise, LDLR B oramimin diger bolgelere gore daha disiik oldugu goriildii.

HBGG C alleli ise biitiin bolgelerde diisiik oranda izlenmektedir'®%.
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Cizelge 5.1. Tiirkiye’nin gesitli bolgelerine ait HLADQA1+PM allel frekans dagilimlan "%,
0

Yaptigimmz calisma

Cizelge 5.2’de ¢esitli popiilasyonlara ait allel frekanslar1 goriilmektedir. Bu
cizelge incelendiginde HLADQALI igin en sik rastlanan allel 4.1, en dusik frekansa
sahip allel ise 4.2/4.3 olarak izlenmektedir. Peru ve Alaska’da HLADQAI 1.1 oraninin
¢ok diigitk, 3 allelinin ise Peru’da ¢ok yiiksek oranda oldugu gorulmekte, Alaska
yerlilerinde 1.3 ve 2 allellerinin frekansi O olarak izlenmekte, 4.2/4.3 allelinin Peru ve
Zimbabwe popiilasyonlarinda oldukca yiiksek oldugu izlenmektedir. PM sistemlerini
kargilagtirdigimizda ise Japon popiilasyonunda LDLR A oranmin ¢ok disik oldugu
gorilmektedir. LDLR B alleli biitiin popiilasyonlarda 0.384-0.565 arasi bir degerde
iken, Zimbabwe’de bu oramin ¢ok diigik (0.08), Japonya’da ise ¢ok yiiksek (0.838)
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oldugu gozlenmektedir. Biitiin popiilasyonlarda HBGG C alleli nadir gorulurken,
Zimbabwe popiilasyonunda 0.358 gibi g¢ok yiiksek bir degere ulagtigi gozlenmektedir.
Zimbabwe popiilasyonunda GC B alleli frekansi diger poptlasyonlara gore oldukga
yiiksek bir degerde (0.858), GC C alleli ise diger popiilasyonlara gore ¢ok diigiik bir
degerde (0.042) izlenmektedir’' 9196114,

Yaptigimiz g:ahﬁna sonuglarim diger popilasyonlarla kargilagtirdigimizda
Avrupa iilkeleri ve Amerikan Caucasian popiilasyonlarindaki sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Cukurova Bolgesi sonuglari Giiney Amerika tlkeleri, Alaska,
Zimbabwe ve Japon popiilasyonlar: ile kargilagtirildiginda ise anlamli farkliliklar
gozlenmektedir.

Bu caligmada elde ettigimiz adli etkinlik degerlerinin yiiksekligi bu sonuglarin

Cukurova Bolgesine ait adli olgu analizlerinde kullanilabilecegini gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Bu c¢aligmada Cukurova bolgesinde HLADQA1 ve PM lokuslarinin allel
frekanslarini saptamak amaciyla AmpliTypePM+HLADQALI kiti kullanilmagtr.
Elde edilen sonuglar degerlendirildifinde HLADQA1 lokusunda 21, LDLR
lokusunda 3, GYPA lokusunda 3, HBGG lokusunda 5, D7S8 lokusunda 3, GC-
lokunda ise 6 genotip gozlenmistir.

Calismada elde edilen sonuglarin HWD uyumu %> ile test edildi. Calisma
sonuglarinin HWD ile uyumlu oldugu saptandi .

HLADQA1 Iokusunda 21, LDLR lokusunda 3, GYPA lokusunda 3, HBGG
lokusunda 5, D7S8 lokusunda 3, GC lokusunda ise 6 genotip gozlenmistir.
HLADQA1 ve PM lokuslarinin adli etkinlik degerleri ise; HLADQAI lokusu igin
gozlenen heterozigotluk %76, ayinm gicii %94.6, PM lokuslar igin ise gézlenen
heterozigotluk %45- %63 arasinda, ayirim giicii ise LDLR %85.8, GYPA %85.6,
HBGG %88.3, D7S8 %83.8, GC %94.5 olarak hesaplanmistir. 6 lokusun toplam
ayirim giicii ise %99.975’e ulagsmaktadir. HLADQA1 lokusu i¢in reddetme giicii
0.5023, LDLR 0.185, GYPA 0.184, HBGG 0.216, D7S8 0.174, GC 0.314 olarak
saptanmigtir,

HLADQAl1 ve PM Ilokuslarinin saptanmasinda kullanilan AmpliTypePM+
HLADQAL kiti ile reverse dot blot hibridizasyon yonteminin hassas, giivenilir,
fotograflanabilme ve kisa bir siirede sonug¢ alinabilmesi gibi avantajlart oldugu
goruldi.

Istatistiksel olarak anlamli bulunan ¢alisma sonuglann C.U.Tip Fakiltesi Adli Tip
Anabilim Dali Adli Hemogenetik laboratuvarinda kimliklendirme ve akrabalik

iligkilerini belirleme testlerinde kullamlmak iizere veri tabam olusturacaktir.
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OZGECMIS

Hiisniye Dag Canan 1970 yilinda Mersin’de dogdu. Ilkégrenimini 1976-1981°de
Mersin Ileri Ilkokulu, orta ve lise 6grenimini ise 1981-1984’de Mersin Orta Okulu ile
1984-1988’de C.U. Saglik Koleji’nde tamamladi.

Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiine 1990 yilinda
girerek 1994 yilinda biyolog olarak mezun oldu.

1994-1995 egitim yilinda C. 8 Saglik Bilimleri Enstitiisiit Adli Tip Anabilim
Dalr’min agmis oldugu Adli Seroloji Yiiksek Lisans programina baglad:r. 1997-1999’da
“Cukurova Yoresinde Haptoglobin Gen Frekanslarinin Saptanmasi” bashikh teziyle
Yiiksek Lisans egitimini tamamladi.

Subat 1999’da ise yine aym boliimde Adli Tip Doktora sinavina girerek Adli Tip
doktora egitimine basgladi. 2001-2003 tarihleri arasinda “Cukurova Bolgesinde
HLADQAT1 ve Polymarker (LDLR, GYPA, HBGG, D7S8, GC) lokuslarimin allel
frekans dagilimlar1” baslikli doktora tezini hazirlads.

Halen C.U.Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali’nda gérev yapmaktadir.

Evli ve bir ¢ocuk annesidir.
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