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OZET

Insan ten rengi tamamen kalitsal olarak aktarilir ve bu aktarim fenotipe yansimaktadir.
Goz ve sa¢ renginin tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tarafindan yiiksek dogrulukla
onceden tahmin edilebilmesine ragmen ten renginin genetik yapisiyla ilgili bilgiler
sinirhdir. Bu c¢alismada daha Once insan ten pigmentasyonu ile iligkisi belirlenmis
SLC45A2 geni lizerinde tanimli iki Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) bolgesinden 14
birey {lizerinde genotiplendirme yaparak ten rengi tahmin degeri arastirilmistir.
Oncelikle bireylerin ten renkleri ortalama Kirmizi, Yesil, Mavi (KYM) degerlerini
Olgebilmek i¢in fotograf ¢ekimi yapildi. Renk siniflandirilmasi i¢in Fitzpatrick renk
Olgegi tip 1, tip 2, tip 3 ve tip 4 renk 6lgekleri kullanilarak ten renkleri agik veya bugday
olarak smiflandirildi. A8z i¢i siiriinti numuneleri swab yardimiyla alinan goniillii
bireylerin DNA’lar1 kullanilarak genotiplendirme yapildi. Olgeklendirilen ten renkleri
ile genotiplendirme analiz sonuglar1 degerleri chi-kare (X?) ve Mann Whitney testleri
kullanilarak degerlendirildi. SLC45A2 rs 13289 polimorfizmi bugday ten rengi
polimorfizmi gosterdi. SLC45A2 rs16891982 polimorfizmi ise acik ten rengi
polimorfizmi gosterdi. Genel olarak genotipe uygun olarak fenotipik ten rengi
yansimalarinin  SLC45A2 gen polmorfizmi ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Bu
sonuclara gore SLC45A2 geni rs13289 ve rs16891982 SNP bolgeleri Adli Genetik’te
ten rengi tayini agisindan kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu ¢alisma Oncii
niteliginde olup tam bir sonug elde etmek i¢in Tiirkiye popiilasyonunda en az 200 kiside

bu SNP bolgelerinin ¢alisilmast ve alel frekanslarinin hesaplanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adli Bilimler, Adli Genetik, Ten rengi tayini, Pigmentasyon,
SLC45A2, SNP Polimorfizmi.
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ABSTRACT

Human skin color is highly heritable and this is reflected to the phenotype. There is
limited information on the genetic structure of skin color but eye and hair color can be
predicted with high accuracy by single nucleotide polymorphisms (SNPs). Here, we
investigate the skin color predictive value of 2 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
from SLC45A2 genetic loci. We use DNAs taken by buccal swab from 14 volunteers
and their skin colors classified as pale or intermediate. Firstly, volunteers photos were
taken for measure the RGB mean values of skin colors. For skin color classifying
Fitzpatrick scale type 1, type 2, type 3 and type 4 skin colors were used and rescaled as
pale or intermediate. Genotyping was performed using the DNA of the volunteers who
received buccal swab samples. Classified skin colors and genotyped DNAs analysis
results were evaluated with using chi-square (X?) and Mann Whitney U tests. SLC45A2
rs13289 polymorphism showed intermediate skin color and also rs16891982
polymorphism showed pale skin color. All in all, phenotypic skin color reflections
consistent with the genotype were observed to be compatible with the SLC45A2 gene
polymorphism. These results shows that the rs13289 and rs16891982 SNPs can be used
in the Forensic genetic. However, this study is lead the field in Turkiye. For a successful
results at least 200 people need to study these SNP regions and calculate allel

frequencies.

Keywords: Forensic Science, Forensic Genetics, Skin Color Prediction, Pigmentation,
SLC45A2, SNP Polymorphism.



1. GIRIS

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) gibi genetik varyasyonlar, goz, sa¢ ve ten
pigmentasyonlar1 dahil olmak iizere bireylerin fenotipik o6zellikleri hakkinda bilgi
saglayabilir. Pigmentasyon, genlerin yani sira cevresel faktorlere bagli karmasik bir
Ozelliktir. Pigmentasyonu olusturam melanin; goziin, sag¢in ve tenin ana pigmentidir.
Melanozom olarak adlandirilan melanositler igindeki organellerde depolanir. Uretimi
birtakim genler ve hormonlar tarafindan tarafindan gerceklestirilir. Pigmentasyondaki
farkliliklar, melanozomlarin  sayisindaki, biiyiikliigiindeki, bilesimindeki  ve
dagilimindaki degisimlerden kaynaklanir ve diinyadaki bireyler arasinda goriilebilen

g0z, sa¢ ve ten renklendirmesinin ¢esitli kombinasyonlarini etkiler (Jablonski 2004).

Son donemlerde adli genetik ¢aligmalar1 goz, sa¢ ve ten renginin fiziksel 6zelliklerini
tahmin etmek icin DNA bazhi araglar gelistirilmesi amaciyla insan pigmentasyon
varyasyonlarina odaklanilmistir ve bir dizi aday gen ortaya konmustur (Walsh ve ark.,
2014). Bu genlerden biri olan SLC45A2 (solute carrier family 45 member 2); melanin
sentezine aracilik eden tasiyici proteini kodlar ayrica melanositler adi verilen 6zel
hiicrelerde bulunan bir proteinin yapilmasi i¢in talimatlar saglar. Bu hiicreler, cilt, sag¢

ve goz rengini veren madde olan melanin pigmentini tiretirler (Walsh ve ark., 2014).

Bu caligmada amacimiz, SLC45A2 geni rs16891982 ve rs13289 SNP varyasyonlarinin,
Tiirkiye’de adli bilimler ten rengi tahmininde kullanilabilirligini arastirmak ve genotipik
ozelliklerin fenotipik &zelliklerini etkiledigini gostermek. Elde edilen veriler sayesinde
adli bilimlerde DNA’dan ten rengi belirlenmesinde bir kaynak olusturulacaktir. 14
goniillii  bireyin DNA verileri ile gerceklestirilmis olan bu ¢alisma Avrupa
poplilasyonunda en ¢ok karsilasilan rs13289 ve rs168919 SNP bolgelerindeki

polimorfizmlerine bakilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 insan Teni/ Derisi

Deri, viicudun en biiyiik organidir. Yetiskin bir bireyde yaklasik 3,6 kg ve 2
metrekaredir. Viicudu asir1 sicakliklara, glines 15181na ve zararli kimyasallara kars1 korur
ve enfeksiyonu oOnler. Kalsiyumun saglikli kemiklere doniistiiriilmesi i¢cin D vitamini
tretebilen anti bakteriyel maddeler iiretir. Ayn1 zamanda, Beyini dis diinyayla temas

halinde tutmak i¢in sinirlerle dolu devasa bir sensordiir (Proksch ve ark., 2008).

Deri li¢ doku katmanindan olusur; Epidermis, dermis ve deri alt1 doku.
2.1.1. Epidermis

Kalinlhig1 yasa, cinsiyete ve kisi yapisina gore farkliliklar gostermektedir (Stiicker ve
ark., 2002). Higbir kan damari igermez. En derin katmanindaki hiicreler, etrafindaki
hiicrelerden yayilan oksijen veya dermisin en dis katmanindan uzanan kilcal kan
damarlar1 tarafindan beslenir. Epidermisin ana hiicresi %95 keratinositlerdir fakat
melonsitler, Merkel hiicreleri, Langerhans hiicreleri ve inflamatuar hiicreleri de bulunur.
Kan kapillerleri epidermisin altinda bulunur ve bir arteriol ve bir veniile baglanir

(McGrath ve ark., 2004).

Epidermis, mitoz sirasinda olusan kornifiye tabaka, Graniil Tabaka, Spin6z Tabakas1 ve
Bazal Tabaka olmak iizere bes katmana boliniir (Elias,2007). Farklilasma ve keratin ile
dolu hale geldikge sekil ve bilesimi degisen tabakalar1 yukari tagirlar. Sonunda stratum
corneum olarak adlandirilan {ist tabakaya ulagirlar ve disar1 dogru sarkarlar. Bu siirece

keratinizasyon denir ve haftalar iginde gerceklesir. (Hanukoglu ve ark., 2017).
2.1.2 Dermis

Epidermisin altinda bulunan derinin kalin tabakasindan ve bag dokusundan
olusmaktadir (Silverman, 2014). Dermis; fibroblastlar, makrofajlar ve adipositler olmak
tizere ii¢ ana hiicre tipinden olusur (Pharma x change, 2018). Demis, iki deri tabakasi

arasindaki baglantiy1 giiclendiren papiller bolge, parmak izlerinin kaliplarini belirleyen



dermal papiller ve kollajen, elastik liflerin esneklik sagladig retikiiler bolge olmak

tizere li¢ bolgeden olusmaktadir (Marks ve ark., 2006).

2.1.3 Deri Alt1 Doku

Deri altt doku aym1 zamanda hypodermis olarak bilinmektedir. Cildin bir pargasi
degildir. Dermisin altindanir. Cildi, kemik ve kaslara tutturur ayni zamanda kan
damarlar1 ve sinir hiicreleri ile besler. Gevsek bag dokusu, yag dokusu ve elastinden
olusur. Fibroblastlar, makrofajlar ve adipositler ana hiicreleridir (Mosby’s Medical,

1994).

2.2 Ten Rengi

Insan ten rengi en agik renklerden en koyu kahverengilere kadar gesitlilik gdsterir. Ten
rengi bir insanin dogdugu, yasadig1 veya bulundugu etnik grup hakkinda bilgi sahibi
olmamizi saglar (Gonder ve ark., 2007). Arastirmalar gosteriyor ki ten rengi cinsiyetlere
gore de farklilik gostermektedir. Yetigkin disi bireylerin ten renklerinin yetiskin erkek
bireylere gore daha acik tonda oldugu gézlenmistir. Bunun nedeni ise disilerin hamilelik
ve emzirme doneminde viicutlarinin daha fazla kalsiyum ihtiya¢ duymasidir. Viicut,
giines 151g1indan D vitamini sentezler, bu da kalsiyumu emmesine yardimci olur. Digiler
daha agik bir ten rengine sahip olmak icin evrimlesmistir, boylece viicutlar1 daha fazla

kalsiyumu emer (Jablonski ve Chaplin, 2000).
2.2.1 Ten Rengi Tarihsel Evrimi

Ten pigmentasyonu ortaya ¢ikmasi yaklasik 1,2 milyon yil dncesine dayanmaktadir. Tlk
caglardaki insanlarin kurakliga maruz kaldiklar1 ve agik havada yasadiklarindan dolay1
fazlaca ultraviyole radyasyonuna maruz kaldiklar1 diistiniilmektedir. Bu da giines 1s181na
daha fazla maruz kalmadan dolayr deri kendini koruma altina almak icin
pigmentasyonun ortaya ¢ikmasini desteklemistir (Jablonski ve Chaplin, 2010-2017).
Fakat, pigmentasyonun epidermal bariyerini arttirarak deriyi korudugu teorisi

onaylanmamustir (Jablonski ve Chaplin, 2017).



Yaklagik 100.000 — 70.000 y1l 6nce, baz1i Homo Sapiens popiilasyonlar1 daha az giines
151g¢1na maruz kaldiklar1 kuzey bolgelerine go¢ etmeye basladilar. Boylece agik ten rengi

varyantlarinin ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Jablonski ve Chaplin, 2000).

Biitiin bunlara ek olarak insan ten rengi tarihsel evrimi ile ilgili bazi teoriler

bulunmaktadir;

e Yaklasik 1,2 milyon yil dncesinden 100.000 yil oncesine kadar, antik Homo
sapiens gibi antik insanlar koyu tenliydi (Jablonski,2004).

e Homo sapiens popiilasyonlar1 go¢ etmeye basladikea, cildin karanlik kalmasini
saglayan evrimsel kisitlama, niifusun gog ettigi kuzeye dogru orantili olarak
azald1 ve bu da kuzey popiilasyonlarinda bir dizi cilt tonuna neden oldu (Elias ve
ark., 2010).

e Bir noktada, baz1 kuzey popiilasyonlari, giines 151gindan D vitamini iiretiminin
artmast ve daha koyu ciltler i¢in genlerin bu popiilasyonlardan kaybolmasi
nedeniyle daha acik ciltler i¢in pozitif se¢ilim gergeklesti (Elias ve ark., 2010).

e Farkli UV ortamlarina gegisler ve popiilasyonlar arasindaki karisim, bugiin
gordiigiimiiz cesitli cilt pigmentasyonlar1 ile sonuglanmistir (Jablonski and

Chaplin, 2017).

2.2.2 Diinyada Ten Rengi Dagilim

Ekvatora daha yakin olan bolgeler genellikle daha yiiksek miktarda UV 1sinlar aldiklar
icin daha koyu tenli popiilasyonlar goriilmektedir. Ekvatoral bolgelerden uzak ve
kutuplara yakin olan bdlgeler daha az UV i1smlarima maruz kaldiklar igin agik ten
rengine sahip popiilasyonlar goriilmektedir (Jablonski, 2011). Arastirmacilar, son
50.000 yildaki insan popiilasyonlarinin, farkli UV 1sinli bolgelerine gog ettikleri i¢in
koyu tenliden acik tenlere ve tersine degisti§ini ve pigmentasyondaki bu biiyiik
degisikliklerin 100 kusak kadar az bir siirede meydana gelebilecegini ileri siirliyorlar
(Jablonski ve Chaplin, 2010). Onde gelen teoriye gore ten rengi, giines 1smlarinin UV
kismina kars1 koruma saglayabilmek ve uyum saglayabilmek i¢in gesitli mutasyonlar

gecirdigi One siirilmiistiir.
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Sekil 1 Bu harita, cografyaci R. Biasutti'nin eserine dayanarak, diinya genelinde ortalama
pigmentasyon seviyelerini gostermektedir. Daha yiiksek sayilar koyu ten rengini temsil eder.
(Source; D. O'Nei 1940) (nature genetics, 2004)

2.3 Pigmentasyon

Ten, sa¢ ve goz rengimizi belirleyen pigmentasyon hem ebeveynlerin genetik yapisina
hem de giinese maruz kalma ile baglantilidir (Michael, 2010). Pigmentasyonun genetik
kisminda birgok gen tarafindan kontrol edilen melanin pigmenti etkilidir. Melanin,
kelime olarak Yunancadan melas yani siyahtan gelmektedir (Jablonski ve Chaplin,
2000). Cogu organizmada bulunan genis bir terimdir. Epidermisin bazal tabakasinda
yer alan melanositler tarafindan tretilir. Melanositler iki temel melanin {retirler

(Solano, 2014);

e Eumelanin: insanlarda en yaygin olarak bulunan melanin formudur. Genellikle
kahverengi-siyah ten ve saglarda bulunur. Cok sayida c¢apraz bagh 5,6-
dihidroksiindol (DHI) ve 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik asit (DHICA)



polimerleri icermektedir. Az bulunmas1 albinizm hastaligina neden olur (Solano,
2014).

e Feomelanin: Konsantrasyonuna bagli olarak pembe veya kirmizi renk verir.
Ozellikle dudak, meme ucu, penis basi ve vajinada yogun bir sekilde bulunur.
Feomelanin de ciltte bulunur ve bu nedenle kizil bireyler genellikle daha
pembemsi bir ten rengine sahiptir. Kimyasal agidan ise feomelaninler DHI ve
DHICA yerine, iiretilen benzotiyazin ve benzotiyazol iinitelerini i¢ermesi

nedeniyle, eumelaninlerden farklidir (Solano, 2014).

Melanin, melanozom olarak adlandirilan melanositler i¢cindeki organellerde depolanur.
Uretimi birtakim genler ve hormonlar tarafindan tarafindan gergeklestirilir. Hipofiz
hormonlari, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve melanosit uyarict hormon (MSH)
melanosit yapmak ic¢in melanositleri uyarir. Hormonlar, bir grup transmembran
reseptoriine, melanokortin reseptorlerine baglanir (Thong ve ark., 2003). Bu smifin
onemli bir reseptorii Melanokortin 1 Reseptorii (MCR-1)'diir ve melanin tiretimi MCR-
Itarafindan gerceklestirilir. Tirozin ve 3,4-dihydroxyphenylalanin (DOPA)’den elde
edilir (Solano, 2014). Melanin sentezi melanositte ve tirozinin tirozin hidroksilaz enzimi
tarafindan hidroksilasyonu ile DOPA’ya doniiserek baslar (Hsiung ve ark, 2015). DOPA,
tirozinaz enzimi oksidasyonu ile DOPAquinone doniisiir. Daha sonra eumelanin ve
feomelanin {iretilmek tizere polimerizasyon gergeklesir (Yao ve Qi, 2016). DOPAquinone
sentezi sirasinda sistein eklenirse feomalinin tretilir (Nishimura ve ark., 2002). Melanin
tiretildikten sonra, melanozom igindeki paketlenmis melanin, ekzositoz yoluyla ve
dendritler araciligiyla keratonisitlere taginir. Algilanan ten pigmenti; melanin tipine,
melanositlerdeki melanin yogunluguna baghdir. Ayni1 zamanda melanozomlarin farkl
cilt tiplerinde yaptig1 diizenleme, boyut ve say1r bakimindan farkliliklara da baghdir
(Laluf ve ark., 2002).

2.3.1 Genetik Polimorfizm

Bir varyasyonun toplumun en az % 1’inde goriilmesi ve bireyler arasinda farkliliklar
olusturmasina genetik varyasyon denir (Gonzalez, 1999). Bir varyasyonun toplumun

%1’inden daha az bireyde goriiliiyorsa mutasyon olarak adlandirilir. Polimorfizmlerin



bir potilasyonda goriilme sikligi daha fazladir. Genetik polimorfizmler, dis etkenlerden
kaynakli mutasyonlardan, viriislerden veya tesadiifi silireg¢lerin sonucunda ortaya
cikabilir. (Gonzalez, 1999). Genetik c¢esitlilige neden olan polimorfizmler ve

mutasyonlar Mendel kalitil yasalarina gore aktarilir.

Adli DNA analizlerinde bilinmeyen Kkisilerin olay yerinde bulunan biyolojik
materyalden polimorfizm ¢esidi olan “kisa tekrarli dizi (STR)” eslestirmesi yoluyla
tanimlanmasi, adli bilimlerde altin standart olarak kabul edilmistir (Santos ve ark., 2013).
Bununla birlikte karsilagtirmalt DNA profili eslestirmesi i¢in polimorfizm ¢esidi olan
“tek niikleotid polimormizmleri (SNP)” kullanilmaktadir (Kayser ve Schneider, 2009).
Ancak karsilastirma yapilabilecek DNA profili eslestirmesi mevcut olmadigi
durumlarda siipheliyi bulmak i¢cin SNP genotiplendirilmelerinden fenotip 6zelliklerini

tahmin modelleri olusturulmustur ( Chaitanya ve ark., 2018).

2.3.2 Adli Bilimlerde SNP’lerin Kullanmilmasi ve Avantajlari

STR’lar ¢cok az DNA o6rneginden ayni anda birkag STR lokusunun amplifikasyonu
yapilabildigi, multipleks sistemlerle ¢alisabildigi icin tercih edilmektedir fakat DNA’da
kodlama yapmayan bolgelerde yer alirlar ve fenotip hakkinda bilgi vermezler (Flanagan
ve ark., 2000). Adli bilimler alaninda SNP’lerle duyulan ilgi her gegen giin artmaktadir.
Bunun nedeni, SNP’leri adli aragtirmalar i¢in uygun hale getiren bir dizi 6zelliklere
sahip olmalaridir. Birincisi ve ne Onemlisi; ¢ok diisiik mutasyon oranlarina sahip
olmalaridir. Boylece daha kolay sekilde testeler uygulanabilmektedir ve yiiksek oranda
dogruluk belirtmektedir. ikincisi ise; yeni, yiiksek verim saglayan biyoteknolojik analiz
yontemleri i¢in uygun olmalaridir (Sobriono ve ark., 2005). Adli bilimler i¢in
kullanilacak yontemler yiiksek verimlilikte ve diisiikk maliyette olmalidir. SNP’lerde
daha diisiik maliyetle yiiksek verimli, dogru sonuglar elde etmek miimkiindiir (Sobriono

ve ark., 2005).

2.3.3 Adli Bilimlerde Pigmentasyon Tahmini I¢in Kullamlan Genler

Sag, goz ve ten rengi Ozelliklerinin ¢ogu yari- Mendel kalitim yasalarmin etkili

oldugunu ve 6nemli bir gen etkisinin oldugunu gostermektedir (Lango Allen ve ark.,



2010). TYR, TYRP1, OCA2, SLC45A2, SLC24A5, MCI1R, ASIP, KITLG, HERC?2,
SLC24A4, IRF4, TPCN2, LYST ve BNC2 genlerindeki SNP'ler insan pigmentasyonu
ile iliskilendirilmistir (Walsh ve ark., 2017). TYR, SLC45A2 ve SLC24A5 biiyiik
olgiide kitalar arasindaki ten rengi degisimini agiklar (Kenny ve ark., 2012).

MCI1R: Melanokortin 1 reseptorii (MC1R) geni esas olarak feomelanin ve eumelaninin
insan viicudunda {iretilip iiretilmediginin belirlenmesinden sorumludur. Arastirmalar,
Afrika ve sempanze Ornekleri arasinda MCI1R'de en az 10 fark oldugunu ve genin
yaklagik 1,2 milyon yi1l 6nce Hominins'de giiclii bir pozitif se¢im (segici bir siipiirme)
gecirdigini gostermektedir. Bu, Afrika'da goriilen yliksek eumelanin fenotipi ve yliksek
UV 151n maruziyetine sahip diger ortamlar i¢in pozitif se¢im ile tutarlidir (Primorac ve

Schanfield ,2014).

SLC45A2: Melanin i¢in bir dncii olan tirozinin taginmasina ve islenmesine yardimei
olur. Ayni1 zamanda karisik popiilasyonlarda ten renk degisimi ile dogrudan
iligkilendirilmis olan Phe374Leu (rs16891982) aleli ile modern Avrupalilarin ten
renginin énemli bilesenlerinden biri oldugu da gosterilmistir (Maronas ve ark., 2014).
Bu varyasyon Avrupa iilkelerindeki biitlin popiilasyonlarda her yerde mevcuttur ve son

derece yaygindir. Diger kitalarda nadirdir ve giiglii se¢im belirtileri gosterir (Walsh, ve
ark., 2017).

OCAZ2: Oculokiitandz albinizm II (OCA2), melanositlerdeki pH'in diizenlenmesinde
yardimci olur. OCA2 geni tiiretilmis His615Arg alelinin, Toronto'da yasayan bir Dogu
Asyal1 niifusun ve bir Cinli Han popiilasyonunun ¢alismalarinda Afrika ve Dogu Asya
poplilasyonlar1 arasindaki cilt tonu farkinin yaklasik %8'ini olusturdugu gosterilmistir.
Bu varyant, Dogu Asya'da (%49-63) en yiiksek frekanslar, Giineydogu Asya'daki orta
frekanslar ve Bat1 Cin ve baz1 Dogu Avrupa iilkelerindeki en diisiik frekanslarla Dogu

Asya ile siirlidir (Primorac ve Schanfield ,2014).

ASIP: Agouti sinyalleme peptidi (ASIP), alfa-MSH yerine baglanan ve bdylece
eumelanin {iretimini inhibe eden bir ters agonist gibi davranir. Caligmalar, ASIP
civarindaki iki alelin insanlarda deri rengi varyasyonu ile iligkili oldugunu bulmustur.
Bir, rs2424984, Kafkas, Afrikali-Amerikali, Giiney Asya, Dogu Asya, Latin Amerika

ve Yerli Amerikan popiilasyonlar1 arasinda insan fenotiplerinin adli analizinde ten



yansimalarinin bir gostergesi olarak tanimlanmistir ve Afrika disindaki popiilasyonlarda
yaklasik 3 kat daha yaygindir (Marofias ve ark., 2014). Afrika'da. Diger allel, 8188G,
Afrikali-Amerikalilarda cilt rengi varyasyonu ile onemli dlglide iligkilidir ve atasal
versiyon Bati Afrika orneklerinin%g80'1 ile karsilastirildiginda Avrupalilarin sadece
%]12'sinde ve Dogu Asya Orneklerinin %28'inde goriiliir (Primorac ve Schanfield

2014).

SLC24A5: Solven tasiyict aile 24 iiye 5 (SLC24A5), melanositlerdeki kalsiyumu
diizenler ve melanogenez siirecinde Onemlidir. SLC24A5 geninden elde edilen
Alall1Thr alelinin agik cilt pigmentasyonunda onemli bir faktér oldugu ve Bati
Avrasya'da yaygin oldugu gosterilmistir (Walsh ve ark., 2014). Son ¢alismalar varyantin
Avrupalilar ve Bat1 Afrikalilar arasindaki ortalama cilt tonu farkinin%25-40"n1 temsil
ettigini bulmustur. Bu tiirden alel, bir dizi popiilasyonda fenotipin giivenilir bir
tahmincisidir. Bati Avrasya'da son se¢imlere konu olmus ve Avrupa toplumlarinda

sabitlenmistir (Primorac ve Schanfield ,2014).

TYR, TYRP1: melanogenesizin ilk adimini katalize eden tirozinazi kodlar. Varyantlari

g0z, sa¢ ve ten rengi varyasyonu ile ilskilidir (Kayser, 2015).

2.4 Adli DNA Fenotiplemesi

Adli DNA fenotiplemesi, adli genetik icerisinde yeni bir alan olup, bir su¢ mahallinde
geride kalan DNA'dan bir 6rnek vericinin goriiniim 6zelliklerini 6ngdrmeyi (Kayser,
2015). Adli DNA fenotiplemesi, DNA profili heniiz sorusturma makamlari tarafindan
bilinmeyen ve geleneksek DNA profillemesi ile tespit edilemeyen failleri izlemek i¢in
polis sorusturmasi sirasinda yararli olacag diisiiniilmektedir (Kayser, 2015). Bu yiizden

Adli DNA fenotiplemeleri adli amagh ipucu saglayaci i¢in desteklenmelidir.
2.4.1 Pigmentasyon Ozelliklerinin Adli Bilimlerde DNA’dan Tahmin Edilmesi

DNA’dan, disaridan goriinen pigmentasyon 6zelliklerini tahmin etmek 6nemli adli
etkilere sahiptir. Bu yiizden son donemlerde adli genetik ¢aligsmalar1 goz, sa¢ ve ten
renginin fiziksel 6zelliklerini tahmin etmek i¢in DNA bazli araclar gelistirilmesi

amaciyla insan pigmentasyon varyasyonlarina odaklanilmistir. Simdilerde, bir¢ok adli



durumlarda dogruluk pay1 ¢ok diisiik olan ya da adli bilimciler tarafindan bulunamayan

gbrgii tan1g1 yerine genetik testler uygulanabilmektedir (Maronas ve ark., 2014).

DNA analizor genotiplendirilmesi ile sa¢, goz ve ten rengi tayini; Belirli bir DNA
orneginin CODIS veritabanindaki herhangi bir kimseyle uyusmadig1 ve verici hakkinda
bagka bir bilginin bulunmadigi durumlarda kullanmilmak {izere gelistirilmis bir
yontemdir. SLC45A2, SLC24A5, MCIR, HERC2, and ASIP genlerinin
polimorfizimlerinin sag, g6z ve ten rengi tayini etmek iizere yapilmaktadir.

Gelistirilerek adli amagli kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Valenzuela ve ark., 2010).

HirisPlex DNA test sistemi; es zamanli olarak sa¢ ve goz rengi tahmini i¢in 24 farkl
SNP genotiplemesi yapabilmektedir. Olduk¢a hassas ve saglam bir multipleks
genotiplemesi yapmaktadir. HirisPlex sistemi validayson asamasinda olmasina ragmen,
adli genetik aragtirmalarinda goz ve sa¢ rengi tahmini i¢in yiliksek bir basar1 orani
saglamigtir ( Chaitanya ve ark., 2018). Kolay kullanom amacgli online

https://hirisplex.erasmusmc.nl/ web araylizii olusturmuslar.

HirisPlex-S Eye, Hair and Skin Colour DNA Phenotyping Webtool i2p v A

Welcome to the Department of Genetic Identification of Erasmus MC

With the advancement of DNA phenatyping as a tool in Forensic and Anthropological usage, we now provide an easy 1o use interactive website to predict eye, hair and skin colour
from DNA using the IrisPlex, HirisPlex and HirisPlex-S systems.

This work is in ion with the Walsh laboratory of Indiana-University-Purdue-University-Indianapolis (IUPUI), USA.

Please see the manual for instructions. We hope you enjoy using this tool and find it a useful addition fo your analyses. If you have any issues regarding this website, please contact us
at dnaphenolyping ... &t ... gmail ... com

The HIrisPlex-S System

1T MC1R 5312262906 A 01 2NA
2 MC1R 511547464 A 04 2N,
3 MCTR 5885479 T 012N
4 MC1R rs1805008 T 012N
5 MC1R rs1805005 T 01 2N
6 MC1R rs1805006 A 01 2NA
7 MC1R 51805007 T 01 2N
2 TUBB3 rs1805009 C 01 2NA
9 MC1R 15201326893 A 01 2NA
10 MC1R 152228479 A 01 2NA
11 MC1R rs1110400 C 01 2NA
12 SLC45A2 rs28777 C 0 12NA
13 SLC45A2 516891982 C 01 2NA
14 KITLG 512821256 G 012NA
15 LOCT05374875 134859270 A 01 2NA
16 IRF4 512203592 T 01 2NA
17 TYR rs1042602 T 01 ZNA
18 OCA2 rs1800407 A 01 2NA
19 SLC24A4 52402130 G 012NA
20 HERC2 512913832 T 01 2NA
21 PIGU 52378249 C 01 2NA
22 LOCT05370627 rs12896399 T 01 2NA
23 TYR 51393350 T 01 2NA
24 TYRP1 rs683 G 01 ZNA
25 ANKRD11 rs3114908 T 01 2NA
26 OCA2 51800414  C 012NA
27 BNC2 510756819 G 01 2NA
28 HERC2 52233280 C 012NA
29 SLC24A4 r517128291 C 01 2NA
30 HERC2 56497292 C 01 2NA
31 HERC2 rs1128038 G 01 ZNA
32 HERC2 rs1667394 C 01 2NA
3B TR 51126809 A 01 2NA
34 0CA2 rs1470608 A 01 2NA
35 SLC24A5 151426654 G 01 2NA
36 ASIP 56119471 Cc 01 2NA
37 OcA2 51545397 T 01 2NA
38 RALY rs6059655 T 01 2NA
39 0CA2 rs12441727 A 01 2NA
40 MC1R 53212355 A 012NA
41 DEF8 rs8051733 C 01 2NA

Display Predicted Phenotype

I Download Predicted Phenolype

Instructions

Sekil 2 HirisPlex DNA test sistemi web araytizii (https://hirisplex.erasmusmc.nl/)
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8-plex sistemi; HirisPlex sistemine alternatif olarak gelistirilmis bir sistemdir. Adli
amacli Iskelet kalintilariin goz, sa¢ ve ten renkleinin belirleyebilmek icin gelistirilmis
bir sistemdir. 8 SNP kullanilarak yapilan sistem genomik DNA’nin verimli kullanimi

saglar, bozulmus DNA {izerinde uygulanabilir ve ucuzdur (Hart ve ark., 2013).

Snapshot Adli DNA fenotipleme sistemi; herhangi etnik kokenden, karma atalar1 olan
bireylerden genetik soy, goz, sa¢c ve ten rengi, ¢il ve yiiz seklini kesin olarak
ongormektedir. DNA fenotiplemesi, insanlar arasindaki farkliliklar1 kodlayan genomun
parcalarint okumak i¢in modern SNP teknolojisinden yararlanir. Bilinmeyen bireyin
DNA 6rneginden gelen SNP bilgisini deri rengi, sa¢ rengi, goz rengi, ¢il ve hatta yiiz
morfolojisi gibi atalarin ve fiziksel goriiniim 6zelliklerinin tahminlerine doniistiiriir. Her
fenotip tahmini, yliksek giiven ile dislanabilecekler de dahil olmak {iizere, bir giiven

Ol¢iisii ile yapilir.(Parabon, 2018)

Snapshot Prediction Resylts
Composite Profije

Predicted ) &E o P
Skin Color ] Xcluded (52) Phenotypes é

\"*m'& —r— ASo-: Male
A v (92,05 ot 9¢:  Unk
!ncob.'m; o o
e 2.1 e g

e 1 o

Haie i .
Color | Eastern from

ST Mo g e PPN tnrihdence) Northwest Africa

e e o

Sekil 3 Snapshot Adli DNA fenotipleme sistemi (Parabon, 2018)
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2.5 Fitzpatrick Renk Skalasi

Fitzpatrick Skalasi, dermatolojinin babasi olarak kabul edilen Thomas Fitzpatrick
tarafindan 1975 yilinda bulunmustur. Insan ten rengi igin sayisal siniflandirma
semasidir. Smiflandirma cilt tenine ve giinese maruz kalma tolerans derecesine dayanir
ve derideki Melanin pigment miktar1 ile ilgilidir. Farkli tiplerdeki tenin UV 1s18a
tepkisini tahmin etmek icin gelistirmistir. Bu sisteme gore, 1 ila 6 arasinda

simiflandirilan alt1 ten rengi ¢esidi vardir (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 1: Cok agik tenli, sarisin, mavi gozli, ¢illi veya kirmizi sagh insanlardir. Glineste

daima yanarlar fakat bronzlasmazlar (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 2: Acik- sarisin ten rengine sahiptirler. Giinese maruz kaldiklarinda c¢abucak

yanarlar ve hafif bronzlasirlar (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 3: Bugday tonuna sahiptirler. Giinese maruz kaldiklarinda ¢illenme olmaz. Hafif

giines yamgi olurlar ve diizgiin bir sekilde bronzlasirlar (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 4: Esmer ten rengine sahiptirler. Minimal derecede gilines yamgi olurlar ve her

zaman bronzlasirlar (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 5: Kahverengi ten rengine sahiptirler. Cok nadiren giines yanigi olurlar ve ¢ok kolay
bronzlasirlar (Fitzpatrick, 1975-1988).

Tip 6: Koyu kahve veya siyah ten rengine sahiptirler. Asla giines yanig1 olmazlar

(Fitzpatrick, 1975-1988).

ij” 1 77'/” 2 ’Z/;uf 3 77/1( 4

Sekil 4: Fitzpatrick renk skalasi (Fitzpatrick, 1975-1988).
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2.6.1 Adli Bilimlerde Fitzpatrick Renk Skalas1 Kullanilmasi

Son donemlerde Adli bilimlerde pigmentasyon aragtirmalarinin ¢ogalmasiyla birlikte
Fitzpatrick renk skalasi ve 6zellikleri ten rengi tahminleri i¢in kullanilmaya baslanmigtir
(Walsh, ve ark., 2014; Marofas ve ark.,2014). Calismalarda kullanilan SNP bolgeleri ve
arastirma yapilan popiilasyonlara gore degisiklik gostererek ten rengi tonlar1 ve tipleri

kullanilmaktadir.

2.7 Kirmzi, Yesil, Mavi (KYM) Renk Diizeni
Kirmizi, Yesil, Mavi (KYM) genel adiyla Red, Green, Blue (RGB) insan goziinii taklit

eden fotografcilikta, televizyon ve bilgisayar gibi teknolojik aletlerin ekranlarinda
kullanilacak renkleri temsil eder. Herhangi bir renk elde etmek igin g¢esitli oranlarda
Kirmizi, Yesil ve Mavi renk karistirilir. Her bir renk 0 ile 255 arasindaki ondalik sayilar

araligi ile temsil edilir (Charles, 2003).

2.7.1 Adli Bilimlerde KYM Renk Diizeni Kullanilmasi

Adli genetik; Sag¢, gbz ve ten rengi tahmini arastirmalarinda renk kantifikasyonlari ve
renk yogunlugu dagimlinlari1 sayisal olarak 0Ol¢ebilmek icin KYM renk

diizeni kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Orneklem Grubun Secilmesi ve Biyolojik Orneklerin Toplanmasi

DNA ornekleri i¢in; 18- 80 yas araliginda, aralarinda akrabalik bulunmayan, saglikli ve
calismaya onay veren goniilliilerden olusan toplam 14 kisiden alinan agiz ici siiriintii
numuneleri kullanildi. Numunelerini almak i¢in 6zel ¢gubuk olan True Line steril swab
kullanildi. Goniilli bireylerden biyolojik numuneleri alindiktan sonra kontaminasyonu
onlemek amaciyla her bir swab ayri ayri paketlenerek tizerine goniillii bireyin ismi ve

biyolojik 6rnek alinan tarih yazilmistir.

3.2 Etik Kosullar

Yapilan uygulamalar Helsinki Bildirgesi etik kurallarina uygun olarak yapilmistir.
Uskiidar ~ Universitesi ~ Girisimsel ~Olmayan  Arastrmalar  Etik  Kurulundan
B.8.6.YOK.2.US.0.05.0.06/2018/716 sayili 25/06/2017 tarihli gerekli etik kurul onayi

alinmustir.

3.3 Laboratuvar

Calismalar; Uskiidar Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda ve

Ankara BM laboratuvar sistemlerinde tamamlanmustir.

3.3.1 Kullamlan Kimyasallar
e TBE (Tris-borate-EDTA) (Thermo-Fisher Scientific, USA) buffer distile su ile
¢oziilerek kullanilmistir.
e EtBr (Etidiyum Bromiir) (Invitrogen, USA)
e Agarose (Thermo-Fisher Scientific, USA) distile su ile ¢oziilerek kullanilmustir.
¢ DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo-Fisher Scientific, USA)
e 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA)
e 10 x PBS (phosphate-buffered saline) (Thermo-Fisher Scientific, USA)

e Etanol: %70 etanol ¢ozeltisi hazirlanarak kullanilmustir.
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e Proteinaz K (RTA, TR)

e Taq DNA polimeraz (Thermo-Fisher Scientific, USA)

¢ Nuclease Free Su (Thermo-Fisher Scientific, USA)

e Taq DNA Polymerase PZR Buffer (10X) (Thermo-Fisher Scientific, USA)
e Primerlar ( Forward-Reverse) ( Macrogen, Avrupa)

e BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Thermo-Fisher Scientific, USA)
e RTA kandan genomik DNA izolasyon kiti (RTA, Tiirkiye)

e Exo-Sap, Sephadex (Thermo-Fisher Scientific, USA)

3.4 Ten Rengi Siniflandirilmasi ve Renk Skalasi

Fenotipleme agisindan ten rengi siiflandirilmalari igin Fitzpatrick 6l¢egi kullanilmistir
(Fitzpatrick 1988). 6 siniftan olusan Fitzpatrick dlgegi analiz igin koyu ten renkleri
disarida birakilacak sekilde 2 ana ten rengi kategorisinde yeniden siniflandirilmigtir.
Fitzpatrick 6lgeginin tip 1 ve tip 2 ten rengi tonlar birlestirilerek ayni kabul edildi. Tip
3 ve tip 4 tonlar birlestirilerek ayni kabul edildi. Bu calismada tablo 3°deki gibi agik
ve bugday olmak iizere 2 ana ten renginden renk skalasi olusturulmustur. Ayrica bu
calismada rs13289 ve rs16891982 SNP bolgeleri ortak ten rengi tayini igin; Fitzpatrick
Olcegi tipl, tip2, tip 3 ve tip 4 ten rengi tonlar1 ve Ozellikleri (Fitzpatrick, 1988) goz

ontlinde bulundurularak yeniden dl¢eklendirilmeden degerlendirilmeler yapildi.

Tablo 1 Yeniden dl¢eklendirilen ten rengi siniflandirmasi ve renk skalasi

Ten Renk Tonu Fitzpatrick Von Luschan
Rengi Olcegi Olgesi

Acik Tip 1- Tip 2 0-13
Bugday Tip 3- Tip 4 14 -27
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3.5 Fotograf Cekimi ve Renk Olciimleri

Goniilli bireylerin ten renklerinin, olusturulmus olan renk skalasinda bir renk ile
eslestirebilmek ve analizler sonrasinda ¢ikan sonugclar ile karsilastirabilmek i¢in fotograf
cekimi yapilmistir. Cildine herhangi bir kimyasal islem (solaryum, ten rengi agma
uygulamasi vb.) uygulamamis goniillii bireyler secilmistir. Fotograflar 8 cm uzakliktan,
kolun on tarafindan 5 cm olarak c¢ekilmistir (Sekil 7). Fotograflar giin 1s18inda
cekilmistir. Cekilen fotograflar “Image j” (https://imagej.nih.gov/ij/index.html)

programi ile renk olgiimleri yapilmistir.

Sekil 5 Ten renklerinin imaj j programinda goriintiilenmesi

3.6 Secilen Gen Bolgesi ve SNPler

Kullanilan SNP bolgelerinin se¢iminde Chaitanya ve arkadaslarinin 2018 yilinda
yapmis olduklar1 (Chaitanya ve ark.,2018), Walsh ve arkadaslarinin 2017 yilinda
yapmus olduklar1 (Walsh ve ark., 2017), Marofias ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis
olduklar1 (Marofias ve ark., 2014) g¢alismalardan yararlanilmistir. Ten rengi ile ilgili
oldugu bilinen ve varyasyonlarinin Avrupa ilkelerindeki popiilasyonlarin ten
renklerinin etkiledigi bilinen SLC45A2 gen bolgesindeki rs13289 ve rs16891981 SNP
lokuslarindaki mutasyonlar bakildi. Gergeklesen bu mutasyonlarin  Tiirkiye’de
olusturulmus olan Orneklem grubunda ten renginin belirlenmesinde ne gibi
varyasyonlara neden oldugu belirlendi. Elde edilen sonuglar adli bilimler pratigine

uygun olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 2 Se¢ilmis SNP’lerin genel 6zellikleri

SNP Gen Alel Pozisyon
rs13289 SLC45A2 C/G 33986409
rs16891982 SLC45A2 C/G 33951693

3.7 DNA izolasyonu

14 kisinin agiz i¢inden aliman swab orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Bu

calisma RTA kandan genomik DNA izolasyon Kkiti agiz i¢i siirlintii ornekleriyle

calismaya uygun olacak sekilde modifiye edilerek gergeklestirilmistir. RTA firmasinin

onermis oldugu protokol modifiye edilerek izlenilmistir. Uygulanan protokol:

1.

Goniillii bireylerin biyolojik 6rneklerinin bulundugu yanak i¢in siiriintii ekiivyon
cubuklar1 2ml’lik mikrosentrifiij tiipiine yerlestirildi. Uzerlerine 200 pl PBS
ekledikten sonra kisa bir vortex yapildi.

20 pl Proteinaz K eklendi (DNA-protein birlesimindeki proteinlerin peptit
baglarin1 kirmak i¢in) ve kisa bir vorteks yapildiktan sonra mikrosentrifiij tiipiin
igindeki numune bulunan swablar ¢ikartildi.

200 ul Soliisyon B eklendi ve 20 sn vorteks yapilarak karistirildi.

55°C’de 20 dk inkiibe edildi

260 pl etanol eklendi (DNA’nin tiipiin i¢indeki diger ¢ozeltilerden ayrilmasi
i¢in) ve 20 sn vorteks yapilarak karistirildi.

Yeni spin kolona aktarildi ve 5.000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Siv1 igeren
alttaki tiip atildi1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

700 pl Soliisyon W1 eklendi ve 5.000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama
tiiptindeki s1v1 atildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

700 ul Soliisyon W2 eklendi ve 16.000 x g’de 1 dakika santriftij yapildi.

Toplama tiipiindeki siv1 atildi ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.
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9. 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi ve spin kolon steril 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi.

10. 200 ul Soliisyen E 5 dakika 70°C’de 1sitildi ve mikrosantrifiij tiipiin igindeki
spin kolona aktarildi. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.

11. 5.000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

12.16.000 x g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

13. Spin kolon atild1 ve ve mikrosantrifiij tiipiin iginde bulunan DNA’y1 -20°C’de
saklandi.

3.8 DNA’nin Miktar Tayini ve Goriintiilenmesi
Tiim izolatlarin Thermo Multiskan Go spektrofotometresinde DNA miktarlar1 6l¢iildii.

1. DNA 1:100 oraninda nuclease- free su ile seyreltildi.

2. Olgiimlerin dogruluk derecesini kontrol etmek amaciyla ilk &nce distile su
referans ornek olarak kullanildi ve spektrofotometrenin 6l¢egi sifirlandi.

3. Spektrofotometrenin kiivetine seyreltilmis DNA soliisyonu koyuldu. 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda dl¢timler yapildi.

4. DNA miktar1 hesabi i¢in; DNA (pg/ml) = Absorbans degeri x sulandirma oran1 x
50 formiilii kullanilmistir.

5. DNA safligi i¢in A (260 /280) dalga boyu degerlerine bakilmistir.

3.9 Primer Tasarlanmasi

Amplifikasyon i¢in Forward ve Reverse primerler: tasarlandi. Primerlar tasarlanma

islemi web tabanh Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programi kullanilarak tasarlanmugtir. Tasarlanan

primerlar Macrogen firmasi tarafinda sentezlendi. SLC45A2 geni rs 16891982 ve rs
13289 SNP bolgeleri primer listesi Tablo 5’de gosterilmistir.
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Tablo 3 Tasarlanmis primerlar ve dzellikleri

Gen Ad1 | SNP kodu Primer Dizisi Tm | Uzunluk
(NCBI) (°C) | (bp)

SLC45A2 | rs13289 F:5>-CCGCTCTTG AGG AAATCA AA - 56.4 | 20

3’

R:5°-TTC CAC ACACACAGCTCAGG- [605 |20

3’
SLC45A2 | rs16891982 | F:5°- TCC AAG TTG TGC TAG ACC AGA-|594 |21

3’

R:5’-CCT CAACAGCCTCCAATCTC-3" | 605 |20

3.10 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Bu calismada SLC45A2 gen bolgesi rs 16891982 ve rs 13289 SNP lokuslarinda genotip

tayini yapilmistir. Daha dnceden tasarlanmis olan Forward ve Reverse primer ¢ifti PZR

yontemi ile amplifiye edilmeden dnce optimizasyon denemeleri SNP bdlgelerinin en

yiiksek ve en diisiikk Tm sicakliklar1 baz alinarak yapilmistir. Bu denemeler sunucunda

en iyi protokol tespit edilmistir. PZR reaksiyonu i¢in Forward ve Reverse primerlerin en

1yi baglanma sicakliklar1 belirlenmis ve primerler ile PZR reaksiyonu gerceklestirilirken

ilgili baglanma sicakliklart uygulanmstir.

PZR islemi T100 Thermal Cycler cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Hedeflenen DNA

bolgesi i¢in 39 dongii yapildi.

PZR protokolii iki basamakta gergeklestirilmistir:

a) PZR Bilesenlerinin Hazirlanmasi:

Tablo 4’deki gibi ¢alismada kullanilan 14 6rnek igin PZR karisimi hazirlanmistir

ve Thermal cycler’a drnekler yerlestirilmistir.
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Tablo 4 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

PZR Bilesenleri 1x Hacim/ Reaksiyon (ul)

Taq DNA Polymerase PZR 5pul

Buffer

F Primer 1 ul

R Primer 1 ul

Taq DNA polimeraz 0,5 ul

Nuclease Free Su 15,5 ul

DNA 2 ul (Ing/ pl)

Toplam Hacim 25 ul

b) Thermal cycler Dongiisii:

Tablo 5 Thermal cycler dongii kosullari
Basamaklar Sicaklik Zaman
Baslangi¢ denatiirasyon 95°C’ 5 dakika
Denatiirasyon 95°C’ 1dakika
Baglanma 56°C 45 saniye
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 4 dakika
Dongli Sayist 39
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3.11 PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez ile Goriintiilenmesi

PZR fdriinlerinin dogru bir sekilde amplifiye olup olmadigi %]1°lik agaroz jel

elektroforez ile belirlendi.

Jelin hazirlanmasi: 150 ml TBE ¢ozeltisi igerisine 1,5 gr Agaroz tartilarak konuldu.
Yaklasik 3 dakika mikrodalga firinda agzi1 yar1 kapali sekilde kaynatildi. Ceker ocak
alinda 2 ul EtBr (10 mg/ml) eklendi. Elektroforez jel kaliplarina jel taraklar
yerlestirildi ve homojen karisimi iceresine doktiikten sonra ¢eker ocak icinde bir siire

jelin katilagmas1 beklenildi.

Orneklerin yiiklenmesi: Elektroforez tankinin igerisine jel tanki yerlestirildi ve yeteri
miktarda TBE ¢ozeltisi ile dolduruldu. Jelin ilk kuyusuna 2 ul DNA ladder yiiklendi.
Mikropipetler yardimi ile 2 pl PZR iriinii alindi ve 1 pl DNA gel loading dye ile

karistirtlarak bos olan kuyucuga yiiklendi. 14 6rnek icin ayr1 ayri tekrarlandi.

Elektroforez: Elektroforez tankinin yonii DNA’nin Katottan (-) anoda (+) yiiriiyecegi
sekilde ayarlandi. 100 V’ta 20 dakika yiirttilmistir. UV 1s1k altinda Sekil 8 ve Sekil

9’da gosterildigi gibi fotograflandi. Kullanima uygun goriilen 6rnekler isaretlenmistir.

MARKER

E

MARKER

=1

Sekil 6 SLC45A2 (rs13289) PZR jel goriintiisii ve sekanslama i¢in segilen drnekler
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Sekil 7 SLC45A2(rs 16891982) PZR jel gorintiisii ve sekanslama i¢in secilen 6rnekler

3.12 PZR Uriinlerinin Elektroforezi ve Sanger Sekanslama

Elektroforeze hazirlik ve sekanslama agamasi hizmet alimi1 kapsaminda ‘’BMLabosis’’
firmasinin hizmet alimi laboratuvarinda 16 kapilerli, kapiler uzunlugu 36 cm olan ABI
Prism 3130 XL Genetik Analizoér cihazinda (Applied Biosystems) POP7 polimeri
kullanilarak gergeklestirildi.

3.13 Verilerin Analizi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

14 goniillii birey i¢in yapilmis olan sanger dizi sekanst FinchTV Chromatogrom Viewer
(Digital World Biology, USA) (https://digitalworldbiology.com/FinchTV) uygulamasi

kullanilarak analiz edilmistir. The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) web
sitesindeki  Pairwase Sequence Alignment (Cift yonli sekans hizalama)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/) programi ile gilivenilirligi en yiiksek

olan diziler karar verilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi Chi-Kare (X?) bagimsizlik testi ve Mann Whitney U testi

ile yapilmistir. P degeri P <0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Goniilli bireylerden alinan DNA 6rneklerinden elde edilen SNP gentotiplendirilmeleri

ile ten rengi Kirmizi, Yesil, Mavi (KYM) renk dl¢timleri karsilastirilmigtir.

o

Sekil 8 Acik ten rengine sahip bireylerin ortalama KYM degerleri

Sekil 9 Bugday ten rengine sahip bireylerin ortalama KYM degerleri

23



Tablo 6 Acik ve Bugday ten rengi KYM renk dagilimi
300
250 o ®

200 ] ( ]

150

100

50

0 1 2 3 4 5 6 7 8

@®Bugday ® Acgik

Tablo 7 SLC45A2 (rs13289) ten rengi tayini — ortalama KYM degerleri grafik iizerinde
gosterimi

SLC45A2
(rs13289)

218,4

178

ALEL G ALEL C
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Tablo 8 SLC45A2 (rs16891982) ten rengi tayini — ortalama KYM degerleri grafik tizerinde
gosterimi

SLC45A2
(rs16891982)

215

162

ALEL G ALEL C

4.1 SLC45A2 Geni rs13289 SNP Baélgesi Ten Rengi Tayini

SLC45A2 rs13289 polimorfizmi igin goniilli bireylerin ten renkleri Tablo 3’de
olusturulmus olan Olgek ile karsilastirilarak smiflandirildi.  Yapilan ten rengi
siiflandirilmast ile SNP genotiplendirme verileri karsilastirildi. G genotipine sahip
bireyler acik ten rengine sahip iken C genotipine sahip bireylerin bugday ten rengine
sahip olduklari gozlendi. Chi kare (X?) bagimsizlik testinde P <0,05 degerine gore
hesaplama yapildigi zaman P degeri P=0.030 olarak hesaplanmistir. rs1389

polimorfizmi ile ten rengi arasinda anlamli baglant1 bulunmustur.

G genotipine sahip bireyler ile C genotipine sahip bireyler arasinda Mann
Whitney anlaml farklilik testi uygulandigi zaman. P <0.05’te U=6 olmas1 gerekirken U
degeri 12 olarak hesaplanmistir. P degeri ise P=0,9 olarak hesaplanmigtir. G genotipine
sahip bireyler ile C genotipine sahip bireyler arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi

gbzlenmistir.
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Sekil 10 rs13289 SNP bolgesi G ve C genotipine sahip bireylerin ortalama dlgiim degerleri ve

ten renkleri

Tablo 9 rs13289 SNP bolgesi genotip- fenotip dagilimlart

Goniillii Bireyler (Kisi sayisi
Genotip Acik

G 5 2

C 1 6

4.2 SLC45A2 Geni rs16891982 SNP bolgesi Ten Rengi Tayini

Yapilan ten rengi smiflandirilmasi ile SNP genotiplendirme verilerine gore: C
genotipine sahip bireyler bugday ten rengine sahipken G genotipine sahip bireylerin
acik ten rengine sahip olduklar1 gozlendi. Chi kare (X?) bagimsizlik testinde P <0,05
degerine gore hesaplama yapildigi zaman P degeri P=0.036 olarak hesaplanmistir.

rs16891982 polimorfizmi ile ten rengi arasinda anlamli baglanti bulunmustur.

G genotipine sahip bireyler ile C genotipine sahip bireyler arasinda Mann
Whitney anlamli farklilik testi uygulandigi zaman p <0.05’te U=6 olmasi gerekirken U
degeri 10 olarak hesaplanmistir. P degeri ise P= 0,2 olarak hesaplanmistir. G genotipine
sahip bireyler ile C genotipine sahip bireyler arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi

gozlenmistir
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Y: 160 Y: 110

M: 220 M: 200

KYM/3: 196,6 KYM/3: 166
g

Acik ten rengi

Sekil 11 rs16891982 SNP bolgesi G ve C genotipine sahip bireylerin ortalama Sl¢iim degerleri

ve ten renkleri

Tablo 10 rs16891982 SNP bolgesi genotip- fenotip dagilimlart

Goniillii Bireyler (kisi sayisi)

Genotip Acik Bugday
G 7 2
C 1 4

4.3 rs16891982 ve rs13289 SNP Bolgeleri Ortak Ten Rengi Tayini

rs16891982 ve rs13289 SNP bolgeleri ortak ten rengi tayini degerlendirmeleri; yeniden
Ol¢eklendirilme yapilmamis sayfa 12’deki Fitzpatrick o6lgeginin (Fitzpatrick, 1988)
tipl, tip2, tip3 ve tip 4 renk siiflandirilmasi renk ve 6zelliklerine gore yapilmistir. SNP
varyasyonlarinin her ikisinde de G genotipine sahip bireylerin Fitzpatrick dlgeginin Tip
1 cok agik ten rengi 6zelliklerine sahip olduklari, her ikisinde de C genotipine sahip
bireylerin Fitzpatrick 6lceginin Tip 4 esmer ten rengi Ozelliklerine sahip olduklari
gozlenmistir. rs16891982 SNP varyasyonunda G genotipine, rs13289 SNP
varyasyonunda C genotipine sahip bireyler Fitzpatrick 6lgeginin Tip 2 agik ten rengi
Ozelliklerine sahip olduklar1 goézlenmistir. rs16891982 SNP varyasyonunda C
genotipine, rs13289 SNP varyasyonunda G genotipine sahip bireyler Fitzpatrick

Olceginin Tip 3 bugday ten rengi 6zelliklerine sahip olduklar1 gézlenmistir.
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Tablo 11 Fitzpatrick Olgegine gore rs16891982 ve rs13289 SNP bolgeleri genotip-fenotip

karsilagtirilmast
Fitzpatrick olcegi Ten Rengi rs16891982 rs13289
Tip 1 Cok Acik G G
Tip 2 Acik G C
Tip3 Bugday C G
Tip 4 Esmer C C

Biitiin bunlara ek olarak degerlendirildigi zaman rs13289 SNP varyasyonunda C

genotipinin agik tenli bireylerde bronzlagsma 6zelligi olusturdugu gozlenmistir.

rs16891982 SNP varyasyonun G genotipine sahip bireylerin bronzlasma 6zelliklerinin

olmadiklar1 gbzlenmistir.

Ayrica Tablo 12 gosteriyor ki; Chi-Kare (X°) ve Mann Whitney testlerinin farkli

sonuglar vermesi bu calismanin Orneklem grubunun genisletilerek tekrarlanmasi

gerektigini gostermektedir.

Tablo 12 SLC45A2 gen polimorfizmi bulunan P degerleri

Test Degerleri (P)
SNP Chi- Kare Mann Whitney
rs13289 0,03 0,9
rs16891982 0,036 0,2
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5. TARTISMA

Son donemlerde adli genetik alanindaki caligmalar olay yerinde bulunan siipheliye ait
biyolojik orneklerden gbz, sa¢ ve ten rengi gibi fenotipik 6zelliklerin belirlenmesi
lizerine yogunlasmistir. DNA Dbazli araglar gelistirerek insan pigmentasyonu
varyasyonlarina odaklanilmistir. Ciinkii ten rengi pigmentasyonundaki varyasyonlar,
insan popiilasyonlarini ayirt eden en belirgin fenotipik 6zellikleridir. Bu sebepten dolay1
adli bilimlerde gecerliligi dogru olmayan gorgii taniklari yerini genetik testler almaya

baslamustir.

Bu calismada; gen polimorfizmleri ile ten rengi arasindaki iliskiyi belirleyebilmek i¢in
ten rengi lzerinde yapilan Fitzpatrick (Fitzpatrick,1988) renk olceklendirilmesi ve
genotiplendirilme verileri kullanildi. Ten rengi goriintiilenmesi dijital fotograf
yontemini kullanildi ve KYM renk oOl¢iimlerini “Image J” programini kullanarak
gerceklestirildi. Bulgularimiz; SLC45A2 geninin 1s16891982 ve 1s13289 SNP
bolgelerinin Fitzpatrick renk 6lcegi Tipl, Tip2, Tip3 ve Tip 4 ten renkleri ile iliskili

oldugunu gosterdi.

SLC45A2 (Solute carrier family 45, member 2), melanin sentezine aracilik eden tasiyici
proteini kodlar. Melanin igin bir Oncii olan tirozinin tasinmasina ve islenmesine
yardimct olur. Ayni zamanda karisik popiilasyonlarda ten renk degisimi ile dogrudan
iligkilendirilmis olan Phe374Leu (rs16891982) aleli ile modern Avrupalilarin ten
renginin énemli bilesenlerinden biri oldugu da gdsterilmistir (Marofnias ve ark., 2014).
Bu varyasyon Avrupa iilkelerindeki biitlin popiilasyonlarda her yerde mevcuttur ve son
derece yaygin oldugu gosterilmistir. (Walsh, ve ark., 2017). Marofias ve arkadslarinin
(Marofias ve ark., 2014) ayrica Walsh ve arkadaslarinin (Walsh, ve ark.,2017) yapmis
olduklar1 caligmalarda da ten rengi tayininde anlamli sonuglar goézlemlenmistir.
SLC45A2 geni ten rengi belirlemesinin yani sira ¢esitli varyasyonlarinin albinizm

hastaligina sebep oldugu gozlenmistir (Kayser, 2015).

Avrupalilarin ten renginin 6nemli bir bileseni olarak kabul edilen ve ten renk degisimi
ile dogrudan iliskilendirilmis SLC45A2 geni rs16891982 ve rs13289 SNP bolgeleri
(Primorac ve Schanfield, 2014) varyasyonlarinin, Tiirkiye’de adli bilimler pratiginde

kullanilabilirligini aragtirdik. Bu amag¢ dogrultusunda olusturmus oldugumuz 6rneklem
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grubumuzun rs16891982 ve rs13289 bolgeleri gentotiplendirilmeleri yapildiktan sonra

fenotip-genotip karsilagtirilmalari yapilmistir.

Bu ¢alismamizda; olugturmus oldugumuz 6rneklem grubumuzdaki bireylerde SLC45A2
rs16891982 ve rs13289 polimorfizmi i¢in ten rengi belirlemede yardimer olacak, agik
ve bugday olmak {iizere 2 ten rengi tonundan olusan bir tablo olusturduk (Tablo 2). rs
13289 SNP varyasyonu G genotipine sahip bireylerin agik tenli olduklar1 C genotipine
sahip bireylerin bugday ten rengine sahip olduklar1 degerlendimeler sonucunda tespit
edildi. Calisma sonuglarinin Walsh ve arkadaslarinin (Walsh ve ark., 2014) gelistirmis
olduklar1 HirisPlex DNA test sisteminde ki gibi tespit edilmesine ragmen Chi-Kare (X2)
ve Mann Whitney U testi farkli sonuclar elde edilmistir. Bu sonuglar gdsteriyor ki
orneklem grubu arttirilarak ¢alismanin tekrarlanmasi gerekmektedir. rs16891982 SNP
varyasyonunda ise HirisPlex DNA test sisteminde oldugu gibi G genotipine sahip
bireylerin agik tenli olduklari tespit edildi. Calisma sonuglari walsh ve arkadaslarinin
2017°de yapmis olduklar1 (Walsh ve ark., 2014) ve 6zlem biilbiil’tin 2014 yilinda
doktora tezinde yapmis oldugu (Biilbiil, 2014) calismalar ile benzer sonuglar elde
edilmistir. Fakat ki-kare ve mann whitney testlerindeki sonug¢ farkliliklarindan dolay1
calismanin tekrarlanmasi gerektigi sdylenebilir. Ayrica; rs 13289 SNP varyasyonlarinin
ve rs16891982 SNP varyasyonlarinin goz ve sag¢ rengi tahmin modelleri de bulunmasina
ragmen (Walsh ve ark., 2014; Chaitanya ve ark., 2018; Biilbiil, 2014) biz bu
calismamizda Orneklem grubumuz yetersiz oldugu i¢in goéz ve sa¢ rengi tahmin
modelleri olusturmadik. Bir sonraki ¢alismalarda olusturulmasi planlanmaktadir. Bu
gozlemlere dayanarak; rs16891982 ve rs 13289 SNP varyasyonlari ile ten rengi tayini
Tiirkiye’de adli bilimler pratiginde uygulanabilir oldugu sodylenebilir. Bu fikrin
desteklenmesi i¢in 6rneklem grubunun arttirilarak daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Bu c¢aligmada dikkate deger bir baska nokta ise; her iki SNP bdlgesi varyasyonlari
birlikte, yeniden 6l¢eklendirilmemis Fitzpatrick dlgegi tip 1( agik) , tip2 ( sarisin),tip 3 (
bugday) ve tip 4 ( esmer) ten renkleri ve Ozellikleri goz onilinde bulundurularak
degerlendirme yapilmistir ve sonuglar tablo 11°deki gibi tespit edilmistir. Sonug olarak
her iki SNP varyasyonu birlikte degerlendirilerek adli bilimler kullanilabilir fakat Tablo
11°deki gibi tespitlerin dogrulugunun kanitlanmasi i¢in 6rneklem grubunun arttirilarak

yeniden ¢aligma yapilmasi gerektigi sdylenebilir.
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6. SONUC

Gergeklestirmis olan bu calisma Tiirkiye’de orneklem grubu olusturularak gen
polimorfizmlerinin ten rengi iizerindeki etkisini degerlendiren ilk c¢aligmadir. Elde
ettigimiz veriler sonucunda SLC45A2 geni rs13289 ve rs16891982 SNP
polimorfizmlerinin ten renklerini etkiledigini ortaya koymustur. rs13289 SNP
polimorfizminin bugday ten rengi ve Ozellikleri sagladigi 1rs16891982 SNP
polimorfizminin ise acik ten rengi ve Ozellikleri sagladigi gorilmiistir.  Fakat
genotiplendirme yapilan orneklem sayisi az oldugu i¢in uygulanan istatistiksel testler
arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Bununla birlikte bulunan sonuglar Marofas ve
arkadaglarmin 2014 yilinda yapmis olduklari (Maronas ve ark., 2014), Walsh ve
arkadaslarmin  2017’de yapmus olduklar1 (Walsh ve ark, 2017) calismalar ile

ortiismektedir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglari, Adli Bilimlerde DNA’dan ten rengi belirlenmesinde bir
kaynak olacagini diisiinmekteyiz. Kullanilabilir olmasi i¢in Tiirkiye popiilasyon verileri
elde edilerek ve ikiden fazla fenotipik 6zellik SNP’leri eklenerek daha detayli ve
kapsamli yeni projelerle tekrarlanmasi gerekmektedir. Bir sonraki caligmada bu

amaclanmustir.
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bir yardima bagvurmaksizin yazildigini, intihal yapmadigimi ve yararlandigim eserlerin
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