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Özet 

İnsan ten rengi, gen polimorfizimlerinden etkilenir. Dolayısıyla bireyler ve topluluklar 

arasında farklılık gösterir. Bu çalışmada ten rengi oluşumuna, özellikle koyu ten rengi 

oluşumuna etki eden ASIP (agouti) geninin rs6119471 SNP bölgesinin etkilerini 

araştırdık. Örneklem grubumuz Türkiye’de cilt rengiyle ilgili bir hastalık geçirmemiş 

(vitiligo gibi), albino olmayan, çilleri bulunmayan, cilt renginin açılması ve 

koyulaştırılmasıyla ilgili cerrahi operasyon geçirmemiş ve güneş yanığı bulunmayan 18 

yaş ve üstü 12 gönüllü bireylerden oluşmaktadır. Çalışmaya gönüllü 12 kişinin biyolojik 

materyal olarak ağız içisürüntü örneklerinden elde edilen DNA’ları kullanılmıştır.  

Örneklem grubundaki bireylerin sol bilek içi görüntüleri 20 cm’den aynı pozisyonda ve 

aynı fotoğraf makinesiyle görüntülendi. Literatürde koyu ten rengi ile ilişkisi olduğu 

bilinen rs6119471 SNP genotiplendirildi ve değerlendirmeler toplamda 12 örnek 

üzerinden gerçekleştirildi. Araştırma sonucunda örneklem grubundaki açık ten renkli 

bireyler ile koyu ten renkli bireyler arsında rs6119471 SNP’sinde polimorfik bir 

farklılık beklenmesine rağmen tüm gönüllülerin C genotipinde olduğu tespit edildi.  

Anahtar kelimeler: Adli genetik, Melanin, Gen polimorfizmi, SNP, ASIP.
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ASIP GENE POLYMORPHISM IN SKIN COLOR 

DETERMINATION 

Abstract 

Human skin color is affected by gene polymorphisms. Therefore, it differs between 

individuals and communities. In this study, we investigated the effects of rs6119471 

SNP loci of ASIP (agouti) gene which is mainly effected on dark skin color formation. 

Sample Our group carrying a disease related to skin color in Turkey (vitiligo), non-

albinos, freckles absent, lighten skin color and had not undergone surgery associated 

with thickened and sunburn are not 18 years of age and older consists of 12 volunteers. 

The DNA of 12 volunteers was used as a biological material. 

Left wrist images of the valunteers were visualized with a same camera at a distance of 

20 cm. In the literature, rs6119471 SNP known to be associated with dark skin, was 

genotyped. Analyzes were performed on 12 volunteers. The results of the study, all 

volunteers were in C genotype therefore no polymorphic differences between light 

skinned volunteers and dark skinned volunteers in rs6119471 SNP polymorphism. 

 

Key words: Forensic genetics, Melanin, Gene polymorphism, SNP, ASIP. 
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1. GİRİŞ 

Cilt rengi insanlarda,siyahtan beyaz renge kadar bireyler ve topluluklar arasında 

farklılık gösterir. Bunun nedeni ise cilt rengine kalıtsal faktörlerin etki etmesidir. Yani 

cilt rengi kalıtsaldır. Kalıtsal özelliklerin yanı sıra cilt rengi çevresel faktörlerden de 

etkilenir. Özellikle güneşin yaymış olduğu ultraviyole (UV) ışınları cilt rengini 

etkilemektedir. Güneşlenme süresinin uzun olduğu Afrika da daha fazla güneşe 

maruziyetten melanin sentezinde artış gözlenir. Bu sebeple sıcak bölgelerde cilt rengi 

daha koyudur (Kirchweger, 2001). 

İnsan cildinin en üst tabakası renksizdir. Cilt rengini veren melanin pigmenti alt 

tabakalarda sentezlenir. Deride bulunan melanin, pigmentinin türü ve miktarı insan cilt, 

rengini belirler. Melanin, türü ve miktarı ise genler tarafından belirlenir. Bu genlerden 

bazıları; SLC24A5, MC1R, OLA2, SLC45A2, TYR, IRF4, ASIP ve DEF8’dir 

(Maronas ve ark., 2014).  

Literatürde cilt rengiyle ilgili yapılan genetik çalışmalar tek nükleotit 

polimorfizimlerinin (SNP) fenotipe etkisi üzerine olan çalışmalardır. İnsanların 

genotipleri kullanılarak fenotipleri hakkında bilgi sahibi olmakadli genetiğin çalışma 

alanlarındandır. Bu ise bireylerin bıraktıkları biyolojk materyaller kullanılarak 

yapılmaktadır (Maronas ve ark., 2014). 

Adli antropologlar insan iskelet kalıntılarından etnik köken, cinsiyet, boy gibi fiziksel 

karakterleri belirleyebilirler. Fakat pigment görünüşü ile ilgili özellikleri 

belirleyemezler. Pigment görünüşü ile ilgili özellikler büyük ölçüde genetik olarak 

belirlenir (Bronicki ve ark., 2009). Bunun için melonozomun iç yüzeyindeki tirozinaz 

enzim kompleksinin oluşumunu, hormonal ve çevresel düzenlemeyi, melanoblast göçü 

ve farklılaşmasını, melanozom içindeki yeni proteinlerin hücre içi yönlendirilmesini ve 

melanozomların dendrik kollarıyla keratinositlere doğru yer değiştirmesini içeren 

birçok biyokimyasal yolakta yer alan insan pigmentasyon genlerinden faydalanılır 

(Eiberg ve ark., 1996). Bu açıdan göz, saç ve cilt rengi ya da boy gibi fiziksel 

karakterlerle ilişkili SNP genotiplemesi, adli genetik alanında kişisel kimliklendirme 

için yararlı bir araçtır (Eiberg ve ark., 1996).  
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Fenotipik bir özellik olan cilt renginin oluşmasında, genotipik olarak ön plana çıkan 

genlerden biri de ASIP’tir. ASIP geninin koyu saç ve göz rengi ile ilşkili olduğu 

bilinmektedir (Bonilla ve ark., 2004). Bu çalışmada amacımız, cilt rengi oluşumunda 

koyu ten rengi ile ilişkili tek nükleotit polimorfizmini (SNP) taramak, cilt renginde renk 

ölçümü yaparak tek nükleotit değişimini ve bu değişimin oluşturduğu morfolojik 

farklılıkları belirleyerek genotip ve fenotip etkileşimini ilişkilendirmektir. Elde 

ettiğimiz veriler sayesinde adli genetikte DNA’dan cilt renginin belirlenebilmesi için 

yapılacak çalışmalara güçlü bir kaynak sağlanmış olacaktır. 

ASIP geninin adli genetikte kullanım amacı ise bilinmeyen bir bireyin DNA’sı 

kullanılarak ten rengi açısından fiziksel görünüşü hakkında bilgi sahibi olabilmektir. 

Adli genetik araştırmalar, göz, saç ve cilt renginin gözlemlenebilir fiziksel özelliklerini 

tahmin etmek için DNA bazlı araçların geliştirilmesi amacıyla insan pigmentasyon 

varyasyonuna odaklanmayı arttırmıştır (Maronas ve ark., 2014). 
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2.  GENEL BİLGİLER 

2.1. Cilt Rengi 

İnsanlar siyahtan beyaz renge kadar, farklı ten renklerine sahip olabilirler. Cilt rengi, 

kalıtsal bir özelliktir. Bilindiği üzere, deri rengi güneşe maruz kalma süresine göre 

değişmekte ve, koyulaşmaktadır yani bronzlaşmaktadır. Bu değişimin nedeni, güneş 

ışınlarının artmasının vücudumuza vereceği, zararlara ve mor-ötesi ışınların 

vücudumuzdaki folik asit, (folat) dengesine, vereceği zararlara karşı, derimizin uyum 

sağlamasıdır (Kirchweger, 2001). 

İnsanlarda deri pigmentasyonunun evrimsel tarihini anlamak için çeşitli hipotezler 

üretilmiştir. İnsanların Afrika'dan dışarıya güneş ışığına daha az maruz kalmasıyla göç 

ettikleri, pigmentasyon genlerindeki fonksiyonel kısıtlamaların gevşemesinin veya daha 

hafif cilt pigmentasyonuna neden olan fonksiyonel olarak ilgili varyantların seçiminin 

gerçekleştiği öne sürülmüştür (Jablonski ve Chaplin, 2000). Bu, sınırlı güneş ışığı 

maruziyetinin varlığında D vitamini sentezleme yeteneğinin artmasına neden olmaktadır 

(Harding ve ark., 2000; Rees, 2003; Rana ve ark., 1999).Ayrıca, ultraviyole radyasyona 

karşı korunmak için ekvatora daha yakın bölgelerde koyu cildin meydana geldiği 

bilinmektedir (Jablonski ve Chaplin, 2000). Cilt pigmentasyonundaki farklılıklar 

patojenlere ve cinsel seçiminde (eş seçimi) de önemli olabilmektedir (Aoki, 2002). 

Deride bulunan melanin, pigmentinin, türü ve miktarı insan cilt, rengini belirler. 

Melanin deriye, göze ve saça renk veren pigmenttir (Sturm ve Larsson, 2009).  

Ekvatordan (folik asitin UV fotolizi olduğu düşünülen kısıtlama) uzaklaşıldıkça koyu 

pigmentasyon da azalmalar meydana gelmektedir. Özellikle Avrupalılar ve Doğu 

Asyalılar'da ciltte, farklı pigmentasyonların oluşmasının nedenin bu olduğu 

düşünülmektedir (Norton ve ark., 2007). 

Cilt tonunda gözle görülür değişiklikler yerel ve mevsimsel koşullara yanıt olarak 

ortaya çıkar ve fakültatif pigmentasyon olarak adlandırılır. Yani Afrikalılar daha az 

UV'ye maruz kaldığında daha açık pigmentasyona sahip olabilirler ve Avrupalılar daha 

güçlü UV'ye maruz kaldıklarında daha koyu pigmentasyona sahip olabilirler. Cilt 
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tonunda kısa süreli adaptif değişiklikler, genetik olarak belirlenmiş melanojenik aktivite 

(melanozom tipi ve dağılımı) ile kontrol edilen cilt rengi fenotipinin sadece bir kısmını 

temsil eder (Sturm, 1998a, 2009b; Rees, 2004; Bouakaze ve ark., 2009). 

 

Şekil 1: İnsan derisi renk dağılımı (Van Luschan, 1940)(Barsh, 2003) 

 

2.2. Cilt Rengine Etki Eden Genetik Faktörler 

Cilt rengi insanlarda, farklılıklar gösterir. Bu farklılığın nedeni ise cilt rengine kalıtsal 

faktörlerin etki etmesidir (Kirchweger, 2001). Deride bulunan melanin, pigmentinin 

türü ve miktarı insan cilt, rengini belirler. Melanin, türü ve miktarı ise genler tarafından 

belirlenir. Bu genlerden bazıları; SLC24A5, MC1R, OLA2, SLC45A2, TYR, IRF4, 

ASIP ve DEF8’dir (Maronas ve ark., 2014).  

Melanin, deride ve kıl foliküllerinde bulunan melanosit hücreleri tarafından üretilen 

inert bir biyopolimerdir. Epidermisin etrafındaki keratinositlere veya büyüyen kök 

kılıfın kortikal bölgesine ince hücresel çıkıntılar boyunca melanozom partikülleri içinde 

bulunur, ancak göz de iridial melanositlerinde bulunmaktadır (Sturm ve Larsson, 2009). 
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Bu genlerdeki varyasyonlar, pleiotropik bir konumda, deri, saç ve göz rengini belirler. 

Örneğin, Kuzey Avrupa popülasyonları açık ten ve mavi gözlü insanlarolarak 

ilişkilendirilir. Ekvatora daha yakın popülasyonlarda ise koyu tenli, koyu renkli ve 

kahverengi gözlü insanlar bulunur. Bununla birlikte, melanositler bağımsız hücresel 

popülasyonları temsil ettiğinden alternatif düzenleyici veya sinyal yolaklarıyla, 

Avrupalılarda görülen koyu renkli saçlar, açık tenli ve mavi gözler veya Solomon 

Adasında görülen koyu renkli saç, koyu renkli ten ve kahverengi gözler gibi çeşitli 

fenotipik kombinasyonlar üreten özel özellikli varyantlar da ortaya çıkar (Tobin, 2011; 

Van Raamsdonk, 2009). 

Bunun bir başka örneği de foliküler melanositlerin yaşlanmaya duyarlılığı olup, gümüş-

gri ile beyaz saç renginin kademeli olarak üretilmesidir. Bu durum yıllar içinde ampul 

bölgesinden hücrelerin kaybına işaret etmektedir. Bu tüm insanlarda olur, ancak 

başlangıç yaşı etnik gruplar arasında değişiklik gösterebilir (Commo ve ark., 2004; 

Rogers ve ark., 2004). 

Melanin;derinin epidermis tabakasında bulunan melanosit hücreleri tarafından üretilen 

pigmenttir(Sturm ve Larsson, 2009).  

 
Şekil 2: Deride melanosit hücresi ve melanin pigmenti (Dermaviduals, 2015) 

Melanin, pigmentinin insan derisinde, iki, türü bulunur. Bunlardan ömelanin 

kahverengi-siyah yani koyu ten renklerini verir, feomelanin sarı-kırmızı yani açık ten 

renklerini verir. Tenleri açık renk olan insanların cildinde feomelanin üretimi, daha 

fazlayken, tenleri koyu olan insanların ömelanin üretimi daha fazladır. Ömelanin ve 

feomelanin, tirozinaz katalizörlü tirozin oksidasyonu ile üretilir. Genel olarak, ömelanin 
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UV-koruma fonksiyonunu gerçekleştirdiği bilinmektedir. Dolayısıyla kahverengi-siyah 

renk verir (Miyamura, 2007). 

Feomelanin ise kızıl saçlı, açık tenli olan kişiler de görülmektedir. Bu pigment, UV-

görünür ışık ışınlamasına yanıt olarak reaktif oksijen türlerinin (ROS) yoğun üretimine 

neden olduğundan güçlü bir foto-hassaslaştırıcıdır. Hayvan modelleriyle yapılan son 

çalışmalar, feomelanin pigment yolağının, oksidatif hasar mekanizmaları ile 

melanomageneze karşı UV radyasyonuna bağımsız karsinojenik katkıları olduğunu 

göstermiştir (Sarna ve ark. 1985; Morgan ve ark., 2013; Mitra, 2012; Fukunaga ve ark., 

2012). 

 

Şekil 3: Melanin türleri (Ömelanin ve Feomelanin) 

Pigment, miktarı da pigmetin türü gibi cilt rengini belirleyen, faktörlerdendir. Pigment 

miktarının ya da melanositlerin az, olması ten renginin açık renkte olmasına neden olur 

(Sturm ve Larsson, 2009). 

Ciltteki pigmentasyon anormalliği ile ilgili hastalıklardan bazıları vitiligo ve 

ablinizimdir. 
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Vitiligo, epidermiste pigment üreten hücreler olan melanositler üzerindeki sitotoksik T 

hücresi aracılı saldırıdan kaynaklanan cildin az tanınan, organa özgü bir otoimmün 

hastalığıdır. Sonuç ciltte beyaz lekeler olarak görülen pigment kaybıdır (Van den Boorn 

ve ark., 2009; Taieb ve ark., 2009). 

 
Şekil 4:Vitiligo birey (Harris, 2016) 

 

Ciltte vitiligo oluşumu, in vitro ve in vivo olarak insan denekleri ve dokuları 

kullanılarak, yıllardır yapılan translasyonel araştırmalarla devam etmektedir (Dell’anna 

ve ark., 2012). 

Melanositlerin yüksek stres düzeylerinden etkilendiğini tespit etmek, bu otoimmün 

hastalıkta stres yollarının araştırılmasına yol açarak, vitiligenin öncelikle dejeneratif 

veya otoimmün bir hastalık olup olmadığına dair devam eden bir tartışmayı 

başlatmaktadır. (Schallreuter, 2008). 

Bununla birlikte, bir kimyasal varyant olan kimyasal kaynaklı vitiligo ile ilgili yeni 

translasyon çalışmaları, şimdi iki teoriyi uzlaştırmaktadır ve hücre dokuları ile 

bağışıklık tepkilerini birbirine bağlayan ve insan dokuları kullanılarak keşfedilen önemli 
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mekanizmaları açığa çıkarmaktadır. Bu nedenle vitiligo, hücre stresinin ve bağışıklık 

yanıtlarının patogenezi ilerletmek için işbirliği yaptığı ve bu nedenle yukarıda sunulan 

sorulara önemli cevaplar verdiği bir otoimmün hastalıktır (Harris JE., 2018). 

Albinizm, melanin pigmentiüretimindeki bir açığın neden olduğu genetik bir 

durumdur.  Albinizm frekanslar değişse de, cinsiyet veya etnik kökene bakmaksızın tüm 

dünyadaki popülasyonları etkiler. Yani albinizm doğuştan melanin pigmetinin olmaması 

durumudur ve genler tarafından kontrol edilmektedir (Franklin ve ark., 2018). 

 

Şekil 5: Albino birey (Ameliyat, 2018) 

Albinizm, istemsiz nistagmus, fotofobi, zayıf derinlik algısı, şaşılık, zayıf görme 

keskinliği ve refraktif  kusur ile zayıf görme ile sonuçlanır (Yahalom ve ark., 2012). 

 

2.3. Fitzpatrick Skalası 

Fitzpatrick ölçeği, bireyleri görsel olarak algılanan ten rengine ve bronzlaşma kabiliyeti 

de dahil olmak üzere güneşe karşı cildin hassasiyetine dayalı olarak gruplandırır (Walsh 

ve ark., 2017). 
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Şekil 6: Fitzpatrick skalası (Dr. Nebil Yesiloglu, 2017) 

 

2.4. Genetik Polimorfizim 

Bir populasyonda % 1 veya daha yüksek sıklıkta görülen genetik farklılıklara, yani 

DNA dizi farklılıklarına genetik polimorfizm denilmektedir. Gen polimorfizmleri 

genomun herhangi bir bölgesinde ortaya çıkabilir. Polimorfizmlerin çoğu sessizdir, yani 

bir genin işlevini veya ifadesini değiştirmez. Ancak bazen bir genin bir polimorfik 

varyantı, anormal ekspresyona veya proteinin anormal bir formunun üretilmesine yol 

açabilir; bu anormallik hastalığa neden olabilir veya hastalık ile ilişkili olabilir (Ford, 

1940). 

Mutasyonlar kendileri tarafından polimorfizm olarak sınıflandırılmaz. Bir 

polimorfizm, popülasyonda yaygın olan bir DNA dizisi varyasyondur. Diğer taraftan, 

bir mutasyon, normalden uzak bir DNA sekansındaki herhangi bir değişikliktir (normal 

bir alel popülasyonun içinden geçtiğini ve mutasyonun bu normal alleli nadir ve 

anormal bir varyantla değiştirdiğini ima eder) (Sheppard, 1975). 

Polimorfizmlerde, iki veya daha fazla eşit olarak kabul edilebilir alternatif vardır ve bir 

polimorfizm olarak sınıflandırılır, en az yaygın alel popülasyonda yüzde 1 veya daha 
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fazla bir sıklığa sahip olmalıdır. Frekans bundan daha düşük ise, alel bir mutasyon 

olarak kabul edilir (Ford, 1940a, 1975b; Sheppard, 1975). 

2.5. Tek Nükleotid Polimorfizmi (SNP) ve Adli Bilimlerde SNP’lerin 

Kullanılması 

Tek nükleotit polimorfizmi (SNP) iki birey arasında belirli bir DNA parçasındaki tek 

baz farklılıklarıdır (Wang ve ark., 1998). Brookes tarafından yapılan tanımlamaya göre, 

SNP, (allel sıklığı en az % 1 veya daha fazla olan) bazı popülasyonlardaki, normal 

bireylerde bulunan, farklı sekans alternatifli (alelli) genomik, DNA’lardaki tek baz 

değişimidir (Brooks, 1999). 

Genetik tiplendirme, adli vakalarda biyolojik kanıtların bulunduğu olay yerinde, doğal 

afetlerde mağdurların tespiti ve tanınması imkansız cesetlerin kimlik tespiti, doku 

parçalarından kimliklendirme gibi durumlarda yani profillemede güçlü bir araçtır. 

Biyolojik kanıtlar kan, sperm, kemik, saç, dişler, kas dokusu ve tükürük gibi 

materyallerden elde edilir. Biyolojik materyallerin karakterizasyonu için kullanılan 

genetik teknolojik olanaklar günümüzde geliştirilerek kullanılmaktadır. SNP'ler, adli 

genetik alanında, kanıtsal bir örneği genetik olarak tanımlamak veya bilinmeyen bir 

kişiyi tanımlamak için daha fazla fırsat sunmaktadır (Børsting ve ark., 2007). 

Adli vakalarda bulunan biyolojik kanıtların bozulmuş olma ve kontamine olmuş olma 

olasılığı yüksektir. Dolayısıyla elde edilen DNA miktarı 150 bç’den düşük olabilir. 

SNP’ler ise 60-80 bç gibi düşük miktarlarda bile DNA analizlerinde 

kullanılabilmektedir. Bu sebeple SNP’lerin adli bilimlerde kullanılması avantajlıdır 

(Cho ve ark., 1999). Ayrıca SNP’ler düşük mutasyon oranlarına sahiptirler. Bu yüzden 

nesep tayinlerinde daha güvenli kullanılabilmektedir (Børsting ve ark., 2007). 

Çok sayıda SNP lokusunun sadece bir analizle belirlenmesini sağlayan teknolojiler 

SNP’lerin uygulanmasını kolaylaştırmaktadırlar. SNP analizleri özellikle otomatize 

sistemlerde kullanılabilmektedir. Bu da zaman ve maliyet açısından kazanç 

sağlamaktadır (Griffin ve Smith, 2000). 
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2.6. Adli Bilimlerde Genetik Gelişmeler 

 

Şekil 7: Adli bilimlerde gelişmeler (Arzu Düvenci, 2015) 
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2.7. Agouti Geni(ASIP) ve Adli Bilimlerde Kullanımı 

Farelerde Agouti geni, saç folikülü melanositlerinin ömelanin yerine feomelanin 

sentezlemesine neden olan parakrin sinyalleme molekülünü kodlar. 

Bunun yanında; 

1) Saç pigmentasyonunun kalitesini etkileyebilen bir proteini kodlar. 

2) Alfa-melanosit uyarıcı hormonun farmakolojik antagonisti olarak hareket eder. 

3) Nöroendokrinde rol oynar. 

4) Melanokortin etkisinin yönleri ve adipositlerdeki lipid metabolizmasını 

düzenlemede fonksiyonel bir rolü vardır. 

 

Şekil 8:  İnsan ASIP geni kromozom üzerinde yeri (National Library of Medicine, 2018)  

(Sitogenetik lokasyon: 20q11.22, 20. Kromozom 11.22 pozisyonu, 

Moleküler lokasyonu: 34,186,493 ile 34,269,344 baz çiftleri (bç)) 

 

Melanogenezdeki rolünün yanında, agouti sinyalleme proteini (ASIP) obezite ile 

ilişkilidir (Liu ve ark., 2012). İnsanlarda  ASIP esas olarak adipoz dokuda eksprese 

edildiği için, bu proteinin obezite ve insülin direnci gibi metabolik bozuklukların 

gelişimindeki rolü tespit edilmiştir (Kwon ve ark., 1994; Xue ve ark., 1998). ASIP 

lokusu tarafından kodlanan agouti proteininin adipoz dokudaki güçlü ekspresyonu 

nedeniyle insanda lipit metabolizmasında rol oynadığı anlaşılmıştır (Kwon ve ark., 

1994; Xue ve ark., 1998; Klebig ve ark., 1995). 
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ASIP’in bir diğer rolü davranış genetiği ile ilgili olmuştur. At üzerinde kürk rengini 

belirleyen 2 gen vardır. Bunlar davranışları etkileyecek şekilde 

bildirilmiştir: MC1R ve ASIP.  Davranış araştırması yapılarakinsanların atlarla olan 

etkileşiminde ASIP genotipi ve mizaç arasında bir ilişki bulmuştur (Keeler ve 

ark., 1968).  

ASIP geninin adli genetikte kullanım amacı ise bilinmeyen bir bireyin DNA’sı 

kullanılarak ten rengi açısından fiziksel görünüşü hakkında bilgi sahibi olabilmektir. 

Adli genetik araştırmalar, göz, saç ve cilt renginin gözlemlenebilir fiziksel özelliklerini 

tahmin etmek için DNA bazlı araçların geliştirilmesi amacıyla insan pigmentasyon 

varyasyonuna odaklanmayı arttırmıştır (Maronas ve ark., 2014). 
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3.  GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Örneklem Grubunun Seçilmesi ve Biyolojik Örneklerin 

Toplanması 

Örneklem gurubu oluşturulurken gönüllüler çalışma hakkında bilgilendirilerek onayları 

alındı. Sağlıklı ve aralarında akrabalık bulunmayan 12 kişiden ağız içi sürüntü ile DNA 

örnekleri True Line steril swab tüpe ile toplandı. 

Örnek toplama işlemi tamamlandıktan sonra steril swablar kontaminasyonu engellemek 

amacıyla ayrı ayrı paketlendi. Paketlerin üzerine gönüllülerin isimleri ve tarih not alındı. 

 

Şekil 9: Pamuklu çubuk (bukkal swab) ile ağız içi örnek toplama 

3.1.1. Etik Koşullar 

Bu çalışma Üsküdar Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik kurulunun 

B.8.6.YÖK.2.ÜS.0.05.0.06/2018/716 sayılı 25/06/2017 tarihli onayını almıştır. 

 

3.1.2. Laboratuvar 

Üsküdar Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik laboratuvarında ve Ankara’da 

bulunan BM Laboratuvar Sistemleri laboratuarında çalışmalar tamalanmıştır. 
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3.1.3. Kullanılan Kimyasallar 
• TBE (Tris-borate-EDTA) (Thermo-Fisher Scientific, USA)  buffer distile su ile 

çözülerek kullanılmıştır. 

• DNA izolasyon Kiti (RTA Kandan Genomik DNA Kiti) 

• Primerler (Forward-Reverse) (Macrogen)  

• BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) 

• Exo-Sap, Sephadex 

• EtBr (Etidyum Bromür) (Invitrogen, USA) 

• Agarose (Thermo-Fisher Scientific, USA) sitile su ile çözülerek kullanılmıştır. 

• DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo-Fisher Scientific, USA)   

• 100 bp DNA Ladder  (Invitrogen, USA) 

• 10 x PBS (Phosphate-Bufferedsaline) (Thermo-Fisher Scientific, USA) 

• Etanol : %70 Etanol çözeltisi kullanılmıştır. 

 

3.2. DNA İzolasyonu Prokolü 

Steril swablar ile alınan DNA’nın açığa çıkarılabilmesi için RTA® Kandan Genomik 

DNA İzolasyon kiti modifiye edilerek kullanıldı. 

1) 1.5 ml’lik ependorf tüpüne 200 μl PBS ekledi. 

2) Swabtaki örnekler PBS’li tüplerin içerisine alındı. 

3) Tüpler 5 saniye vortekslendi. 

4) Örneklerin üzerine 20 μl proteinaz K eklendi. 

5) 200 μl sölüsyon B eklendi ve 20 saniye vorteks ile karıştırıldı. 

6) Kısa santrifüjden sonra, her 3 dakikada bir, karıştırılarak 65οC’de 15 dakika 

inkübe edildi. 

7) 260 μl etanol, (%96-100) eklendi ve vorteks ile karıştırıldı. 

8) Kısa santrifüjden sonra, karışım, toplama tüpünün içine yerleştirilmiş spin 

kolona aktarıldı. 

9) 5000 x g’de 1, dakika santrifüj yapıldı. Sıvı içeren alttaki tüp atıldı ve kolon yeni 

bir toplama tüpüne yerleştirildi. 
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10)  700 μl Solüsyon, W1 eklendi. 5000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Toplama 

tüpündeki sıvı atıldı ve kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi. 

11)  700 μl Solüsyon, W2 eklendi. 16.000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Toplama 

tüpündeki sıvı atıldı ve kolon yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi. 

12) 16000 x g’de 3 dakika santrifüj yapıldı. 

13)  Spin kolon, steril 1.5 ml’lik, bir ependorfa transfer edildi. 

14)  200 μl 70οC’ye ısıtılmış Solüsyon e eklendi ve kolonun kapağı kapatıldı. Oda 

sıcaklığında 3 dakika inkübe edildi. 

15)  5000 x g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

16)  16000 x g’de 30 saniye daha santrifüj yapıldı. 

17)  Spin kolon atıldı ve ependorfta bulunan DNA örnekleri diğer analizler yapılana 

kadar -20οC’de muhafaza edildi. 

 

3.2.1. DNA’nın Miktar Tayini ve Görüntülenmesi 

İzole edilen DNA’ların miktar ölçümleri Thermo Multiskan Go spektrofotometresinde 

yapıldı. 

1. İzole DNA’lar 1:100 oranında ultra saf su ile seyreltildi. 

2. Spektrofotometrenin doğruluğunu kontrol etmek için su referans örnek olarak 

kullanıldı ve spektrofotometrenin ölçeği sıfırlandı. 

3. Spektrofotometrenin küvetine seyreltilmiş DNA solüsyonu konuldu ve 260 nm 

ve 280 nm dalga boylarında ölçüm yapıldı. 

4. DNA miktarının tayini için; DNA(μl/ml) = Absorbans Değeri X Sulandırma 

Oranı X 50 formülü kullanıldı. 

5. DNA’ da saflık kontrolü için A260/A280 oranı hesaplandı. 

 

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

ASIP geninin ten rengi üzerine etkisini anlamak için DNA örneklerinde SNP’nin olduğu 

kısmı da içeren bölge Forward ve Reverse primer çiftleri kullanılarak PZR yöntemi ile 

amplifiye edildi.  
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Bu çalışmada ASIP gen bölgesi rs 6119471SNP lokusunun genotip tayini yapılmıştır. 

Daha önceden tasarlanmış olan Forward ve Reverse primer çifti PZR yöntemi ile 

amplifiye edilmeden önce optimizasyon denemeleri SNP bölgelerinin en yüksek ve en 

düşük Tm sıcaklıkları baz alınarak yapılmıştır. Bu denemeler sunucunda en iyi protokol 

tespit edilmiştir. PZR reaksiyonu için Forward ve Reverse primerlerin en iyi bağlanma 

sıcaklıkları belirlenmiş ve primerler ile PZR reaksiyonu gerçekleştirilirken ilgili 

bağlanma sıcaklıkları uygulanmıştır. PZR işlemi T100 Thermal Cycler cihazı 

kullanılarak gerçekleştirildi. Hedeflenen DNA bölgesi için 39 döngü yapıldı. 

 

3.3.1. PZR Primer Listesi 

Hedeflenen gen bölgesinin çoğaltılması için Forward  (F: Direkt) ve Reverse (R: karşıt) 

primerleri kullanıldı. Amplifikasyon işlemi Forward primerinin DNA’nın bir ipliğine 

Reverse primerinin ise diğer ipliğine bağlanmasıyla başlar. Primerlerin dizaynı 

Primer3Plus programı ile yapıldı. Macrogen firması primerleri sentezledi. ASIP genine 

ait primer listesi Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Tablo 1: ASIP geni genotip bilgileri 

SNP Gen Allel Pozisyon 

rs6119471 ASIP C/G 3278212 

 

Tablo 2: PCR primerleri ve özellikleri 

Gen 

Adı 

rs Kodu Primer Dizisi Tm 

(οC) 

Uzu

nluk 

(bç) 

ASIP rs 6119471 F: 5’- CTA GCC TGG GCA GCA GAG - 3’ 60.7 18 

R: 5’- CTG CGT ACA CTT CCC TGG AT - 3’ 60.5 20 

 

PZR protokolü iki basamakta gerçekleştirilmiştir: 
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1. PZR bileşenlerinin hazırlanması: 

Tablo3’deki gibi 12 örnek için PZR karışımı hazırlandı ve Thermal Cycler’a 

örnekler yerleştirildi. 

Tablo 3: PZR için kullanılan bileşenler ve miktarları 

PZR Bileşenleri 1 x Hacim / Reaksiyon μl 

Taq DNA Polymerase PZRBuffer 5, μl, 

F, Primer 1, μl, 

R, Primer 1, μl, 

Taq DNA Polimeraz 0,5 μl 

Distile su 15,5 μl 

DNA 2 μl 

Toplam Hacim 25 μl 

 

 

2. Thermal cycler döngüsü: 

Tablo 4: PZR Döngüsü 

Basamaklar Sıcaklık Zaman 

Başlangıç Denatürasyon 95οC 5 dakika 

Denatürasyon 95οC 1 dakika 

Bağlanma 56οC 45 saniye 

Uzama 72οC 1 dakika 

Son Uzama 72οC 4 dakika 

Döngü Sayısı 39 

 

3.4. PZR Ürünlerinin Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi ve Jelin 

Hazırlanması 
1) 1,5 gram agaroz tartıldı ve erlene konuldu. 

2) 150 ml 0,5 x TBE çözeltisi erlene konuldu ve hafifçe çalkalayarak karıştırıldı. 

18 
 



 
 

3) Mikrodalga fırın yüksek sıcaklıkta erlendeki örnek kaynayana kadar çalıştırıldı. 

4) Aralıklarla erlen mikrodalga fırından çıkarılarak karıştırıldı. 

5) Hazırlanan çözelti oda sıcaklığında 50-60οC’ ye düşünceye kadar bekletildi. 

6) 2 μl EtBr eklendi ve homojen hale gelinceye kadar hafifçe çalkalanarak 

karıştırıldı. 

7) Hazırlanan çözelti jel tarakları yerleştirilmiş jel kabına hava kabarcığı 

oluşturmayacak şekilde döküldü. 

8) Jel katılaşıncaya kadar oda sıcaklığında bekletildi. 

9) Taraklar jele zarar vermeyecek şekilde çıkarıldı ve jel elektroforez tankına 

alındı. 

NOT: Jel kuyucukları, yürütme tankının katot elektrot tarafına yerleştirilmelidir. 

10)  Jelin üzeri kaplanacak şekilde TBE ile doldurulur.  

 

3.4.1. Jel Yükleme 
1) 20 cm parafilm kesildi ve buz üzerine konuldu. 

2)  1 μl Jel Loading Buffer ve 5 μl DNA örneği parafilm üzerine konuldu ve 

mikropipet ile karışım homojen hale getirildi. 

3) 6 μl’lik karışım mikropipet yardımıyla jeli delmeden kuyucuklara yerleştirildi. 

4) Tankın kapağı kapatıldı ve anot ve katot uçlarının bağlantıları takıldı. 

5) 100 V’de 70 mA’da 40 dakika örnekler yürütüldü. 

6) Jel görüntüleme cihazında UV ışığıyla sonuçlar değerlendirildi. 
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Şekil 10:UV ışığında ASIP (rs6119471) PZR Jel Görüntüsü 

 

3.5. Sanger DNA Dizileme Yöntemi 

Bu çalışmada sekanslama aşaması hizmet alımı kapsamında 16 kapilerli, kapiler 

uzunluğu 36 cm olan ABI Prism 3130 XL Genetik Analizör cihazında (Applied 

Biosystems) POP7 polimeri kullanılarak ‘’BMLabosis’’ firmasının hizmet alımı 

laboratuvarında gerçekleştirildi. 
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4. BULGULAR 

Her bir birey için alınan dizi (Forward) Finch TV Chromatogrom Viewer (Digital 

World Biology, USA) (https://digitalworldbiology.com/FinchTV) programı ile açılmış 

ve The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) web sitesindeki Pairwase 

Sequence Alignment (Çift yönlü sekans hizalama) 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/) programı ile güvenilirliği en yüksek 

olan diziler karar verilmiştir. 

12 örnek için dizilerin okunmasını sağlayan dört farklı renkte piklerin oluşturduğu 

görüntüler aşağıda gösterilmiştir.  

 

 
Şekil 11: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 1 
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Şekil 12: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 2 

 

 

 

 

 

 
Şekil 13: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 3 
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Şekil 14: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 4 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 15: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 5 
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Şekil 16: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 6 

 

 

 

 

 

 

Şekil 17: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 7 
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Şekil 18: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 8 
 

 

 

 

 

 
Şekil 19: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 9 
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Şekil 20: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 10 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 21: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 11 
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Şekil 22: ASIP (rs6119471) için C genotipli birey 12 

 
ASIP rs6119471 polimorfizminde alınan 12 örnektede C genotipi bulunmuştur. 

Örneklem grubunda Fitzpatrick ölçeğine, göre tip 1,, tip 2, tip 3 ve tip 4 olan 

bireyler bulunmaktadır bunun amacı karşılaştırma yapabilmekti. Ancak Fitzpatrick 

ölçeğine göre tip 4 olan bireyler dahil tüm bireylerin C genotipli olduğu 

bulunmuştur. Tip 1 ve tip 2 olan bireylerde farklılık bulunmamıştır. Yani örneklem 

grubunda G genotipine sahip birey bulunamamıştır. 
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5. TARTIŞMA 

Deri renginin oluşumu melanin pigmenti tarafından gerçekleştirilmektedir. Melanin 

pigmenti; vücudu ultraviyole (UV) radyasyonundan korunmasında önemli bir rol 

oynamaktadır. 

Farelerde agouti sinyal protein geni (ASIP) pigmentasyonu düzenleyen ana genlerden 

biridir (Suzuki ve ark., 1997). Fare ASIP’inde fonksiyon mutasyon kaybı ömelanin 

üretirken, fonksiyon mutasyonlarının kazanımı feomelanin üretimine yol açar. Farelerde 

çeşitli kürk renkleri, bu değişikliğin sonucunda ortaya çıkar (Voisey ve Van Daal, 

2002). ASIP’in türler arasında korunmuş olduğu göz önüne alındığında (Voisey ve Van 

Daal, 2002), insan pigmentasyonundaki varyasyona katkıda bulunduğu da bilinmektedir 

(Bonilla ve ark, 2004). Bununla birlikte yapılan çalışmalarla ASIP’in insan 

pigmentasyonunda kesin rolü tanımlanmaya devam etmektedir (Bonilla ve ark, 2004). 

ASIP’in 3’-UTR bölgesinde bir tek nükleotit polimorfizminin (SNP), Avrupalı ve 

Amerikalılarda koyu saç ve kahverengi gözlerle ilişkili olduğu bilinmektedir (Kanetsky 

ve ark., 2002). ASIP SNP için önerilen etki mekanizması G aleli mevcut olduğunda 

transkriptin azaltılmış mRNA stabilitesini ve erken bozulmasını içerir. Sonuç olarak, 

MCR’ye bağlanma, α-MSH’a doğru eğilimlidir. Bu da ömelanogeneze ve daha sonra 

koyu pigmentasyona yol açar (Kanetsky ve ark., 2002; Zeigler-Johnson ve ark.,2004). 

ASIP’in ömelaninden feomelanin üretimine geçişte oynadığı rol düşünüldüğünde, insan 

pigmentasyonundaki bireyler arası varyasyonu açıklayan birçok güçlü gen adayından 

biridir (Kanetsky ve ark., 2002). 

Bu çalışmamızda koyu ten renkli bireylerin, açık ten renkli bireylere göre polimorfik 

farklılık beklenmiş ancak örneklem grubundaki 12 kişide bu SNP için farklılık 

olmaksızın C genotipi bulunmuştur. Daha detaylı veriler elde etmek için ve adli genetik 

uygulama alanlarında bu bilgi ve metadolojiyi kullanabilmek için örneklem grubunun 

genişletilmesi gerekmektedir. 

2. bireyin sekans analizinde C genotipinin yanı sıra A genotipine de görüldü. Bunun 

kontaminasyon mu yoksa mutasyon mu olduğu bilinmemektedir. Sekans tekrar edilerek 
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mutasyon olup olmadığı belirlenmelidir. Türkiye’ye özgü bir polimorfizm ya da bireye 

ait bir mutasyon olup olmadığı örneklem grubu genişletilerek belirlenmelidir. Bir 

sonraki çalışma da buna da yer verilmesi planlanmaktadır. 

G alelleri, Batı Afrikalılar gibi koyu tenli popülasyonlarda ve Afrikalı Amerikalılar gibi 

soyu tükenen popülasyonlarda sık görülür (Zeigler-Johnson ve ark.,2004). Literatürde 

yapılan çalışmalar sonucunda koyu tenin toplam melanin içeriği ve derideki ömelanin 

ve feomelanin oranı gibi çeşitli faktörlere bağlı olduğunu göstermektedir. Dolayısıyla 

farklı popülasyonlarda deri pigmentasyonunda farklı gen kümelerinin bulunması 

muhtemeldir. Hintlilerle yapılan çalışmada ise ömelaninde önemli seviyelere sahipken, 

Afrikalılara nispeten yüksek feomelanin konsantrasyonu görülmüştür (Bonilla ve ark., 

2004). 

Bu çalışmamızda cinsiyete bağlı olarak pigmentasyonda farklılık tespit edilememiştir. 

Örneklem grubunda az bireyin bulunması istatistiksel güçte bir azalmaya neden 

olmuştur. ASIP geni popülasyonlarda farklı seviyelerde olmasına rağmen 

pigmentasyonu etkilediği açıktır (Bonilla ve ark., 2004; Voisey ve ark., 2002). Adipoz 

dokudaki ASIP gen ekspresyonunu erkeklerde ve kadınlarda vücut kitle indeksi (VKİ) 

ile zıt olarak ilişkili olduğunu bildirmiş ve bu farklılığın cinsiyet hormonları ile ilişkili 

olabileceğini öne sürülmüştür. Bu bulguları açıklığa kavuşturmak için daha ileri 

çalışmalar gereklidir. Deri pigmentasyonu ile ilgili genler farklı popülasyonlar üzerinde 

fenotipte farklı miktarlarda, farklı şekillerde işlev görür (Bonilla ve ark., 2004). 

ASIP’in insan melanom hücrelerinde, farelerde melanojenik yolun bir bileşeni olan 

trozinaz ile ilişkili protein 1 (TYRP1) (MIM 115501) ve 5 yeni aday genin 

ekspresyonunu aşağı doğru regüle ettiği bulunmuştur (Voisey ve ark., 2003). 

Bu gözlemler, hangi genetik etkileşimlerin insan pigmentasyonunda rol oynadığını 

belirlemek için daha fazla araştırmaya ihtiyaç olduğunu göstermektedir. 
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6. SONUÇ 

Yapmış olduğumuz bu çalışma Türkiye’de ASIP gen polimorfizminin çalışılmasını 

sağlayan ilk çalışma olması açısından önemlidir. ASIP geninin insan ten rengini 

belirleyen genlerden biri olduğu literatürde yapılan diğer çalışmalarla belirlenmiştir. 

Bu çalışmamızda esmer-koyu ten rengine sahip bireylerin yani Fitzpatrick ölçeğine göre 

tip 3 ve tip 4 olan bireylerin açık ten renkli bireylere yani Fitzpatrick ölçeğine göre tip 1 

ve tip 2 olan bireylere göre polimorfik farklılık beklenmiştir ancak örneklem 

grubundaki tüm bireylerde farklılık olmaksızın C genotipi olduğu görülmüştür. 

Örneklem grubumuzda spesifik olarak ayırım göstermediği için adli genetikte kullanımı 

uygun bulunmamıştır. 

Ancak yapmış olduğumuz çalışmanın imkanları kısıtlı olduğundan örneklem grubu 

verileri 12 kişi ile sınırlı kalmıştır. Daha detaylı veriler oluşturmak için ve Türkiye’de 

adli genetik laboratuarlarında kullanabilmek için Türkiye popülasyonunu temsil edecek 

şekilde daha fazla sayıda örnek ile çalışılarak Türkiyedeki alel frekanslarının 

belirlenmesi gerekmektedir. Bu amaçla yüksek örneklem sayısı ile benzer metadoloji 

kullanılarak bir sonraki çalışma planlanacaktır. 

Bu çalışma daha kapsamlı bir çalışma yapılması adına bir metod çalışması olarak değer 

kazanacaktır. Benzer metadoloji kullanılarak yapılan kapsamlı çalışma adli genetikte ten 

rengi belirlenmesi açısından önemli olacaktır. 
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EK 2. BEYAN FORMU 

 

Bu çalışmanın kendi tez çalışmam olduğunu, planlanmasından yazımına kadar hiçbir 

aşamasında etik dışı davranışımın olmadığını, tezdeki bütün bilgileri akademik ve etik 

kurallar içinde elde ettiğimi, tez çalışmasıyla elde edilmeyen bütün bilgi ve yorumlara 

kaynak gösterdiğimi beyan ederim. 
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