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OzZET

Cukurova Yoresinde HumvWA Lokusu
Allel Frekans Dagilimi

Short tandem repeat (STR) lokuslari, insan genomunda 2-6 baz ¢ifti
uzunlugundaki DNA dizilerinin birbirlerine bas-kuyruk olacak sekilde
ardarda tekrar ettigi bélgelerdir. Bu bdéigeler tekrar linite sayilarindaki
varyasyonlara bagh olarak uzunluk pollmorF zmi olugturmaktadir.

STR lokuslarinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE) ile analizi biyolojik viicut sivi ve lekelerinin adli
identifikasyonunda tercih edilmektedir. insan genomunda ¢ok fazia
miktarda STR lokusu bulunmasi, adli amagh kullanimda se¢me sansini
artirmaktadir. Amplifikasyon esnasinda enzim kaymasi sonucu olusan
artik iiriinlerin daha az olmasi nedeniyle, genellikle tetramerik STR
lokuslan kullaniimaktadir.

Bu galigmada Gukurova ydresinde yasayan bireylerden alinan kan
orneklerinde HumvWA lokusu allel frekans dagiliminin saptanmasi ve veri
tabani olugturuimasi amaciyla 110 kan dérnegi kullanildi. Rastgele segilen
ve aralarinda akrabaltk bagi bulunmayan saglikh vericilerden alinan
orneklerde; PCR, horizontal discontinuous PAGE ve giimiis boyama
yontemleri ile 8 (13-20) HumvWA alleli ile 23 farkh HumvWA fenotipi
saptandi. Gozlenen fenotip frekans dagiiminin Hardy-Weinberg
Dengesine uyumu x? testi ile degerlendirildiginde, goézlenen fenotip
frekans dagiminin Hardy-Weinberg Dengesi ile uyumlu oldugu saptandi
(x?=8.9365, d.f=14, p>0.05). Ayrica HumvWA lokusunun adli etkinlik
degerleri (gozlenen heterozigotluk yiizdesi 0.7182, ortalama diglama sansi
0.56822 ve ayirt etme giicii 0.92149) saptandi.

istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, Gukurova yéresinde
HumvWA lokusunun PCR'a dayali allel frekans dagilimlarinin
kimliklendirme degerlendirmelerinde veri tabam olarak kullanilabilecegi
disiiniiimektedir.

Anahtar Soézciikler: Adli etkinlik, Gukurova yoresi, HumvWA, PCR,
populasyon genetigi.



ABSTRACT

Allel Frequency Distribution of HumvWA
Locus in Gukurova Region

Short tandem repeat (STR) loci consist of tandemly repeated
sequences, between 2 to 6 base pairs (bp) in length, which exhibit a high
degree of polymorphism due to variation in the number of repeat units.

The analysis of STR loci by polymerase chain reaction (PCR) and
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) is becoming the method of
choise for forensic identification of biological body fluids and stains. The
high abundance of STR loci in human genome has resulted in a wide
choise of loci. The most useful marker for forensic analysis consist of
repeat units of at least 4 bp since amplification artefacts due to enzyme
slippage are reduced.

In this study, allele frequencies for HumvWA locus has been
determined in a population sample from Gukurova region using PCR.
After horizontal discontinuos PAGE and silver staining 8 (13-20) common
allele were identified for HumvWA in a sample of 110 unrelated
individuals. According to x? test performed with observed and expected
phenotypes, no significant deviation from Hardy Weinberg Equilibrium
was found for GCukurova population sample (x*= 8.9365, d.f= 14, p>0.05).
The forensic efficiency of the HumvWA locus was obtained (observed
heterozigosity= 0.7182, discrimination power= 0.92149 and mean exlusion
change = 0.56822).

It is determined that the frequencies of a PCR-based HumvWA locus
from Gukurova region database can be used in identity testing.

Key Words: Cukurova region, forensic efficiency, HumvWA, PCR,
population genetics.



1. GIRIS

19.ylzyihn ortalarinda fizik, kimya, biyoloji ve tipta saglanan gelisme,
modern Adli Bilimler ve onlarin uygulama alanlarini genigletmis ve gok sayida
bilim dali Adli Bilimler biinyesinde yer almstir’2.

Bu bilim dallarindan biri 20.yazyilin baglarinda iglev kazanan Adli
Serolojidir. Adli Seroloji her tirll biyolojik doku ve sivilar ile bunlara ait lekelerin
kimliklendirilmesi ve akrabalik iligkilerinin tayinini gergeklestirmektedir. Bu
amagcla genetik kontrolli polimorfik isaretler kullaniimaktadir. Genetik kontrollii
isaretlerin kimliklendirme ve paternite tayininde kullanilabilmesi, kullanilan
genetik igaretlerin populasyonda bireyler arasinda gesitlilik géstermesine ve
Mendel Kalitimina uygun olarak ebeveynlerden gocuklarina aktarilabilmesine
baglidir'2,

Serolojide kimliklendirme ve akrabalik iligkilerinin saptanmasi éncelikle
ana kan grup ve subgruplarin tanimlanmasi ile baslamis, ardindan cesitli
polimorfik eritrosit enzim ve serum proteinleri ile insan l6kosit antijenleri de bu
amagla kullaniimigtir. Gen drinlerinin olusturdugu ve populasyonda polimorfizm
g6steren bu yapilar halen giinimizde kimliklendirme ve paternite tayininde rutin
olarak kullaniimaktadir 2.

Deoksiribontkleik asit (DNA) diizeyindeki incelemeler ise ilkk kez 1978
yiiinda hemoglobinin genetik varyantiarinin Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) teknigi ile tanimlanmasiyla baglamigtir. Cesitli genetik
hastaliklarin tanisinda kullanilan RFLP teknigi ile DNA diizeyinde diamorfik
polimorfizmler belirlenmigtir. Saptanan polimorfik dzelliklerin ayirt etme gici
gok yilksek olmasa da, kimliklendirme ve paternite tayininde kullamm alani
bulmustur'™.

Son dénemlerde, molekiler biyoloji ve populasyon genetidi Adli
Bilimlerde DNA teknolojisinin yeni uygulamalarinda destekleyici ve gelistirici rol
oynamistir.

Kimliklendirme ve paternite tayininin DNA duzeyinde kapsaml
incelenmesi 1985 yilinda Jeffreys et al’ tarafindan minisatellit DNA'larin
tanimlanmasindan sonra baglamistir. Ardindan polimorfik Variable Number of



Tandem Repeat (VNTR), Ampilification Fragmenth Length Polymorphism (AMP-
FLP) ve Short Tandem Repeat (STR) lokuslarinin tanimlanmasi ve
kimliklendirmede geleneksel sistemlere olan tstinlagunin belilenmesiyle DNA
analizi galismalan yoguniagsmigtir. Bu gelismeler sonrasinda Adli Seroloji Bilim
Dali yeni igerik ve uygulama alanian dogrultusunda Adli Seroloji ve
Hemogenetik Bilim Dali olarak diizenlenmigtir 52,

Tanimlanan genetik isaretlerin sayisinin artmasi, adli amagl
kullanilabilecek genetik isaretleri segme sansi sunmustur. Bu segimde ilgili
sistemin ayirt etme glicll, olumsuz gevre kosullarina dayaniklihii, hassasiyeti,
spesifikligi, kolay ve hizli tanimlanabilmesi, tanimlanmasi esnasinda hata
payinin dusik olmas: gibi gok sayida parametre dikkate alinmaktadir'®",

Ozellikle adli amagh kimliklendirme igin kullanilan 6reklerin genellikle
cok az miktarda olmasi ve. sadliksiz ¢evre kogullarindan toplanan &rneklerdeki
DNA’nin bttnltgintn asin bozulmast dikkate alindiginda, kimliklendirmenin en
iyi STR lokuslarinin tanimianmasi ile miimkn olabildigi belirtiimektedir'?2,

Genel olarak adli amagh rutinde kullanima baglanmis ve halen
calismalarina devam edilen lokuslarin tirozin hidroksilaz geninde bulunan
HumTHO1, von Willebrand fakiér geninde bulunan HumvWF31A (HumvWA),
beta-actin pseudogende bulunan HumACTBP2, koagulasyon faktér XllI geninde
bulunan HumF13A ve HumF13B, c-fes/fps proto-oncogen'de bulunan
HumFES/FPS, tiroid peroksidaz geninde bulunan HumTPOX, c-fms proto-
oncogen CSF1 reseptér geninde bulunan CSF1PO, hypoxantin
fosforiboziltransferaz geninde bulunan HUumHPRTB, lipoprotein lipaz geninde
buiunan HumLIPOL lokuslar oldugu bildirilmektedir'®?®,

Avrupa DNA Profillendirme Grubu (EDNAP; European DNA Profiling
Group)'nun STR lokuslarinin tanimlanmasinda laboratuvar hata payini
minimum  dlzeye disirmek amaciyla yaptiklan standardizasyon
caligmalarinda, HumTHO1 STR lokusundan sonra uygulamada en az hata
oraninin HumvWA lokusunda oldugu rapor edilmisti. HumTHO1 lokusu C.0.
Tip Fakiltesi Adli Tip Anabilim Dali’'nda bir bagka proje kapsaminda galisiimis
ve Cukurova yéresinde kimliklendirme ve paternite tayininde kullanilabilirligi
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada uygulamada en



az hata orani siralamasinda ikinci siray1 alan HumvWA lokusu tercih edilmistir®”
29

Bu calismada; Cukurova vydresinde vyasayan bireylerden alinan
drneklerde HumvWA STR lokusunun allel siklikiari ve kimliklendirme potansiyeli
belirlenerek, Anabilim Dalimiz Laboratuvarinda adli amach paternite ve
kimlikiendirme tayininde kullanilabilirligi istatistiksel olarak degerlendirilecektir.

Ayrica, yapllan c¢aligma sonuglan diger populasyon calisma sonuglan ile
karsilastinlacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Evrimsel slreg icinde turler arasinda ve tiirler iginde mutasyonlara bagli
olarak genetik farkliliklarin olustugu ve olusan bu genetik farkliligin bir bireyi
digerinden tamamiyle ayirabilecek 6zellikte ( tek yumurta ikizleri harig) oldugu
belirtimektedir. Bireyler arasindaki bu genetik farklilik DNA polimorfizmi olarak
adlandiriimaktadir. DNA polimorfizmleri hem DNA'nin protein kodlamada gérev
alan “kodlanan DNA bdélgesinde (ekson)” hem de protein kodlamada fonksiyonu
olmayan “kodlanmayan DNA bélgesinde (intron)” olusabilmektedir'®3%%,

Kodlanmayan DNA bélgesinde bulunan ve bireyler arasinda farkhiliklar
gosteren ardarda tekrar DNA dizileri ilk olarak 1980 yilinda Wyman and White®
tarafindan tanimlanmistir. Bu ¢alismada sekiz homolog restriksiyon pargasinda
bulunan bazlarin her bir restriksiyon pargasinda farkli dizilimler olusturdugu
belirlenmis ve bu diziler degisken uzunluk polimorfizmi (variable length
polymorphism) olarak adlandiniimigtir. Ardindan alfa-related gen, insan insilin
geni, tip il kollajen gen ve c-Harvey Ras oncogen’de benzer polimorfik bélgeler
rapor edilmigtir'®2%32

Ancak adli amagli analizler icin 6nemli gelisme 1985 yilinda Jeffreys et
al®un muitilokus DNA probu kullanarak yaptiklar: hibridizasyon galismalaryla
baglamistir. Bu galisma grubu, insan genomu boyunca dagiimig olan 15-20 baz
cifti uzunlugundaki ¢ekirdek DNA dizilerinin birbirlerine bag-kuyruk olusturacak
sekilde tekrarladigini ve bu tekrarlarin sayisinin bireyler arasinda farkliliklar
goésterdigini saptamiglardir. Genom boyunca dagilan gok sayidaki gekirdek
siranin  tekrarindan olusan bu diziler minisatellit, minisattellitlerin
tanimianmasinda kullanilan teknik de DNA Parmakizi (DNA Fingerprinting)
olarak adlandinimistir™®.

Nakamura et al*®

ise 1987 yilinda single lokus DNA probu kullanmiglar ve
insan genomu boyunca dagilan, ancak DNA parmakizinden farkli olarak her biri
belirli bir lokusta bulunan ardarda tekrar DNA dizilerini saptamiglardir. Bu
konuda devam eden galismalarda insan genomunda ¢ok sayida ardarda tekrar

DNA dizilerinin bulundugu rapor edilmistir. 11-60 baz ¢iftinden olusan baz



dizilimlerinin gesitli sayilarda ve birbirlerine bas-kuyruk olusturacak sekilde
ardarda tekrariyla olusan bu lokuslar VNTR lokuslar olarak animaktadir.
Nukleotid veya nukleotidlerin delesyonu, insersiyonu ve/veya esit olmayan
krosing-over sonucu olabilecedi ileri strilen bu yapilarnn populasyondaki
varyasyoniarinin gok ylksek olmasi ve yapilan mayoz caligsmalarla Mendel
Kalittimina uygun olarak kalitim gdstermesi ile mutasyon oranian belirlenerek
kimliklendirme ve paternite tayininde rutin olarak kullaniimaya baslanmistir®,

Aragtirmalarin devami ile tamimlanan VNTR lokusu sayisi artmig ve adli
amagch kullanilabilecek lokuslarda segme sansi yiikselmistir. Ozellikle lekelerin
kimliklendirilmesinde parga uzunluklari daha kisa tekrar baz dizilerini iceren
lokuslarin Polymerase Chain Reaction (PCR) ile gogaltilabilmesi nedeniyle
arastirmacilar bu tip lokuslarn tercih etmek durumunda kalmistir. PCR ile kopya
edilebilen VNTR lokuslart AMP-FLP adiyla aniimaktadir®™#!,

1990’k yillara ulagildiginda AMP-FLP'den daha kisa parga uzunluk
polimorfizmi olusturan ve STR olarak adlandinlan VNTR lokuslar ile &zellikle
lekelerin kimliklendirilmesinde yukarida belirtilen minisatellit lokuslara oranla
daha hassas, glvenilir ve hizli sonuglar alinabilmis ve kimliklendirmede biitn

ilgi bu lokuslar tizerine yogunlasmigtir'?°.

2.2 STR Lokuslari

Ik olarak 1987 yilinda tanimlanan ve zamanla sayilan artan VNTR
lokuslan gekirdek dizinin uzuniugu ve buna bagh olarak olusan baz dizisinin
uzunlugu dikkate alinarak alt gruplara aynimigtir. Bu gruplardan biri STR
lokuslaridir'®. Sekil 2.1'de insan genomundaki VNTR DNA polimorfizmlerinin
siniflandiriimasi sematik olarak sunulmustur.

STR lokuslarn insan genomunda 2-6 baz gifti uzunlugundaki DNA
dizilerinin birbirlerine bag-kuyruk olusturacak sekilde ardarda tekrariyla, 100-400
baz ¢ifti uzunlugunda baz dizilimleri igeren bélgelerdir. Bu bélgeler tekrar inite
sayllarindaki varyasyonlara bagh olarak ¢ok fazla miktarda uzunluk polimorfizmi
olusturmaktadir. Insan genomu boyunca her 6-10 kilobaz araliklarla bir STR
lokusunun bulundugu ve genomda yaklagik 4x10® STR lokusu bulundugu
belirtiimektedir 194243,



STR lokuslari genetik haritanin ortaya ¢ikarilmasi, antropolojik ¢aligmalar
ve adli amagh kimliklendirme ve paternite tayininde kullaniimaktadir.

STR lokuslarinin bazilari basit tekrar yaptlar halinde bulunurken
(HumTHO1, HumF13B, Hum FES/FPS), bazilari (HumvWA, HumCD4) bilesik
tekrar yapilara ve dider bazilan ise (HumD21S11) cesitli tekrar bloklarinin
degisken sayida tekrarindan olusan daha kompleks bir yapiya sahiptir”*2,

l<__ 500-23.000 bp _,l
/ Flanking bolge
Zineir A HEREEEN

Kesim bolgesi Kesim bolgesi
Cekirdek tekrar 940 bp

VNTR

’4__ 100-1300 bp __,'
/ Primer bélgesi

Zincirt A —— [T T[T TT1}
Zincir B 7——“ rrrrire—{Trkr—

Primer bolgesi Cekirdek tekrar 8-16 bp
AMP-FLP

’4___. 100-400 bp _,l
/ Primer bolgesi

Zincirt A ——{ [ T[T T
zmcira—;——ﬂTlLTl [

Primer bdlgesi Cekirdek tekrar 2-6 bp
STR
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Sekil 2.1 Insan genomundaki VNTR DNA polimorfizmlerinin siniflandirimas:’ .



2.21 Adli Serolojide DNA Polimorfizmlerinin Kullanimi ve VNTR
DNA Polimorfizmlieri (VNTR, AMP-FLP ve STR)’nin Karsilagtiriimasi

Polimorfik DNA lokuslarin kimliklendirme ve paternite tayininde genetik
isaret olarak kullanimindan énce segilen polimorfik lokusun bazi temel 6zellikler
gostermesi gerekmektedir. Bu ézellikler;

1. llgili lokusun Mendel Kalitimi géstermesi,

2. Lokusun kromozomal lokalizasyonu ve allellerin genetik dengede olup
olmadiginin saptanmasi,

3. Mutasyon oranlarinin saptanmasi,

4. llgili populasyonda allel frekans dagilimlarinin hesaplanmasi.

1. Mendel Kalitimi: Yeni tanimlanan polimorfik DNA lokusunda genellikle
yapilan ilk sey lokusun bagimsiz kodominant alleller tasiyip tasimadiginin
belirlenmesidir. Bu tespit ailelerle yapilan kalitm caligmalari ile mimkin
olmaktadir. Bu tip bir analiz ayni zamanda null allellerinin belirlenmesinde de
kullaniimaktadir®*#.

2. Kromozomal lokalizasyon ve baglanti: Bagimsiz olarak kalitilan
lokuslann rastgele secilen iki bireyde ayni genotipe sahip olma sansinin
istatistiksel olarak dogru hesaplanmasi ve sonuglarin yorumianmasini
kolaylastirmak i¢in secilen polimorfik lokuslarin birbiri ile yakin iligkili oimamasi
gerekmektedir*.

3. Mutasyon oranlar: DNA'nin bazi bdlgelerindeki baz dizilerinin ¢ok
fazla polimorfizme sahip olmasinin bu béigelerin yiksek oranda mutasyona
ugramasindan kaynaklanmig olabilecedi belirtiimektedir. Yeni mutasyonlarin
kimliklendirme degerlendirmesinde problem vyaratmadigi, ancak akrabalik
iligkilerinin  belirenmesinde yanliglikla reddedilmelere sebep olabildigi
belirtiimektedir. Mutasyon sikliginin belirlenmesine ydnelik ¢aligmalarda bu
olasihdin ¢ok dusiik oldugu, ancak akrabalik iligkilerinin reddinin ikinci bir
lokusla dogrulanmasinin daha uygun olacagi ifade edilmektedir. ISFH Gyeleri
DNA diizeyinde polimorfik sistemlerin paternite analizlerinde kullaniimadan
énce, en az 500 mayoz ¢alisma yapilmasi gerektigini rapor etmislerdir*2°,

4. Populasyon genetigi ¢aligmalari: Populasyonda bulunan &zel gen
kombinasyonlarinin olasiligini hesaplamak igin ilgili populasyonda secilen
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lokusun allel sikliginin bilinmesi gerekmektedir. Bir lokus bir populasyonda
gucltt bir ayrim glictine sahipken, bir bagka populasyonda ayni oranda ayrim
giiciine sahip olmayabilir**®.

Gegmiste yapilan tanimlama yéntemlerinden ana kan grup ve subgruplar
ile %78.6; bu gruba gesitli polimorfik eritrosit enzim ve serum proteinleri ile HLA
antijenleri dahil edildiginde %99.8’in {izerinde bir ayrnm glicine ulagiimaktadir.
Bu oran 4 VNTR sisteminin tanimlanmasi ile %99.999 oranina ulagmaktadir.
Benzer sekilde, bir tek STR lokusunun tanimlanmasit ile %90'in Gizerinde, 6 STR
sisteminin tanimlanmasi ile de %99.999 oraninin da Uzerinde ayrim giiciine
ulastlabilmektedir'!#*".

Ozellikle lekelerin kimlikiendirimesinde polimorfik antijen, enzim ve
protein sistemlerinin tanimlanmasinin ¢ok glic oldugu; bu sistemlerin biyolojik
materyaller i¢in uygun olmayan cesitli ¢evre kosullarinda -i1si, 1sik, nem,
kontaminasyon- aktivitelerini uzun siire koruyamadiklari saptanmistir’.

DNA dizeyinde vyapillan incelemelerde minisatellit DNA'larin
pargalanmamis bir tek cekirdekli hiicreden tanimlanabildigi belirtimektedir.
Ancak kanit olarak toplanan érneklerde, olumsuz gevre kosullarina bagh olarak
antijenik ve enzimatik aktivitelerin kaybolmasi yaninda, DNA butunliginin de
bozuldugu, bu nedenle lekelerde minisatellit lokuslarin tanimlanmasinin
cogunlukla mimkiin olamadig ifade edilmektedir'*%%,

VNTR/RFLP sistemlerinin pargalanma orani disgik DNA &érneklerinde
tanimlanabildigi belirtiimektedir. Ancak pargalanma orani disinda VNTR
allellerinin tanimlanmasinda bazi sorunlar bildiriimektedir. Uzuniuk polimorfizmi
yiksek ve allel sayisi fazla olan VNTR lokuslarinda, daha ¢ok tekrar baz dizisi
iceren DNA pargalarinin sinyal hassasiyetinin ylksek oldugu, bu nedenle sinyal
hassasiyeti dusltk olan allellerin tanimlanmasinin gézden kagabildidi; ayrica
elektroforez siresinde kiigllk DNA parcalarinin elektroforez mesafesini biytk
parcalardan once tamamlayip jelin digina ¢ikmasinin mimkin olabildigi
belirtilmektedir'"*%°,

AMP-FLP ve STR sistemleri ile ise pargalanmis DNA 6&rnekleri ile
tanimlama yapilabildigi; bu iki sistem karsilagtirildiinda STR lokuslarinin AMP-
FLP lokuslarina oranla 10 kat daha hassas oldugu saptanmistir. Ayrica STR



lokuslarinin DNA parga uzunluklarinin kisa olmasi nedeniyle PCR driinlerinin
poliakrilamid jellerde parga uzunluklarinin tam olarak tanimlanabildigi
belirtiimektedir. Bu nedenle adli analizlerde daha saglikh sonuglar verdigi
bildiriimektedir''"3%5%-%3,

Bundan bagka STR lokuslarinin otomasyona izin vermesi, birden fazla
lokusun ayni anda calisilabilmesi, analiz igin ihtiya¢ duyulan kimyasal madde
miktarini da azaltacagindan ilave arastirmalarda ihtiya¢ duyulan madde
miktarina da katki saglayacag: belirtimektedir. Kanit olarak kullanilan kan, kil,
yumusak doku, tikarik, parafinlenmis doku, kemik gibi gekirdekli hiicre iceren
buttin biyolojik materyallerden saglikli DNA izolasyonu ve amplifikasyonunun
yapilabildigi belirtiimektedir. Cizelge 2.1’de adli amagh kullanilan iki analiz
yéntemi ve bu yoéntemler ile tanimlanan polimofik DNA lokuslarinin

karsilastiriimasi yapilmigtir'2-18:54-58,

Gizelge 2.1 Adli analizlerde kullanilan AMP-FLP/STR ve VNTR lokuslarinin tanimlanma
yontemlerininin karsilastinimasi’ .

AMP-FLP, STR/PCR VNTR/RFLP
Kullanilan DNA 6rnegi Yagll, pargalanmis veya Pargalanmamis
pargalanmamis olabilir daha buytk DNA dizileri
Hedef DNA dizi uzunlugu 100-3000 bp 3000-23.000 bp
Kullanilan DNA miktan 1-25 ng . 50 ng
Analiz siiresi 2-3 gin Izotopik analizierde 6-8 hafta
Ayirt etme giicii Ortalama 6 lokus Ortalama 4-5 lokus
Lokusun allel biiyikliigi 8-22 allel 250-1000 allel

2.2.2 Adi Amagh Kullanilan STR Lokuslari
STR lokuslannin adli amagll kimliklendirme ve paternite tayininde
kullanilabilmesi igin baz kriterler dikkate alinmaktadir. Bunlar;

1. Kullanilan lokusunun ayrim gictniin (Power of Discrimination=PD) %90'in
Uzerinde ve gbézlenen heterozigotluun (Observed Heterozigosity=Obs-H)
%70'in Uzerinde olmasi,

2. Allelerin tahmin edilen uzunluklarinin 90-500 baz ¢ifti arasinda olmasi,

3. Hassasiyeti yiiksek olan lokuslarin se¢ilmesi,



4. Biyolojik ornekler igin uygun olmayan c¢evre kosullarindan toplanan
drneklerden saglikh sonuglar alinabilmesi,

5. Farkli biyolojik materyallerden elde edilen DNA 6rneklerinden incelemelerin
saglikli yapilabilmesi*.

Bu degerlendirmeler dikkate alindidinda, kimliklendirme ve paternite
tayininde genellikle tetramerik STR lokuslannin tercih edildidi belirtiimektedir.
Ayrica, tetramerik STR lokuslarinin dimerik ve trimerik STR lokuslarina oranla
tanimlanmasi esnasinda hata payinin disiik olmasi, jel Gzerinde ayriminin
kolay yapiimasi ve amplifikasyonu yapilan éreklerin elektroforezinde artik Griin
olusumunun daha az olmasi gibi avantajlarinin oldugu bildiriimektedir'*'®. Adli
amagli kullanilan STR lokuslari Cizelge 2.2’de sunulmustur.

Gizelge 2.2 Adli amagh kullanilan STR lokustari®.

STR Bulundugu | Genbankasi Tekrar Allel Yaygin
lokusu Kromozom | adlandirmasi | sira 5-3’ | Uzunluklan Alleller
THO1 11p156.5 HUMTHO1 AATG 179-203 5,6,7,8,9,10,11
13,14,15,16,
VWA 12p12-pter | HUMVWFA31| AGAT 139-167 17,18,19,20
456,789,

F13A 6p24.3-p25.1 | HUMF13A01 AAAG 283-331 11,12,13,14,15

F13B 1931-q32.1 HUMBFXIII AAAT 169-189 6,7.8,9,10,11
7,8,9,10,11,
FESFPS 15925-gter | HUMFESFPS | AAAT 222-250 12,13,14
6.7.8,9,
TPOX 2p25.1-pter | HUMTPOX AATG 224-252 10,11,12,13
7,8,9,10,

CSF1PO 5g033.3-g34 |HUMCSF1PO| AGAT 295-327 11,12,13,14,15
6,7,8,9,10,11,12,
HPRTB Xq26 HUMHPRTB AGAT 259-303 13,14,15,16,17
7,8,9,10,
LPL 8p22 HUMLIPOL AAAT 105-133 11,12,13,14
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2.2.3 STR Lokusu Allellerinin Adlandiriimasi

Adli amagh kullanmian tanimlayicilarin ayni adla aniimasi, hem galigsan
kigiler arasinda ortak bir dil olusturma, hem de yargiya sunulan sonuglarin
uyumu agisindan 6nem kazanmaktadir. Bu émagla Uluslararasi Adli
Hemogenetik Dernegi (ISFH; International Society of Forensic Haemogenetics)
1992 yiinda yayinladiklan bir raporla ortak bir adlandirma énerisi sunmustur.
Oneride ilgili allelin ardarda tekrar baz dizilim sayisinin yazimasi; eger
tamamlanmamis veya yarim kalmis tekrar baz dizilimi varsa, tamamianmis
tekrar sayisinin yazilarak ondalik isaretle ayrilmasi ve tamamlanmamig tekrarin
baz sayisinin yaziimasi gerektigi belirtimektedir®>,
Ornek: HuUmTHO1 STR lokusu®'.

Alleller Tekrar diziler
HumTHO1 5-11 [AATG]s.11 _
HumTHO1 9.3 [AATG]s [-ATG] [AATG]

2.3 HumvWA Lokusu

2.3.1 HumvWA Lokusunun Lokalizasyonu ve Yapisi

HumvWA lokusu 12. kromozomun kisa kolu izerinde (12p-12pter), von
Willebrand Faktér geninin 40. intronunda bulunmaktadir (Gen bankasi
numarasi: M25858) 206162,

Timin-Citozin-Timin-Adenin (TCTA) ve Timin-Citozin-Timin-Guanin
(TCTG) baz dizilerinin ardarda tekrarlariyla olusan HumvWA lokusunun
polimorfik yapisi bilesik tekrar olarak tanimlanmakta ve kisaca (TCTR)n ile
gosterilmektedir. Tekrar sayisi n ile belirtilirken; R, A veya G baz yerine
kullaniimaktadir. HumvWA lokusunda birbirlerinden 4 baz ciftiyle farklilagan
135-167 baz cifti arasinda yaygin 9 allel tanimlanmigtir. Alleller kigukten
biytige dogru 13-21 olarak adlandinimigtir. Cizelge 2.3'te yaygin dagilim
gosteren 9 HumvWA allelinin baz dizileri gdésterilmigtir. Allellerin 5 flanking
béigesinde 43 baz cifti, 3' flanking bélgesinde 39 baz ciftinin bulundugu
saptanmigtir?®8%,
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Cizelge 2.3 HumvWA allellerinin PCR @rtin uzunluklar ile tekrar bélgenin baz
dizilimi®"6%.65,

Allel no Par niluklari Tekrar dizileri

ortalama (min-max)

13 135 (133.4-136.1)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)8

14 139 (137.4-140.1)  TCTA TCTG TCTA (TCTG)4 (TCTA)3 TCCA (TCTA)3
15 143 (141.4-144.1)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)10

16 147 (145.5-148.2)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)11

17 151 (150.5-152.2)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)12

18 155 (153.6-156.3)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)13

19 159 (157.7-160.4)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)14

20 163 (161.9-164.6)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)15

21 167 (166.0-168-7)  TCTA (TCTG)4 (TCTA)16

HumvWA allellerinde TCTA ve TCTG tekrarindan olusan 2 temel
tetranlkleotid yapinin yaninda elektroforetik olarak ayrimi yapilamayan ancak
dizi analizi ile belirlenebilen 2 majér farklilik belirlenmigtir®.

1- TCTA (TCTG)4 (TCTA)n

2- TCTA (TCTG)3 (TCTA)n

Allel baz dizilimleri incelendiginde allel 14 harig diger butin allellerin (13-
21) ayni tekrar yapidan olugtugu [TCTA (TCTG)n (TCTA)n], ancak allel 14’tn

baz dizisinde dider allellerden farkli olarak 3 ayri bélgede olusan 3 farkl yapi
bulundugu saptanmigtir. Bu farkliltklardan biri 5’ bélgeden okuma yapildiginda
temel tekrar yapidan énce 2 tetranlkleotid yapinin ilavesi, digeri TCTA'nin 4.
tekrarinda Timin bazinin yerine Citozin bazinin bulunmast ve sonuncusu 3’
flanking béigede Timin-Citozin yer degisikliginin olusmasidir. Allel 14 saptanan
ve rastgele segilen 12 bireyin kontrol analizlerinde; bu yapisal farkithgin 12 birey
icin de ayni oldugu ifade edilmektedir®.

Horst et al®®

yukarnda tanimlanan diziye uymayan ve TCTA (TCTG)3
(TCTA)10 dizisinden olusan nadir bir 14 alleli ile; Karger et al®” native jelde allel
15 olarak belirlenen, ancak dizi analizinde molekiler yapisi allel 14 ile uyumiu
olan 14+4 allelini bildirmiglerdir.

Belirtilen 9 yaygin allel diginda ¢ok nadir bulundugu belittilen 127 baz

ciftlik 11, 144 baz giftlik 15.2, 171 baz ¢iftlik 22 ve 131 baz ¢iftlik 12 alleli rapor
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edilmistir. Tanimlanan 11, 15.2 ve 22 allellerinin yaygin HumvWA allelleri ile
ayni tekrar yapi ve flanking bdlgeye sahip oldugu, ancak 12 allelinin farkh
oldugu belirtiimektedir. HumvWA lokusunda 12 alleli saptanan &érneklerin dizi
analizinde iki tip allel 12 bildirilmistir'®3%°, Sekil 2.2'de bu iki tip 12 alleli ve
tekrar tniteleri sematik olarak sunulmustur.

T (baz 86)

4
Tip1 q“p

5’_r Flanking sekans I I I W Flanking sekans |_3,

C (baz 78)
Tip 2 £
TCTA T (baz 86)
5 —] Fianking sekans TCCA TCTA T b3

Flanking sekans

Sekil 2.2 HumvWA lokusunda tanimianan 2 tip 12 alleli®.

131 baz ciftinden olugan tip 1'in 14 tekrar Unitesini takiben 3’ flanking
bélgede 86. bazda Timin-Citozin yer degisikligi sonucu flanking bélgeden 8 baz
ciftinin tekrar bdlgeye katildigs; tip 2’'de ise 78. bazda Citozin-Timin, 86. bazda
Timin-Citozin yer degisikligi saptanmistir®®.

2.3.2 HumvWA Lokusunun Adli Analizlerde Etkinligi

Arasgtirmacilar adli amach kullanilan lokuslarin kromozomal lokalizasyonu
ile, ilgili populasyondaki heterozigotiuk orani ve aynm giicti yaninda; érneklerin
parcalanmas! ve yaglanmasi durumunda gosterilebilme sansi, karisik
érneklerden tanimianabilme sansi, tir identifikasyonunda spesifikligi ve basari
oranlarini igeren genis bir yelpazede incelemeye almiglardir.
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2.3.2.1 Hassasiyet

Caligitan DNA miktari bir lokus veya birden fazla lokusun ayni anda
calisildigi multilokus tiplendirmeye baglh olarak degisiklik géstermektedir. Lygo
et al®® HumvWA lokusunun da dahil oldugu multiplex DNA amplifikasyonu igin 1
ng DNA 6érneginden bagar ile amplifikasyon yapilabildigini belirtmiglerdir. Dort
lokusun ayni anda galisildig! bir bagka aragtirmada pargalanma olmayan 100
pg'lik genomik DNA'da tanimlama yapilabildigi ifade edilmektedir. 50 pg veya
daha az konsantrasyonlardaki DNA 6rneklerinde yapilan ampilifikasyon
caligmalarinda PCR Urlnlerinin jelde bant yoJuniugunun azaldig ve
tanimlamanin gu¢ oldugu belirtimektedir®®7°,

2.3.2.2 HumvWA Allellerinin Tanimlanmasinda Olumsuz Cevre
Kosullarinin ve Eski Orneklerin Etkisi

Adli 6rnekler genellikle biyolojik materyaller igin uygun olmayan sagliksiz
cevre kosullan (is1, 1gik, nem, kontaminasyon, ultraviyole ig1§1)'ndan
toplandigindan, olumsuz g¢evre kosullarindan toplanmis veya eski 6rneklerden
ne kadar sureyle saglhkh DNA analizi yapilabilme sansinin belirlenmesi
gerekmektedir'>7"73,

Yapilan caligmalarda olumsuz cevre kosullarina bagh olarak DNA
drnedinin pargalanma stresinin drnek tipine bagh olarak degisiklik gosterdigi
saptanmistir. Kan lekesi, semen lekesi, tikirik lekesi ve kil kékll ile yapilan
deneysel c¢alismalarda en dayaniksiz materyalin tukdrok, en dayanikl
materyalin kil kékil oldugu ifade edilmektedir. Deneysel olarak hazirlanan ve
37°C’de nemli bir kutu icinde 0-90 gln bekletilen dérneklerden tikiriik lekesinde
en fazla 17 gtn icinde tum profillerin kayboldugu, bazi kan ve semen
lekelerinde 60 giniin Uzerinde tiim profillerin tanimlanabildidi, buna kargin kil
kokiinde bu sirenin 90 giiniin Gizerine giktig) belirtiimektedir'?.

Dis kokiinde yapilan bagka bir calismada DNA konsantrasyonunun bu
materyalin toprakta kalma siresiyle dogru orantili olarak azaldidi, deneysel
olarak topraga gémiilen 6-8 haftalk 12 6rnekten 7 tanesinde HumvWA
allellerinin tanimlanabildigi, bu siire 18 haftayl gegtijinde ise 2 tanesinde
tanimlama yapilabildigi belirtiimektedir. Bununla birlikte, 16 yillik iskelet
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kalintilarinda yapilan g¢aligsmalarda HumvWA allellerinin tanimlanabildigi
belirtiimektedir "2

Ultraviyole (UV) 1siginin biyolojik materyallerden elde edilen DNA'ya
etkisinin arastinidid1 bir c¢alismada UV-isiginin  DNA’'nin pargalanmasini
kolaylastirdidi ifade edilmektedir. 30 dakikalik farkli 1gik kaynaklarinda bekletilen
kan orneklerinden RFLP DNA analizi ¢alismalarinda DNA profillendirmenin
yapilamadigi, ancak PCR’a dayali STR lokuslarinin analizlerinde HumvWA
lokusunun da dahil oldugu bazi STR lokuslarinin tanimlabildigi belirtiimektedir™.

2.3.2.3. Somatik Stabilite

Kanit olarak toplanan 6rnekler bazi durumlarda farkli doku ve vicut
sivisina ait oldugundan ayni bireyin kan, tokirtk, kil kékil, semen veya vajinal
sivl gibi farkli vicut sivi ve dokularindan elde edilen DNA’larda ayni DNA
profillerinin bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu tir degisikliklerin ¢aligilan
lokuslara etkisi olup oimadigt aragtiriimigtir. Ayni bireylerin gesitli dokularindan
alinan DNA d&rneklerinden HumvWA STR Iokusu ile yapilan deneysel

calismalarda, butiin doku tiplerinde ayni DNA profili saptanmigtir®® ™.

2.3.2.4 Ozglinliik (Tir spesifiklik)

Ozgiinluk, insan kaynaklh olmayan DNA ile insan spesifik primerlerin
reaksiyon olusturmamasina baglidir. Yapilan 6zginlik testlerinde, gok cesitli
hayvan turlerinden elde edilen DNA‘nin HumvWA primerleriyle amplifiye
olabilirligi arastinlmigtir. TaGrler arasinda maya ve bakterilerden yiiksek
organizmall hayvanlara kadar uzanan amplifikasyon ¢aligmalarinda, HumvWA
primerleri ile insan kaynakli olmayan DNA'larin amplifikasyonunun mimkin
olmadidi rapor edilmigtir. Bu nedenle, kimliklendirmede ayni zamanda tir
spesifik testlerin yaptimasina gerek kalmadigi ifade edilmektedir. Ancak
Sajantila et al*® gempanze DNA'lan ile HumvWA primerlerinin amplifiye
olabildigini ve amplifiye olan PCR dranlerinin insan allellik ladderian ile
karsilastiriidiginda ayni blytklikte ampilifiye Griinler ile ilave bantlarin

bulundugu ifade etmislerdir!38374,
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2.3.2.5 Kansik Orneklerden HumvWA Allellerinin Tanimlanmasi

Deneysel olarak hazirlanan kan-kan, semen-tikirik, DNA-DNA
érneklerinin 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 10:1, 5:1 ve 2:1 karigimlarindan her iki 6rnegin
allellerinin tanimlanip tanimlanamayacadi arastinlmigtir. Genellikle 1:10
oranindaki karigimda minér komponentin tanimlanamadig belirtiimektedir'>53.

2.3.2.6 Mutasyon Oranlari

HumvWA lokusundaki mutasyon oraninin 453 aileyle yapilan bir mayoz
caligmada % 0.2, 383 aileyle yapilan bir bagka calismada % 0.5 oldugu
belirtiimektedir. Bu iki caligma sonucu HumvWA lokusu i¢in belirlenen mutasyon
oraninin % 0.36 oldugu bildiriimektedir™®>,

HumvWA allellerinin uzunluk polimorfizmiyle olusturdugu varyasyonlarin
yaninda, sekans polimorfizmi ile de varyasyon olusturmasinin HumvWA
allellerinin dizi analizi yapilarak daha yiiksek bir ayrnm giciine ulasiimasinin
muimkin olacag ifade edilmekiedir. Ancak, bu gibi varyasyonlarin allellerin tam
ve dogru olarak tanimlanmasini, ayni zamanda guvenilirligini ciddi bigimde
etkileyebilecedi; bu nedenle bu tip mikroheterojenitelerin tam olarak
belirlenmesinin bitin allel sistemlerinde allelik ladder'larin tanimlanmasi igin
o6nceden gerekli oldugu belirtiimektedir. Diger yandan ISFH flanking bélge veya
tekrar bélgede delesyon veya insersiyona bagl olarak tekrar sayida veya sirada
farkhihk olusabilecegini, ancak bunun kimliklendirme ve veri tabani olusturmada

bir problem yaratmayacagini ifade etmektedir 676

2.4 Chelex 100 ile DNA Ekstraksiyonu

Chelex 100 polyvalent metal iyonlarina karsi yiiksek afiniteye sahip
kelatlastinict bir reginedir. Chelex reginesi chelator grup olarak gérev yapan
iminodiasetat iyonlarini iceren styrene divinii benzen kopolimerlerden
olusmaktadir. Chelex'in fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, disik
iyonik glgli sollisyonlarda ve yiksek 1sida DNA'nin kinimasinda katalitik etki
yapan metal iyonlarini tutarak DNA’nin pargalanmasini engelledigi
belirtiimektedir. Kaynamanin etkisi ile hiicre membrani bozularak DNA denatire
olmaktadirr Bu nedenle bu yéntem tim DNA gerektiren caligmalarda
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kullaniimamaktadir. Ancak spesifik lokuslarin ¢aligildig ve hedef bdlgenin intact
kalmasinin yeterli oldugu ¢alismalarda kullanilabilmektedir”-"°.
Chelex ile ekstraksiyon metodu 6zellikle adli amagh kullanilan STR

lokuslarinin analizinde yaygin kullanim alani bulmugtur'31479-%2,

2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

llk olarak 1985 yilinda Saiki et al® tarafindan orak hiicre anemili
hastalarin tanisinda kullanilan PCR teknigi giinimazde bir¢ok kalitsal hastaligin
tanisi, gen haritasinin gikarilmasi, antropolojik g¢alismalar, ziraat ve zootekni,
kimliklendirme ve paternite tayini gibi canli organizma ile ugragan bitiin bilim
dallarinda yaygin kullanim alani bulmustur®®’.

PCR kisaca in vitro DNA replikasyonu olarak adlandiriimaktadir. Canli
hicrede gerceklesen DNA replikasyonunun in vitro kogullara adapte
edilmesiyle, hedef DNA dizisinin milyonlarca kopyasi yapilabilmektedir.

Yoéntem, DNA'nin 1si ile denatire edilerek c¢ift iplikgigin birbirinden
ayriimasini (denatiirasyon, 90-95°C) takiben, primer olarak adlandinlan kisa
oligoniikleotid dizilerin templat DNA'ya yapigmasi (primer annealing, 55-60°C)
ve DNA polimeraz enzimi varliginda yapisan primerin templat DNA'ya
komplementer olarak uzamasi (primer extention, 70-75°C) asamalarindan
olusmaktadir. Bu ¢ asama bir déngii olarak kabul edilmektedir. Dongl sayisi
arastirilan hedef DNA dizisinin kullanim amacina bagh olarak belirlenmektedir.
Sekil 2.3'te PCR doénglisti sematik olarak gésterilmistir'-36-%8,

PCR, baglangigta Eschericha coli bakterisinden elde edilen DNA
polimeraz enzimi ile yapiimaktaydi. Ancak kullanilan enzim isiya dayaniksiz
oldugundan, her doéngl igin ortama yeniden enzim eklemek gereksinimi
nedeniyle PCR’in zor, pahali ve uzun oldugu gérilmustar®”2°.

Thermus aquaticus adli sicaga dayanikli bir mikroorganizmadan elde
edilen ve kisaca Taq polimeraz olarak adlandirilan bir baska enzimin
saptanmasi, PCR’In gok daha kolay, hizlt ve gtivenilir yapiimasini saglamistir.
Taq polimeraz enziminin 96°C'ye 6 dakika dayanabildigi belirtiimektedir. DNA
calismalarinin son 15 yilda hizli gelismesinin Taq polimeraz enziminin kullanimi

ile PCR’'In otomasyonunun saglanmasina, béylece hedef DNA dizilerinin ¢ok
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hizli, kolay ve guvenilir bir sekide g¢ogaltilabilmesine bagli

belirtimektedir®”%°.

PCR ile hedef baz dizisinin istenilen miktarda ¢ogaltilabilmesi nedeni ile
Adli amagh kimliklendirme ve paternite tayininde ¢ok 6zel bir yere sahip
olmustur. Adli amagh kanit olarak génderilen ¢ok az miktardaki kan, semen,
vajinal sivi, takardk, kil kékia ve kemik gibi biyolojik érneklerden elde edilen gok

az miktardaki DNA'dan saglikh DNA analizleri yapilabilmigtir®®-®2.

Hedef DNA
Denatiirasyon ve
primer yapismasi / HEREN
5! 3
11T [TTT1T1]
3,‘|_]'"'| ? 5 DNA sentezi [TTTTT1
T / ERENN
— >
MR 5 HEENN
5. 3
11T [TTTTT
-_—>
3'|||1 5 HEEEN
E— / EREEE
—_—>
3'|||§ 5 HEREN
5’ 3
&l 1] HEEENR
_—>
s T T 11 5 AR
g 3
JERE HEREN
_—>
3'|||;| 5 HEEEN
5. 3
IITT [TTT17
—_—>
T 11T 5 [TT 111
20-30 déngl

Sekil 2.3 PCR dongusi®.
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3. GEREC VE YONTEM

Rastgele segilen ve aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan saghkli 200
kisiden alinan kan &rnekleriyle yapilmasi planlanan bu galigmaya baglamadan
énce hazirlanan proje Cukurova Universitesi Etik Kurulu’na sunulmus ve géris
alinmistir.

Bu projede 200 kan &rneginin ¢alisilmasi planlanmis, ancak eldeki
mevcut kimyasal madde miktarinin az olmasi nedeniyle ¢aligma 110 kan 6rnegi
ile tamamlanmistir. Bu calisma C.U. Aragtirma Fonu tarafindan SBE 97-D-5
nolu proje cergevesinde maddi olarak desteklenmisgtir.

Kan almadan énce génilla vericilere bilgilendirme formu okutulmus ve
kisilere kan o6rneklerini génilll verdiklerini beyan eden nza formian
imzalatilmigtir. Sekil 3.1'de bilgilendirme ve riza formu ile kayit formu 6rnegi
bulunmaktadir.



BILGILENDIRME FORMU

Bu calismanin amaci; Cukurova yoresinde yasayanlann genetik
taniticilarini DNA analizi ile ortaya koymaktir.

Gonulli olarak katilacak kigilerden 2 cc venéz kan alinarak, bu kanlarda
analiz yapilacaktir. Bu galismada elde edilecek bilgiler ile, toplumdaki 4 STR
sistemine rastlanma siklif saptanacaktir. Elde edilen sonuglar, Adli Tip
Anabilim Dal’'nca yapilacak caligmalarda “Kisilerin adi, soyad: veya onlar
tanitict herhangi bir isaret belirtiimeden” veri olarak kullanilabilecektir. Sonuglar
calismaya katilan kisilere, istedikleri takdirde yazili olarak bildirilecektir.

Kan alma iglemi dncesi, bu ¢alismaya gonllt olarak katiimak istediginize
dair nza formunu imzalamaniz gerekmektedir.

RIZA FORMU

Asagida imzasi bulunan ben, DNA analizi ile genetik taniticilarin ortaya
konmasi ¢alismasi hakkinda tam olarak bilgi aldim.

Goénulli olarak kol damarnmdan verecegim 2 cc kanda yapilacak calisma
sonuglannin; adim, soyadim veya beni tanitacak herhangi bir isaret
belirtiimeden yayinlanabilecedi ve istedigim takdirde bilgilerin yalnizca bu
arastirma amacina yonelik olarak saklanacag bildirildi.

Bu bilgileri aldiktan sonra, bu ¢alismaya géntilli olarak katiidigimi beyan

ederim.
Goéndlluntn Adit ve Soyadi: Tarih:
Yas!: Imza:
Bilgi igin:

C.U.T.F. Adli Tip Anabilim Dali
TIf: 338 60 60/34 29

Sekil 3.1 (A) Bilgilendirme ve Riza Formu Ornegi
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KAYIT FORMU
Adiniz, Soyadiniz :
Yasiniz
Cinsiyetiniz
‘Dodum Tarihiniz :
Dogum Yeriniz
Adresiniz

Telefon

Anneniz ile babaniz arasinda akrabalik var mi ? :
Bilinen sistemik hastaliklariniz var mi ?

Su ana kadar herhangi bir tedavi gérdiiniz mi ?:
o llag

e Radyoterapi

o Kemoterapi

e Diger

Sekil 3.1 (B) Kayit Formu Ornegi
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3.1 Deneylerde Kullanilan Arag ve Gerecgler

1- Thermocycler cihazi (Progene, FPRGO5D).

2- Sogutma tanki (Heto, CB 8-30 E).

3- Elektroforez tanki (Bio-Rad, Biophoresis horizontal gel electrophoresis cell).

4- Gug kaynagi (Bio-Rad, Power PAC 3000).

5- Analitik terazi (Ohaus, TP200S).

6- Vorteks (Electro.mag, M16).

7- Otomatik mikropipet takimi: 0-10 uL, 2- 20 pL , 20-200 uL ve 200-1000 pL
kapasiteli, ayarlanabilir mikropipetler (Gilson P10, Gilson P20, Gilson P200 ve
Gilson P1000).

8- Derin dondurucu (Bosch, GSD2616ID): I¢ sicakhg -20°C'ye ayarlanabilen derin
dondurucu.
9- Buzdolabi (AEG): Ig sicakli§i +4°C’ye ayarlanabilen buzdolab.

10- Su banyosu (Memmert, WB14 dijital géstergeli) ve (Electro.mag, KB6)

11- Manyetik karigtirict (lkamag, RH).

12- Calkalaytci (IKALabortechnick, KS125 basic).

13- Mikrosantriftj cihazi (Hettich Universal 12 F): Eppendorf tiplerin santrifiigasyonuna
uygun rotor basligi bulunan ve 15.000 devir/dakika hiza ulagabilen mikrosantrifuj
cihazi.

14- pH Metre (Hanna, HI9321).

15- Su distilasyon cihaz! (Electro.mag, M3).

16- Eppendof tipleri: 0.5 mL ve 1.5 mL hacim kapasiteli eppendorf tupler.

17- Pipet uglari: 0.5-10 L, 20-200 L, 200-1000 uL kapasiteli pipet uglari.

18- Steril eldiven.

19- Makas: Paslanmaz gelikten yapilmig ince ugiu makas.

20- Pens: Paslanmaz celikten yapilmis digsiz pens.

21-Mikrodalga firin (AEG).

22- Filtre kagidi: Whatmann no:3.

23- Cam plak: (12 x26 cm boyutlarinda).

24-Cam bandi.

25- Aliminyum folyo.
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3.2 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- Chelex 100

2- Proteinaz-K

3- Tris Baz (%99.9)
[Tris(hydroxymethyl)aminomethane

4- Etilendiamintetraasetik asit dihidrat tuzu

(C10H14N20sNaz.2H,0)
5- Hidroklorik asit (%99)
(HCI)
8- Taq polimeraz (50/uL)
7-10xprimer ¢ifti
(HumVWA primerleri)
8- 10xSTR tamponu
9- Mineral yag
10- K562 DNA
11- Akrilamid (%99.9)
12- Bisakrilamid(%99.9)
(N,N'-Methlene-bis-acrylamide)
13- CHES (%99)

[2-(N-Cyclohexylamino)ethane-sulfonic acid]

14-TEMED
(N,N,N'N'-Tetramethylenediamine)
15-Silfirik asit (%95-98)
(H2S0,)
16-Formik asit (%98-100)
(HCOOH)
17- Amonyumpersiifat
18- Borik asit (%99.5)
(HsB05)
19- Bromfenol mavisi

(3',3",5’,6"-Tetrabromphenol-sulfonepthalein)

20- Agaroz (%99)

21- VWA allelik ladder

22- Gumasnitrat (%99.8)
(AgNO;)

23- Nitrik asit (%65)
(HNO;)

24- Asetik asit (%100)
(CH,COOH)

25- Sodyum karbonat (%98-100)
(NazCOs)

26- Formaldehit (%37)
(HCHO)

27- Gliserol (%87)

28- Sodyum hidroksit
(NaOH)

29- Gel Bond
(polyacrylamide gel support medium

Kalinhk: 0.2 mm)
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Sigma
Boehringer
Sigma
Sigma
Merck

Boehringer
Promega

Promega
Sigma
Promega
Bio-Rad
Bio-Rad
Sigma
Bio-Rad
Merck
Merck

Bio-Rad
Sigma

Sigma
Promega
Promega
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
Merck

Bio-Rad

C-7901
745723
T-1603

ED2SS
8280

1418432
DK613B

DM221A
M-5904
DD208A
161-0101
161-0201
C-2885
161-0801
713,25
263

161-0700
B-0252

B-8026
V312A
DG204B
1510
443

56

6398
4002

4091
6462

54727



3.3 Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar

3.3.1 Chelex 100 ile DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Sollisyonlar
1- Tris-EDTA (TE ) tamponu (1 L)
Tris baz 1.21gr
Na,EDTA.2H,0O 0.037 gr
Tris baz ve Na;EDTA.2H,O 900 mL bidistile suda ¢éziildikten sonra
konsantre HCl ile pH 7.4’e ayarlandi ve hacim 1 L'ye tamamlandi.
2- Proteinaz-K 2mg/mL (50 mL)
Proteinaz-K 100 mg
TE Tamponu 50 mL
TE tamponunda ¢6zlilen proteinaz-K 56°C’de 10 dakika, 37°C'de 1 saat
bekletildi. Filtre kagidinda siizllen c¢o6zelti eppendorf tiiplere aktarilarak
kulanilana kadar -20°C’de saklandi.
3- %5'lik Chelex 100 soliisyonu (100 mL)
Chelex 5gr
Bidistile su 100 mL
5 gr chelex tartildi ve 100 mL bidistile su ile kanstirildi. Buzdolabinda
saklandi.

3.3.2 Poliakrilamid Jellerin Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlar
1- 1x Tris-siilfat tamponu (35 mM) ( 100 mL)
Silfirik asit 0.215mL
Tris baz 4.54 gr
4.54 gr Tris baz tartildi ve 50 mL bidistile suda ¢ozildi. Cozeltiye 0.215
mL s(lfirik asit eklendikten sonra hacim 100 mL'ye tamamilandi.
2- %30’luk Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu (100 mL)
Akrilamid 29.1gr
Bisakrilamid 09gr
tartildi ve hacim 100 mL olacak sekilde bidistile su eklendi.

24



3- %10’'luk Amonyumpersiifat:
0.5 mg Amonyumpersiiifat tartihp 1000 uL bidistile suda ¢ozuldii. Her
calisma 6ncesi taze hazirlandi.
4- CHES soliisyonu (0.28M), 100 mL, pH:9.0
CHES 5.84 gr
Tris baz Sgr
tartildi ve 100 mL bidistile su iginde ¢ozuldi.
5- Tris-formiat tamponu (500 mM) 100 mL
Tris baz 6.055 gr
Formik asit 23 mL
6.055 gr tris baz tartildi ve 50 mL bidistile suda ¢oziildii. Karigima formik
asit eklendikten sonra hacim 100 mL'ye tamamlandi.
Poliakrilamid jel icin hazirlanan ¢ozeltiler buzdolabinda saklandi.

3.3.3 Agar Plaklarinin Hazirlanmasinda Kullanilan Soliisyonlar
1- 2xTris-borat tamponu pH: 9.0 (1 L)

Tris baz 60.55 gr
Borik asit 17.312 gr
Bromfenol mavisi 0.0001 gr

tartildi ve 800 mL bidistile su icinde ¢6zildl. Konsantre HCI ile pH=9.0'a
ayarlanarak hacim 1 L'ye tamamlandi.

3.3.4 Gilimiis Boyamada Kullanilan Soliisyonlar
1- %1’lik Nitrik asit (1L)

%65’lik nitrik asit 20 mL
Bidistile su 980 mL
2- %2'lik Gumugnitrat ¢ozeltisi (1 L)
Gumdsnitrat 2¢gr
Bidistile su 1000 mL

2 gr gimaignitrat tartiip 1000 mL bidistile suda ¢6ziildi ve renkli cam
sisede saklandi.

ToC. VOKSEK GG Ting
POLTRANTASYON pamm mmm
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3- Sodyum karbonat ¢ézeltisi (0.25 M) (100 mL)
Sodyum karbonat 2.968 gr
%37’lik Formaldehit 1mL
alinarak bidistile su ile 100 mL'ye tamamiandi. Kullaniimadan hemen
6énce hazirlandi.
4- %10'luk Asetik Asit (1 L)
%100'ltk Asetik asit 100 mL

Bidistile su 900 mL
5- %5'lik Gliserol soliisyonu (1 L)

Gliserol 50 mL

Bidistile su 950 mL

Gumis boyama ydntemi i¢in hazirlanan ¢ézeltiler oda i1sisinda saklandi.

3.4 Deneyler

Bu caligmada ayrintih olarak belirtilen deneyin tim basamaklari, daha
o6nce Anabilim Dalimizinda katilimi ile Turkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) projesi gergevesinde vyiritilen calismanin ydntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir®”.

3.4.1 Orneklerin Hazirlanmasi

C.U. Balcall Hastanesinin gesitli birimlerinde caligan kigilerden rastgele
segilen ve aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan saglkh 110 kisiden steril
plastik enjektorler ile 2'ser cc vendz kan érnedi alindi. Onceden hazirlanan ve
her birine ayrn protokol numaralari verilen kurutma kagitlar tzerine kan lekeleri
olusturuldu. Ornekler oda isisinda 1 giin sireyle kurutulduktan sonra kagit
zarflara yerlestirildi ve deneyler baglayana kadar -20°C’de derin dondurucuda
saklandi.

3.4.2 %5’lik Chelex 100 Soliisyonu ile DNA Ekstraksiyonu

1- Gondllu vericilerden alinan ve deneysel olarak kurutma kagitlari Gzerine
olusturulan kan lekelerinden 3 mm? buyuklugindeki parca makasla
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kesilerek 1.5 mL'lik eppendorf tliplerine aktaridi ve tizerine 1000 uL bidistile
su eklendi.

Tapler oda 1sinda 30 dakika beklietildikten sonra vorteksle karistirilip 15.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij tamamlandiktan sonra tiiptin dip kisminda 30 yL kalacak sekilde
st fazdan 970 yL uzaklastirildi.

30 ul'lik érnek Gzerine manyetik karistirici ile strekli karismakta olan %5’lik
chelex sollisyonundan 150 pL, 2 mg/mL konsantrasyondaki proteinaz-K
soltisyonundan 50 yL ilave edildi.

Kansim 56°C'ye ayarlanmig su banyosunda 30 dakika inkiibe edildikten
sonra 5-10 saniye yiiksek hizda vortekslendi.

95°C'ye ayarlanan bir bagka su banyosunda 8 dakika inkiibe edilen drnekler
tekrar 5-10 saniye vortekslenip 15.000 rpm’de 3 dakika santrifllj edildi ve
PCR i¢in hazirtanmis oldu.

PCR igin hazir hale getirilen érnekler amplifikasyonun hemen yapiimadigi
zamanlarda +4°C’de saklandi.

Bekletilip daha sonra kullaniimak Gzere buzdolabi veya derin dondurucuda
saklanan o©rnekler amplifikasyondan hemen once tekrar vortekslenip
santriftjj edildikten sonra kullamildi”’.

3.4.3 HumvWA Allellerinin PCR ile Gogaltiimasi
Bu galigmanin PCR basamaginda Promega GenePrint STR sistemi kit

protokolil uygulanmistir®. Her bir 6rnek ile pozitif ve negatif kontrol igin ayri ayri

isaretienen 0.2 mL'lik eppendorf tliplerine bir 6rnek igin koyulan miktarlar;

Kullanilan maddeler Miktar
Bidistile su 17.45 uL
10 xSTR tamponu 2.50 uL
10x Primer cifti 2.50 uL
Taq polimeraz 0.05 pL
(54/uL)

Bir 6rnek igin kullanilan bu karnigimdan her bir érmek igin ayr ayn

hazirlandi ve bitin tiplere konuldu. Ardindan pozitif kontrol i¢in isaretlenmis
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tupe 2.5 pL K562 DNA, negatif kontrol igin isaretlenmis tipe 2.5 pL bidistile su
ve diger tuplere ekstrakte edilen 6rneklerden sirayla 2.5 pyL DNA 6&rnegi
konuldu. Son olarak biitiin tiplere érnek yuzeyini kaplayacak sekilde mineral
yag damlatildi.

Thermocycler cihazina yerlestirilen tuplerin Gzeri aliminyum folyo ile
kapatilarak amplifikasyon igin uygun sicakliklar kodlandi ve program baslatildi.
PCR igin kullanilan PCR déngi aleti Sekil 3.2'de gdsterilmektedir.

HumvWA allellerinin  amplifikasyonu igin kullanilan amplifikasyon

parametreleri:

96°C'de 2 dakika

94°C 1 dakika

60°C 1 dakika —>10 déngu
20°C 1 dakika i

90°C 1dakika |

60°C 1 dakika — 20 doéngll
70°C 1.5 dakika =

Sekil 3.2 Bu ¢alismada kullanilan PCR déngu aleti.
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Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra orneklerde hedef DNA
dizilerin amplifiye olup olmadiginin kontrolti icin %8'lik poliakrilamid jelde
elektroforezi yapildi. Bu amagla %8'lik poliakrilamid jel ile %2'lik agar plaklari

hazirlandi®>%,

3.4.4 %8’lik Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

1- 12 cm x 26 cm boyutlarindaki 2 cam plak yaklagik 30 dakika %10’luk NaOH
solusyonunda bekletildikten sonra non-iyonik bir deterjanla yikandi. Cam
plaklar bidistile sudan gegirildikten sonra kagit havlu ile kurulandi.

1-Cam plaktan birinin kenar yiikseklikleri 0.45 mm olacak sekilde ve bir
késesinde 1 cm bosluk kalacak sekilde ince bir cam bandi ile bantlandi. Diger
cam plagin tzeri bidistile su ile hafifce islatilarak Gzerine ayni biyiikliikte jel
bond (jel fix) konuldu.

2- Diger yandan bir erlen icine balik koyularak manyetik karistirici tizerine

alind.

Erlen icine;

Kullanilan maddeler Miktar
%30 Akrilamid bisakrilamid soltisyonu 4 mL
Bidistile su 8 mL
35 mM Tris sulfat tamponu 3mL
%10'luk amonyumpersiilfat 105 pL
TEMED 5.3 uL

konuldu ve hazirlanan karisim cam bandi ile kenarlan yikseltilen plak
Uizerine dokuldu.
3-Diger cam plagin jel bond koyulmus tarafi jele temas edecek sekilde ve
arada hava kabarcigi birakmadan dékulen jel tizerine yavasga kapatildi.
4-Yaklagik 20 dakika oda Isisinda bekletilen jel kullanilincaya kadar
buzdolabinda saklandi.

3.4.5 %2’lik Agar Plaklarinin Hazirlanmasi

1- 2 gr agaroz tartildi ve 100 mL 2xTris-borat tamponu ile karistirildi. Agarozun

tamamen ¢dztinmesi igin mikrodalga firinda kaynayana kadar bekletildi.
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Hazirlanan karigim 1 cm x 0.5 cm x 25 cm boyutlarinda hazirlanmis plak
Gzerine dokuldu ve sogumaya birakildi.
Soguyan jel 2xTris-borat tamponu bulunan bir kiivet igine alindi.

Hazirlanan jel plaklari kullanilana kadar bu soliisyon icinde tutuldu.

3.4.6 % 8’lik Poliakrilamid Jele Aplikasyon ve Elektroforez
Elektroforez tanki acildi ve sogumasi icin termostatik sirkiilator +4°C'ye
ayarlandi.

Buzdolabindan c¢ikarilan cam plak agilarak aradaki jel-bond’a yapismis jel
dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

Daha 6nce yaklagik 2x3 mm boyutlarinda kesilmis kurutma kagitlari jelin
uzun kenar ve bu kenarin 1 cm yiksekli§i belirlenerek 1’er cm arayla
yerlestirildi.

Kurutma kagitlar Uzerine sirasiyla pozitif kontrol, negatif kontrol ve amplifiye
edilen 6rneklerden her biri bir kurutma kagidina olmak tzere 6'sar pL aplike
edildi.

Aplikasyonu takiben elektroforez tanki hafif nemlendirilerek, jel tanka
horizontal olarak yerlestirildi.

Jelin katod ve anod kismina daha énceden hazirlanmis %2'lik agar plaklarn
yerlestirildi.

Uzerinden akim gegecek sekilde ve elektroforez katodtan anoda olacak
sekilde elektrotlar agar plaklari Uzerine yerlestirildi ve tankin kapagi
kapatildi.

Gug kaynagi 1000 V, 20 mA ve 10 Wa ayarlandi ve elektroforez baslatild.
Elektroforez agar plaklarinda bulunan bromfenol mavisi anoda birkag mm
yakinhiga ulasincaya kadar devam edildi. Bu islem yaklasik 35-45 dakikada
tamamlandi.

Bu calismada kullanilan elektroforez tanki, gii¢ kaynagi ve sogutma tanki

Sekil 3.3'te gosterilmektedir.
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Sekil 3.3 Bu gcalismada kullanilan elektroforez tanki, gii¢ kaynagi ve sogutma tanki.

3.4.7 Jelde Yiiriitillen DNA Pargalarinin Boyanmasi
Bu amagla giimiis boyama yéntemi kullanildi®2%,

Cam kilvet icine alinan jel tzerine 100 mL %7’lik nitrik asit eklendi ve 3
dakika calkalayici tizerinde ¢alkalandi.

3 dakika sonunda nitrik dékulerek jel 2-3 kez bidistile su ile yikandi.

Son yikamadan sonra jel tUzerine 100 mL %2'lik gimis nitrat soltsyonu
eklendi. Iginde jel bulunan kiivet galkalayici izerinde 20 dakika bekletildikten
sonra jel bu soliisyondan gikarildi ve 2-3 kez bidistile su ile yikandi.

Yikama sonunda jel tizerine 100 mL sodyum karbonat soliisyonu eklenerek
bantlar gértintr hale gelinceye kadar bekletildi.

Bantlarin belirginlesmesi ile sodyum karbonat sollisyonu bosaltilip, 3 dakika
%10’luk asetik asite alind.

Tekrar bidistile su ile yikanan jel 5 dakika %5'lik gliserol icinde bekletildi.

31



7- Amplifiye olan &rnekler belirlendikten sonra, allellerin tanimlanmasi igin

%6’lik poliakrilamid jel hazirlandi.

3.4.8 %6’k Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

12 cm x 26 cm boyutlarindaki 2 cam plak yaklagik 30 dakika %10’'luk
NaOH'te bekletildi. Daha sonra non-iyonik bir deterjanla yikanan plaklar
bidistile sudan gegirildi ve kagit haviu ile kurulandi. Plaklardan birinin kenar
yukseklikleri 0.75 mm ve bir késede 1 cm bosluk kalacak sekilde bantlandi.
Diger cam plagin tzeri bidistile su ile hafifge Islatilarak (zerine ayni
biyuklukte jel bond konuldu.

Diger yandan bir erlen igine balik koyularak manyetik karistirict Uzerine

alindi.

Erlen icine;

Kullanilan maddeler Miktar
%30 Akrilamid bisakrilamid soliisyonu 4.35 mL
Bidistile su 10.5 mL
0.28 M CHES 2mL
500 mM Tris formiat tamponu 3.3 mL
%10’'luk amonyumperstlfat 150 pL
TEMED ' 7.75 uL

konuldu ve hazirlanan karigim cam bandi ile kenarlan yikseltien plak
Uzerine dékuld.

Diger cam plak jel bond jele temas edecek sekilde ve arada hava kabarcigi
kalmayacak sekilde ddkdilen jel Gzerine yavagca kapatildi.

Yakiagik 20 dakika oda Isisinda bekletiien jel kullanilana kadar
buzdolabinda sakland..

3.4.9 %6’lik Poliakrilamid Jele Aplikasyon ve Elektroforez
Amplifiye PCR drdnlerinin ayrnistiriimasinda horizontal discontinuous

poliakrilamid jel elektroforezi (hd-PGE) uygulandi®?>%,

1-

Elektroforez tanki agildi ve termostatik sirkiilatér +4°C'ye ayarlandi.
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2- PCR urunleri 96°C'de 2 dakika bekletildi ve hemen buz Gizerine konuldu.

3- Buzdolabindan ¢ikarilan cam plak agilarak aradaki jel-bond’a yapismis jel
cikarildi.

4- Daha dnce 2x3 mm boyutlarinda kesilmis kurutma kagitlan jelin kisa kenari
ve bu kenarin 1 cm yiikseklidi belirlenerek 1’er cm arayla yerlestirildi.

5- Kurutma kagitlan Gzerine &6rneklerin sagdan veya soldan karsilastirma
yapllabilecegi sekilde -iki érnek, 1 VWA allelik ladder, iki érnek ve 1 VWA
allelik ladder- 6 uL’lik hacimlerde tek tek aplike edildi.

6- Aplikasyonu takiben elektroforez tanki hafif nemlendirilerek jel tanka
horizontal olarak yerlestirildi.

7- Jelin katod ve anod kismina gelecek sekilde daha 6nceden hazirlanmis
%2'lik agar plaklari yerlestirildi.

8- Uzerinden akim gececek sekilde ve elektroforez katodtan anoda olacak
sekilde elektrotlar agar plaklan (zerine vyerlestiriidi ve tankin kapagi
kapatildi.

9- Gug kaynagi 1000 V, 20 mA ve 5 Wa ayarlandi ve elektroforez baglatildi.
90 dakika sonunda gug¢ kaynag: 1000 V, 20 mA ve 10 W’a ayarlandi ve 90
dakika elektroforez yapildi.

10-lkinci 90 dakika sonunda gii¢ kaynag: 1000 V, 20 mA ve 15 W'a ayarlandi
ve bromfenol mavisi anoda birkag mm vyakinliga ulasincaya kadar
elektroforeze devam edildi®*®.

11-Elektroforez tamamlandiktan sonra jel 3.4.7’de aktarilan giimiis boyama
y6éntemi ile boyandi.

3.5 istatistiksel Hesaplamalar

Genetik profilendirme  sonuglarinin  adli  amagh  kimliklendirme
degerlendirmelerinde kullanilabilmesi icin gdézlenen ve beklenen fenotip
frekanslarinin uyumu ile lokusun adli etkinlik degerlerinin belirlenmesinde
agagida aktarilan istatistiksel hesaplamalar kullaniimigtir.
1- Allel frekansi?,

2X+Y

p:
2n
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X: Polimorfik sistemde p allelinin tanimiandigi homozigot fenotip sayisi.
Y: Polimorfik sistemde p allelinin tanimlandigi heterozigot fenotip sayisi.
n: Ornek populasyondaki toplam kisi sayisi.
2- Beklenen fenotip frekansi®.

homozigot alleller igin; p?

heterozigot alleller igin; 2pq
p,q: Polimorfik sistemde tanimlanan allel frekanslar:.
3- Heterozigotluk yiizdesi® .

Zh

H=
n

Yh= Ornek populasyonda tanimlanan toplam heterozigot kisi saysi.
n= Ornek populasyondaki toplam kisi sayisi.

4- Kimliklendirme potansiyeli®.

PI=X xi 2

xi: Polimorfik sistemde tanimilanan i kadar fenotipin frekansi.

5- Ayirt etme gici®.

PD=1-Y xi 2
6- Hardy-Weinberg Dengesi?.
(G-B)?
X2=y
B

G: Polimorfik sistemde gézlenen fenotip sayisi.
B: Polimorfik sistemde beklenen fenotip sayisi.
7- Standart Sapma'® .

/ p(1-p)
SD =

2n
n: Ornek populasyondaki toplam kigi sayisi.

p: Allel frekansi.
8- Ortalama diglama sansi* .
MEC= X pi*(1-pi)*+ X pi (1-pi)*+ % pipi (pi+pi) (1-pi-pj)?
i i x
pi, pj: Ornek populasyonda i'den j'ye kadar tanimlanan allel frekanslar

9- Hardy-Weinberg Equilibrium bilgisayar analiz programi®".
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4. BULGULAR

4.1 Cukurova Yoresinde Saptanan HumvWA Fenotipleri

Bu cgalismada Gukurova yoresinde yasayan ve rastgele secilen 110
kisiden alinan kan érneklerinden deneysel olarak olusturulan kan lekelerinde,
PCR ve hd-PAGE ile 23 farklt HumvWA fenotipi saptandi. 110 kiside saptanan
23 farkh HumvWA fenotipi ve fenotip frekanslan, Cizelge 4.1°de; hd-PAGE
sonras! gimus boya ile tanimlanan HumvWA allellerinin poliakrilamid jelde elde
edilen goruntisi Sekil 4.1'de gosterilmektedir.

Gizelge 4.1 Cukurova yoresinde yagayan 110 kiside saptanan HumvWA fenotipleri ve
fenotip frekanslan.

Fenotipler Sayi Frekans
13-16 1 0.009
13-17 1 0.009
14-14 1 0.009
14-15 1 0.009
14-16 3 0.027
14-17 8 0.073
14-18 3 0.027
14-19 1 0.009
15-16 6 0.055
15-17 5 0.045
15-18 2 0.018
15-19 1 0.009
16-16 8 0.073
16-17 14 0.127
16-18 6 0.055
16-19 4 0.036
16-20 1 0.009
1717 15 0.136
17-18 13 0.118
17-19 6 0.055
17-20 1 0.009
18-18 7 0.064
18-19 2 0.018
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Sekil 4.1 hd-PAGE sonrasi gimig boya ile boyanan HumvWA allelleri ile allelik
ladderlarin goérantasa (1, 4, 7, 10, 13. sira: allelik ladder; 2.sira: 15-18;
3ve 11.sira; 17-18; 5 ve 8.sira: 14-16; 8 ve 12. sira: 16-18; 9.sira: 18-18).

4.2 Cukurova Yoresinde Saptanan HumvWA Allelleri ve Allel
Frekanslan
Bu calismada toplam 8 allel gézlenmigtir. Caligma yapilan Cukurova
yoresinde allel frekanslar en yiiksek olan 3 allel 16, 17 ve 18'dir. Saptanan
alleller ve allel frekanslar Cizelge 4.2'de gésteriimektedir.

Cizelge 4.2 110 kiside saptanan HumvWA allelleri ve allel frekanslari.

Allel Adi Allel Frekanslan
13 0.009
14 0.082
15 0.068
16 0.232
17 0.355
18 0.182
19 0.064
20 0.009
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4.3 Hardy-Weinberg Dengesi

Calisma sonuglarinin Hardy-Weinberg Dengesine uyumu x* testi ile test
edildi. Gézlenen toplam 8 allelin 110 kigide bekienen fenotip frekans dagilimi ve
beklenen fenotip sayilan ile x* degerlerini hesaplamak icin alleller 5 gruba
ayrildi"®. Bu gruplar ve allel frekanslan Cizelge 4.3'te; beklenen fenotip

sayilari ve frekanslari ile x* degerleri Gizelge 4.4'te sunuimustur.

Cizelge 4.3 HumvWA allel gruplar ve allel frekans dagiimi.

Grup numarasi | Alleller Allel frekanslan
Grup 1(A) 13,14,15 0.159
Grup 2 (B) 16 0.232
Grup3© 17 0.355
Grup 4 (D) 18 0.182
Grup 5 (E) 19,20 0.073

GCizelge 4.4 HumvWA allel frekans dagiiminin Hardy-Weinberg Dengesine uyumu.

Fenaotipler Gézlenen say1 | Beklenen frekans | Beklenen sayi X
AA 2 0.025 2.75 0.2045
AB 10 0.074 8.14 0.4250
AC 14 0.113 12.43 0.1983
A,D 5 0.058 6.38 0.2985
AE 2 0.023 2.53 0.1110
B,B 8 0.054 5.94 0.7144
B,C 14 0.165 18.15 0.9489
B,D 6 0.084 9.24 1.136
B,E 5 0.034 3.74 0.4245
C.C 16 0.126 13.86 0.0938
C,D 13 0.129 14.19 0.0998
CE 7 0.052 5.72 0.2864
DD 7 0.033 3.63 3.1286
D,E 2 0.027 2.97 0.3168
E.E 0 0.005 0.55 0.55

x* Toplam= 8.9365
d.f. = 14

Gozlenen ve beklenen fenotiplerle x? testine gore bu galisma
sonuclarinin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu saptandi (x>= 8.9365,

df= 14, p>0.05).
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4.4 HumvWA Lokusunun Gukurova Yoresi i¢in Saptanan Adli
Etkinlik Degerleri
Istatistiksel analizlerle, 110 Kisilik populasyon érneginde Cukurova yéresi
icin saptanan adli etkinlik degerleri Cizelge 4.5'te sunulmustur.

Gizelge 4.5 HumvWA lokusu allellerinin Gukurova ybresi igin saptanan
adii etkinlik degerleri (Obs-H, Exp-H, MEC ve PD).

HumvWA
Obs-H 0.7182
Exp-H 0.77555 +0.0294
MEC 0.56822
PD 0.92149

Bu calismada saptanan sonuglarin kontrolii ve konfirmasyonu amaciyla
tum ornekler Almanya-Minster Westfalische Wilhelms Universitesi Adli Tip
Enstitistine génderilerek, Enstitli direktérii Prof.Dr.B. Brinkmann’in yardimiari
ile laboratuvar teknik agamalan tekrar ettiriimis ve bulgular karsilagtirildiginda
ayni sonuglara ulasildigi saptanmigtir. Gereg ve yontemde aktarilan istatistiksel
yontemler kullanilarak hesaplanan adli etkinlik degerleri, Almanya’daki ayni
Enstitinin katkilaryla “Hardy-Weinberg Dengesi” bilgisayar analiz programi ile
kontrol edilmigtir.
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5.TARTISMA

Olay vyeri incelemelerinde, kanit olarak toplanan &rnekler genellikle
biyolojik materyaller i¢in uygun olmayan ortamlarda bulunmakta ve biyolojik
butlinlign bozulan ve ¢ok az miktarda bulunan bu &rneklerin antijenik ve
enzimatik aktiviteleri yaninda, DNA butinligti de bozuldugundan, geleneksel
DNA analizi yontemleri ile tanimlamalar yetersiz kalmaktadir.

Teknolojik gelismeye paralel olarak, gok az miktarda ve pargalanmig
drneklerde STR lokusu allellerinin PCR’a dayali profillendirmesinin yapilabilmesi
olay yerinden toplanan kanitlarin degerlendiriimesinde &nemli geligmeler
saglamistir.

Glunimizde gelismis Ulkelerin Adli Seroloji ve Hemogenetik
Laboratuvarlarinda, geleneksel DNA analizi yéntemlerinin yerini PCR’a dayali
STR lokuslarnnin tanimlanmasi almistir. Geleneksel tanimlama yéntemlerine
alternatif olacag: belirtilen ileri DNA analizi yéntemlerinin Ulkemizde de
kimliklendirme ve paternite tayininde kullanilabilmesi ve hukuk sistemimize
objektif kanitlar sunulabilmesi i¢in yapilan bu caligmada, Gukurova yéresinde
yasayan bireylerden alinan érneklerde, HumvWA lokusunun PCR’a dayali DNA
profillendirmesi yapilmigtir.

110 kisi ile yaptigimiz bu calismada 8 HumvWA alleli tanimlanmig ve
lokusunun Gukurova yéresi icin aynm gicll %92, gézlenen heterozigotiuk %72
bulunmustur. Bu sonuglarla paternite ve kimliklendirme icin bildirilen en az %90
ayirt etme glicii ve en az %70 heterozigotluk oraninin Uzerine g¢ikildig
goralmastar.

Adli amaglh kullanilan lokuslarin istatistiksel degeri yaninda, kullanilan
yontemlerin zaman ve kullamian malzemede ekonomi saglamasi &nemli
kriterler olarak kabul edilmektedir. Zaman, adli sorularin bir an &nce
aydinlanmasi; ekonomi, en iyi yontem segilitken (lke kosularinda
uygulanabilme gansinin olmasi gseklinde degerlendiriimektedir.

Minisatellit DNA’lar ile STR lokuslarinin tanimlanma siresi
kargilagtinidiginda, minisatellit DNA’larin &zellikle izotopik incelemelerde 6-8
haftaya kadar uzayabilen bir slrede tanimlanabildigi belirtiimektedir. STR
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lokuslari icin harcanan siire butlin solisyon ve materyalin énceden hazir
bulunmasi kosuluyla 1 giini gecmemektedir. Bu slrede geligtirilen modifiye
yontemlerle 4 STR lokusunun ayni anda tanimlanmasi mimkin olabilmektedir.
Boylece hem zaman, hem de kullanilan malzemede ekonomi saglanmaktadir’.

Gunumizde birgok gelismis Ulkede adli amagh kimliklendirme ve
paternite tayininde tetramerik STR lokuslarinin kullanimi basglamigtir. Ancak
DNA’'nin ektsraksiyon basamagindan goérintillenme basamagina kadar
kullanilan yéntemlerde farklihklar bulunmaktadir.

Ekstraksiyon fenol-kloroform, tuzla uzaklagtirma veya chelex ile
yapilabilmektedir'%%%,

Chelex ile ekstraksiyonun STR lokuslarinin tanimianmasinda kolay, hizli
ve kontaminasyon riski disik bir yol oldugu rapor edilmektedir. Bu nedenle bu
calismada chelex ekstraksiyon yéntemi tercih edilmistir. Ekstraksiyonda DNA
verimini artirmak ve elektroforez sonrasi artik Urlin olugumunu azaltmak igin
chelex/ proteinaz-K veya chelex/diatom kombinasyonu kullanilabilmektedir. Bu
calismada chelex/proteinaz-K kombinasyonu kullaniimis ve amplifikasyon igin
yeterli miktarda DNA elde edilebilmigtir®®-8":105.106

Chelex ile ekstraksiyonda sivi fazin uzaklagtirimasi esnasinda, taze kan
orneklerinde goézle gérilebilen I6kositlerin sivi fazdan ayriimasi kolaylikla
yapilabilmektedir. Ancak lekede ekstraksiyon yaparken bazen DNA'nin da
bulundugu fazin alinarak ortamdan uzaklastiriimasi mumkin olabilmektedir.
Bunun igin santrifiij sonras! sivi fazi uzaklagtirirken tiplerin sallanmamasi ve
pipet ucunun siviya dikkatli bir sekilde daldinimasi gerekmektedir. Benzer
sekilde, ekstrakte edilmis drnekten amplifikasyon icin ekstrakte DNA 6rnegi
alirken santrifij sonrasi taplerin sallanmamasi ve pipetlemenin dikkatli
yapilmasi gerektigi bizim galismamizda da gézlenmistir’”"®,

Kullaniian tampon sistemleri ve PCR déngli parametrelerinde farkliliklar
bulunmaktadir. PCR déngl parametreleri kullanilan primerlere bagll olarak
degisiklik gostermektedir. Caligmamizda promega primerleri kullanilarak kitte
Onerilen parametreler uygulanmis ve etkili amplifikasyon gergeklestiriimistir. Bu

parametrede onerilen 96°C'de 2 dakikallk baslangic Isisi primer-dimer
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olusumunu engellemek ve amplifikasyonun etkinligini artirmak igin
uygulanmisgtir.

Amplifikasyonda pozitif kontrol igin ylksek molekiler agirlikh DNA
(K562), negatif kontrol igin bidistile su kullaniimigtir. Amplifikasyonda mineral
yad kullamimayip Ustten sitmalt thermocycler cihazi kullanildiginda,
amplifikasyonun etkinliginin azaldig! izlenmistir.

Ayrica, elektroforetik ayrigtirma igin kullanilan jel sistemlerinde yapilan
kiictk modifikasyonlardan bahsedilmektedir. Elektroforetik ayristirmada basta
rezolisyonu artirmak amagcl olmak Gzere kolay, hizli ve guivenilir sonuglar elde
edebilmek i¢in hd-PAGE, vertikal discontinuous veya continuous PAGE
calismalan yaptimigtir. Bu galigmalarda bir baz ciftlik farkhlikla olugan uzunluk
polimorfizmlerinin ayriminin yapilabildigi belirtiimektedir. Bizim g¢alismamizda
hd-PAGE kullanitmigtir'®”-1%.

Diger bir farklihk c¢ogaltilan hedef DNA dizilerinin géruntiilenme
farkhihgidir. STR allelleri radyoaktif isaretli primer, flouresan isaretli primer
kullanilarak veya gumis boya ile go6rinir hale getirilebilmektedir. Bu
yéntemlerden giimiis boyama ydnteminin ucuz ve non-mutajenik olmasi, PCR
tranlerinin elektroforez sonrasi otoradyografik incelemeye gerek kalmadan
ciplak gézle incelenebilmesi avantajlari bulunmaktadir. Ayrica, otoradyografik
cekim yerine direk fotograflama veya jellerin streg film ile sarilarak gorintist
bozulmadan yillarca saklanabilmesi mimkiin olabilmektedir'>9293110.411,

HumvWA allellerinin saptanmasinda ¢ogu kaynakta belirtildigi gibi artik
Urin orant ytksek bulunmustur. Ancak bu artik driinler allellerin yuriime
noktasinin ¢ok altinda bulundugundan degerlendirmede problem yaratmamistir.
Moller et al®® HumvWA Iokusunda gézlenen kuyruk bantlarin denatiire jeller
kullanilarak elimine edilebildigini belirtmislerdir. Bununla birlikte, ISFH Uyeleri
STR lokusu allellerinin tanimlanmasinda hem native hem de denatiire
poliakrilamid jellerin kullanilabilecegini bildirmektedir®.

Calismamizda jelin baglangi¢ noktasi ve sonuna aplike edilen 6rneklerin
yurime noktalan arasinda farkliliklar izlenmistir (Sekil 5.1). Aplikasyon noktast,
jelin homojenitesi ve elekiroforez kosullarina bagh olarak olugan bu farklilik,
allelik ladderlarin aplikasyon noktalarinin jelde yaritilen her 6megin saginda
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veya solunda olacak sekilde duzenlemesi ile gdzimlenmektedir''>'4. Sekil
5.2'de allelik ladder ve 6rneklerin aplikasyon sirasi ve elektroforez sonrasi
goriintlis0 sematik olarak sunulmugtur.

Sekil 5.1 Orneklerin yarume noktalan arasindaki farkliliklar.

Allelik ladder Ornek1 Ornek 2 Allelik ladder

13 Angg®)

14 —— 14

1B 15

16 16

17 17

18 —— 18

19— 19

20— 20
Katod (-)

Sekil 5.2 STR lokusu allelik ladderlart ile 6rneklerin jelde aplikasyon siralari ve
buytkluklerine bagh olarak katodtan anoda siralanigi.

Cizelge 5.1'de cesitli populasyonlarda rapor edilen HumvWA allel
sikliklari ile HumvWA lokusunun ayirt etme giicii ve gézlenen heterozigotiuk
orani gordlmektedir. Populasyon c¢alismasi yapilan kaynaklar incelendidinde,
tanimlanan alleller iginde en sik rastlanilan allelin 17, en sik rastlanilan allel
ciftinin 16,17 oldugu izlenmektedir. Ancak populasyonlar arasindaki allel frekans

dagilim oranlan arasinda farkliliklar bulunmaktadr#®:68:80.115-122
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Cesitli populasyonlar arasindaki allel frekans dagilim oranlan
incelendiginde, allel frekans dagiim oranlarinin kitalar iginde benzerlikler,
kitalar arasinda énemli farkliliklar gésterdigi izlenmigtir® 24115122,

Filogenetik incelemelerde populasyonlar arasindaki genetik uzakhg
belirleyen genetik farkliliklarin STR lokuslarina baglh olarak degisiklik gésterdigi
saptanmigtir. Genellikle 5-15 tekrar sayisi bulunan basit tekrar diziye sahip
lokuslarin  populasyonlar arasinda diasik mikrovaryasyonlar gésterdigi,
HumvWA lokusu gibi bilesik tekrar dizilerden olusan lokuslarin populasyonlar
arasinda orta derecede mikrovaryasyonlar gosterdigi belirtiimektedir'®.
HumvWA lokusu icin orta derecede mikrovaryasyon olarak tanimlanan bu
farklilik Cizelge 5.1'de ag¢ik bir sekilde izienmektedir.

Bizim calismamizda saptanan allel frekans dagilim oranlar diger calisma
sonuglart ile karsilagtiriidiinda, minor farkliliklarla birlikte Avrupa
populasyonundaki Caucasian’larda saptanan allel frekans dagilim oranlan ile
benzerlik géstermektedir.

Populasyonlar arasinda = gézlenen heterozigotiuk orani 0.73-0.86,
ortalama diglama sansi 0.59-0.78 ve ayirt etme glci 0.92-0.94 arasinda
degisiklik gostermektedir®®:68:80.115-122

Yaptigimiz calisma ile kargilastirildiginda, gézlenen heterozigotiuk
degerinin diger ¢aligma sonuclarina oranla daha disiik oldugu saptandi.

HumvWA STR lokusu ile ilgili Turkiye populasyon &rneklerinden
gerceklestiriimis birkag ¢aligma bulunmaktadir. Alper et al®®un Cukurova
populasyonunda yaptiklari ¢aligma ile ayni populasyon igin bizim yaptigimiz
calisma sonuglar arasinda minimal farkliliklar saptanmistir. Bu farkliliklarin
calisma grubu sayisi velveya 6rnekleme etkisinden kaynaklanabilecegi
dustndimustar. ISFH dyeleri 100 kigilik calisma gruplarinda populasyon
caligmasi yapilabilecegini, ancak istatistiksel olarak daha aniamli sonuglar icin
en az 200 Kkigilik bir populasyon g¢alismasinin vyapilmas: gerektigini
belitmektedirler. Calismamizin 200 kisilik bir populasyon ile yapilmasi
planlanmig, ancak eldeki kimyasal madde yetersizligi nedeniyle 110 kisiyle

sonuglanmigtir280:124128
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Cukurova ydresinde yasayan ve rastgele segilen saglikh 110 kisiden alinan
kan &rneginde; 8 HumvWA alleli ve bu allellerin kombinasyonu ile 23 farkl
fenotip gézlendi. HumvWA allellerinin allel frekanslar,

13 0.009
14 0.082
15 0.068
16 0.232
17 0.355
18 0.182
19 0.064
20 0.009
bulundu.

Bu caligmada 110 kiside gdzlenen fenotip dagiiminin Hardy-Weinberg
Dengesine uyumu x? testi ile test edildi. Gézlenen ve beklenen fenotiplerle
x? testine gore bu galisma sonuglarinin Hardy-Weinberg Dengesi ile uyumlu
oldugu saptandi.

(x*= 8.9365, df= 14, p > 0.05).

HumvWA lokusunun Cukurova populasyonundaki adli etkinlik degerleri
saptandi. Bu degerlerin STR lokuslarinin adli amach kullanimi igin belirtilen
adli etkinlik degerlerini yansittigi saptand..

Obs-H= 0.7182
PD =0.92149
MEC =0.56822

STR lokuslarinin tanimlanmasinda kullanilan PCR, hd-PAGE ve gimis
boyama y&ntemlerinin hassas, glvenilir, ayni zamanda zaman ve kullanilan
malzemede ekonomik kazang sagladigi saptand..

HumvWA allellerinin tanimlanmasinda kullanilan chelex ile ekstraksiyon,
PCR, hd-PAGE ve gimis boyama yéntemlerinin C.U.Tip Fakiiltesi Adli Tip
Anabilim Dal'nda uygulamaya ge¢mesi bu konularda bilgi, beceri ve
deneyim kazanci yaninda, laboratuvarin kimyasal malzeme ve arag gereg
sayisinin artmasina katki saglamistir.
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6- Kimyasal malzeme ve arag-gere¢ katkisi; kazanilan bilgi, beceri ve
deneyimle birlegtirilerek adli amagh kullanilan diger STR lokuslarinin
C.U.Tip Fakilitesi Adli Tip Anabilim Dali'nda rutin uygulamaya alinmasini
kolaylastiracaktir.

7. Anabilim Dal'mizda c¢alisilan lokus sayisinin arttiriimasi ve rutin hizmete
gecilebilmesi ile Hukuk Sistemimize istatistiksel olarak anlaml ve objektif
kanitlar sunulabilecektir.

Ulkemizde paternite ve kimliklendirme amach hizmet veren birimler,
Universitelerin Adli Tip Anabilim Dallar ile Adalet Bakanligina bagh Adli Tip
Kurumlaridir. Ancak, bu birimlerde teknik alt yapi ve uzman eleman eksikligi
nedeniyle rutin hizmette sikintilar yaganmaktadir.

Biyolojik kanitlarin toplanmasinda yasanan aksakliklardan baslayan ve
ilgili laboratuvarda degerlendirmesi eksik kalan kanitlarin gelismis dlke
standartlarina uygun bir gekilde degerlendirilebiimesi igin; teknik alt yapinin
teknolojik yeniliklere uygun olarak olusturulmasi ve standardize edilerek hayata
geciriimesi, ayni zamanda uzman eleman agidinin bir an énce gideriimesi
gerektigi distnilmektedir.
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OZGEGMIS

Ayse Altun, 1969 yilinda Igel'in Anamur ilgesinde dogdu. llk ve orta
6grenimini Anamur'da tamamladiktan sonra 1983-86 yillar arasinda C.U.Tip
Fakiiltesi Saglik Koleji'nde hemsirelik egitimi, 1987-91 yillari arasinda G.U.Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bélim{’'nde biyoloji egitimi aldi.

1991-92 egitim yilinda C.U.Saglk Bilimleri Enstitisii Adli Tip Anabilim
Dalrnin agmis oldugu Adli Seroloji Yiiksek Lisans egitim programina katildi.
1995 yilinda “Adli Amaglarla Lewis, Kell, Kidd, Duffy ve Lutheran Antijenlerinin
Microtyping (Mikro Tiplendirme) Yéntemlerle Fenotiplendiriimesi”’ adli tez projesi
ile Yiksek Lisans egitimini tamamladi. Ayni dénem C.U.Saghk Bilimleri
Enstitlist Adli Tip Anabilim Dal’'nda Adli Tip Doktora egitim programina katildi.

Halen C.U.Tip Fakuitesi Balcali Hastanesi Adli Tip Anabilim Dal’nda
biyolog olarak gérev yapmaktadir.

Evlidir.

. YOKSEKGGRETIM KURULY
T ANTASYON MERKEZ)
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