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1. GIRIS VE AMAC

DNA analizi ile kimlik tespiti tiim diinyada yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Sug
failini tespit etmek icin ister olay yerinden ister magdur iizerinde bulunan ve kime ait oldugu
bilinmeyen biyolojik 6rneklerden miimkiin oldugunca ¢ok bilgiye ulasilmaya ¢aligilir. Olay
ile 1ilgili siipheli bulundugu zaman kiyaslama yapilabilmektedir. Fakat siipheli
bulunmadiginda olay ¢6ziimsiiz kalmaktadir. Bunun igin biyolojik delillerden ne kadar ¢ok
bilgi edinilebilirse faile ulasmak da o derece kolay olur. Molekiiler biyoloji alaninda saglanan
gelismelerin adli bilimlerde uygulanmasiyla, biyolojik 6rneklerin tanimlanmasi maksimum
diizeye ulasmaktadir. Adli bilimciler delilden sugluya ulasmada her gegen giin yeni bilgiler

edinme ¢abasindadirlar(1,2).

Kimliklendirmede son 20 yildir kisa ardisik tekrar dizisi i¢ceren bolgeler (STR- Short
Tandem Repeat) kullanilmaktadir. Bu sistemlerle kisinin DNA profili ve cinsiyeti tayin
edilebilmektedir. Biyolojik ornekten Kisinin fiziksel goriintiisti ile ilgili fikir edinilebilirse
faile ulagsmak ¢ok daha kolay olacaktir. Son donemlerde SNP belirtegleri (markirlari) ile
kisinin sa¢, g6z ve ten rengi belirlenebilmektedir (1). Bu bilgilere ek olarak biyolojik 6rnekten
kiginin yasinin belirlenebilmesi kimlik tespitinde ve failin bulunmasinda biiyiik katki

saglayacaktir.

Gegmisten giinlimiize kadar yapilan arastirmalar sonucunda, hiicre yaslanmasinda
telomerlerin etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Yaslanma multifaktoryel ve cok degisken olmasina
ragmen biyolojik yaglanmada telomer uzunlugu belirte¢ (marker) olarak kullanilabilir (2).
Telomerler, protein ve DNA dan yapilmis olup kromozom biitiinliigiiniin kontroliinde
etkilidirler. Bu yapilar DNA’y1 kirilmalardan, par¢alanmalardan ve istenmeyen kromozom
uglarinin birlesmesinden korur. Ayrica kromatin organizasyonunda replikasyon ve hiicre

boliinmesinde ¢ok 6nemli gorevleri bulunmaktadir (1, 2).

Telomerler insan kromozomlarmin uglarinda bulunan TTAGGG tekrarlarindan olusan
yapilar olup, her hiicre boliinmesinde bu tekrarlarin sayilar1 azalmaktadir. Telomerlerin bu
ozelliginden yararlanarak kisilerin biyolojik ve kronolojik yasin belirlenmesinde

kullanilabilecegi diistiniilmektedir (1,3).

Telomerlere bagli yas tahmini yapabilmek igin toplumlara 6zgii standart sapma ve

indeks bilgileri gereklidir. Bugiine kadar Amerika, Japonya ve Isve¢’te telomerlere bagli yas



tahmini ¢alismalar1 yapilmis ve toplumlarina 6zgii standart sapma ve indeks bilgileri
saptanmistir (1). Ancak iilkemizde bu konuyla ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamaistir.
Bu tez calismasinda DNA’nin telomer bolgelerinin analizi yapilarak biyolojik Orneklerden

(kan ve ag1z ig¢i siirlintiisii) kisilerin yaslarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1  Adli genetik calismalarin tarihcesi

Olay yerinde ¢ok farkli biyolojik ornek bulunabilmektedir. DNA, her ¢ekirdekli
hiicrede bulunmaktadir ve olay yerine birakilan herhangi bir biyolojik (sigara izmariti, kepek,
parmak izi, sakiz, tiras bicagi gibi) delilden elde edilebilmektedir. Molekiiler genetik alanda
gerceklestirilen ilerlemeler, polimorfik o&zelliklerin direkt olarak DNA diizeyinde
incelenmesine olanak tanimistir (1,2). Insan genomunda bulunan yaklasik 3 milyar baz ¢ifti
(bg), her biri farkli lokuslarda yer alan 50 000-100 000 geni kodlamaktadir. Genlerin ¢ogu
“alel” olarak adlandirilan birka¢ farkli formda bulunabilmektedir. Bu sekilde polimorfizm
gosteren bir gen i¢in her birey biri anneden digeri babadan aktarilan iki farkli alel
tastyabilirken bir popiilasyonda ayni gen icin c¢ok sayida alel bulunabilmektedir. Bu

polimorfizm adli amagli DNA analizlerinin temelini olusturur ( 3, 4, 5).

DNA’nin adli kullanimi ilk defa 1985 yilinda Alec Jeffrey tarafindan kesfedilmistir (1,
6, 7). Jeffrey farkli sayida ardisik tekrar eden dizileri (Variable Number of Tandem Repeats,
VNTR) DNA’da kodlanmayan boélgelerde bulundugunu ve bireyler arasinda yiiksek ayirim
giicline sahip oldugunu gostermistir. Bu Ozelliklere dayanarak Jeffrey coklu lokus (multi-
locus) problarinin kullanildigit DNA parmak i1zi yontemini (DNA fingerprinting) kesfetmis ve
gelistirmistir. Bu yontem ile bireye 6zgli DNA profili elde edilmektedir. Popiilasyondan
rastgele secilen iki kisinin (tek yumurta ikizleri hari¢) aynt DNA profiline sahip olma
olasiliginin teorik olarak 1/30 milyar oldugunu bildirilmistir (5). Ancak yontemin cok
zahmetli ve uzun siirmesi ayrica 30’dan fazla DNA bantinin degerlendirilmesindeki giigliikler
nedeniyle bu teknik c¢ok kisa bir siire i¢in kullanilmis ve yerini tekli lokus problarmin

kullanildigi DNA profilleme yontemi almustir (5, 6, 7).

Kary Mullis ve ark. tarafindan 1986 yilinda tanimlanan polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR-Polimerase Chain Reaction) ile ¢ok kii¢lik miktarlardaki biyolojik materyallerden DNA
analizi yapma imkani saglanmistir. PCR teknigi, adli bilimler alaninda bir ¢igir agmustir.
Adli serolojide ilk PCR’ye dayali yontem, c¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizminde
(Amplified Fragment Length Polymorphism- AMPFLP) uygulanmistir. Daha 6nce olay
yerinde bulunan ve kullanilamayan biyolojik deliler (kil, sperm, sigara izmariti vb.) bu

yontemle analiz edilebilmistir ( 7, 8, 9). Yontemin dezavantaji iyi kalitede (par¢calanmamis) ve



fazla miktarda (300-500 ng) DNA’ya gereksinim duymasidir. Ancak adli 6rnekler her zaman
analiz i¢in yeterli miktarda ve kalitede DNA igermeyebilirler ( 5, 6, 7).

Devam eden caligmalarla, STR lokuslarinin PCR ile ¢ogaltilarak incelenebileceginin
gosterilmesi adli amacli DNA analizinde yeni bir donemin agilmasina neden olmustur.
Genomda sayilariin fazla olmasi, yiiksek oranda polimorfizm gostermeleri ve inceleme
kolayligr STR’lerin adli ¢alismalarda ideal genetik isaretler olmasini saglamistir. Giiniimiizde
adli DNA analizlerinde hazir ticari kitleri kullanilmaktadirlar. Bu kitler ile otozomal STR
multipleks (tek tiip igerisinde ¢oklu lokus c¢ogaltma) amplifikasyonu yapilmaktadir. Bu
yonteme gore iki kisinin ayni profile sahip olma olasiligi 3 x 10™ ile 5 x 10 ™ arasinda

degismektedir (9).

2.2  Biyolojik kanitlardan Kkisilerin fiziksel 6zelliklerinin tahmini

Adli vakalarda olay yerinde bulunan biyolojik 6rneklerden genetik kimliklendirme
yapilarak sugluya ulasilabilmektedir. Olay ile ilgili siipheli bulundugu zaman kiyaslama
yapilabilirken, slipheli bulunmadigi vakalarda sahitlerin ifadeleri alinarak siiphelinin fiziksel
ozellikleri hakkinda bilgi edinilmektedir. Bu 6zellikler 6rnegin, cinsiyet, boy, kilo, sa¢ rengi
vb. Ozelliklere dayanarak siipheliye ulasilmaya ¢alisilmaktadir. Ancak bu fiziksel 6zellikler,
uzun siiren aragtirmalarda anlaminm yitirir. Clinkii zamanla siiphelinin sa¢ rengi, sekli ve
kilosu gibi oOzellikleri degisebilmektedir. Delilden DNA profili ile birlikte yeni gelistirilen
DNA analizleri ile kisinin deri ve goz renginin de belirlenebilmesi, kisiyi tahmin etmede ¢ok

biiyiik avantaj saglamaktadir (6, 10).

2.2.1 Fiziksel karakter tahmini ve biyolojik soy testleri

Cinsiyet, temel fiziksel Ozelliklerden biridir ve DNA tipleme yontemleri ile
belirlenebilmektedir. Esey kromozomlarinin iizerinde bulunan amelogenin lokusu analizi ile
yapilmaktadir. Son donemlerde soy tahmini ve diger fiziksel karakterlerin belirlenebilmesi
icin bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Bunlardan bazilar1 etnik koken tahmini, goz, sa¢ ve deri
renginin tahminine dayanmaktadir. Etnik koken analizleri, 6 farkli lokusun analizi ile
yapilmaktadir. Analizde elde edilen STR lokuslarinin sonuglari daha sonra etnik koken alel
frekansini belirleyen (Allele Frequency For the Inference of Ethnicity, ALFIE) bir yazilim ile
belirlenmektedir (1, 6, 10).



Giliniimiizde goz rengi ve biyolojik kokenini tahmin edebilmek icin gelistirilmis hazir
ticari kitler bulunmaktadir. Bu kitlerden biri DNAWitness ™ 2.5 “tir. Bu kit ile DNA {izerinde
bulunan ve etnik koken ile ilgili bilgi veren belirtecler (informative marker) analiz edilerek
kisinin Afrika, Kizilderili, Dogu Asya veya Avrupa’dan geldigi tahmin edilebilmektedir. Son
zamanlarda ayn1 sirketin gelistirdigi Avrupa DNA 2.0 denilen yeni Kiti ise bir bireyin Avrupa
alt soyunu (Giiney Dogu Avrupa, Iber, Bask, Avrupa ve Kuzey Dogu Avrupa) tahmin
etmenin miimkiin oldugunu belirtmektedir. Bu kit, 1349 bilgilendirici belirteg kullanilarak
gelistirilmistir. Ayrica aymi sirketin ¢ikardigt RETINOME ™ adinda diger bir Kit ise iris
rengini belirlemek tizere gelistirilmistir (1, 6, 10, 11).

Insanlardaki birgok fiziksel ozellik bir gen veya birka¢ genin kombine ifadesi
(ekspresyonu) sonucunu olusmaktadir. Yukarida bahsedilen etnik koken, goz rengi ve benzeri
ozelliklerin aksine, bir bireyin yas1 bir gen ya da birka¢ genin kombine ekspresyonu ile
tahmin edilemez. Kisilerin yas tahminlerinin yapilmasinda hem g¢ekirdek DNA’s1 (nucDNA)
hem de mitokondrial DNA (mtDNA) diizeyinde arastirllmasi faydali olacagi

diistiniilmektedir.

2.2.2 Yas tahmini

Kimligi belirsiz cesetlerden ve iskeletlerden fiziksel ve biyokimyasal analizlere
dayanarak yas tahmini ¢aligmalar1 uzun zamandir uygulanmaktadir. Adli aragtirmalarda bazi
fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde kisinin yas1 énem tasimaktadir. Ornegin, kizil sag
genine sahip 60 yasindaki bir bireyde kizil sagin goriilmemesi veya kellik genine sahip bir

kisinin 18 yasinda kel olmamasi gibi.

Tsuji ve ark. (12) telomer kisalmasina bagli olarak yasi tahmin etmeye calismis ve
ortalama telomer uzunlugu i¢in bir formiil gelistirmistir (1, 12, 13). Alvaraz ve ark. Gama
hemoglobin izoformlarinin gen ekspresyonunu analiz ederek bireylerin yaslar1 ile
iligkilendirmeye ¢alismislardir. Gama hemoglobinin iki izoformunu yeni doganlara 6zgii gen
ekspresyonunun oldugunu ve daha ileriki yaslarda yeni doganlara gore ayrit edilebilme 6zeligi
tasidigimi gostermislerdir (14). Meissner ve ark. yas tahmininde mitokondriyal DNA’nin 5
kb’lik delesyon analizi ile kabaca yasin tahmin edilebildigi ve sadece gen¢ ya da yash

tahminine yonelik formiiller gelistirmislerdir (1, 14, 15).

Yas tahmini aym1 zamanda zooloji alaninda da c¢ok bilyiik ilgi gormiistiir.

Popiilasyonlarin dogal hareket sekilleri ve go¢ gibi parametreler arastirildiginda hayvanlarin



yas faktorli ¢ok biiylik 6nem tasimaktadir. Ancak geleneksel ekolojik yontemler ile yabani
ortamlardaki hayvan popiilasyonlarinda yas belirlenmesi neredeyse imkansizdir. Bu
yontemler ile hayvanlarin yasini belirleyebilmek icin onlar1 6ldiirmek gerekir. Ciinkii mevcut
yontemler sadece Olim anindaki yas tahminini belirlemeye yoneliktir. Ancak soylar

tilkkenmek iizere olan hayvanlarda etik olarak bu yontem sakincali goriilmiistiir.

DNA iizerinde bulunan telomerlerin uzunluklarima bagli yas belirlenmesi ilk defa
Southern Cross Universitesine baglh Balina Arastirma Merkezi’ndeki arastirmacilar tarafindan
uygulanmistir. Bu arastirmada kambur balinalarin derilerinden elde edilen DNA’dan telomer
uzunluklarini analiz etmislerdir. Yabani hayvan niifusunun yasini belirlemek iizere gelistirilen
bu yeni yontem 6zellikle soylari tiikenmek iizere olan hayvanlart korumak adma ¢ok biiyiik

onem tasimaktadir (1,16).

2.2.3 Molekiiler diizeyde yaslanma

Bir bireyin yasint DNA analiziyle belirleyebilmek igin yaslanma mekanizmasini
molekiiler diizeyde bilmek gerekir. Yaslanma; genel olarak canlilarin fizyolojik
fonksiyonlarinda bozulma, cevre sartlarina uyum saglayamama, hastalanma, dogurganligin
azalmasi ve Olim ile gerceklesen bir siire¢ olarak tanimlamaktadir (1,13). Bazi genlerin
yaglanmaya sebep oldugu bilinmektedir. Yaslanma genelde organizmanin bakim ve onarim
mekanizmalarinin verimsiz c¢alismasi ve biiyiik dlgiide bedensel hasar birikimi nedeniyle

olusur.

Bugiine kadar molekiiler diizeyde yaslanma mekanizmasini agiklamak iizere sayisiz

modeller 6ne siiriilmiistiir. Baslica 6ngoriilen modeller sunlardir:

I. Kromozom uglarinda bulunan telomer tekrarlari her hiicre béliinmesinde azalmaktadir.

Bunlarin azalmasi yaslanmaya sebep oldugu diistintilmektedir (1).

Il. Yas ilerlemesiyle mitokondriyal genomda mutasyonlarin meydana gelmesi ve bu
mutasyonlarin  mitokondriyal aktiviteyi durdumasi sonucu yasliligin  gelistigi

varsaytlmaktadir (1,18).

I1l. Yasa bagli somatik mutasyonlarin artigi, diger DNA hasarlar1 ve bunlara bagl olarak
DNA onarim kapasitesinin azalmasi yaslanmaya sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (1.19).

Ornegin, PARP1 genin kodladizi PARP-1 (Poli ADP-Riboz Polimeraz-1) enzimi sadece



DNA hasara ugradigi zaman sentezlenmektedir. Ancak, uzun yasam siiresi olan

organizmalarda yiiksek diizeyde PARP-1 tespit edilmistir (18, 19).

IV. Hiicrelerde protein metabolizmasinin yavaslamas1 farkli metabolik attiklarin
birikmesine sebep olur. Bu durum mitokondriyal aktiviteyi etkileyip hiicresel yaslanmaya
neden olabilmektedir. En sik rastlanan metabolik atiklar ise lipofuscin (yas pigmenti) ve

pargalanamayan proteinlerdir (1,20).

V. Heterokromatin, o6kromatin ve niikleer matriks ¢ekirdegin yapitagi olup burada

olabilecek degisiklikler veya dengesizlikler yaslanmaya neden olabilecegi diisiintilmektedir
(1, 21).

nyxn

Bu bes teori yaslanma ile ilgili "ag" teorisini olusturmaktadir. Dolaysiyla yasa bagh
kemik kiriklari, sakatlik ve hastaliklarin olusmasi gibi mekanizmalar "ag" teorisini

desteklemektedir (1,22).

2.3  Telomer hipotezi

Leonard Hayflick 40 yil 6nce normal hayvan hiicrelerinin proliferasyon yeteneginin
kaybimi gbzlemis ve buna bagli yaslanma-telomer hipotezini gelistirilmistir. Hipoteze gore;
Telomerler kromozomlarin uclarinda bulunan 6zel yapilar olup hiicre bdliimesine bagli olarak

boylari kisalir bu da yaglanmanin biyolojik saat mekanizmasini olusturur (23).

2.3.1 Kromozomlarin temel yapisi

Yunanca chroma= renk maddesi ve soma= viicut kelimelerinden olusan kromozom
kelimesi, dkaryot organizmalarda tizerinde genlerin siralandigi DNA-protein kompleksi olup,
hiicre ¢ekirdeginin boliinmesi sirasinda kalin, yogun ve kendine 6zgii boyanma potansiyeline

sahip kromatin materyalidir.

Insan kromozomlar1 ilk defa 1874 de Arnold ve 1881 de Fleming tarafindan
gbzlenmistir. 1956 da Tjio ve Levan insanda 46 kromozom oldugunu gostermistir. Ug yil
sonra Lejeune, Down sendromunda trizomi 21’1 bildirmistir. Bunu diger sayisal anomaliler
izlemis ve 1970 de kromozom bantlama ydntemlerinin geligsmesiyle birlikte bircok yapisal

anomaliler de kesfedilmistir (5, 24, 25).



2.3.2 Kromozomlarin yapisi ve siniflandirilmasi

Her kromozomda 6zgiil ve islevsel bolgeler bulunmaktadir.

e  Heterokromatin ve Okromatin: Islevsel olarak heterokromatin alanlar inaktif
genlerin ve tekrarlayan DNA dizilerinin yer aldigi bolgeler olarak tanimlanmaktadir.
Okromatin bdlgeler ise kromozomun ana yapisini olusturan ve yogun olarak aktif genleri

iceren bolgelerdir.

e  Kromozomun Ozgiil Bélgeleri: Bu bolgeler sentromer ve telomerlerden
olusmus olup, tekrarlayan DNA dizilerini iceren heterokromatin alanlardir. Bu iki yapi

kromozomlarin dogru boliinmesi ve devamliligin korunmasinda son derece dnemlidirler.

e  Sentromerler: Antijenik &zellikleri ile tanimlanan ve proteinleri baglayan
spesifik DNA dizileri igerirler. Bu proteinler mitoz ve mayoz sirasinda anafazda
kromozomlarin veya kromatidlerin ayrilmasinit kolaylastiran ig iplik¢iginin yapisina
katilmaktadir. Bu nedenle, hiicre boliinmesi sirasinda genetik materyalin yavru hiicrelere

esit dagiliminda rol oynarlar (3, 25, 26).

e Telomerler: okaryotlarda kromozom wuglarinda yer alan Ozellesmis

heterokromatik koruyucu yapilardir (13,14).

2.3.3 Kromozom morfolojisi

Insanlarin normal hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan 46 kromozomun (23 ¢ift) yaris1 baba
diger yarisi da anne kaynaklidir. Bunlarin 22 c¢ifti otozomal bir ¢ifti de gonozomal
kromozomlardir. Normal insan karyotipinde sentromer bolgelerine gore ii¢ genel kromozom

sekli bulunur:

. Metasentrik Kromozomlar: Sentromerleri ortada olan ve iki kolu birbirine esit

olan kromozomlardir.

. Submetasentrik Kromozomlar: Sentromerleri merkezden uzak ve iki kolu esit

olmayan kromozomlardir.

o Akrosentrik  Kromozomlar:  Sentromerleri bir uca ¢ok yakin olan

kromozomlardir.



Kromozomlar, 1985°ten beri sitogenetik adlandirmadaki uluslararasi sisteme (ISCN=
International System for Human Cytogenetic Nomenclature) gore siniflandirilir. Sekil 1°de
gosterildigi gibi bu sistemde kromozom ciftlerinin biyiikliigline ve sentromer bolgelerine
gore A (1.-3.), B (4.-5.), C (6.-12. ve X), D (13.-15.), E (16.-18), F (19.-20.) ve G (21.-22. ve
Y) 7 grupta smiflandirilirlar (14, 15, 26).
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2.4  Telomerin yapisal ve fonksiyonel 6nemi

Okaryotik hiicrelerdeki kromozomlarin esas yapilarim1 olusturan telomerler,
kromozomlarin 6zel yapidaki koruyucu uglaridir. Telomerler, basit ardisik tekrarlar iceren

DNA dizileri ve 6zel proteinlerden olusan niikleoprotein yapilardir (29).

2.4.1 Telomerlerin yapisi

Telomerler, 6karyotlarda kromozomlarin uglarinda yer alan 6zellesmis heterokromatik
yapilardir. Birgok canli tlirlinde evrim boyunca korunmus olan telomer dizileri 5' —» 3’
yoniinde guanin-timin (GT) ve 3’ — 5’ yoniinde sitozi-adenin (CA)’ce zengin tekrarlardan

olusur.

Telomerlerin yapis1 ilk olarak, tek hiicreli bir Okaryot olan Tetrahymena
termophyla’nin kromozom uglarinda ardisik tekrar eden kisa zincirlerin olusturdugu uzun
seriler olarak tanimlanmigtir. Ayni tip yapinin bitki ve insanlarda da bulunmasi telomer
dizisinin evrensel bir yapi oldugunu gostermektedir. Telomerler, protein ve DNA’dan

yapilmis olup kromozom biitiinliigiiniin kontroliinde etkili temel yapilardir (13).

Insanda telomerik DNA; 10-20 kb uzunlugunda olup, kisa bir zincir olan 5'-

TTAGGG-3' nin ¢ok sayida kopyasindan olusur.
5" TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3
3" AATCCCAATCCCAATCCCAATCCC 5

Yukarida gosterildigi gibi, biitiin Okaryotlarin telomer yapisinda dizinin biri G
niikleotidi digeri C niikleotidi bakimindan zengindir. Genellikle G-T’ce zengin dizi diger
diziden daha uzun olup 14-16 bazlik tek dizi halinde ¢ikint1 yapar. Uglarin yapisi igin iki
model 6ne siiriilmektedir. Ilk model, Sekil 2°de gosterildigi gibi, uzamis olan G-T dizisinin
normalin disinda baz giftlerinin etkilesimleri ile kendi lizerine katlanarak bir ¢ift sa¢ tokasi

yapisini olugturmasidir.
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Sekil 2: Telomer sag tokasi yapisi (32).

Diger model ise her bir tekrar {initesinden bir G nin birlesmesi sonucunda ‘quartet’ ya
da dortlii G bolgelerinin meydana gelmesidir. Alternatif model olarak da telomerler ¢ekirdek
zarmin i¢ ylizeyine tutunarak kromozom uglarmi koruduklar disiiniilmektedir (Sekil 3) (1,
13, 30).

Telomerlerin yapisi degisik organizmalarda temelde ayni olmakla birlikte, sahip
olduklart tekrar dizileri ve uzunluklari yoniinden farklilik gosterirler. Yapisal olarak telomer,
kromozomun ucunda bulunan subtelomerik ve esas telomerik bdlgelerden olusur.
Subtelomerik bolge, degisik organizmalarda farkli uzunlukta olup tiirlere 6zgii heterojen dizi

tekrarlari igerir.

Insan telomerlerinde 40-60 kb uzunlugunda subtelomerik bdlge, 30-45 kb
uzunlugunda TTGGGG ve TGAGGG tekrarlarindan olusan uzun blok, bunu takiben
TTAGGG tekrarlar1 olan arablok ve 10-15 kb uzunlugunda TTGGGG ve TGAGGG

tekrarlarini igeren kisa bloktan olusur.

Subtelomerik bdlgenin ucunda yer alan esas telomerik bolge, ¢ift ve tek dal halinde
uzanir. insan telomerlerinde TTAGGG tekrarlarindan olusan esas telomerik bolge 5-15 kb
uzunlukta olup bunun 50-100 bazlik kism1 tek dal ile sonlanir (1, 29, 31).
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Sekil 3: Memeli hiicresindeki telomer yapisi, telomer tekrarlari, subtelomerler ve G
iplik¢iginin yapist (33).

2.4.2 Telomerlerin fonksiyonu

Telomer fonksiyonlar ile ilgili bilgiler cogunlukla mayalarda yapilan ¢alismalardan
elde edilmistir. Telomerler; canliligin devaminda 6nemli olan birgok fonksiyonu iistlendikleri

bilinmektedir. Bunlar1 {i¢ 6nemli rol i¢inde toplayabiliriz:

e Kromozomlarin stabilitesini koruyan ve kromozom ugclar1 arasinda fiizyon

olugsmasini engelleyen yapilardir.

e Telomerik diziler niikleaz saldirilarina karst kromozomlarin ug bolgelerini

korurlar.
¢ Kromozom uglarinin tam replikasyonu i¢in gereklidirler.

Son yillarda telomerlere ait dordiincii bir gérev daha belirlenmistir. Kromozom

ucundaki telomer varligi kromozomun normal olduguna ( kirik ya da parga kaybi olmadigina)
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dair bir sinyal olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii telomerik bolgenin kaybi programli hiicre
Oliimiine neden olmaktadir. Normal somatik hiicreler her replikasyonda kendi telomerik
dizilerinden 35-100 baz ciftini kaybederler. Telomerlerin yasla birlikte somatik hiicrelerde
kisaldigini, spermlerde ise daha uzun oldugu gosterilmistir. insanlarda telomer uzunlugu

sperm hiicresinde yaklasik olarak 15 kb ve somatik hiicrelerde ise 10 kb kadardir (29, 34, 35).

2.4.3 Telomerler ve kromozom uzunlugu

1985°de E. Blackburn ve C. Greider, Tetrahymena’da telomer sentezini saglayan yeni
bir enzim kesfettiler (15). Telomeraz olarak bilinen bu enzim riboniikleoprotein yapisindaki
bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzim, bir protein alt initesi ile kisa bir RNA molekiilii
icerir. RNA molekiilii telomeraz enziminin ¢aligma mekanizmasinin nasil oldugunu agiklayan
esas yapidir. Telomeraz, 6karyotik kromozomlarin replikasyonunun tamamlanmasinda énemli

rol oynamaktadir (24, 27).

Tetrahymena telomeraz RNA’sinin bir bolgesinde 3'-AACCCCAAC-5' zinciri yer alir.
Bu zincir ayni organizmanin telomerik tekrarlart olan 5'-GGGGTT-3" zincirlerine
komplementerdir. Telomeraz kendi RNA sinin telomer tekrarina komplementer olan diziyi

kalip kullanarak telomerin tek dalin1 uzatmaktadir. Aktivitesi i¢in yalnizca dGTP ve dTTP
gereklidir (3, 4).

Insan viicudunda fetal ve ergin testislerin, fetal ovaryumun, hematopoiteik kok
hiicrelerin, lenfositlerin, tamir géren dokularin ¢ogalan hiicrelerin, sag folikiillerin ve barsak
kripta hiicrelerinin disindaki normal somatik hiicrelerde telomeraz enzim aktivitesinin tayin
edilemedigi ileri siirlilmektedir. Somatik hiicrelerde her hiicre bdliinmesinde telomer,
telomerik tekrarlarin1 kaybeder. Bu nedenle burada telomeraz aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Ancak
oliimsiizlesmis olan kanser hiicreleri, fetal, ergin testisler ve fetal ovaryum gibi telomeraz
aktivitesine sahip olan hiicreler telomerik kayiplarini telomeraz aktivitesi sayesinde telafi
ederler (27, 36).

244 Telomer uzunlugu ve telomerazin kontrolii

Genel olarak hiicreler, bir kez daha giivenli bir sekilde hiicre bdliinmesi
geciremeyecek kadar kisa telomerlere sahip olduklarinda boliinmeyi durdururlar ve telomeraz
aktivitesi géstermezler. Sabit telomer uzunluguna ve orta seviyede ¢ogalma kapasitesine sahip

olan hiicreler ise aktif telomeraz enzimi bulundururlar. insan esey hiicrelerinde bulunan
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telomerlerin somatik hiicrelere goére daha uzun olmasinin nedeni; somatik hiicrelerde
telomeraz aktivitesinin azaldigini ve kromatinin zamanla kayboldugunu bu da programlanmig
hiicresel yasliligin bir mekanizmasi oldugunu diistindiirmektedir. Ebriyonik kok hiicre ile

eriskin kok hiizre arasindaki telomer ve telomeraz farki Sekil 4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4: Embriyonik kok hiicre ile erigkin kok hiicre arasindaki telomer ve telomeraz

farki (37)

Telomer kararliligi telomer baglayan proteinlerle saglanir. Bunlar, telomerik tekrar
baglayici faktor 1 (Telomeric Repeat Binding Factor 1, TRF1) ve telomerik tekrar baglayici
faktor 2 (Telomeric Repeat Binding Factor 2, TRF2) dizine 6zgli baglayici proteinler olup,

telomerik DNA tekrarlarina baglanirlar. Bu proteinler, telomerik tekrar dizilerinde olusacak
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bir mutasyona karsi telomer uzunlugunu korumada etkindirler. Ancak TRF1’de olusabilecek
mutasyon, telomer baglanma bdolgesinin bozulmasima ve dolayisiyla telomer uzunlugunun
degismesine neden olmaktadir (24, 35). TRF1 ve TRF2 proteinlerin telomer sag tokasina

baglanmasi ve telomerlerle ilgili proteinlerin sematik gosterimi Sekli 5’te verilmistir.

., c 3

THF1 TRF2
b
Telomer DNA-protein kompleksi
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/ POT1 g
TAGGG GTTAGGE
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L22
Kromozom
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Sekil 5: a) TRF1 ve TRF2 proteinlerin telomer sa¢ tokasina baglanma sekli

b) Telomerler ile baglantili proteinlerin sematik gdsterimi (38).

2.4.5 Telomer kisalmasiin hiicre yaslanmasindaki 6nemi

Hiicre yaslanmasi, insan hiicrelerinde iki evreye ayrilabilir. Bunlar: Mortalite evresi 1
(M1= yaslanma) ve Mortalite evresi 2 (M2= Kkriz)’dir. M1; 6nemli miktarda telomer
kisalmasindan sonra ortaya c¢ikar ve tiimor baskilayict proteinleri olan p53 ve
retinoblastinomanin (pRb) normal fonksiyonlar1 tarafindan kontrol edilir. Bu proteinler,

hiicrelerin Go ve G1 evresinde durmalarini saglayan biiyiime kontrol noktasi1 (M1) igin bir
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sinyal gorevi yaparlar. Eger hiicreler SV40 (Simian Viriis) Tag veya HPV (Human Papilloma
Viriis) E6/E7 gibi viral onkogenlerin her hangi birisi ile degisime ugrarlarsa M1 evresini
gegerler. M2, kromozom ucunda ¢ok az ya da birkag tane telomerik tekrar kaldiginda ortaya
cikar. Sadece nadir bir olayda hiicreler M2 evresini gegebilir. Bunun sonucunda da telomerler

kararli hale gelir ve hiicreler 6limstizlesir ( 27, 28, 36).
2.4.6 Replikatif yaslanma ve telomer kisalmasi

Leonard Hayflick 1961 yilinda replikatif yaslanmay:1 incelemis ve normal insan
fibroblastlariin 50 hiicre boliinmesi sonunda gelisme ve boliinme yeteneklerini yitirdigini
tespit etmistir.. Yaslanmis hiicreler metabolik olarak aktif kalirken, yeni hiicreler meydana
getirememekte ve en sonunda da 6lmektedirler. Normal memeli somatik hiicreler in vitro
kosullarda belli sayida boliinebilmektedirler. Bu maksimum boliinme sayisina "Hayflick
Limiti" denir. Geng insanlardan alinan hiicreler, yaslilardan alinan hiicrelere gore kiiltiir
ortaminda daha fazla béliiniirler. Insan embriyo hiicreleri yaklasik 60 - 80 defa béliindiikten
sonra yaslanmaya baslamaktadirlar. Orta yagli insanlardan alinan hiicreler sadece 10-20 defa
boliinebilmektedir. Uzun omiirlii canlilardaki bolinme sayis1 kisa dmirlii canlilara gore ¢cok
daha fazladir. Ornegin, fareden alman hiicreler 10- 15 defa béliinebilirken, kaplumbagadan
alinan hiicreler 100'den fazla boliinebilmektedir. Bunun disinda erken yaslanma sendromu
(Werner Sendromu) gdsteren hastalardaki hiicre boliinmesi sayisinin, normal insanlarinkinden
daha az oldugu da gosterilmistir. Gegmisten bugiine kadar yapilan arastirmalar sonucunda
hiicre yaslanmasinda telomerlerin etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Yaslanma multifaktoryel ve
cok degisken olmasina ragmen biyolojik yaslanmada telomer uzunlugu bir belirte¢ olarak

kullanilabilir (1, 24, 29).

Genel olarak, insan hiicrelerinde yaslanma ve 6lim M1 ve M2 evresinde gergeklesir.
Telomerin 6nemli miktarda kisalmasi sonucu ortaya ¢ikan evre M1’dir. Sekil 6’da gosterildigi
gibi bu kisalik kritik bir noktaya ulasinca hiicre boliinmesi durur ve yaslanma baglar. Bu
noktadaki telomer boyu korunursa hiicre yasl olarak hayatini siirdiiriir. Yaslanma programini
uyaran farkli etmenler vardir. Telomer kisalmasi, yaslanma programi icin en iyi tanimlanmis

fizyolojik uyarandir.
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Sekil 6: Telomer kisalmasi ve hiicrenin yaslanma evreleri (39).

Degismis DNA metabolizmasi, erken yaslanma gibi bir¢ok hastaligi tetikler. Bu
hastaliklar tarafindan etkilenen enzimler, DNA metabolizmasim1 ya da tamirinin ¢esitli
asamalarinda olumsuz sekilde etkilenirler. Bu durum gelecekte erken yaslanmay: beraberinde
getirir. Yaglanma, bir tiir timor baskilayict sistem olarak c¢alisir. Ancak aktive edilmis
onkogenlerin ekspresyonu da yaslanmay1 baslatir. Ataxia telangiectasia, Werner sendromu,
Hutchinson - Gilford progeria, Down sendromu ve Nijmegen - Breakage sendromu DNA
metabolizmasinin degismesiyle meydana gelen hastaliklardir. DNA hasarlarinin, yaglanmaya
ait molekiiler mekanizmay1 nasil uyardigi tam olarak bilinmemekle birlikte bu hastaliklarin

telomer uzunlugunu ve fonksiyonunu etkiledigi sdylenebilir (24, 30, 40).

Telomer kisalmasi insan hiicrelerinde yaslanmaya Onciiliilk eder. Kontrol noktalari
p53, Rb benzeri proteinlere ve viral onkogenlere baglidir. Bu protein ve onkogenlerin islevini

kaybetmesi sonucu hiicreler M1 evresini atlayarak M2 evresine gecerler. p5S3 kaybi nedeniyle
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hiicre boliinmesi kontrol edilemez. Bu durumda telomer fonksiyonu aksar ve hiicre mikro
diizeyde bir kaosa siiriiklenir. P53/Rb inhibisyonu, hiicre bdliinmesine izin verir fakat daha
sonra hiicre "telomer krizine" girer. Bu periyotta kromozomlarin yapist bozulur ve hiicre

olimii gergeklesir (4, 24, 27).

p53, Rb benzeri proteinler ve viral onkogenler, G1 evresinde gorev yapamayacagidan
hiicre dongilisi G2'den S fazina atlar ve hiicre boliinmesi devam eder. Fakat boyle bir
durumda somatik hiicrelerde telomeraz enzim aktivitesi ¢ok azaldigindan telomer boyu
giderek kisalir ve M2 noktasinda oliir. Bu asamada hiicrede meydana gelebilecek ikinci bir
genetik degisiklik hiicreyi ya 6lime gotiiriir ya da degisime neden olur. Eger M2 noktasinda
hiicrenin telomer boyu sabit kalirsa, hiicre M2 noktasini agarak 6liimsiizlesir ve boliinmeye
devam eder. Bu olay telomeraz enziminin kontrolii ya da yeniden aktiflesmesi sonucu ortaya

cikar. Kanser hiicreleri M2 evresini asabilen hiicrelerdir (4, 24, 26).
2.4.7 Telomer uzunluklarini etkileyen faktorler

Cesitli cevresel faktorler; yasam tarzi (diizenli olarak tiiketilen alkol ve sigara miktart,
beslenme sekli, egzersiz), viicutta mevcut serbest radikaller ve bazi antioksidanlarin
telomerlerlerin uzunluklarini etkiledigi bilinmektedir (24, 30). Sekil 6’da gosterildigi gibi
cesitli kanser hastalarinda telomer uzunluklarinin etkilendigi ve aktif durumda olduklar1 (49),
ayrica cesitli aragtirmalarda kromozomlarin 6zgilin yapilarinin ve bunlara bagh olarak telomer
uzunluklarmin kalitsal oldugu da bildirilmistir. Kalitsallik faktorii, incelenen gruplara bagl
olarak degisik sonuglar vermektedir. Alman bilim adamlarinin yaptiklari bir arastirmada tek
ve ¢ift yumurta ikizlerinde telomerler uzunluklarinin %78 kalitsal oldugunu (27), ancak diger
bir arastirmada, telomerler uzunluklarinin sadece %44 ’tiniin kalitsal oldugu tespit edilmistir
(12).

2.5 PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

[k otomatize termal dongii cihazlari 1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden
saflastirilan ve 1siya dayanikli polimerazin (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gelistirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); dizisi bilinen bir
DNA boélgesinin in vitro kosullarda DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca

kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir.
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[k olarak Kary Mullis bu teknige bugiinkii ismini vermis ve uygulamaya koymustur.

Bu bulusu ile 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmustir (4).

2.5.1 Eszamanh ‘Real Time’ PCR

Eszamanli PCR (Real-Time PCR, RT-PCR) yontemi daha 6nceden gelistirilmis olan
standart PCR yonteminden iki 6zelligi ile farklidir. Birincisi; Real-Time PCR yonteminde
termal dongii cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma sisteminin kullanilmasidir. Ikincisi ise
PCR islemi sirasinda amplifikasyonu bilgisayar ekranina yansitacak bir probun veya problarin
bulunmasidir. Primerlerin baglanmasini takiben gerceklestirilen polimerizasyon asamasinda
hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan boya miktar1 artar ve buna
bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenir. Bu teknik, floresan okuma yapmasi
nedeniyle fliloresan kantitatif Real-Time PCR, kantitatif-kinetik PCR gibi ¢esitli sekillerde
adlandirilmaktadir. Bu tekniklerinin kullanilmasiyla birlikte molekiiler biyoloji alaninda bir

devrim yasanmistir.

Real-time PCR teknigi sayesinde; DNA’nin dizi analizi, DNA haritalamasi, insan
genom projesindeki arastirmalar, genetik hastaliklarin teshisi ve tiimor hiicrelerinin ilaglara
kars1 direnglerinin saptanmasi, adli 6rneklerin genetik tiplendirilmesi, kemoterapi taramalari,
timor evrelerinin molekiiler tespiti ve evrim c¢aligmalarina (dogadaki gesitli canli tiirlerinin
tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi) kadar uzanan c¢ok farkli alanda
kullanilmaktadir (26, 41). Bugiin piyasada en yaygin kullanilan Real-Time sistemleri; ABI
Prism 7700 (Applied Biosystems, USA), Light Cycler (Roche), Icycler (BioRad) ve Rotor-
Gene Q (QIAGEN) cihazlardir.

2.5.2 Real Time PCR’1n genel kullamim alanlari

o Gen ifadesi (ekspresyonu) miktarinin belirlenmesi
o Viral miktarin belirlenmesi

o Patojenlerin tespiti

o DNA hasar1 (mikrosatellit kararsizlig1) tespiti

o Metilasyon tespiti

. Kemik iligi transfer (KiT) sonras1 kimerizmin izlenmesi
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. Kemik iligi transfer (KiT) sonrasi minimal rezidiiel hastalik (MRD )
izlenmesi

o Genotipleme —erime egrisi (melting-curve) analizi

o Anne kanindan tek hiicreden dogum 6ncesi (prenatal) tani

o Hemoglobinopatilerin prenatal tanisi

2.5.3 Real Time PCR avantajlar

J Klasik PCR’da plato fazi yani son nokta degerlendirebilirken, Real-

Time PCR’da ekponansiyel (biiyiime) fazinda veri gézlemlenebilir.

o Floresan sinyalinin giicii dogrudan ¢ogaltilan iiriin miktari ile
orantilidir.

° Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma islemi, hem de ¢ogaltilan iiriinlerin
tesbiti yapilabilir.

o Standart klasik PCR yontemlerinden 1000 kat daha az DNA/ RNA ile

calisilabilir.
o PCR sonrasi elektroforez gerektirmez.
o Nitel ve nicel degisimi belirleyebilme hassasiyeti vardir.
. Calisma ve degerlendirme ayni tiipte ve tiip agilmadan test

tamamlandigi i¢in kontaminasyon riski azdir.
o PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek reaksiyona miidahale edilebilir.

o Gen kopya iiriinleri sayisal degerlere dontistiiriilerek olgiilebilir.

2.5.4 Real-Time PCR’da kullanilan prob sistemleri ve boyalari

. Ozgiin Floresan Isaretli Problar
o FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
o TagMan
o Molecular Beacons
o Scorpion Primerleri

o Hibridizasyon Problari
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. Ozgiin Olmayan Floresan Isaretli Problar
o Syber Green |
o Etidyum Bromiir

2.5.5 SYBR Green I boyasina dayal Real-Time PCR sistemleri

Higuchi ve ark. 1992 yilinda ilk defa SYBR Green I boyasini kullanarak Real-Time
PCR amplifikasyonunu gergeklestirmislerdir. Ozgiin olmayan floresanla isaretli etidyum
bromiir problarina kiyasla SYBR Green I boyasi daha az toksik, daha spesifik ve en az 10 kat
daha duyarli oldugu bildirilmistir (43).

SYBR Green I boyasi ¢ift sarmalli DNA (dsDNA)’ya baglanirken, tek sarmal DNA
(ssDNA)’ya baglanmamaktadir. Bu 6zelliginden dolayr boyanin 1ginimi (eksitasyon 254 ve
488 nm, emisyonu 560nm) ortalama 800 ile 100 kat artar. PCR bagladiginda yeni sentezlenen
DNA miktarinin artmasi floresan sinyalinin de artmasina sebep olur (Sekil 6). SYBR Green |
tabanli PCR sistemlerin en biiyilk dezavantaji boyanin spesifik olmayan DNA’ya da
baglanmasidir. Bu nedenle bir PCR reaksiyonunda bulunan biitiin dsDNA molekiillerinin
yaninda spesifik olmayan PCR fdiriinleri ve primer-dimer gibi yapilarin miktar1 da

Ol¢iilmektedir. Bu sorunu gidermek i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilir..

I. SYBR Green
2 ;\‘ . \ Y ' h N
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Sekil 7: Floresan isaretli problarin baglanma sekilleri (43).
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2.5.6 Real-time PCR’da iiriin miktarimi saptanmasi

Real-time PCR’da amplifikasyon sonucunda elde edilen iiriin miktarinin saptanmasi
mutlak (absoliit) ve goreceli (rolatif) yontemle yapilabilir. Mutlak kantitasyonda ilgili tiriiniin
PCR sinyali bir standart egri ile kiyaslanarak hesaplanir. Goreceli kantitasyonada ise ilgili
triiniin PCR sinyali bir referans (kalibrator) ya da tek gen kopya denilen sabit bir {iriiniin
sinyali ile kiyaslanarak hesaplanir. Dolayisiyla goreceli kantitasyon analizi kisaltilmig mutlak
kantitasyon yontemi olup, sonuglarin degerlendirilmesi karsilastirmali Ct (AACt) metoduna

gore hesaplanir. Bu metot ayn1 zamanda 2-AACT metot olarak da adlandirilir.

2.5.7 Goreceli kantitasyon hesaplamalari ve karsilastirmah Ct (AACt) metodu

Real-Time PCR amplifikasyonu sirasinda ti¢ ayr1 faz goriilmektedir. Birinci faz birkag
dongii siiren ve saptanabilir oranda iiriiniin olusmadig1 arka plan fazidir. ikinci faz iislii
cogalma (logaritmik) fazidir ve iirin miktarinin saptanabilir en alt diizeye gelmesiyle baslar.
Bu fazda iiriinler logaritmik sekilde ¢ogalirlar. Uciincii faz ise plato fazidir. Plato fazda iiriin
miktarinin saptanabildigi en yiiksek seviyedir. Bu asamadan sonra iriin ¢ogalmasi artik
logaritmik ¢ogalmadan lineer ¢ogalmaya geger. Cogalmanin lineer hale gegmesinin nedeni;
reaksiyon ortaminda enzim, primer ve niikleotitlerin tiilkenmis olmasi, lriinlerin birbiriyle
eslesmesi, yiiksek sicaklik nedeniyle hidroliz ve ekzoniikleaz aktivitesinin kaybedilmesinden

kaynaklamaktadir.

Real-Time PCR amplifikasyon kinetiginde iiriiniin logaritmik ¢ogalma asagidaki

denkleme gore hesaplanir

Tn=To(E)n

T, n dongiisiinde hedef dizinin ulagtigi miktari, Ty hedefin ilk bastaki miktarini ve E

amplifikasyon etkinligini gostermektedir.

PCR etkinligi en az 1, en fazla 2 olabilir. Etkinlik 2 oldugunda her dongiide iiriinlerin
iki katina ¢iktig1 anlagilir. Kisa {iriin veren reaksiyonlarda etkinlik 2’ye yaklasir. Etkinlik 1°e
yaklastikca dongiilerde hig iiriin artis1 olmadigi dolayisiyla amplifikasyon olmadigi anlasilir,

Ayrica uzun iiriinlerde etkinlik diiser.
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1/egi

E=(10 — —1)x 100

Real-time PCR’da her dongili sonunda floresan 6l¢iim yapildigindan PCR dongiileri
tamamladiginda amplifikasyonun log fazinin da belirlenmesi kolay olur. Log fazi sirasinda
reaksiyonun basindaki kalip DNA sayisinin logl0 degeri ile {iriinlerin belli bir esik degerini
astig1 dongli sayisi arasinda dogrusal bir iligski vardir. Hedef DNA miktarini bilinen standartlar

caligilarak bu dogrusal iliski yardimiyla “standart egri” ¢izilir.

Esik deger, baslangicta farkli sayida hedef dizi igeren amplifikasyonlarin hepsinin ayni
saylda iirlin i¢erdigi noktadir. Buna bagli olarak baslangicta az sayida hedef DNA igerenler
daha ¢ok dongii ile esik degere ulasirken, daha ¢ok sayida hedef icerenler ise daha az
dongiiyle esik degere ulasirlar.

K =To(E)Ct

Eger esik degerdeki PCR firiin sayisina K ve ulagsmak i¢in gereken dongii sayist Ct
olarak gosterilirse yukaridaki denklem uygulanir. Bunun dogrusal denklemi ise asagidaki
gibidir.

logK = 1ogTO + Ct*logE

Baslangigtaki hedef DNA miktar1 (To) bilindiginden ve esik degere ulagmak i¢in gegen
dongii sayisi (Ct) olgiildiigiinden denklem asagida gosterildigi sekilde yazabilir.

Ct = - (1/logE)*log TO + (logK/logE)

Bu denklem standart egri denklemidir. Yatay eksen; baslangigtaki hedef DNA
miktariin logaritmasi, dikey eksen ise; esik degerin asildigi dongii sayisidir. Egrinin egimi
PCR etkinligini gostermektedir. Standartlarla ¢izilen bu egri lizerindeki pozisyonuna gore

bilinmeyen bir 6rnekte baslangigtaki hedef DNA miktar1 saptanabilir (42).
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2.6 Telomer uzunlugunun o6l¢iilmesi

Bu giine kadar insanlarda telomer uzunluklarini 6lgmek icin bir¢cok farkli yontem
kullanilmigtir. Biitiin yontemlerin temeli insanlarin ger¢ek yasi ile telomer uzunluklari
arasindaki baglantiya dayanmaktadir. Telomer uzunluklarini 6lgmek i¢in en sik kullanilan iki

yontem asagida ayrintili olarak anlatilmistir.

2.6.1 Telomer uzunlugunun ol¢iilmesinde Sonlandirici Enzim Kesim (Terminal

Restriksiyon fragman, TRF) analizinin kullanilmasi

Insan telomer uzunlugunu 6lgmek icin kullanilan en eski yontem Sonlandirict Enzim
Kesimi (Terminal Restriksiyon Fragman, TRF) analizidir. Bu yontemde DNA’y1 kesen ve
telomer segmentlerinin (fragmanlarini) kesilmesini engelleyen 6zel segilmis enzimler
kullanilmaktadir. Enzim kesimi sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin ayrimi ise jel
elektroforezi ile yapilir. Jel elektroforezi ile ayrilan DNA pargaciklar1 6zel membrana aktarilir
(blotting). Membrandaki firlinler hibridizasyon yontemi ile bir probla isaretlenerek

goriintiilenir (2, 31, 34).

Bu yontemde kullanilan enziminin kesim bolgesine bagli olarak TRF uzunluklari
degisebilir ve tahmini telomer uzunluklar1 % 5 kadar ger¢ek uzunlugundan sapma gosterebilir
(34). Ayrica kullanilan enzime bagli olarak kesilen bolgeler subtelomerik bolgeleri de
icerebilir. Bundan dolay1 elde edilen sonuglarin ger¢ek telomer uzunluklarini temsil edip
etmedigi sorgulanabilir. Buna ek olarak, TRF yonteminde hatali (artefakt) oto-radyolojik
lekeler olusabilir, bu da degerlendirmede hatalara neden olur (13, 34). Ayrica elde edilen
uzunluk farkliliklar1 enzim kesimi ile elde edilen kromozomlarin telomerik ve subtelomerik
bolgelerdeki polimorfizmlerinin varligina baglh olabilir. TRF yonteminin en biiylk
dezavantajlardan biri de yiiksek miktarda DNA gerektirmesi ve ¢alismanin ¢ok uzun
siirmesidir. Ustelik olay yerinde bulunan 6rneklerin DNA miktarlar1 ¢ogunlukla azdir.

Bundan dolayi adli 6rneklerin TRF yontemi ile analiz edilmesi uygun degildir (13, 31, 34).
2.6.2 Telomer uzunlugunun él¢mesinde Real-Time PCR’mn kullanilmasi

Telomerlerin Ol¢limiinii saglayan Real Time PCR yontemi ilk olarak Cawthon
tarafindan 2002 yilinda gelistirilmistir. Bu yontemle ¢ok daha kisa siirede ve 35 nano gram
(ng) gibi diisiik miktardaki DNA 6rneklerinin analizi yapabilmektedir (34). Ilk kez Cawthon

tarafindan sentezlenen primerler, insan telomer bdlgesine Ozgiin olup primer-dimer
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olugsmasini engelleyecek Ozelliktedir. Primerlerin ¢ogalma bdlgeleri ise ayrintili olarak sekil

Bu primerler ile sadece telomerik (TTAGGG) tekrarlar gogalirken,

8’te gosterilmistir.

subtelomerik bolgelerin ¢ogalmasi engellenmektedir (13, 34).
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Her Real Time PCR c¢alismasinda oldugu gibi bu calismada da DNA miktarinin
Olglilmesi ancak bir referans ile kiyaslanarak yapilmaktadir. Segilecek referans her zaman
sabit miktarda ve tek gen kopyast (single gene copy) olmasi gerekir (1). Cawthon
caligmasinda tek gen kopyasi olarak 12. kromozomda yer alan ve asidik ribozomal
fosfoproteini PO kodlayan 36B4 geni kullanmistir. Ayrica bu bolgenin amplifikasyonunu
kontrol etmek i¢in pozitif kontrol olarak 11. kromozomun kisa kolunda bulunan hemoglobin

beta zincirini kodlayan beta-globin (B-globin) geni kullanilmistir.

Cawthon, 6l¢iim yapmadan 6nce standart egrileri belirlemistir. Standart DNA egrisini,
referans DNA icerigi 1/3 oraninda ardisik seyrelterek elde etmistir. Bu standart egriler hem
heksamerik telomer tekrart hem de 36B4 geni igin yapmis ve ¢aligmalarini bu standart egrilere
gore degerlendirmistir. B-globin primerlerini ise hem optimizasyon i¢in hem de tiim
primerlerin ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek igin kullanmistir. Cawthon, elde ettigi
sonuglarin once esik-deger dongii (cycle threshold, Ct) noktasini belirlemistir. Ct degeri log
fazina gegen ve amplifikasyonda 6lgiilebilen en diisiik floresan degeri olarak tanimlanmistir
(34). Ct degerlerini real time PCR sonucunda her bir 6rnekte hem heksamerik telomer tekrari

hem de 36B4 geni i¢in belirlemistir.

PCR dongiisiinde iiriin ortalama iki kat artmaktadir. Bu oran asagidaki denklem ile

hesaplanir.

2Ct (telomer)
_ ~»—ACE
2Ct(36B4) =2

Cawthon her 6rnek i¢in ACt degeri hesaplamis ve daha sonra elde ettigi tiim degerleri
karsilagtirmali Ct (AACt) yontemine gore kiyaslamistir. Bu yontemde kullanilan denklem

asagida gosterilmistir.

2—(.&6::1—&0:2) — Z—A.ﬁ.cr
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Yukaridaki denkleme goére kalibratorden (K562 Yiiksek Molekiiler Agirlikli DNA,
Promega) ve orneklerden elde ettigi sonuglari degerlendirmistir. Ayrica, katilimeilarin farkli
ornekleriyle de kiyaslamistir. Bu hesaplamalarla elde ettigi degerleri telomerin heksamerik

tekrar miktarini belirlemis ve AACt rolatif (goreceli) telomer uzunlugunu tanimlamastir. (34).

2.7 listatistiksel analiz

2.7.1 Ki-Kare dagilim

Ki—Kare dagilimi ilk olarak 1900’lii yillarda Pearson tarafindan ortaya atilmistir (32).
Bu yontemde gozlenen degerler ile beklenen degerler kiyaslanir. Farkli kategori, nesne, denek
veya sayisal degerler ile ilgilenir (33). Ki-Kare dagilimi; uygunluk, bagimsizlik, ¢esitlilik ve
homojen gruplarin testinde oldukga sik kullanilir (32). Ki—Kare; aritmetik ortalamasi sifir ve
varyansi bir olan normal boliinmeli bir ana kiitleden her biri digerinden bagimsiz olarak

se¢ilen n birimli bir 6rnekleme ait degerlerin karelerinin toplamidir (32). Yani, Zi,i=1, ...

n tane bagimsiz standart normal dagihm i¢in Z%,Z%, Z § Z2 toplanu ile, n serbestlik derecesi Ki-

Kare dagilimdir (44, 45, 46).

=

o=

Bt
&

N

1=1

Ki—Kare; iki veya daha fazla veri seti arasinda 6nemli bir farkin olup olmadigini

belirlemek i¢in arastirmacinin kullanabilecegi bir istatistiki analiz yontemidir (46).
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2.7.2 Ki-Kare uygunluk testi

Uygunluk testi belli bir hipoteze uygunluk ve ihtimal dagilimlaria uygunluk testi
olarak iki kisimda incelenmektedir. Belirli bir hipoteze uygunluk testinde; gozlenen
frekanslarin (o) i, belli bir hipoteze gore beklenen frekanslara (e ) i uygun olup olmadig:

arastirilir. Ki-kare asagidaki denkleme gore hesaplanir (46).

}:2 _ i (Gj _ei)2

i=1 €,

1
2.7.3 Kolmogorov-Simirnov testi

Bu test, Kolmogorov tarafindan 1933 yilinda x 2 uygunluk testlerine alternatif olarak
Onerilmistir. 1939 yilinda ise bir Rus matematikg¢isi olan Simirnov tarafindan iki bagimsiz
ornek i¢in uyum testi gelistirmistir. Kolmogorov ve Simirnov testi benzerlik nedeniyle

uygulamada, Kolmogorov— Simirnov uygunluk testleri olarak da bilinirler.

¥ 2 testinin uygulanabilmesi ic¢in beklenen frekanslarin 5’den biiyiikk olmasi istenir.
Oysa Kolmogorov-Simirnov testinde beklenen frekanslar i¢in bir alt limit s6z konusu degildir.
Kolmogorov-Simirnov testi boyle bir kosula dayanmadigi i¢in kolayca uygulanabilmektedir
(44, 45, 46).

2.7.4 Belirtme katsayisi R?

Tahmin edilen dogrusal regresyon denkleminin 6rnekleme uygun olup olmadigini
belirlemek i¢in uygulanan istatistiksel yontemdir. Bu test ya belirtme katsayis1 R? (R-kare) ya

da F-sinama seklinde uygulanr.

Belirtme katsayis1 R? (R-kare) asagidaki formiil ile hesaplanir ve 1-toplam hatalar

karesi ile tiim toplam kareler orani olarak tanimlanir.

SSerr

R =1-
SStot
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SSerr toplam hatalar karesini, SSy tiim toplam kareleri ifade etmektedir. Istatistiksel
analizde R-kare degeri bulunur. Bu deger 0 ile 1 arasinda olmalidir. R? degeri sifirdan

uzaklastikca modelin iyi uyum sagladigi kanaatine varilir (44, 45).

2.7.5 Basit dogrusal regresyon analizi

Basit Dogrusal regresyon analizinde, Y bagimli (cevap, sonug) ve X bagimsiz
(belirleyici) olmak tizere iki degisken arasindaki sebep-sonug iliskisini dogrusal bir model
olarak ortaya koyan bir yontemdir. Basit Dogrusal regresyon analizinde iki degisken

arasindaki neden sonug iliskisi;
Yi=a+Pxite

seklinde bir denklem ile ifade edilir. Bu model Y’nin degisiminin X tarafindan ne kadar

belirlendigini ve Y nin tahmin edilmesini saglar.

Basit Dogrusal regresyon modelinde kesisme noktas: (crossing point), bagimli
degisken ve konsantrasyon degerleri logl0 tabanina doniistiiriilerek ve bagimsiz degisken
olarak belirtilmistir (46). Hedef gen i¢in kesisme noktasi degeri ile logaritmik dondistiiriilmiis
konsantrasyon degerleri arasindaki iliskiyi gosteren basit dogrusal regresyon modeli asagidaki

denklem ile ifade edilir.
Y=a+ bX

Burada; Y: Bagimhi degisken, kesisme nokta (crossing point) degerlerini; X: Bagimsiz
degisken, logaritmik doniistiiriilmiis konsantrasyon degerlerini; a: X=0 oldugunda bagimli

degiskenin alacagi degeri (kesim noktasi) ve b: Regresyon katsayisini gostermektedir (45, 56).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tezde calismaya onay veren, sagliklt ve yaslar1 19 ile 46 arasinda degisen 50
kisinin periferik kan ve agiz i¢i siiriintii 6rnekleri kullanilmigtir. Ayni bireyin dokularindaki
telomer uzunluklarinin farklilik gostermesinden otiirii iki farkli dokuda analiz yapilarak
sonuglar kiyaslanmistir. Ormekler Ocak ay1 2012 yilinda saglik personelinden toplandi ve ilk
asamada DNA izolasyonu, ikinci asamada Real Time PCR ile analizi, tiglincii asamada elde
edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi yapildi. Son asamada ise kisilerin gercek

yaglar1 ile bulunan degerler kiyaslanarak degerlenendirildi.

Bu c¢alisma Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda ve Memorial Hastanesine bagli genetik béliimiinde yapildi. Ornekler s6z

konusu hastanede bulunan Real Time PCR cihazinda yiiriitillerek analiz edildi.

3.1 Cahsmada kullamlan kimyasallar ve cihazlar

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda ve
Memorial Hastanesine bagli genetik boliimiinde bulunan ve kullanilan cihaz, malzeme ve

kitlerin listesi asagida ayrintili sekilde verilmistir.

. Real Time PCR cihazi (Corbett Rotor Gene 6000)
o PCR cihazi (GeneAmp PCR System 9700)

. Otoklav (Niive OT 4060)

o Vorteks (Nejat Coskuner)

. Etiiv (Niive EN 500) -

. Mikrosantrifiij (Heraus Biofuge 15)

. Su Isiticisi

o Termomikser (Eppendorf)
o Derin Dondurucu

o Buzdolab1

o Spektrofotometre (Epoch Biotek)

o PAGE elektroforez diizenegi (Mini-Protean® tetra cell, Bio-Rad)

. Otomatik Pipet Seti (Eppendorf) (0,1ul-2,5 pl, 2 pl-20 pl, 10 ul-100ul, 100 pl-
1000ul)



o Pudrasiz eldiven

. 2 ml’lik EDTA’I1 tiip (kan alinimi igin)

o Firgali svap

o BuccalAmp™ DNA izolasyon kiti (Epicentre)

. Mini QIAamp® DNA izolasyon kiti (Qiagen)

. GelRed nukleik asid boyama ¢ozeltisi (Biotium)

. Akrilamid/Bis ™ 19:1 (Amresco)

o Tetramethylethylenediamine (TEMED, Amresco)
o Amonium Persulfate (APS, Amresco)

. 1,5 mI’lik Ependorf tiip

o 0.1-10 pul’lik filtreli pipet ucu

o 1-20 pl’lik filtreli pipet ucu

o 200 pl’lik filtreli pipet ucu

. 1000 ul’lik filtreli pipet ucu

o 0.2 mI’lik optik PCR tiipii (Bio-Rad)

o 0,2 ml Strip tiipii (Bio-Rad)

. K562 Yiiksek Molekiiler Agirlikli DNA (Promega)
o Rotor-Gene® SYBR Green ® PCR kit (Qiagen)

o 150 Mer 6 adet Primer ( HPLC Grade)

3.1.1 Cahsma plani

Deneyler asagida belirtilen siraya gore yapilds;

o DNA o6rneklerinin toplanmasi

. Orneklerin DNA izolasyonu

. DNA orneklerinin kalitesi ve miktarinin belirlenmesi
o Primerlerin hazirlanmasi

o PCR optimizasyonu

. Standart egrinin olusturulmasi

. Tiim 6rneklerin Real Time PCR ¢alismasi

o Real Time PCR sonuglariin degerlendirilmesi

. Sonuglarin karsilagtirmali Ct degerlendirmesi

31



32
. Istatistiksel degerlendirme

Calisma sirasinda kontaminasyon riskini onlemek icin tek kullanimlik eldiven, bone

ve maske kullanildi.

3.2 DNA orneklerinin toplanmasi

Bu c¢alismaya goniillii katilmay1 kabul eden her iki cinsiyetten yaslar1 19 ile 46
arasinda, 29 kadin ve 21 erkekten olusan toplam 50 Kkisinin Ornekleri kullanildi.
Bilgilendirilmis olur formunu (Ek 3.) imzalayan katilimcilardan hem kan hem de agiz igi
siiriintii (buccal swab) 6rnekleri alindi. Ornekleri alman kisilerin listesi olusturularak kod ve

sira numarasi verildi.

3.3 Orneklerden DNA izolasyonu

Kan o6rneklerinin DNA izolasyonu Mini QIAamp® DNA izolasyon kiti (Qiagen) ile,
ag1z ici siiriintii 6rneklerinin DNA izolasyonu ise BuccalAmp™ (Epicentre) kit kullanilarak

yapild1. Kitlere ait prosediirler Ek 1’de verilmistir.

3.4  DNA miktarmin ve safliginin 6l¢iilmesi

Orneklerden DNA izole edildikten sonra optimizasyon i¢in DNA 6rneklerinin safligmin
ve miktarinin bilinmesi gerekir. DNA miktar1 ve safligi i¢in izolatlar hem PAGE elektroforezinde
yuriitiildiic hem de spektrofotometrede 6lgiimii yapildi. PAGE elektoforez protokdlii Ek 2’de
verilmistir. DNA izolatlar1 PAGE jel elektroforezinde %8’lik jelde 250 V ve 40 dakika yiiriitiildd.
Elektroforezden sonra jel GelRed nukleik asid boyama ¢ozeltisiyle 10 dk. boyandi ve MiniBIS
DNR Bio-imaging Systems GelCapture progran kullanilarak DNA bantlar1 goriintiilendi.

DNA o6rnekler UV spektrofotometre Epoch Biotek cihazinda 260 nm (DNA ig¢in) ve 280
nm (protein i¢gin) dalga boylarinda absorbans degerleri ol¢iildii. Analiz ise Gene5 version 1.10.8

programinda yapildi.
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3.5 Primerlerin hazirlanmasi

Bu ¢alisma i¢in toplam 6 adet primer sentezlettirildi. Liyofilize halde sentezlenmis
primerlerden 100 uM stok ¢6zelti hazirlamak igin kullanilan primer dizileri, primer miktarlari

ve eklenen Tris-EDTA (TE) miktarlar1 Tablo 1’te gésterilmistir.

PCR asamasinda kullanilmak tizere hazirlanan primer ana stoklardan 20 uM’lik primer

¢ozeltileri hazirland: ve -20 °C’de saklandi.

Tablo 1. PCR’da kullanilan Primer dizileri ve 100 uM’lik stok ¢ozeltinin hazirlanmasi

Primerin Primer Dizisi Baz Miktar1 Eklenen
ada sayisi (nmol) TE (ul)
TelF 5°-CGG TTT GTT TGG GTT
(lerd) TGG GTT TGG GTT TGG 39 13.8 138
Telomer GTTTGG GTT-3’
bolgesi
primerleri Tel-R 5>-CGGTTTGTTTGG GTT
(Gerl) TGG GTT TGG GTT TGG 39 10.2 102
GTT TGG GTT-3’
36B4-F 5°- CAG CAA GTG GGA
“opa (ileri) AGG TGT AAT CC -3’ 23 44.0 440
bolgesi
primerleri | oen4 R | 5°-CCC ATT CTA TCA TCA - 233 233
(Geri) ACG GGT ACA A- 3’ :
B-globin-F | 5’- GCT TCT GAC CAC ACT
sglopin | (e TGT TTC ACT AGC-3’ 21 21.9 219
bolgesi
primerleri | . lobin-F | 5’- CAC CAA CTT CAT CCA ’3 453 458
(Geri) CGTTCACC-3’ :

3.6 PCR optimizasyonu

Bu calisma i¢in 6zel olarak sentezlettirilen primerlerin etkin ¢alisip ¢alismadigini
kontrol etmek icin toplam 25 pl hacimli PCR reaksiyonu Tablo2’de gosterildigi gibi
hazirlandi. Telomer icin Tel-F ve Tel-R, 36B4 i¢in 36B4-F ve 36B4-R ve B-globin bolgesi
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icin B-globin-F ve B-globin-R primerleri kullanilarak , her bolge igin 4’er adet olmak iizere
toplamda 12 adet PCR yapildi.

Tablo 2. Rotor-Gene® SYBR Green ® PCR bilesenleri

PCR bilesenleri Eklenen hacimler (ul ) /reaksiyon
2 X Rotor-Gene ®SYBR Green
12.50 pl
® PCR Master Mix
F primeri (20 pM) 2.50 pul
R primeri (20 pM) 2.50 ul
DNA 2.-5.ul
Distile su 25ul’ye tamamlandi

PCR karigimlart hazirlandiktan sonra kisa siire santrifiij yapilarak GeneAmp 9700
PCR cihazina yerlestirildi ve Tablo 3 de verilen dongii programa uygun sekilde PCR yapildu.

Tablo 3. PCR dongii programi

Sicaklik Zaman (saniye) Dongii sayisi

flk denatiirasyon 95 °C 300 1
Denatiirasyon 95 °C 5
50
Baglanma ve 60 °C 10
Uzama
Bekletme 4°C 00

PCR iiriinleri 200 V’de %8’lik PAGE elektroforezinde yiiriitilerek PCR’da ¢ogalma
olup olmadig1 (amplifikasyon) kontrol edildi.
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3.7  Standart egrinin olusturulmasi

Standart egrisini olusturmak i¢in K562 Yiiksek Molekiiler Agirlikli DNA ‘nin Tablo
4’te gosterildigi gibi, distile su ile 1/3 seri sulandirmalar yapildi. Farkli konsantrasyonlarda
toplam 8 adet standart DNA elde edildi.

Seyreltilen 8 adet K562 DNA o6rnegi, hem telomer hem de 36B4 gen bdélgelerini
cogaltan primerler ile Corbett Rotor Gene 6000 Real Time cihazinda PCR yapildi. Kullanilan
K562 DNA orneklerinin konsantrasyonlari Tablo 4’ te gosterilmektedir. PCR reaksiyon
bilesenleri ve dongii programi Tablo 2 ve Tablo 3’e¢ uygun sekilde yapildi. Rotor-Gene
ScreenClust HRM Software® analiz programinda telomer ve 36B4 icin standart egrisi

olusturuldu.

Tablo 4. K562 Yiiksek Molekiiler Agirlikli DNA ‘nin seyreltme faktorii tablosu

K562 DNA standart
Seyreltme Faktorii

konsantrasyonu ng/ul

3X 50.0
3X 16.7
3X 5.56
3X 1.85
3X 0.62
3X 0.21
3X 0.068
3X 0.023
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3.8  Tiim 6rneklerin Real-Time PCR calismasi

Izole edilen tiim DNA 6rneklerinin hem telomer hem de referans 36B4 gen bdlgesini
cogaltan primerler kullanililarak Tablo 2 ve Tablo 3’te belirtilen kosullara uygun sekilde
Corbett Rotor Gene 6000 cihazinda PCR yapildi. Cihazin déngii parametreleri Sekil 8’de
gosterilmektedir. Calismada saglikli ve gergekei degerler elde etmek igin her 6rnek igin tiger

adet (triplet) PCR yapildi. Ayrica her bir ¢alisma setinde negatif kontrol (distile su) kullanildi.

Corbett Rotor Gene 6000 PCR cihazinda 72’lik rotor kullanildigindan her bir sette 72
PCR reaksiyonu ¢alisildi. Dolayisiyla her PCR ¢alismasinda 23 DNA 6rnegi (her bir 6rnek
icin tliger adet PCR) ve 1 negatif kontrol kullanildi. Tiim 6rnekler Rotor-Gene ScreenClust
HRM Software ® ile analiz edildi.

LT x||
. U H o

Ll Cpen Seve ks | Help
T rum vell gk apgeosamabely 54 marwiels] to comolete: The graph belows meguresents the nn b be perkormed

] e

Chick o & cychs balow io modily

Hokd rpent e I

] Ingest bedione I
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Sekil 9: Corbett Rotor Gene 6000 cihazinda iki adimli PCR programinin ayarlanmasi
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3.9 Real-Time PCR sonuclarinin degerlendirilmesi

Real-Time PCR’dan elde edilen sonuglar Rotor-Gene ScreenClust HRM®
programinda Ct metodu ile degerlendirildi. Program araciligi ile yiiriitmelerin basarili olup
olmadigint anlamak icin her Ornegin Ct degeri saptandi. Sonu¢ alinamayan Orneklerde
caligmalar tekrar edildi. Verileri farkli parametrelere gore degerlendirebilmek icin bir veri

tabani olusturuldu.

3.10 Sonuclarin karsilastirmah Ct degerlendirmesi

Calisilan tiim orneklerden ve kalibratorden (K562) elde edilen Ct degerlerinden bir
veri tablosu olusturuldu. Veri tablosunda her 6rnegin, kodu, telomer ve 36B4 bolgesine ait
iicer adet sonucu ve ayn1 bolgeler icin kalibratérden elde edilen degerler yazildi. Daha sonra
triplet (tiglii) 6rneklerin standart sapmalari belirlendi ve bu degerler lizerinde Cawthon ve

Hewakapuge’in metotlarinda kullandiklar1 denklemlere gére hesaplamalar yapildi (1,34).

Cawthon’nun metodunda ACt degerleri ve bu degerlere bagli AACt degerleri asagida
verilen denklemlere gore hesaplandi. Ayni bireye ait tiikiirik ve kan 6rneklerine ait telomer

uzunluk farklar: belirlendi.

2 Ct (telomer)\ ~— 1
- — 9—ACt
( 2Ct(36B4) ) .

2—(&Ct1—ACt2) — 2—&,&(:::

Ayrica, tiim orneklerin Ct degerleri Hewakapuge’nin asagida verilen denklemine gore

de analiz edildi.

Ct (telomer)

Ct (36B4) Ornek

Ct (telomer)
Ct (36B4)

= Rolatif Telomer Uzunlugu
Kalibrator

Elde edilen AACt ve rolatif telomer uzunluk degerleri 6rneklerin gergek yaslari ile

karsilastirildi. Karsilagtirma sonucu elde edilen verilerden grafikler olusturuldu.
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3.11 [Istatistiksel degerlendirme

Karsilastirmadan elde edilen sonuglarin istatistiki degerlendirmeleri yapilarak kan ve
agiz i¢i svap Orneklerine ait yas tahmini ile ilgili regresyon analizi yapildi. Her Ornekte
yapilan Uglii tekrar sonuglart birbirleri ile kiyaslandi. Ayni kisiye ait kan ve agiz i¢i svap
orneklerinden elde edilen sonuglar, kisilerin gergek yaslariyla karsilastirildi. Microsoft Excel

programi kullanilarak istatistiksel uygunluk testleri yapildi ve R? degerleri belirlendi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada 50 goniilliiden alinan kan ve agiz i¢i siiriintii (tiikiiriik) 6rneklerinden
elde edilen DNA orneklere oOzgiin primerleri kullanarak Real-Time PCR yapildi.

Telomerlerden elde edilen baglant1 degerleri ile kisilerin ger¢ek yaslar1 kiyaslandi

Kan ve agiz i¢i siiriinti orneklerinin DNA izolatlar1 %8’lik Poliakrilamid jel
elektroforezinde (PAGE) yiiriitiildii. Elde edilen sonuglar Sekil 10 ve 11’de gosterilmektedir.

Ayrica ortalama DNA konsantrasyonlari da Tablo 5’ te verilmistir.

Tablo 5. Kan ve agiz i¢i siirlintii 6rneklerinden elde edilen en diisiikk ve en yiikksek DNA
miktarlart

Ornek tipi DNA Konsantrasyonlar: (ng/ul)
Kan 40-85
Agi1z i¢i slirlintii 15-30

DNA oOrnekleri

u L [ ’,l: W
| 1 | |

1000 be

Sekil 10: Kandan izole edilen DNA’larin %8’lik PAGE goriintiisii
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DNA oOrnekleri

cﬁh‘.‘"ilﬂmlf

1000 bg —> ‘

Sekil 11: Agiz i¢i siiriintii drneklerinden izole edilen DNA’larin  %8’lik PAGE
goruntusu

Boliim 3.6’da anlatildig: sekilde yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin
telomer bolgesi i¢in 500 bg, 36B4 ve B-globin bolgesi i¢in 74 bg olarak belirlendi. PCR

tirtinlerine ait PAGE elektroforez sonuglari Sekil 12°de gosterilmistir.
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Telomer bolgesi 36B4 bolgesi B-globin bolgesi
500 bg 74 be 74 be

500 bg
150 bg
100 be

50 bg

Sekil 12: PCR optimizasyonu sonucu elde edilen iirlinlerinin %8’lik PAGE goriintiisii

Tablo 4’te gosterildigi sekilde farkli konsantrasyonlarda (50ng/pl - 0.023 ng/ul)
hazirlanan K562 Yiiksek Molekiiler Agirlikli DNA’nin Rotor-Gene ScreenClust HRM
Software ® programinda analizi soncunda telomer ve 36B4 bolgesi igin elde edilen standart

egri sirastyla Sekil 13’te ve Sekil 14°te gosterilmistir.
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Standard Curve

Concentration

Sekil 13: Telomer bolgesine ait standart egri

Standard Curve
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Sekil 14: 36B4 bolgesine ait standart egri

Rotor-Gene ScreenClust HRM Software ® analiz programinda telomer bélgesi igin bir
set (23 ornek ve bir adet negatif kontrol) ¢alismasindan elde edilen ham veri grafigi Sekil

15°te ve kantifikasyon (miktar) sonuglar1 Sekil 16°da gosterilmistir.
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Raw Data For Cycling A.Green

Fluorescence

Sekil 15: Bir set ¢alisma sonucu telomer bolgesi i¢in elde edilen Real-Time PCR ham veri

grafigi

Quantitation data for Cycling A.Green

o
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T

o
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Cycle
Sekil 16: Bir set calisma sonucu telomer bolgesi igin elde edilen kantifikasyon sonuglari

Ayn1 sette kullanilan DNA 6rneklerinin 36B4 bolgesini ¢ogaltan primerler kullanarak
elde edilen ham veri grafigi Sekil 17’de ve kantifikasyon (miktar) sonuglar1 Sekil 18’de

gosterilmistir.
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Sekil 17: Bir set ¢alisma sonucu 36B4 bolgesi i¢in elde edilen Real-Time PCR ham veri

grafigi

Quantitation data for Cycling

0,25-

Threshold|
S

35 40 45 50

Cycle

55

Sekil 18: Bir set caligma sonucu 36B4 bolgesi i¢in elde edilen kantifikasyon sonuglari



45

Bu calismaya goniillii katilan 29 kadin ve 21 erkekten olusan toplam 50 kisinin, ger¢ek yas

dagilimi ve cinsiyet dagilimi Sekil 19°da gosterilmistir.

w

Katihimi¥i sayici

=

=

Katilimcilarin yas ve cinsiyet dagilimi

W Bayan

W Erkek

20

34 40

Yas

Sekil 19: Katilimcilarin yas ve cinsiyet dagilimi




Tablo 6. Tim orneklerden elde edilen veri tablosu
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— - — =
s | = B £ _lg€E s -
—_ ; =
5| g | 3 - g = . ls=6708| % £ | <=k
sl &8 | £ cs| s D > Solde|QElsE| 2 5 S3Y|%
= 'S 24 b7 5] ©Q © —_ © 8l 8IFE S = = 595 7T |3
| 2 S = = e e TSCEE8|£EL| £ S = s = |2
v O g © o 4 4 [an] ~ 2l o ~ Q X T L QO < QE)
2191 5 7 = G G g |0s|2e5a| 3 5 CEJ sz
g | © = s |+ 2 25
QO ~—~ T 5
KAN 17,33 17,34 | 17,42 | 0,05 | 17,36 | 43,6 | 43,66 | 43,65 | 43,6 | 43,66 | 43,65 | 002 | 43,64 | 19,7 | 362 | -26.28 -16,52 9,76 0,73
1| K macz | 2
ici 21,26 | 21,41 | 21,41 | 0,09 | 21,36 | 48,55 | 48,58 | 48,53 | 48,55 | 48,58 | 48,53 | 0,03 |4855| 197 | 362 | -27,19 -16,52 10,67 0,81
SVAP
KAN 18,35 18,37 18,32 | 0,03 | 18,35 | 41,7 | 41.67 | 41,69 | 41,7 | 41.67 | 41,69 | 003 [41,71| 197 | 362 | -23,36 -16,52 6,84 0,81
2 | K magz | 8
ici 23,06 | 23,06 | 22,96 | 0,06 | 23,03 | 49,75 | 49,66 | 49,69 | 49,75 | 49,66 | 49,69 | 0,05 | 49,70| 197 | 362 | -26,67 -16,52 10,15 0,85
SVAP
KAN 16,77 | 16,84 | 16,84 | 0,04 | 16,82 | 44,11 | 44,13 | 44,00 | 44,11 | 44,13 | 44,00 | 0,07 | 44,08 | 197 | 362 | -27.26 -16,52 10,74 0,70
3 | B [aciz | 38
ici 22,26 | 22,41 | 22,26 | 0,09 | 22,31 | 49,05 | 49,00 | 48,95 | 49,05 | 49,00 | 48,95 | 0,05 |49,00| 197 | 362 | -26,69 -16,52 10,17 0,84
SVAP
KAN 16,41 | 16,84 | 17,06 | 0,33 | 16,77 | 39,75 | 39,85 | 39,78 | 39,75 | 39,85 | 39,78 | 0,05 39,79 | 19,7 | 362 | -23,02 -16,52 6,50 0,78
4 | E ez | 43
ici 2230 | 22,70 | 22,33 | 0,22 | 22,44 | 49,88 | 49,75 | 49,80 | 49,88 | 49,75 | 49,80 | 0,07 | 49,81 | 197 | 362 | -27,37 -16,52 10,85 0,83
SVAP
KAN 16,03 | 16,17 | 16,17 | 0,08 | 16,12 | 42,55 | 42,63 | 42,53 | 42,55 | 42,63 | 42,53 | 0,05 | 42,57 | 197 | 362 | -26,45 -16,52 9,93 0,70
5| K [Tagz | ¥
ici 21,94 | 22,04 | 22,04 | 0,06 | 22,01 | 47,82 | 47,78 | 47,75 | 47,82 | 47,78 | 47,75 | 0,04 | 47,78 | 19,7 | 362 | -2578 -16,52 9,26 8,85
SVAP
KAN 16,55 | 16,54 | 16,62 | 0,04 | 16,57 | 42,55 | 42,53 | 42,47 | 42,55 | 42,53 | 42,47 | 0,04 |4252| 197 | 362 | -25,95 -16,52 9,43 0,72
6 | K [Tacz | 31
ici 22,97 | 22,84 | 22,97 | 0,08 | 22,93 | 48,53 | 48,61 | 48,47 | 48,53 | 48,61 | 48,47 | 0,07 | 4854 | 19,7 | 362 | -2561 -16,52 9,09 0,87
SVAP
7 | E | KAN | 31 |[159616,10|16,04| 0,07 | 16,03 | 43,71 | 43,60 | 43,67 | 43,71 | 43,60 | 43,67 | 0,06 | 43,66 | 19,7 | 362 | -27.63 -16,52 11,11 0,68
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7 E ici 31 [20,96 21,12 |21,00| 0,08 | 21,03 |47.72 | 47,83 | 47,78 | 47.72 | 47,83 | 47,78 | 0,04 | 47,81 | 19,7 | 36,2 | -26,78 -16,52 10,26 0,81
SVAP
KAN 19,81 | 20,13 | 19,81 | 0,18 | 19,92 | 45,81 | 45,76 | 45,74 | 45,81 | 45,76 | 45,74 | 0,04 | 4577 | 19,7 | 36,2 | -25.85 -16,52 9,33 0,80
8 | K [Tagiz |
ici 20,59 | 20,61 | 20,57 | 0,02 | 20,59 | 48,65 | 48,70 | 48,59 | 48,65 | 48,70 | 48,59 | 0,06 | 48,65 | 19,7 | 36,2 | -28,06 -16,52 11,54 0,78
SVAP
KAN 20,17 | 20,17 | 20,03 | 0,08 | 20,12 | 42.30 | 42,88 | 42,97 | 42.30 | 42,88 | 42,97 | 0,06 | 42,93 | 19,7 | 36,2 | -22,80 -16,52 6,28 0,86
9 | K [Tagz | 20
ici 20,01 | 19,89 | 19,97 | 0,06 | 19,96 | 43,68 | 43,72 | 43,62 | 43,68 | 43,72 | 43,62 | 0,05 | 43,67 | 19,7 | 36,2 | -23,72 -16,52 7,20 0,84
SVAP
KAN 19,88 | 19,92 | 19,88 | 0,02 | 19,89 | 44,48 | 44,30 | 44,36 | 44,48 | 44,30 | 44,36 | 0,09 | 44,38 | 19,7 | 36,2 | -24,49 -16,52 7,97 0,82
10 | K 261z 34
ici 23,00 | 22,94 | 23,08 | 0,07 | 23,01 | 47,42 | 47,36 | 47,38 | 47,42 | 47,36 | 47,38 | 0,03 | 47,39 | 19,7 | 36,2 | -24,38 -16,52 7,86 0,89
SVAP
KAN 18,65 | 18,53 | 18,53 | 0,07 | 18,57 | 40,12 | 40,20 | 40,22 | 40,12 | 40,20 | 40,22 | 0,05 | 40,18 | 19,7 | 36,2 | -21,61 -16,52 5,09 0,85
1 | K [z 29
ici 23,47 | 23,63 | 23,47 | 0,09 | 23,52 | 48,70 | 48,82 | 48,86 | 48,70 | 48,82 | 48,86 | 0,08 | 48,79 | 19,7 | 36,2 | -25.27 -16,52 8,75 0,89
SVAP
KAN 19,69 | 19,69 | 19,69 | 0,00 | 19,69 | 42,39 | 42,31 | 42,39 | 42,39 | 42,31 | 42,39 | 0,05 | 42,36 | 19,7 | 36,2 | -22,67 -16,52 6,15 0,86
12 | K aciz 46
ici 21,34 | 21,24 | 21,34 | 0,06 | 21,31 | 48,40 | 48,52 | 48,49 | 48,40 | 48,52 | 48,49 | 0,06 | 48,47 | 19,7 | 36,2 | -27,16 -16,52 10,64 0,81
SVAP
KAN 18,80 | 18,77 | 18,88 | 0,06 | 18,82 | 41,52 | 41,52 | 41,49 | 41,52 | 41,52 | 41,49 | 0,02 | 41,51 | 19,7 | 36,2 | -22,60 -16,52 6,17 0,83
13| E &7 19
ici 23,31 | 23,26 | 23,31 | 0,03 | 23,29 | 47,42 | 47,50 | 47,49 | 47,42 | 47,50 | 47,49 | 0,04 | 47,47 | 19,7 | 36,2 | -24,18 -16,52 7,66 0,90
SVAP
14 | E KAN 27 |20,11 20,12 | 20,01 | 0,06 | 20,08 | 39,72 | 39,78 | 39,77 | 39,72 | 39,78 | 39,77 | 0,03 | 39,76 | 19,7 | 36,2 | -19,68 -16,52 3,16 0,93
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14 E ici 27 | 25,87 | 25,75| 25,87 | 0,07 | 25,83 | 48,42 | 48,43 | 48,45 | 48,42 | 48,43 | 48,45 | 0,02 | 48,43 | 19,7 | 36,2 -22,60 -16,52 6,08 0,98
SVAP
KAN 20,93 | 20,89 | 21,04 | 0,08 | 20,95 | 40,45 | 40,39 | 40,41 | 40,45 | 40,39 | 40,41 | 0,03 | 40,42 | 19,7 | 36,2 -19,46 -16,52 2,94 0,95
15 K AGIZ 28
ici 24,20 | 24,22 | 24,20 | 0,01 | 24,21 | 47,92 | 47,92 | 47,88 | 47,92 | 47,92 | 47,88 | 0,02 | 47,91 | 19,7 | 36,2 -23,70 -16,52 7,18 0,93
SVAP
KAN 20,19 | 20,32 | 20,19 | 0,08 | 20,23 | 39,64 | 39,66 | 39,61 | 39,64 | 39,66 | 39,61 | 0,03 | 39,64 | 19,7 | 36,2 -19,40 -16,52 2,88 0,94
16 K AGIZ 37
ici 23,03 | 23,03 | 22,99 | 0,02 | 23,02 | 48,31 | 48,29 | 48,30 | 48,31 | 48,29 | 48,30 | 0,01 | 48,30 | 19,7 | 36,2 -25,28 -16,52 8,76 0,88
SVAP
KAN 19,29 | 19,22 | 19,31 | 0,05 | 19,27 | 37,85 | 37,83 | 37,85 | 37,85 | 37,83 | 37,85 | 0,01 | 37,84 | 19,7 | 36,2 -18,57 -16,52 2,05 0,94
17 K AGIZ 25
ici 23,26 | 23,26 | 23,14 | 0,07 | 23,22 | 45,85 | 45,87 | 45,85 | 45,85 | 45,87 | 45,85 | 0,01 | 45,86 | 19,7 | 36,2 -22,64 -16,52 6,12 0,93
SVAP
KAN 20,24 | 20,23 | 20,24 | 0,01 | 20,24 | 37,75 | 37,72 | 37,70 | 37,75 | 37,72 | 37,70 | 0,03 | 37,72 | 19,7 | 36,2 -17,49 -16,52 0,97 0,99
18 K AGIZ 31
ici 25,80 | 25,83 | 25,80 | 0,02 | 25,81 | 48,15 | 48,12 | 48,13 | 48,15 | 48,12 | 48,13 | 0,02 | 48,13 | 19,7 | 36,2 -22,32 -16,52 5,80 0,99
SVAP
KAN 16,59 | 16,47 | 16,46 | 0,07 | 16,51 | 42,15 | 42,17 | 42,15 | 42,15 | 42,17 | 42,15 | 0,01 | 42,16 | 19,7 | 36,2 -25,65 -16,52 9,13 0,72
19 | E x| 22
ici 21,10 | 21,27 | 21,15 | 0,09 | 21,17 | 49,11 | 49,12 | 49,08 | 49,11 | 49,12 | 49,08 | 0,02 | 49,10 | 19,7 | 36,2 -27,93 -16,52 11,41 0,79
SVAP
KAN 16,72 | 16,85 | 16,85 | 0,08 | 16,81 | 42,75 | 42,70 | 42,72 | 42,75 | 42,70 | 42,72 | 0,03 | 42,72 | 19,7 | 36,2 -25,92 -16,52 9,40 0,72
20 K AGIZ 34
ici 22,37 22,32 | 22,34 | 0,03 | 22,34 | 48,75 | 48,77 | 48,77 | 48,75 | 48,77 | 48,77 | 0,01 | 48,76 | 19,7 | 36,2 -26,42 -16,52 9,90 0,84
SVAP
21 K KAN 31 17,23 (17,20 | 17,27 | 0,04 | 17,23 | 38,41 | 38,40 | 38,44 | 38,41 | 38,40 | 38,44 | 0,02 | 38,42 | 19,7 | 36,2 -21,18 -16,52 4,66 0,83
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21 K Ici 31 [24,31]24,23|24,31| 0,05 | 24,28 | 46,55 | 46,48 | 46,50 | 46,55 | 46,48 | 46,50 | 0,04 | 46,51 | 19,7 | 36,2 | -22,23 -16,52 571 0,96
SVAP
KAN 17,73 17,56 | 17,71 | 0,09 | 17,67 | 40,11 | 40,09 | 40,13 | 40,11 | 40,09 | 40,13 | 0,02 | 40,11 | 19,7 | 36,2 -22,44 -16,52 5,92 0,81
22 K AGIZ 32
¢t 23,07 (23,11 | 23,11 | 0,02 | 23,10 | 47,67 | 47,68 | 47,65 | 47,67 | 47,68 | 47,65 | 0,02 | 47,67 | 19,7 | 36,2 | -24,57 -16,52 8,05 0,89
SVAP
KAN 17,06 | 17,03 | 17,13 | 0,05 | 17,07 | 43,58 | 43,60 | 43,59 | 43,58 | 43,60 | 43,59 | 0,01 | 43,59 | 19,7 | 36,2 | -26,52 -16,52 10,00 0,72
23 E AGIZ 32
ict 23,54 | 23,63 | 23,54 | 0,05 | 23,57 | 49,23 | 49,20 | 49,20 | 49,23 | 49,20 | 49,20 | 0,02 | 49,21 | 19,7 | 36,2 | -25,64 -16,52 9,12 0,88
SVAP
KAN 16,93 | 17,03 | 17,02 | 0,06 | 16,99 | 42,58 | 42,56 | 42,55 | 42,58 | 42,56 | 42,55 | 0,02 | 42,56 | 19,7 | 36,2 -25,57 -16,52 9,05 0,73
24 E AGIZ 33
ici 22,99 | 23,11 | 23,06 | 0,06 | 23,05 | 49,78 | 49,77 | 49,77 | 49,78 | 49,77 | 49,77 | 0,01 | 49,77 | 19,7 | 36,2 -26,72 -16,52 10,20 0,85
SVAP
KAN 19,07 | 19,02 | 19,13 | 0,06 | 19,07 | 39,55 | 39,51 | 39,56 | 39,55 | 39,51 | 39,56 | 0,03 | 39,54 | 19,7 | 36,2 -20,47 -16,52 3,95 0,89
25 K AGIZ 38
ici 25,35 | 25,40 | 25,40 | 0,03 | 25,38 | 47,77 | 47,75 | 47,76 | 47,77 | 47,75 | 47,76 | 0,01 | 47,76 | 19,7 | 36,2 -22,38 -16,52 5,86 0,98
SVAP
KAN 18,59 | 18,50 | 18,68 | 0,09 | 18,59 | 41,11 | 41,10 | 41,09 | 41,11 | 41,10 | 41,09 | 0,01 | 41,10| 19,7 | 36,2 | -22,51 -16,52 5,99 0,83
26 E AGIZ 35
ici 24,93 | 25,01 | 24,98 | 0,04 | 24,97 | 47,75 | 47,77 | 47,70 | 47,75 | 47,77 | 47,70 | 0,04 | 47,74 | 19,7 | 36,2 -22,77 -16,52 6,25 0,96
SVAP
KAN 18,89 | 18,93 | 19,07 | 0,09 | 18,96 | 43,31 | 43,33 | 43,32 | 43,31 | 43,33 | 43,32 | 0,01 | 43,32| 19,7 | 36,2 | -24,36 -16,52 7,84 0,81
27 E AGIZ 39
ici 23,94 123,90 | 23,91 | 0,02 | 23,92 | 48,88 | 48,90 | 48,92 | 48,88 | 48,90 | 48,92 | 0,02 | 48,90 | 19,7 | 36,2 -24,98 -16,52 8,46 0,90
SVAP
28 K KAN 35 18,92 | 18,96 | 19,04 | 0,06 | 18,97 | 38,64 | 38,65 | 38,66 | 38,64 | 38,65 | 38,66 | 0,01 | 38,65 | 19,7 | 36,2 -19,68 -16,52 3,16 0,90
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28 K ici 35 23,23 | 23,23 | 23,16 | 0,04 | 23,21 | 47,75 | 47,73 | 47,77 | 47,75 | 47,73 | 47,77 | 0,02 | 47,75 | 19,7 | 36,2 -24,54 -16,52 8,02 0,89
SVAP
KAN 18,94 | 19,10 | 18,99 | 0,08 | 19,01 | 36,66 | 36,65 | 36,65 | 36,66 | 36,65 | 36,65 | 0,01 | 36,65 | 19,7 | 36,2 -17,64 -16,52 1,12 0,95
29 | K [xgz ] 20
ici 26,51 | 26,34 | 26,37 | 0,09 | 26,41 | 45,75 | 45,78 | 45,80 | 45,75 | 45,78 | 45,80 | 0,03 | 45,78 | 19,7 | 36,2 -19,37 -16,52 2,85 1,06
SVAP
KAN 18,51 | 18,54 | 18,47 | 0,04 | 18,51 |41,11|41,13 | 41,14 | 41,11 | 41,13 | 41,14 | 0,02 | 41,13 | 19,7 | 36,2 -22,62 -16,52 6,10 0,83
0 | K Fagz ] 20
ici 23,65 23,58 | 23,71 | 0,07 | 23,65 | 47,64 | 47,65 | 47,63 | 47,64 | 47,65 | 47,63 | 0,01 | 47,64 | 19,7 | 36,2 -23,99 -16,52 7,47 0,91
SVAP
KAN 18,09 | 18,11 | 17,96 | 0,08 | 18,05 | 39,58 | 39,56 | 39,61 | 39,58 | 39,56 | 39,61 | 0,03 | 39,58 | 19,7 | 36,2 -21,53 -16,52 5,01 0,84
31 K AGIZ 38
ici 23,97 | 23,89 | 24,02 | 0,07 | 23,96 | 49,31 | 49,33 | 49,35 | 49,31 | 49,33 | 49,35 | 0,02 | 49,33 | 19,7 | 36,2 -25,37 -16,52 8,85 0,89
SVAP
KAN 18,09 | 18,02 | 18,04 | 0,04 | 18,05 | 42,22 | 42,20 | 42,20 | 42,22 | 42,20 | 42,20 | 0,01 | 42,21 | 19,7 | 36,2 -24,16 -16,52 7,64 0,79
32 K AGIZ 28
ici 24,22 | 24,18 | 24,16 | 0,03 | 24,19 | 48,94 | 48,92 | 48,95 | 48,94 | 48,92 | 48,95 | 0,02 | 48,94 | 19,7 | 36,2 -24,75 -16,52 8,23 0,91
SVAP
KAN 19,83 | 19,57 | 19,67 | 0,13 | 19,69 | 40,67 | 40,62 | 40,64 | 40,67 | 40,62 | 40,64 | 0,03 | 40,64 | 19,7 | 36,2 -20,95 -16,52 4,43 0,89
B | K [xgz ] 26
ici 24,83 124,94 24,73 | 0,11 (24,83 |47,81|47,85|47,82|47,81|47,85|47,82| 0,02 | 47,83 | 19,7 | 36,2 -22,99 -16,52 6,47 0,96
SVAP
KAN 18,93 | 19,04 | 18,94 | 0,06 | 18,97 | 37,74 | 37,70 | 37,70 | 37,74 | 37,70 | 37,70 | 0,02 | 37,71 | 19,7 | 36,2 -18,74 -16,52 2,22 0,93
34 E AGIZ 38
ici 25,97 | 26,04 | 26,09 | 0,06 | 26,03 | 49,31 | 49,29 | 49,33 | 49,31 | 49,29 | 49,33 | 0,02 | 49,31 | 19,7 | 36,2 -23,28 -16,52 6,76 0,97
SVAP
35 E KAN 37 19,94 | 20,04 | 20,01 | 0,05 | 20,00 | 39,51 | 39,55 | 39,53 | 39,51 | 39,55 | 39,53 | 0,02 | 39,53 | 19,7 | 36,2 -19,53 -16,52 3,01 0,93
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35 E ici 37 | 2751|2756 |27,49| 0,04 | 27,52 | 46,47 | 46,48 | 46,48 | 46,47 | 46,48 | 46,48 | 0,01 | 46,48 | 19,7 | 36,2 | -18,96 -16,52 2,44 1,09
SVAP
KAN 19,53 | 19,46 | 19,54 | 0,04 | 19,51 | 40,64 | 40,66 | 40,62 | 40,64 | 40,66 | 40,62 | 0,02 | 40,64 | 19,7 | 36,2 -21,13 -16,52 4,61 0,88
36 | E ez ] 38
ici 26,15 | 26,18 | 26,18 | 0,02 | 26,17 | 45,46 | 45,47 | 45,50 | 45,46 | 45,47 | 45,50 | 0,02 | 45,48 | 19,7 | 36,2 | -19,31 -16,52 2,79 1,06
SVAP
KAN 20,21 | 20,25 | 20,13 | 0,06 | 20,20 | 39,81 | 39,79 | 39,74 | 39,81 | 39,79 | 39,74 | 0,04 | 39,78 | 19,7 | 36,2 | -19,58 -16,52 3,06 0,93
37 | E [aez ] 26
¢t 26,01 | 25,95 | 25,91 | 0,05 | 25,96 | 45,91 | 45,96 | 45,95 | 45,91 | 45,96 | 45,95 | 0,03 | 45,94 | 19,7 | 36,2 | -19,98 -16,52 3,46 1,04
SVAP
KAN 19,00 | 19,02 | 18,96 | 0,03 | 18,99 (37,91 | 37,92 | 37,88 | 37,91 | 37,92 | 37,88 | 0,02 | 37,90 | 19,7 | 36,2 | -18,91 -16,52 2,39 0,92
B | E [agz | 2
ici 25,10 | 25,17 | 25,09 | 0,04 | 25,12 | 48,75 | 48,77 | 48,73 | 48,75 | 48,77 | 48,73 | 0,02 | 48,75 | 19,7 | 36,2 -23,63 -16,52 711 0,95
SVAP
KAN 19,25 | 19,34 | 19,20 | 0,07 | 19,26 | 38,45 | 38,48 | 38,48 | 38,45 | 38,48 | 38,48 | 0,02 | 38,47 | 19,7 | 36,2 -19,21 -16,52 2,69 0,92
39 E AGIZ 20
ici 25,34 | 25,38 | 25,44 | 0,05 | 25,39 | 48,37 | 48,33 | 48,36 | 48,37 | 48,33 | 48,36 | 0,02 | 48,35| 19,7 | 36,2 | -22,97 -16,52 6,45 0,97
SVAP
KAN 19,87 | 19,87 | 19,75 | 0,07 | 19,83 | 40,61 | 40,60 | 40,65 | 40,61 | 40,60 | 40,65 | 0,03 | 40,62 | 19,7 | 36,2 | -20,79 -16,52 4,27 0,90
40 E AGIZ 32
ici 25,14 125,20 | 25,13 | 0,04 | 25,16 | 47,34 | 47,37 | 47,36 | 47,34 | 47,37 | 47,36 | 0,02 | 47,36 | 19,7 | 36,2 | -22,20 -16,52 5,68 0,98
SVAP
KAN 18,96 | 19,07 | 19,07 | 0,06 | 19,03 | 36,91 | 36,94 | 36,97 | 36,91 | 36,94 | 36,97 | 0,03 | 36,94 | 19,7 | 36,2 | -17,91 -16,52 1,39 0,95
41 E AGIZ 41
ici 26,32 | 26,38 | 26,40 | 0,04 | 26,37 | 45,73 | 45,77 | 45,72 | 45,73 | 45,77 | 45,72 | 0,03 | 45,74 | 19,7 | 36,2 -19,37 -16,52 2,85 1,06
SVAP
42 E KAN 32 19,26 | 19,26 | 19,25 | 0,01 | 19,26 | 39,24 | 39,28 | 39,28 | 39,24 | 39,28 | 39,28 | 0,02 | 39,27 | 19,7 | 36,2 -20,01 -16,52 3,49 0,90
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42 E ici 32 | 24,47 | 24,47 | 24,61 | 0,08 | 24,52 | 46,58 | 46,59 | 46,57 | 46,58 | 46,59 | 46,57 | 0,01 | 46,58 | 19,7 | 36,2 | -22,06 -16,52 5,54 0,97
SVAP
KAN 17,82 |17,95|17,95| 0,08 | 17,91 | 40,66 | 40,68 | 40,67 | 40,66 | 40,68 | 40,67 | 0,01 | 40,67 | 19,7 | 36,2 -22,76 -16,52 6,24 0,81
43 K AGIZ 39
¢t 24,08 | 24,11 | 23,96 | 0,08 | 24,05 | 44,58 | 44,61 | 44,59 | 44,58 | 44,61 | 44,59 | 0,02 | 44,59 | 19,7 | 36,2 | -20,54 -16,52 4,02 0,99
SVAP
KAN 20,32 | 20,24 | 20,24 | 0,05 | 20,27 | 41,27 | 41,24 | 41,26 | 41,27 | 41,24 | 41,26 | 0,02 | 41,26 | 19,7 | 36,2 -20,99 -16,52 4,47 0,90
44 K AGIZ 32
¢t 24,24 124,30 | 24,30 | 0,03 | 24,28 | 49,55 | 49,57 | 49,58 | 49,55 | 49,57 | 49,58 | 0,02 | 49,57 | 19,7 | 36,2 | -25,29 -16,52 8,77 0,90
SVAP
KAN 18,99 | 19,00 | 18,87 | 0,07 | 18,95 | 37,58 | 37,54 | 37,56 | 37,58 | 37,54 | 37,56 | 0,02 | 37,56 | 19,7 | 36,2 -18,61 -16,52 2,09 0,93
45 K AGIZ 27
ici 24,23 | 24,23 | 24,39 | 0,09 | 24,28 | 49,37 | 49,35 | 49,36 | 49,37 | 49,35 | 49,36 | 0,01 | 49,36 | 19,7 | 36,2 | -25,08 -16,52 8,56 091
SVAP
KAN 19,32 119,23 | 19,23 | 0,05 | 19,26 | 39,48 | 39,47 | 39,53 | 39,48 | 39,47 | 39,53 | 0,03 | 39,49 | 19,7 | 36,2 | -20,23 -16,52 3,71 0,90
46 E AGIZ 24
ici 26,65 | 26,54 | 26,54 | 0,06 | 26,58 | 48,61 | 48,67 | 48,65 | 48,61 | 48,67 | 48,65 | 0,03 | 48,64 | 19,7 | 36,2 -22,07 -16,52 5,55 1,01
SVAP
KAN 19,05 | 18,94 | 18,96 | 0,06 | 18,98 | 41,67 | 41,68 | 41,62 | 41,67 | 41,68 | 41,62 | 0,03 | 41,66 | 19,7 | 36,2 | -22,67 -16,52 6,15 0,84
47 K AGIZ 32
(o)1 24,44 |1 24,44 1 24,53 | 0,05 | 24,47 | 45,58 | 45,60 | 45,57 | 45,58 | 45,60 | 45,57 | 0,02 | 45,58 | 19,7 | 36,2 | -21,11 -16,52 4,59 0,99
SVAP
KAN 19,03 | 19,07 | 19,05 | 0,02 | 19,05 | 39,51 | 39,52 | 39,54 | 39,51 | 39,52 | 39,54 | 0,02 | 39,52 | 19,7 | 36,2 | -20,47 -16,52 3,95 0,89
48 K AGIZ 39
ici 25,34 125,41 | 25,41 | 0,04 | 25,39 | 47,64 | 47,68 | 47,62 | 47,64 | 47,68 | 47,62 | 0,03 | 47,65 | 19,7 | 36,2 -22,26 -16,52 5,74 0,98
SVAP
49 E KAN 39 19,09 | 19,07 | 19,07 | 0,01 | 19,08 | 35,72 | 35,69 | 35,70 | 35,72 | 35,69 | 35,70 | 0,02 | 35,70 | 19,7 | 36,2 -16,63 -16,52 0,11 0,98
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Cawthon’un denklemine gore elde edilen AACt sonuglar ile ger¢ek yaslara karsi grafik

dagilim1 Sekil 20°de gosterilmistir.
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Sekil 20: Cawthon’un denklemine gore elde edilen bagli AACt dagilimi

Hewakapuge’nin denklemine gore rolatif telomer uzunluklart ile katilimeilarin gergek yaslart

kiyaslanarak elde edilen sonuclarin grafik dagilimi Sekil 21°de gosterilmistir.
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Rolatif telomer uzunluklari ile gergek yas dagilimi
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Sekil 21: Hewakapuge’nin bagl telomer uzunlugunun gergek yaslara karsi grafik
dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda insan kromozomlarinin uglarinda bulunan TTAGGG
tekrarlarindan olusan ve her hiicre boliinmesinde sayilar1 azalan telomerlerden yararlanarak,
kan ve agiz i¢i epitel hiicrelerden kisilerin yas belirlenmesi amaglanmistir. Telomerlere bagl
yas tahminin yapilabilmesi ve bunun rutin adli aragtirmalarda kullanilmasi ile birgok adli
olgunun aydmlatilmas: miimkiin olacaktir. Bugiin mevcut olan STR, mini-STR, mt-DNA
sistemleri ile kisilerin DNA profilleri ve cinsiyeti belirlenebilmektedir. Olay yerinden ele
gecen ve kime ait oldugu bilinmeyen biyolojik delillerden giin gectik¢e ¢ok daha fazla bilgi
edinme ¢abasi ile kisilerin irksal ve fiziksel 6zellikleri (ten, géz ve sag¢ rengi) belirlenmeye
calisilmaktadir. Bu fiziksel belirlemelerle birlikte biyolojik 6rnekten kisinin yasi da tahmin
edildigi takdirde faile ulasmak ¢ok daha hizli ve kolay olacaktir. Diinyada bugiine kadar
telomerlere bagl yas tahmini ile ilgili birka¢ calisma yapilmis ve toplumlara 6zgii standart

sapma ve indeks bilgileri tespit edilmistir.

Kromozom ucundaki telomerik bdlgenin kaybi, hiicrenin programli bir sekilde hiicre
oliimiine neden olmaktadir. Somatik hiicreler her replikasyonda kendi telomerik dizilerinden
35-100 baz ciftini kaybederler. Telomerlerin kisalma oran1 her somatik hiicrede ayni1 olmadigi
gibi spermlere gore de daha fazla oldugu gosterilmistir. Spermde telomer uzunlugu yaklagik
olarak 15 kb, somatik hiicrelerde ise 10 kb kadar oldugu saptanmistir (29, 34, 35). Telomer
ve telomeraz etkisinin {izerine yapilan degisik calismalarda c¢esitli cevresel faktorler, yasam
tarz1 (diizenli olarak tiiketilen alkol ve sigara miktari, beslenme sekli, egzersiz v.b.), mevcut
serbest radikaller ve bazi antioksidanlardan dolayr telomer uzunluklarinin etkilendigi
bildirilmistir (24, 30). Kanser hastalarinda yapilan arastirmalarda kanserli dokulardaki
telomer uzunluklarinin diger dokulara gore daha aktif olduklar1 ve daha az kisaldigi tespit
edilmistir (32). Cesitli arastirmalarda kromozomlara 6zgii yapilarin ve telomer uzunluklarinin

kalitsal oldugu ve toplumlara 6zgii farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (27).

Calismamiza goniillii katilan kisilerin giinliik yasam aligkanliklari ile ilgili baz1 kisisel
bilgileri (kokenleri, evli olup olmadiklari, sigara kullanip kullanmadiklart v.b.) alinmis
olmasina ragmen cevresel faktorlerin telomerler {izerindeki etkisini arastirmak i¢in ¢ok daha
ayrmtili anket caligmasi yapilmasi gerekir. Ornegin; katilimcilarin tiikettikleri gida tiirlerini ve
miktarini, egzersiz aligkanliklarini, tiiketilen alkol sigara miktar1 vb. bilgilerinin de alinmasi

gerekir. Ayrica boyle ayrintili bir calismada plaseboyu dislayabilmek ve objektif sonuglar
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elde edebilmek i¢in kontrol grubunun da olusturulmasi gerekir. Bu galismada yasam

aligkanliklar1 ve ¢evresel faktorlere bagli arastirma ve kiyaslama yapilmamastir.

Arastirmamizda Real Time PCR teknigi ile ayn kisinin kan ve agiz i¢i epitel hiicreleri
kullanilarak rolatif telomer uzunluklar1 belirlendi. Toplanan 6rneklerden ilk agsamada DNA
izolasyonu yapildi. Kan 6rnekleri i¢in; Mini QIAamp® DNA izolasyon kit (Qiagen), agiz i¢i
stirlintli 6rnekleri igin; BuccalAmpw| (Epicentre) DNA izolasyon kiti kullanildi. Izole edilen
DNA oOrneklerinin saflifin1 ve miktarin1 kontrol etmek icin PAGE elektroforezi ve
spektroforometre ile 6lgiim yapildi. DNA orneklerinin UV spektrofotometrik dl¢iimii igin
Epoch Biotek cihazi kullanildi ve Gene 5 version 1.10.8 programinda da analiz edilerek
orneklere ait ortalama DNA konsatrasyonlar1 belirlendi (Tablo 5). PAGE elektoroforezi
sonrasinda DNA bantlarini goriiniiniirlestirmek i¢in MiniBIS DNR Bio-Imaging Systems
GelCapture programi kullanildi (Sekil 10 ve Sekil 11).

Spektrofotometrik degerlendirmede, DNA 6rneklerinin 260 nm ve 280 nm’de OD’leri
(optik densite) Olgiilerek protein ya da RNA kontaminasyonun olup olmadigi kontrol edildi.
Iyi kalitedeki DNA &rnegi A260/A280 oraninin 1,8 ile 2,0 arasinda olmasi gerekmektedir.
OD’nin 2’nin iizerinde olmasi protein kontaminasyonunu 1,8’in altinda olmasi da RNA
kontaminasyonunu isaret etmektedir. Kandan elde edile DNA o6rneklerinin konsantrasyonu
40-85 ng/ml ve A260/A280 oranlar1 ise 1.8 ile 2.0 arasinda elde edildi. Bu degerler saglikli
PCR calismasi igin gerekli kosullart saglamistir. Ancak, agiz igi siiriintii 6rneklerinden elde
edilen DNA’larin konsantrasyonu 15-30 ng/ml ve A260/A280 oranlar1 ise 1,8 ’in altinda elde
edildi. Bu da agiz igi siiriintii 6rneklerinde RNA kontaminasyonun varligini isaret etmektedir.
Bunun sebebi ise, kullanilan kit prosediiriine gore; DNA izolasyon isleminin bastan sona
kadar aymi tipte yapiliyor olmast ve ayri bir saflagtirma asamasi olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Bu da DNA saflifin1 negatif yonde etkilemektedir. Bu tez kapsaminda
yapilan PCR optimizasyonunda diisiik kalitede DNA kullanilmasina ragmen basarili PCR
sonuglari elde edilmistir. Olumlu sonuglar alinmamis olsaydi, DNA 6rneklerinin protein veya

RNA’dan temizlenmesi gerekecekti.

Arastirmamizda, telomer uzunlugunu 6lgmek i¢in Cawthon’un 6nerdigi sekilde; telomer
36B4 ve kontrol i¢in B-globin bolgelerini ¢ogaltan primerler kullanildi. Ayrica pozitif (K562
DNA) ve negatif kontroller de galisildi. Kullanilan primerlerin PCR {iriinleri telomer bolgesi

icin yaklasik olarak 500 bg, 36B4 ve kontrol B-globin bolgeleri i¢in 74 bg¢ uzunlugunda olmasi



58

gerekir. Yapilan PCR optimizasyonunda istenilen boyutta PCR {irtinleri elde edildi (Sekil 12). B-
globin bdlgesi cogalip, telomer ve 36B4 bolgesi cogalmamis olsaydi bu primerlerin
calismadigina karar verilecekti. Ancak telomer 36B4 ve B-globin primerleri ile yapilan PCR

ile basarili sonuglar elde edildi.

PCR optimizasyonunda dikkat edilen 6nemli noktalardan biri iriinlerin primer-dimer
olusturmamasidir. Cawthon’un o6nerdigi ve calismamizda kullandigimiz primerler (Sekil 8)
primer-dimer olusturmayacak 6zelliktedir. Cawthon, Tel F primeri 31 bg ve Tel R primeri ise 33
b¢ uzunlugunda, komplementer bolgesi ile hibrit olusturacak ve 5°-3’ne dogru uzayacak sekilde
tasarladi. Ayrica tel F ve tel R primerleri kendi aralarinda hibride olsalar bile 3* yoniindeki son

baz komplementer olmadigindan kararli bir yap1 (primer-dimer) olusmamaktadir.

Real-Time PCR’da kullanilmak iizere telomer ve 36B4 primerleri kullanilarak standart
egriler olusturuldu. Bunun i¢in; standart kantitatif analizlerde kullanilan ve konsantrasyonu
bilinen K562 Yiiksek Molekiiler Agirhikli DNA’nin (Promega) 3:1 oraninda seri
sulandirmalari (8 adet) kullanildi (Tablo 4). Olusturulan seri sulandirmalara Tablo 2 ve Tablo
3’te gosterildigi sekilde PCR yapildi. PCR sonucu elde edilen degerlerden DNA
konsantrasyonuna gore Ct (Cycle threshold) grafigi ¢izildi (Sekil 13 ve Sekil 14). Ct; floresan
sinyalin gdzlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degerin (esik degerini) gectigi
dongii sayisina  (esik  dongiisii) denir ve kuantifikasyonda (miktar belirlenmesinde)
kullanilacak 6nemli bir parametredir (42). Ct aymi zamanda, logaritmik faz giiciinii
gostermektedir ve % 90 - 100 arasinda olmasi gerekir (1,34). Ct degeri, amplifikasyonun
kayip/kazang analizinin yapilmasiyla elde edilir. Baslangigtaki yiiksek DNA miktari, PCR
sirasinda tiriin artisina neden olacak ve Ct degeri diisecektir. Rotor-Gene ScreenClust HRM
Software® analiz programi Cycle threshold (Ct) degerini, biiyiime egrisinin (growth curve)
matematiksel analiziyle hesaplar. Bir Ct degeri 50’den yiiksek ise amplifikasyonun olmadigi

ve bu degerin hesaplanamayacagi anlamina gelir.

Yukarida s6z edilen ve standart egrilerin giivenirligini kontrol etmek igin grafik
degerlerinden belirtme katsayis1 (R?) hesaplanir. Bu katsayr Rotor-Gene ScreenClust HRM
Software ® programinda otomatik olarak hesaplanir. Standart egri (standard curve), degisik
DNA konsantrasyonlarmin (3: 1 oraninda sulandirilan K562 DNA) Ct’ye karsi elde edilen
degerlerinden (kesisme noktalari) bir dogru olusturmasi gerekir (Sekil 13 - 14). Verimli bir
amplifikasyon i¢in R” degerinin 1’e yakin olmasi gerekir. Telomer ve 36B4 bolgeleri igin elde

edilen standart egrilerin R? degerleri 0.999’dan biiyiik oldugu i¢in PCR ¢alismalarma uygun
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oldugu tespit edildi. R? degeri, standart egrinin egimi ile dogru orantil olup Béliim 2.5.2. deki
etkinlik  (E) igin gosterilen denkleme gore hesaplanir. Buna gore -3.332°lik bir egim
%100’lik bir verime karsilik gelmektedir. Verimin mutlak degerinin 3.332’den biiylik olmasi
verimin %100°den diisiik oldugunu, kii¢iik olmasi ise %100’den biiyiik oldugunu gosterir ve
her iki durumda da reaksiyon optimize edilir. %100’liik verimde hedef DNA’nin her dongii
sonunda iki katina ¢ikmis oldugunu gostermektedir. Gergekte higbir PCR reaksiyonu bu

degere erismedigi de bilinmektedir.

Tim orneklerin Real-Time PCR ¢alismalar1 yapilarak pozitif ve negatif kontrol
sonuclarma dayanarak degerlendirme yapildi. Kalibrator (pozitif kontrol) olarak K562
kullanildi. K562 kullanmanin amact hem miktari (konsantrasyonu) bilinen bir DNA
Orneginin olmast hem de sonucu bilinen bir 6rnekle ¢aligmaktir. Ayrica, PCR sirasinda
bilesenlerden kaynaklanan olasi hatalari ortaya ¢ikarmak icin de kullamlir. Ornegin,
kalibratorden gegerli sonu¢ alinmadiginda diger orneklerin sonuglarina da giivenilmeyecegi
icin PCR tekrarlanir. Yiiksek dogrulukta sonug alabilmek tiim orneklerin PCR’lar1 {i¢ kez
tekrar edildi. Ayrica, her Real-Time PCR g¢alismasi sirasinda {i¢ adet negatif kontrol

calisilarak olasi kontaminasyononun varlig1 kontrol edildi.

Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime egrisi (Tm) degerine sahiptir. Tm, ¢ift sarmal
DNA’nin %50’sinin tek sarmal haline gelebilmesi i¢in gerekli sicaklik degeridir. Bu sicaklik
da yaklasik olarak PCR f{irliniin Tm’sine ya da birka¢ derece altina esittir. SYBR Green |
tabanli Real-Time PCR c¢aligmalarinda primer dimerlerinin tek zincirli oldugu ve hedef PCR
tirliniintin ¢ift zincirli oldugu bir sicaklikta floresans 6lgiim yapilmaktadir. Bundan dolay1
primer dimer olusumundan kaynaklanan floresans artislarindan etkilenmemis ve PCR
trlinline 6zgl artig izlenmis olunur. (43). SYBR Green | dizi ayrimi yapmaksizin tiim ¢ift
zincirli DNA’lara baglandigi i¢in PCR iirlinii spesifik olarak goriintillenemez. Kendi
aralarinda sekonder yapilar olusturmayan primerlerin segilmesi ya da primer sekonder
yapilarin (dimer) Tm’nin tizerindeki bir sicaklikta 6l¢iim alinmasi yoluyla yalnizca PCR
irlinline bagl artisin gozlenmesi miimkiin olur. PCR {iriiniinlin kesin olarak saptanmasi
ancak erime egrisi analizi (melt curve analysis) yoluyla tespit edilebilir. Erime egrisi analizi;
SYBR-Green gibi floresan boyalarin kullanildigi analizlerde ¢cogalan DNA’nin hedef bolge
oldugunu kesinlestirmek amaciyla kullanilir (34, 43). Erime egrisi analizinde, c¢ift sarmal
DNA’nin sicaklig1 yavag yavas artirilarak floresan sinyalin sicakliga baglh degisimini gosteren

bir grafik olusturulur. Floresan sinyalin ani diisiisiinden kaynaklanan tepecikler araciligiyla
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DNA iplik¢iklerinin birbirlerinden ayrilmalart gozlemlenir. Fakat bu calismada kullanilan
primerler istenmeyen sonuglarin (primer, dimer ve sekonder yapilar) olusmasini engelleyecek
Ozelliktedir. Dolayisiyla bu tiir yanilgilarin iistesinden gelinerek, erime egrisi analizinin

yapilmasina da gerek kalmamaistir.

Bu calismaya katilan kisilerin (29 kadin ve 21 erkek) Sekil 19°da gosterildigi gibi
yaslart 19 ile 46 arasinda olup yas ortalamasi 32,1°dir. Tim Orneklerin Real-Time PCR
calismalar1 yapildi ve PCR verilerinden yararlanarak Rotor-Gene ScreenClust HRM Software
® analiz programinda otomatik olarak Ct degerleri hesaplandi. Ham veri ve kantifikasyon
degerlendirme sonucu elde edilen Ct degerlerinden bir veri tablosu olusturuldu (Tablo 6). Bu
veri tablosundaki Ct degerleri, Cawthon’nun denklemine gore hesaplandiginda belirtme
katsay1s1 (Rz) 0,0003 (Sekil 20) ve Hewakapuge’in denklemine gore hesaplandiginda -0,0009
(Sekil 21) olarak bulundu. R? degeri sifirdan uzaklastik¢a elde edilen verilerin gercege yakin
oldugunu gosterir (44). Cawthon ve Hewakapuge denklemleri kullanilarak yapilan
hesaplamalarda R? degerinin sifira ¢ok yakin oldugu saptanmustir. Bu da, elde edilen

degerlerin ger¢ek degerleri yansitmadigini gostermektedir.

Ayni yastaki katilimcilar arasinda dahi ¢ok farkli rolatif telomer uzunluklari elde edildi.
Cawthon’nun denklemine gore (Sekil 20) 31 yasindaki kisilerin AACt degerleri 0.97 ile 11.11
arasindayken Hewakapuge’nin denklemine gore aym bireylerin rolatif telomer uzunluklar
0.68 ile 1.09 arasinda tespit edildi. Hewakapuge’nin kendi ¢alismasinda da sonuglarimiza
benzer sekilde 31 yasindaki katilimcilarin rélatif telomer uzunluklar: 0.72 ile 0.99 arasinda
bulmustur. Hem kendi g¢alismamizda hem de Hewakapuge’nin ¢alismasinda ¢ok diisiik
korelasyon katsayilari tespit edilmistir. Dolayisiyla, Cawthon’un yontemi kullanilarak
kisilerin gercek biyolojik yaslari ile elde edilen rolatif telomer uzunluklar: arasinda baglanti

kurulamadi.

Telomer uzunlugunun yasa baglh olarak kisaldigi bilinmektedir (1). Daha 6nce Tsuji ve
ark. ile Takasaki ve ark. tarafindan Japon popiilasyonunda TRF yontemini kullanarak telomer
uzunlugunu belirlemeye g¢alismiglardir. TRF daha 6nce boliim 2.6.1 anlatiligi gibi, telomer
bolgelerinin belirlenebilmesi igin kullanilan ilk yontemlerden biridir. TRF spesifik enzim
kullanim1 ile genomik DNA’nin enzim kesimi sonucu olusan fragmanlarin jel
elektroforezinde yiirtitiilerek degerlendirilmesine dayanir. Ancak telomer bolgelerinin yanisira
subtelomerik bolgeleri de igermektedir. Takasaki ve ark. ise yaptiklar1 arastirmada TRF

yoteminin adli kullanima uygunlugunu tespit etmek igin farkli yas ve etnik toplumlardaki
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dagiliminin daha ayrintili aragtiritlmasi gerektigini bildirmistir. Cawthon tarafindan gelistiren
yontemde ise Real-Time PCR’1 kullanarak subtelomerik bolgeler haricindeki telomerik
bolgeleri ¢ogaltan primerler kullanmistir. Cawthon’un metodu subtelomerik bolgeleri
icermemesi ve sadece telomere 6zgiin olmasi, telomerlerin uzunlugu ile yas arasinda daha iyi
bir korelasyon saglanacagi beklenmekteydi (34). Hewakapuge Cawthon’un tasarladigi
primerleri kullanarak, yaslari 1 ile 89 arasinda degisen ve farkli etnik kokene sahip toplam
167 kisi ¢alismis ve telomer uzunlugu ile yas arasinda negatif korelasyon oldugu sonucuna
varmustir (1). Takasaki ve ark. ve Tsuji ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada Hewakapuge’ye gore
daha yiiksek korelasyon katsayilar1 bulmuslardir.  Hewakapuge’ye gore Cawthon’un
primerleri ile Real Time PCR yontemin adli arasgtirmalarda kisinin yasini tahmin etmede
kullanima uygun olmadigin1 bildirmistir.  Bu bulgulardan yola ¢ikarak subtelomerik
bolgelerinin de analize dahil edilmesi ile kisilerin gergek biyolojik yaslari arasinda daha

anlamli sonuglar elde edilebilir. Ancak arastirmamizda subtelomerik bolgeler ¢alisilmamustir.

Bu ¢alisma sonucuna gore; kullanilan primerler ve Real Time PCR sonucu elde edilen
rolatif telomer uzunluklar ile kisilerin gergek yaslar1 arasinda ¢ok diisiik bir baglanti oldugu
tespit edildi. Diisiik R® degerlerinden dolay: rolatif telomer uzunluklart ile kisilerin gercek
yaslar1 arasinda baglanti kurulamadi. Dolayisiyla, rolatif telomer uzunluklarinin kisilerin
gergek yaslarini yansitmadigi ve s6z konusu primerler kullanilarak telomerlerin adli olaylarda
yas tahmininde kullanima uygun olmadiklarini saptadik. Arastimalarda telomerik bolgeler
disinda subtelomerik bolgeler analize dahil edilerek daha anlamli sonuglar elde edilebilir.
Ayrica simdiye kadar heniiz arastirilmamig ancak telomer uzunluklarimi etkileyen bagka gen
bolgelerinden ve enzimlerden yararlanarak yeni yontemler gelistirilmesi gerekli oldugunu

diistinmekteyiz.
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6. OZET

Adli vakalarda olay yerinde birgok farkli biyolojik 6rnek bulunabilmektedir. Olay
yerinde bulunan bu biyolojik orneklerden kimliklendirme yapabilmektedir. Boylece elde
edilen profile bagh su¢ ya da sucluyla ilgili tespit yapilabilmektedir. Olay ile ilgili stipheli
bulundugu zaman kiyaslama yapilabilir. Bunun igin olay yerinde bulunan biyolojik delilden
ne kadar cok bilgi edinilebilirse faile ulagsmak o oranda kolay olur. Adli biyolojik
kalintilardan bugiinkii teknoloji ile kisinin DNA profili belirlenebilmektedir. Ancak adli
bilimciler delilden sugluya ulagsma konusunda giinden giine yeni bilgiler edinme
cabasindadirlar.

Telomerler insan kromozomlarinin uglarinda bulunan TTAGGG tekrarlarindan olusan
yapilardir ve her hiicre boliinmesinde bu tekrarlarin sayilar1 azalmaktadir. Telomerin bu

ozelliginden yararlanarak, biyolojik 6rneklerden kisilerin yas1 tahmin edilebilir.

Bu tezde calismaya onay veren, saglikli ve yaslart bilinen 50 kisinin periferik kan ve
agiz ici siriintii ornekleri kullanildi. Toplanan 6rneklerden ilk asamada DNA izolasyonu,
ikinci asamada Real Time PCR analizi, liclincii asamada elde edilen sonuglarin Ct metoduna
gore analiz edildi ve elde edilen sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi yapildi. Son

asamada ise kisilerin gergek yaslari ile bulunan degerler kiyaslanarak degerlenendirildi.

Bu ¢aligma sonucuna gore; kullanilan primerler ve Real Time PCR sonucu elde edilen
rolatif telomer uzunluklar ile kisilerin gercek yaslari arasinda ¢ok diisiik bir baglant1 oldugu
tespit edildi. Diisiik R? degerlerinden dolay1 rolatif telomer uzunluklarinin kisilerin gergek
yaslarii yansitmadigi ve sdz konusu primerler kullanilarak telomerlerin adli olaylarinda yas
tahmininde kullanima uygun olmadiklari saptandi. Ayrica simdiye kadar heniiz aragtirillmamig
ancak telomerlerin uzunluklarini etkileyen bagka gen bolgeleri ve enzimler den yararlanarak

yeni yontemler gelistirilmesi gerekir.



7.  SUMMARY

At the forensic crime scene, various biological samples can be found and from
those samples DNA profiles can be determined. By the help of the current technology, it
can be determined to whom the samples belong to. When there is any suspicious person,
those profiles can be compared. The more data obtained from the biological samples, the
more easily the identity of the guilty person can be found. Moreover, forensic scientists are
searching for new technologies that will enable them to identify the suspects using the
evidences.

Telomeres are terminal chromosomal structures that consist of TTAGG repeats
which shorten in each cell division. In this study, a method based on the telomere
shortening was proposed to determine the age of the people using their biological samples.

In this study, blood and buccal swaps were collected from 50 voluntarily agreed
participants and their DNA was isolated. Real-time PCR was performed, results were
analyzed using the Ct method and obtained data was statistical evaluated. Furthermore, by
statistical analysis participant’s real ages were compared with the obtained relative
telomere length results.

According to the results from this study, it was found that there was a low
correlation between the real ages of the participants and the relative telomere lengths.
Since R2 coefficients were very low, the results from this study does not represent the real
ages. According to those findings, the primers used in this study as well as the methods
used, were not appropriate for forensic determination of the age. We believe that more
effort is required to explore novel factors or genes which can also can alter telomere

lengths.
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EKLER

Ek 1.

DNA izolasyon Prosediirleri

QIAamp® DNA Mini Kit ile Kandan DNA izolasyonu

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

1,5 ml ’lik mikrosantrifiij tiiptine 300 pl periferik kan 6rnegi konuldu.

20 pl Proteinaz K ve 200 ul Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi

56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Tiiplin duvarindaki damlalarin asagi inmesi i¢in 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
% 96- 100’liik etanolden 200 pl eklendi ve 15 saniye vortekslendi

Vorteksden sonra tekrar 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Bu karigim, iginde 2 ml’lik toplama tiipii bulunan QIAamp® mini kolona aktarildi ve
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Alttaki 2 mI’lik toplama tiipii atilarak, QIAamp® mini kolon, 2 mI’lik yeni bir toplama
tiipiine yerlestirildi.

500 ul AW1 tamponu eklenerek, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Alttaki 2 mI’lik topmala tiipii atilarak, QIAamp® mini kolon, 2 mI’lik yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi.

500 ul AW2 tamponu eklenerek, 8000 rpm’de santrifiij edildi.

Membranin kurumasini saglamak i¢in, QIAamp® mini kolon 2 mI’lik yeni bir toplama
tiiptine yerlestirilerek 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

QlAamp® mini kolon, 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiipiine yerlestirilerek, 200 pl AE
tamponu eklendi.

oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildikten sonra, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
QIAamp® mini kolonu atild1 ve 1,5 mI’lik mikro santrifiij tiipliniin kapag1 kapatildi.

Elde edilen izolatlar uzun siireli saklama i¢in -20°C’de muhafaza edildi.
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BuccalAmp'™ Epicentre DNA Kit ile Agiz ic¢i Siiriintii (buccal swab) Orneklerinden
DNA izolasyonu
1. Her bir agiz i¢i siiriintii drnegi i¢in QuickEkstract™ tiipiine protokol kodlart yazildi.

2. Buccal swab QuickEkstract™ tiipiine konuldu ve swaptaki hiizrelerin ¢dziinmesi
saglandi.

3. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletild1.
4. QuickEkstract™ rnek tiipleri, 65°C’de su banyosunda 1 dakika bekletildi.

5. QuickEkstract™ ornek tiipleri vortekslendi ve 98°C’de su banyosunda 2 dakika
bekletildi.

6. Tipiin duvarindaki damlalarin asagi inmesi i¢in, 4000 rpm’de 15 saniye santrifiij

edildi.

7. Elde edilen izolatlari uzun siire saklamak i¢in -20°C’de muhafaza edildi.
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Ek 2. Dikey PAGE elektoforez prosediirii

1.

10 ml % 8’lik PAGE jel karisimi hazirlanmak igin; 15 ml’lik tiipiin i¢ine 2,5 ml
Akrilamid: bis-akrilamid ¢6zeltisi, 1 ml 10X TBE, 6,5 ml distile su, 100 ul % 10 ‘luk
APS ve 6 ul TEMED eklendi ve karistirilirdi.

Jel diizenegi olusturuldu ve ilk adimda hazirlanan akrilamid karisimi, Jelde hava
kabarcig1 olugsmasini engelleyecek sekilde yavas ve sabit hizla dokiildii. Jelin st
tarafina 6rnek kuyucuklarini olusturacak tarak yerlestirildi.

Hazirlanan jel, polimerizasyon igin yarim saat siireyle oda sicakliginda bekletildi ve
1X TBE yiiriitme tamponu ile doldurulmus olan tanka yerlestirildi. Tarak dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi ve olusan kuyucuklarin i¢i mikropipet yardimiyla yikandi.

10 ul DNA 6rnegi 1,5 yiikleme boyasi (Blue/Orange 6X Loading Dye, Promega) ile
karigtirildu.

Ik kuyucuga 50 bg¢ boyutundaki DNA markeri (50bp DNA Step Ladder, Promega)
yiiklendi. Diger kuyucuklara da hazirlanan DNA 6rnekleri yiiklendi.

Elektroforez 200 V’da 45 dakikada gergeklestirdi.

Yiiriitme tamamlandiktan sonra, jelin GelRed boyama ¢ozeltisinin i¢ine konuldu ve 10
dakika orbital ¢eviricide ¢alkanarak boyanmasi saglandi.

Jel transiluminatérde UV 151k altina yerlestirildi ve DNA bantlar1 gozlendi.
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Ek 3. Bilgilendirilmis olur formu

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii tarafindan yiiriitiilen ve asagida adi1 gecen arastirma
projesinde kullanilmak iizere biyolojik ornek (tiikiiriik veya kan) verme yoluyla katkida
bulunmanizi dileriz.

Projenin adi : Biyolojik Orneklerin Telomer Kisalmasina Bagli Yas Tayini

Proje Yiiriitiiciisii: Nese (Ajredin ) Giiliim

Arastirmanin amaci: Bu tez calismasinda biyolojik Orneklerden kisilerin yasi tahmin
edilecektir. Bunun i¢in DNA’nin telomer bolgesinden yararlanilacaktir. Telomerler insan
kromozomlarin uglarinda bulunan tekrarlardan olusan yapilardir ve her hiicre boliinmesinde
bu tekrarlar kisalir. Telomerin bu 6zelliginden yararlanarak, biyolojik ve kronolojik yas
belirleyici olarak kullanilabilir. Telomerlere bagli yas tahmini yapabilmek icin toplumlara
Ozgii standart sapma ve indeks bilgileri gereklidir. Bugiine kadar Amerika, Japonya ve
Isve¢’te telomerlere bagl yas tahmini ¢alismalar1 yapilmis ve toplumlarina dzgii standart
sapma ve indeks bilgileri saptanmistir. Ancak tilkemizde heniiz bu konuyla ile ilgili herhangi
bir ¢aligma yapilmamistir. Elde edilecek sonuglardan, istatistiki degerlendirme ve kiyaslama
yapilacaktir. Bu sonuglara bagl olarak adli vakalarda telomerlerin yas tahmininde uygun bir
indikator olup olmadig: belirlenecektir. Ayrica bu ¢alisma daha ileride yapilacak popiilasyon
calismalarina temel olusturacaktir.

Arastirmanin katilimciya herhangi bir etkisi yoktur. Goniilll, istedigi anda arastirmaciya
haber vererek arastirmadan ¢ekilmek isteyebilir. Bu durumda arastirmaci, katilimcinin
orneklerini derhal imha edecektir. Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek goriildiigiinde
katilimcinin arastirma dis1 birakilacag bildirilebilir.

Goniilli katilime, aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmeyecektir. Ayrica kendisine bir ddeme yapilmayacaktir.

Gondiilli katilimeinin kimlik bilgileri son derece gizli tutulacaktir ve higbir surette kimse ile
paylasilmayacaktir. Bilgilerin kullaniminda sifre kullanilacaktir. Katilimcinin g¢alismadan
herhangi bir neden ile ayrilmas1 durumunda; tiim kayitlar silinecektir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verilmektedir.

Bilgilendirilmis olur: Bilgilendirilmis olur formunu okudum ve anladim. Yukarida adi gecen
calisma icin biyolojik drnek vermeyi kabul ediyorum. 1.U. Adli Tip Enstitiisiiniin genetik

inceleme sonuglarimi anonim bir sekilde bilimsel yayinlarinda kullanmalarini kabul
ediyorum.

Arastirmacinin mobil telefon numarasi:

Arastirmaya goniillii katilan kisinin
Ad1 - Soyadr:

Dogum yeri:

Yas:

Imza
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