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1. OZET

Tek Nukleotit Polimorfizmleri (SNP) insan genomunda en fazla bulunan genetik
isaretlerdir. SNP’lerin rutin adli genetik caligmalarinda yaygin olarak kullanilan
mikrosatellitlere gore ¢ok diisiik mutasyon oranina sahip olmasi ve analiz edilen
bolgenin kisa amplikonlar olmasi asir1 derecede bozulmus DNA 6rneklerinden DNA
profilinin belirlenmesini miimkiin kilmaktadir (Carracedo A., Sanchez-Diz P, 2005).
Kisilerin goriilebilir karakteristik 6zelliklerinin DNA aracilig1 ile anlasilabilmesinin
adli bilimlerde kullanimi artmakta ve gelecekte rutin tanilarin arasina girmesi
ongoriilmektedir. Bu ¢aligmada, 5 yil bekletilmis kan lekelerinden izole edilen DNA
ve 30 ve 60 dakika siire ile UV degredasyonuna ugratimis DNA 6rnekleri kullanilarak
g6z rengini yaklasik %90 oraninda belirleyebilen 6 SNP (rs12913832, rs1800407,
rs12896399, rs16891982, rs1393350, rs12203592) ile kisilerin goz rengi analiz

edilmistir. GOz rengi tahmininde, https://hirisplex.erasmusmc.nl/  sitesindeki

multinominal lojistik regresyon model istatistigine dayanan IRISPLEX Sistemi
kullanilmistir. Calismada gerekli izin ve bilgilendirilmis onam formu onaylar1 alinan,
aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 10 kisiden agi1z ici siirlintii ve kan drnekleri
toplanmustir. Biitiin SNP markirlar1 primer uzama temeline dayanan minisekanslama
reaksiyonu ile belirlenmistir. Reaksiyonun ger¢eklesmesinde gerekli olan floresans
deteksiyonu igin SNaPshot™ Multiplex Kit kullamlmustir. IRISPLEX analizi
sonuclarina gore; 5 yi1l bekletilmis ve degredasyona ugramis 10 drnekten 4’iinde alel
ve lokus kayb1 gozlemlenmistir. UV degredasyonuna ugratilmis 5 6rnegin 2’sinde alel

kayb1 gézlemlenmistir. Diger 6rneklerde herhangi bir alel ve lokus kayb1 olmamustir,


https://hirisplex.erasmusmc.nl/

kigilerin genotip sonuglar1 ile goz renkleri basariyla tahmin edilmistir. Yapilan
arastirma, yapay olarak degrade edilmis DNA o6rneklerinden yiiksek oranda dogru bir

sekilde goz rengi tahmin edilebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Adli Genetik, Adli Bilimler, SNP, Goz rengi, IRISPLEX



2. SUMMARY

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most present genetic markers in the
human genome. The short SNP amplicon sizes are particularly useful for analysis of
DNA from extremely degraded biological samples. (SNPs) can be used in the field of
forensics for predicting the externally visible characteristics of a given individual
based on a sample of DNA alone. This is a potentially useful tool to guide criminal
investigations. In this study we tested artificially degraded DNA samples to determine
accuracy of the prediction of the eye color with IRISPLEX system; a SNaPshot™
based multiplex assay based on 6 SNPs (rs12913832, rs1800407, rs12896399,
rs16891982, rs1393350, rs12203592). We used 5 years old degraded blood stains and
UV degraded DNA samples (30 min to 1 hour). PCR and electrophoresis conditions
were applied according to the protocol recommended by Walsh et al. (2011).
Multinomial logistic regression model statistics used for eye color prediction, by using
statistical approach’s online portal (https://hirisplex.erasmusmc.nl/). However, alele
and locus drop-out were observed 4 out of 10 in 5 years old degraded DNA samples.
Of the 5 samples subjected to UV degradation, aleles were drop-out in only 2 samples.
The correct calculation could not be performed in 2 of 4 samples with drop-out of alele
and locus in IRISPLEX system. The rest of the the IRISPLEX analysis was
successfully estimated for blue and brown eye colors. This preliminary study showed
that the prediction of the eye color is highly accurate in the artificially degraded DNA

samples.

Key Words : Forensic Genetics, Forensic Science, SNP, Eye color , IRISPLEX



3. GIRIS VE AMAC
Bir sucun ispatlanabilmesi, su¢lunun belirlenebilmesi ve sugun igslenme bi¢iminin
bilinmesinin 6nemi hukuki agidan c¢ok biiyiiktiir. Cogu adli olayda, olaya iliskin
fiziksel kanitlarin yetersiz olmasi, elde edilen DNA profili silipheli profili ile
eslesmemesi veya 0zellikle gorgii tanigimin ifadesinin, olay sonrasinda degismis ya da
hatal1 olarak yeniden yapilanmis olmasi, adli olgularda rastlanabilen bir durumudur.
Bunun adli hatalara neden olmasi kaginilmazdir [1]. Gorgii tanikliginin bile failin dis
goriiniisiinii tanimlamada yetersiz kaldigi durumlar olduk¢a sik goriiliir. Bu gibi
olaylarda ve gorgili tanigmin bulunmadigi olaylarda failin dis goriiniisiinii bilmek
sipheliye ulasabilmek icin Onemlidir. Son yillarda gozle gorllebilen fiziki
karakterlerin hangi genlerde ifade edildigi bulundukga kisinin sa¢ rengi, géz rengi, kel
olup olmadigi, sa¢ tellerinin kalinligi-inceligi, saglarinin diiz-dalgali-kivircik olup
olmadig, ten rengi, tahmini boy uzunlugu tahmini olarak soylenebilmektedir. Cogu
genin ifadesi ¢evresel faktorlere ve yasa bagli oldugundan bu gen ifadeleri ‘tahmini’
bir siipheli fotografi verebilir ve failin yakalanabilmesinde kolluk kuvvetlerine
kolaylik saglar. Adli bilimlerde bu tur genetik profillemeye “molekiiler gorgi
taniklig1” da denilmektedir. SNP’ler genomda tek niikleotit degistiginde agiga ¢ikan
DNA dizi degisiklikleridir. Tiim insan genetik degisimlerinin yaklasik %85’ini
olustururlar. 3.2 Milyon bazlik insan genomu boyunca her 100-300 bazda agiga
cikarlar. dbSNP veri bankasinin 2018 verilerine gore insan genomunda 660 milyondan
fazla SNP bulunmakta ve bunlarin 110 milyonu ise valide edilmis durumdadir. Bir

degisimin SNP olarak diisiiniilebilmesi i¢in, toplumda goriilme sikliginin en az %1



olmasi gerekir. Her 3 SNP’den 2’si sitozinin timine degisimidir. SNP’ler genomun
hem kodlama yapan hem de yapmayan bolgelerinde gorulmektedir [2]. SNP’ler
nesilden nesile ¢ok fazla degismezler. Bu da onlarin popiilasyon ¢aligmalarinda takip
edilmelerini kolaylastirir, bunun sonucunda molekiiler antropoloji, evrim genetigi
calismalari ve adli arastirmalarda da kullanilmaktadirlar [3]. STR lokuslarina ait PCR
(Polimerik Zincir Reaksiyonu) iiriinlerinin uzunlugu 300-400 bg arasindadir. Cesitli
ortam kosullar1 ve bekleme dolayisiyla yiiksek derecede degradasyona ugramis
materyallerde STR analizi zordur. SNP’ler ise adli c¢aligmalarda PCR f{iriin
uzunluklarinin yaklagik olarak 150 b¢ olmasi nedeniyle avantajlidir. SNP’ler zellikle
olay yerinden az ve degrade olarak gelen biyolojik delillerin (kan lekesi, sa¢, kemik
ve dis gibi) kimliklendirmesinde STR lokuslari ile sonu¢ alinamadiginda énemli bir
alternatif sistem olarak adli bilimlerde kullanilmaya baslanmistir [4]. SNP lokuslarini
one ¢ikaran diger bir 6zelligi de kisinin fenotipi (sag, ten ve goz rengi gibi) hakkinda
bilgi verebilmesidir. Bu nedenle olay yerinde bulunan bir damla kandan siipheli kisinin
fenotipine iligkin bilgilere ulasilabilir. Bu fiziksel karakterlerin arastirilmasi ve adli
alanda kullanilmasi siipheliye ulasmada biiyiik avantajlar saglar [5]. IRISPLEX g6z
rengi ile ilgili bilgi veren 6 SNP (rs12913832, rs1800407, rs12896399, rs16891982,
rs1393350, rs12203592) markirini ve istatistiksel tahmin yontemini igeren bir
sistemdir. IRISPLEX sistemi olusturulurken, Avrupa’da 6168 kisi iizerinde yapilan
arastirmalar sonucu, goz rengi ile alakali 6 farkli genden 6 SNP tespit edilmistir. Bu
SNP’ler mavi ve kahverengi goz rengini %90’1in iizerinde tahmin basgarisiyla

ayirabilmeyi saglamaktadir. IRISPLEX dogal afet, yanlig-yalan gorgii tanikligi, kayip



insan kimliklendirme ve gorgii tanig1 bulunmayan adli olaylarda kisilerin fenotipik
ozelliklerinden g6z renginin belirlenmesini saglar. Bdylece Kkisinin fenotipik
ozelliklerinden yola ¢ikilarak siipheli havuzu daraltilabilir [6]. Ayrica IRISPLEX 31
pg DNA varliginda bile biitiin genotipleri verebilen hassas bir multipleks sistemdir.
Bu sistem ile degradasyona ugramis DNA orneklerinde de sonug almabilir [7]. Bu
calismanin amaci, oda kosullarinda 5 yil bekletilmis kan lekesi drneklerinde ve UV
1sinina maruz birakilmig DNA Orneklerinde; géz rengini %90 oraninda belirleyebilen
IRISPLEX 6 SNP lokusunda stabilitenin korunup korunamadigini belirlemek ve

degredasyonun g0z rengi tahmini tzerindeki etkilerini saptamaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Adli Amach DNA Analiz Yontemlerinin Gelisimi

Bir kisinin taninmasin1 ve diger kisilerden ayirt edilebilmesini saglayan kisiye
ait biitlin 6zelliklere ’kimlik’ denir. Kisiler fiziki 6zellikleri disinda viicut dokular1
ile de kendine 6zgiindiir. Yas, cinsiyet, kilo, parmak izi, kemik yapisi, dis yapisi, sa¢
rengi, ten rengi, g6z rengi gibi 6zellikler kisinin tibbi kimligini olusturan 6zelliklerin
baglicalaridir. Kisiler genetik isaretlerle birbirlerinden ayrilirlar. Bir kan lekesinin
veya herhangi bir viicut sivisinin kime ait oldugunun belirlenmesine kisilestirme
(individualizasyon) denir. Tibbi kimlik kisilerin viicut 6zelliklerinin tiimiindn
degerlendirilmesi sonucu ortaya ¢ikan kimliktir. Boy, viicut agirligi, cinsiyet, yiiz
yapisi, ameliyat/yara-yanik izleri, deri lekeleri, dovmeler, siinnet, dis yapisi, sa¢
rengi, ten rengi, géz rengi gibi Ozellikler kisinin tibbi kimliginin tanimlanmasi
yapilirken ayrintili olarak incelenen fiziksel 6zelliklerdir [8]. 1953’de DNAnin kesfi
ve bunun sonrasinda 1960 ve 1970’lerde Restriksiyon enzimlerinin bulunmasi ve
Sanger sekanslama gibi molekiiler biyoloji alaninda yasanan gelismeler DNA
dizilerinin arastirilmasina olanak saglamistir. 1984 yilinda Alec Jeffreys, VNTR
dizilerinin adli vakalarda kullanilabilecegini kesfetmistir. VNTR’ler DNA’nin orta
siklikta tekrarlanan dizilerindendir. insan genomunun yaklasik %35’ini olustururlar.
Bu tekarlanan DNA dizileri, 15 veya 100 baz ¢ifti uzunlugunda ve genlerin i¢inde ya
da arasinda olabilir. Bu tiir yapilanmalar DNA kiimeleri bi¢iminde genom boyunca
dagilmistir ve bunlara minisatellit ad1 verilir. Her bir bolgedeki 6zgul DNA

dizilerinin tekrar sayilar kisilerde farklilik gosterir ve 1000-5000 baz ¢ifti (1-5kb)



uzunlugundaki bir bolgeyi kapsar. Insanlarda bu bolgelerin uzunluklarindaki
farklilik, DNA parmakizi adi verilen teknigin temelini olusturur. VNTR ile
kimliklendirme RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms-Sinirli Pargacik
Uzunluk Polimorfizmi) analizi ile yapmustir [9]. RFLP’lerin saptanmasi, Southern
blotting denilen 6zel bir hibritlesme yontemine dayanir [10]. Her bir bolge igin
diizinelerce farkli alelin varligina bagli olarak, heterozigotluk orani ¢ok yiiksek
olmaktadir. DNA parmakizi, 1988’de Amerika Birlesik Devletleri’nde, sug
davalarinda delil olarak kullanilmaya baslanmistir. Fakat cok fazla DNA 6rnegi
gerekmesi, degrade DNA ile analizlerin yapilamamasi, laboratuvarlar arasi
mukayesenin zor olmasi ve analizin uzun siirmesi gibi VNTR analizinin bu
siirlamalart yerini 1983 yilinda Kary Mullis’in DNA’nin belirli bolgelerinin ¢ok
sayida ¢ogaltilabildigi PCR temelli yontemlere birakmistir. Kary Mullis bulusu ile
1993 yilinda Kimya alaninda Nobel o6diilii kazanmistir.  PCR tekniginin
bulunmasindan sonra adli genetik alaninda VNTR’ler yerini STR’lere birakmuistir.
1980 ve sonrasinda VNTR, PCR, STR, mtDNA ve 2001’de kesfedilen SNP’ler adli
kimliklendirmede kullanilmaya baglanmistir [2].

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi genetik arastirmanin
yapilma seklini hizli bir sekilde degistirmistir. Giiniimiizde, NGS ile Sanger dizileme
yontemine gore daha fazla DNA bdlgesi ve hatta tim genom dizi analizleri neredeyse
1 haftadan kisa siirede giderek artan hiz ve azalan maliyetlerle yapilmaktadir. Yeni
nesil dizileme (NGS) yontemlerinin kullanimi son 10 yilda artmistir ve alinan

sonuglarin kalitesi, insanlarin klinik genetik teshislerinde NGS'nin kullanildig1 bir



seviyeye ulagsmistir. Adli genetik laboratuvarlari da NGS teknolojilerini arastirmis ve
Ozellikle de 2014 yilinda konferanslarda NGS'nin adli genetik arastirmalarda
kullanimi1 hakkinda bilimsel makale ve sunum sayisinda biiyiik bir artis olmustur. Bu
bilgiler bize NGS'nin adli genetik vaka c¢alismasi igin yeni olanaklar sundugunu
gostermistir. NGS ile gliniimiizde kullanilan standart PCR yontemleriyle eszamanli
olarak analiz edilemeyen isaretleyicilerin (STR, SNP, insersiyon/delesyonlar)
kombinasyonlar1 analiz edilerek tek bir deneyle daha fazla bilgi elde edilebilir.
Ayrica; NGS ile temel adli STR lokuslarindaki gergek varyasyon ortaya cikarilmis
ve oOnceden bilinmeyen STR alelleri kesfedilmistir. Detayli dizi bilgisi, karigim
orneklerin yorumlanmasina yardimei olabilecek ve kanitlarin istatistiksel agirligim

artiracaktir [11].

4.2 Adli Bilimlerde SNP Belirteclerinin Kullanim

SNP’ler (Tek Nokta Polimorfizmi) STR’lerden daha diisiik mutasyon oranina sahip
olmasi, az miktardaki ve degrade 6rneklerden calisma yapilabilmesi tistiinliikleri ile
adli genetik alaninda kullanilmaya baslanmistir [12]. SNP’ler tek bazda gorilen
nokta mutasyonlaridir. Yani bir baz ciftinin yerine baska bir baz ¢iftinin gelmesidir.
SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazinin (A,G) diger bir piirin bazina veya bir
pirimidin bazinin (C,T) diger bir pirimidin bazina degismesi) ve transversiyonlar (bir
plirin bazinin bir pirimidin bazina ya da bir pirimidin bazinin bir piirin bazina

degisimi) sonucu olusmaktadirlar [2].



Single Nucleotide Polymorphism (SNPs)
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Sekil 4.1  Nesilden nesile  SNP  aktarimi1  (sematik  gOsterim)
(https://www.natera.com/science-informatics) internet sayfasindan alinmistir erisim
tarihi 26.04.2019

SNP’ler insan genomunda en sik bulunan genetik varyasyonlardir. Bir genetik
varyasyonun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi i¢in bir popiilasyondaki sikliginin
en az %1 olmasi gerekmektedir. Insan genomunda genler tim DNA dizisinin ¢ok az
bir kismin1 kapsamaktadir ve genler arasindaki DNA dizisinin %90’dan fazlasi
kodlamayan bolge olarak adlandirilmaktadir. insan genomunda SNP’ler her 1000 baz
ciftinde bir bulunurlar ve birgok SNP protein yapisinda ve fonksiyonunda degisiklige
neden olmaz [13]. Son yillarda yapilan calismalarla SNP’lerin tanimlanmasi,
genomda sik bulunmalar1 ve kararli bir sekilde dagilim gdstermeleri nedenleri ile
tercih edilen molekiiler belirte¢ olmuslardir. Yiiksek islem hacimli genotipleme
yontemlerinin gelismesi ile bir defada bir kisiye ait milyonun Uzerinde SNP
genotiplendirilebilir ve ilgili kiginin genom haritas: ortaya koyulabilir [14]. SNP’ler

nesilden nesile ¢ok fazla degismezler. Bu da onlarin popiilasyon ¢aligsmalarinda takip
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edilmelerini kolaylastirir. Ayn1 zamanda molekiiler antropoloji ve evrim genetigi
calismalarinda oldugu gibi adli arastirmalarda da gilivenilir ve Onemli bilgi
edinilmesine olanak saglarlar [15].

Adli bilimlerde analiz edilen 6rnekler ¢cok az kalip DNA igerdiginden veya degrade
ornekler olmasi sebebiyle bu alanda ¢alisan bilim adamlarini yeni yontemler bulmaya
tesvik etmistir. SNP’ler optimize edilmeye yatkin genetik isaret olmalar1 ve
cogaltilmalar1 i¢in gerekli olan dizi uzunlugunun 60-80 baz ¢ifti olmas1 sebebiyle
adli bilimler alaninda kullanilmaya baslanmistir. Adli analizler i¢in kullanilan SNP
markirlari: ldentity-testing SNPs (Kimliklendirme amaci ile kullanilan SNP
markirlart), Lineage informative SNPs (Nesep belirleme amaci ile kullanilan SNP
markirlart), Ancestry informative SNPs (Soy belirleme amaci ile kullanilan SNP
markirlart) ve Phenotype informative SNPs (Fenotip ile ilgili SNP markirlart)’dir
[16]. SNP’ler, ileri derecede pargalanmig DNA orneklerinde kimliklendirme firsati
yaratmas1 yaninda, referans 6rnegin bulunmadigi durumlarda fenotipik tahmin ile
yakin soy ve/veya biyocografik soy tahmini yapmada yardimci olabilecek bir

potansiyele de sahiptir [17].

4.3 Adli Bilimlerde Kullanilan Fenotip ile ilgili SNP Markirlar

Adli DNA Fenotipleme, olay yerinde bulunan biyolojik materyallerden failin veya
olii (kayip) sahislarin goriiniim 6zelliklerinin tahmin edilebilmesini amaclar. Su anda
insanlarin pigmentasyon 6zellikleri, DNA'dan yiiksek dogruluk oranlarina sahip bir
sekilde zaten tahmin edilebilirken, diger goriilebilen 6zellikler (boy, kellik durumu,

ten rengi) hakkinda genetik arastirmalar surmektedir. Adli DNA Fenotipleme, olay
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yerinde bulunan biyolojik materyallerden ya da 6len kisinin kalintilarindan yola
cikilarak potansiyel siipheli grubunun daraltilmasina olanak saglar [18]. Bu nedenle,
g0z rengi tahmini icin IRISPLEX DNA test sistemi ve DNA’dan kombine g6z ve sag
rengi tahmini icin HIRISPLEX sistemi gelistirilmistir [19]. Gelecekte DNA
Fenotipleme ile yapilacak olan ¢aligmalar sayesinde DNA'dan kisinin goriiniigiine
iliskin daha ayrintili bir profil elde edilebilecek ve bu bilgiler 151g¢1nda suglu ve kayip
kisilerin polis sorusturmalarinda kayda deger bir kolaylik saglanmis olacaktir. Adli
olaylarda DNA’dan fenotip bilgilerinin kullanilmas1 2000']i yillarin baginda baslamis
ve ilk olarak ¢ok yavas ilerlemistir. Bunun nedeni, insan fenotiplerinin genetigi
hakkinda siirli olan bilgi birikimidir. Kalitsal hastaliklar hakkindaki bilgi diizeyi su
an nasil goriindiigiimiize gore daha ileridedir. TUm goriilebilir dis karakterlerden,
pigmentasyonu igerenler, iris rengi, sa¢ rengi ve ten rengi varyasyonlari, pratik adli
DNA fenotiplemenin en iyi ornekleridir. Bu nedenle, pigmentasyon 6zelliklerinin
genetik temelini anlamak su anda baska gorllebilir karakterlerden (6rn: boy
uzunlugu) daha onemlidir. Goz rengi ile ilgili ilk kapsamli DNA tahmin ¢alismas,
2009 yilinda Liu ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Yazarlar, daha Onceki
yayinlardan segtigi 8 pigmentasyon geninden 37 SNP’yi toplam 6100°den fazla
Hollandali’nin DNA’sin1 kullanarak elde edilen bilgiler 1s18inda g0z rengi tahmini
yapmiglardir. Calisma sonucunda 3800’den fazla Ornekte 8 gen ve 24 SNP'ye
dayanan bir goz rengi tahmin modeli gelistirmisler ve modeli 2300'den fazla

bagimsiz 6rnekte dogrulamislardir.
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Daha sonrasinda, Liu ve arkadaslart g0z rengi DNA belirleyicisi olarak 6
pigmentasyon geninden (HERC2 rs12913832, OCA2 rs1800407, SLC24A4
rs12896399, SLC45A2 rs16891982, TYR rs1393350 ve IRF4 rs12203592) 6 SNP
onermislerdir. Bu 6 SNP seti ile, model validasyonu i¢in kullanilan 2300 Hollandalt
Avrupalilarda kahverengi icin 0.93, mavi icin 0.91 ve orta gbz rengi i¢in 0.72 olan
AUC (Area under the curve) degerlerini elde etmislerdir. Liu ve arkadaslari
tarafindan yapilan g6z rengi ile ilgili SNP bolgelerinin secimi Onceki bulgulara
dayanmaktadir. Adli bilimlerde kullanilmasi amaciyla ilk DNA tabanli g6z rengi
tahmin sistemi Walsh ve arkadaslar tarafindan 2010/2011'de yaymlanmustir.

(Calismada glivenilir goz rengi tahmini icin olasilik oraninin minimum %70 (0,7 esik
degeri) alinmasinin gerekli oldugu bu degerinin altindaki olasilik oranlarimin
“belirsiz” olarak siniflandirilmasi gerektigi bildirilmistir [6], [20]. Liu ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen IRISPLEX sistemi, (HERC2 rs12913832, OCAZ2 rs1800407,
SLC24A4 rs12896399, SLC45A2 rs16891982, TYR rs1393350 ve IRF4
rs12203592) SNP'lerin kullanildigi, en fazla rastlanan alt1 gz renginin multipleks
genotiplemesi i¢in kullanilan hassas bir analizdir. IRISPLEX sistemi yaklasik en az

30 pg DNA ile 6 SNP profilinin sonucunu verebilecek kadar hassastir.

4.4 insan Pigmentasyonu

4.4.1. Melanin
Kisilerin dis goriiniigleri en kolay sekilde sa¢ ve goz rengi, boyu ve yiiz 6zellikleri
tanimlanarak ifade edilir. Pigmentasyon gibi insan fenotipik 6zellikleri, genomda ya

da sadece bir gende meydana gelen tek bir varyasyona bagh degildir, Kkisilerdeki
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belirli tek nukleotit polimorfizmlerinin (SNP) sayisindan etkilenmektedir. Ayrica
DNA metilasyonu ve kopya varyantlar gibi ek genetik varyasyonlar da bu
fenotiplerin ¢esitliligine katkida bulunabilir [21]. Fiziksel bir 6zellik olan insan g6z
rengi birden ¢ok genin etkiledigi polimorfik bir fenotiptir [22]. Melanin, deride,
sacta, gbz zarinda, beynin bazi bolgelerinde bulunan ve tirozinin yiikseltgenmesiyle
olusan koyu renkli bir pigmenttir ve melanozom organelinin iginde bulunur. insan
pigmentasyonu, melanin pigmentinin miktar1 ve tipi ile belirlenir. Giiniimiizde
genetik yapisi en iyi bilinen pigmentasyon varyasyonlari géz, sa¢ ve ten rengidir [21].
Insanlarin goz rengi gesitliligi melanin pigmentinin miktarima, tiiriine, melanozom
sayisina ve bu melanozomlarin dagilimindaki farkliliklara baglidir [23],[24].

Melaninin esas gorevi ultraviyole (UV) 1sinlarim1 absorbe ederek deriyi UV’ nin
zararli etkilerinden korumaktir, 300 nm {istiindeki elektromanyetik radyasyonun
zararl etkilerine kars1 son derece etkili bir giines korucuyusudur. Melanin tarafindan
UV absorpsiyonu ve dolayisiyla koruma, niikleik asit ve proteinlerin hasarinin en
fazla oldugu kisa dalga boylarinda artarken, goriilebilir dalga boyunda (400 nm’den
biiylik) ise azalmaktadir. Melaninin UV 1sinin1 absorbe etme fonksiyonu albino
kisilerde gozlenmemektedir. Melanositler deride, gbzde retina pigment epiteli ve
gbdzbebeginin renkli i¢ zarinda, sa¢ matriksinde, mukoza membraninda ve santral

sinir sisteminde bulunurlar ve melanin tretiminde gorev alirlar [25].
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Sekil 4.2 Bir melanosit hicresi
(https://ghr.nlm.nih.gov/art/large/melanocyte.jpeq) internet sayfasindan
alinmistir erisim tarihi 26.04.2019

Mitokondri —

Epidermal melanositler ten renginden sorumludur ve epidermisin bazal
tabakasindaki dermal ve epidermal tabakalarinin arasinda bulunur. Melanositler
bulunduklar1 hiicreyi giinesin zararli radyasyon etkisinden korumaktadirlar. Bu
korumanin etkinligini arttirmak icin, 6zellikle viicudun dis yiizeyini kaplayan epitel
hiicreleri, melanin bakimindan olduk¢a zengindir. insan deri rengi, melanosit
sayisina gore degil, feomelanin ve dmelaninin kimyasal bilesimi, biiyiikligi, sekli
ve dagilimina gore belirlenir. Sa¢ melanositleri; sa¢ kékunde bulunur ve sag renginin
olusumundan sorumludur. Stromal melanositler; goziin stromasinda bulunur ve goz
renginin olusumundan sorumludur. Epidermal ve sa¢ melanositleri iirettikleri
melanin  pigmentlerini etraflarindaki hiicrelere transfer ederken, stromal
melanositlerin irettikleri melaninler ise melanosit hiicreleri i¢inde kalir. Stroma
melanositleri genellikle 6 yila kadar melanin iiretirler. Daha sonra iiretim durur ve

g6z rengi sabitlenir [26]. Insan pigmentasyonundaki farkliliklarin, genetik olarak
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kontrol edilen Omelanin igerigindeki degisiklikler sonucu oldugu anlasilmistir
[27],[28]. Melanin biyosentezi, 6zel post-golgi lizozomal organeli iginde bulunan ve
melanositin  endoplazmik  retikulumundan orijin  alan  melanozomlarda
gerceklesmektedir [21],[29],[30]. Melanositler yiiksek farklilasma 6zelligine sahip
dendritik hiicrelerdir ve 151k mikroskobu altinda saydam goriiniirler [31],[32].
Melanin olusumu (melanogenezis), bir¢ok proteinin etkilesimi sonucunda olusur ve
iki yolakla gergeklestirilir. Bu yolaklarda dmelanin ve feomelanin olmak tzere iki
tip melanin uretimi olur. Birinci yolagin sonunda koyu bir pigment (kahverengi-
siyah) olan dmelanin diger yolagin sonunda ise acik renk bir pigment (kirmizi-sar1)
olan feomelanin olusur [22]. Melanin (6melanin veya feomelanin) biyosentezindeki
baslangic molekiilii tirozindir. Viicutta pigment olusumundan sorumlu enzim
Tirozinaz (TYR)’dir. TYR enzimi melanozomda bulunan bir endomembran
proteinidir ve melanin sentezine dogrudan katilir. Dolayisiyla melanogenezisi
baglatan ve kromozomda 11ql4-q21 noktalarinda bulunan tirozinaz fonksiyon
gosteremedigi zaman pigment iretimi olmaz [33],[34]. TYR, tirozini
dihidroksifenilalanine (DOPA) ve onu da dopakinona doniistiiriir. Dopakinon ise
Oomelanini ya da feomelanini olusturur. Sistein varliginda reaksiyon sonucunda
feomelanin olusur. Esansiyel bir aminoasit olmamasina ragmen ve eksikligi nadiren
goriilen sisteinin yoksunlugunda feomelanin tretimi durur. Kinetik caligmalara gore
feomelanin 6melanine gore daha hizli sentezlenir [35],[36].

Dopakrom tautomeraz, TYR ve TYR bagh protein 1 varliginda, kimyasal yol

sonucunda Omelanin olugsmaktadir. Bu proteinler dogru kodlanmazsa Omelanin
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tiretimi engellenebilir. Boylece kiside agik goz rengi olusumu gozlenebilir [21]—
[23],[32],[33],[37],[38]. Her iki melanin tiri de insan sa¢ ve derisinde
bulunabilirken, émelanin kisilerde en gok goriilen melanin tipidir ve eksikliginde
albinizm gorilmektedir [28]. Omelanin, elips seklindeki melanozomlarda yapalir.
Siyah, kahverengi sa¢ ve koyu ten renginden sorumludur, sag, deri ve areolada
bulunmaktadir. Omelaninin iki farkli tipi vardir. Bunlar; siyah 6melanin ve
kahverengi dmelanindir. Diger pigmentlerin yoklugunda, siyah dmelaninin kii¢iik bir
miktar1 gri sa¢ rengine, kahverengi dmelaninin kii¢iik bir miktari ise sar1 sa¢ rengine
doniisiir. Omelaninin 0zellikle koyu tenli kisilerde daha fazla bulundugu
bilinmektedir. Feomelanin, kiire seklindeki melanozomlarda {iretilir. Potansiyel
olarak mutajeniktir. Gilinesin UV 1smlarma maruz kaldiginda kanserojen olabilir
[39],[40]. Feomelanin sag ve deride bulunmaktadir. Hem agik tenli hem de koyu tenli
kisilerde bulundugu bilinmektedir. Kizil sagli ve agik tenli kisilerde daha sik bulunur.
Kizil saglh kisiler 6zellikle blytk miktarlarda feomelanine sahiptir. Néromelanin,
beyin cekirdeginde pigment tasiyan ndronlarda koyu pigment olarak bulunur.
Insanlarda bu g¢ekirdekler dogum sirasinda pigmente olmayip, yetiskin doneme
gecisle birlikte pigmentasyon gelismektedir. Noromelanin ¢ogu insanin yasami
boyunca yiiksek seviyelerde bulunurken, cesitli ndrodejeneratif hastaliklarin
varliginda pigmentli néronlarin kayb1 goriilmektedir.

Melanin olusumundan belirtilen proteinler sorumlu olmakla birlikte melaninin
olgunlagsmasindan da sorumlu bir¢ok protein bulunmaktadir. Melanin sentezinde de

birden fazla gen bolgesi gorev almaktadir. Avrupa kokenli cogu bebegin bir yagina
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kadar gozleri agik renklidir. Cocugun gelisimi sirasinda, melanositler yavas bir
sekilde melanin liretmeye baslar. Yaklasik bir yasinda olan bebeklerin ii¢ yasina
kadar goz renginde degisiklikler meydana gelir. Ote yandan puberte, erken ¢ocukluk,
hamilelik ve bazen ciddi travma sonrasi (heterokromi gibi), ger¢eklesen durumlarda
viicuttaki hormonal degisiklikler ve kimyasal reaksiyonlar sonucu goz rengi
degisebilmektedir. TYR renk i¢in kodlama yapmasa bile fonksiyon digt bu TYR
pigmentasyondan sorumlu diger genleri maskeler. Bebeklerde pigment dagilimi
sirasinda sistein veya metiyonin agisindan fakir besin alinimi s6z konusu oldugunda
bu aminoasit eksikligi giderilinceye kadar g¢ocuklarin goz rengi bu durumdan

etkilenir. Bu durumda, pleiotropik etkiler goz rengini degistirir [38].

4.4.2. Genotip fenotip iliskisi ve insan gz rengi
Bir kisinin goriintisiinii hem kalitimi hem de iginde bulundugu cevresel faktorler
etkiler. Bu iki durum gelismenin her basamaginda canli iizerinde etkisini gdsterir.
Farkli ortam kosullar1 bir canlinin fenotipini degistirebilir. Fakat bu degisiklik
kalitsal degildir. Clinkii bu sirada genler degismez, sadece genlerin isleyisi degisir.
Goz rengi genellikle Mendel kalitimma gore modellendirilir [41]. Fakat yapilan
bircok arastirma ve gozlem bunun bdyle klasik bir yol izlemedigini gostermistir.
Cilinkii goz rengi fenotipi epistaz ve eksik dominantlik gostermektedir [42]. GOz rengi
cesitliligi i¢inde kahverenginin ¢esitli tonlar1, ela, yesil, mavi, gri ve bazi nadir
durumlarda mor ve kirmizi bulunmaktadir. Geleneksel goriise gore kahverengi goz
rengini kodlayan alel yesil ya da mavi goz rengini kodlayan alele, yesil goz rengini

kodlayan alel ise mavi g6z rengini kodlayan alele baskindir [43].
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Goziin anterior tabakasinda ve stromasinda yer alan melanositlerin sitoplazmalarinda
melanin bulunmaktadir. Melanin viicudun geri kalan kisminda ise hiicrelerden
salgilanir. GOz rengi ne olursa olsun melanositlerin sayisi degismez. GOz rengini
sitoplazmadaki melanin miktar1 ve bu melaninin 6zelligi belirlemektedir. Isik
melaninden gegerken gOriinlir 15181 biliylikk bir kismi retina tarafindan
absorblanmaktadir. Isik gbzden gectiginde, melanin miktar1 fazla ise, goriilen 15181n
¢ogu absorblandigi igin goz kahverengi gorillir. Bu durum pupillerin siyah
goriilmesini de agiklamaktadir. Hiicrelerde daha az melanin oldugunda ise goz rengi
daha acik goriilur. Kirmizi ve menekse goz rengi pigmentasyon olmadigi takdirde
gerceklesmektedir. Kirmizi goriiniim goziin kan damarlarindaki 151k yansimasindan
otiirii olugmaktadir. Menekse renkli gozler ise pigment yoklugunun gdstergesidir.
Mavi rengi olusturacak sekilde ¢ok az sayida pigment varsa menekse renk ortaya
¢ikar [22]. GOz renginin gorinmesindeki en 6nemli yapilar anterior tabakasi ve

altindaki stromada yer alir [22],[43],[44].

Iris Sclera

Sekil 4.3 Gozde iris, pupil ve scleranin konumu
(https://ebsco.smartimagebase.com/the-eye-anterior-front-view/view-
item?ltemID=4578) internet sayfasindan alinmistir erisim tarihi 26.04.2019
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GOz renklerinin g¢esitliligi iriste yer alan melanin pigmentinin dagilimi ve sayisindaki
cesitlilik sonucunda olusmaktadir. Insanlardaki en dikkat cekici goz rengi cesitliligi
beyaz irktakiler arasinda bulunmustur. Mavi/kahverengi goz rengi genetiginin genel
olarak monogenik kalitim gdsterdigi diisliniilmesine ragmen gbz rengi genetiginin
daha kompleks bir genetige sahip olmasi iriste yer alan pigmentlerin dagilimi ve
konstrasyonundaki gesitlilikten kaynaklanmaktadir [33],[45]-[48]. Iris rengindeki
degiskenlik 6melanin ve feomelaninin oranlarindaki degiskenlikle baglant1 gosterir
[50]. Ciinkii iris dogrudan ya da dolayli olarak émelaninin tirozinden biyosentezini
icermektedir [33],[34],[50]-[56]. Yesil iris feomelanin ile, kahverengi iris 6melanin
ile, karisik g6z rengi ise bu ikisinin karisimi ile iligki gosterirken, mavi iris bunlarin

daha az miktarda bulunmasi halinde gozlenebilmektedir [50].

4.4.3. GOz rengi ile iliskili genler ve ozellikleri
Modern molekiiler teknolojinin gelismesiyle insanda goz, sa¢ ve deri rengini
belirleyen bircok énemli genin varlig1 tanimlanmistir. insan pigmentasyonu yiiksek
kalitim ile poligenik kantitatif Gzelliktedir. Proteinler, insan pigmentasyonunu
belirleyen melanogenezde melanozomlarin olgunlasmast ve melanin {iretiminin
kontroliinii saglayan bu genlerin kodlanmasina katkida bulunmaktadir. Genetik
Ozellikleri heniiz tam anlamiyla anlasilamamig olsa da fenotip karakterlerini
belirleyen 100°den fazla genin oldugu diisiiniilmektedir. Genler tarafindan kodlanan
proteinlerin fonksiyonlar1 tam olarak anlasilmamakla birlikte, insan g6z renginin

belirlenmesinde HERC2, OCA2 ve SLC45A2 genlerinin digerlerine kiyasla daha
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etkin oldugu ve bu genlerin melanozomdaki pH dengesi ve iyon transferinin
diizenlenmesinde rol oynadiklart  bilinmektedir  [45]-[47],[57]. Melanin
pigmentasyonunda bir¢ok gen birbiriyle etkilesimde bulunur ve farkli pigmentasyon
varyasyonlar1 olusur. Genlerin birbirleriyle etkilesimleri sonucunda olusan
varyasyonlar pek ¢ok arastirmaci tarafindan incelenmektedir [26],[58],[59].
4.4.4. SLC45A2 geni

Membran iliskili tasiyici protein geni (MATP) olarak da bilinen bu genin resmi ad1
“coziinen tastyici ailesi 45 iiyesi 27 (SLC45A2)’dir. SLC45A2; melanozomda yer
alan melonozomal membran transfer proteinidir. Bu protein melanozom
membranindaki seker gecisinin saglanmasi ve ozmozun dizenlenmesinde rol
oynadig1 bilinmektedir [61]. SLC45A2 proteininin dogrudan veya dolayli olarak

TYR, TYRP1 ve TYRP2 ile OCA2 proteinleri ile iliskili oldugu diistiniilmektedir
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Sekil 4.4 SLC45A2 Geninin 5. kromozomdaki yerlesimi
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SLC45A2#location) internet sayfasindan
alinmustir erigim tarihi 26.04.2019

Aragtirmalar SLC45A2 genindeki bazi polimorfizmlerin deri, sag ve goz
rengindeki farkliliklar ile iligkili olabilecegini gostermektedir [62],[63].

SLC45A2 genindeki mutasyonlar, melanin Uretiminde SLC45A2 proteininin
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islevini azaltmakta ya da ortadan kaldirmaktadir. Bu protein normal
pigmentasyonda dnemli oldugu i¢in, kaybi okiilokiitandz albinizm tip 4 (OCA4)
ile karakteristik olan deri, sa¢ ve g6z rengi degisikliklerine ve gorme
problemlerine neden olmaktadir. Popiilasyon ¢aligmalarinda, SLC45A2 geninde
koyu renk sag, koyu deri ve melanomdan korunma ile iligkili bir polimorfizm
bulunmustur [65]-[68].

4.4.5. OCA2 geni
OCAZ2 ( Oculocutaneous Albinism Il ) genindeki varyasyonlar sag, ten ve g6z
rengiyle iligkilidir. Gen, 15. Kromozomun 15q21.3 bolgesindedir, 24 ekzondan
olusmustur, 2300’den fazla SNP markir1 igerir ve integral melanozomal membran
proteini olan P proteinini kodlamaktadir [68],[69].
P proteini melanozomlarin olgunlasmasinda yer alan en dnemli tasiyict proteindir.
OCA2’nin ekspresyonundaki azalma melanozomlarin olgunlagsmasini dolayisiyla
melanin miktarin1 ve kalitesini etkiler. Melaninin paketlenmesi ve tasinmasi islemi
sirasinda ¢ok miktarda protein yoksa koyu renkli pigment olan melaninin kalitesinde

azalma gozlenmektedir [71]. Bu proteinler ayn1 zamanda pH’1 da kontrol etmektedir.
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Sekil 4.5 OCA2 Geninin 15. kromozomdaki yerlesimi
(https://ghr.nIm.nih.gov/gene/OCA2#location) internet sayfasindan alinmistir
erisim tarihi 26.04.2019
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Insanlarda pigmentasyonda énemli rol oynayan P proteininin fonksiyonel olmadig1
durumlarda albinizm ortaya ¢ikar. Bu kisiler genellikle kremsi beyaz deriye, gorme
bozuklugu olan agik renkli goze, acik sari, sarisin veya agik kahverengi saglara
sahiplerdir [21],[70],[71]. Ayrica OCA2 geni polimorfizmlerinin melanoma ile
iligkili oldugu baz1 ¢alismalarda belirtilmistir [73]. Bu gen, kahverengi g6z rengi ve
ela gbz rengi icin temel kodlama bdlgesi icerir [21],[37]. OCA2-HERC2 gen
bolgesindeki en guicli varyasyon goz rengiyle ilgili rs12913832 SNP varyasyonudur.
Bu SNP mavi ve kahverengi géz renginin kalitimi ile ilgili 6nemli bilgiler verir. Bu
markirdaki varyasyona gore %80 oraninda mavi ve kahverengi g6z rengini ayirmak
mimkunddr [73],[74]. OCA2 genindeki rs1800407 SNP markirinin da bazi
popiilasyonlarda yesil goz rengi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir [57],[59],[72].
Ayrica, OCA2’nin kodlanmayan bdlgesindeki ¢ok lokuslu haplotipler ile goz
renklerinin tonlar arasinda iligski bulunmustur [47],[73].
4.4.6. HERC2 geni

HERC2 (Hect domain and RCC1-like domain-containing protein 2) geni 15.
Kromozomun 15q13.2 bolgesinde bulunur. 93 ekzon ve 250 kilobazdan olugmustur.
Bu gen, coklu yapisal domainler iceren oldukg¢a biiyiik proteinlerin bir grubunu
kodlayan HERC gen ailesinin bir Uyesidir. Bu gendeki genetik varyasyonlar deri, sa¢
ve g0z pigmentasyon varyasyonu ile iliskilidir. HERC2 geni, 4834 amino asitten
olusan bir polipeptiti kodlar [73],[75]. HERC2 geninin fonksiyonu tam anlamiyla
bilinememektedir fakat bu gen spermatogenez ve ubikuitin aracili proteoliz ve hiicre

ici tagimaciliginda yer alan iyi korunmus fonksiyonel proteinleri de kodlamaktadir
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[77]. Intronlar (kodlama yapmayan niikleotit dizileri) genellikle DNA agisindan
islevsiz gibi goriiliiyor olmasina ragmen HERC2 geninin intron 86 noktasinda
gorilen bir mavi-kahverengi goz rengi ile ¢ok iliskili bir SNP (rs12913832 A/G),
OCAZ2 geninin gen ifadesini dizenler [32],[73],[75]. Bu dizenleme, OCA2 geni
tarafindan kodlanan P proteininin ifadesini azaltir. Ifadenin azalmasi eksik
dominantlifa neden olabilir. Tam bir dominantlik goriilmediginde melanin
seviyesinde azalma olur ve gri, mavi ve kahverenginin agik tonlar1 ya da bu
fenotiplerden ikisinin bir karigimi goriliir [33],[73]. Bu iki genin her birinde
gerceklesen tek niikleotit polimorfizmi, kisilerin g6z renginin olugmasinda dnemli
rol oynar. Yapilan son calismalar OCA2 geninin iist kismmda yer alan HERC2
geninin iris renginin belirlenmesinde baskin rol oynadigini gostermistir. Dolayisiyla
HERC?2 geninin g0z renginin olusmasinda daha guclu bir etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir [32],[73],[75].

Chromosome 15 - NC_000015.10

[ 26371282 pr [ 28335061 pr

GABRG3 OCA2 % RPL41P2
SERPINE4P RPLSP32 HERC2
LOC105370741 HERC2P1

Sekil 4.6 OCA2 ve HERC2 Genlerinin 15. kromozomdaki yerlesimi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4948) internet sayfasindan alinmistir

erisim tarihi 26.04.2019

Ayrica genetik ifadenin azalmasi sonucunda bazi anormallikler de meydana gelebilir.

Baz1 kisilerin her bir gdziinde ayr1 2 fenotipik ifade goriilmesine ya da

tamamlanmamis pigmentasyona neden olabilir [20], [78], [79].
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4.4.7. Gbz rengi tahmini ve IRISPLEX

Bilimsel gelismelerle birlikte gliniimiizde DNA veritabanlarinin etkili kullanimi adli
bilimler i¢in ¢ok oOnemli bir hal almistir. IRISPLEX sistemi, HGDP-CEPH
veritabanindan elde edilen 940 adet DNA Ornegine ait sonuglardan goz rengini
ongormek i¢gin test edilmistir. IRISPLEX ile tahmin edilen géz renginin dagilimi, goz
rengi kategorilerinin bilinen dagilimi ile yliksek derecede uyumludur, bu da test
edilen 6rnegin biyocografik kokenine bakilmaksizin IRISPLEX'in iyi performans
gosterdigini giiclii bir sekilde gostermektedir.

Walsh ve arkadaslar1 yaptig1 calismada, Liu ve arkadaslarinin (2009) goz rengi ile
ilgili bilgi veren en gucgli 6 SNP’yi (rs12913832, rs1800407, rs12896399,
rs16891982, rs1393350 ve rs12203592) secerek multipleks olusturmuslardir.
IRISPLEX tahmin modeli olarak 6nceki ¢alismada gelistirilen multinominal lojistik
regresyon model istatistigi yontemi (MLR) kullanilmistir [6],[75],[80]. SNP
genotipleri ile, 3 gdz rengi kategorisinde olasilik tahmin edilir. Mavi ve kahverengi
g0z rengi %91,6 ve %87,5 basariyla tahmin edilebilmektedir. Ancak yesil goz rengi
ile ilgili gdvenilir sonu¢ vermemektedir [6]. IRISPLEX sistemi, sa¢ renginin
(HIRISPLEX [81]) ve cilt renginin (HIRISPLEX-S [19]) eszamanli tahmini igin
ilave SNP'lerle genisletilmistir. G6z renginin tahmini yine ayn1 6 SNP'ye dayanir,
sistem farkli uluslardan 9466 kisi ile c¢aligilarak iyilestirmeler yapilmigtir
[19],[81],[82].

IRISPLEX testi, 20’den fazla laboratuvarin dahil oldugu cok merkezli bir

aragtirmada Uluslararast Adli Genetik Dernegi (ISFG) ve Avrupa DNA Profilleme
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Grubu (EDNAP) tarafindan test edilmistir ve aragtirmacilar tarafindan uygulanmasi
kolay ve yiiksek derecede giivenilir oldugu ifade edilmistir. GOz rengi tahmininde
diger aragtirma gruplar1 tarafindan yapilan calismalar da mevcuttur, Ruiz ve
arkadaslari tarafindan g6z pigmentasyonu ile ilgili 23 SNP segilerek ikinci bir tahmin
sistemi gelistirilmistir [83]. Tahmin algoritmasi olarak, SNIPPER adi1 verilen Bayes
teorimi olasilik orani istatistigi kullanilmistir. Sistem, alt1 farkli Avrupa tilkesinden
416 kisi kullanilarak gelistirilmistir. SNIPPER siniflandirmasiyla géz mavi, yesil ve
kahverengi olarak verilen {i¢ referans gruba (popiilasyona) gore arastirilan kisinin
goz rengi i¢in olabilirlik oran1 hesaplanmaktadir. Ruiz ve arkadaslar1 ayrica mavi
olmayan, kahverengi olmayan renkler i¢in hassasiyetin azaldigini bildirmisler ve
HERC2-OCA2 lokusunda ilave SNP'ler ekleyerek Ongoriiyii iyilestirmeye
calismislardir [83].

Uclincli bir géz rengi tahmin modeli Allwood ve arkadaslari tarafindan Yeni Zelanda
popiilasyonu ¢alisilarak gelistirilmistir [84]. Bu model 4 SNP (rs1129038,
rs1800407, rs1393350, rs12896399) icerir ve her bir SNP tahminini bir renk
kategorisine (mavi, kahverengi, intermediate) yonlendiren bir istatistik modeli
kullanir.

Son tahmine dayali algoritma Hart ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir [85].
Spichenok ve arkadaslar1 [86], Avrupali ve Avrupali olmayan popiilasyonlar
calisarak modeli gelistirmistir. Calismada g6z rengi tahmini i¢in 5 SNP (rs12913832,
rs12203592, rs16891982, rs6119471, rs12896399) kullanilir. Bu sistemde goz

renkleri mavi, kahverengi ve yesil olarak siniflandirilir. Pozitif bir renk tahmini her
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zaman elde edilemez ve daha genis "renksiz" ("mavi olmayan" ve "kahverengi
olmayan") sonuclar elde edilebilir. Hart modelinde hatalarin ¢ogu yesil gozlii

kisilerde meydana gelmistir [85].

RS12896399 TT/AA |
. RS16891982 GG/CC
GGICC
R @ | rs1291383n2
‘"M,, ,‘_..—"')
v
ATy RS1800407 CC/GG

RS1393350 CC/GG

RS12203592 GG/CC

Sekil 4.7 Walsh ve arkadaslarina gore kahverengi ve mavi g6z renginin 6 SNP
markir1 ile belirlenmesi [6].

Tarif edilen modeller arasinda yalnizca IRISPLEX Avrupa ve Avrupa dist birkag
poplilasyonda gelistirilmis ve test edilmistir. Calismalar, IRISPLEX’in farkli
populasyonlarda (Hollanda, Sloven, Dogu Asya) mavi ve kahverengi gozlerin dogru
tahmin edilebilecegini gostermistir [6],[78],[84]. GOz renginin belirlenmesinde
gunimizde en populer tahmin modeli, Walsh ve arkadaslari tarafindan adli
uygulamalarda kullanilmak tizere gelistirilen IRISPLEX sistemidir. Gelecekteki
arastirmalar, mavi olmayan ve kahverengi olmayan ara goz renklerini tahmin etmeye
odaklanacaktir. Bu ara renkler i¢in yapilan DNA tahmininin, su anda mevcut olan
DNA testlerinden daha zor olmasi beklenmektedir. Ara renklerin belirlenebilmesi

icin daha fazla DNA varyanti ¢alisilmalidir.
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4.5 SNP Analiz Yontemleri

Genomda bir SNPmin nerede olduguna bagli olarak, polimorfizm ve fenotipik
seviyedeki sonucglar farkli olabilir. Genlerin kodlanan bolgelerindeki SNP'ler
proteinlerin islevini veya yapisim1 degistirerek klinik sonuglara yol agabilir. Bu
SNP’ler genetik teshis yapilabilmesi i¢in tipta ve farmakogenetik alanda 6nemlidir.
Bununla birlikte, cogu SNP kodlanmayan genom bdlgelerinde bulunur ve fenotip
uzerinde higbir etkisi yoktur. Bu kodlayici olmayan SNP'ler popiilasyon genetiginde,
evrimsel c¢alismalarda ve adli analizler i¢in belirte¢ olarak kullanilirlar. Dilnya
genelinde SNP’ler hakkinda yapilan ¢alismalar yaygimlastikca adli bilimlerde de
SNP’lerin  kullanim1 artmistir ve gilin  gegtikce yeni analiz  yontemleri
gelistirilmektedir. Adli genetik laboratuvarlarinda kullanilacak SNP analiz
yontemleri biyolojik materyalin durumuna (degrade Ornekler icin sonug
verebilmesine), multipleks c¢aligilabilme kapasitesine, duyarliligina, deneylerin
tekrarlanabilirligine, yliksek dogrulukta sonug verebilmesine, analiz i¢in kullanilacak
cihazlara, cihaz sarf malzemelerinin ve kimyasallarin ucuz olmasina, harcanan
zamana, biitiin laboratuvarlarda kolay bir sekilde uygulanabilmesine, yontemin
basitligine ve deneylerde harcanan zamana, veri analizinin kolay yapilabilmesine
gore secilmelidir. Tek bir genotipleme yoOntemi, bitin uygulamalar igin uygun
degildir [12],[88]. Bu tez ¢alismasinda primer uzama (minisekanslama) yontemi

kullanilmustir.
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4.5.1. Minisekanslama yontemi: SNaPshot™ (Thermo Fisher Scientific)
Minisekanslama (primer uzama) iriinlerinin analizinde siklikla Thermo Fisher
Scientific tarafindan iiretilen SNaPshot™ Multiplex Kit kullanilir. Kit ile; primer
uzama yontemine dayali (tek baz uzama) minisekanslama reaksiyonuyla belirlenen
SNP noktalarinin floresans deteksiyonu saglanarak SNP’ler elektroforetik yontemle
belirlenir. Kit floresans boya ile isaretli ddNTP, tampon ve polimeraz igerir. Bu
reaksiyonda, isaretsiz primer SNP’ye komsu olan nukleotite baglanir ve DNA
polimeraz ile floresans isaretli ddNTP’ler (Tablo 4.1) kullanilarak uzama saglanir.
dNTP’ler deoksiriboz sekerin 3. karbon atomunda hidroksil (OH) tasimadiklari i¢in
kendilerinden sonra yeni bir niikleotit ilave edemez ve sentez sona ererek tek bir baz
uzamasit gerceklesir. Minisekanslama sonrast uzama UrUnleri saflastirilir.
Saflastirmanin amact ddNTPlerin 5' fosforil gruplarini uzaklastirmaktir. Boylece
ortamda bulunan baglanmamis ddNTP’ler ve primerlerden kaynakli istenmeyen
sinyallerin olusmasi engellenir. Daha sonra floresans isaretli uzama drtnleri
elektroforez ile goriintiilenir, boylece farkli SNP’ler renklerine ve boyutlarina gore

ayrilir [12].

29



SNaPshot® Kit Single-Base Extension Labeling Chemistry

Anneal Primer

“* CCATGACTGATTCC
Target DNA — NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
Labeling Chemistry ddGTP

SNaPshot® Ready ggg{g Extend and
Reaction Mix I ATE Terminate Primer

SNP

CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

" 5 Color = genotype
Electrophoresis

&

I

Sekil 4.8 SNaPshot™ reaksiyonunun sematik gdsterimi Thermo Fisher
Scientific SNaPshot™ Multiplex Kit Protokoliinden almmustir.)

Tablo 4.1 Floresans boya ile isaretli ddNTP’ler (Thermo Fisher Scientific
SNaPshot™ Multiplex Kit Protokoliinden alinmustir.)

ddNTP Boya Adi Sinyal rengi
A dR6G Yesil
C dTAMRA™™ Siyah
G drR110 Mavi
T DROX™™ Kirmizi

SNaPshot™ kit kiiciik bir optimizasyonla dogru ve saglam bir sekilde galisabilir
[89]. Yontemin adli laboratuvarda kullanilan PCR ve kapiller elektroforez gibi
cihazlarla analiz edilebilmesi, ¢ok sayida SNP lokusunun (en fazla 35) multipleks
olusturularak tek reaksiyonda disuk maliyet ve yiksek verimlilik ile
tiplendirilebilmesi, yontem duyarliliginin dizilemeye gore daha yiiksek olmasi,
adli genetik laboratuvarlarinda ¢alismaya avantaj saglamaktadir. Ancak, her SNP

icin hem PCR hem de minisekanslama reaksiyonlarinda kullanilacak primerlerin
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dizayn edilmesi ve konsantrasyonlarinda optimizasyon yapilmasi gerekmektedir
[90].
4.6 DNA Hasarn

4.6.1. DNA hasari olusum nedenleri
Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen veya endojen faktorler
nedeniyle meydana gelen biitiin degisikliklere DNA hasar1 denir. Genom, DNA
hasarma neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Ekzojen kaynakli etmenler
arasinda stres, viriisler, enfeksiyon, parakuat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi
altinda kalma, pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari,
iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara
dumani, solventler gibi cevresel faktorler, sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, hiperbarik oksijen, trisiklik
antidepresanlar, demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest
lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 ve PCB
(poliklorlubifenil)’ler sayilabilir. Endojen kaynaklar icin; oksidatif metabolizma ve
DNA’nin spontan degisimleri 6rnek olarak sdylenebilir.

4.6.2. DNA hasarina neden olan gevresel etkenler
Ultraviyole 151k, iyonize radyasyon, elektromanyetik dalgalar, kimyasal ajanlar,
aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil klorid, hardal
gazi, hava kirliligi ve fabrika atiklari gibi etmenlerdir. Olay yerinden elde edilen
delillerden DNA izolasyonu yapilirken DNA’nin stabilitesinin  korunup

korunmadiginin bilinmesi, analiz sonuglarinin dogrulugu acisindan Onemlidir.
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Cevresel sartlarin olusturabilecegi DNA hasari bilindiginde, degrade olmus DNA
orneklerinin analizinde PCR islemi asamasinda ileri tekniklerin kullanilmasinin ve
spesifik bolgedeki DNA miktarinin daha fazla ¢ogaltilmasinin avantajli olacagi
bildirilmistir [87].
4.6.3. DNA hasar tipleri

DNA gesitli farkli mutajenler tarafindan hasara ugrayabilir, bunun sonucunda
DNA’da deaminasyon, depurinasyon, alkilasyon, T-T ve T-C dimerleri olusumu,
replikasyon hatalari, ¢ift iplik kiriklar1 olusumu ve oksidatif stres gozlenir ve DNA
dizisi degisebilir. Oksitleyici etmenler, alkilleyici etmenler ve mordtesi 151k gibi
yiiksek enerjili elektromanyetik 1simlar mutajenler arasinda sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarm tipi mutajenin tipine baglidir. Ornegin, mor dtesi 151k timin
dimerleri olusturarak DNA'ya hasar verir. Ayrica DNA’da ¢ogunlukla tek-Gift iplik
kiriklar1 ve alkilasyon olusur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal mutasyonlara,
insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol acabilir. UV
1s1n1 etkisi ile DNA tarafindan kuvvetlice absorblanan UVC (~260nm.) ve UVB
isinlar;, DNA ve diger biyolojik molekullerle reaksiyona girerler ve pirimidin
dimerleri (T-T, T-C) olustururlar. DNA’daki zararin potansiyel olarak en tehlikeli
tipi onarim i¢in bozulmamis kalip bir DNA ipligi birakmayacak sekilde ¢ift sarmalin
her iki ipligin de kirildigt durumdur. Bu bolgeler onarilmadan birakilirsa

kromozomlarin hizli bir sekilde daha kiiclik parcalara ayrilmasina neden olabilir

[91]-[92].
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4.7 Ultraviyole Isik Tiirleri ve Zararh Etkileri

Ultraviyole 151k giinesten gelen elektromanyetik radyasyon enerjisinin bir tlirtidiir.
Yeryliziine ulagsan giines radyasyonunun yaklasik % 5'ini olusturur [93]. 10-400
nanometre dalga boyuna sahiptir ve spektrumda X 1sinlar1 ve goriiniir bolge arasinda
kalir. Ultraviyole, goriiniir bolgenin en yiiksek frekansli ¢esidi olan mor 15181n
lizerinde yer aldigi i¢in mor Otesi 151k olarak isimlendirilir [94]. Eger normalin
uzerinde bir miktarda UV duinyaya erisirse, kisa dalga boylu ve yiiksek enerjili olmasi
sebebiyle DNA ve proteinler tarafindan emilir ve hiicresel yikima yol agar [95].
Ultraviyole 151k elektromanyetik spektrumda bulundugu dalga boyuna gore 3 boliim
icermektedir. UVC 151k 100-280 nm, UVB 151k 280-315 nm ve UVA 151k 315-400
nm arasinda dalga boyuna sahiptir [96].

UVA (320- 400nm): En diisiik enerjili ve daha az tehlikeli UV 1simidir. UVA 1sinlari
doza bagl olarak bronzlasma, yaslanma ve kanser olusumuna neden olmaktadirlar,
cilt dokusu UVA’ya maruz kaldiktan sonra singlet oksijen, H202 ve hidroksil serbest
radikalleri Uretilir. Bunlar huicresel proteinlerde, lipidlerde ve sakkaritlerde hasara
yol agar. UVA; DNA’da yapisal hasara ugratacak, immiin sisteme zarar verecek ve
kansere yol agabilecek yapilar olusturur [97]-[98].

UVB (290- 320 nm): Yaniga, yaslanmaya, deri kanserine ve katarakta yol agar [99].
UVB’nin etkisi derinin epidermal bazal hiicre tabakasinadir. UVB; DNA sentezinin
stimiilasyonu, deride serbest radikal olusumu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
fotoyaslanma ve fotokarsinogenezis gibi direk veya indirekt olarak zararl biyolojik

olusumlara yol agmaktadir. Derideki antioksidanlarin 6nemli dl¢iide azalmasi derinin
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giines 151g1na maruz kalmaktan olusan serbest radikallere karsi kendini koruma
sistemine zarar vermektedir. UVB, deri kanseri olusturmaktan ve DNA hasarindan
sorumlu tutulmaktadir [119]-[98],[100]. UVB giines yanigi olusturmada UVA’ dan
1000 kat daha etkilidir ve genotoksiktir.

UVC (200- 290 nm): Ozon tabakasi tarafindan tutuldugu igin, normal atmosfer
sartlarinda yeryiiziine ulasamayan 1sindir. Son yillarda ozon tabakasinda olusan
incelmeler ve delikler nedeni ile yeryliziine dogrudan ulastigi i¢in 6nemi artmistir.
Gugli karsinojendir [101]. UVC yasam igin biitiin tiirlerden en tehlikeli olanidir. Cok
kisa siire maruz kalmaktan bile deri i¢in oldukca tehlikelidir. Gilinesten gelen UVC
radyasyonunun tamamina yakini molekiiler oksijen ve yeryiizii atmosferindeki ozon
tarafindan absorbe edilmektedir. Yeryiiziine 290 nm dalga boyundan daha kisa dalga
boylu solar radyasyon ulasmamaktadir [98],[100]. Fakat koruyucu ozon
tabakasindaki 6nemli hasarlardan dolay1 ultraviyole radyasyonu artik yeryiiziine

ulagmaktadir [102].

4.7.1. Ultraviyole 1s1381n DNA’ya etkisi
UV radyasyonu 1s1nimiyla uzun siire temasta kalmanin DNA yapisinda degisiklige
yol actig1 gbzlenmistir. UVB ve UVC'nin DNA yapisinda mutasyon, hiicre yikimi ve
transformasyona neden olmaktadir [103]. Biitiin bu etkiler hiicre ¢ogalmasini
bozarak tiimor gelisimine neden olur [100]. Organik molekiillerin yapisinda bulunan
baglarin bircogu UV 15181 absorblar ve molekiilde fotokimyasal degisimlerin
olmasina sebep olur. Teorik olarak O-H, C-C, C-H, C-N, H-N ve S-S baglar1 112,8

kkal/Einstein enerjiye sahip 253,7 nm 1siktan etkilenmektedir. En gii¢lii 253,7 nm
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151k absorblayici molekiiller niikleik asitlerdir. Niikelik asitlerdeki pirin ve pirimidin
bazlar1 1s1k absorblarken, polimer iskelet 1siktan etkilenmez. 253,7 nanometrede,
aromatik halka, ¢ift halka ve/veya disiilfit bagi iceren bilesikler etkili 1s1k
absorblayicidir. Ultraviyole 151k niikleik asitlerde hasara sebep olur. Nukleik asit 200-
310 nm arasindaki ultraviyole 15181 absorblar, bunun sonucunda; DNA zincirinin
kirllmasi, zincirlerin ¢apraz baglanmasi, pirimidinlerin hidrasyonu, polintkleotit
igerisindeki komsu bazlarin dimer olusturmasi, aromatik amino asitlerin denatiire
olmasi ve pirimidin dimerleri olusumu gozlenebilir. Olusan dimerler DNA’nin
kopyalanmasini engeller ve bu da ¢ogalmanin durmasina yol agar [104]. UVC ve
UVB 151k etkisiyle DNA’da olusan reaksiyon tiriinlerinin yaklasik %781 pirimidin
dimerleridir. Farkli bilesiklerin olugmasi dalga boyu, DNA dizilimi ve protein-DNA
interaksiyonu gibi etkenlere baglidir. DNA analizi, adli bilimlerde sucun
aydinlatilmas1 i¢in kritik bir rol oynamaktadir. Ancak teknolojiyi smirlayan
faktorlerden birisi de olay yerinden elde edilen biyolojik lekelerden izole edilen
DNA'nin analiz edilemeyecek kadar zarar gérmiis olmasidir [105]. Teknolojinin
siirlayicr faktorlerinden biri, olay yerinden elde edilen biyolojik lekelerden izole
edilen DNA'nin, analiz edilememesidir. Sebepleri; PCR inhibitorlerinin varhigs,
baslangic DNA molekiiliiniin diisiik kopya sayisinda veya bozulmus olmasidir. UV
151811 151, nem ve mikroorganizmalar gibi diger faktorlerden bagimsiz olarak
DNA'’ya zararl etkileri hakkinda daha kapsamli bir temel bilgi, DNA'nin degrade
oldugu lekelerde karmasik mekanizmalari anlamamiza yardimci olacaktir. Canli

organizmalarda foto-aktiflestirme, uyumsuzluk onarimi, niikleotit ve baz eksizyon
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onarimi, rekombinasyon onarimi gibi ¢esitli DNA onarim mekanizmalari vardir. Bu
onarim sistemlerinin amaci, DNA'min biitiinliiglini korumak ve mutasyonlari
onlemektir. Olay yerinde bulunan biyolojik kanitlardan izole edilen DNA
homeostatik kontrol altinda degildir ve zamanla mutasyon biriktirebilir, bu DNA
profillerinde alel kayiplarma neden olabilir. Biyolojik kanitlarin UVC'ye maruz
kalmasindan kaynaklanan DNA hasar1 PCR verimini ve ayrica DNA profili
tanimlamasini etkileyerek adli DNA analizini kismen veya tamamen devre disi
birakir, bu DNA hasar mekanizmalarinin canli hiicrelerde ve hiicre dis1 ortamda
anlasilmas1 gerekmektedir. Adli bir biyolojik 6rnekteki DNA, 6r. kurutulmus bir
fizyolojik leke, biyokimyasal olarak zarar gorebilir, hasarin biiytikligii kontrol
edilerek biyolojik 6rnek kullanilabilir veya kullanilamayabilir. Biyolojik leke
icindeki DNA, cekirdekte kromatinlere sarili olarak bulunmasi veya dehidrate olmasi
faktorlerinin bir kombinasyonu ile korunabilir. DNA dehidrate ortamda kaldikca,
fizyolojik B konformasyonundan daha kompakt A formuna donigiir. Adli 6rnekler
laboratuvar kosullarinda bekletilirken 1s1, 151k, nem etkisi ve mikroorganizma
biiytimesi de dikkate alinmalidir. Kontamine 6rneklerde, canli mikroorganizmalarin
sindirim enzimleri salgilamasi ve bakteriyel hiicre 6liimii sonrasinda ortama salinan
proteinler DNA’da zincir kiriklarina sebep olur. Ek olarak, bagil nem, DNA'nin
hidrasyon seviyesini ve zararli ajanlarin yayilabilirligini artirabilir, hiicresel su
tarafindan emilen UVA ve UVB enerjisi, DNA’da zincir kopmalaria ve oksidatif

hasarlara neden olan ROS'a yol acabilir [106].
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5. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda; aydinlatilmis onam formunu dolduran ve DNA drneklerinin
bilimsel caligmalarda kullanilmasina riza gosteren, aralarinda kan bagi olmayan,
Tiirkiye Cumhuriyeti vatandast 10 kisiden agiz i¢i siiriintii ve kan 6rnegi alindu.
Calisma goniilliileri; 1 mavi gozll, 4 kahverengi gozlu, 5 yesil/ela gozlii olduklarini
beyan etmistir. Gondllllerin fotografi esit 151k siddetinde ve esit uzaklikta ¢ekilerek
fenotip dogrulamasi yapildi. Gonlllulerden toplanan kan 6rnekleri keten kumaslara
emdirilerek kan lekesi yapildi. Bu kan lekeleri olusturulan kumaslar kodlanarak oda
1s1sinda temiz ve agzi agik bir kutunun i¢inde 5 yil bekletildi. Agiz ici surinti
orneklerinin DNA izolasyonu ve miktar tayini yapildi. Daha sonra bu DNA’lara 30
dakika ve 60 dakika UV degredasyonu yapildi. 5 yil bekleyen kumaslardan pargalar
kesilerek QlAamp DNA Mini kit ile DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen biitiin
DNA ornekleri -20°C’de muhafaza edildi. Bu tezde g6z rengine ait bilgi veren Walsh
ve arkadaslari (2011) tarafindan gelistirilen IRISPLEX (6 pleks) ¢alisildi. Calismanin
bitun laboratuvar asamalar1 tamamlandiktan sonra multinominal lojistik regresyon
analizi ile g6z rengi tahmini yapildi. Iststistiksel analiz,

(https://hirisplex.erasmusmc.nl/) adresindeki online IRISPLEX yazilim programu ile

yapildi (Erisim Tarihi: 01.04.2019).

Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 07.01.2014
tarih, 83045809/878 sayili karari ile uygun goriildi (Ek 2). Calismada kullanilan tiim
ornekler, bulgular bélumunde Tablo 6.2°de listelendi. Bu ¢alismanin optimizasyon

asamasinda 9947A Kontrol DNA kullanildi.
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Deneyler belirtilen plana gore gerceklestirildi:
e Orneklerin toplanmas1
e Toplanan kan 6rneklerinin kumaglara dokiilerek kan lekesi olugturulmasi,
lekelerin eskimesi i¢in odaya yerlestirilmesi
e Agiz igi siirlintiiden ve kan lekelerinden DNA izolasyonu
e Agiz ici sliriintiiden elde edilen DNA’larin UV degredasyonu
e Agizig¢isiirlintli, UV degradasyonuna ugratilan DNA’lar ve kumastan elde
edilen DNA’larin miktarlarinin belirlenmesi
e Primerlerin hazirlanmasi
e PCR asamasi
e PCR iiriinlerinin saflastirilmasi
e Minisekanslama asamasi [SNaPshot™ (Minisekanslama) Reaksiyonu]
e Minisekanslama iiriinlerinin saflastiriimasi
e SNaPshot™ Reaksiyon Uriinlerinin Elektroforeze Hazirlanmasi
e SNaPshot™ Uriinlerinin ABI PRISM® 310 Genetik Analizér (Applied
Biosystems) ile Elektroforezi
e Verilerin Analiz asamasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
Calismanin biitiin asamalar1 Istanbul Universitesi — Cerrahpasa Adli Tip ve Adli
Bilimler Enstitiisii Molekiiler Genetik Ogrenci Laboratuvarinda gerceklestirildi. Bu
calisgmada 6 SNP lokusunda genotip tayini yapilmasi amaciyla minisekanslama
yontemi uygulandi. PCR reaksiyonunda, DNA iirlinleri belirli araliklarda ¢ogaltildi.

Cogaltilan iiriinler saflastirildiktan sonra SNaPshot™ Kit Reaksiyonu (Thermo
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Fisher Scientific) uygulandi. PCR primerlerinin hazirlanmasi, Primer dizileri, PCR

kosullari, PCR fdriinlerinin saflastirilmasinda kullanilan malzemeler ve deney

protokolleri asagida agikland.

Tablo 5.1 Deneyler I¢in Kullanilan Biitiin Kit ve Kimyasallar

DNA izolasyonu:

PCR:

PCR Sonrasi
Saflastirma:

Minisekanslama
Asamasi.

Minisekanslama
Sonrasi Saflastirma:

Kapiller Elektroforez
Asamasi:

5.1. DNA izolasyonu

QIAamp DNA Mini kit

PCR primerleri
Kontrol DNA (9947A)
Qiagen Master Mix

EX0SAP-IT
SNaPshot™ Multiplex Kit (Thermo Fisher Scientific)

Minisekanslama primerleri (Tek baz uzama primerleri)
Nikleaz free su

Thermosensitive Alkaline Phosphatase (FastAP) (1U/ml)

Genescan- 120 LI1Z Size Standart (Applied Biosystems)
Hi-Di Formamide (Applied Biosystems)
POP-4 Polimer (5 ml)

Beklemis kan orneklerini izolasyona hazirlama asamasi ve DNA izolasyonu

protokolii:

Kan lekelerinden DNA izolasyonu i¢in Qiagen QIAamp DNA Mini kit’in ‘DNA

Purification from Dried Blood Spots’ protokolii ¢alismaya optimize edilerek

uygulandi.

1. Alkolle sterilize edilip atesten gecirilen makas ile kan lekesi olusturulup
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10.

11.

bekletilmis kumastan 0.5cm? lik parcalar kesilerek 1.5ml’lik eppendorf tiipe
konuldu.

Uzerine 180 pl Buffer ATL tamponundan eklendi ve 85 °C” de 10 dakika inkiibe
edildi.

Tiip tizerine 20ul Proteinaz K eklendi ve vortekslendi.

Tiip 56 °C de 1,5 saat inkiibasyona birakildi. Tiip 10 dakika araliklarla ters diiz
edildi.

Tiiplerin kapagindaki damlaciklarin asag1 inmesi i¢in santrifiij edildi.

200 pl Buffer AL eklendi, 10 saniye vortekslendi.

70 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi.

200 pl %96-100 saflikta etanol eklendi ve vortekslendi. Elde edilen karigim
QIAamp mini spin kolona aktarildi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipte

kalan s1v1 bosaltildi.

. Kolona 500 pl AWI1 tamponu eklendi, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiipte kalan s1v1 bosaltildi.

500 pul AW2 tamponu eklendi, 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Tiipte
kalan s1v1 bosaltildi.

QIAamp mini spin kolon steril 1.5 pl’lik mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.
Uzerine 100 pl AE tamponu eklendi, oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edilerek
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi. DNA eppendorf tiipe

toplandi. DNA’lar -20 °C’ ye kaldirild1.
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Agz ici siiriintii orneginden DNA izolasyonu protokolii:

1. Isitic1 blok 56°C’ye ayarlandi.

2. Buccal swap 1.5ml’lik eppendorf tiipe konuldu. Uzerine 400 pl PBS tamponu
eklendi ve oda sicakliginda (25 °C) 10 dakika inkiibe edildi.

3. Swap atildi, tiip lizerine 20pl Proteinaz K, 500 pl Buffer AL eklendi ve
vortekslendi.

4. Tip 56 °C de 10 dakika inkiibasyona birakildu.

5. Uzerine 400 pl etanol (%96-100) eklendi, 5 saniye vortekslendi.

6. Elde edilen karisim dikkatli bir sekilde QIAamp mini spin kolona aktarildi. 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipte kalan s1v1 bosaltildu.

7. Kolona 500 pl AW1 tamponu eklendi, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Tiipte kalan s1v1 bosaltildi.

8. 500 ul AW2 tamponu eklendi, 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Tiipte
kalan s1v1 bosaltildi.

9. QIAamp mini spin kolon steril 1.5 pl’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
Uzerine 150 ul AE tamponu eklendi, oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edilerek
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon atildi. DNA eppendorf tiipe
toplandi. DNA’lar -20 °C’ ye kaldirild1.

5.2 UV Degradasyonu

Ag1z i¢i slirlintii (buccal swap) orneklerinden izole edilen 5 DNA 6rnegi eppendorf

tiip icerisinde tliplerin kapaklar1 acik bir sekilde UV 151k kaynagina (Grant-bio UVT-
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B-AR) 30 cm uzaklikta olacak sekilde yerlestirildi ve 253,7nm UV (UVC) 15181nda
30 dakika ve 60 dakikalik periyotlarda bekletildi. Isinlama siiresi sonunda 6rneklerin
cift zincirli DNA miktarlan dlgiildii.

5.3. DNA Miktarmn Belirlenmesi

DNA miktariin belirlenmesi i¢in florimetrik yontem uygulandi. Cift zincirli DNA
icin Qubit™ dsDNA HS (High Sensitive) Assay kit ile Florometre (Invitrogen)
cihazinda 6l¢lim yapildi, 6l¢climde asagida yazili protokol uygulandi:

1. Her bir 6rnek i¢in 199 pl Quant-iT™ dsDNA HS Buffer ve lizerine 1 pl Quant-
iT™ dsDNA HS Reagent eklendi ve ¢aligma soliisyonu hazirlandi.

2. Ornekler igin tampon-reagent karisimindan cihaza 6zgii tiipe 190 pl konuldu
ve lizerine 1 pul DNA izolat1 eklendi. Tiipler birka¢ saniye vortekslendi, oda
sicakliginda (25 °C) 2 dakika inkiibe edildi.

3. Ornek tiipler cihaza yerlestirilerek okuma yapildi.

4. Cihazda hesaplanan DNA miktarlar1 not edildi.

5. 1zolatlar, PCR icin 0,1-10 ng DNA miktar olacak sekilde seyreltildi.

Tablo 5.2 DNA izolasyonu Nanodrop Miktar Tayini Sonuglar::

Absorbans ng/ul
Ornekler Referans S5yl 30 dk 60 dk
bekletme uv uv
2019 2019
1. D01 26,8 1,79 35,2 31,8
2. D02 10,6 1,07 141 13,8
3. D03 8,98 0,4 12,1 12,7
4. D04 32,4 0,144 39,6 39,8
5. D05 19,5 2,58 22,2 21,6
6. D06 1,5 0,634
7. DO7 5,6 1,91
8. D08 3,70 0,424
9. D09 2,5 2,34
10. D10 2,58 1,0
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5.4. Multipleks PCR asamasi
Bu asamada 6 SNP lokusu ¢ogaltildi. PCR’da bu lokuslarin ilgili araliklar
cogaltildi, Minisekanslama asamasinda ise saflastirma islemini takiben tek
baz uzama reaksiyonu esasli SNaPshot™ Reaksiyonu yapilda.

5.4.1. Primer dizayni
Bu ¢alismada kullanilan primerler Walsh ve arkadaslarinin ¢alismasindan
referans alindi. Primer dizileri ve 6zellikleri Tablo 5.3’de gosterilmistir.

Tablo 5.3 Go6z rengine ait bilgi veren 6 IRISPLEX markiriin Birinci PCR
primerlerinin listesi

NCBI Forward Primer Reverse Primer Amplikon
Rs kodu Boyutu (bg)
rs 12913832 TGGCTCTCTGTGTCTGATCC GGCCCCTGATGATGATAGC 87
rs 1800407 TGAAAGGCTGCCTCTGTTCT = CGATGAGACAGAGCATGATGA 127
rs 12896399 CTGGCGATCCAATTCTTTGT @ CTTAGCCCTGGGTCTTGATG 104
rs 16891982 @ TCCAAGTTGTGCTAGACCAGA CGAAAGAGGAGTCGAGGTTG 128
rs 1393350 TTCCTCAGTCCCTTCTCTGC GGGAAGGTGAATGATAACACG 80
rs 12203592 ACAGGGCAGCTGATCTCTTC = GCTAAACCTGGCACCAAAAG 115

5.4.2. PCR primer karisiminin hazirlanmasi

Her bir primerin final stok karigimi 100 pmol/ul olacak sekilde liyofilize primerler
201-289 pl aras1 miktarlarda steril saf su eklenerek sulandirildi ve 50uM ara stok
yapildi. Daha sonra 1.6 pl forward ve reverse primerler kullanilarak multipleks PCR
karigim1 hazirlandi.

5.4.3. PCR bilesenlerinin hazirlanmasi

PCR, hiicre i¢inde DNA’nin kendini esleme mekanizmasina dayanir. Bu yontemde
ilk olarak yiiksek sicaklikta ¢ift sarmal DNA (dsDNA) coziilerek tek sarmal haline
gelir. Bu asama denatiirasyon olarak adlandirilir. Primer olarak kullanilan iki

oligontikleotitin ¢ogaltilacak hedef diziye baglanmasina primer eslesmesi ad1 verilir.
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Mg*? iyonlarinin varliginda, katalizér olan DNA polimeraz ile primerlere niikleotit
(dANTP) eklenmesi ve DNA zincir uzamasina primer uzamasi denilir. Her bir dongiide
iiretilen {irlin bir sonraki dongii i¢in kalip DNA gorevi goriir. Belirlenen dongii sayisi,
amplifikasyon hakkinda bilgi verir. Ornegin reaksiyon 20 déngiiden olusuyorsa, PCR
islemi sonucu hedef bdlge 2?° kez kopyalanmis olur. Bu ¢alismada kullanilan PCR
bilesenleri Tablo 5.4’de, dongii kosullar1 ise Tablo 5.5’de belirtilmistir.

Tablo 5.4 Birinci PCR bilesenleri ve miktarlar1 (Multipleks)
PCR icerigi (Reaktifler) Kullanilan Miktar (Stok konsantrasyonu)

Qiagen Master Mix 4 ul
Primer mix 2,84 ul
DNA 3,16 pl
Toplam Hacim 10 pl
Tablo 5.5 Birinci PCR dongii kosullar
Sicakhik Siire Dongii Sayisi
95 °C 10 dakika 1
95 °C 30 saniye
X33

60 °C 30 saniye

61 °C 5 dakika 1

+4°C 0 -

5.4.4. PCR urunlerinin saflastirllmasi

PCR isleminden sonra elde edilen iiriinde primer artiklar1 ve dNTPler bulunur. Bu
maddeler SNaPshot™ Reaksiyonunun diizgiin ¢alisamamasina neden olur. Uriinlerin
saflastirilmasi i¢in ExoSAP-IT PCR iiriinii saflastirma kiti kullanildi. Bu islem icin
her 2.5ul PCR iiriinii tizerine 1 pul EX0SAP-IT eklendi. Karisim hizlica santrifiijlenip,

37°C’de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 85°C’de 15 dakika
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bekletilerek enzim inaktivasyonu saglandi. Saflastirilmig PCR Uriinleri SNaPshot™
Reaksiyonu oncesi -20°C” ye kaldirildi.

5.5. Minisekanslama (SNaPshot™ Reaksiyonu)

Minisekanslama reaksiyonu asamasinda Thermo Fisher Scientific tarafindan iiretilen
SNaPshot™ Multiplex Kit, saflastirilan PCR fiiriinleri ve tek baz uzama primerleri
kullanilarak 6 SNP lokusunun PCR’1 tek tiipte gerceklestirildi. SNaPshot™
Reaksiyonu i¢in; 1,5 pul SNaPshot™ 1X Multiplex Ready Reaction Mix ve 1,60 pl
SNaPshot™ uzama primeri iizerine 1.5ul PCR iiriinii eklendi. Toplam hacmi 5 pl’ye
tamamlamak igin 0,40 pl distile su ilave edildi. Bu siiregte bilesenlerin buz tankinda

bulunmasina &zen gosterildi. SNaPshot™

Multiplex Kit’in floresans 6zelliginin
bozulmamasi i¢in bulundugu tiip alimiinylim folyaya sarilarak ortamdaki 1siktan
korundu. Hazirlanan ornekler hizlica santrifiijlenip, 6nceden 25°C’ye getirilen
GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) cihazina yerlestirildi ve 96 °C’de 2 dakika 6n
inkiibasyon, sonrasinda 25 dongii: 96 °C’de 10 saniye, 50 °C’de 5 saniye ve 60 °C’de
30 saniye olarak PCR programi uygulandi. Saflastirma islemine baslanana kadar
ornekler +4°C’de cihaz iginde bekletildi. Minisekanslama primerlerinin ve uzunluklari

Tablo 5.6°da gosterilmistir.

Tablo 5.6 Minisekanslama primerleri ve uzunluklari

NCBI Rs kodu SNaPshot™ primerleri Gozlenen Primer
polimorfizm = Uzunlugu
rs 12913832 -GCGTGCAGAACTTGACA T/C 41
rs 1800407 -CCCACACCCGTCCC CIT 23
rs 12896399 -TCTTTAGGTCAGTATATTTTGGG GIT 53
rs 16891982 -AAACACGGAGTTGATGCA C/IG 29
rs 1393350 -TTTGTAAAAGACCACACAGATTT T/C 47

rs 12203592 -AAAGTACCACAGGGGAATTT G/IA 35
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5.5.1. Minisekanslama iiriinlerinin saflastirilmasi
Tek baz uzama sonrasi, baglanmayan floresans igaretli ddNTP’lerin inaktivasyonunu

t™ f{iriinleri Thermo Scientific FastAP Thermosensitive

saglamak amaciyla SNaPsho
Alkaline Phosphatase ile saflastirildi. SNaPshot™ iiriinlerinin iizerine 1 ul FastAP
(1U/ul) eklendi ve vortekslendi. Sonrasinda Karigim hizlica santrifiijlenip, 37°C’de 80
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 85°C’de 15 dakika bekletilerek enzim

inaktivasyonu saglandi. Hemen kullanilmayacak 6rnekler elektroforez dncesinde 24

saate kadar 4°C’de bekletildi. 24 saatten fazla saklanacaklar ise -20°C’ye kaldirildi.

5.5.2. Saflastirilmis minisekanslama iiriinlerinin elektroforezi ve
degerlendirme

Saflastirilan  iirlinlerin  elektroforezi, goriintiilenmesi, tiplemesi ve sonuglarin
degerlendirilmesi ABI PRISM® 310 Genetik Analizoér (Applied Biosystems) kapiller

t™ reaksiyonu iiriinii i¢in; 10 pl Hi-Di

elektroforez cihazi ile yapildi. Her bir SNaPsho
formamid i¢ine 0.3 pl Genescene -120 LIZ Size Standard (Thermo Fisher Scientific)
eklendi, kisa siire santrifiijlendi ve bu karisimdan 9,5 pl ¢ekilerek yeni bir tiipe

konuldu, tiip {izerine FastAP ile muamele edilen 1 ul SNaPshot™ Reaksiyonu iiriinii

eklendi ve karistirildi. Hazirlanan Ornekler Tablo 5.7°de belirtilen kosullarda

ylritildi.

Tablo 5.7 GeneScan E5 modiil parametreleri
Parametre GS POP-4 (1ml) E5 modl
Matriks DS02
Injeksiyon zamam 5sn.
Elektroforez voltaji 15 kV
Yiiriitme zamani 18 dakika
Yiiriitme sicakhg 60°C

Siringa pompalama suresi 150 sn.
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5.6. Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

ABI PRISM® 310 Genetik Analizér (Applied Biosystems)’ de yuritilen drneklerin
okunmasi ve verilerin analizi i¢in GeneScan Analysis software 3.1.2 (Applied
Biosystems) programi kullanildi.

5.7. Istatistiksel Analiz

Bu calismada, Walsh ve arkadaslar1 (2011) tarafindan gelistirilen, multinominal
lojistik regresyon model istatistigine dayali g6z rengi tahmin yontemi olan ve altt SNP
markirmi (HERC2 rs12913832, OCA2 rs1800407, SLC24A4 rs12896399, SLC45A2
rs16891982, TYR rs1393350 ve IRF4 rs12203592) iceren

(https://hirisplex.erasmusmc.nl/) adresindeki online IRISPLEX yazilimi kullanildi

(Erisim Tarihi: 01.04.2019). Basit bir dogrusal regresyon model olan iki degiskenli
regresyon modeli, bagimsiz X degiskeni ile bagiml1 Y degiskeni arasindaki dogrusal
bagintiy1 verir. Lojistik regresyonun en temel amact, en az degigken ile en ideal uyumu
saglayacak sekilde, bagimsiz ve bagimli degiskenler arasindaki iliskiyi agiklayabilen
bir model olusturmaktir [107]. Bagimli degisken ikiden ¢ok kategorili siniflamali bir
degisken ise Multinominal Logistic Regression Analysis (MLR) adini alir. Parametre
tahmin yontemi olarak ¢ogunlukla "En ¢ok benzerlik" yontemi kullanilir. 6 SNP
genotipi icin mindr alel sayisi (0, 1 veya 2) olarak programa giris yapilir. IRISPLEX,
3 renk kategorisinin her biri igin olasilik tahminlerini saglar. 0.7 esiginden daha ytiksek
olasilik kabul esigi olarak degerlendirildi. Tiim renk olasiliklart 0.7'nin altinda olan

kisiler “tanimsi1z” olarak isaretlendi [6],[108],[109].
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The IrisPlex System

rs12813832 T \

7 rs1800407 A 012N
3 LOC105370627 rs12396399 T 0 12NA
4 SLC45A2 rs16891982 C 01 2NA
5 TYR rs1393350 T 01 2NA
6 IRF4 rs12203592 T 0 1 2NA

Display Predicted Phenotype Download Predicted Phenotype

p-value AUC Loss
biue eye o o}
intermediate eye 0.013 0
brown eye 0.887 o

Sekil 5.1: Ornek bir analiz sayfas1 (https://hirisplex.erasmusmec.nl/) internet
sayfasindan alinmistir erigim tarihi 26.04.2019
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6. BULGULAR

Bu tez calismasinda; aydinlatilmis onam formunu doldurup, DNA &rneklerinin
bilimsel ¢alismalarda kullanilmasina riza gosteren Tiirkiye Cumhuriyeti vatandasi,
aralarinda kan bag1 olmayan, rastgele secilmis, 1 mavi gozll, 4 kahverengi gozlu, 5
yesil/ela gozli olan toplamda 10 kisiden kan 6rnegi alind1 ve fotograflari esit 1s1k
siddetinde ve esit uzaklikta ¢ekilerek fenotip dogrulamasi yapildi. Toplanan kan
ornekleri keten kumaslara dokiilerek kan lekesi yapildi. Bu kan lekeleri oda
kosullarinda 5 yil bekletildi. Bekleyen kumaslardan parcalar kesilerek QIAamp DNA
Mini kit ile DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen DNA &rnekleri 20°C’de muhafaza
edildi. Bu tezde g6z rengine ait bilgi veren Walsh ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
gelistirilen IRISPLEX (6 pleks) calisildi. Calismanin biitiin laboratuvar ¢alismalari
Istanbul Universitesi - Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Molekiiler

Genetik Ogrenci Laboratuvarinda tamamlandh.

6.1 Optimizasyon Calismalari

Calismanin ilk asamasinda 6 SNP (rs1800407, rs16891982, rs12203592, rs12913832,
rs1393350, rs12896399) lokusunun biyukluklerini saptamak icin énce single pleks
sonra multipleks reaksiyonu yapildi. Yer belirlemede 9947A kodlu pozitif kontrol
(10ng/ul) 6rnegi kullanildi. SNP lokuslarmin tespiti ve yiriitme sartlarin1 kontrol
etmek icin Genescan-120 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) kullanildi.
Genescan-120 LIZ Size Standard uzunluklari; 15, 20, 25, 35, 50, 62, 80, 110 ve 120

bazdir. SNP analizi sonuclar1 degerlendirilirken gozlenen {iriin uzunluklar
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beklenenlerden farkli olabilir. Boyalarin baglanmasi, primerlerin boylar1 ve niikleotit
icerikleri uzama trtinlerinin hareketliligini etkilemektedir. Genelde kisa dizi parcalari
kendi uzunluklarindan yaklasik 5-6 baz uzun gériinebilmektedir (SNaPshot™
Protokol). 9947A kodlu pozitif kontrol ile calisilan lokuslarin elektroforegram
gorintisu  (rs1800407, rs16891982, rs12203592, rs12913832, rs1393350,
rs12896399) Sekil 6.1’de gosterildi. SNP noktalarmin beklenen ve gozlenen
blyuklikleri Tablo 6.1°de gosterildi.

Tablo 6.1 Alt1 SNP’nin (IRISPLEX) beklenen ve gozlenen biyuklukleri.
SNP Adi Beklenen Uzunluk (baz) Go6zlenen Uzunluk (baz)

rs1800407 e 81.80
rs16891982 62 66.33
rs12203592 69 74.76
rs12913832 83 88.99
rs1393350 92 96.24
rs12896399 88 94.04
&0 70 80 90 100
8000 ' ' ‘ ' ' ' ‘ ' r
8000
7000 :?[]UU
8000 om0
s Rs1393350 500

ool Rs16891982  Rs12203502  Rs1800407 Rs12913832 oo
o Rs12896309 30
2000 i 2000
1000 | A r1000
| ) D

Sekil 6.1 9947 A kodlu pozitif kontrol ile ¢alisilan lokuslarin elekroforegram goriintiisii

Lokuslarin yerleri belirlendikten sonra multipleks calismasina gecildi. Multipleks
calismasinda her primerin esit konsantrasyonda bulundugu primer karigimi hazirlandi.
Elde edilen elektroforegramda bazi piklerin ¢ok yiiksek bazilarinin ise analiz esiginin

alinda kaldigt veya hi¢ goriilmedigi belirlendi. Bunun (zerine primer

50



51

konsantrasyonlarinda degisiklik yapilarak ideal profil goriintlisiine wulasildi.
Calismanin sonraki agsamasinda optimizasyonu tamamlanan 6 SNP lokusu ile gonalli
10 kisinin genotipleri belirlendi ve bu genotipler ‘Referans’ olarak isimlendirildi.
Sonrasinda biitiin degrade orneklerin genotipleri belirlendi. Elde edilen genotipler

(Sekil 6.2-6.11) asagida gOsterilmistir.
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Sekil 6.2 DO1 isimli DNA o6rneginin multipleks elektroforegram goérintuleri.
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Sekil 6.3 D02 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram goérintuleri.
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Sekil 6.4 D03 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram gérintuleri.
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Sekil 6.5 D04 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram goruntleri.
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Sekil 6.6 DO5 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram goruntleri.
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Sekil 6.7 D06 isimli DNA o6rneginin multipleks elektroforegram goérintuleri.
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Sekil 6.8 D07 isimli DNA o6rneginin multipleks elektroforegram goérintuleri.
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Sekil 6.10 D09 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram gorintuleri.
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Sekil 6.11 D10 isimli DNA 6rneginin multipleks elektroforegram gortntileri.

6.2 Kisilerin Genotiplerinin Belirlenmesi

SNaPshot™ Kkitin floresans yayilim oranlar1 yaklasik 4:2:1:1 olup, dR110
(mavi): dR6G (yesil): TAMRA (siyah): dROX (kirmizi) kabul edilir. Bu nedenle
A ve G noktalarmin pik yiiksekliklerinin 1/2, T ve C noktalarinin 1/1, T ve G/A,

C ve G/A noktalarinin 1/4 oraninda olmasina dikkat edildi.
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Tablo 6.2 Biitiin ¢alisilan 6rneklere ait elde edilen genotip tablosu:

Gen Ismi HERC2 OCA2 LOC105370627 SLC45A2 TYR IRF4
Rs Kod rs12913832 rs1800407 rs12896399 rs16891982 rs1393350 rs12203592
Alel CIT G/A T/G G/C CIT CIT

Ornek Isimleri

D01-Referans TT GG GG GG CC CC
D01-5 yil TT GG GG GG CC CC
D01-60 dk UV TT GG GG GG CcC CC
D01-30 dk UV TT GG GG GG CC CC
D02-Referans CT GA GG GG CC CT
D02-5 yil CT G- GG GG - C-
D02-60 dk UV C- GA GG GG CcC C-
D02-30 dk UV CT G- GG GG CC CT
D03-Referans CT GA GG GG CcC CT
DO03-5 yil CT GA GG GG CC C-
D03-60 dk UV CT GA GG GG CcC C-
D03-30 dk UV CT G- GG GG CC CT
D04-Referans CT GG GT GG CC CcC
D04-5 yil CT GG GT GG CC CC
D04-60 dk UV CT GG GT GG CC CC
D04-30 dk UV CT GG GT GG CC CC
D05-Referans TT GG GT GC CC CT
DO05-5 yil TT GG GT GC CC CT
D05-60 dk UV TT GG GT GC CC CT
D05-30 dk UV TT GG GT GC CcC CT
D06-Referans CC GG GG GG CC CcC
D06-5 yil CC GG GG GG - CcC
DO07-Referans TT GA GG GG CC CcC
D07-5 yil TT GA GG GG CcC CC
D08-Referans TT GG GG GG CC CC
D08-5 yil TT GG GG GG - CcC
D09-Referans CT GG GT GG CT CC
D09-5 yil CT GG GT GG CT CcC
D10-Referans CT GG GG GC CC CC

D10-5 yul CT GG GG GC CC CC



6.3 Goz Rengi Tahmini ve Istatistiksel Analiz

GOz rengi tahmininde, Walsh ve arkadaglari (2011) tarafindan gelistirilen,
multinominal lojistik regresyon model istatistigine dayali goz rengi tahmin yontemi
olan ve alti SNP markirin1 (HERC2 rs12913832, OCA2 rs1800407, SLC24A4
rs12896399, SLC45A2 rs16891982, TYR rs1393350 ve IRF4 rs12203592) iceren

(https://hirisplex.erasmusmec.nl/) adresindeki online IRISPLEX yazilimi1 kullanildi ve

elde edilen sonuglar degerlendirildi (Erisim Tarihi: 01.04.2019). Analiz sonuglar
Tablo 6.3’de gortlmektedir. Tabloda fenotip dogrulamast amacrtyla kisilerin géz rengi
orneklerinin fotograflart ve DNA multinominal lojistik regresyon analizi sonucu
tahmin edilen géz rengi olasiliklar1 verildi. IRISPLEX i¢in tahmin edilen goz rengi,
ilgili stitunda isaretlendi.

Kutu igerisine alinan ornekler goz rengi tahmininin istatistiksel olarak “belirsiz”
(olasilik < 0,7) olan veya fenotipleri ile uyusmayan sonuglardir. Diger degerler

istatistiksel yontemin g6z tahminindeki bagar1 oranin1 vermektedir.
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Tablo 6.3 Alti SNP markiri ile Tirkiye poptlasyonuna ait oérneklerin IRISPLEX
programiyla gdz rengi tahmini analiz sonuglari.

D01

D02

D03

D04

D05

D06

D07

D08

D09

D10

Bilinen g6z
rengi

Kahverengi

Yesil/Ela

Yesil/Ela

Yesil/Ela

Kahverengi

Mavi

Yesil/Ela

Kahverengi

Yesil/Ela

Kahverengi

Tahmin
edilen goz
rengi

Kahverengi

Analiz
esiginin
altinda

Analiz
esiginin
altinda

Kahverengi

Kahverengi

Mavi

Kahverengi

Kahverengi

Kahverengi

Kahverengi

Irisplex G0z Rengi Tahmini

Irisplex Ref. 5Yil 60dk
goz uv
renkleri

Mavi 0 0 0
Ara renk 0,013 0,013 0,013
Kahverengi 0,986 0,986 0,986
Mavi 0,206 0,062 0,915
Ara renk 0,324 0,122 0,067
Kahverengi 0,470 0,816 0,018
Mavi 0,206 0,143 0,143
Ara renk 0,324 0,227 0,227
Kahverengi 0,470 0,629 0,629
Mavi 0,099 0,099 0,099
Ara renk 0,134 0,134 0,134
Kahverengi 0,767 0,767 0,767
Mavi 0 0 0
Ara renk 0,013 0,013 0,013
Kahverengi 0,987 0,987 0,987
Mavi 0,848 0,864

Ara renk 0,088 0.081
Kahverengi 0,065 0,055

Mavi 0,001 0,001

Ara renk 0,035 0,035
Kahverengi 0,964 0,964

Mavi 0 0

Ara renk 0,013 0,015
Kahverengi 0,986 0,985

Mavi 0,141 0,141

Ara renk 0,152 0,152
Kahverengi 0,707 0,707

Mavi 0,012 0,012

Ara renk 0,050 0,050
Kahverengi 0,938 0,938

30dk
uv

0
0,013
0,986
0,084
0,188
0,727
0,084
0,188
0,727

0,099
0,134

0,767

0,013
0,987




5 vil bekletilen 10 adet 6rnegin genotipi referans genotipler ile karsilastirildi; D02

orneginde, rs1800407 (GA> GN) ve rs12203592 (CT>CN) lokuslarinda alel kaybi1 ve
rs1393350°de (CC>NN) lokus kaybi goriildii. DO3 6rneginde rs12203592 (CT>CN)
lokusunda alel kaybi gorildi. D06 ve D08 orneginde oOrneginde rs1393350°de
(CC>NN) lokus kaybi goriildii.

60 ve 30 dakika UV’de bekletilen 5 0Ornegin genotipi referans genotipler ile

karsilastirildi; 60 dakika UV’de bekletmede; D02 6rneginde rs12913832 (CT>CN) ve
rs12203592 (CT>CN) lokusunda alel kaybi goriildi. D03 6rneginde rs12203592
(CT>CN) lokusunda alel kaybi goriildii. 30 dakika UV’de bekletmede; D02 6rneginde
rs1800407 (GA> GN) lokusunda alel kaybi1 goriildii. DO3 6rneginde rs1800407 (GA>
GN) lokusunda alel kayb1 goriildii. Diger biitiin 6rneklerden elde edilen genotip
sonuglart ile yapilan istatistiksel hesaplama, referans sonuglari ile ayni ¢ikti.

Lokus ve alel kaybi olan D02, D03, D06 ve D08 drneklerinin istatistiksel hesaplamast

IRISPLEX programinda vapildi ve elde edilen sonuclar, referans sonuclar ile

karsilastirildi;

D02 referans 6rneginin sonucu esik degerin (%70) altinda kaldig1 i¢in hesaplanamadi.
D02 (5 yil) 6rneginde lokus ve alel kaybi vardi, %81 Kahverengi sonucu alindi. D02
(60 dakika UV) 6rneginde 2 adet alel kayb1 vardi, %90 Mavi sonucu alindi. D02 (30
dakika UV) 6rneginde 1 adet alel kayb1 vardi, %72 Kahverengi sonucu alindi. D03 (5
yil) orneginde alel kaybi vardi, biitiin degerler %70’in altinda kaldig1 i¢in sonug
hesaplanamadi. D03 (60 dakika UV) 6rneginde 1 adet alel kaybi vardi, biitiin degerler

%70’in altinda kaldig1 i¢in sonu¢ hesaplanamadi. D03 (30 dakika UV) 6rneginde 1
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adet alel kayb1 vardi, biitiin degerler %70’in altinda kaldig1 i¢in sonug hesaplanamadi.
D06 ve D08 orneklerindeki lokus kaybu, istatistiksel hesaplamay1 degistirmedi. D02
ve D03 referans Orneginin sonucu, biitiin degerler esik degerin altinda kaldig1 igin

hesaplanamadi. D02 ve D03 6rneklerinin referans genotipi birbinin aynisidir.



7. TARTISMA VE SONUC

Adli bilimlerde, bir olayin aydinlatilmasinda toplanan delillerden elde edilecek her
bilgi sugluya daha kolay ulasilmasini saglar. Molekiiler genetik alanindaki gelismeler
ile biyolojik 6rneklerden sugluya ait daha fazla bilgi edinilmeye ¢alisilmaktadir. SNP
markirlar1 insan genomunda en fazla bulunan genetik isaretlerdir. 2000’11 yillarin
basindan itibaren adli bilimlerde SNP ile ilgili kimliklendirmeye yonelik bir¢ok
arastirma yapilmaktadir. SNP’lerin, yaygin olarak rutin adli genetik calismalarda
kullanilan mikrosatellitlere gore ¢ok daha diisiik mutasyon oranina sahip olmalar1 ve
analiz edilebilmeleri icin gerekli PCR firiin uzunluklarinin 150 bg¢’den kisa
amplikonlar olmasi asir1 derecede bozulmus DNA 6rneklerinden DNA profillerinin
belirlenmesi miimkiin olmaktadir [12], [15], [20].

Adli vakalarin aydinlatilmasi amaciyla fenotip dzelliklerin kullanimi son zamanlarda
olduk¢a 6nem kazanmustir. Adli DNA fenotiplendirmenin amaci; 6ncesinde kisinin
sa¢ rengi, g0z rengi, ten rengi gibi gozlenebilir dzelliklerini eldeki olay yerinden
gelecek 6rnek materyalini kullanarak genetik kodlarindan bulabilmek, sonrasinda ise
miimkiinse o kisiyi tanimlayabilecek baska 6zelliklerine dair bilgi edinebilmektir. Géz
renginin kigilerde belirgin fiziksel 6zelliklerden biri olmasi, toplumumuzda adli
vakalarin ¢coziimlenmesinde g6z rengini belirleyen genlerdeki polimorfizmlerle ilgili
veri tabaninin olusturulmasmi gerekli kilmaktadir. Yakin gelecekte de adli
antropologlarin, insan iskelet kalintilarindan kisilerin pigment goriiniisii ile ilgili
ozelliklerini belirleyebilmek icin insan pigmentasyon genlerinden daha fazla

yararlanmalar1  6ngoriilmektedir. Iskelet kalintilarindan elde edilecek DNA’nin
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degredasyonu g6z Onlinde bulundurularak, IRISPLEX sisteminin degrade
orneklerdeki stabilizasyonunun incelenmesi, verilerden elde edilen sonuglarin
antropolojide ve adli bilimlerde giivenilirlik sinirini1 belirlememizi ve analiz
yontemlerini gelistirmede katkida bulunabilmemizi saglayacaktir [46].

Gozle gorilebilen fiziksel 6zellikleri (boy uzunlugu, ten rengi, yiiz sekli, yas, sag ve
g6z rengi gibi) belirleyen SNP markirlarinin adli bilimlerde kullanilabilmesi i¢in tiim
bu oOzelliklerin genetik yapilarinin tam olarak bilinmesi ve gilivenilir tahmin
yontemlerinin gelistirilmesi gerekir. Glinlimiizde genetik yapisi en fazla bilinen
fenotip varyasyonlar1 goz, sag ve ten rengi pigmentasyon varyasyonlaridir [16], [20],
[57], [60], [74], [75], [110], [111].

Insanda melanin pigmentasyonu ten, sa¢ ve gz rengini olusturur. Melanin, {iretim
basamaklarina gore 6melanin veya feomelanin seklinde tiretilmektedir [112]-[114].
Melanin iiretiminden bir¢ok gen sorumludur. Bu genlerin birbirleriyle etkilesimleri
sonucunda melanin varyasyonlari olusur bu da fenotipe yansiyarak kisinin fiziksel
Ozelliklerini belirler. Bu genetik varyasyonlara neden oldugu bilinen genlerden
baslicalari; OCA2, SLC45A2, SLC24AS5, TYR ve MCIR genleridir [57], [61], [69].
Biyolojik delillerden bu genler {izerinde bulunan spesifik SNP markirlarinin
calisilmasi ile sag, ten, géz rengi, boy uzunlugu gibi kisiyi tanimlayabilecek gozle
goriilebilir fiziksel 6zellikler belirlenebilir ve bu sayede adli olgular aydinlatilabilir
[57], [60], [74], [75], [110], [111] [115], [116]. Yukarida belirtilen pigmentasyon
genlerinden en ¢ok OCA2 geni ¢alisilmis olup, bu genin goz rengini belirledigini

gosteren bir¢ok arastirma bulunmaktadir [46], [47], [50], [58]. OCA2 ve HERC?2
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genlerinin kromozom fiizerindeki konumlari birbirlerine oldukg¢a yakin olup OCA2
geni 15. kromozom (zerinde 15ql11.2-12 bdlgesinde, HERC2 geni ise 15q13
bolgesinde yer almaktadir [33], [47], [48], [74], [76]. Yakin zamanda yapilan
yayinlarda HERC2 ve OCA2 genlerindeki polimorfizmlerin arastirildigi ve bu
polimorfizmlerin g6z renginin belirlenmesinde ©6nemli bir etken olduklar
gorilmektedir.

Yeryuzindeki butin organizmalar DNA igerir. Biyolojik deliller, insan dis1 canlilar,
Ozellikle bakteri, mantar gibi mikroorganizmalar tarafindan kontamine edilirse
analizde sorun yaratir. insana ait olmayan bu bulasmis DNA’lar sorun yaratmaz, ¢iinkii
adli amaclt kullanilan DNA testlerinde insan DNA’sina spesifik bdolgeler
cogaltilmaktadir. Fakat, DNA'ya =zarar veren enzimleri (nukleazlar) Ureten
mikroorganizmalarin kontaminasyonu insan DNA'sinin degradasyonuna sebep olacagi
icin, PCR sonuglarini negatif yonde etkiler [117].

Bu tiir mikroorganizmalar disinda, DNA’nin degredasyonuna neden olan diger
faktorler de mevcuttur. DNA, viicut disinda herhangi bir dig ortama maruz kaldiginda,
viicut icinde oldugu kadar stabil kalamaz. Cevresel kosullarin uygun olmadigi
durumlarda DNA, oksidatif veya hidrolitik hasara ugrar. Bu degisime sebep olan ¢evre
kosullart; sicaklik, nem, 151k ve ¢esitli kimyasallardir. Oksidatif reaksiyonlar DNA
lizerinde baz degisikliklerine sebep olur. DNA analizine etkisi; bazlarin yanlis
birlesmesi sebebiyle PCR reaksiyonunda primerlerin baglanamamasi seklinde olur.
Hidrolitik reaksiyonlar DNA’nin fosfodiester baglarinin kirilmasina ve DNA'nin

parcalanmasina sebep olur, N-glikozil baglar1 kirilir ya da deaminasyon ile bazlar
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yanlig birlesir. Her iki durumun sonucunda da DNA degrade olur yani 6rnekteki DNA
pargalarinin ortalama boyutlar1 azalir. DNA degredasyonu, dis ortam kosullarina bagl
olarak hafif veya yiiksek derecede olabilir. PCR amplifikasyonunun olabilmesi igin
primerlerin DNA’ya baglandig1 bolgelerde herhangi bir degredasyonun olmamasi
gereklidir. Boyle bir durumun varliginda PCR sonucu basarili olmaz, DNA dizisi
cogaltilamaz, dizileme yapilamaz [118], [119].

Bu calismanin amaci, olay yerinde bulunabilecek bekletilmis ve yapay olarak
degradasyona ugratilmis kan lekelerinden 6 SNP (rs12913832, rs1800407,
rs12896399, rs16891982, rs1393350, rs12203592) markir1 kullanilarak g6z renginin
saptanmas1 ve degredasyonun goz rengi tahmini tizerindeki etkilerini belirlemektir.
Arastirmada galisilan SNP seti, Walsh ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir ve buna
IRISPLEX Sistemi ismini vermislerdir [60]. Calismada, Tiirkiye Cumhuriyeti
vatandasi, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, gerekli izin ve bilgilendirilmis
onam formu onaylar1 alinan 10 kisiden kan ve agiz i¢i siiriintii 6rnekleri toplandi.
Gergek bir olay yerini canlandirmak amaci ile yikanmis ve kurutulmus keten kumaglar
lizerine 10 goniilliiden alinan kan drnekleri dokiildii ve degrade olmas1 amaciyla 5 y1l
bekletildi. Ayni1 kisilerden alinan agiz i¢i siirtintii drneklerinden DNA izole edildi, bu
DNA’larin bir kismi referans olmasi amaciyla saklandi, kalan kismi ise eppendorf tiip
icerisinde tiiplerin kapaklar1 acik bir sekilde UV 151k kaynagina 30 cm uzaklikta olacak
sekilde yerlestirildi ve 253,7nm UV 1s18inda (UVC) 30 ve 60 dakikalik periyotlarda

bekletildi. Isinlama siiresi sonunda O6rneklerin ¢ift zincirli DNA miktarlar florimetrik
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yontem ile 6lgiildi. Olgiim ¢ift zincirli DNA igin Qubit™ dsDNA HS (High Sensitive)
Assay kit ile Florometre (Invitrogen) cihazinda yapildi.

Bu caligmada 10 kisinin IRISPLEX genotipi, adli genetik laboratuvarlarinda yaygin
olarak kullanilan minisekanslama yontemine dayali SNaPshot™ Kiti (Thermo Fisher
Scientific) ile belirlendi. Yontemin yaygin olmasinin sebepleri; adli laboratuvarda
kullanilan PCR, kapiller elektroforez gibi cihazlarda uygulanabilir ve az miktarda
DNA o6rnegi ile ¢ok sayida SNP markirinin birarada ¢cogaltilabilir olmasidir. Yontemin
uygulanabilmesi i¢in her bir multipleks SNP setine 6zgii primer tasarlanmasi ve
tasarlanan primerlerin konsantrasyonunun optimize edilmesi zorunludur. Ayrica
multipleks kapasitesinin adli bilimler i¢in yeterli olmasi ve kolay uygulanabilmesi
yontemin diger avantajlaridir [15], [20], [111], [120]-[125].

Biitiin bu avantajlar dogrultusunda, minisekanslama yonteminin tercihi, ¢alismanin
amacina uygun bir secim olmustur. SNaPshot™ reaksiyonu sonrasinda elde edilecek
irlin uzunluklar1 az miktarda ve bozulmus 6rneklerin analizine uygun olmasi i¢in
primer uzunluklarinin 150 b¢’den kisa olmasi gerekir. Minisekanslama sonrasinda
elde edilecek piklerin dengeli olmasi i¢in her bir PCR primerinin konsantrasyonu ¢ok
iyi ayarlanmalidir. SNaPshot™ reaksiyonu sonunda olusan {iriinlerin son
uzunluklarinin elektroferogramda ¢akismamasi igin yeterli uzunlukta primer
kuyruklari tasarlanmalidir [20].

Calismanin ilk asamasinda, tek baz uzama reaksiyonunda kullanilacak SNaPshot™
Kit (Thermo Fisher Scientific) ile laboratuvar kosullarinda dogru ve giivenilir sonuglar

alinip alinmadigmin kontrolii yapildi. Yer belirlemede 9947A kodlu pozitif kontrol
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(10ng/ul) 6rnegi kullanildi. Daha sonra 6 SNP lokusunun buyukluklerini saptamak
amaciyla once single pleks daha sonrasinda multipleks (6 pleks) SNP seti ¢aligildi her
bir lokusun elektroforegramda yerleri belirlendi. SNP iiriinlerinin uzunliklarinin +4/+6
baz araliginda degistigi goriildii (Tablo 6.1). Bu farkliligin sebebi SNaPshot™ Kkit
manuelinde floresans boyalarin baglanmasinin uzama iiriinlerinin hareketliligine etkisi
olarak aciklanmaktadir. Genelde kisa fragmentler kendi uzunluklarindan yaklasik 5-6
baz uzun goriinebilmektedir (SNaPshot™ Protokol, 2005). Beklenen ve gozlenen
uzunluk degerleri Tablo 6.1°de, elektroforegram gorintileri ise Sekil 6.2-6.11°de
verilmistir. Giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢cin multipleks i¢inde yer alan primer
konsantrasyonlar1 ve PCR kosullar1 degistirilerek en iyi sonu¢ veren kosullar ile
deneylere devam edildi. SNP lokuslarinin tespiti ve yliriitme sartlarini kontrol etmek
icin Genescan-120 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) kullanildi.

Walsh ve arkadaglar1 (2011) multinominal lojistik regresyon model istatistigine dayali
g6z rengi tahmin yontemi olan ve alti SNP markirii (HERC2 rs12913832, OCA2
rs1800407, SLC24A4 rs12896399, SLC45A2 rs16891982, TYR rs1393350 ve IRF4
rs12203592) iceren IRISPLEX setini gelistirmiglerdir. Bu altt SNP markiri ile 3804
Hollandal1 kiside mavi ve kahverengi g6z rengi %91,6 ve %87,5 basar1 oranlariyla
tahmin edilebilmistir. Bu sistem ile sadece mavi ve kahverengi renklerinin birbirinden
ayrilabilecegi belirtilmistir. Ancak yesil veya acik kahverengi ile ilgili glivenilir bir
sonu¢ alinamadig1 vurgulanmistir. Calismada giivenilir géz rengi tahmini i¢in olasilik

oranini minimum %70 (0,7 esik degeri) alinmasinin gerekli oldugu bu degerinin
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altindaki olasilik oranlarimin “belirsiz” olarak siniflandirilmasi gerektigi bildirilmistir
[6], [20].

Bu c¢aligmada, fiziksel Ozellikleri bilinen 10 kisiden elde edilen biitiin genotip
sonuglarinin degerlendirilmesi, multinominal lojistik regresyon istatistigi kullanilarak
gelistirilen (https://hirisplex.erasmusmc.nl/) adresindeki online IRISPLEX yazilim
programi ile yapildi. Programda hesaplama yapilirken; 6 SNP genotipi i¢in minor alel
say1st (0, 1 veya 2) olarak programa giris yapilir. IRISPLEX, 3 renk kategorisinin her
biri i¢in olasilik tahminlerini saglar. Bu ¢alismada 0.7 (%70) esiginden daha yiiksek
olasiliklar kabul esigi olarak degerlendirildi. Tiim renk olasiliklari 0.7'nin altinda olan
kigiler “tanimsiz” olarak isaretlendi. Bu ¢alismada yapilan tahminden elde edilen
sonuclar Tablo 6.3’de verilmistir.

Referans drneklerin gz rengi tahmin sonuclar::

Referans orneklerin genotip ve fenotipleri karsilagtirildi. Toplamda 10 kisiden 8
kisinin g6z rengi tahmin degeri analiz esiginin tizerinde (>0.7) goriildi. Mavi (D06
referans) ve kahverengi gozlii (D01, D05, D08, D10 referans ornekleri) kisilerin goz
renkleri %100 basariyla belirlendi. Geri kalan ela gozli 3 kisinin (D04, D07, D09
referans drnekleri) goz renkleri, kahverengi olarak tahmin edildi. DO2 referans ve D03
referans Orneklerinin genotipleri, IRISPLEX programma girildiginde, tahmin
hesaplamasinda elde edilen deger 0,7 olasilik esik degeri altinda kaldig1 i¢in sonug
hesaplanamadi ve “belirsiz” olarak degerlendirildi. IRISPLEX sistemi, mavi/
kahverengi goz rengi fenotiplerini dogru sekilde tahmin etmek igin yiiksek bir basari

oranina sahiptir, ancak yesil-ela fenotipleri i¢in degildir [116]. Bu sebeple fenotipi ela
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renk olan D02 ve D03 referans Orneklerinin sonucu analiz esiginin altinda kaldi ve
fenotip tahmini yapilamadi. Fenotip tahmini yapilamayan bu 6rneklerin genotiplerinin
birbiri ile ayni oldugu, diger Orneklerin genotiplerinin higbirinin birbiri ile ayni
olmadigi saptandi (Tablo 6.2).

5 vil bekletilen 6rneklerin g6z rengi tahmin sonuclar::

5 yil bekletilen 6rneklerin genotip sonuglari, referans sonuglar ile karsilastirildiginda;
Toplamda 10 &rnegin yalnizca 4’tinde (D02, D03, D06, DOS) lokus ve/veya alel
kayiplart goriildii. Diger 6rneklerde lokus ve alel kaybi goriilmedi. Alel ve lokus kayb1
olmayan o6rneklerin genotip sonuglar1 fenotipleri ile karsilastirildiginda tahmin
sonuclarinin tutarl oldugu goriildii. D02 (5 yil) sonucu TYR- rs1393350 lokus kaybu,
OCAZ2- rs1800407, IRF4- rs12203592 bolgelerinde ise allel kayiplart ile IRISPLEX
programinda %81 kahverengi sonucu alindi. D03 (5 yil) 6rneginde IRF4- rs12203592
bolgesinde allel kaybi wvardi, IRISPLEX programima girildiginde, tahmin
hesaplamasinda elde edilen deger 0,7 olasilik esik degeri altinda kaldig1 i¢in sonug
hesaplanamadi. D06 (5 y1l) ve D08 (5 y1l) 6rneklerindeki TYR- rs1393350 lokusunun
kaybi, tahmin sonuclarini etkilemedi. Lokus kayb1 yalnizca 5 y1l bekletilen 6rneklerde
ve TYR geninde (rs1393350) goruldu.

UV ile degrade edilen 6rneklerin goz rengi tahmin sonuclari:

Yapay degradasyon i¢in DNA ekstraktlar1 eppendorf tiiplerde 30 ila 60 dakikalik
araliklarla, 30 cm'lik mesafedeki Grant-bio (254nm UVC) kaynagindan UV 1s181na
maruz birakildi. Ornek D01, D04 ve D05’in UV'ye 30 ve 60 dakika maruz birakilmast,

bu orneklerin genotiplerinde herhangi bir degisime yol agmadi. UV degredasyonu

72



yapilan hicbir 6rnekte lokus kaybi goriilmedi, yalnizca D02 ve D03 6rneklerinde alel
kayiplart goriildii. D02-30 dk UV 6rneginde OCA2- rs1800407 bolgesindeki alel kayb1
IRISPLEX tahmin oranin1 degistirmedi. Bilinen g6z rengi ela olan, D02-60 dk UV
orneginde; HERC2 rs12913832 ve IRF4 rs12203592 bolgelerinde alel kayiplar
sonucu, IRISPLEX programinda %90 mavi sonucu alindi. Referans Ornek DO3,
IRISPLEX’de analiz esiginin altinda kalirken, D03-30 dk UV o6rneginde OCA2-
rs1800407 bolgesinde alel kaybi sonucu IRISPLEX programinda goz rengi %72
kahverengi olarak hesaplandi. D03-60 dk UV o6rneginde ise; IRF4 rs12203592
bélgesinde alel kaybi goriildi ve tahmin hesaplamasinda elde edilen deger 0,7 olasilik
esik degeri altinda kaldig1 i¢in IRISPLEX’de g6z rengi tahmini yapilamadi. G6z rengi
tahmini i¢in en gliglii lokus HERC2 rs12913832°dir. Bu lokusun yoklugu tiim géz
renginin tahmin dogrulugunu ciddi sekilde sinirlar. Kismi profillerde eksik genotipler
nedeniyle bir¢ok olasilik vardir [19], [82], [87], [126]. Calismamizda D02-60 dk UV
orneginde HERC2 rs12913832 ve IRF4 rs12203592 bolgelerinde alel kayiplar
sonucu, IRISPLEX programinda %90 mavi sonucu alinmasi, bu bilgiyi
dogrulamaktadir. 6 SNP markir ile sadece kahverengi ve mavi géz rengi ayrimi
yapilabilirken agik kahve ve yesil g6z rengi tahmini yapilamamaktadir. Fakat mavi ve
kahverengi goz rengi tahmininde basartyla kullanilabilirler [116]. Bllbdl ve ark. (2018)
Turkiye'den 100 kisilik bir grupta yaptigi ¢alismada; IRISPLEX sonuglari ile, Avrupali
olmayan bireylerde mavi/kahverengi goz rengi fenotiplerinin 6ngéralmesinin yuksek
dogrulukla miimkiin oldugunu ve Avrupa popiilasyonlarindaki performansla

karsilagtirilabilir  oldugunu gostermislerdir [116]. Bununla birlikte, tahmin
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sonuclarinin, yesil ve ela gibi ara goz renkleri i¢in daha az giivenilir oldugunu
sOylemislerdir [116].

iki yapay degredasyon islemi karsilastirildiginda;

5 yil bekletmenin, UVC 151n1 degredasyonundan daha zararli olabilecegi goriilmiistiir.
Mevcut adli uygulamada, DNA delili igeren bir vaka arastirilirken, olay yerinde
bulunan biyolojik bir dérnegin kimliklendirilmesi i¢in STR DNA analizi yapilir. Bazi
durumlarda, kanit materyalinden elde edilen bir STR profili, su¢glu DNA
veritabanindan bilinen bir siipheli ile uyusmaz ise bu sorusturmanin durdurulmasina
yol agmaktadir. Adli DNA Fenotiplemesi, adli DNA analizine yeni bir boyut katar.
Yontem, olay yerinden elde edilen STR profilinin olay ile iligskilendirilemedigi
durumlarda, tam STR profili elde edilen ancak DNA bankasinda bilinen bir
kisininkiyle eslesmeyen Kkisilerin sorgulanmasinda veya tam STR profili elde
edilemeyen durumlarda kolluk kuvvetlerine yardimer olmak i¢in umut verici bir
alternatif sunar. IRISPLEX sistemi ile mavi ve kahverengi g6z rengi >% 90
hassasiyetle tahmin edilebilir [18],[148],[149].

DNA kalitesinin veya miktarinin vetersiz oldugu durumlarda IRISPLEX sisteminin

hassasiyeti ¢esitli calisma gruplari tarafindan ¢alisilmistir; Draus-Barini ve arkadaslari

2013 yilinda; HIRISPLEX (IRISPLEX’e ek olarak sa¢ rengi SNP markirlarini igerir)
sistemi ile kemik ve dis kalintilarindan cesitli bekleme araliklarinda ve depolama
kosullarinda goz ve sag rengini belirlemeye ¢alismiglardir:_ Calismada gesitli yaslarda
26 kemik DNA ekstraktinin 23’{inden ve yaklasik 800 y1l beklemis bir dis 6rneginden

tam 24 SNP HIRISPLEX profili elde edilmistir. Ote yandan, acik toprakta bulunan
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nispeten geng bir kemik 6rneginden kismi bir profil elde edilmistir. Cok diisiik miktar
ve/veya kalitede DNA igeren orneklerden fenotip tahmini yapildiginda 6zel dikkat
gosterilmelidir. HIRISPLEX sistemi i¢in daha 6nce yapilan hassasiyet ¢alismalarinda
60 pg’a kadar alelik kayip gozlenmedigi bildirilmistir [129]. Fakat bu yapilan
calismada, DNA miktar1 60 pg'dan kiiciik iki Ornekten analiz yapilabilmistir.
Orneklerden biri (yaklasik 30 pg), g6z ve sag¢ rengi tahminine izin veren tam bir
HIRISPLEX profili ortaya ¢ikarmistir. Digeri ile (yaklasik 10 pg) tic DNA markirinda
genotip olmamasina ragmen goz rengi tahmini yapilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar kemik materyalden elde edilen DNA Kalitesinin sadece depolama suresine
degil, kalintilarin bozulmasini etkileyen ¢evresel kosullara bagli olduguna dair daha
fazla kanit sunar. Diigiik sicaklik ve diisik nemin DNA bozulmasini 6nledigi
bilinmektedir [130]. Bu kosullar on binlerce yil sonra bile basarili DNA analizine
olanak saglar [131]. Her durumda HIRISPLEX testinin iskelet kalintilarindan veya iz
DNA gibi diisiik kalite/miktar DNA orneklerine uygulanmasinda diisiik kopya DNA
ornekleri igin belirlenen Oneriler dikkate alinmalidir [132]. HIRISPLEX sisteminin
evrimsel, antropolojik ve adli incelemelerde insan kalintilarinin genetik ¢alismalarinda
cok daha yaygin olarak kullanilacag: tahmin edilebilir. HIRISPLEX sistemi, orta ¢aga
ait (ve muhtemelen daha yasli) 6rnekler de dahil olmak {izere, ¢esitli yaslarda kemik
ve diglerin basarili bir sekilde analiz edilmesini saglamak i¢in yeterince hassas ve
dayamiklidir. Iskelet kalintilarindan HIRISPLEX testi DNA ekstraksiyonu konusunda

uzmanlagmis adli DNA laboratuvarlarinda basariyla uygulanabilir [133].

75



Bu tez ¢alismasinda alinan sonuglarda, 5 yil bekletilerek degredasyona ugramis 10
ornekten, 4’(inde lokus ve/veya alel kayiplar1 goriilmiistiir, bu kayiplar 2 6rnekte (D06,
DO08) fenotip tahminini etkilememistir. D03-5 y1l 6rneginde alinan sonuglar 0,7 analiz
esiginin altinda kalmistir, D02-5 yil 6rneginde goz rengi %81 Kahverengi olarak
tahmin edilmistir. Bu sonug¢lar yukarida anlatilan c¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir.

Bu tez ¢alismasinda en diisiik 144 pg DNA ile ¢alisilmis (Ornek D04) ve bu 6rnegin
biitiin genotip sonuglar1 tam olarak elde edilmis ve goz rengi dogru tahmin edilmistir.
Kismi DNA ile goz rengi tahmini yapilirken, DNA’da olusan hasarin miktar1 degil,
nerede oldugu énemlidir. Istenilen lokuslarda PCR ile ¢ogalma yapilabiliyorsa, dogru
bir g6z rengi tahmin sonucu elde edilecektir. Calismadan elde edilen sonuglar,
IRISPLEX sisteminin, olay yerinde beklemis ve degredasyona ugramis orneklerden
g0z ve sa¢ renginin tahmini igin gelecekteki rutin adli vakalarda umut verici bir arag
olarak kullanilacag: belirtilmistir.

Walsh ve arkadaslarinin 2014°de vaptiklar: calismada; Kan, semen, tukurik lekeleri,

koklii killar ve asir1 diisiik miktardaki iz DNA 6rnekleri gibi yapay olarak olusturulmus
adli tip Ornekleri titizlikle test edilmis ve vakalarin % 88'inden tam profiller elde
edilmistir [87]. Bes bagimsiz adli laboratuvar arasinda yapilan uyumluluk testi, degisik
tipteki DNA orneklerinde tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar vermistir [87]. Test yapay
olarak degrade edilmis DNA'dan ve birka¢ yiiz yillik insan kalintilarindan DNA
orneklerinde de denenmistir. Saglamlik ve hassasiyet bulgular1 goz 6niine alindiginda,

HIRISPLEX sistemi antropolojik ve evrimsel ¢alismalarda eski ve eski DNA analizleri
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icin de uygun bulundugu arastirmacilar tarafindan belirtilmistir [87]. Ayni arastirmaci
grubu tarafindan 3 kisinin DNA &rnekleri duyarliligi degerlendirmek i¢in 500 pg'dan
seyreltme ile hazirlanmis ve HIRISPLEX testiyle 500, 250, 125, 63 ve 32 pg DNA
olarak genotipleri elde edilmistir [87]. Kan, semen, tlkurik ve sagtan alinan 6rneklerin
biiyiik ¢ogunlugu (%84) ve iz DNA’dan olusan 25 6rnekten 21 inin fenotipleri dogru
tahmin edilmistir. Dogru genotiplendirilmis 18 Ornegin 15’inden dogru sonug
alimmistir. Bir 6rnek disinda, fenotip tahmini goniilliilerinkilerle eslesmistir. Yapilan
deneylerde HIRISPLEX sistemi genotipleme ve fenotipleme tahmininde ytksek
dogruluk seviyeleri gostermistir [87]. Yine ayni arastirmacilarin yaptigi baska bir
stabilizasyon deneyinde HIRISPLEX testini bozulmus DNA ile test etmek i¢in, 300
pg DNA 0.5, 1, 2 ve 5 dakika boyunca UV ile muamele edilmis ve HIRISPLEX ile
genotiplendirilmistir. DNA orneklerinin bitin HIRISPLEX profilleri tam olarak elde
edilmigtir. 10 dakika UV degredasyonundan sonra kismi profiller goriilmeye
baslanmistir, 10 dakikada 24 markirin 21'inde, 20 dakikada 24 markirin 17'sinde kismi
profiller goriilmiistiir. 30 dakikada higbir HIRISPLEX DNA markirinda amplifikasyon
goriilmemistir [87]. Arastirmacilar, az miktarda DNA igeren degrade Orneklerle
calisilirken PCR islemi asamasinda ileri teknikler ile spesifik bolgedeki DNA
miktariin daha fazla ¢ogaltilmasinin avantajli oldugunu belirtmislerdir [87].

Bu tez ¢alismasinda alinan sonuglarda, 5 yil bekletilerek degredasyona ugramis 10
ornegin 6’sidan tam profil elde edilmistir, butin drneklerin genotiplendirilmesiyle 10
ornegin 8’inden dogru sonug alinmustir. 30 ve 60 dakika UV degredasyonuna ugratilan

toplamda 10 Ornegin 6’sindan tam profil elde edilmistir. 4 Ornekte alel kayiplar
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olmustur. 60 dakika UV’de bekletmede 2 6rnekte (D02 ve D03) toplamda 3 alel kaybi,
30 dakika UV’de bekletmede 2 ornekte toplamda 2 alel kaybi goriilmiistiir. Bu tez
calismasinda elde edilen sonuglar, Walsh ve arkadaslarmin 2014’de yaptiklar
validasyon g¢alismasi ile uyumluluk gostermektedir.

Chaitanya ve arkadaslarinin IRISPLEX sistemini uluslararasi diizeyde degerlendirmek

amaciyla 2014°de yaptigi calismada; EDNAP (Avrupa DNA Profilleme Grubu) ve

ISFG (Uluslararast Adli Genetik Dernegi) tarafindan 21 laboratuvarda deneyler
gerceklestirilmistir. Yapay olarak degrade edilmis ve cesitli konsantrasyonlarda 5
DNA Orneginin degerlendirilmesi yapilmistir. Alinan sonuglara gdre genotiplerin
%98,7's1 tespit edilmistir ve géz rengi fenotiplerinin %96.2'si dogru sekilde tahmin
edilmistir. Genotipleme ve gz rengi fenotiplemesindeki yiiksek basari oranlari,
IRISPLEX testinin tekrarlanabilirligini ve saglamligin1 ve ayrica DNA'dan mavi ve
kahverengi goz rengini tahmin etmek i¢in IRISPLEX modelinin dogrulugunu agikca
gostermistir. Ek olarak, sozii edilen c¢alisma diinyadaki adli laboratuvarlarda
IRISPLEX sisteminin uygulanabilir ve uygulanabilir oldugunu gostermektedir [134].

Chaitanya ve arkadaslar1 tarafindan 2018 yilinda yapilan validasyon calismasinda;

250 pg DNA, 30 saniye, 1, 5, 10, 20 ve 30 dakika UV 1s18inda yapay degredasyona
maruz birakilmis ve daha sonra bu DNA’lardan ig¢erisinde IRISPLEX markirlarinin da
oldugu 17-pleks ¢alisilmistir. 10 dakikaya kadar UV 1s18inda bekletilmis DNA’lardan
blttn 17-SNP profili elde edilmistir. DNA’lar 20 dakika UV 1s181na maruz kaldiktan
sonra, 2 SNP bolgesinde alel kaybr goriilmiistiir. Bu sonuglar, degrade olmus DNA

orneklerinde HIRISPLEX testinin en azindan bir seviyeye kadar sonug verebildigini
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gostermistir [19]. Bu tez c¢alismasinda elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda
Chaitanya ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu validasyon caligsmasinin sonuglari
uyumluluk gostermektedir.

HIRISPLEX-S, HIRISPLEX, IRISPLEX G0z, Sac ve Cilt rengi DNA Fenotipleme

web araci kullanim kilavuzunda yazan bilgilere gore;

Adli tip uygulamalarinda, antropolojik ve antik DNA analizlerinde, DNA kalitesi ve
miktar1 son derece azdir, kismi veya diisiik miktarda DNA 0Orneklerinden eksik
IRISPLEX profilleri elde edilir. Online IRISPLEX yazilim programu ile kisilerin goz
rengi olasiliklart kismi IRISPLEX profillerinden de elde edilebilir. Kismi profilden
sonug elde edilirken, programa sadece elde edilen kismi genotip bilgisi girilir ve diisiik
SNP sayis1 dikkate alinarak yeni g0z rengi olasilig1 hesaplanir [19], [82], [87], [126].
Tam profil tahminlerinin kismi profil tahminlerine gore dogru bir sekilde
gerceklesemeyebilecegini bilmek 6nemlidir.

Ayrica, IRISPLEX sistemi ile g6z rengi belirlenirken her DNA varyantinin goz rengi
tahmin dogrulugu tizerinde farkli etkisinin oldugu disiinilmelidir. Bu nedenle
tahminin dogrulugu kismi veya tam bir profile sahip olmaya tam olarak bagl degildir,
kismi DNA profilinde hangi DNA markirinin eksik oldugu onemlidir. G6z rengi
tahmini i¢in en gii¢lii lokus HERC2 rs12913832dir. Bu lokusun yoklugu goz renginin
tahmin dogrulugunu biyik oranda smirlar. Kismi profillerde eksik genotipler
nedeniyle birgok olasilik vardir. Eksik genotipler varsa, tahmin dogruluk sonucu
bundan etkilenecektir [19], [82], [87], [126]. Online IRISPLEX yazilim programini

geligtiren bilim insanlari, programin kismi genotiplerin girisine dayali olasiliklar
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tiretmesine izin verirler ancak, eksik DNA markirlarindan kaynaklanan alel ve lokus
kayiplarinin tahmin sonuclariyla birlikte rapor edilmesini tavsiye ederler. Kismi
IRISPLEX profilinde eksik olan DNA isaretlerine bagl olarak elde edilen géz rengi
olasiliklarinin yorumlanmasina 6zen gosterilmelidir. Arastirmact daha sonra sonucu
kabul edebilir veya raporu sonugsuz olarak verebilir. DNA fenotiplemesi, tam ve kismi
profiller igin olasilik temelli bir tahmindir, sonug genotip kombinasyonundaki binlerce
kisiden elde edilen bilgiye dayanmaktadir. Kilavuzda yazilan yasal uyarida; “’Kismi
profiller, IRISPLEX sisteminin tam tahmin potansiyelini yansitmaz ve dikkatle
kullanilmalidir. Ayrica tahmin degerleri, daha 6nce yayinlanmis olan IRISPLEX Excel
tahmin degerlerinden farkli olabilir. Bunun nedeni, veritabaninin yeni yapilan
caligmalarla birlikte buytumesi ve glncellenmesidir.”’” yazmaktadir [126],[19],[82],
[87].

IRISPLEX sistemi, testi uygulayan laboratuvar personellerinin farkli deneyim
seviyelerine, kullanilan farkli DNA izolasyonu ve miktar tayin yontemlerine ragmen
tekrarlanabilir sonuglar saglar. Diinya ¢apinda farkli adli laboratuvarlarda IRISPLEX
sisteminin kullanilmasi, bu DNA tabanli gbz rengi tahmin sisteminin saglamligini ve
yeniden caligilabilirligini gostermektedir. Bugln itibariyle, IRISPLEX g0z rengi
tahmini i¢in en dogru aragtir. IRISPLEX’de herhangi bir SNP markirinda lokus veya
alel eksikligi oldugunda dogru hesaplama yapilamamasi programin dezavantajidir. Bu
da degrade olmus bir Ornekte bu programin tam sonuglar veremeyebilecegini
gostermektedir. Programin diger bir dezavantaji ise altidan daha fazla SNP markirinin

kullanimina izin vermemesidir. Dolayistyla géz rengi ile ilgili daha giiglii bir ayrim
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yapabilmek igin daha fazla markira ihtiya¢ duyulan durumlarda bu program
kullanilamaz. IRISPLEX 6 SNP markir ile sadece kahverengi ve mavi géz rengi
ayrim1 yapilabilirken agik kahverengi ve yesil géz rengi tahmini yapilamamaktadir
[116].

Bu tez calismasmin sonuglar degerlendirildiginde IRISPLEX testinin mavi ve
kahverengi g6z rengi tahmininde olduk¢a hassas oldugu ancak yesil, agik kahverengi
ve ela gibi ara goz renklerini tahmin etmedeki dogrulugunun oldukga diisiik oldugu
gorilmistiir. Ruiz ve arkadaglarinin 2013’de gelistirdigi ve Bayes olasilik teoremi ile
SNIPPER istatistik hesaplamasi yapilan yontem ile yesil géz renginin tahmininde
basar1 oraninin arttigi saptanmistir [20] [83]. Bircok ulkede genotipi tespit edilen
kisilerin fenotipik 6zellikleri belirlenerek bu 0zelliklerin adli vakalarin aydinlatilmasi
amaciyla kullanilmasi ¢aligmalart hizla artmaktadir. Genetik caligmalar maliyeti fazla
olan analizlerdir. Dolayisiyla adli vakalarda kimlik tespiti sirasinda genotipik
ozelliklerin belirlenmesi fenotipik o6zellikler hakkinda ¢ikarimda bulunmamizi
saglayacaktir. Bu durum da adli biyolojide zaman, maliyet ve is giicii agisindan
oldukca fazla avantaj saglayacaktir. GOz rengini belirleyen genlerdeki
polimorfizmlerle ilgili veri tabani olusturuldugu takdirde, siipheli sayisinin ¢ok fazla
oldugu durumlarda, toplu oOliimlerde, kayip arama olaylarinda vb. g6z rengi
polimorfizmi caligilarak siiphelinin goz rengi tahmin edilebilir ve goz rengi tespiti,
kimliklendirmede fiziksel bir eleme kriteri olarak kullanilabilir ya da toplu dliimlerin
oldugu kazalarda kimlik bilgilerine ulagmak acisindan fayda saglayabilir. Yontemin

degrade olan oOrneklerde kullaniminin kisitliliklarini bilmek, alinan sonuglarin
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giivenilirligini anlamamiza olanak saglar. Yakin gelecekte adli DNA fenotipleme
sistemlerinin  gelismesi ile, kayip kisilerin bulunmasinin  yayginlagsmasi
beklenmektedir. Bu alanda yapilacak sonraki ¢aligmalarda IRISPLEX harici gz rengi
tahmin sistemlerinde, daha fazla SNP lokusunun g¢alismaya dahil edilmesi ile daha
anlamli sonuglar elde edilmesine olanak saglayacaktir. GOz rengi ile ilgili henuz
kesfedilmemis bircok gen bolgesi bulunmakla beraber bu konuda daha fazla aragtirma
yapilmas1 gerekmektedir.Su anda DNA’dan goz ve sa¢ rengi tahmini yiiksek
dogrulukta miimkiin iken, ten rengi, erkek tipi kellik, sa¢ tellerinin kalinlig1 ve inceligi
gibi diger fenotipik 6zellikler arastirilmaktadir ve ileride adli sorusturmalarda bu

ozelliklerin kullanilmas1 6ngoriilmektedir [127], [128].
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9. EKLER

Ek 1. Bilgilendirilmis Olur Formu

Asagidaki bilgileri okuduktan sonra c¢alismaya katilmak isterseniz, bu formu
imzalaymiz. Formu imzalamaniz c¢alismanin kapsami ve riskleri hakkinda
bilgilendirildiginizi ve kararimizi serbest¢e verdiginizi belirtmektedir. Bu onay
formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadiginiz ifadeler varsa
calismadaki aragtirmacilara sorarak bilgi edinebilirsiniz.

Calismanmin Adi: Bekletilerek Eskitilmis Kan Orneklerinde IRISPLEX Sisteminin
Stabilitesinin Incelenmesi

Bu c¢alisma bir Yiksek Lisans Tez ¢alismasidir. Adli bilimlerde bir sugun
aydinlatilmasi i¢in biyolojik drneklerin kimlendirilmesi ¢ok 6nemlidir, bunun igin
genetik bilgiden yararlanilmaktadir. SNP’ler genomda tek niikleotit degistiginde aciga
c¢ikan DNA dizi degisiklikleridir. Kromozomlar Uzerinde meydana gelen tek baz
degisimi sonucu olusan kalitsal farkliliklar genetik isaretler olarak kullanilmaktadir.
Gerek adli olgularda saldir1 kurbanlarinin ve zanhilarimin gerekse toplu felaketler
sonucu yagamlarini yitirmis veya kayip insanlarin kimliginin belirlenmesi icin DNA
iizerinde yer alan genetik isaretlerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu arastirmanin
amacit ; adli bilimlerde kullanimi artmakta olan ve gelecekte adli genetik
laboratuvarlarinda rutin tanilarin arasina girmesi 6ngoriilen, gorgii tanig1 bulunmayan
su¢ olaylarinda, dogal afetlerde, yalan ve yanls gorgii taniklig1 durumlarinda kolluk
kuvvetlerine yardim saglamasi1 amaciyla olay yerinde bulunabilecek beklemis ve
degradasyona ugramis kan lekelerinden DNA izole edildiginde, goz rengini %90
oraninda belirleyebilen 6 SNP (rs12913832, rs1800407, rs12896399, rs16891982,
rs1393350, rs12203592) noktas1 kullanilarak géz renginin saptanmaya ¢alisilmasidir.
Arastirmanin deneysel kisimlart; goniillilerden alinilacak kan orneklerinden DNA
izole edilecek, miktar1 belirlenecek, PCR (polimerik zincir reaksiyonu) teknigi ile 6
SNP IRISPLEX lokusu gogaltilacak ve PCR iriinlerinin elektroforezi ve analizi
yapilacaktir (ABI 310- Genetic Analyzer, GeneScan Software). Elde edilen verilerden
yola cikilarak degradasyona ugramis DNA oOrneklerinde IRISPLEX sisteminin
stabilitesi hesaplanacaktir. Son olarak tez yazim asamasina gecilecektir. Arastirmaya
katilmak tamamen goniilliilik esasina baghdir. Arastirmaya katilan goniilld,
arastirmanin  herhangi bir asamasinda arastirmadan herhangi bir gerekce
gostermeksizin ayrilabilir. Bunun i¢in herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz
kalmasi s6z konusu degildir. Ayrica, aragtirmaci tarafindan da gerek goriildiiglinde
katilimcinin arastirma dis1 birakilacagi bildirilebilir. Goniilliilerden arastirma ile ilgili
herhangi bir ticret talibinde bulunulmayacagi gibi kendisine de herhangi bir 6deme
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yapilmayacaktir. Bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurumundan (SGK) herhangi
bir {icret alinmayacaktir. Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve
diger ilgili saglik otoritelerinin goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan
erisimleri bulunabilecektir. Ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir. ilgili mevzuat
geregince gOniilliiniin - kimligini ait kayitlarin  gizli tutulacagi, kamuoyuna
aciklanamayacagi; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin
kimligi gizli kalacaktir. Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence
verilmektedir. GOndllinin arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya
arastirmayla ilgili herhangi bir bilgi temin edebilmesi igin arastirmact Dilara
Devranoglu’na ait giiniin 24 saatinde ulasabilecegi telefon numarasi 0532 123 45 67
‘dir. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii; 15 kisidir. Gondllilerden
Sml’lik enjektor ile kan alinacaktir. Kan alma isleminin komplikasyonu ve riski
yoktur. Yalnizca kan alma islemi sirasinda hafif bir aci1 hissedilebilir ve hafif bir
kizariklik olabilir. Gonullilerden elde edilecek olan Biyolojik Materyal; Proje
yiiriitiiciisii tarafindan goniilliilerden tibbi personel yonetiminde ve denetiminde
alinacaktir. Arastirma ile ilgili analizler I.U Adli Tip Enstitiisii Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda yapilacaktir. Toplanan ornekler yurt disina analiz amaci ile
gonderilmeyecektir. Analizler hi¢bir sekilde yurtdisinda gergeklesmeyecektir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudum. Bana, yukarida
konusu ve amact belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen gorevli tarafindan yapildi. Arastirmaya géniillii olarak katildigimu, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi
istegime bakilmaksizin arastirmact tarafindan da arastirma disi birakilabilecegimi
biliyorum. S6z konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katilmayr kabul ediyorum. “Bekletilerek Eskitilmis Kan Orneklerinde IRISPLEX
Sisteminin Stabilitesinin Incelenmesi” tez ¢alismasi kapsaminda alinan kan
orneklerinin; Goniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

L] Sadece yukarida bahsi gecen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.
L] fleride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

[] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”
Goniilliiniin Adi-Soyadi:
Goniilliiniin imzas::

Yetkin Arastirmacinin Adi Soyadr: Dilara Devranoglu
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Yetkin Arastirmacinin Telefon Numarasi: 0532 123 45 67
Yetkin Arastirmacinmin imzas:
Tarih:

NOT: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu, goniillii ve/veya yasal temsilcisinin yasal
haklarint ortadan kaldiracak bir hiikiim veya ifade iceremez ayrica arastirmaciyi,
kurumu, destekleyici veya bunlarin temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan
herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak hiikiim veya ifade tasyyamaz
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Ek 2. Etik Kurul Onay1
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