T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ADLI TIP ENSTITUSU
FEN BILIMLERI ANA BILIM DALI
Danisman: Yrd. Dog. Dr. E. Hiilya YUKSELOGLU

EVCIL KOPEKLERDE (Canis lupus familiaris)
MITOKONDRIAL DNA ANALIZININ
ADLI AMACLI KULLANIMI

FEN BiLIMLERI
DOKTORA TEZI

ITIR ERKAN
Biyolog, MSc.

Istanbul - 2012



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ADLI TIP ENSTITUSU
FEN BILIMLERI ANA BILIM DALI
Danisman: Yrd. Dog. Dr. E. Hiilya YUKSELOGLU

EVCIL KOPEKLERDE (Canis lupus familiaris)
MITOKONDRIAL DNA ANALIZININ
ADLI AMACLI KULLANIMI

FEN BiLIMLERI
DOKTORA TEZI

ITIR ERKAN
Biyolog, MSc.

Istanbul - 2012



istanbul, 18 Aralik 2012

1.0.ADLI TIP ENSTITUSU MUDURLUGU
FEN BILIMLERI ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Lisansustil Ogretim Yénetmeliginin 50.maddesi uyarinca Enstittintiz Fen Bilimleri Anabilim
Dali’'nin doktora 6grencisi Itir ERKAN’In

“Evcil Képeklerde (Canis Lupus Famillaris) Mitokondrial DNA Analizinin Adli Amagli
Kullanimi”

Adli tezi jurimizce tetkik edilmis ve kendisine tez savunmasi yaptiriimistir.

Yukarida adi gegen tezin ve tez savunmasinin kabul edilmesine oy birligiyle karar verilmistir.

Prof.Dr.Hiseyin YILMAZ Yard.Dog.Dr.Sule Beyhan OZDAS
Juri Bagkani Uye

Yard.Do¢.Dr.E.Hillya YUKSELOGLU Yard.Dog¢./Dr.Havva ALTUNéUL
Uye

Yard.Dog.Dr.Hiuseyin CAKAN
Uye



Bu tez, Istanbul Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan

desteklenmistir.

Proje Numarast: 15716



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast
ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigi beyan

ederim.

Itir ERKAN



ITHAF

Ailem’e...



TESEKKUR

Bu tez calismasinda,

Doktora egitimim boyunca bana sonsuz destek veren, mesleki gelisimimde ¢ok biiyiik
katkilar1 bulunan, giileryiiziine ve sabrina hayran oldugum degerli hocam
Yrd. Dog. Dr. E. Hiilya Yiikseloglu’'na,

Doktora egitimim i¢in Adli Tip Enstitiisiinii segmemin sebebi olan, akademik
gelisimim i¢in degerli fikirleriyle bana yol gosteren degerli hocam
Prof. Dr. Ersi Abaci Kalfoglu’na,

Doktora tez izleme komitesinde yer alarak degerli fikirleriyle yol gosteren
Yrd. Dog. Dr. Havva Altungul, Yrd. Dog. Dr. Sule Beyhan Ozdas’a ve
Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisiindeki tiim hocalarima,

Sadece tez ¢alismam sirasinda degil, birgok anlamda destegini hissettigim Sayin
Yrd. Dog. Dr. S. Sebnem Ozkal’a ve Yrd. Dog. Dr. Gavril Petridis’e,

Tezimde kullanmis oldugum tiim malzemelerin temini ve vermis olduklar: teknik
destek i¢in basta Sayin Sedat Karadeniz, Yemliha Y1ldiz ve Dilek Alpsar olmak iizere
tiim Medsantek firmasi ¢alisanlarina,

Yeni Yiizy1l Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi’nde birlikte caligmakta oldugum,
gostermis olduklart tiim anlayis ve destekleri igin
Hava Yildar, Ars. Gor. Duygu Sezgin ve Ogr. Gor. loakim Ipseftel’e,

Calismalarim sirasinda destegini esirgemeyen Sayin Giilten Rayimoglu,
Saymn Elvan Ugur ve tiim 1.U. Adli Tip Enstitiisii calisanlarina,

Hayatimda olmasindan biiyiik huzur duydugum, destegini her daim bana hissettiren
degerli arkadasim Uzm. Biyolog Arzu Egriboz’a,

Biitiin hayatim boyunca oldugu gibi doktora tez ¢alismam sirasinda da gostermis
olduklar1 anlayis, sabir ve tiim destekleri icin,
annem Nursen Erkan ve babam Yalg¢in Erkan’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Kasim, 2012 Itir ERKAN



ICINDEKILER
TESEKKUR ...ttt ettt sttt ettt ettt sttt s sttt a b e b e s st st et es e e s i
ICINDEKILER........ciiiititeee ettt ettt ettt sttt sttt s sttt s ettt s e st sassateens I
SEKIL LISTEST ..ottt t sttt iv
TABLO LISTEST ..ottt ettt ettt sttt vi
SEMBOL LISTESI ..ottt ettt ettt en sttt n s vii
1. GIRIS VE AMAC ... oottt 1
2. GENEL BILGILER ..........ocoooviiiiiiieeeeeeeeeeee e 3
2.1 KOPEGIN ORJTINT ..ottt ettt sttt 5
2.2 KOPEKLERIN TARTHTEKI YERI ....cocuitiiiiiiiiciecceecce et 8
2.3. KOPEKLERIN EVCILLESTIRILMEST .....cooviiiiiiiiecctes e 9
2.4. ADLI OLGULARLA KOPEKLERIN ILISKILENDIRILMESI ......ccccovvvivivevieeecirnes 11
2.5. KOPEKLERDE KIL VE KAN ANALIZLERT .....c.coooiviiiiicieecce e 14
R B L BN 1 OO 14
N & L AN T 4 17
2.6. DNA IZOLASYON YONTEMLERI.......c.ccccoitiiiiiicieeceeecee e 18
2.7. DNA TIPLENDIRMEDE KULLANILAN YONTEMLER .........cccocooseiieierieeeeeeneenan 20
2.7.1. Kopeklerde Minisatellit ve Mikrosatellit ANalizi...........ccoooeviiiiiiiiinieniciceeeee 20
2.7.2. Kopeklerde SNP ANAlIZI ......coceeriiiiiiiiiiecnese e 22
2.7.3. Kopeklerde Mitokondrial DNA ANAliZi........cccooveiiiiiieiiiieie e 23
2.7.3.1. Mitokondri Genetik SISteMi......c.cccieviiiiiiiiie e e 23
2.7.3.2. Kopeklerde MitoKONdri GENOMU ......c.vevveiiieiiiriieiinieiie et 25
2.8. YAPILAN GENETIK CALISMALAR .....c.oiiiiiiiieiieeseseeeesessee s enes s sienes s 33
2.8.1. Kopekler ile ilgili yapilan ¢alismalar...........ccooeiieiiiiiii i 33
2.8.2. Adli amach olarak diger hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalar..............ccoceeveriniennne 34
3. GEREC VE YONTEM ......cocoiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 36
3.1. KAN ORNEKLERI ALINAN KOPEKLERLE ILGILI BILGILER ........c.cccececsvevevirrnnnee. 36
3.2. KAN ORNEKLERINDEN DNA IZOLASYONU ......ccooviiieeiieeeceteeeerer s eneeens 37
3.2. 1. DNA MIKEAE TAYINT 1.ttt 37
3.2.2. DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi .............cccoevevvennen. 38
3.3. PRIMERLERIN SECIMI ..ottt ettt 38

3.4, BIRINCI PCR PROTOKOLU ..ottt ettt ettt ettt ate et et eeeteeeeteneasaaeeeaneenaeees 39



3.4.1. Birinci PCR iiriinlerinin saflagtirilmast .......c..ccoveeiiieeiiee et 40
3.4.4.1. EXO-Sap ile Saflagtirma.........cccveiiiieiiiniirie s 40

3.4.4.2. ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup Kit ile saflagtirma ..........c.cceeevereeiinininnnn 40

3.5. IKINCI PCR PROTOKOLU .....cc.otuutiiiiiiiiiiiiisie it 41
3.5.1. ikinci PCR firiinlerinin Saflagtirilmast ..........c.cccrueveuevereeeceereiesesesceseeesesesessseeseesesenens 42
3.5.1.1. Sephadex yontemi ile saflagtirma..........ccccorvieriiiienien e 43

3.5.1.2. ABI Big Dye XTerminator kiti ile saflagtirma ............c.ccoovevinivnieiininieneciennne 43

3.6. ELEKTROFOREZ ASAMASI......ootiiiieit sttt sttt sttt nne e e 43
3.6.1. Analizi Tamamlanan Orneklerin Sonuglarinin Incelenmesi.............ccoeevevevevcuevererennnne. 43

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER ......oosiniiiiiiniitisinsieiesssieee i 44

A, BULGULAR ..ottt e e a e stae e e e 45
5. TARTISMA VE SONUGC ......ocovooeoeeoeeeeeeeseeoeeeeeeeeeseeesseeeseeseeeeseesseseeeee 65
6. ONERILER.........coocioiiiiiiiiiiinieisiesi st 72
ToOZET ... e 73
8. SUMMALRY ..t 74
0. KAYNAKLAR ...ttt e e 75
ELER ...ttt e e nr e rra e 88
EK 1 Hayvan deneyleri yerel etik kurul onay yazisi..........cccocceiiiiiiiniieniciiinceenee e 88
EK 2 ONaM fOrMU GIMEGE ...veevveiiieiitieiiesiee sttt sttt st e et nbe e see e snne e 89
EK 3 Calismada kullanilan kimyasal ve erecler.........coocoviiiiiiiiiiniciccce e 91
EK 4 Kan ornekleri alinan kopeklerle ilgili bilgiler.........coccooiiiiiiiiiiiniiiec 93
EK 5 Orneklerin DNA MIKEAM ..........covieeieiceeieeeceeeecee et seses et sss s s sesss e sen s sneesans 95
EK 6 Canis lupus familiaris’in mitokondri genomu diziSi............ccocevveiviiiininincnencee 97
EK 7 Kopeklerde mtDNA dizilerinin referans dizi ile karsilagtirtlmast..........ccovevvvveniiiieinens 104
EK 8 Kdpeklerde mtDNA’nin VNTR bolge dizinlemesi.........ccoocveeeriiieiiniiieniiiee s 105

(074} 21011 153NS 106



SEKIL LiSTESI
Sekil 2.1. Kopekler arasindaki genetik uzakliklara ait dendrogram ............cccoccvevieniirinnnen. 5
Sekil 2.2. Misir firavunu 11. Antef'in mezartagindaki kopek kabartmalart ............cccceevenenee, 9

Sekil 2.3. Israil’in Ein Mallaha bdlgesindeki mezarlikta 12.000 y1l dncesine ait birlikte

gomiilii halde bulunan insan ve KOpek 1SKEIeti........civvviiiiiiiiiieiiiieiie e 10
Sekil 2.4. Kurt kdpegi dislerinden yapilmig bir KOLYe ........cccevviiiiiiiiiiiiicccce, 13
Sekil 2.5. Kil govdesine ait kesitin gematik gOSTEITMI .....eevviveriieiiiiiiiiciecie e 14

Sekil 2.6. Insan sac1 ile kdpek kilinin kutikula ve medulla bakimindan karsilastirilmasi ...15

Sekil 2.7. MDNA’da heteroplazmi..........ccceiiiviiiiiiiiiii i 24
Sekil 2.8. Kopek mtDNA kontrol bolgesinin sematik gOSterimi ......c.ocvevvvvvereeniinieeneennnn, 27
Sekil 2.9. Canis lupus familiaris’e ait bir Karyotip ........ccccooceririiieniiiiic e, 33

Sekil 4.1. 1-16 DNA izolatlarinin %1.5’lik agaroz jel elektroforezi iizerindeki
OTUNTISTL -ttt ettt b et b e et e b e e s b e et e e at e e nbe e et e e ab e e et e e nnneenneennneas 45

Sekil 4.2. F15416 ve R00056 primerleri ile ger¢eklestirilen ilk PCR sonucu bantlarin

A@AroZ Jelde OTUNTIMIL ......veiitiiiiieiie ittt et e et esaeesnaeesbee s 45
Sekil 4.3. Yiiksek polimorfizm gdsteren poziyonlarin goriilme sikligi grafigi ................... 47

Sekil 4.4. Sivas kangal’a ait mtDNA’nin 15798-16043 pozisyonlar: aras1 goriilen
elektroforegrami (86. OINEK) .........cccoviveveveriiiiiiiereiee sttt 49
Sekil 4.5. Golden retriever’a ait mtDNA nin 15798-16043 pozisyonlar: aras1 goriilen
elektroforegrami (19. GINEK) .......cvoiiieieieie et 50
Sekil 4.6. Canis lupus familaris irklarinin HV-I bélgesinin 15639. pozisyonuna ait
CIEKEIOTOIBGIAIM ...ttt bbb 51
Sekil 4.7. Canis lupus familiaris irklarinin HV-I bolgesinin 15639. pozisyonunun
GOSTETIIMEST ...ttt 52-53
Sekil 4.8. Canis lupus familaris irklarinin HV-I bolgesinin 15814. pozisyonuna ait
CIEKEITOTOIBGIAIM ...ttt bbb 54
Sekil 4.9. Canis lupus familiaris irklarinin HV-1 bolgesinin 15814. pozisyonunun
GOSTETIIMEST ...ttt 55-56
Sekil 4.10. Canis lupus familaris irklarinin VNTR bélgesinin 16148. pozisyonuna ait
BlEKEFOTOIBGIAM ..o e e et e e e reearae s 57
Sekil 4.11. Canis lupus familiaris irklarinin VNTR bolgesinin 16148. pozisyonunun
BOSTETIIIMIEST +vveiuvvieiiiie ettt ettt s e e s st e e bt e e bt e e e nbb e e e br e e nnnes 58-59


http://tr.wikipedia.org/wiki/Firavun
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=II._Antef&action=edit&redlink=1

Sekil 4.12. Canis lupus familiaris irklarinin VNTR bolgesindeki 10 niikleotid

araliginda olusan polimorfizmlerin gosterilmesi.........ccovvvvriiiiiiiiiiiiise 60
Sekil 4.13. Canis lupus familaris irklarinin HV-II bolgesinin 16619. pozisyonuna ait

][5 Q0] {0 €= ] = o USSR 61
Sekil 4.14. Canis lupus familiaris irklarinin HV-II bolgesinin 16619. pozisyonunun

GOSTETIIMEST ...ttt 62-63



TABLO LISTESI

Tablo 2.1. Canidae familyasinin tanimlanmig trleri ...........coovieriiiiieienceeeeee 6
Tablo 2.2. Canis lupus familiaris’in takSonomik Yeri ..........ccocveervieiieieieniieniseseeeeeees 7
Tablo 2.3. Hayvan killari ile ilgili yapilmis bir arastirmanin sonuglari............ccccceeevvenennen. 16
Tablo 2.4. Kopeklerde Kan gruplari...........ccccveieiieieeiesieseesiesieseesie e e see e ssae e aeesneas 17
Tablo 2.5. Canis lupus familiaris e ait mitokondrial genomun 6zellikleri ..........cccccveveneen. 26
Tablo 2.6. Universal kodon ve aminoasit KargilikIari..........ccocceeeiienininiinnenesiese e 28
Tablo 2.7. Canis lupus familiaris’e ait kodon-aminoasit karsiliklar ...............ccceevevrinennen, 28

Tablo 2.8. HV-1 ve HV-II bolgelerindeki polimorfizmlerin irklar arasinda

KATSHASHITTIMAST ...ttt bbbt e e bt eenns 32
Tablo 3.1. Kopeklerin 1rk ve say1 DHGHEN . .......ccooiiiiiiiiie e 36
Tablo 3.2. Prmer diZileri.........cccooviiiiiiiiic s 38
Tablo 3.3. Birinci PCR karisim bilesenleri ve miktarlart ...........ccooveviiieiieieiiiiicse e, 39
Tablo 3.4. Birinci PCR dongli parametreleri.........ocevveiiriiiiinieieieieseese st 39
Tablo 3.5. EX0-Sap karigim miKtarlart ...........ccoceeieiiiiiiiiiisieeee e 40
Tablo 3.6. BigDye kiti igerigindeki ddNTP’ler ve isaretlendikleri floresan boyalar .......... 41
Tablo 3.7. Ikinci PCR karisim bilesenleri ve miKtarlari.........c.cocceveveeeeveeeeeseeeeeenenee, 42
Tablo 3.8. Ikinci PCR dongii parametreleri..........cociviiiuereriiiiecrereieiiecee e, 42
Tablo 4.1. HV-I ve HV-II bolgelerinde en sik goriilen polimorfizmler ve yiizdeleri ........ 46
Tablo 4.2. Elektroforegramda goriilen bazlarin harf karsiliklart...........cccoevniiiiiiicnnn 48

Tablo 4.3. HV-I ve HV-II bolgelerinde sik gozlenen polimorfizmler............ccoceovivrennnnne 64

Vi



vii

SEMBOL LISTESI

A Adenin

ABI Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

ATPaz Adenintrifosfataz

bp Baz Cifti (Base Pear)

C Sitozin

dH,0 Distile Su

ddATP Didioksiadenozin Trifosfat

ddCTP Didioksisitozin Trifosfat

DEA Kopek Eritrosit Antijeni (Dog Erythrocyte Antigen)

DNA Deoksiriboniikleik asit

ddGTP Didioksiguanin Trifosfat

ddNTP Didioksinukleotid Trifosfat

ddTTP Didioksitimidin Trifosfat

dNTP Deoksiriboniikleotid Trifosfat

EDTA Etilendiamin tetra-asetik asit (Ethylenediamine tetra-acetic acid)

ENFSI Avrupa Adli Bilimler Enstitiileri Ag1 (European Network of Forensic Science Institues)

EtBr Etidyum bromiir

EtOH Etanol

G Guanin

IUPAC Saf ve Uygulamali Kimya Uluslararasi Birligi (The International Union of Pure and Applied
Chemistry)

M Molar

mg Miligram

MgCl, Magnezyum Klortir

ml Mililitre

mM Milimolar

MtDNA Mitokondrial DNA

ng Nanogram

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction)

RFLP Kisitlayier pargacik uzunluk polimorfizmi

RNA Riboniikleik asit

Rpm Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)

SNP Tek Niikleotit Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)

STR Kisa Ardisik Tekrar (Short Tandem Repeat)

Timin



Taq
TBE
Tm
QIA
pl
uv

VNTR

Thermus aquaticus

Tris + Borik asit + EDTA tamponu

Primer baglanma sicaklig

Qiagen

Mikrolitre (Microlitre)

Ultraviolet (Mor 6tesi 151n)

Volt

Degisken sayida ardisik tekrar (Variable Number of Tandem Repeat)

viii



1. GIRIS ve AMAC

Adli olaylar, kanunlarda acik¢a sug olarak belirtilen fiil ve hareketlerin belirli bir zaman ve
mekanda gerceklesmesi ile ortaya ¢ikar. Adli olgunun ii¢ temel unsuru; olay yeri, magdur ve
faildir. Adli bilimler, olay yerinde baglar. Zira Adli sorusturmanin en 6énemli unsurlarindan
biri olan olay yeri incelemeleri ancak dogru gerceklestirildiginde, adli olaylarin ¢oziilmesinde
dogru sonuca ulasilabilmektedir (Yiikseloglu ve ark., 2008). Olay yeri, su¢ - magdur - sanik
hakkinda birgok bilgi verir. Olay yerinde kriminal uzmanlari, sorusturma uzmani, adli tip vb.
uzmanlar modern teknikleri kullanarak olay yerini dikkatlice incelediklerinde ¢ogu zaman
sucluya/suclulara ulasacaklar1 ipuglart bulabilmektedirler. Burada yapilan c¢alismalar
sorusturmanin baglamasinin, seyrinin degerlendirilmesine ipucu verir ve sonucu derinden

etkiler (Kaygisiz, 2003).

Adli bilimlerde bir sug arastirilmasinda toplanan biyolojik kanitlarin ¢ogu insana ait olmasina
ragmen olay yerinde bulunan hayvanlara ait kanitlar da olabilir. Bir olay yerinde hayvana ait
biyolojik materyallerin bulunmasiyla, kayip bir evcil hayvan kalintilarinin belirlenmesi, bir
kisi ya da hayvana yapilmis bir saldirida saldiran hayvanin kimliginin belirlenmesi, bir kaza
olaymnda kazaya sebep olan hayvanin kimliginin belirlenmesi, maddi hasardan sorumlu
hayvanin kimliginin tespiti, hayvan zilumu ve hayvan hirsizligi gibi konularinda olay1

aydinlatmaya yaramaktadir (Gango ve ark., 2009).

Kopekler evcillestirilebilir olabilmeleri sebebiyle adli bilimler agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Kopege ait kan, kil, salya gibi biyolojik 6rnekler, olay yeri ile magdur arasinda
baglanti kurmaya yarar. Bir evcil hayvanin yasadigi ortama girildikten sonra o hayvanin
tiiyleriyle kontamine olunmamas1 imkansizdir. Ustelik kopeklerin bulunduklar1 ortama
killariin doékiilmesi nedeniyle olay yerine, sahiplerinin biyolojik materyalinden daha fazla
ornek birakmig olurlar (D’Andrea ve ark., 1998). Killarin DNA analizi ile incelenmesi
sonucunda kesin olarak kilin kaynagini, insana m1 yoksa hayvana mi ait oldugunu, viicudun
hangi bolgesine ait oldugunu, hangi hayvan tiiriine ait oldugunu, kaynagin yas grubunu,
zorlamayla m1 yoksa kendiliginden mi diistiigiinii, kaynagin temizlik durumunu, sackiran vb.

hastaliklarin bulunup bulunmadigini tespit etmek miimkiindiir.



Ayrica olay yerinde kopege ait biyolojik materyalin saldirgan/magdur {izerinde tespit edilmesi
ya da kopege ait materyal tlizerinde saldirgan/magdura ait delilin saptanmasi olayin

¢oziimiinde etkili olmaktadir (Gango ve ark., 2009; Arslan, 2000).

Adli bilimlerde olgularin aydinlatilabilmesi i¢in, eser miktarda mevcut olan biyolojik
materyalin DNA analizini yapmak gerekmektedir. Ancak, bu tiir biyolojik 6rneklerde yeterli
miktarda genomik DNA'ya ulagsmak her zaman miimkiin olamamaktadir. Bu tiir 6rneklerde
mitokondrial DNA analizi yapilarak daha basarili sonuglar elde edilebilmektedir.
Mitokondrial DNA’nin genomik DNA’ya gore hiicre basina daha ¢ok kopya sayist icermesi
ve az miktardaki ya da degrade olmus biyolojik drneklerde DNA eldesinin daha uygun olmasi
sebebiyle mitokondrial DNA, adli olaylarin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Boylece, adli
olay ¢ok daha hizli ve kolay bir sekilde aydinlatilabilmektedir (Chen ve ark., 1995;
Ari, 2004).

Mitokondrial DNA genomu {izerinde kontrol bolge (D-loop veya ¢ok degisken bolge/HV-1 ve
HV-II) olarak bilinen bdlgenin insan ve diger memelilerde yiiksek mutasyon oranina sahip
olmasi bu bdlgenin DNA analizleri acgisindan popiiler olmasini saglamistir Kopek
mitokondrial genomu halkasal ve 16,728 baz ciftine sahip olup, 13 protein, 22 tRNA ve 2
rRNA kodlamaktadir (Darok ve Gatternig, 2005; Kim ve ark., 1998).

Bu ¢alismanin amact; 150 evcil kdpege ait kan drneklerinden mitokondrial DNA elde edilerek
¢ok degisken bolge olarak bilinen HV-1 ve HV-II bolgelerinin analizini gergeklestirmektir.
Onceki calismalarda adli bilimler alaninda insanlara 6zgii kimliklendirmede mitokondrial
DNA iizerine yapilmis ¢alismalar mevcuttur ancak Tiirkiye’de adli amagh olarak kopeklerde
mitokondrial DNA analizi ile ilgili yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez projesinde,
olay yeri incelemelerinde kopeklere ait biyolojik 6rneklerin tespiti yoluyla olay yeri, magdur

ve saldirgan arasinda baglant1 kurulabilecegi vurgulanmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Kopekler, siirii koruyuculugu, bekgilik, avcilik, yasam yoldashgr gibi birgok amag igin
yetistirilmekte ve 400’{in {izerinde irki bulunmaktadir (Yilmaz, 2005). Taksonomik olarak
Carnivora takiminin Canidae familyasina ait olup, goriiniis olarak uzun ve yassi1 bir kafatasina
sahiptir. Dis ve ¢ene yapilar1 koparmak ve ¢ignemek i¢in oldukga gelismistir. Her sey yiyici
hayvanlardir ama en cok et ile beslenmeyi severler. On ayaklarinda bes ve arka ayaklarinda
dort parmaklar bulunur. En 6nemli duyu organi burunlart olup koku alma kabiliyetleri ¢ok iyi
gelismistir. Insanlarin sahip oldugu toplam bes santimetrekare olan koku bolgesinin
biiyiikliigiiniin, kopeklerde 150 santimetrekareye kadar ¢iktig1 bilinmektedir. Koku hafizalar
son derece gelismistir ve yeni bir kokuyu aldiktan hemen sonra, burunlarini yalayarak bu
kokuyu hafizalarma alirlar. Boylelikle koku duyularini kullanarak higbir belirtinin
goriilmedigi bolgelerde iz siirebilir ve bu izleri takip edebilirler (Pugnetti, 2005).

Yeni dogmus bir yavru kopek hizla biiyiir, kisa siire i¢inde yetiskin kopek haline gelir ve
yillarca olgunluk dénemini yasar. Yasama siiresi ¢esitli faktorlere: ¢evre, cins, saglik durumu,
hijyen kosullar1, egzersiz ve beslenmeye gore degisim gosterir. insan yasma gore kag yasinda
oldugunu bulmak i¢in kopegin yasin1 7 ile carpmak dogru bir sonug vermez. Ornegin 12 aylik
bir kopegin yas1 insan yasina gore 14 aylik oldugu, 10 yasinda bir kdpegin yas1 insan yasina
gore 65 oldugu hesaplanmaktadir (URL-1).

Biyolojik ve genetik olarak kopek belirli bir kaliba girmeye 6teki memelilerden daha yatkin
olup sadece itaate ve ogrenmeye uyum saglamakla kalmamus, birbirini izleyen kusaklar
boyunca sadece uyum saglama 6zelligini degil yeni 6zellikleri de kendinden sonraki kusaklara
iletmistir. K&pegin bellekleri konusunda psikologlar, kisa siireli muhtemelen sadece birkag

saatlik hatirlama yetenegine sahip oldugu konusunda birlesirler (Pugnetti, 2005).

Kopekler kendi aralarindaki iletisimi, birbirini anlamaya saglayan isaretler, algilar ve kokular
kompleksinden olusan bir kodlama ile saglarlar. Ornegin; kisilan kulaklar kayg1 ve korkuyu,
dikilen kulaklar dikkati, ileriye dogru tutulan kulaklar alarm halini, dikilen ve sallanan bir
kuyruk nese ve giivenlik duygusunu, bacaklarin arasinda sikistirilan kuyruk korkuyu,

hirlamayla birlikte gerilen dudaklar tehdidi ifade eder (URL-2).



Kopekler sahip olduklar1 6zelliklerine gore insanlar tarafindan cesitli hizmet alanlarinda
kullanilmislardir. Ornegin, Iskogya’daki degirmenlerde garklari cevirmisler, Galler’de yayik
tereyagl imalatinda ¢alismis, Orta Avrupa’da ve Uzak Dogu’da cok ¢esitli isler yapmislardir.
Alman ¢oban kopekleri, Hollanda ve Danimarka’da metrelerce yerin altindan gegen gaz
borularindaki kiigiik catlaklar1 arastirmak igin kullanilmistir. Kopekler sahiplerinin
viicutlarindaki parazitleri bulup ¢ikarmak, koyunlari demiryollarindan uzak tutmak, sirklerde
insanlar1 eglendirmek i¢in ve tibbi arastirmalarda denek olarak (6zellikle diabet ve rasitizmde)

kullanilmislardir (URL-3).

Insan hayatinda oldukg¢a dnemli bir yer tutan kdpeklerin bazilar1 yirtic1 ve saldirgan olmalari
sebebiyle “tehlikeli kopekler” olarak tanimlanmiglardir. Bu baglamda tehlikeli kdpeklerin
sahiplerinin uymas1 gereken ¢esitli hiikkiimler s6z konusudur. 01.07.2004 tarihinde yiiriirliige
giren 5199 sayili Hayvanlart Koruma Kanununun 14. maddesinin 1. bendinde; “Pitbull
Terrier, Japanase Tosa gibi tehlike arz eden hayvanlar tiretmek, sahiplendirilmesini, iilkemize
girigini, satisin1 ve reklamini yapmak, takas etmek, sergilemek ve hediye etmek yasaktir”
hiikmii yer almaktadir. Bu hiikkme uymayanlara Kanunun 28. maddesi geregince idari para
cezast kesilir ve hayvanlara el konulur (Cevre ve Orman Bakanligi, Tehlikeli Kopekler
Genelgesi, 2008).

Giinlimiizde diinyadaki evcil kopek niifusunun 120-150 milyon arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 35 milyon, Fransa’da 7-8 milyon, Almanya’da
5-6 milyon, italya’da 4 milyon, Belgika’da 1 milyon ve Isvi¢re’de 400.000 k&pek oldugu
saptanmigtir. Tirkiye’de bulunan evcil kopek sayist ise yaklagik olarak 800.000 olarak
belirlenmistir (URL-3; URL-4).



2.1. KOPEGIN ORJINi

Canidae (Kopekgiller) familyasiin ilk atalariin 60 milyon yil evvel Kuzey Amerika'da
ortaya ciktigi diisiiniilmektedir. "Miacis" cinsini olusturan ilk atalari, uzun viicutlu, kisa
bacakli, kedilerde oldugu gibi tirnaklarini igeriye ¢ekme yetenegine sahip ve ayilar gibi ayak
tabanlarina basarak yliriiyen kii¢iik hayvanlar olarak tanimlanmistir. Bu yiizden Miacis
cinsinden ayn1 zamanda kedigiller, sirtlangiller, sansargiller, rakungiller, misk kedisigiller ve
ayigiller familyalarinin da tiiremis oldugu kabul edilir. Ilerleyen dénemlerde Canis cinsi
ortaya ¢ikmig ve yaklasik 300.000 yi1l 6nce bu cins Canis lupus’a (kurt) dontismiis ve kurttan

giinimiizden 14.000 yil once ilk evcil kopekler tiiremistir. Kopekler arasindaki genetik

uzakliklara ait dendrogram Sekil 2.1°de gosterilmistir (Clutton-Brock, 1991). Canidae

familyasina ait 38 tiir tanimlanmistir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Canidae familyasinin tanimlanmus tiirleri (Clutton-Brock, 1995)

Kurt

(Canis lupus)
Kopek

(Canis familiaris)
Dingo

(Canis familiaris dingo)
Kizil kurt

(Canis rufus)

Yeleli kurt
(Chrysocyon brachyurus)
Kir kurdu (koyot)
(Canis latrans)
Habes kurdu

(Canis simensis)
Kara sirthi ¢akal
(Canis mesomelas)
Cizgili cakal

(Canis adustus)
Altin ¢akal

(Canis aureus)
Kizil tilki

(Vulpes vulpes)
Bengal tilkisi
(Vulpes bengalensis)
Afgan tilkisi

(Vulpes cana)

Gliney Afrika tilkisi

(Vulpes chama)

Korsak tilkisi

(Vulpes corsac)

Tibet tilkisi

(Vulpes ferrilata)

Soluk tilki

(Vulpes pallida)

Kum tilkisi

(Vulpes rueppelli)

Ova tilkisi

(Vulpes velox)

Col tilkisi

(Vulpes zerda)

Boz tilki

(Urocyon cinereoargenteus)

Ada boz tilkisi

(Urocyon littoralis)
Iri kulakl tilki

(Octocyon megalotis)

Falkland tilkisi

(Dusicyon australis)

And tilkisi

(Pseudalopex culpaeus)

Arjantin gri tilkisi

(Pseudalopex griseus)

Darvin tilkisi

(Pseudalopex fulvipes)
Pampa tilkisi
(Pseudalopex gymnocercus)
Peru ¢ol tilkisi
(Pseudalopex sechurae)
Brezilya doviis tilkisi
(Pseudalopex vetulus)
Peru ¢ol tilkisi
(Pseudalopex sechurae)
Yengeg yiyen tilki
(Cerdocyon thous)

Kisa kulakl tilki
(Atelocyon microtis)
Kutup tilkisi

(Alopex lagopus)

Cal1 kopegi

(Speothos venaticus)
Asya yaban kopegi
(Cuon alpinus)

Afrika yaban kopegi
(Lycaon pictus)

Rakun kopegi

(Nyctereutes procyonoides)

Canidae familyasina ait tlirler, kromozom sayis1 ve yapisi bakimindan incelendiginde 36

metasentrik kromozom tasiyan kizil tilki (Vulpes vulpes)’den, 78 akrosentrik kromozom

tasiyan kurtlar (Canis lupus), koyotlar (Canis latrans) ve g¢akallar (Canis aureus)’a kadar

farklilik gosteren tiirlerin  oldugu goriilmistir (Wurster-Hill

ve Centerwall, 1982).

Bu caligmalar tiirler arasindaki genetik uzakligin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaistir.
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Evcil kopegin taksonomik adi Canis lupus famillaris olup Carnivora takimimnin, Canidae
ailesinin Canis cinsinde yer almaktadir (Tablo 2.2). Canis lupus familiaris’in sinonimleri;

Canis familiaris ve Canis familiaris domesticus olarak bilinmektedir.

Canis lupus familiaris’in orjini konusunda birka¢ hipotez ortaya atilmistir: Buna gore;
1) golden g¢akal (Canis aureus) tiiriinden tiiredigi (Lorenz, 1954); 2) yabani kdpekgillerin
hibritlerinden tiiredigi (Darwin, 1875; Clutton-Brock, 1977; Brisbin, 1997) 3) yabani
kopeklerden veya cakallardan veya C. lupus’dan tiiredigi diistiniilmektedir (Epstein, 1971;
Zeuner, 1963; Fox, 1973; Manwell ve Baker, 1983). Cakal ile evcil kopek, tek bir melezden
tiremesine ragmen (Ornegin; Canis simensis veya Cuon alpinus, C. lupus’un alt
tirlerindendir), filogenetik agidan uzak olduklarinin tespit edilmesiyle birbirinden ayrilmistir

(Wayne ve O'Brien, 1987; Wayne ve ark., 1991).

Yapilan genetik ¢alismalar sonucu; ortak protein dizisine (Wayne ve O’Brien, 1987), yiiksek
derecede polimorfik mikrosatellitlere (Garcia-Moreno ve ark., 1996) ve benzer mitokondriyal
DNA dizilerine sahip olmalari (Wayne ve ark., 1992) evcil kopegin kurtlardan tiiredigini
ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica yapilan morfolojik ve davranigsal ¢aligmalar da genetik bulgular
ile ayn1 sonucu isaret etmektedir (Clutton-Brock, 1995; Sutter ve Ostrander, 2004).

Tablo 2.2. Canis lupus familiaris’in taksonomik yeri

Alem :  Animalia (Hayvanlar)
Sube : Chordata (Kordalilar)
Simif :  Mammalia (Memeliler)
Takim : Carnivora (Etgiller)

Alt takim : Caniformia (Kopegimsiler)

Familya : Canidae (Kopekgiller)
Oymak : Canini (Asil kdpekler)
Cins :  Canis

Tiir :  C.lupus

Alt tiir :  C. I familiaris
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2.2. KOPEKLERIN TARIHTEKI YERI

25-30 milyon yil 6ncesine uzanan arkeolojik bulgular, kopegin yeryiiziindeki ilk varligimi
gostermektedir. Prehistorik ressamlar avlanma ve istah ile ilgili duygulari hatirlatan
hayvanlardan esinlendikleri i¢in o donemlerde kopek ihmal edilmistir. Siisledikleri
magaralarda geyik, bizon, yaban domuzu ve ren geyigi resimleri oldugu gozlenmistir. Uzun
bir siire Canis familaris’ten bahsedilmemistir. Muhtemelen o sirada kopek, ev halkinin dostu
idi ve gilinlik hayatta sanatcilara esin vermeyecek kadar siradan bir unsurdu. Ancak daha
sonra ¢akal ve sirtlan1 resmetmeye basladilar. Tk kopek resmi M.O. 4500 yillarinda goriildii.
Resimdeki kopek, dogal olarak bir avciya yardim etme eylemi igindeydi, fakat goriiniimii

giiniimiizdeki kopek tiirlerinden higbirine benzememekteydi.

Ortacag doneminde kopekler, savaslarda mesaj iletme ve saldiri amaciyla kullanilmislardir.
Kerpeteni andiran dislere sahip Molossus, saldiri ve savunma amaciyla tizeri keskin
usturalarla kapli demir boyunluklarla donatilirdi. Bu kdpeklerin goriintiisii karsisinda diisman
genellikle savagmaktansa kagmayi tercih ederdi. Mesaj kopegi olarak secilenlere, askeri
emirler, kii¢iik bir bakir tiipiin i¢ine konur ve yutturulurdu. Képek, gidecegi yere vardiginda
gonderilen emirleri bir an 6nce alabilmek i¢in kdpegin tiipii, dogal yollardan ¢ikarmasini

beklenmez ve kdpek dldiiriildiikten sonra tiip ¢ikartilirdi.

Ronesans donemine bakildiginda, Ortagag donemindeki adetler degismeye basladi. Bu arada
kopeklere duyulan sevginin onceki donemlere nazaran arttigi diigiiniilmektedir. Ronesansin
esiginde, giizel bir kdpege sahip olmak bir tiir snopluk haline gelmisti. Kopekler yine ava
gotiiriililyordu ancak bir kopekle yiirtiylise ¢ikmak, onunla arkadaslik etmek te insanlara zevk
veriyordu. Ozellikle avla ilgilenmeyen aristokrat kadinlar, arkadaslik ettikleri kiigiik kopekleri

seviyorlardi. Bu kopekler kadinlar tarafindan ev hayatina alistiriliyordu.

Insan hayatinin bir pargasimi olusturan kopekler hakkindaki goriisler cesitli dinler tarafindan
da ifade edilmistir. Antik Misir'da kopekler kutsal sayiliyor, sadece kraliyet ailesinin satkan
kopek edinmesine izin veriliyordu. Misirda 6len kopekler i¢in mezarlar yapilmis, derin liziintii
ifade eden kitabeler yazilmis ve o donemde mezartaglarinda kopek kabartmalarina yer

verilmistir (Sekil 2.2).



Ronesans donemi itibariyle kopek oldiirmek agir bedensel ceza gerektiren bir sug olarak
goriilmiis ve yapilan gaddarlik belgelendiginde kopek oldiiren kisiye 6liim cezast verilmistir

(Pugnetti, 2005).

Sekil 2.2. Musir firavunu 1. Antef'in mezartagindaki kdpek kabartmalari (~ M.O 3000 yilr)
(URL-6; http://tr.wikipedia.org/wiki/K6pek’den alinmistir)

2.3. KOPEKLERIN EVCILLESTIRILMESI

Arkeolojik calismalar, Mezolitik (Orta) Cag’da (M.O. 10.000-8.000) ilk evcil hayvanin kdpek
oldugunu gdstermektedir (Clutton-Brock, 1995). Israil’in Ein Mallaha bdlgesindeki
mezarlikta 12.000 yi1l 6ncesine ait birlikte gémiilii halde bulunan insan ve kopek iskeleti Sekil
2.3’te gosterilmistir. Insanlar ati, ren geyigini ya da fili evcillestirmek igin onlar1 yakalamak
(yani onlara hakim olmak) belirli bir yerde kapali tutmak ve zor kullanarak kazanmalari
gerekiyordu. Hayvanlar arasinda yalnizca kopek, insanin otoritesine, zor kullanmasina gerek
kalmadan uyum saglamistir. Insan tarafindan evcillestirilen ilk kopek, kurt olarak bilinir.

Insanlar ve kurtlar birbirlerine ¢ok kisa siire i¢inde uyum saglamislardir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Firavun
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=II._Antef&action=edit&redlink=1
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Bunun sebebi her iki canli tiiriiniin de aymi toplumsal orgiitlenmeye ve icgiidiisel olarak

genelde ayni zihin yapisina sahip olmalaridir.

Insan ile kopek arasindaki dostluk, tarihte goriilen en eski ve en uzun siireli dostluklardan
biridir. Hayatin biitiin inis ¢ikislarinda (barista ve savasta, sefalette ve zenginlikte, sanat,
avcilik, savunma, spor, arkadaslik ve bilimsel buluslarda) kopek daima insana eslik etmistir.
Paraguay ve Peru’nun bazi uzak koylerinde annesini kaybeden bir kdpek yavrusunun bir
kadin tarafindan emzirilmesi ¢ok sik goriilen bir durumdur. Bu tiir olaylar, insan ile hayvan

arasindaki yakiliginin pekismesinde 6nemli bir rol oynamistir (Pugnetti, 2005).

Kopek, diger hayvanlardan farkli olarak sahibine sevgi ve sadakat ile bagli olmasi sebebiyle
insan tarafindan “sadik dost” olarak nitelendirilmistir. Insan ve kdpek arasindaki bu giiglii

dostluk nice hikayelere ve filmlere konu olmustur.

Kopege ait
iskelet

Sekil 2.3. Israil’in Ein Mallaha bolgesindeki mezarlikta 12.000 y1l ncesine ait birlikte
gomiilii halde bulunan insan ve kopek iskeleti (Clutton-Brock, 1995)
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2.4. ADLI OLGULARLA KOPEKLERIN ILISKILENDIRILMESI

Kopek 1sirmast ile ilgili yaralanmalar ve 6liimlerin artmasi 6nemli bir halk saglig1r sorununu
olusturmaktadir. Kopek saldirilart sebebi ile meydana gelen yaralanmalar bazen oliimle
sonuglanabilmekte, bu sonuglar da adli agidan 6nem arz etmektedir (Tsuji ve ark., 2008).
Kopek saldirisi olaylarinda genellikle magdur tizerinde 1sirik izleri bulunur, magdurdan elde
edilen 6rnek karisiminda insana ait DNA yiiksek oranda olsa bile, kdpegin tiikiiriigiinden
DNA profili elde etmek miimkiindiir (Eichmann ve ark., 2004; Ostrander ve ark., 1995;
Francisco ve ark., 1996). Bazen kdpekler de yaralanma kurbani olabilir. Ornegin bir kdpegin
saldir1 sonucu yaralanmasi olayinda, olay yerinde bulunan kil ve kan lekelerinden saldiriy
gerceklestiren kopek/kopeklere ait DNA analizi ile kimliklendirme yapilarak olayin

¢ozliimlenmesi miimkiindiir (Dobosz ve ark., 2009).

Kopekler adli olgunun sebebi olabildikleri gibi, bazen de adli olgularin ¢éziimlenmesinde
kullanilabilmektedir. Narkotik, patlayici, canli insan, ceset arama ve asayis-devriye
alanlarinda yetistirilen 6zel gorev kopekleri adli bilimlerde hizmete yardimci olmaktadir
(Mesloh ve ark., 2002). Bu kopeklere, kopek, kurt, tilkinin bulundugu ailenin adi olan ve
Ingilizce “kiy-nayn” seklinde okunan “canine”i gagristirmasindan dolayi, K-9 kopekleri de

denilmektedir (Ozcan ve ark., 2009).

Olay yerinde bulunan kopege ait biyolojik materyaller sayesinde magdur/fail hakkinda ya da
olayin olus sekli hakkinda fikir sahibi olabilmemize yarayacak cesitli delillere ulasmamizi

saglamasi ile adli olgularin ¢6ziimiinde 6nemli rol oynayabilmektedir.

Kopeklerin adli olgularda olayin ¢éziimlenmesinde basari ile kullanildigina dair birgok 6rnek
bulunmaktadir. Bu 6rneklerden biri amator fotografci, miizik yapimcisi 23 yasindaki zenci
Wayne Williams vakasidir. 1979-1981 yillar1 arasinda Atlanta'da 29 zenci erkek ¢ocugun
Olimiinden sorumlu tutulan Williams’in olaymda delil olarak, oldiiriilen c¢ocuklarin
tizerlerinde  birbirine  benzer  bircok  lif ve  kopek  killar1  bulunmustur.
Sorusturmacilar, cinayetlerin bir seri katil isi oldugunu diisiinmiislerdir. Georgia Kriminal
Laboratuvari, oldiiriilen zenci Jimmy Lee Payne'in iizerindeki kirmizi sortunda iki adet
menekse renkte asetat lif, lic adet sari-yesil naylon hali lifi, bir adet mavi-yesil rayon lif ve

yedi adet kopek kili bulur. Birkag¢ giin sonra bir baska zenci Nathaniel Cater’in cesedine
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rastlanir. Bu ceset ilizerinde de Oncekilere benzer bir adet sari-yesil hali lifi, iki menekse
renkte asetat lif, dort de kopek kili bulunur. Polis, bunun tizerine Williams'in evini aramis,
yerdeki, duvardan duvara doseli sari-yesil haliyr ve Alman c¢oban kopegini goriince
arastirmay1 bu deliller {izerinden yiiriitmiistiir. Gerek cesetlerden, gerekse siiphelinin evinden
ve aracindan toplanan yiizlerce lif, stereobinokiiler, polarize ve fluoresans mikroskoplari,
ayrica mikrospektrofotometre, hatta bazilar1 elektron mikroskobu ile incelenmistir, fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri karsilastirilmistir. FBI, cesetler lizerindeki kopek killarin1 da mikroskobik
olarak incelemis ve Williams'in kopegine ait olabileceklerini ileri slirmiistiir. Biitiin bu
olasiliklar bir arada diisiiniildiigiinde Williams, 27 Subat 1982'de iki kez 0miir boyu hapse
mahkim edilmistir. 2010 yilinda dava yeniden goriilmeye baslanmig ve Williams’in kdpegi
Sheba’ya ait olan killar ile magdurlarin iizerindeki killar mitokondrial DNA analizi yapilarak
karsilastirilmistir. Sonugta magdurlar iizerindeki kopek killarinin Sheba’nin killart ile ayni

oldugu tespit edilmistir (URL-7, 2011).

Konu ile ilgili diger bir 6rnek ise; 2000 yilinda Amerika’nin Indiana eyaletinde 3 kisinin
oliimiinden sorumlu tutulan Phillip A. Stroud vakasinda 6zellikle Nike marka ayakkabi delili
dikkat ¢ekmektedir. Stroud, hirsizlik ve cinayet amacgli girdigi eve, olay esnasinda kisa
stireligine cikip yeniden girmistir. Stroud’un kiz arkadasinin evinde olay giinii giymis oldugu
bu ayakkabi, su¢lanmasi i¢in 6nemli bir delildir. Uzmanlar, Stroud’un ayakkabisinin altindaki
toprak, hali lifi ve kopek diskist 6rneklerini incelemislerdir. Magdurun evindeki hali lifleri,
olay yeri gevresindeki toprak Ornegi ile failin ayakkabisi altindaki kopek diskisi ile olay
yerinde bulunan halinin tizerinde de ayni digskinin oldugu belirlenmistir. Bu olayda Stroud,
ayakkabist altindaki hali lifinin istatistiksel analizi, kopek diskisinin ise DNA analizi

yapilarak olayla baglantili oldugu tespit edilerek su¢lanmigtir (URL-8, 2011).

Adli amagli yapilan bir bagka ¢alisma ise; 2003 yilinda Estonia’da kii¢iik bir kasabada geng
bir kadin cesedi bulunmasi ile ilgilidir. Adli incelemeler, kadinin bir kdpek ya da birden fazla
kopegin saldirisina  ugradigini isaret etmektedir. Kadinin montu {izerinden, saldiriyi
gerceklestirdigi diislinlilen kopek/kopeklere ait kil ve salya ornekleri toplanir. O bdlgenin
yakinlarinda yasayan 6 farkli kopekten kil ve salya ornekleri alinarak mtDNA ve genomik
DNA analizi yapilip referans ornek ile karsilastirilir. Sonugta magdur kadimmin montu
tizerinden alinan Orneklerle yapilan karsilagtirmada siipheli kopeklere ait biyolojik drneklerin
hepsi diglanir. Kesin bir sonuca ulasilmasa da bu olay, Estonia’da ilk kez kopeklerin adli

amagl genetik incelemesinin yapilmasi bakimindan 6nemlidir (Aaspo~llu ve Kelve, 2003).
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2010 yilinda Caniglia ve ark.’nin yaptig1 bir calismada, Italya’da yasa dis1 aveilik olaylarinda
adli amagli analizler yapilarak tiirlerin belirlenmesinden bahsedilmektedir. Kagak avcilik veya
artan cinayetler Italyan kurt niifusunda degisimlere sebep olunca siipheli seri kurt katili vakas1
giindeme gelmistir. 2008 yilinda kurt kopegi dislerinden yapilan bir kolye tespit edilmis ve bu
durumun siipheli kurt kdpegi seri katili olayz ile iligkili olup olmadig: arastirilmistir. Bulunan
kolyeye ait goriintii Sekil 2.4’°te gosterilmistir. Sekilde goriilen 10 kurt disinin, daha 6nce 6li
bulunan kurtlarin kas dokularindan alinan 6rneklerle mtDNA ve STR analizleri yapilarak
karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglarin birbiriyle Ortiistiigii gézlenmistir. Bu veriler slipheli
seri kurt katile karsi siirmekte olan ceza davasinda adli genetik delil olarak kullanilmistir

(Caniglia ve ark., 2010).

PROVINCIA OF GEHOVA

POLEZIA PROVINCIALE ' i
NG fia G Magg” o

16147 GENCVA - V

Sekil 2.4. Kurt kdpegi dislerinden yapilmis bir kolye

2003-2005 yillar1 arasinda Amerika’da UC Davis Veterinary Genetics laboratuarlarinda
cesitli sebeplerle olaya karismis kopekler iizerine bir vaka ¢alismasi yapilmistir. Arastirma
sonuglarina goére bu tarihlerde gerceklesen 32 vakadan 2’si maddi hasar, 6’s1 ebevyn tespiti,
7’si yaralanma, Oliim ya da kdpek doviisii (kopek/diger hayvan), 12°si kopek tarafindan
gerceklesen bir saldirt (hayvana/insana), 1’1 cinayet olayinda kdpegin o ortamda bulunmasi
sebebiyle kopeklerden biyolojik 6rnek almak yoluyla vakalarin aydinlatilmasi saglanmistir.
Bu amagla 26 STR analizi ve 10 mtDNA analizi gergeklestirilmistir (Scharnhorst ve
Kanthaswamy, 2011).
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2.5. KOPEKLERDE KIL VE KAN ANALIZLERI
2.5.1. Kil Analizi

Giliniimiiz yasaminda kedi, kopek gibi evcil hayvanlar ¢ok yogun olarak insanlarla temas
halindedir. Islenen bir suc neticesinde evcil hayvani olan bir fail, daha 6nceki temaslari
neticesinde hayvanina ait killar1 olay yerinde birakabilecegi gibi olay yerinde bulunan
hayvanlara ait killar1 da kendi {izerine alabilir. Cilinkii hayvana ait killar, giinliik aktiviteler
sirasinda  giysiler iizerine, ev, araba gibi yerlere kolayca transfer olabilmektedir.
Elde edilecek bu deliller, siiphelileri olayla iliskilendirmek agisindan ¢ok 6nemlidir (Bekaert
ve ark., 2012).

Olay yerinde siipheli killarin laboratuardaki incelemesinde ilk olarak s6z konusu numunenin
gercekten kil olup olmadiginin tespiti yapilmaktadir. Daha sonra kil 6rneginin insana mi
yoksa hayvana mi ait olduguna bakilmaktadir. Bu amagla kokiin sekli, ylizey deseni, renk,
pigment dagilimi ve medulla ¢ap1 incelenmektedir. Ornek insana ait degilse hangi hayvan
tiiriine ait oldugunun tespitinin yapilmasi gerekir. Insanlarin aksine hayvanlarda derinin
disindaki koruyucu kil tabakasi ve igindeki kil tabakasi olmak iizere iki tip kil cinsi vardir.
Bircok farkli tipteki hayvan killarinin genellikle hayvan cinsini tayin edebilecek nitelikte
karakteristik 6zellikleri vardir. Ancak kopekgiller gibi ayni tiir hayvanlarin farkli cinslerinin
tespitinin kisith miktardaki kil numunesi ile yapilabilmesi imkansizdir. Ayni hayvan tizerinde
¢ok farkli tipte killar bulundugundan karsilastirmasi yapilan kilin belirli bir kaynaga ait olup
olmadigmin tespitini yapmak zordur (De Forest ve ark., 1983). Cinsiyet tespiti, yapilacak
genetik analizlerle miimkiindiir (Maraba, 1994). Inceleme i¢in toplanan hayvan killar1 belli bir
hayvandan diismiis olabilecegi gibi failin veya bir bagkasinin giymis oldugu kiirkten de
diismiis olabilir. Bunun tespitini de makroskobik, immiinolojik ve genetik incelemeler
neticesinde yapmak miimkiindiir (FBI ATAP, 1999). Sekil 2.5’te kil govdesi kesiti (Bisbing,
2002) ve Sekil 2.6°da insan sa¢i ve kopege ait kil goriintiisii karsilastirmasi verilmistir
(Saferstein, 1995).

Medulla

Sekil 2.5. Kil govdesine ait kesitin sematik gosterimi
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Sekil 2.6. insan sac1 ile kopek kilinin kutikula ve medulla bakimindan karsilastiriimasi
a. Insan saginda kutikula’nim yapisi (600X) c. insan saginda medulla’nin goriiniimii (450x)

b. Kopek kilinda kutikula’nin yapisi (1250x) d. Kopek kilinda medulla’nin goriiniimii (450x)

Farkli tiir olaylarda evcil hayvanlara ait killarin transfer oranlarinin tespiti amaciyla bir kediye
alti, bir kdpege ise oniki kisinin diistiigii isvicre’de Lausanne Universitesi arastirmacilari
tarafindan bir arastirma yapilmis ve ilging sonuglara varilmigtir. Arastirmada i¢inde kedi ve
kopeklerin yasadigr dort apartman dairesinde yedi hirsizlik modellemesi ile bu hayvanlara
temas etmis kisilere karsi islenmis iki saldir1 olayr canlandirilmistir. Hirsizliklarin
canlandirilacagi dort apartman dairesi canlandirma Oncesinde iki giin boyunca elektrik
slipiirgesi ile temizlenmistir. Birinci saldirt olayinin kurbani olan kadin, herhangi bir hayvana
sahip olmadigi gibi hi¢bir hayvanla da temas halinde yasamamaktadir. Ayrica
canlandirmadan once ceketi temizlenmistir. Kadin, canlandirmadan sadece iki saat once bir
kopekle temas haline girmis ve bu fiziksel temas sadece kadinin pantolonuyla sinirli kalmistir.
Ikinci saldir1 olaymin kurbani olan kadm iki kedisi ile birlikte yasamaktadir ve giysileri
canlandirma Oncesi temizlenmemistir. Hirsiz ve saldirgan uzun kollu pamuk siiveter, kot
pantolon ve giideri seritli taban1 Vibram™ marka olan ayakkabi giymislerdir. Hirsizlik
canlandirmasinda sahis apartman dairelerine hayvanlar olmadigi zaman girmis yatak dolabini,
dolaplar1 ve kanepeleri karigtirarak dort dakika boyunca daire iginde gezinmis Ve bir hirsizin
yapabilecegi her seyi yapmustir. Saldirgan roliinii oynayan sahis, kurban ile 15 saniye
miicadele etmis ve kollariyla kurbana sarilmistir. Hirsizlik olaymi canlandiranlardan 6rnek
alinmasi sirasinda bileklerden dirseklere kadar ve ayakkabi iizeriyle ayaklardan dize kadar

yapigkan bantlar kullanilmistir.
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Saldirganin siiveterinin 6n kismindan, kollarindan, arka iist kismindan ve pantolonundan
orneklerin alimmasinda yine yapigkan bantlar kullanilmig, pantolon sahsin {izerindeyken
incelenmistir. Transfer edilen killar mikroskop altinda sayilmistir. Aragtirma sonuglar1 Tablo

2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2.3. Hayvan killari ile ilgili yapilmis bir arastirmanin sonuglari

Suc Tipi ikametgahlarda Yasayan  Orneklerin Ahbnma Zamam1  Bulunan Ornek

Hayvan Sayisi

Sayisi

1.Hirsizhk

2.Hirsizhk

3. Hirsizhk

4. Hirsizhk

5. Hirsizhk

6. Hirsizhk

7. Hirsizhk

1. Saldin

2. Saldin

1 Ankara Kedisi

1 Avrupa Kedisi

1 Poodle Kopegi

1 Melez Avrupa Siyam
Kedisi

1 Ingiliz Seter képegi
1 ingiliz Seter kopegi

1 ingiliz Seter kopegi

2 Ankara- Avrupa Melez
Kedi
2 Ankara- Avrupa Melez
Kedi

1 ingiliz Seter kopegi

2 Ankara- Avrupa Melez

Hirsizliktan hemen sonra

Hirsizliktan hemen sonra
Hirsizliktan hemen sonra
Hirsizliktan 1 saat sonra
Hirsizliktan 1 saat sonra

(Sadece sahsin
ayakkabilarinda)

Hirsizliktan hemen sonra
Hirsizliktan 4 saat sonra
(Sadece sahsin
ayakkabilarinda)

Saldiridan hemen sonra

Saldiridan hemen sonra

311 Kedi kilt
101 Kopek kil

24 Kedi Kili
300 Kopek Kili
179 Kopek Kili

26 Kopek Kilt

610 Kedi Kili

109 Kedi Kili

12 Kdpek Kili

255 Kedi Kili

Kedi

Bu c¢alisma, bir evcil hayvanin yasadigi ortama girildikten sonra o hayvanin tiyleriyle

kontamine olunmamasinin  imkansiz oldugunu gostermektedir. Ustelik kopeklerin
bulunduklar1 ortama killarinin dokiilmesi ile olay yerine, sahiplerinin biyolojik materyalinden
daha fazla o6rnek birakmis olmalar1 da olay yeri incelemelerinde hayvanlara ait biyolojik
materyallerin 6nemini vurgulamaktadir (D’Andrea ve ark., 1998; Arslan, 2000). Kopek
killar1, tipki insan killar1 gibi stirekli biiylime gostermeyip 3 asamali dongiiyli tamamlar.
Bunlar, aktif gelismenin oldugu anajen fazi, gerilemenin oldugu katajen faz ve dinlenme
evresi olarak bilinen telojen evresidir. Telojen evresinde, kil foliikiiliiniin igerisindeki kil
Olmektedir. Dokiilen killar cogunlukla telojen fazdaki killar olup genomik DNA tiplemesi i¢in
yeterli epitel kok hiicre igermezler. Kil koklerinin olmadigi durumda 6rnekler, mtDNA analizi

yapilarak tiplendirilebilmektedir (Bekaert, 2012).
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2.5.2 Kan Analizi

Ik kez 1665 yillinda Richard Lower tarafindan kopekten kopege gerceklesen kan nakli
sonucu, kan nakli alan kdpeklerin hayatta kaldigi bilinmektedir. 1875°te Landois ise kdpek
kaninin bagka bir cinsin kani ile karistirildiginda 2 dakika igerisinde hemen lizise (hiicre
parg¢alanmasi) neden oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmanin onciiliiglinde Karl Landsteiner ise
22 kisinin kan ornekleri iizerine yaptig1 ¢alismada eritrosit ve serum arasindaki reaksiyonlari

tarif ederek 1901°de insan kan gruplarina ait sonuglar1 yayimlamaistir.

Kopeklerde kan gruplarinin  belirlenmesine yonelik c¢alisma ve yaymlar 1950’lerde
baglamigtir. Kan gruplarinin irklara gore dagilimi ¢alismalari halen siirmektedir. Kopeklerin
alyuvarlarinda 7 ¢esit antijen, plazmalarinda ise 11 ¢esit antikor ve 14 farkli kan grubu
faktorii ve 13’iin {izerinde kan grubu bildirilmistir. Kan gruplar1 Ingilizce “Dog Erythrocyte
Antigen” yani “Kopek Eritrosit Antijeni’nin kisaltmasi olan DEA ile ifade edilmektedir.
Kopeklerde 8 adet numaralanmis universal (genel) kan grubu bulunur. Universal
isimlendirilmesi ise 1.1, 1.2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 seklinde yapilmakta olup (Giger ve ark., 1995),
Tablo 2.4’te gosterilmistir. Son yillarda gelistirilen pratik test kitleriyle kopekler, DEA 1.1 ve
DEA 1.2 yoniinden pozitif veya negatif olarak siniflandirilmaktadir. Ticari olan bu kitlerde
yontem, kan grubu antijenlerine karsi elde edilmis monoklonal antikorlarin test karti tizerinde
antijenle verdigi reaksiyon temeline dayanmaktadir. DEA 1.1 ve DEA 1.2 negatif kopekler
genel verici (universal donor) olarak kabul edilir. Greyhound 1rk1 kdpekler bu 6zellige sahip

kopekler olarak bilinir.

Tablo 2.4. Kopeklerde kan gruplari

DEA grup Eski adi Antikor
11 Ay -
1.2 A, -
3 B +
4 C -
5 D +
6 F -
7 Tr +
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Olay yerinde, olay ile baglantisi oldugu diisiiniilen kopege ait kan materyalinden DNA analizi
ile cinsiyet tayini yapilmas: ve genetik oOzelliklerinin belirlenmesi miimkiindiir. DNA
izolasyonu amaci ile kan Orneklerinin toplanmasinda kanin pihtilasmasini 6nlemek igin
EDTA’l1 ya da heparinli tiipler kullanilmaktadir. Ancak heparin, PCR i¢in inhibitér olarak
etki gostermesinden dolayr PCR caligsmalari i¢in kan drneklerinin toplanmasinda EDTA’l

tiipler tercih edilmelidir (Ar1, 2004).

2.6. DNA iZOLASYON YONTEMLERI

Kan, kil, tiikriik, salya gibi 6rneklerden DNA izolasyonu i¢in, bugiine kadar bircok farkli
yontem kullanilmistir. Izolasyon yapilirken, ¢evre sartlari, kontaminasyon, elde edilen
materyalin az ya da ¢ok olmasi veya kullanilacak teknikler gibi bir¢ok parametre géz oniine
alinmaktadir. Kopeklerde DNA parmak izi, gen haritalamalar1 veya gesitli molekiiler genetik
markerlere (isaret¢i) iliskin yapilan pek ¢ok arastirmada kullanilan DNA, ¢ogunlukla kandan
elde edilmektedir.

DNA analiz galismalarinda, kan orneklerinden DNA izolasyonu igin fenol kloroform ve
yiiksek tuz konsantrasyonu (trimetil amonyum bromdiir tuzu, doymus NaCl) gibi, bircok farkl
yontemler kullanilarak ayristirma ve saflastirma yapilmistir (Jeffreys ve Morton, 1987). DNA
izolasyonunda kullanilan yontemlerden birisi olan fenol kloroform yonteminde, Oncelikle
proteinler fenol-kloroform kullanilarak uzaklastirilir. Daha sonra yalmz kloroform
kullanilarak biitiiniiyle saf DNA elde edilir. Bu islemin en biiyiik avantaji, diger inorganik
¢oziiclilerden daha saf ve daha verimli DNA elde edilmesidir. Bu yontemde fenol, proteinleri
etkili bir sekilde denatiire etmesine karsin RNAaz'larin aktivitesini  biitiiniiyle
engelleyememektedir. Bu durumda fenol-kloroform-izoamil alkol karigiminin kullanilmasi
onerilmektedir (Sambrook ve ark., 1989). DNA'nin tam kandan izolasyonunda kullanilan
yontemlerden birisi de, gii¢lii bir denatiirasyona neden olan, yiiksek tuz derisimi icerisindeki
(IM NaCl) ionik deterjan, dodesil trimetil amonyum bromiir (DTAB) ve ¢okelmeye neden
olan diisiik tuz derisimi igerisinde bulunan katyonik deterjan, setil trimetil amonyum
bromiiriin (CTAB) kullanildig1 bir yontemdir. Bu yontemle elde edilen DNA, ilgili
uygulamalarda restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile parcalama, PCR gibi uygulamalarda

basariyla kullanilabilmektedir. Elde edilen DNA'nin niteligi oldukea yiiksektir.
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Bu yontemle c¢alisan Gustincich ve ark. (1991), spektrofotometredeki DNA miktari dlgiimleri
i¢in 260/280 dalga boyunda optik dansite (O.D.) oranini 2,0 £0,1 olarak bildirmistir.

Yukarida sozli edilen yontemler, fazla miktardaki orneklerden yiiksek molekiiler agirlikli
DNA elde edilmesinde basarili olmasina ragmen, ¢esitli islem basamaklar1 gerektirmesi ve bu
basamaklarda DNA ekstraktinin baska kaplara aktariminda veya yikama gerektiren cesitli
ticari filtrelerin veya kolonlarin kullanildigi tuz aritma islemini de igerdiginden, bu ara
basamaklar kontaminasyonun baslamasi ya da Orneklerin karsi-transfer (cross-transfer)
olusturma olasiliklarini yiikseltmesi bir dezavantaj olarak kabul edilebilir. Ayrica DNA
izolasyonunda Chelex 100 ile izole edilen DNA'larin PCR asamasinda da oldukg¢a basarili
sonuclar verdigi gozlenmistir. Bu yontemin klasik yontemlere gore belirgin istiinliikleri
vardir. DNA ekstraksiyonu i¢in basit, hizli, tehlikesiz ve etkin bir yontem olan Chelex
yontemi adli amach oOrneklere uygulanabilmektedir. Bu yontemde hiicre siispansiyonunun
tizerine %5' lik Chelex c¢ozeltisi eklenmesi ile yapilir. Chelex 100 kelatlastirici regine
kullanimi, tam kan, sperm ve kil kokii 6rneklerinden DNA izolasyonunda fazla tiip transferi

ve islem basamaklari gerektirmemektedir (Walsh ve ark., 1991).

Gliniimiizde bu yontemlerin disinda kopek kan veya kil materyalinden DNA izolasyonu
yapmak amaciyla ¢ogunlukla ticari kitler kullanilmaktadir. Kontaminasyonu onlemek ve

islemleri kisa zaman iginde ger¢eklestirmek icin kit kullanim1 biiyiik avantaj saglamaktadir.

2009 yilinda yapilan bir arastirmaya gore, 21 farkli laboratuvarin adli amagli kdpek
kimliklendirmesi ile ilgili olarak kullandiklar1 DNA izolasyon yontemleri karsilagtirilmistir.
Buna gore laboratuarlar, kopek kanindan DNA izolasyonu i¢in %57’si Proteinaz K ile
¢oktiirme veya fenol-kloroform metotlarini, %14°l Chelex, %14’ Qiamp (Qiagen) kitini ve
%14’ de baska kit ya da teknikler kullandigini; kopek kilindan DNA izolasyonu i¢in %58’
Proteinaz K ile ¢oktiirme veya fenol-kloroform metotlarini, %16’s1 Proteinaz K ile ¢oktiirme
veya Chelex metotlarini, %5°1 Qiamp (Qiagen) kitini ve %21°i de bagka kit ya da teknikler
kullandigin1 belirtmistir (van Asch ve ark., 2009).
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2.7. DNA TiPLENDIRMEDE KULLANILAN YONTEMLER
2.7.1. Kopeklerde Minisatellit ve Mikrosatellit Analizi

Canlilarin genomunda sayilar1 bireyler arasinda farklilik gosteren kisa tekrar bolgeleri
bulunur. Ardisik tekrar eden bu diziler, sayilarina gore “minisatellitler” ve “mikrosatelitler”
olarak bilinmektedir. Tekrar dizilerinin sayilari, bes ve daha fazla olursa “minisatellit” ya da
“VNTR (Variable Number of Tandem Repeat / Degisken Sayida Ardisik Tekrar)” olarak
adlandirilirlar (Brooker, 2005). Kopeklerde minisatellitlerin ilk tanimlanmasi, 33.15 ve 33.6
insan problariyla yapilmistir (Jeffreys ve Morton, 1987). VNTR incelenmesinde en sik
kullanilan teknikler RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism / Kisitlayici pargacik
uzunluk polimorfizmi) ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) teknikleridir (Butler, 2005).
Eichmann ve Parson tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bearded collie, Husky, Cocker spaniel,
Dachshund, German shepherd ve Rottweiler irklar1 kopeklerin kan, kil kokii, kas, karaciger,
kemik ve dis dokularindan alinan 6rneklerin VNTR bdlgeleri incelenmistir. Sonucta kas
dokusu harig tiim doku 6rneklerinin benzer tekrarlar gosterdigi belirlenmistir. Ancak Bearded
collie, Cocker spaniel, Rottweiler ve German shepherd irklarinin kas dokularina ait VNTR
bolgelerinde farkliliklar gozlenmistir (Eichmann ve Parson, 2007). Bu bolgenin adli amagl
incelenmelerde kullanilip kullanilmayacagi arastirma konusu olmustur. Fridez ve ark.’nin
1999 yilinda yaptigr bir ¢alismada mtDNA nin VNTR bélgesinin adli amagh incelenmesinin
uygun olmayacagi bildirilmistir (Fridez ve ark., 1999). Kd&peklerde mtDNA’nin VNTR
dizinlemesi Ek 8’de gosterilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda mtDNA’nin HV-1 ve HV-II

bolgelerinin analizi yapilarak tiplendirmeler gergeklestirilmistir.

Tekrar dizilerinin sayilar iki, li¢ veya dort baz ¢ifti uzunlugunda ise bunlar kisa tekrar dizileri
(STR) veya mikrosatellitler olarak adlandirilirlar (Russel, 2003). Mikrosatellitler, ilk olarak
1989 yilinda insan genomunda dintikleotid tekrar dizileri olarak tanimlanmiglardir (Weber ve
May, 1989). Kdpeklerde ise, ilk mikrosatellit lokuslar1 1993 yilinda tanimlanmistir (Ostrander
ve ark., 1993). Ayrica tilki, kutup tilkisi ve kdpek genomu arasindaki varyasyonun ortaya
konulmasinda, kopek irklar1 arasindaki genetik varyasyonun agiga ¢ikartilmasinda da yine
mikrosatellitlerden yararlanilmistir (Atlet ve ark., 2001; Irion ve ark., 2003; Klukowska ve
ark., 2003). STR analizleri ile hayvanlarin soy, cins, tiir, ya da cografi kokenini kesfederek

kimligini degerlendirmek, baz1 6zel ve akademik laboratuarlarinda rutin olarak yapilmaktadir.
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Baz1 orneklerde, hayvana ait DNA analizleri ceza veya hukuk davalarimin karar agamasinda
kullanilmistir. Ornegin STR analizleri sonuglari, yarg: siirecinde olayla baglantili olan sigir,
ke¢i, at ve koyun gibi ¢iftlik hayvanlarina ait davalarda sunulmustur (Menotti-Raymond ve
ark., 1997; Halverson ve Basten, 2005; Budowle ve ark., 2005). Calismalarda kullanilan STR
markerlar1 uygun bir adlandirma ve uluslar arasi alanda giivenilir olarak kabul gérmesi ile
oldukca 6nem kazanmistir (Eichmann ve ark., 2004). 1999 yilinda yapilan ¢alismalar kopek
killarina ait STR dizi analizlerinin adli amagli olarak kullanilabilecegini bildirmistir

(Savolainen ve Lundeberg, 1999; Schneider ve ark., 1999).

Kopek kimliklendirmelerinde yapilan STR analizleri, yiiksek ayiricilik 6zelligine sahiptir ve
insan STR’lar1 ile benzerlik gostermektedir. Boylece, saf veya karisik tiirlerin tanimlanmasi

yapilabilmektedir (DeNise ve ark., 2003).

Gango ve ark. (2009), 63 kopekten alinan kil 6rneklerinin STR analizini yaptiklart bir
calismada, kil 6rneklerinin DNA izolasyonu sonrasinda ABI 310 Genetik Analizor cihazinda
kapiler elektroforez yapilarak PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5, PEZ20, PEZ12, PEZ3,
PEZ6, PEZ8 ve FHC2079 lokuslar1 analiz edilerek tiplendirilmis ve GeneScan Analiz 3.1
software programinda sonuglar degerlendirilmistir. Buna gore olay yeri ile baglantili
hayvanlarla ilgili yapilan c¢alismalarda, ¢alisilan bu lokuslarin 6nemli derecede ayirt edici

oldugu ve olay1 aydinlatmada kullanilmasinin yararl olacag bildirilmistir.

Bu konuda yapilmis bir baska ¢aligmada, olay yerinde kopege ait kil ve kan ornekleri ile
saldirtya ugrayan ¢ocugun boyun bolgesinden alinan siiriintii 6rneklerinden DNA izolasyonu
yapilmustir. Elde edilen DNA ornekleri 19 canine mikrosatellit markerlart (AHTK211,
CXX279, REN169018, INU055, REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTHZ260,
AHTK253, INU005, INU030, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04, AHTH171,
REN247M23, Amelogenin) Canine Genotypes™ Panel 1.1 (Finnzymes Diagnostics, Finland)
kullanilarak PCR islemine tabi tutulmustur. Daha sonra ABI PRISM 3100 Genetik Analiz
cihaz ile tiplendirilmistir. Sonucta magdurun boyun yiizeyinden elde edilen DNA miktar1 az
olmasina ragmen, magdurun en az iki kopek tarafindan saldirtya ugradigi tespit edilmistir

(Dobosz ve ark., 2009).
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2012 yilinda Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada, kopeklerde DNA profillemesinin bes yil
boyunca cinayet, kopek hirsizligi ile miicadele ve hayvan istismari gibi suglari arastirmak igin
basartyla kullanildigi ifade edilmistir. Ancak veri tabami eksikligi sebebiyle, yapilan
kimliklendirme istatistiklerinin yetersiz kaldigi, sadece ABD veritaban1 kullaniminin
sonuglar1 simirladigina dikkat cekilmistir. Bu sorunu giderebilmek igin Ingiltere’de yasayan
375 evcil képegin STR analizi gergeklestirilmistir. Bu calismada saglanan verilerin Ingiltere
icin kopek kimliklendirmesinde yapilan hesaplamalarin giivenilirligi i¢in kullanilabilir

oldugunu belirtmislerdir (Ogden ve ark., 2012).

2.7.2. Kopeklerde SNP Analizi

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) bir genin toplumda %1 veya daha fazla siklikla
rastlanan varyasyonlari ile ger¢eklesir. Bir veya daha fazla bazin diziye katilmasi (insersiyon),
diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri ile yer degistirmesi (substitliisyon) gibi
birgok yolla olusabilir. SNP’ler nesilden nesile fazla degisiklik gostermemeleri, degrede
olmus Orneklerde bile iyi sonug¢larin alinmasi 6zelliklerinden dolayr molekiiler ¢alismalarda
ve adli arastirmalarda tercih edilmektedir (Hwan ve ark., 2005). Ozellikle olay yerinden az
elde edilen ve degrade olmus kan lekesi, sa¢, kemik ve dis gibi biyolojik materyallerden STR
lokuslart ile tiplendirme yapilamadigi durumlarda SNP lokuslari ile basarili amplifikasyon

yapilabilmektedir (Gill ve ark., 2004).

2002 yilinda yapilan bir ¢calismada SNP analizlerinin adli kimliklendirmede oldukca etkili ve
ucuz bir yontem oldugu bildirilmistir (Andreasson ve ark., 2002). Genom dizisi tamamlanan
dordiincii memeli olan kopeklerde 2 milyondan fazla SNP oldugu saptanmistir (Lindblad-Toh
ve ark., 2005). 2009 yilinda yapilan bir arastirmada, 552 evcil kdpegin agiz i¢i swap yoluyla
alinan biyolojik 6rneklerinden mitokondriyal kontrol bolgesi iginde 36 yeni haplotip ve 24
yeni SNP belirlenmis ve dislama olasiligi 0,957 olarak tespit edilmistir (Webb ve ark., 2009).

2012 yilinda Imes ve ark. tarafindan, 100 evcil kdpegin agiz i¢i swap yoluyla alinan biyolojik
orneklerinden mtDNA analizi yapilmis ve 71 SNP belirlenmistir. mtDNA’nin HV-I bolgesi
daha onceki ¢aligmalarda yayinlanan 246 dizinin haplotip frekanslar ile karsilastirilmis ve
bunlarin i¢inden en yaygin goriilen 10 haplotip incelenmistir. Gézlenen 10 haplotip 63 sub

haplotipe ayrilmistir. Sonugta HV-I dizisinin rastgele eslestirme oram1 % 4 iken,
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subhaplotiplere ayrilarak incelenmesi yoluyla kopekleri kimliklendirmede % 1’den daha

diisiik rastgele eslestirme gosterdigi tespit edilmistir (Imes ve ark., 2012).

2.7.3. Kopeklerde Mitokondrial DNA Analizi

2.7.3.1. Mitokondri Genetik Sistemi

Tim Okaryotik hiicrelerde bulunan mitokondrilerin kendi DNA’lar1 (mtDNA), gen anlatim
sistemleri ve buna bagli olarak ribozomlar1 vardir; bunlar nukleustaki DNA ve sitoplazmadaki
ribozomlardan farklidir. Mitokondrinin genetik materyalinde tasinan genler dollere gegiste
Mendelizme uygunluk géstermezler, onun yerine maternal (anneden gelen) kalitim 6zelligine
sahiptirler. Bunun sebebi, mitokondrilerin sperm hiicrelerinin bas kisminda yer almamasi, bu
nedenle de eseyli iiremede dollenme sirasinda spermden mitokondri gelmemesi sebebiyle
mitokondri, maternal kalitim 6zelligi gostermektedir. Mitokondrial DNA, genomik DNA ile
karsilastirildiginda, mitokondrinin kendine has DNA’sinin olmasi, sadece anneden kalitilmasi

ve rekombinasyon’a ugramamasi gibi farkliliklar gosterir.

Mitokondri DNA’s1 genleri aralarinda gen dis1 bolgeler olmayacak sekilde siki bir sekilde
paketlenmistir. Cift zincirli olan mtDNA molekiiliiniin iki zincirinin baz igerigi birbirinden
farkli olup H ve L zinciri olarak adlandirilir. H zinciri Guanin niikleotidi agisindan, L zinciri
ise Sitozin niikleotidi a¢isindan zengindir (Strachan ve ark., 2004).

Mitokondri DNA’sinin genomik DNA’dan bagimsiz replikasyon ve transkripsiyon sistemi
vardir. Ancak mtDNA’sinin replikasyonu ve transkripsiyonu i¢in gerekli biitlin enzimler
genomik DNA tarafindan kodlanir. Mitokondri DNA’smin replikasyonu tek gesit
mitokondriyal DNA polimeraz tarafindan yapilir ve bu enzimin fonksiyonu nukleustakilerden
bagimsizdir. Mitokondrilerdeki ribozomlar ve rRNA’lar da sitoplazmadakilerden farklidir.
Agir zincirin replikasyon orijininden sentez baslar ve 5 — 3’ saat yoniinde ilerlerken H
zincir agilir. Yeni sentezlenen zincir L zincirin replikasyon orijinine geldigi anda ters yonde
yeni L zincir sentezlenmeye baslar. Boylece iki zincirin replikasyonu birbirine ters yonde
ilerler ve 5 — 3’ yoniinde devamli sentez oldugu icin Okazaki fragmentleri icermez.
MtDNA’nin diger bir 6nemli 6zelligi ise heteroplazmi gdstermesidir. Maternal kalitim
ozelligine gore mtDNA’nin tiim kopyalar1 maternal akrabalari ile ayni olmalidir. Ancak

yiiksek mutasyon orani sebebiyle bazen ayni mitokondride, hiicrede, dokuda veya bireyde iki
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veya daha fazla mtDNA tipi goriilebilir. Buna “heteroplazmi” denir (Brandstatter ve Walther,
2003). Eger tiim mtDNA’lar ayni ise bu duruma da “homoplazmi” adi verilir.

Sekil 2.7°de heteroplazmik (hem mutant hem normal mtDNA igeren hiicre) bir hiicrede
bulunan mtDNA’larin kalittimi gosterilmektedir. Mitokondri bdliinme asamasina geldiginde
ilk 6nce hiicrede bulunan mutant ve normal mtDNA’lar replikasyona ugrar (a) ve daha sonra
hiicre boliinmesi gergeklesir. Bu esnada normal ve mutant mtDNA ’lar mitokondrilere rastgele
olarak dagilir. Aym sekilde bu mitokondriler de hiicrelere rastgele dagilir. Olusan
heteroplazmik hiicrelerdeki mtDNA’lar tekrar replikasyona ugrar ve sonrasinda bdliinme
gerceklesir (b). Sonucta tamamen mutant ve normal mtDNA (homoplazmik) tasiyan
hiicrelerin yani1 sira heteroplazmik hiicreler de olusur (c). Ancak homoplazminin olusabilmesi
icin mitotik boliinmelerde belli bir siirenin gegmesi gereklidir (Hancock ve ark., 2005).
Iki ¢esit heteroplazmi vardir. Ilki, nokta heteroplazmisi (dizin heteroplazmisi)’dir. iki farkli
mtDNA toplulugunda bir niikleotid pozisyonunda goriilen farkliliktir. Cok yaygin degildir ve
kanitlarin yorumlanmasinda énem tagir. kinci tip heteroplazmi ise uzunluk heteroplazmisidir.
Ozellikle HV-l ve HVII’de goriiliir. MtDNA’da bulunan polisitozin (C stretch-uzamasi)
uzamalariin farkli uzunluklarda goriilmesidir (Stewart ve ark., 2001). Heteroplazminin
derecesi doku tiirlerine gore farklilik gosterebilmektedir. Ornek olarak, kil kana gére daha
fazla heteroplazmiktir (Paneto ve ark., 2007). Bu nedenle, kilda mtDNA analizi ile ilgili pek
cok calisma yapilmaktadir (Salas ve ark. 2001; Brandstatter ve Walther, 2003; Argag, 2009).
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Sekil 2.7. mtDNA’da heteroplazmi
(URL-9; http://www.carolguze.com/text/442-10-nontraditional_inheritance.shtml alinmigtir)

Adli olaylarda olgularin aydinlatilabilmesi i¢in, kimi zaman eser miktarda mevcut olan

biyolojik materyalin DNA analizini yapmak gerekmektedir. Ancak, bu tiir biyolojik
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orneklerde yeterli miktarda genomik DNA'ya ulagsmak her zaman miimkiin olamamaktadir.
Bu amagla yapilan mtDNA analizi, niiklear DNA analizine gore daha c¢ok avantaj
saglamaktadir. Ayrica MIDNA’nin hiicre basina daha c¢ok kopya sayisi i¢ermesi ve az
miktardaki ya da degrade olmus biyolojik 6rneklerden elde edilmesinin miimkiin olmasi
sebebiyle mtDNA analizi yapilarak, adli olay ¢ok daha hizli ve kolay bir sekilde
aydinlatilabilmektedir (Chen ve ark., 1995; Darok ve ark., 2005). mtDNA’nin kontrol bolgesi
(D-loop veya ¢ok degisken bolge/ HV-1 ve HV-II), 20 yildan beri insan popiilasyon
caligmalarinda kullanilmaktadir (Richards ve Macaulay, 2001). mtDNA’nin yapisi tiirler
arasinda benzerlik gostermektedir (Hoelzel ve ark., 1993; Hoelzel ve ark., 1994). Genlerin
konumlar1 temelde her tiir i¢in ayni1 olup, kontrol bolge (HV-1 ve HV-II) ayn1 zamanda en
degisken kismidir (Okumura ve ark., 1996; Savolainen ve ark., 1997). Ayrica kontrol bolge
icinde tiirden tiire degiskenlik gosteren VNTR bolgesi bulunmaktadir (Hoelzel ve ark., 1993).
Elde edilen verilerin standardize edilmesi adli genetikte 6nemli bir konu haline gelmistir

(Carrecedo ve ark., 2000).

2.7.3.2. Kopeklerde Mitokondri Genomu

Insan popiilasyonlarindan yola ¢ikarak elde edilen mitokondrial genoma ait bilgiler diger
tirlerin tizerine de uygulanmistir. Bu tiirlerden biri Canis familiaris olup, bu tiiriin
mitokodrial DNA caligsmalari, sadece popiilasyon genetigi konusunda degil, gerek tiirlerin
evrimi ve korunmasi konusunda (Savolainen ve ark., 2002), gerekse adli alanda (Savolainen
ve ark., 1997; Savolainen ve ark., 1999; Wetton ve ark., 2003) ve eski kalintilardaki DNA
ornekleri hakkinda bilgi vermektedir (Leonard ve ark., 2002). Tek bir kopek kilindan STR
lokuslar ile tiplendirme yapmak ¢ok gilivenilir olmamakla birlikte, bu durum yiiksek kopya
sayist sebebiyle mtDNA analizi yapilarak coziilebilmektedir. 1992 yilinda bir ¢aligmada
tiirlerin tespiti igin sitokrom b gen dizilerinin karsilagtirilmasinin yapilmasindan (Barlett ve
Davidson, 1992) ve sonraki yillarda sitokrom b gen dizilerinin her canlida farkli oldugundan
s6z edilmistir (Wilson ve ark., 1995; Savolainen ve ark., 1997). Insan mitokondrial DNA
dizisi 1981 yilinda (Anderson ve ark., 1981), kopek mitokondrial DNA dizisi ise 1998 yilinda
yaymlanmistir ve referans dizi olarak kullanilmaktadir (Kim ve ark., 1998).
Kopek mtDNA referans dizisi Ek 6’da gosterilmistir. Kopek mitokondrial genomu halkasal ve
16,728 baz ciftine sahip olup, 13 protein, 22 tRNA ve 2 rRNA kodlamaktadir. Canis lupus

familiaris’e ait mitokondrial genomun bolgeleri Tablo 2.5’te gosterilmistir.
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Tablo 2.5. Canis lupus familiaris e ait mitokondrial genomun bélgeleri (Kim ve ark., 1998)

Gen bolgesi 5 -- 3 Baz Baslam Bitis
uzunlugu kodonu kodonu

tRNA Phe 1-70 70

12S rRNA 71-1,024 954

tRNA Val 1-025-1,091 67

16S rRNA 1,092-2,673 1582

tRNA Leu 2,674-2,747 74

NADH dehidrogenaz subiinite 1 2,750-3,706 957 ATG TAA
tRNA lle 3,706-3,774 69

tRNA GIn 3,771- 3,845 75L

tRNA Met 3,847-3,916 70

NADH dehidrogenaz subiinite 2 3,917-4,960 1044 ATA TAG
tRNA Trp 4,959-5,026 68

tRNA Ala 5,040-5,108 69L

tRNA Asn 5,110-5,181 72L

OLR bolgesi 5,182-5,218 37

tRNA Cys 5,215-5,282 68L

tRNA Tyr 5,283-5,350 68L

Sitokrom c oksidaz subiinite 1 5,352-6,896 1545 ATG TAA
tRNA Ser 6,894-6,964 71L

tRNA Asp 6,969-7,036 68

Sitokrom c oksidaz subiinite 2 7,037-7,720 684 ATG TAA
tRNA Lys 7,738-7,804 67

ATPaz 8 7,806-8,009 204 ATG TAA
ATPaz 6 7,967-8,647 681 ATG TAA
Sitokrom c¢ oksidaz subiinite 3 8,647-9,430 784 ATG Taa’
tRNA Gly 9,431-9,498 68

NADH dehidrogenaz subiinite 3 9,499-9,845 347 ATA TAS"
tRNA Arg 9,845-9,912 68

NADH dehidrogenaz subiinit 4L 9,913-10,209 297 ATG TAA
NADH dehidrogenaz subiinit 4 10,203-11,580 1378 ATG Taa’
tRNA His 11,579-11,649 71

tRNA Ser 11,650-11,709 60

tRNA Leu 11,710-11,779 70

NADH dehidrogenaz subiinite 5 11,780-13,600 1821 ATA TAA
NADH dehidrogenaz subiinite 6 13,584-14,111 528L ATG TAA
tRNA Glu 14,110-14,179 70L

Sitokrom b 14,184-15,323 1140 ATG AGA
tRNA Thr 15,324-15,393 70

tRNA Pro 15,393-15,458 66L

Kontrol bolge 15,459-16,728 1270
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Mitokondrial DNA genomu iizerinde kontrol bolge olarak bilinen bolgenin insan ve diger
memelilerde yiiksek mutasyon oranina sahip olmasi bu bodlgenin DNA analizleri agisindan
popiiler olmasini saglamistir (Kim ve ark., 1998; Webb ve ark., 2009). 15458-16727 bp
arasinda olan yaklasik 1270 bp’lik D-loop bolgesi, 10 bp’lik VNTR igermektedir, 16130-
16429 bp arasindaki bolge 30 tekrardan olusmaktadir ve 9. bazinda A/G transisyonu vardir
(Kim ve ark., 1998). Her tekrar birimin ilk 6 niikleotidi sabit bir degisken igerirken, son 4
niikleotidi ise degisken bir yapiya sahiptir. Bununla birlikte Savolainen ve ark. (2000), VNTR
bolgesinde meydana gelen varyasyonlar sebebiyle, bu bélgenin ayni cins igerisinde biiyiik
farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir. Kopek mtDNA kontrol bolgesi Sekil 2.8’de sematik

olarak gosterilmistir (Eichmann ve Parson, 2007).

1270 bip

Kipek mtDINA kontrol hilge

15458 16130 16429 16728

| HV-I Juwonmvwe | mvnm |

Sekil 2.8. Kopek mtDNA kontrol bolgesinin sematik gosterimi

Canis lupus familiaris’in mitokondri genetik kodu prokaryotik ve okaryotik universal kod’a
gore farklidir. Bu farkliliklar Tablo 2.6 ve Tablo 2.7°de gosterilmistir. Universal kod ile
farkliliklars;

a) Baslatici kodon mitokondride “ATA/ATG” iken, niikleer genomda “AUG”dir.
b) Stop kodonu mitokondride “TAA/TAG” iken, niikleer genomda “UAA/UAG/UGA” dur.

¢) Niikleer genomda AGA/AGG “Arginine” aminoasidini, mitokondri genomunda ise “Serin”

aminoasidini kodlamaktadir.
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Tablo 2.6. Universal kodon ve aminoasit karsiliklar

ikinci harf

Ik harf U C A G Uciincii harf
~—  Phenylalanine Serine Tyrosine Cysteine U
Phenylalanine Serine Tyrosine Cysteine C
U Leucine Serine Stop Stop A
_ Leucine Serine Stop Tryptophan G
~— Leucine Proline Histidine Arginine U
Leucine Proline Histidine Arginine C
C Leucine Proline Glutamine Arginine A
_ Leucine Proline Glutamine Arginine G
- Isoleucine Threonine Asparagine Serine U
Isoleucine Threonine Asparagine Serine C
A Isoleucine Threonine Lysine Arginine A
\_ Methionine (Start) Threonine Lysine Arginine G
— Valine Alanine Aspartate Glycine U
Valine Alanine Aspartate Glycine C
G Valine Alanine Glutamate Glycine A
_ Valine Alanine Glutamate Glycine G

Tablo 2.7. Canis lupus familiaris e ait kodon-aminoasit karsiliklar: (Kim ve ark., 1998)

Phenylalanine TTT Serine TCT Tyrosine TAT Cysteine TGT
TTC TCC TAC TGC
Leucine TTA TCA Stop TAA Tryptophan TGA
TTG TCG TAG TGG
Leucine CTT Proline CCT Histidine CAT  Arginine CGT
CTC CcC CAC CGC
CTA CCA  Glutamine CAA CGA
CTG CCG CAG CGG
Isoleucine ATT Threonine ACT  Asparagine AAT  Serine AGT
ATC ACC AAC AGC
Methionine ATA ACA  Lysine AAA AGA
ATG ACG AAG AGG
Valine GTT Alanine GCT  Aspartate GAT  Glycine GGT
GTC GCC GAC GGC
GTA GCA  Glutamine GAA GGA

GTG GCG GAG GGG
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mtDNA polimorfizmleri genellikle kolay ve anlagilir olan Kim ve ark. 1998 yilinda
yayinladiklar dizi ile karsilastirilarak yapilir. Bazi arastiricilar referans olarak baska dizileri
kullanmislardir. Ornegin; Vila ve ark., 1997 yilinda bir kurt dizisini, Takahasi ve ark., 2002
yilinda, Shiba 1 dizisini ve Kim ve ark., 2001 yilinda, Sapsare A dizisini referans almislardir.
Her arastirici onceden yayimlanmis verileri referans olarak alip kendi dizi sonuglari ile
karsilagtirmaktaydi. Ancak bu durum hem zahmetli hem de hatali sonuglara neden
olabilmektedir. Bu hatalar1 6nleyebilmek i¢in Kim ve ark.’nin, 1998 yilinda yayimladiklari
kopek mtDNA dizisi arastiricilar tarafindan referans olarak kullanilmistir. Daha sonra
Savolainen ve ark., tarafindan olusturulan veritabani ise gelecekte olusacak eksikliklerin
giderilmesi acisindan daha giivenilir bir referans olarak bildirilmistir (Savolainen ve ark.,
2002). En sik kullanilan referans dizi karsilastirmalar ise Ek 7°de gosterilmistir. Daha sonraki
yillarda ise elde edilen diziyi kontrol etmek i¢in mevcut gen bankalar1 sitelerinden

karsilastirma yapmak miimkiin hale gelmistir.

Bazi arastiricilar, tamamlanan insan dizisinde rastlanan baz hatalarinin  yanlis
numaralandirmadan kaynaklandigini belirtmislerdir. Bu durumun 6nlenmesi i¢in Pereiara ve
ark., (2004), kopek dizisinin tamamlanmasi ile tespit edilen VNTR bolgesindeki tekrarin
bitimini takiben 16430. bazdan baslanarak varyasyonlarin belirlenmesini 6nermislerdir.

Polimorfizmlerin belirlenebilmesi i¢in, meydana gelen degisikliklerin dogru adlandirilmasi da
olduk¢a énemli bir konudur. Ornegin, bir baz delesyonu15938del seklinde ifade edilmelidir.
Diziye bir baz eklenmesi durumunda ise, 6rnegin 15461-15464 bazlar arasinda bir C bazi
eklendigini 15461.1C seklinde belirtmek yerine 15464.1C olarak belirtmek dogru olacaktir.

Belirlenen dizilerin okunuslar asagidaki 6rneklerde gosterilmistir:

F1 AAACCCT-——————— CCCCCTATG

Ref AAACCCTTCTCCCCTCCCC-TATG

Bu dizi; 15523del 15524del 15525del 15526del 15527del 15528del 15529del 15530del
15534.1C seklinde okunurken,;

F1  AAACCCTC——————— CCCCTATG

Ref AAACCCTTCTCCCCTCCCCTATG

Bu dizi ise 15523 15524del 15525del 15526del 15527del 15528del 15529del 15530del
seklinde okunmalidir. 15523. bazda transisyon goriilmektedir (Pereira ve ark., 2004).
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Uluslararasi kodlama sistemine gore piirin bazlarinin birlikte goriildigii heterozigotluk R harfi
ile, pirimidin bazlarmin birlikte goriildiigii heterezigotluk ise Y harfi ile ifade edilmektedir

(Eichmann ve Parson, 2007).

Isve¢ (Savolainen ve ark., 1997; Vila ve ark., 1997), Japonya (Okumura ve ark., 1996) ve
Isvigrede yapilan arastirmalar (Randi ve ark., 2000) adli amach kdpek mitokondrial DNA
dizileme ¢alismalarmin 6nemi vurgulamaktadir. Kopek mtDNA kontrol bolgesi dizileme
caligmalar1 adli ¢alismalar i¢in yeterince ayirt edici oldugu sonucuna varilmistir. Calismalarda
bazi mutasyonlarin olduk¢a yaygin oldugu goriilmiis ve bu mutasyonlarin sadece dislama igin
kullanilabilir oldugu belirtilmistir. Nadir gorilen profillerin sikligin1 tahmin etmek igin,
uluslararasi ¢aligmalarin daha da genisletilmesi gerektigi goriisii savunulmaktadir (Desmyter

ve Gijsbers, 2012).

Yapilan bagka bir ¢alismada Avrupa, Asya, Afrika ve Avrasya’daki 654 kopekten saglanan
mtDNA’nin 582 bp’lik bolgesi lizerindeki genetik degisimler belirlenmistir. Bu yaklagimin
temeli genetik sablonlardaki cesitliliklerin zaman igerisinde azalacagi diisiincesi olmustur. Bu
diisiince, ilerleyen soylarin genetik ¢esitliliklerinin, atalarinin genetik c¢esitliliklerine gore
daha az bir miktarin1 tagiyacagi anlamini tasimaktadir. Yani kdpek soyu eskidikce cesitliligin
daha fazla olmasi: beklenmektedir. Bu ¢alisma sonucunda Dogu Asya kokenli kopeklerin
genetik sablonlarindaki cesitlilik, diinyanin diger bolgelerindeki kopeklere gore belirgin
sekilde fazla ¢ikmasi sebebiyle kopegin kokeninin Dogu Asya oldugu goriislinii ortaya

cikarmistir (Savolainen ve ark., 2002).

Savolainen ve ark., (1997) bir kopegin koparilmig kil 6rneginden mtDNA tiplendirmesini
yapabilmistir (Savolainen ve ark., 1997). 1999 yilinda Schnedier ve ark., trafik kazas1 sonrast
olay yerinden alinmis tek kopek kilindan mtDNA tiplemesi yaparak basarili sonug¢ elde
edebilmistir (Schneider ve ark., 1999).

Kurt (Canis lupus) Isvicre’de korunan tiirlerden biridir ve baz1 arastiricilar tarafindan Kurt
kacakciliginin tespiti yapilmaktadir. Bu amagla siiphelilerin yasadiklari ortamda yapilan
arastirmalarda elde edilen biyolojik 6rneklerin mtDNA analizlerinin yapilmasiyla kisilerin

suglanmasi ya da masumlugun tespiti miimkiin olabilmektedir (Fumagalli ve ark., 2009).
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2012 yilinda yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, 208 Belgika kopeginin HV-1 (15458-16129)
ve HV-Il (16430-16727) bolgelerinin VNTR bolgesi disinda kalan mtDNA dizilemesini
gerceklestirmistir. Arastirma sonucunda HV-1 bolgesinde 45, HV-IlI bolgesinde ise 14
polimorfik  bolge  bulunmus, bunlardan 49’u  transisyon  goOstermekte  iken,
HV-11 bolgesinde (16661-16674) polyCpolyTpolyC seklinde dizilere rastlanilmistir. Ayrica
21 poziyonda tekli polimorfizmlerin bulundugu belirtilmistir (Desmyter ve Gijsbers, 2012).

Kopeklerde mtDNA analizi diinyanin bir¢ok bolgesinde calisildigi gibi Tiirkiye’de de
arastirmacilar tarafindan genellikle endemik tlirler tlizerine ¢alisma yapilmaktadir.
2005 yilinda Gokgek tarafindan yapilan bir yiiksek lisans tez ¢alismasinda, Kangal ve Akbas
kopeklerinin genetik farkliligi arastirilmistir. Bu amagla 105 Kangal ve 9 Akbas kopegi’nin
585 baz uzunlugundaki mitokondrial DNA kontrol bolgesinin sekans analizi yapilmistir.
Sonuglar Kangal ve Akbas kopeklerinin birbirlerinden farkli olduklarina isaret etmektedir.
Tiirkiyeden elde edilen verilerin diger kopek verileri ile karsilastirilmasi1 Kangal kopeklerinin
sadece Iskandinavya (%36), Portekiz (%20), Tiirkiye (%20) kopeklerinde ve sadece bir
Ispanya kopeginde bulunan ama Akbas, Orta Dogu, Avrupa, Dogu Asya ve Hindistan
kopeklerinde bulunmayan ¢ok nadir bir haplogruba sahip oldugunu gostermistir.
Ayrica Kangal ve Akbas kopeklerinin mtDNA kontrol bolgesi sekanslarina dayanarak farkl
cografik bolgelerdeki kopekler ile karsilastirilmasi Kangal kopeklerinin genetik olarak
Iskandinavya ve Kuzey Bat1 Asya kdpeklerine, buna karsilik Akbas kopeklerinin Avrupa ve
Dogu Asya kopeklerine daha yakin oldugunu gostermistir (Gokgek, 2005).

Kopeklerde STR, SNP, mtDNA incelemelerinde kapiler elektroforez  yontemi
kullanilmaktadir. ABI310, 3730, 3100, 3100 Avant, 3130, 3130 XL cihazlar ile kopekler
tiplendirilmektedir (van Asch ve ark., 2009). Arastirmalarda képek mtDNA  kontrol
bolgesinin analizinde kullanilan Kim ve ark.’nin 1998 yilinda hazirladiklart referans dizi EK

6’da, VNTR bolgesindeki tekrar dizileri EK 8’de verilmistir (Eichmann ve Parson, 2007).

2012 yilindaki bir ¢aligmaya gore mtDNA’nin HV-I ve HV-II boélgelerinin 15483-16672.
pozisyonlart arast meydana gelen polimorfizmler Tablo 2.8’de gosterilmistir (Bekaert ve ark.,
2012). Caligmaya goére en fazla Sitozin-Timin degisimlerinin oldugu ve Boxer, French

bulldog ile Cocker irklarinin 15938. pozisyonunda delesyon meydana geldigi belirtilmektedir.
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2.8. YAPILAN GENETIK CALISMALAR
2.8.1. KopekKler ile ilgili yapilan calismalar

Kopeklerle ilgili yapilan calismalardan bazilari, kdpeklerin sitogenetik analizlerinin yapilarak
tirler aras1 farkliliklarin belirlenmesi hakkindadir. Canidae familyasinin FISH (Fluoresan In
situ Hybridization) teknigi ile yapilan kromozom analiz sonuglarina gore fakli tiirlerde
kromozom sayilar1 degisiklik gostermektedir. Ornegin; Vulpes velox (Kit fox) 50 kromozoma
(Nash ve ark., 2001), Vulpes corsac (Cape fox) 36 kromozoma, Fennecus zerda (Fennec fox)
64 kromozoma ve Urocyon cinereoargenteus (Gray fox) 66 kromozoma sahiptir
(Graphodatsky ve ark., 2008). Canis lupus familiaris ise, 38 ¢ift otozomal ve 2 cinsiyet
kromozomu olmak {izere toplam 78 kromozoma sahiptir (Yang ve ark., 1999; Graphodatsky

ve ark., 2000). Canis lupus familiaris’e ait bir karyotip Sekil 2.9’da gosterilmistir.

Kopekler ile ilgili yapilan uluslar arasi ¢alismalara bakildiginda, arastirmalarin ¢cogunlukla
kopekler aras1 genetik uzakliklarin tespiti, popiilasyon calismalari, arkeolojik aragtirmalar ve
cesitli mikroorganizmalarin karakterizasyon tespiti gibi konulardan olustugu goriilmektedir.
Tirkiye’de kopekler {lizerine yapilmis Yiiksek lisans ve Doktora tezlerinde ise genellikle
klinik aragtirmalar s6z konusudur. Genetik arastirmalara bakildiginda ise “Kangal kopeklerin
genetik yapilarinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi” (Altunok, 1998), “Bazi kopek
irklarinda kan protein polimorfizmi ve irklar arasi genetik mesafelerin tahmin edilmesi”
(Erdogan, 2000), “Tiirkiye’deki kangal kopeklerinin mitokondrial DNA (mtDNA) dizi
analizi” (Gokgek, 2005), “Mikrosatellitler kullanilarak DNA tipleme yontemi ile kopeklerde
ebeveyn tayini” (Avanus, 2007) baslikli doktora tezleri yapilmistir.
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2.8.2. Adli amach olarak diger hayvanlar iizerinde yapilan calismalar

Adli amagh aragtirmalarda olay yeri ile baglantili oldugu disiiniiliip, biyolojik 6rnek alinarak
olgunun aydmlatilmasinda kullanilan, kopeklerden baska hayvanlar da bulunmaktadir.
Ornegin, Felis catus (kedi) kil orneginden ilk kez 1996 yilinda gerceklesen bir cinayet
olgusunu aydinlatabilmek igin adli amag¢li mtDNA analizi yapilmistir. Cinayeti ¢6zmek igin
olay yeri inceleme ekibi bir ceketin cebinde bulunduklar kedi kilin1 incelemeye almislardir.
Once STR analizi ile tiplendirme yoluna gidilmis ancak dokiilmiis kil érneginden genomik
DNA eldesi saglanamayip, basarili tiplendirme gerceklestirilememistir. Bu amagla mtDNA
analizi yapilarak ornek tiplendirilebilmistir (Menotti-Raymond ve ark., 1997; Budowle ve
ark., 2003).

Adli amagli olarak atlar iizerinde de mtDNA ¢alismalar1 yapilmaktadir. Buradaki amac, at
hirsizligi, saldirida bulunan hayvanin kimliginin tespiti ve soy tespiti gibi konularda olgulari
¢oziimlemektir. Ingiltere’de at popiilasyonu 400.000 olup 172 at hirsizligi, Almanya’da
500.000 olan at popiilasyonundan 85 at hirsizlif1 olayr yasandigi rapor edilmistir. 2010
yilinda 39 at’a ait kil 6rnekleri iizerinde yapilan mtDNA c¢alismasinda, mtDNA genomunun
15,580-15,779 niikleotidleri arasindaki 200 bp’lik bolge incelenmis ve bu bolgedeki
farkliliklara gore atlar kimliklendirilmistir (Gurney ve ark., 2010).

2009 yilinda Fumagalli ve ark.’nin hazirlamis olduklar1 ¢aligmada cesitli vaka orneklerden
bahsedilmistir. Bu c¢alismalardan biri; ormanlik bir alanda bulunan bozulmus doku
parcalarinin o dénemde kaybolanan bir kisiyle baglantili olabileceginden siiphelenen polis,
doku 6rneklerinden tiir tayini yapilmasini istemistir. Doku 6rneklerinden mtDNA’nin kontrol
bolgesinin analizi yapilarak, tiplendirilmis ve referans dizi incelemesinde 6rneklerin insan
kaynakli olmadig: tespit edilmistir. Tespit edilen tiirlerin muhtemelen ormanlik alanda yapilan
bir barbekii sonrasinda domuz (Sus scrofa) ve inek (Bos taurus) etlerinin kalmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Bu ¢alisma ile havyan tiirlerinin kimliklendirilmesi yapilarak

adli olay ile ilgisinin olmadig1 kanitlanmistir (Fumagalli ve ark., 2009).

2005 yilinda, 40'dan fazla parcalanmis hayvan cesedi oldugu rapor edildi. Bu raporda sigir,
koyun, keci, esek ve at gibi hayvanlar yer almaktaydi. Olii bulunan iki inek iizerinde yapilan
makroskobik analizler, insan miidahalesine ait hi¢bir kanit bulunamayinca, tiir tespiti igin

cesetlerin etrafindan steril swap ile oOrnekler almmistir. Orneklerin mtDNA analizi
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yapildiginda inek (Bos taurus) ve kizil tilki (Vulpes vulpes) tiirleri tespit edilmistir.
Bulunan bu iki tiiriin, tilkilerin inek cesedi ile beslenmesi sonucu olustugu diistiniilm{istiir
(Fumagalli ve ark., 2009).

Bu konuda bir diger olgu ise Pelikan tiirii ile ilgilidir. Hayvanat bahgesinde bir pelikan
(Pelecanus spp.) oli olarak bulunmus ve viicut yiizeyinde yaralarin oldugu gozlenmistir.
Saldiriyr gergeklestiren hayvanin belirlenmesi amaciyla pelikanin yaralarindan o6rnekler
alinmis ve mtDNA’nin kontrol bdlgesi analiz edilmistir. Analiz sonucunda kopek
(Canis familiaris) ve alageyik (Dama dama) tiirleri tespit edilmistir. Ancak bu durumun,
ornek alma islemi sirasinda veterinerin neden oldugu bir kontaminasyon sonucu ortaya ¢iktigi

diisiiniilmektedir (Fumagalli ve ark., 2009).

Yaban hayat1 koruma amaciyla avcilarin karacalart 6ldiirtip 6ldiirmedigini tespit etmek igin,
stipheli bolgedeki yapraklar ve taslar iizerindeki kan ornekleri analiz edilmistir. Analiz sonucu
mtDNA’nin kontrol bolgesi g¢alisilmig, orneklerin yaban domuzu (Sus scrofa) ve kopek
(Canis familiaris)’e karsilik geldigi, karaca (Capreolus capreolus)’ya ait olmadigi tespit

edilmistir (Fumagalli ve ark., 2009).

2006 yilinda yapilan bir yiiksek lisans tez ¢aligmasinda ise nesli tiikkenmekle karsi karsiya
kalan Caretta caretta (deniz kaplumbagasi) tiiriiniin kimliklendirilmesi amaglanmistir. Tezde
tiirlin devami amaciyla, kacak avlanmalara kars1 koruma kanunlar ¢ikarilmis oldugu ancak
kontrollerin etkin sekilde yapilabilmesi i¢in laboratuarlarin kurularak, yeni analiz
tekniklerinin gelistirilmesi ve uygulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Calismada tiir igin
polimorfik o6zellik tasiyan Cc7 mikrosatellit lokusunun c¢ogaltimi gerceklestirilmis ve
Poliakrilamid jel iizerinde alleler gozlenmistir. Caretta caretta’ya ait bu lokusun belirlenmesi
ile bireylerin kimliklendirilmesinde yiiksek bir ayirc1 glice sahip oldugu belirlenmistir

(Uysal, 2006).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez projesi 2010-2012 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisi Adli
Molekiiler Genetik Laboratuvarinda calisilmis olup, orneklerin kapiler elektroforez ile

tiplendirilmesi “Medsantek” firmasindan hizmet alimi yapilarak gerceklestirilmistir.

Bu tez i¢in Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 30.12.2010 tarihli
204 sayili karar1 geregince, etik kurul onayr alinmistir (Bknz. EK 1). Bu ¢alismada, Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine saglik kontrolii ve
astlama igin getirilmis olan 150 evcil kopege ait kan materyalleri kullanilmistir. Bu amagla
kopek sahiplerine calismanin amact konusunda bilgi verilip, kendilerinden onam alinmistir
(Onam formu 6rnegi i¢in Bknz. Ek 2). Kan alimi islemi sirasinda genel asepsi ve antisepsi
kurallarma uyulmustur. Veteriner hekim tarafindan kopeklerin sol arka ayagindaki safen
(saphenous) venden alinan 2cc kan, EDTA’l1 tiiplere konulmustur. Adli Molekiiler Genetik
Laboratuvarina kuru buz igerisinde taginan kan ornekleri, analizleri yapilana kadar -20°C’de

saklanmistir.

3.1. KAN ORNEKLERI ALINAN KOPEKLERLE iLGIiLi BILGILER

Calismada 54 disi, 96 erkek olmak tizere toplam 150 evcil kopekten kan 6rnegi alinmistir.
Alinan Orneklerin 20 farkli kopek 1rkina ait oldugu goriilmektedir (Tablo 3.1).
Ayrica kopeklerin 1rk, yas ve cinsiyet bilgileri EK 4’te gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kopeklerin Irk ve Sayi Bilgileri

Sira Kopegin Irki Say1 (Yiizde) Sira Kopegin Irki Say1 (Yiizde)
1 Terrier 24 (% 16) 11 Boxer 5% 3)
2 American cocker 20 (% 13,3) 12 Cocker 4 (% 2)
3 Golden retriever 19 (% 12,6) 13 Siberian husky 2 (% 1,3)
4 German shepherd 15 (% 10) 14 Pekingese 2(%1,3)
5 Sivas kangal 12 (% 8) 15 Pointer 2 (% 1,3)
6 Rottweiler 11 (% 7,3) 16 Doberman 1(% 0,6)
7 Irish setter 8 (% 5,3) 17 German pinscher 1(% 0,6)
8 English setter 8 (% 5,3) 18 Yorkshire terrier 1(% 0,6)
9 Bulldog 7 (% 4,6) 19 Saint Bernard puppies 1 (% 0,6)
10 Beagle 6 (% 4) 20 Chow chow 1(% 0,6)
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3.2. KAN ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU

Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu “Invitrogen PureLink™ Genomic DNA” izolasyon Kiti

(Katalog No: K1820-02) kullanilarak yapildi. Bu asamada hazirlanan ¢ozeltiler, kullanilan

kimyasallar ve geregler Ek 3°te verilmistir.

1.

o > DN

1.5 mI’lik tiip icine 200 ul kan &rnegi pipetle konuldu. Uzerine 20 pl Proteinaz K ve
20 ul RNase A ilave edildi, kisa siire vortekslendi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Karisimin tizerine 200 ul Binding Buffer (baglayici tampon) ilave edildi.

Tiip 55°C°de 10 dakika boyunca Etiiv’de bekletildi.

200 pl %96°lik Etanol eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

Eppendorftaki ¢ozeltinin tamami1 (~640 pl) spin kolona bosaltildi ve 10.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii atilarak, spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500
ul Wash Buffer 1 (yikama tamponu 1) ilave edildi ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Toplama tiipii atilarak, spin kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi. Uzerine 500
ul Wash Buffer 2 (yikama tamponu 2) ilave edildi ve 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

Spin kolon, temiz bir 1.5 mI’lik tiipe alindi. Uzerine 200 ul Elution Buffer (eliisyon
tamponu) ilave edildi. Tiip 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiipiin i¢cinde kalan DNA, PCR asamasina kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.1. DNA Miktar Tayini
Bu calismada DNA miktarlar1 Florometrik yontem ile Qubit® Florometre (Invitrogen)
cihazinda belirlendi. Bu amagla The Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kiti (Katalog No:
Q32851) kullanildi. DNA miktarlari 260nm dalga boyunda, asagidaki adimlar izlenerek
ol¢iildii. Orneklerin DNA miktarlar1 Ek 5’te verilmistir.

1.

1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine ¢alisilan her bir 6rnek i¢in 199 pl Quant-iT™
dsDNA HS Buffer (tampon) ve calisilan 6rnek sayisi kadar her tiip tizerine 1 pl Quant-

iT™ reagent (reaktif) ilave edilerek bir karisim olusturuldu.
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2. Cihazin kalibrasyonu i¢in her 6lgiimde Standart 1 ve Standart 2 olmak iizere kontroller
kullanild1. Her bir standart i¢in 0.2 ml’lik tiipe Buffer-reagent (200ul) karisimindan
190 pl alindi, tizerine 10 ul standart eklendi.

3. Ornekler igin ise 0.2 mI’lik tiipe Buffer-reagent (200 ul) karisimimdan 190 pl alinds,
tizerine 10 ul DNA 6rnegi eklendi. Tiipler birkag¢ saniye vortekslendi.

4. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Standart 1 okutularak cihaz sifirlandi. Daha sonra Standart 2 okutularak cihazin 6l¢iim
yapip yapmadigi kontrol edilerek kalibrasyon yapildi.

6. Ornek cihaza yerlestirildi, karisim i¢indeki 6l¢iimii yapildi.

3.2.2. DNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Izole edilen DNA’lar % 1.5’lik agaroz jel kullanilarak analiz edildi. 1.5 g agaroz (Sigma)
tartilip, 100 ml IXTBE (Tris Borik asit EDTA) tamponunda mikrodalga firminda eritildi.
Tamponun sicakliginin yaklasik 50-55°C’ye diismesi beklendi. DNA’nmn UV 1sik altinda
gozlenebilmesi i¢in jele 3 pl etidyum bromiir eklenerek, elektroforez kasedine dokiildii.
30 dakika sonra donan jel, iginde TBE bulunan elektroforez tankina alindi. DNA’larin
kuyulara ¢okmesini saglamak i¢in 1 pl elektroforez yiikleme tamponu kondu. 4 pl DNA
ornegi ile ylikleme tamponunun iyice karismasini saglandiktan sonra jel kuyularma 5 pl
yiikleme yapildi. Elektroforez, sabit 70 V ve 110 mA serbest akim altinda yarim saat yapildi.
UV ik altinda gozlenen DNA ornekleri Sony DSC-T100 dijital makinasi {izerinde
fotograflandi.

3.3. PRIMERLERIN SECIMIi

Primerlerin se¢imi, kopek mitokondrial bolgesinin g¢ogaltiminin uygun oldugu belirtilen
literatlir bilgilerine gore yapildi (Eichmann ve Parson, 2007). Buna gore “Invitrogen”
firmasinin sentezlemis oldugu primerler “Medsantek” tarafindan saglandi. Calismada
1 forward ve 1 reverse olmak iizere 2 adet primer kullanildi. Primer kodlar1 ve dizileri Tablo
3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Primer Dizileri

Primerin Kodu Primerin Dizisi (5’ - 3°)
F15416 CATCAGCACCCAAAGCTGAGA
R0O0056 GTGCGACTCATCTTGGCATTT
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3.4. BIRINCi PCR PROTOKOLU

Birinci PCR igin AmpliTag Gold® PCR Master Mix kiti (Katalog No: 4318739) kullanilds,
karisim Tablo 3.3’de gosterildigi gibi hazirlandi. Képek mtDNA kontrol bolgesi igin F15416
ve R00056 primerleri kullanildi. PCR karigimlari1 hazirlandiktan sonra PCR tiiplerinin {ist
yiizeylerine yapismis olan damlalar tiiplin alt yiizeyine indirebilmek icin kisa siire santrifiij
yapildi. Genamp 9700 PCR cihazinda belirlenen programi ayarlandiktan sonra tiipler cihaza

yerlestirildi ve cihaz ¢alistirildi.

Tablo 3.3. Birinci PCR karisim bilesenleri ve miktarlar

Karisimin Icerigi 1 6rnek icin
PCR Master Mix (2X) 10 pul
F15416 primeri 2 ul
R0O0056 primeri 2 ul
DNA 2 ul
Distile su 4 ul
Son hacim 20 nl

PCR cihaz1 Tablo 3.4’te verilen sicaklik ve zaman parametrelerine gore ayarlandi.

Tablo 3.4. Birinci PCR dongii parametreleri

Baslangic¢ 30 dongii Son uzama
Asama | j,kiibasyonu sicaklig
Denatiirasyon | Baglanma Uzama
Sicakhik
95°C 95°C 60 °C 72 °C 72 °C
°C)

Zaman 5 dakika 15 saniye 15 saniye | 60 saniye 7 dakika
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3.4.1. Birinci PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iiriinlerini saflastirma islemi iki sekilde gerceklestirildi. Oncelikle tiim &rneklerde
Exonuclease ve Shirmp Alkaline Phosphatase enzimleri, tiplendirmesi basar1 ile
gerceklesmeyen Orneklerde ise ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup Kit (Katalog No.:
CS32250) kullanildi.

3.4.4.1. Exo-Sap ile saflastirma
PCR isleminin ardindan PCR iriinlerini saflastirmak i¢in her tiipe Exonuclease 1 ve Shrimp
Alkaline Phosphatase enzimleri Tablo 3.5’te belirtilen miktarlarda ilave edildi. Exonuclease 1
enzimi, ortamdaki baglanmamig primerlerin par¢alanmasi i¢in, Shrimp Alkaline Phospatase

enzimi de ortamdaki baglanmamis dNTP’lerin par¢alanmasi i¢in kullanildi.

Tablo 3.5. Exo-Sap karigim miktarlari

Exo-Sap Bilesenleri Eklenen miktarlar (ul)
PCR {iriinii 15
Exonuclease 1 (5U/ pl) 0.80
Shrimp Alkaline Phosphatase (1U/ pul) 1.60

PCR cihazinda Exo-Sap programi se¢ildi. Tiipler cihaza yerlestirildi ve cihaz calistirildi.
37°C’de 90 dakika boyunca baglanmamis primer ve dNTP’ler pargalandi. 80°C’de 20 dakika

boyunca enzimlerin inaktivasyonu saglandi.

3.4.4.2. ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup Kit ile saflastirma

1. Her bir PCR tiiptine 20 pl Purification Buffer (saflagtirma tamponu) ilave edilip, kisa
stireli vorteks yapildi.

Karisim, toplama tiipiiniin i¢indeki kolona aktarildi.

10000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.

Uzerine 500 ul Wash Buffer (yikama tamponu) ilave edildi.

10000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.

o U AW N

Toplama tiipii atilarak, kolon temiz bir toplama tiipii igerisine alindi.
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7. Uzerine 50 pl Elution Buffer (eliisyon tamponu) ilave edilip, 1 dakika boyunca oda
1s1s1sinda bekletildi.

8. 10000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij yapildi.

9. Tiipiin iginde kalan saflastirilmis DNA, PCR asamasma kadar +4°C’de muhafaza
edildi.

3.5. iKiNCI PCR PROTOKOLU

Bu asamada saflagtirilmig birinci PCR {iriinlerinin dizinlenmesi i¢in BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Katalog No: 4337455) kullanildi. Kitin esasi Sanger Zincir
Sonlandirma prensibine dayanmaktadir. Kitin igeriginde, hazir reaksiyon karigimi, 5X
Dizinleme tamponu, Kontrol DNA, Kontrol primer karisimi yer almaktadir. Hazir reaksiyon
karsiminda bulunan ddNTP’lerin hangi floresan boyalarla isaretlenmis olduklar1 Tablo 3.6’da

gosterilmistir.

Tablo 3.6. BigDye kiti igerigindeki ddNTP’ler ve isaretlendikleri floresan boyalar

Dideoksi bazlar Floresan boya Elektroforegram rengi
ddGTP dR110 Siyah
ddATP dR6G Yesil
ddCTP dTAMRA Mavi
ddTTP dROX Kirmizi

Ikinci PCR reaksiyonunda, HV-I bolgesi icin F15416, HV-1l bolgesi i¢in R0056 primerleri
kullamildi. Ikinci PCR karisimi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.7’de, dongii

parametreleri ise Tablo 3.8’de gosterilmistir.
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Tablo 3.7. ikinci PCR karisim bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Ornek Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
(nl/reaksiyon) (nl/reaksiyon) (ul/reaksiyon)
BigDye Terminator 3.1 hazir 4 ul 8 ul 8 ul
reaksiyon karigimi
5X dizileme tamponu 2 ul -
Dizileme primeri 6,4 ul -
Saflastirilmis PCR {iriinii 2 ul -
-M13 kontrol primeri - 1 1
PGEM®-3Zf(+) kontrol DNA - 1
Distile su 5,6 ul 11 10
Tablo 3.8. ikinci PCR déngii parametreleri
25 dongii
Saklama
Asama sicakhigi
Baslangic¢
. Denatiirasyon | Baglanma | Uzama
Inkiibasyonu
Sicakhik
96 °C 96 °C 50 °C 60 °C 4°C
°C)
Zaman 1 dakika 10 saniye 5 saniye | 240 saniye o0

3.5.1. ikinci PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Ikinci PCR iriinleri

uzaklastirilmasi

icin  tiim

ortamda

orneklerde  Sephadex

bulunan baglanmamis floresan

yontemi,

isaretli ddNTP’lerin

basarili  tiplendirme

gerceklestirilemeyen bazi 6rneklerde ise Applied Biosystems BigDye® XTerminator™

Purification Kit (Katolog No: 4376486) kullanilip asagidaki adimlar izlenerek Ornekler

saflastirildi.
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3.5.1.1. Sephadex yontemi ile saflastirma

3 gr. Sephadex G-50 tartilip, bir falkon tiip i¢erisinde 45 ml distile su ile karistir1ldi.
Karisim 1 dakika boyunca vortekslendi.

1.5 mI’lik tiiplere temiz kolonlar yerlestirildi.

Her tiipe hazirlanan karisimdan 650 pl ilave edilip 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Tipler 3800 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.

Kolonlar dikkatlice tiiplerin i¢inden alinip, temiz 1.5 ml’lik tiiplere yerlestirildi.

N o a A w D Pe

PCR firiinleri kolondaki dolgu maddesinin merkezine gelecek sekilde yavasca
birakildi. Tiipler 3800 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
8. Kolonlar atilarak, tiiplerin agz1 kapatildi.

3.5.1.2. ABI Big Dye XTerminator Kiti ile saflagtirma

1. Kitin igeriginde belirtildigi gibi 6rnek hacmi 20 pl oldugundan, 6rneklerin iizerine 90
ul SAM Solution (¢6zeltisi) ilave edildi.

Karigimin iizerine 20 pl XTerminator Solution (¢6zeltisi) eklendi.

Calkalayicinin iizerinde 30 dakika boyunca bekletildi.

1000 rpm’de 2 dak. boyunca santrifiij edildi.

o ~ w0 N

Orneklerin saflagtirma iglemi tamamlanmus olup elektroforez asamasina gegildi.

3.6. ELEKTROFOREZ ASAMASI

Elektroforez agamasi hizmet alimi1 kapsaminda 4 kapilerli, kapiler uzunlugu 36 cm olan ABI
Prism 3130 Genetik Analizor cihazinda (Applied Biosystems) POP7 polimeri kullanilarak

“Medsantek” firmasinin hizmet alimi laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.6.1. Analizi Tamamlanan Orneklerin Sonuclarmin Incelenmesi

Ham verilerin analizi Sequencing Analysis (Applied Biosystems), SeqScape 3.7 (Applied
Biosystems), BioEdit ve ClustalX programlar1 kullanilarak yapildi. “Sequencing Analysis”
programi ile yliriitmelerin basarili olup olmadig: belirlendi ve orneklerin dizileri saptandi.
Sonuglar Kim ve ark.’nin 1998 yilinda yayinladiklar1 Canis familiaris referans dizisi ile

karsilastirilarak tiplendirme asamasi gergeklestirildi.
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER
150 evcil kopegin kan orneklerinden elde edilen mtDNA’nin HV-I ve HV-II bolgelerinde
gozlenen haplotipler incelenmistir. Kimliklendirme c¢aligmalarinda kopeklerin rastgele

eslesme olasilig, yontemin ayrim gilicii ve genetik cesitlilik gibi faktorler asagidaki

esitlikliklerden yararlanilarak hesaplanmstir.

Xi : Haplotip sayisi, n : Toplam birey sayisi

Rastgele eslesme olasiligi

P=Y (Xi¥)/n

Ayrim giicli
DP=1-Y (X%

Genetik cesitlilik

h=@1-Y XA n/ (n-1)
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4. BULGULAR

Bu calismada, 150 evcil kdpege ait kan 6rneklerinden 124’{inde mtDNA’nin HV-1 ve HV-I1I
bolgelerinin dizin analizi gerceklestirildi. Bu amagla Istanbul Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi’nden temin edilen kan orneklerinden “Invitrogen PureLink™ Genomic DNA”
Izolasyon Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA izolatlarinin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.1°de gosterilmistir. DNA miktarlari Florometrik yontem
ile Qubit® Florometre (Invitrogen) cihazinda belirlendi (Elde edilen miktarlar icin Bknz. Ek
5). Ayrica F15416 ve R00056 primerleri ile gergeklestirilen ilk PCR sonucu bantlarin agaroz

jelde goriiniimii Sekil 4.2°de gosterilmistir.

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 4.1. 1-16 DNA izolatlarinin %1.5’lik agaroz jel elektroforezi lizerindeki goriintiisii

1000 bp
500 bp
100 bp

Sekil 4.2. F15416 ve R00056 primerleri ile gerceklestirilen ilk PCR sonucu bantlarin agaroz
jelde gortiniimi, M: 100 bp’lik marker 1-7 :DNA 6rnekleri N: Negatif Kontrol

HV-1 ve HV-II bolgelerinde en sik goriilen polimorfizmler ve yiizdeleri Tablo 4.1°de, grafigi
ise Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.1. HV-I ve HV-II bélgelerinde en sik goriilen polimorfizmler ve yiizdeleri

Sira  Pozisyonlar Polimorfizm Yizde Sira  Pozisyonlar Polimorfizm Yizde
sayisl sayisi

1 15526 11 % 8,87 25 16025 26 % 20,97
2 15543 5 % 4,03 26 16083 7 % 5,65

3 15595 4 % 3,23 27 16128 6 % 4,84

4 15611 5 % 4,03 28 16431 13 % 10,48
5 15612 6 % 4,84 29 16439 11 % 8,87

6 15620 10 % 8,06 30 16495 21 % 16,94
7 15627 27 % 21,77 31 16585 9 % 7,26

8 15632 8 % 6,45 32 16597 5 % 4,03

9 15639 56 % 45,16 33 16611 19 % 15,32
10 15640 4 % 3,23 34 16619 22 % 17,74
11 15643 6 % 4,84 35 16624 16 % 12,90
12 15650 5 % 4,03 36 16628 6 % 4,84

13 15652 9 % 7,26 37 16635 10 % 8,06

14 15756 8 % 6,45 38 16637 14 % 11,29
15 15800 11 % 8,87 39 16652 6 % 4,84

16 15814 79 % 63,71 40 16654 5 % 4,03

17 15815 6 % 4,84 41 16658 17 % 13,71
18 15912 12 % 9,68 42 16663 10 % 8,06
19 15938 8 % 6,45 43 16671 7 % 5,65

20 15945 11 % 8,87 44 16672 22 % 17,74
21 15951 5 % 4,03 45 126676 5 % 4,03

22 15955 16 % 12,90 46 16705 4 % 3,23
23 15960 4 % 3,23 47 16719 4 % 3,23
24 16003 11 % 8,87
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Pozisyonlar

Sekil 4.3. Yiiksek polimorfizm gosteren poziSyonlarin goriilme siklig1 grafigi

(HV-I bolgesi mavi renkle, HV-II bolgesi kirmizi renkle belirtilmistir)

47
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Sekil 4.4’te Sivas kangal ve Sekil 4.5’te Golden retriever irkina ait mtDNA’nin HV-I
bolgesinin 15798-16043 pozisyonlarina ait elektroforegram goriintiileri verilmistir. HV-I
bolgesi 15458. bazdan baslamaktadir ve 340. pozisiyon 15798. pozisyona Kkarsilik
gelmektedir. Verilen dizilerde A, T, C ve G disinda harfler oldugu gériilmektedir. Bu harfler,
bazin teknik nedenlerden dolay1 tam olarak okunamadigini gostermekte olup hangi bazlarin
birlikte goriildiiglinii ifade etmek icin kullanilir. Saf ve Uygulamali Kimya Uluslararas Birligi
(IUPAC)'nin bu amag i¢in belirlemis oldugu sembollere gore elektroforegramdaki harflerin

karsilig1 Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Elektroforegramda goriilen bazlarin harf karsiliklart

Adenin- Guanin- Timin heterozigotlugu (sitozin hari¢ hepsi)
Guanin- Timin heterozigotlugu (keto gruplular)

Adenin- Sitozin heterozigotlugu (amino gruplular)

Adenin- Guanin heterozigotlugu (piirin gruplari)

Guanin- Sitozin heterozigotlugu (kuvvetli baglar: ing. strong bands)

Timin- Sitozin heterozigotlugu (pirimidin gruplular)

S <2ABZAC

Adenin- Timin heterozigotlugu (zayif baglilar: ing. weak bands)
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Sekil 4.4. Sivas kangal’a ait mtDNA’nin 15798-16043 pozisyonlar1 aras1 goriilen
elektroforegrami (86. Ornek)
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Sekil 4.5. Golden retriever’a ait mtDNA’nin 15798-16043 pozisyonlar arasi goriilen
elektroforegrami (19. 6rnek)
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Sekil 4.6’da Canis lupus familiaris wrklarmin 15639. pozisyonundaki dizin analizine ait
elektroforegram, 4.7°de ise dizin analiz sonuglar1 gosterilmistir. Referans dizide bu
pozisyonda Timin bazi bulunurken, bu caligmadaki orneklerin 56’sinda (% 45,16) A/G
degisimleri gozlenmektedir. Tiim sekillerde “Reference-AA” olarak yazilmis olan harfler,
kodonlarin aminoasit karsiliklaridir, bu yazinin alt kisminda ise Ornek numaralar

gosterilmektedir.

Applied
Big?ystems

Project: ITR_01112012 (Expanded NT
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Sekil 4.6. Canis lupus familaris irklariin HV-I bélgesinin 15639. pozisyonuna ait
elektroforegram
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Sekil 4.8’de Canis lupus familiaris irklarinin HV-I bolgesinin 15814. pozisyonundaki dizin
analizine ait elektroforegram, 4.9’da ise dizin analiz sonuglar1 gosterilmistir. Referans dizide

bu pozisyonda Sitozin bazi bulunurken, bu c¢alismadaki 6rneklerin 79°unda (% 63,71) Timin

bazi1 gdzlenmektedir.

Ap

\pplied
Biosystems

Project ITIR_01112012 (Expanded NT)

D-LOOP RAls ﬁ!‘l?olﬁoﬁsun Ll |\|||||1|l||| I L LR I I ||||\||||||||||||||||||[| ] Hl“””““l“||”|”|“||”1|||r”r” m || LB e |||\||H|||T‘||| |||'|
Summary AAACTATWMCYCGBATCTGGTTYTTACYTCAGGGCCATAACINTATTTACTICCAATCCTACTAATTCTYGCARATGGGACATCTY
NT Variante . . e e e e e e e e e e
Tndex 321 331 341 351 361 371 381 391 401
Reference  |amagtatacgtcgcatctygqtbcttacttcagggoeataackltafttactecaatogtactagttctegcasataggacaet)
Reference-AA K L b L A S G S Y F * A M [T L T T P 1 L L 1 L A I G T S
L e e e e e e e e e e e e e e e e e e »
T CITAT
A
Ml
001F_001_AO1 Al P
NN
Db L
WOD3TR | e e e e e e e e e e e e e e N
T COMTATT
.| ol
003F_002_B01 Il W
At
NERSA RS
B 2010 - N
TAAG[TATATT
re Mt
005F_003_C01 I /“IUH' I ’w
|
AL NAARL
ARNALMINR
1L P
TARCEITATT
| N W il
007F_004_D01 Mol
NIRRT
| [ )] \
Ll L
2 L
TARCEITATT
A
i wﬂﬁ i
148F 001 E12 Mo
W
| il
L |
011 L
TAACOTATT v
¢ 5 | >
AY

Legend

The active layer does not contain a library

| Known Variants | Al Variants

Project Creator: MST22383024: MST 22383024
Printed by: MST22383024: MST 22383024
For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.
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Sekil 4.10°da Canis lupus familiaris irklarinin VNTR bolgesinin 16148. pozisyonundaki dizin
analizine ait elektroforegram, 4.11°de ise dizin analiz sonuglar1 gosterilmistir. Referans dizide
bu pozisyonda Adenin bazi bulunurken, bu c¢alismadaki Orneklerin 45’inde (% 36,20)
Adenin/Guanin degisimleri gozlenmektedir. 4.12°de  VNTR bolgesinde 10 niikleotid

araliginda goriilen polimorfizmler gosterilmistir.

Applied
Biggystems

Project: ITIR_01112012 (Expanded NT)

.| ] IC_o02c08

D-LOOP RCls FIKTIEHI! L1} Ll il\?‘llwlllll mowi 1 iIlIIHIIifHHI|H§IHIII L HI\HH ?l”l'il”?”'\”ull“'F“gIII §‘I\F e Il‘\lli\llll!ll'\\ll'l

Summary ATGGTTTCRGGPCATATAGTTTTARGGTACACRTRYGTACACKETRYGTACACRTRYGTACACGTRYGTACACGTIRYGTAC

L T o - I

Tndex 51 €61 671 681 a1 701 711 721 731

Referance latgotttecaggacatatagttttagggtacacgtacgtacaccthcgtacacgtacgtacacgtacgtacacgtacgtacacgt:

Reference-Ak w G F * T Y 5§ ¥ * Yy ¥ ¥V R T R|T Y T ¥ ¥ ®E VvV R T F T ¥ T

WOOOIFR e e e e e e e e Bl Gt i i e e had
cerkk e .

001F_001_AD1

¥ DO3FR

003F_002_B01

003_R_002_80"

BV

005F_003_C01

005_R_003_C0*

WO0TFR e e o v et e e e e e e et b e e I

007F 004 DO1 AP AT ¥
{ LR >

AY
The active layer does not contain a library

Legend: I 4<nown Variants 1 All Variants
Project Creator; MST22383024; MST 22383024

Printed by MST22383024: MST 22383024

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

Sekil 4.10. Canis lupus familaris irklarinin VNTR bolgesinin 16148. pozisyonuna ait
elektroforegram



58

(n3n)03812012391 UIUBND)-UIUBPY 1Y)

1SOW[110)5Q3 ununuoAsizod g 191 UIUISAZ[0q Y | NA UTULIEDIL sef|iwey sndn| siueD “TT°F IPPS

/'z adeagbag
9g ebed

(&)

sainpasoud onsoubeip Ul 8sn o) 10N "AJUQ 8s) Yyoieasay o
¥Z0EBEZE LSW #20E8EEZLSIN -Aq pejuud
YE20EBESE LS ‘PE0EBEZE LS Jojes.] 108loig

HA850

AN HALGO

d4950

HASZ0
HARZ0
HAEZ0

dA6T0
HABTO
HASTO
HArTO

HAETO

HABP T
HAL00
HI500
HAL00
HATO0

i s it i il il i i i i i i i i i i

L P

I a2 I k= £
L boceseafoefroroerre

TAG

1L 90V OV¥Y LS5 K dLd

f

133 6571091 1B 2102 AON 60 1B pajelauaty

[T

4

A4

b

* g s A L
mamel wews cwemcl owomsy e
TG Tag
9H W ILLLILSOYILYLYOYW

O

T e e e sous

@
=

5] WY -30oUsI3]
&

@
=

H Koo

xap

o

Tz
sjueTIEA 1IN

¥ d W V¥ L Axeunmg

(1N pepuedx3) ZL0Z L1 L0 HIL| 108loig

SWI91SASOI
_%m__aa%




59

(TweAdp) 159W[110)sQ8 ununuoAsizod g 191 UrUISA3[0q Y | NA UTULIEDLI speljiwey sndn| siued “TT°F IPS

L'z adeogbag
4z abeg

f f

133 651091 1B E1 02 AON B0 1JE pajelaust)

sanpsooid onsouBeip ul 8sn o) o “AuD BsS( Yoseasay 104
PZOEBESE LSW (P20EBEZZLSW AqQ paluug
FE0EBESE L SW ‘PE0EBEZELSIN Hio1eaID ﬂum.—mul_n_

e i i i i i i e i i e s i e i s e i

(1N pepuedx3) ZL0ZL 110 HIL) sl

e
a

swa1sAsol
_um__an_&




60

(NBN[)031Z019)9Y ULIR[ZEq JAZIP JLIBY UIZOYS (] 'NBN[)031Z0I0IAY UIUBND)-UIUSPY ;Y NBN[JOSIZOIAJY UIWI] -UIZOYIS :A)

159w L2)seS us[wzyIownjod uesnjo epuigifele pRodpNU O] OPUISSS[q YLNA UILLIEPUI sLeljiwe) sndn| siued ZT°p IPPS

L2 edeosbeg rsaunpeooad ogsouliep ul esn gy Jop) CAUD 8BS YoIEese 10y
62 sbed FE0ESEEE LS (FEDE8ESE LSIN 1A peilg
FEDEREEE LSW FEOREESCLSW Joleel]) 51@:..&
T e EEEIT |
o o o o Bl E 4
e . u e y
W cou ] [ ] : ]
] ] ] W 5 ]
w ® : 4 “
u R L a : R |
g E s E u ] |
: _,.. : . o d
] a a ‘
L W - ] ) ‘
W " " a ‘
,m ] 4 1, (o)
k] o B “
a . ™ T T g
o o - e
: k] : k'] B 5]
k] - " : " k] ¥
o - <

= T " ™ E] I 3 I 3 T = = T ] T F] T . = T - ™ ] R 3
e P e I T N e T T E Y S N R S e e T ETE T P E S EESES

Ta: T T T Gy Th ! TE

toL
L 90V¥ 2D¥ 1L 9 D3%¥O2V¥ 1L 9D L 90 %W 0¥ L O A EILO92YW OF L 9O92AWE 1 93Y 0¥ 19028 1992Y¥ 0¥ 192681 902VYI2Y¥ 192 4¥W1LI9O90YI2V¥1LI O A L3 B =
ﬂ ﬂ ﬂ ﬁ ﬂ (1N pepuedxa) 210211 10 dILl Peloid
swajsAsoig

LTI 65 10:91 B ZLOZ AON 60 1B PejRieUss paiddy




61

Sekil 4.13’te Canis lupus familiaris irklarinin HV-II boélgesinin 16619. pozisyonundaki dizin
analizine ait elektroforegram, 4.14°te ise dizin analiz sonuglar1 gosterilmistir. Referans dizide
bu pozisyonda Sitozin bazi bulunurken, bu c¢alismadaki Orneklerin 22’sinde (% 17,74)

Sitozin- Timin heterozigotlugu gozlenmektedir.
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Calismadaki 124 mtDNA 6rneginin HV-1 ve HV-II bolgeleri incelendiginde, referans dizi ile

gozlenen varyant karsilastirmast Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. HV-1 ve HV-II bolgelerinde sik gézlenen polimorfizmler

Pozisyon Referans dizi Gozlenen varyant
15483 T
15508 T
15627 G
15632 T
15639 AlG
15643
15650
15652
15710
15800
15815
15912
15955
16003
16025
16083
16128
16431
16439
16671
16672
16705

@)

O o440 6 >» 42> 00444060 42>» 40> 0

4= 4 00 4 >» 6 O 440 04>» OO

Elde edilen sonuglar incelendiginde HV-I bolgesine ait 16 haplotip tespit edilmis; ayrim giicii
0.98, genetik cesitlilik 0.96 olarak bulunmustur. HV-II bolgesine ait 12 haplotip bulunmus,
ayrim giicii 0.89, genetik c¢esitlilik ise 0.79 olarak saptanmustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bir su¢ arastirmasinda olay yerinde toplanan biyolojik kanitlarin ¢ogu insana ait olabilecegi
gibi hayvanlara ait kanitlar da olabilir. Bir olay yerinde hayvana ait materyallerin bulunmasi
ile 0 hayvana ait kimliklendirmenin yapilmasi son yillarda 6nemli arastirma konularindan biri

haline gelmistir.

Kopekler evcillestirilebilir olabilmeleri sebebiyle adli bilimler agisindan Snemli bir yere
sahiptir. Evcil kopege ait biyolojik 6rnegin tespiti, olay yeri ile magdur arasinda baglanti
kurmamiza yarayacak onemli bir delil kaynagi olacaktir. Bu konuda adli amagli ¢6ziimlenmis
bircok vaka ornegi bulunmaktadir (Caniglia ve ark., 2010; Scharnhorst ve Kanthaswamy,
2011; URL-7; URL-8).

Kopeklere ait biyolojik ornekler ilizerinde yapilan genetik dizi analizi ¢aligmalarinin ¢ogu
STR, SNP ve mtDNA analizleri ile gerceklestirilmistir. Ancak bazi durumlarda biyolojik
orneklerde yeterli miktarda genomik DNA'ya ulasmak miimkiin olamamaktadir. Ozellikle bu
gibi durumlarda mtDNA ¢alismalari biiyiik avantaj saglamaktadir. mtDNA, genomik DNA’ya
gore hiicre basina daha ¢ok kopya sayisi icermesi ve az miktardaki ya da degrade olmus
biyolojik orneklerden yeterli DNA elde etmenin miimkiin olmasi sebebiyle adli olaylarin
aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Arastirmalarda en gok mtDNA iizerinde bulunan kontrol

bolge olarak bilinen 1270 bp’lik HV-I ve HV-1I bélgelerinin analizi yapilmaktadir.

Bu ¢alismada, 150 evcil kopege ait kan 6rneklerinden 124’inde mtDNA’nin HV-I ve HV-II
bolgelerinin dizin analizi gerceklestirildi. Bu amagla Istanbul Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi’nden temin edilen kan oOrneklerinden “Invitrogen PureLink™ Genomic DNA”
Izolasyon Kiti (Katalog No: K1820-02) kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra
DNA miktarlar1 Florometrik yontem ile Qubit® Florometre (Invitrogen) cihazinda belirlendi.
Bu amagla The Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kiti kullanilarak érneklerin DNA miktarlar
260nm dalga boyunda belirlendi.



66

Orneklerin DNA izolasyonu yapilirken bir drnekte analiz dncesi kan tiiplerinde pihtilasma
sorunu tespit edildigi icin DNA izolasyonu basarili gerceklestirilememistir. Ayrica santrifiij
asamasi sonrasinda iKi drnegin filtreli tiiplerden gegemedigi gbézlenmistir, bu sorun da DNA

eldesini engellemistir. Bu nedenlerden dolay1 s6z konusu ii¢ 6rnek degerlendirilememistir.

mtDNA analiz ¢aligmalarinda PCR analizi yapildiktan sonra saflagtirma igleminin istenilen
sekilde gergeklesmesi ¢alismanin en onemli asamasini olusturmaktadir. Aksi takdirde fosfat
ve baglanmamis primerler uzaklastirilamayacagi igin yapilacak ikinci (dizileme) PCR
calismasinda igsaretli dNTP’ler istenilen bolgelere tam olarak baglanmayacak ve dizi
analizinde kirlilikler ortaya ¢ikacaktir. Bu amagla ¢alismamizda ilk PCR asamasindan sonra
Exo-Sap yontemi ile saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Ancak bazi 6rneklerin bu agsamada
yeterli derecede saflasamadigi gdzlenmistir. Istenilen sekilde saflastirilmayan bu drnekler igin
ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup Kit ile saflagtirma yapilmistir. Bu yontem ile Exo-Sap
yontemi karsilastirildiginda, Exo-Sap yonteminin PCR asamasi gerektirmesi (37°C’de 90
dakika boyunca baglanmamis primer ve dNTP’ler pargalanmasi, 80°C’de 20 dakika boyunca
enzimlerin inaktivasyonu) siire agisindan dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica kit ile yapilan
saflagtirmanin Exo-Sap yontemine oranla daha basarili oldugu gézlenmistir. Dizileme PCR’1
asamasindan sonra gerceklestirilen saflastirma islemleri i¢in oncelike Sethadex yontemi, daha
sonra Applied Biosystems BigDye® XTerminator'™ Purification Kit kullanilmustir. Iki
saflagtirma yontemi karsilastirildiginda kit ile yapilan saflagtirmanin Sefhadex yontemine gore
hem daha kisa siirede hem de daha basarili oldugu gozlenmistir. Sethadex yontemi ile yapilan
saflagtirma i¢in tiip icerisinde olusturulan dolgu maddesinde bazi 6rneklerde kiriklar olustugu
gbézlenmis ve bu Ornekler not edilmistir. Bu asamada PCR f{iriinleri, dolgu maddesine
baglanamadan tiipiin alt yiizeyine hizli bir gecis yapmaktadir. Dolayisiyla saflagtirma islemi
tam olarak gerceklesememektedir. Sefhadex yontemi ile saflastirma yapilirken tiip igerisinde
olusacak dolgu maddesinin kirilmamasina dikkat edilmelidir. Aksi takdirde istenen
saflagtirma gerceklesmeyecek ve dizinleme sonrasinda kirlilikler gozlenecektir. Dizinleme
sonucu ortamdaki Kirliklerden dolay1 bazlar tespit edilemeyince kit ile saflastirma yontemine

gecilmisgtir.

Calismada her PCR isleminin ardindan ¢ogaltimin gergeklesip gerceklesmedigini
belirleyebilmek i¢in 6rnekler agaroz jel iizerinde yiiriiterek kontrol edildi. Eger bu asamada
herhangi bir problem gozlenirse (bant yogunlugu ya da yoksunlugu) PCR islemi tekrar

edilmelidir. Bant yogunlugunun gézlenmesi ile dizileme PCR’inda istenmeyen gogaltimlarin
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olacagi (tiplendirmede yalanci pikler), bant goézlenememesi ile dizileme PCR islemine

gecilmesi zaman ve maddi agidan kayiplara neden olacaktir.

Kopek mtDNA’sinin HV-1 ve HV-11 bolgelerinin analizinde bir¢ok arastirici tarafindan farkl
sayida ve dizide primerler kullanilmigtir. Bu sec¢im, c¢alismanin siiresini, kalitesini ve
maliyetini etkilemektedir. Ozellikle dizileme PCR’1 yapilirken kullanilan primerler, ileri ve
geri dizinlemelerde dizinin Ortlisebilmesi ve genomun biitiin halinde tiplendirilmesi agisindan
Onem arz etmektedir. Yanlis yapilan primer segimlerinde genomun istenen bolgelerinin
tiplendirilmesi eksik yapilacagindan, polimorfik bdlgelerin tam tespiti miimkiin olmayacak,
bu durumda analiz sonuglari gilivenilir olmayacaktir. 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada
H15404, H15430, H15706 olmak tizere 3 forward; L16102, L16092, L15791 olmak tizere 3
reverse primer toplamda 6 primer kullanilmistir (Angleby ve ark., 2005). Gundry ve ark.’nin
yaptig1 bir ¢alismada, F15412, F15719, F16072, F16431 olmak iizere 4 forward; R15803,
R16114, R16527, R42 olmak iizere 4 reverse primer, toplamda 8 primer kullanilmistir
(Gundry ve ark., 2007). 2012 yilinda yapilan bir bagka calismada ise 5 forward (F15412,
F15412L, F15719, F16010, F16431) ve 5 reverse (R00042, R00056, R15803, R16114,
R16643) olmak tizere 10 primer kullanilmistir (Desmyter ve Gijsbers, 2012). Calismamizda
15458-16130 HV-I bolgesinin ¢ogaltimi i¢in F15416 (CATCAGCACCCAAAGCTGAGA)
ve 16429-16727 HV-II bolgesinin ¢cogaltimi icin RO0056 (GTGCGACTCATCTTGGCATTT)
primerleri kullanilmigtir. Aym1 zamanda bu primerler dizileme PCR’1 sirasinda da
kullanilmistir. 1270 bp’lik mtDNA genomu sadece 2 primer kullanarak dizinlenebilmistir.
Bunun sebebi ¢alismada kullanilan ABI3130 cihazinin POP7 polimeri ile drnekleri 850 baza
kadar dizinleyebilmesidir (URL-11). Diger kapiler elektroforez cihazlar1 karsilagtirildiginda;
ABI310’da 45 cm kapiler ile 450-500, 61 cm kapiler ile 650 baza kadar (URL-12), ABI373 ve
ABI377 cihazlart 400-450 baza kadar dizinleme yapabilmektedir (URL-13).
Bu sebeplerden dolay1 ¢alismada diger cihazlarin kullanilmasi halinde dizinlenecek bolge
daha kiiciik parcalar halinde ayri1 ayri1 dizinlenmesi gerekecekti. Ancak bizim yaptigimiz
calisma bu acidan biiyiik kolaylik saglamistir. Ayrica ABI3130’da Ornegin cihaza
yerlestirilmeden once herhangi bir isleme tabi tutulmamasi da, diger cihazlara gore kolaylik
saglayan bir bagka 6zelligidir. Bu konuda yaymlanmis diger ¢alismalarin daha fazla primer ile
islemlerini gerceklestirmelerinin sebebinin cihaz ve yontem farkindan kaynaklandigini
diisiinmekteyiz. Bu g¢alismada yaptigimiz c¢esitli modifikasyonlarla diger calismalara gore

daha kisa siirede ve daha diisiik maliyetle kopeklerin kimliklendirilebilecegi belirlenmistir.
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Ham verilerin analizi SeqScape 3.7 (Applied Biosystems), BioEdit (Hall, 1999) ve ClustalX
(Thompson ve ark., 1997) programlari kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuglar, 1998 yilinda

Kim ve ark.’nin yayinladiklari referans dizi ile karsilastirilarak analiz edildi.

Bulgular degerlendirildiginde 12 06rnegin HV-I bdlgesinin basinda, 6 ornegin HV-II
bolgesinin son kisminda tiplendirme gerceklesmeyince, s6z konusu ornekler degerlendirme
dis1 birakilmistir. Ayn1 zamanda 5 6rnekte birden fazla DNA tespit edilmistir. Bu durumun
kan alim islemi sirasinda meydana gelen kontaminasyondan kaynakladigini diistinmekteyiz.
Daha oOnce bahsedildigi lizere DNA izolasyon asamasinda da 3 ornekten DNA elde

edilememis olup sonug olarak 150 6rnekten 124’ tiplendirilmistir.

Eichmann ve Parson (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada mtDNA’nin HV-I boélgesinde
15627, 15639 ve 15955; HV-I1I bolgesinin 16431 ve 16672. pozisyonunda yiiksek derecede
polimorfizm tespit edilmistir. 15627. pozisyonda 14 (%44), 15955’te 12 (%38), 16431°de 12
(%38), 16672°de 16 (%50) polimorfizm saptanmistir. 15639°da tespit edilen 28
polimorfizmden (%87,5) 20’si Adenin (%62,5), 8’inde ise Guaninin (%25) transversiyonu
goriilmiistiir (Eichmann ve Parson, 2007). Calismamizda 15627. pozisyonda 27 (%21,77),
15955’te 16 (%12,90), 16431°de 13 (%10,48), 16672°de 22 (%17,74) polimorfizm
saptanmigtir. 15639°da tespit edilen 56 polimorfizmden (%45,16) 40’1 Adenin (%32,5),
16’sinda ise Guanin (%12,66) transversiyonu goriilmiistir. Bu sonuglar g¢alismamizla
ortiismekte olup, bunlarin disinda mtDNA’nin HV-I bélgesinde 15543 (%4,03), 15640
(%3,23), 15756 (%6,45), 15945 (%8,87), 15951 (%4,03), 15960 (%3,23), HV-II bolgesinde
16495 (%16,94), 16585 (%7,26), 16611 (%15,32), 16619 (%17,74), 16624 (%12,90), 16628
(%4,84), 16635 (%8,06), 16637 (%11,29), 16652 (%4,84), 16654 (%4,03), 16658 (%13,71),
16676 (%4,03) pozisyonlarindaki polimorfizmlere ilk kez rastlanilmaktadir.

MtDNA’nin HV-I bolgesinin yiiksek polimorfik 6zellik gdsterdigi daha onceki ¢aligmalarla da
desteklenmektedir (Savolainen ve ark., 1997; Angleby ve Savolainen, 2005; Okumura ve ark.,
1996). Angleby ve Savolainen’in yaptig1 bir ¢alismada mtDNA’nin 15627. pozisyonunda 49
(%39,5), 15639.’da 109 (%88), 15955.’de 48 (%39) polimorfizm saptanmistir (Angleby ve
Savolainen, 2005). Yapilan ¢aligmalar sonucu mtDNA’nin incelenen bu bolgelerinin kopekler
arast farkliliklarin  belirlenmesi acisindan aday bolgeler oldugu tespit edilmistir.

Caligmamizda mtDNA’da en fazla polimorfizmlerin HV-I boélgesinde gozlendigi
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belirlenmistir. En sik gdzlenen polimorfizmler incelendiginde 15458-16129 pozisyonlar: arasi

17, 16429-16727 pozisyonlari arasinda ise 5 polimorfizm belirlenmistir.

Kim ve ark.’nin yayinladiklar1 referans dizinin 15639. pozisyonunda Timin bazi1 bulunurken,
bu caligmadaki Orneklerin 56’sinda (%45,16) A/G degisimleri gozlenmistir. 15814.
pozisyonda Sitozin bazi bulunurken, bu ¢alismadaki 6rneklerin 79’unda (%63,71) Timin baz1
saptanmistir. Referans dizinin 16619. pozisyonunda Sitozin bazi bulunurken, bu ¢alismadaki

orneklerin 22’sinde (%17,74) Sitozin- Timin heterozigotlugu saptanmustir.

Calismamizin amact mtDNA’nin HV-I ve HV-II bolgelerinin analizi olmasina ragmen,
cogaltim ve dizileme agamalar1 sonrasinda bu iki bdlgenin arasinda yer alan VNTR bolgesi de
dizinlenmistir. Sonug olarak referans dizinin VNTR bolgesinde yer alan 16148. pozisyonunda
Adenin bazi bulunurken, bu c¢alismadaki Orneklerin 45’inde (%36,29) Adenin/Guanin
transisyonu gozlenmistir. Bir diger degisim ise referans dizinin VNTR bolgesinde yer alan
16188. pozisyonunda Guanin bazi bulunurken, bu ¢alismadaki 6rneklerin 71’inde (%57,2)
Guanin/ Adenin transisyonu gozlenmistir. VNTR bolgesinde 10 niikleotid araliginda bir
polimorfizmin saptanmasi beklenen bir durum olup, orneklerin dizinleme sonuglar1 Sekil
4.12°de gosterilmistir. Calismamizda VNTR bolgesinin tiim pozisyonlart incelendiginde 15
poziyonda Adenin/Guanin transisyonu (16138, 16148, 16158, 16168, 16178, 16208, 16248,
16268, 16288, 16298, 16318, 16358, 16388, 16398, 16418), 14 pozisyonda Guanin/Adenin
transisyonu (16188, 16198, 16218, 16228, 16238, 16258, 16278, 16308, 16328, 16338,
16348, 16368, 16378, 16408) gergeklestigi gozlenmistir. Ayrica Ek 8’de verilen tabloya gore,
caligmamizdaki irklarin GTACACGTRC dizini tasidiklar1 goriilmektedir. R harfi ile ifade

edilen baz, bazi irklarda Adenin, bazilarinda ise Guanin olarak saptanmustir.

Calismamizda irklara 6zgii tespit edilen polimorfizmler, Bekaert ve ark.’nin yayinladiklari
calismada belirttigi polmorfizmler ile ortiismektedir (Bekaert ve ark., 2012). 26, 27, 42, 58
numarali ornekler Beagle irkindan olup 15595. pozisyonunda Sitozin-Timin transisyonu,
15612. pozisyonunda Timin-Sitozin transisyonu, 15800. pozisyonunda Timin-Sitozin
transisyonu goriilmektedir. Ayni 6rneklerin 15815. pozisyonunda Timin-Sitozin transisyonu,
15955. pozisyonunda Sitozin-Timin transisyonu belirlenmistir. 9, 41, 69, 97, 137 numaral
ornekler Terrier 1rkindan olup 15627. pozisyununda Adenin-Guanin transisyonu

goriilmektedir. 3, 33, 98, 99, 132, 141, 149 numarali 6rnekler Golden retriever irkindan olup
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15639. pozisyonunda Timin-Adenin transversiyonu; 24 ve 62 numarali 6rnekler Boxer
irkindan olup ayni pozisyonda Timin-Guanin transversiyonu saptanmistir.

87, 93, 107, 129 numarali 6rnekler Rottweiler irkindan olup 16025. pozisyonunda Timin-
Sitozin transisyonu belirlenmistir. 8, 56, 95 numarali 6rnekler German shepherd irkindan olup

16083. pozisyonunda Adenin-Guanin transisyonu saptanmistir.

Elde edilen sonug¢lar incelendiginde HV-I bdlgesine ait 16 haplotip tespit edilmis; ayrim giicli
0.98, genetik c¢esitlilik 0.96 olarak bulunmustur. HV-II bolgesine ait 12 haplotip tespit
edilmis, ayrim giicii 0.89, genetik cesitlilik ise 0.79 olarak saptanmistir. Sonug olarak en fazla
haplotip sayisinin HV-I bolgesinde tespit edilmesi ve genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi, bu
bolgenin HV-II’ye gore bireyleri birbirinden daha yliksek oranda ayrim giiciine sahip

oldugunu gostermektedir.

Daha onceki calismalarda adli bilimler alaninda insanlara 6zgii kimliklendirmede mtDNA
lizerine yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Ornegin bir tez ¢alismasinda, mtDNA iizerinde SNP
lokuslarinin analizi yapilmisir (Argag, 2009). Baska bir tez calismasinda birbirleriyle
akrabalik iligkisi bulunmayan 5 kisiden kan, sag, tirnak, kiipe, dis fircasi, kulak pamugu,
bardak kenar1 swabi, sakiz, jilet, sigara izmariti gibi materyaller ve farkli 12 kisiden alinan
kan ornekleri galisilmistir. Sonugta aynmi kisilere ait farkli 6rneklerden ayni sonuglar elde
edilmistir (Erdem, 2011). Ancak Tiirkiye’de adli amagli olarak kdpeklerde mtDNA analizi ile
kimliklendirme ¢alismasi bulunmamaktadir. Bir evcil hayvanin yasadigi ortama girildikten
sonra o hayvanin tiiyleriyle kontamine olunmamasi imkansiz olup, biyolojik materyallerin
karsilikli aktarimi s6z konusu olacaktir. Bu amagla calismamizda ayni yontem ve geregler
kullanarak insan kanindan mtDNA analizi gergeklestirilmek istenmistir. Ancak tiplendirme
gerceklesmemistir. Bu sonug, olay yerinde insan ve kopege ait biyolojik 6rnegin karisim
halinde bulunmas1 s6z konusu oldugunda bu yontemle sadece kopek mtDNA’sinin analizinin
yapilabilecegini gostemektedir. Bu agidan elde edilen sonuglar ile kopeklere ait kan, kil, salya
gibi biyolojik drnekler, olay yeri ve magdur arasinda baglanti kurmaya yarayacaktir. Ustelik
kopeklerin bulunduklar1 ortama killarinin dokiilmesi nedeniyle olay yerine, sahiplerinin
biyolojik materyalinden daha fazla Ornek birakmis olurlar (D’Andrea ve ark., 1998).
Boylece olay yerinden alinan Ornekler igerisinden, evcil hayvana ait ornekler daha fazla
sayida bulunacaktir. Biitiin bu sonuglar diisiiniildiigiinde yaptigimiz ¢alisma, Tiirkiye’deki

kopek kimliklendirme ¢alismalarinin adli agidan ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Yapilan bu ¢alisma ve verilen 6rnek vakalar ile olay yeri denilince sadece insanlarin degil,
hayvanlarin da olayin ¢oziilmesinde Onemli rol oynadiklar1 bir kez daha vurgulanmistir.
Sonug olarak ¢alismamizda yapilan modifikasyonlar ile daha kisa siirede ve diisiik maliyetle
kopeklerin  kimliklendirilebilecegi gosterilmistir. Gergeklestirilen bu diizenleme ile adli

bilimlerde yapilacak olan diger ¢aligmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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6. ONERILER

Diinyada adli amagli evcil hayvanlar iizerine yapilan calismalar olduk¢a yaygindir. Ancak
Ulkemizde yapilan ¢alismalarin sayist olduk¢a sinirhidir. Bu konudaki eksikliklerin tespit
edilerek daha fazla galisma yapilmasi gerekmektedir. Diger evcil hayvanlarin da mtDNA

analizlerinin yapilmasinin literatiire biiyiik katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Bu calismada mtDNA dizi analizi, diger ¢aligmalardaki yontemlere gére modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Tartisma ve Sonug¢ kisminda, yapilan degisikliklerin sagladigi avantajlara
deginilmistir. Bu tiir calismalarin devaminda, 6zellikle iilke capinda ytiriitiilecek ve yontem

birligi olusturacak caligmalara ihtiya¢ vardir.

Calismada, mtDNA dizi analizi i¢in uygun yontem tespit etmek amaciyla 20 kopek irki
lizerinde aragtirma yapilmistir. Ancak istatistiksel verilerin olusturulabilmesi ve irklar arasi
farkliliklarin tespit edilebilmesi i¢in tek 1rk {izerinde calismalar yapilmalidir. Ayrica
mtDNA’da bulunan SNP’lerin analizinin yapilmasi, kimliklendirme caligmalarinda ayrim
glicliniin arttirabilmesi agisindan kolaylik saglayacaktir. Elde edilen sonuglar, tespit edilen
hayvanin cografik orijininin belirlenmesinde, nesep caligmalarinda ve bozulmus 6rneklerden

kimlik tespiti gibi olaylarin ¢6ziimiinde kullanilabilecektir.

Yapilmis calismalardan yola ¢ikarak elde edilen bilgilerin olayr aydinlatmadaki basarisi
diisiiniildiiginde, olay yerinde hayvan/hayvanlara ait bulunabilecek delillerin 6nemi

unutulmamali, bu konudaki ¢alismalarin sayisi arttirilmalidir.
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7.0ZET

Kopekler evcillestirilebilir olabilmeleri sebebiyle adli bilimler agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Olay yerinde kopege ait biyolojik materyalin saldirgan/magdur iizerinde tespit
edilmesi ya da kopege ait materyal iizerinde saldirgan/magdura ait delilin saptanmasi olayin
¢oziimiinde etkili olmaktadir. Bu ¢alismanin amaci Canis lupus familiaris kan 6rneklerinden
MtDNA’nin HV-1 ve HV-I11 bolgelerinin analiz edilmesi yoluyla olayin ¢éziimiinde 6nemli bir
delil kaynagi olacagini kanitlamaktir. Bu amagla DNA izolasyonu sonrasi yapilan birinci PCR
asamasinda hedef bolge cogaltildi, Exo-Sap yontemi ve ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup
kiti ile saflastirma islemi yapildi. Ikinci PCR asamasinda Applied Biosystem BigDye v3.1
Cycle Sequencing kiti kullanildi, Sefadex yontemi ve ABI Big Dye XTerminator Kiti ile
saflagtirma saflastirma islemi yapildi. Dizin analizi ise ABI3130 kapiler elektroforez
cihazinda gerceklestirildi. Ham verilerin analizi SeqScape 3.7 (Applied Biosystems), BioEdit
ve ClustalX programlar1 kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuglar, 1998 yilinda Kim ve
ark.’nin yaymladiklar1 referans dizi ile Kkarsilastirilarak analiz edildi. En yiiksek
polimorfizmler, HV-I bdlgesinin 15627, 15639, 15800, 15814, 15945, 15955, 16003, 16025
pozisyonlarinda; HV-Il bdlgesinin 16431, 16439, 16495, 16611, 16619, 16624, 16637,
16658,16672 pozisyonlarinda saptandi. Elde edilen sonuclar 6nceki ¢aligmalarla ortiismekte
olup, HV-I bolgesinin 15543 (%4,03), 15640 (%3,23), 15756 (%6,45), 15945 (%8,87), 15951
(%4,03), 15960 (%3,23), HV-II bolgesinin 16495 (%16,94), 16585 (%7,26), 16611 (%15,32),
16619 (%17,74), 16624 (%12,90), 16628 (%4,84), 16635 (%8,06), 16637 (%11,29), 16652
(%4,84), 16654 (%4,03), 16658 (%13,71), 16676 (%4,03) pozisyonlarindaki polimorfizmler
ilk kez tespit edilmistir. HV-I bolgesine ait 16 haplotip tespit edilmis; ayrim giicii 0.98,
genetik cesitlilik 0.96 olarak bulunmustur. HV-II bolgesine ait 12 haplotip tespit edilmis,
ayrim giicli 0.89, genetik ¢esitlilik ise 0.79 olarak saptanmistir. Sonug olarak en fazla haplotip
sayisinin HV-I bolgesinde tespit edilmesi ve genetik ¢esitliligin yliksek olmasi, bu bolgenin
HV-II’ye gore bireyleri birbirinden daha yiiksek oranda ayrim giiciine sahip oldugunu

gostermektedir.

Bu calisma Tiirkiye’de adli bilimler alaninda ilk kez uygulanmis olmakla birlikte uluslararasi
yayinlarda kullanilan metodlara gore farkli optimize edilerek c¢aligma siiresi ve maliyet
azaltilmistir. Gergeklestirilen bu diizenleme ile yapilacak kimliklendirme ¢alismalarina katki

saglayacag diisiiniilmektedir.
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8. SUMMARY

Dogs play an important role in terms of forensic science due to become reclaimable. It is
effective incident resolution that detection of dog’s biological material at the crime scene on
aggressive / victim material or detection of aggressive / victim material’s on dog’s material.
The aim of this study analysis of HV-1 and HV-II regions in mtDNA from Canis lupus
familiaris blood samples and it demonstrate that it will be an important evidence source in
illumination of the incident. For this purpose, after the isolation of the DNA target regions
were amplified in the first PCR step, Exo-Sap method and ChargeSwitch ®-Pro PCR Cleanup
kit purification was performed. The second stage of PCR v3.1 Cycle Sequencing kit was used
and ABI Big Dye XTerminator and Sefadex method purification kit was performed. Index
analysis was performed in the ABI3130 capillary electrophoresis instrument. Analysis of the
raw data SeqScape 3.7 (Applied Biosystems), and the ClustalX, BioEdit programs was used.
The results obtained in 1998, Kim et al. were analyzed by comparison with published
reference number. It was established high polimorfic positions 15627, 15639, 15800, 15814,
15945, 15955, 16003, 16025 (HV-I region), 16431, 16439, 16495, 16611, 16619, 16624,
16637, 16658, 16672 (HV-II region). The results is converged of previous studies, 15 543
(4.03%) 15,640 (3.23%) 15,756 (6.45%), 15 945 (8.87), 15,951 (4.03%) , 15 960 (3.23%) in
HV-I region, 16 495 (16.94), 16 585 (7.26%), 16 611 (15.32%), 16 619 (17.74%), 16 624
(12.90% ), 16 628 (4,84%), 16 635 (8.06%), 16,637 (11.29) 16,652 (4.84%) 16,654 (4.03%)
16,658 (13.71) 16,676 (4.03%) in HV-I1I region. 16 haplotypes have been identified in HV-I
region; the distinction power is 0.98, the genetic diversity is 0.96. 12 haplotypes have been
identified in HV-II region, the distinction power is 0.89, genetic diversity is 0.79. As a result,
up to the number of haplotypes in HV-I region is identified and genetic diversity is high in
this area, HV-I region is according to the members of each other the higher rate of distinction
power to HV-II region.

These polymorphisms are seen for the first time. This study was performed for the first time
in Turkey, but in the field of forensic science methods used in international publications have
been optimized according to different working hours and the cost is reduced. Performed with

this arrangement is considered to contribute to the identification study.
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EK 2: ONAM FORMU ORNEGI

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Klinik Kopek
Tarih Irka
Klinik Yasi
Protokol No Cinsiyeti
Veteriner Hekim

Hayvan Sahibi

Adi Soyadi
Adresi

Telefon No

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii tarafindan yiiriitiilen, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanan asagida adi gecen aragtirma projesinde kullanilmak iizere
biyolojik 6rnek verme yoluyla katkida bulunmanizi dileriz.

Projenin adi : Evcil kopeklerde (Canis lupus familiaris) mitokondrial DNA analizinin adli amagh
kullanimu.

Amaci: 150 evcil kopege ait kan 6rneginden mitokondrial DNA’nin elde edilmesiyle, degisken bolge
olarak bilinen bolgelerin incelenerek, olay yeri, magdur ve saldirgan arasinda baglanti kurulabilerek
degerlendirilmesidir. Bir olay yerinde hayvana ait materyallerin bulunmasi ile, kayip bir evcil hayvan
kalintilariin belirlenmesi, bir kisi ya da hayvana yapilmis bir saldirida saldiran hayvanin kimliginin
belirlenmesi, bir kaza olayinda kazaya sebep olan hayvanin kimliginin belirlenmesi, maddi hasardan
sorumlu hayvanin kimliginin tespiti, hayvan zulimii ve hayvan hirsizligi gibi konularinda olay1
aydinlatmaya yaramaktadir.

Bu projede, Istanbul Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine saglik
kontrolii ve agilama i¢in gelen 2 ay ile 15 yas arasi kopeklerden alinan kan 6rnekleri kullanilacaktir.

Sahibi oldugum kdpegimden kontrol amagh alinacak olan kan 6rneginden, arastirma amacli olarak
kullanilmasi konusunda bilgilendirildim ve hig¢bir baski altinda kalmadan sahibi oldugum k&pekten
ornek alinmasini, elde edilen sonuglarin anonim bir sekilde bilimsel yayinlarinda kullanilmalarimi kabul

ediyorum.

Hayvan Sahibinin

Adi Soyadi :

Imza :
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EK 3: CALISMADA KULLANILAN KiIMYASAL VE GERECLER

DNA izolasyon Cézeltileri

Wash Buffer 1 ¢ozeltisi: 50 ml Wash Buffer 1 + 75 ml etanol (%96) karistirilarak oda

1s1sinda saklandi.

Wash Buffer 2 ¢ozeltisi: 37,5 ml Wash Buffer 2 + 87,5 ml etanol (%96) karistirilarak oda

1s1sinda saklandi.

Elektroforez Cozeltileri

10X TBE Tamponunun Hazirlanisi
108 g Tris-baz (0.9 M)
55 g Borik asit (0.9 M)

40 ml0.5MEDTA (0.9M)  pH:8.0

Tris-baz ve Borik asit 700 ml dH,0 i¢inde ¢6ziindii ve tizerine EDTA eklendi. Son hacim 1

litre olacak sekilde iizerine distile su ilave edildi ve oda 1s1sinda saklandi.
1X TBE Tamponunun hazirlanisi

10X TBE’den 100 ml alinarak 900 ml dH,O ile karistirild1 ve oda 1sisinda saklandi.



CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Kullanilan Kimyasal Markasi
Agaroz Sigma A9539
Taq DNA polimeraz Platinium
Borik Asit Sigma B6768
Yiikleme tamponu SigmaB6896
DNA marker Novagen 69234-3
EDTA Sigma ED25S
Etanol (EtOH) %96’ ik Delta Kimya Sanayi
Etidyum Bromiir (EtBr) Sigma E7637
Tris Baz Sigma T8524
PureLink™ Genomic DNA Izolasyon Invitrogen
Kiti (250) (Katalog No: K1820-02)
The Quant-iT™ dsDNA HS Invitrogen
Assay Kit (Katalog No: Q32851)

AmpliTag Gold® PCR Master Mix kit

Applied Biosystems
(Katalog No: 4318739)

ChargeSwitch®-Pro PCR Cleanup Kit

Invitrogen
(Katalog No.:CS32250)

BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Applied Biosystems
(Katalog No: 4337455)

Applied Biosystems BigDye®
XTerminator ™ Purification Kit

Applied Biosystems
(Katolog N0:4376486)
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CALISMADA KULLANILAN GERECLER

Kullanilan Gerec Markasi
Buzdolab1 Sharp
Derin Dondurucu Ugur
Elektronik Tart1 Scaltec SBA31
Eppendorf Santrifiij ALC PK121
Etiiv Niive EN500
GeneAmp PCR Systems 9700 Perkin Elmer
Genetik Analiz Cihazi ]
ABI PRISM™ 3130 Periin Elmer
Bio Imaging Systems MiniBis pro
Dijital Calkalayter IKA 331900X digital
shakers
Otoklav Niive OT4060
pH Metre Schott CG840
Pipet Eppendorf
Pipet ucu Eppendorf
Vorteks Nejat Coskuner
1.5 mI’lik ve 0.2 mI’lik tiipler Axygen
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EK 4: KAN ORNEKLERI ALINAN KOPEKLERLE iLGiLi BiLGILER

Sira Irka Yas1 | Cinsiyeti Sira Irki Yasi Cinsiyeti
1 | Golden retriever | 2 yas Disi 41 Terrier 2 yas Disi
2 Terrier 10 yas | Erkek 42 Beagle 6 yas Erkek
3 | Golden retriever | 5ay Erkek 43 Rottweiler Syas Erkek
4 Terrier 4 yas Disi 44 Sivas kangal 11 yas Disi
5 | Golden retriever | 10 yas | Erkek 45 | Golden retriever 3 yas Erkek
6 | American cocker | 8 yas Disi 46 Boxer 11 yas Erkek
7 English setter 8 yas Erkek 47 | American cocker | 9 yas Erkek
8 Rottweiler 3yas | Erkek 48 Doberman 5 yas Erkek
9 Terrier 13 yas | Erkek 49 Irish setter 4 yas Erkek
10 Boxer 7 yas Erkek 50 Bulldog 3 yas Erkek
11 Sivas kangal 9 yas Erkek 51 Rottweiler 11 ay Disi
12 Irish setter 6 yas Disi 52 | American cocker | 2 yas Erkek
13 Terrier 5 yas Erkek 53 Irish setter 7 yas Erkek
14 Bulldog 2 yas Erkek 54 | Golden retriever 1 yas Disi
15 | German shepherd | 13 yag | Erkek 55 Irish setter 5 yas Disi
16 Irish setter 11 yas Disi 56 |German shepherd| 6 yas Erkek
17 Bulldog 1 yas Disi 57 Terrier 15 yas Disi
18 Pointer 7 yas Erkek 58 Beagle 3ay Erkek
19 | Golden retriever | 6 ay Erkek 59 Beagle 1 yas Disi

20 Pekingese 1 yas Disi 60 Irish setter 6 ay Erkek
21 Terrier 11 yas Disi 61 Bulldog 6 yas Erkek
22 | American cocker | 10 yas Disi 62 Boxer 8 yas Erkek
23 Sivas kangal 6 yas Erkek 63 | Golden retriever 10 ay Disi

24 Boxer 3yas | Erkek 64 Irish setter 3 yas Erkek
25 Sivas kangal 16 yag | Erkek 65 | American cocker | 6 yas Erkek
26 Beagle 8 yas Erkek 66 Pointer 4 yas Erkek
27 Beagle 5 yas Disi 67 Bulldog 3 yas Erkek
28 | German shepherd | 8 yas Erkek 68 | German pinscher | 10 yas Disi

29 Bulldog 4 yas Erkek 69 Terrier 5 yas Erkek
30 | German shepherd | 8 ay Erkek 70 | Siberian Husky 3ay Erkek
31 Bulldog 2 yas Disi 71 Bulldog 4 yas Erkek
32 Irish setter 6 yas Erkek 72 Irish setter 6 ay Erkek
33 | Golden retriever | 10 yas | Erkek 73 | German shepherd 3ay Erkek
34 English setter 7 yas Erkek 74 | German shepherd 7 ay Erkek
35 | Golden retriever | 1 yas Erkek 75 | English setter 1 yas Erkek
36 Terrier 2 yas Disi 76 Sivas kangal 3 yas Erkek
37 | American cocker | 1 yas Disi 77 | American cocker 2 yas Erkek
38 | American cocker | 6 yas Erkek 78 | American cocker | 7 yas Erkek
39 Boxer 1 yas Disi 79 Terrier 11 yas Disi

40 English setter 7 yas Erkek 80 | German shepherd 6 ay Erkek
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128 Bulldog 1 yas | Disi
129 Rottweiler 3ay |Erkek
130 Beagle 5ay | Disi
131 English setter 7 yas | Erkek
132 | Golden retriever | 1 yas |Erkek
133 Terrier 2 yas | Disi
134 Cocker 15 yas | Disi
135 Cocker 4 yas | Erkek
136 | Golden Retriever | 8 yas | Disi
137 Terrier 4 yas | Erkek
138 Rottweiler 7ay | Disi
139 | German shepherd | 11 yas | Erkek
140 | Golden retriever | 8 yas | Erkek
141 | American cocker | 11 yas | Erkek
142 Bulldog 1 yas | Erkek
143 | Yorkshire terrier 3ay |Erkek
144 | Golden retriever | 1 yas |Erkek
145 Pekingese 13 yas | Disi
146 | Siberian Husky | 15 yas | Disi
147 Terrier 5yas | Disi
148 Pointer 14 yas | Disi
149 | Golden retriever | 4 yas | Disi
150 | American cocker | 12 yas | Disi

81 Rottweiler 11ay | Erkek
82 Terrier 14 yag | Disi
83 Terrier 11 yas | Erkek
84 | American cocker | 6 yas Disi
85 Sivas kangal 7 yas | Erkek
86 Sivas kangal 6 yas | Erkek
87 Rottweiler 8ay | Erkek
88 Chow chow 15yas | Erkek
89 Sivas kangal 1 yas | Erkek
90 Rottweiler 4 ay Disi
91 Cocker 8 yas | Erkek
92 | Golden retriever | 2 yas Disi
93 Rottweiler 6 yas | Erkek
94 | American cocker | 9 yas | Erkek
95 | German shepherd | 1 yas | Erkek
96 Sivas kangal 11ay | Erkek
97 Terrier 6 yas Disi
98 | Golden retriever | 11 ay Disi
99 | Golden retriever | 11 yas| Erkek
100 | German shepherd | 5 yas Disi
101 Bulldog 1 yas | Erkek
102 Rottweiler 7 yas Disi
103 Bulldog 1 yas Disi
104 Terrier 11yag| Disi
105| English setter | 10 yas | Erkek
106 Terrier 12 ay Disi
107 Rottweiler 6 ay Disi
108 | American cocker | 2 yas | Erkek
109 | American cocker | 5yas | Erkek
110| Golden Retriever | 1yas | Erkek
111| Sivas kangal 11 yas| Erkek
112| English setter 3yas | Erkek
113 Cocker 5 yas Disi
114 | German shepherd | 4 ay Disi
115| German shepherd | 7 ay Erkek
116 | German shepherd | 7 yas | Erkek
117| Sivas Kangal 7 ay Erkek
118 | German shepherd | 2 ay Disi
119 Terrier 11 yas| Erkek
120 Terrier 8 yas | Erkek
121 Terrier 9yas | Erkek
122 Rottweiler 8 ay Disi
123| English setter 6 yas | Erkek
124 | Saint Bernard 5 yas Disi
puppies
125 Terrier 12 yag| Disi
126 Terrier 17 yas | Erkek
127| Sivas kangal 11yas| Disi




EK 5 : ORNEKLERIN DNA MiKTARI
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Ornek No  Miktar1 (ng/nl) Ornek No  Miktar: (ug/pl) Ornek No  Miktar1 (ng/pl)
1. Ornek 15,6 28. Ornek 1,01 55. Ornek 5,89
2.0rnek 16,9 29. Ornek 5,02 56. Ornek 11,9
3. Ornek 10,6 30. Ornek 28,01 57. Ornek 6,74
4. Ornek 13,3 31. Ornek 9,32 58. Ornek 3,70
5. Ornek 0,89 32. Ornek 23,8 59. Ornek 6,20
6. Ornek 11,01 33. Ornek 12,4 60. Ornek 8,30
7. Ornek 6,26 34. Ornek 12,0 61. Ornek 5,49
8. Ornek 2,84 35. Ornek 9,61 62. Ornek 21,7
9. Ornek 8,51 36. Ornek 16,6 63. Ornek 15,0
10. Ornek 1,01 37. Ornek 12,2 64. Ornek 0,50
11. Ornek 5,48 38. Ornek 20,1 65. Ornek 9,27
12. Ornek 3,82 39. Ornek 1,78 66. Ornek 1,65
13. Ornek 9,90 40. Ornek 10,9 67. Ornek 9,31
14. Ornek 20,03 41. Ornek 6,04 68. Ornek 11,3
15. Ornek 7,50 42. Ornek 2,20 69. Ornek 12,9
16. Ornek 10,1 43. Ornek 0,38 70. Ornek 10,4
17. Ornek 15,2 44. Ornek 13,9 71. Ornek 9,59
18. Ornek 7,38 45. Ornek 29,2 72. Ornek 5,93
19. Ornek 9,92 46. Ornek 6,84 73. Ornek 2,34
20. Ornek 25,7 47. Ornek 9,19 74. Ornek 3,55
21. Ornek 25,4 48. Ornek 8,70 75. Ornek 1,38
22. Ornek 4,19 49. Ornek 17,4 76. Ornek 6,53
23. Ornek 8,86 50. Ornek 4,26 77. Ornek 2,52
24. Ornek 6,90 51. Ornek 11,9 78. Ornek 6,71
25. Ornek 5,06 52. Ornek 0,71 79. Ornek 2,69
26. Ornek 5,22 53. Ornek 1,82 80. Ornek 3,08
27. Ornek 9,28 54. Ornek 9,40 81. Ornek 1,07
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Ornek No  Miktar1 (ng/nl) Ornek No  Miktari (ug/ul) Ornek No  Miktar1 (ng/pl)
82. Ornek 6,10 107. Ornek 18,9 132. Ornek 2,06
83. Ornek 1,81 108. Ornek 16,2 133. Ornek 4,11
84. Ornek 3,68 109. Ornek 1,44 134. Ornek 6,18
85. Ornek 9,63 110. Ornek 2,77 135. Ornek 0,78
86. Ornek 1,23 111.0rnek 12,1 136. Ornek 16,9
87. Ornek 1,51 112. Ornek 3,51 137. Ornek 10,2
88. Ornek 3,16 113. Ornek 6,64 138. Ornek 1,34
89. Ornek 1,31 114. Ornek 21,5 139. Ornek 3,40
90. Ornek 3,08 115. Ornek 7,96 140. Ornek 7,54
91. Ornek 0,43 116. Ornek 13,0 141. Ornek 3,42
92.0rnek 5,02 117. Ornek 15,2 142. Ornek 5,23
93. Ornek 0,47 118. Ornek 8,09 143. Ornek 3,68
94, Ornek 4,35 119. Ornek 3,04 144. Ornek 4,91
95. Ornek 0,31 120. Ornek 0,70 145. Ornek 1,72
96. Ornek 0,60 121. Ornek 7,08 146. Ornek 6,25
97. Ornek 1,33 122. Ornek 5,27 147. Ornek 2,94
98. Ornek 9,62 123. Ornek 8,67 148. Ornek 1,02
99. Ornek 5,81 124. Ornek 12,1 149. Ornek 1,35
100. Ornek 12,2 125. Ornek 15,9 150. Ornek 5,91
101. Ornek 21,0 126. Ornek 14,8

102. Ornek 4,35 127. Ornek 3,30

103. Ornek 13,9 128. Ornek 12,3

104. Ornek 0,93 129. Ornek 20,3

105. Ornek 2,81 130. Ornek 5,34

106. Ornek 0,31 131. Ornek 9,84




EK 6: Canis lupus familiaris’in Mitokondri Genomu Dizisi

NCBI Reference Sequence: NC_002008

(URL-10; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002008.4’den alinmisgtir)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

gttaatgtag
ccataaacat
aagcctccac
tcaagcacac
cagtgataaa
aaatttcgtg
aagcgtgttc
agttatcata
gacccaaact
caaaataatt
tttatatccc
tttcgctaat
agcacaatca
tgggctacat
ggaggattta
acacaccgcc
taaaacacaa
aatcaaagtg
gccactttga
ataaaacatt
agatagtacc
cccttctacce
aagctccccg
tagcaaaata
ctggttaccc
ttaatgtaaa
tttattagag
aaagcgttcc
attatacccc
agaaccattt
aatctgataa
ggtatgcatt
ctgtttacca
acacttgttt

taaataggga

cttaattaat
aaaggtttgg
gccccagtga
tcttaagtag
aattaagcca
ccagccaccyg
aagatacttt
aaataaacca
gggattagat
cgccagagga
tctagaggag
tcagtctata
ttttacataa
tttctaccca
gtagtaaatt
cgtcaccctc
gaggagacaa
tagcttaact
acaaaagcta
tagttaaaca
gtaagggaat
ttttgcataa
aaaccagacg
gtgagaagat
acagacagaa
tttaaaatat
agtatatact
agctcaacaa
ctgggtcatt
tctccececgea
tatcaaccca
caaggaaaga
aaaacatcac
aacggccgcg
cttgtatgaa

aaagcaaggc
tcctagcectt
gaatgccctt
ctcataacac
taaacgaaag
cggtcatacg
tacactaaag
cgaaagtgac
accccactat
ctactagcaa
cctgttctat
taccgccatc
aaaagttagg
agaacatttc
aagaatagag
ctcaagtaat
gtcgtaacaa
aaagcgtctg
gcccaactaa
ataaaagtat
gatgaaagac
tgaactagcc
agctacccat
ttgtgggtag
ttttagttca
agtctaagaa
aatatcacca
acaatataac
ctatttaagt
taagcttata
aaaatgaaat
ttaaaaggag
ctccagcatt
gtatcctgac
tggccacacg

actgaaaatg
cctattagtt
aaaatcacca
cttgctaagc
tttgactaag
attaacccaa
ttaaaactta
tttataataa
gcttagccct
tagcttaaaa
aatcgataaa
ttcagcaaac
tcaaggtgta
acgaatgttt
agcttaattg
aagacacaac
ggtaagcata
gcctacaccc
ccccaaactt
aggagataga
atcttaacag
agaaacaact
aaacaatcta
aggtgaaaag
actttaaatt
ggtacagctt
tagttggctt
ttaatcccaa
atagaagcaa
tcaggaacgg
acttatccac
taaaaggaac
tctagtattg
cgtgcaaagg
agggtttaac

ccaagatgag
tttagtagac
gtgatctaaa
cacaccccca
ccatactaaa
actaataggc
actaagccgt
tctgactaca
aaacatagat
ctcaaaggac
ccccgataaa
cctcaaaagg
acttatgagg
ttatgaaatt
aatagggcca
cataaccata
ccggaaggtg
agaagatttc
aagtattaca
aattttaatt
tattaaacag
taacaaagag
aaaggatcaa
cctaacgagc
tacctaaaaa
cttagaatca
aaaagcagcc
ccatactaca
taatgctagt
atagaccact
cccattgtta
tcggcaaaca
gaggcactgc
tagcataatc

tgtctcttac

tcgcacgact
ttacacatgc
ggagcaggta
cgggatacag
tagggttggt
ctacggcgta
aaaaagctac
cgatagctaa
aattttacaa
ttggcggtgce
cctcaccacc
tagaacagta
tgggaagaaa
aaaaactgaa
tgaagcacgc
ttaacttaac
tgcttggatt
attacttatg
gacacataaa
ggagcgatag
caaagattac
aacttaagct
ctcatctatg
ctggtgatag
aaataaaatt
ggatacaacc
accaattgag
tcaactccta
atgagtaaca
gatagttaac
acccaacaca
caaaccccgc
ctgcccggtg
atttgttctc

tcccaatcag

97



2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681

tgaaattgac
agctttaatt
ccattattat
gtgattaaaa
tgatcaacgg
gacaataggg
aagggttcgt
caggtcggtt
cctacctcac
tctcctecata
aacttaaacc
cattatctct
aaaagtctta
ccttcaacca
atcctctata
gtgaattccc
actagcaata
caaatacgcc
gctagcaatt
aattattacc
attcatctct
cgaactagtc
agcagagtac
attccacaac
attaaccatc
aatacactta
tgccttaccc
agagttactt
gcttcgaacc
tacagtaagg
ccttccegta
aaccataatc
catgctagcc
tacaaaatat
caacctcctt
catgataacc
cgaagtaaca
cgcacctata
aatagccctt
aaaaatcata
taaccctaca
catactattt
atttccccta

attatctggc

cttcccgtga
aactaaccca
gagttagcaa
tttagaccca
aacaagttac
tttacgacct
ttgttcaacg
tctatctatt
agaggcgcct
agcccgagaa
tttactatca
cttattatcc
ggctatatac
atcgcagacg
tcaatattca
ctcccaatac
tcaagcctcg
ctaatcggag
attcttctat
caagaacata
accctagcag
tctggattta
gcaaatatta
ccattcatac
tgcttcctat
ttatgaaaaa
attatcaccg
tgatagagta
taatcttaag
tcagctaaat
ctaataaaac
gtcatactaa
atcatcccta
tttcttacac
tactccggcce
actgccctaa
cagggaatta
tccatcctat
acatccgttc
gcatactcct
ataatagttc
atattaaact
atcacttcca

ttcatcccca

agaggcggga
aacttatgga
tttaggttgg
caagtcaaaa
cctagggata
cgatgttgga
attaaagtcc
atacaacctc
taaaactaat
aaggggcttt
gaggttcaat
caatccttct
aacttcgaaa
cagtaaaact
tcctagcecccce
cctacccact
ccgtgtactc
cccttcecgagce
cagtcctcct
tatgattaat
aaactaatcg
acgtagagta
ttataataaa
cagaactcta
gaattcgagc
attttctacc
caagtatccc
aataatagag
aattcaaaga
taagctatcg
cccctattet
gctcgcactg
ttctcataaa
aagctacagc
aatgggtaat
caataaaact
cgctcatatc
atcaaatctc
tagtaggagg
ccattgccca
taaacttaac
catccaccac
taatcttaat

aatgaataat

ataccacaat
tactagatac
ggtgacctcg
tacaacatca
acagcgcaat
tcaggacatc
tacgtgatct
ccccagtacg
agatgaagtc
gttagggtgc
tcctctecect
tgccgtagcece
aggacctaat
cttcacaaaa
cattctagct
cattaatata
catcctctga
agtagctcaa
aataaacggg
ctttccggece
agccccectte
tgcagcaggt
catcctcaca
ctctattaac
atcataccct
cttaacttta
accccaaaca
gtttaaatcc
tcttcgtgcet
ggcccatacc
cattatcatc
attactgatc
aaagtacaat
ctcaatatta
ctcaaaaatc
aggcctatct
aggaataatc
tccatcaatt
ctgaggcgga
cataggctga
tttatatatt
gaccctatct
cttaatacta

tattcaagaa

aagacgagaa
ctacaaggca
gaatataaaa
cttattgatc
cctattcaag
ctaatggtgc
gagttcagac
aaaggacaag
aactcaatct
agggcccggt
aacaaaatgt
ttcctcaccc
attgtaggcc
gaacctctac
ctatcactag
aacttgggag
tcaggatgag
acaatctcat
tcatttacac
tgacccctag
gacttaactg
cctttcgceccecce
acaattctgt
ttcactataa
cgattccgcet
gccctatgca
taagaaatat
tcttatttct
accaaactta
ccgaaaatgt
atagcaacta
tgaattggat
ccacgagcca
ctaataatag
tcaaacccca
ccattccact
ctactaacat
aacactaacc
ctaaatcaaa
atagccgcta
ctaataacac
ttatcccaca
tccctaggag

ttaacgaaaa

gaccctatgg
taacataaca
aaactcccga
caataatttt
agtccatatc
agcagctatt
cggagtaatc
ggatgtaagg
aaccagttta
aactgcgtaa
tctttatcaa
tcgttgaacg
cctacggcecct
gaccacttac
ccctaactat
tcctattcat
cctcaaactc
atgaagtaac
tatccacgct
ccatgatatg
aaggagaatc
tattctttct
tcttcggcgce
aaaccctcectt
acgatcagtt
tatgacatgt
gtctgataaa
agaataatag
cactatattc
tggtttatac
tcatgacagg
tcgaaataaa
tagaggcctc
gagtcactat
tcgcatccat
tctgagttcc
gacaaaaaat
ttcttatact
ctcaactacg
tcattactta
tatctacctt
tatgaaacaa
gactaccccc

ataacataat
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4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

tattattcca
cacatatagc
gttcgaatac
actcccacta
gagccttcaa
ggctgcaaga
ccctecectag
gtaactggct
gcggcgtcta
ggcaaaaaga
ttttacctat
tatacttact
gagccgaact
taaccgccca
ttggaaactg
ataacatgag
tagaagcagg
atgcaggagc
ttttaggggc
agtatcaaac
ccctgcectgt
cattttttga
tcggacatcc
tcacttacta
tatctattgg
atgtagacac
taaaagtatt
tgctatgagc
tagctaattc
actatgtgct
ctttattctc
ttgtgggagt
gtcgatactc
cgtttatctc
ccaaacgaga
gtccccectcece
aggaatcgaa
atcaggaggt
cctatatatc
tatagaggag
tttagttctc
agacgcacaa
cgctctacct

cgtgaaaaca

acactaatgg
accgcactta
acaaaaaagg
acacctatat
agctctaagc
atctatctta
attggtgagc
tcaatctacc
ggctgcttct
ggacttaaac
gttcattaac
atttggagca
aggtcagccc
tgctttcgta
actagtgccg
cttctgactc
tgcaggaacg
atccgttgac
aattaatttc
tccecetgttt
actggctgct
tccecgctgga
tgaagtttac
ctcagggaaa
gtttttaggc
acgagcgtac
tagttgactg
tttagggttt
gtccttagac
ttcaatagga
aggttatact
aaatataact
tgactaccca
gcttacagcg
agttgctata
ataccacacg
ccccctaaaa
attagtaaaa
tctatggcgt
ctacttcatt
tatatcattt
gaagtggaaa
tccctecgaa

ataggccacc

ctatcaccgc
ccatatttcc
caaccctatt
tatcagtctt
aagtgctaca
catcaattga
ttctacctca
ttctccecgece
ttgaatttgc
ccctatcttt
cgatgactgt
tgagccggta
ggtactttac
ataatcttct
ttaataattg
cttcctccat
ggatgaaccg
cttacaattt
atcactacta
gtatgatcag
ggaattacaa
ggaggagacc
attcttatcc
aaagagcctt
tttatcgtat
tttacgtccg
gcaacacttc
attttcttat
atcgttcttc
gcagtttttg
cttaacgata
ttcttcecte
gatgcatata
gtgatgctta
gtagaactta
ttcgaagaac
ttggtttcaa
cattacatga
acccatttca
ttcatgacca
cactaatatt
cagtatgaac
tcctttatat

aatgatactg

tctacttaac
atccacaaac
acccccctta
ggactaggag
cacttaaccc
atgcaaatca
cgaaatttta
gcgtagaaaa
aattcaatat
agatttacag
tctccactaa
tagtaggcac
taggtgacga
tcatagtcat
gtgctccgga
cctttcttet
tatacccccce
tctccttaca
ttatcaacat
tactaattac
tacttttaac
ctatcctata
tgcccggatt
tcggttatat
gagctcacca
ccactataat
atggaggcaa
ttacagtagg
atgatacata
ccattatggg
cttgagcaaa
aacatttcct
ctacctgaaa
taatttttat
ctacaactaa
ctacatatgt
gccaatgtca
ctttgtcaaa
actcggatta
tacactaata
gactacaaaa
cattctaccc
aatggacgaa

aagctatgaa

ttatatttct
aacataaaaa
attattacct
tttaggttag
ctgatcaaat
aacactttaa
gttaacagct
aaaaggcggg
gaaaattcac
tctaatgctt
tcacaaggat
tgctttgagce
tcaaatttat
gcccatcata
catggcattc
actattagca
actggctggc
cttagccgga
aaaaccccct
agcagttcta
agaccggaat
tcaacaccta
cggaataatt
aggaatagta
tatgtttacc
tatcgctatt
tattaaatga
cgggttaaca
ttatgttgtg
aggatttgcc
gattcacttt
aggtttatct
taccgtctcc
gatctgggaa
cattgagtga
gatccaaaaa
taaccattat
gttaaattat
caggacgcaa
attgtattct
ttaacccata
gccattatcc
attaataacc

tatactgact

acctgcgact
taaaatgaca
caactatact
accagaccaa
cacctctaag
ttaagctaag
aaatacccta
agaagccccg
cacggagctt
ttatcagcca
attggtactt
ctcctcatcc
aatgtcatcg
attgggggct
ccccgaataa
tcttctatgg
aatctggccc
gtctcttcta
gcaatatccc
ctcttactat
cttaatacaa
ttctgattct
tctcacattg
tgagcaataa
gtaggaatag
ccaacgggag
tctccagcta
ggtattgtcc
gctcattttc
cactgattcc
acaattatgt
ggaatacctc
tctataggat
gcctttgcat
ctacatggat
taagaaagga
gtctttctca
aggtgaaacc
cctcccecctat
taatcagttc
caagcacaat
taatcctaat
cctctttaac

atgaagactt
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7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961

aaactttgac
agaagtagac
agaagacgtt
aggacgacta
ctctgaaatc
atcttacttt
gaagctataa
aaatgccaca
tcttcatcct
aatctgctaa
cgcttcectttce
cccttccatt
gcaatgacta
aacctgagct
actattacct
tccecctatga
acactttcta
tattagtcta
aggacacctc
gaccacagct
tgccttaatt
ctaatgaccc
ggggcccttt
atagccctac
gatgtgatcc
cgatacggaa
gccttttacc
ggcattattc
tccggagtat
cttcaagcct
gaatactatg
gccactggat
ctccgacagce
tgatattgac
ggatcctatt
acctggaaag
ttacttgtac
ccctacgaat
ttcctagttg
ccctgagegt
tccctectag
tatgataatt
cataattatc

aggtatactt

tcctacataa
aaccgagttg
ttgcattcat
aaccaaacca
tgcggatcta
gagacctgat
agcattaacc
gctagataca
atttcaacta
aattgctggt
gctgcccect
ttattcccaa
attcaactaa
ctcatactta
cactcattta
gcagggacag
ccccaaggca
tttattcaac
ctaatccatt
tttatcactt
caagcctatg
accaaactca
ctgccctcect
ttacattagg
gagaaggcac
tagttctttt
actccagcct
ctcttaaccc
ctattacttg
tattcattac
agacatcttt
ttcacggatt
tatactacca
actttgttga
tctttagtat
aagtaataaa
taatcgcatt
gtggttttga
ccatcacatt
cacaaaccaa
ctgcgagcct
agtttaagcc
atgtccatag
gtttatcgat

tcccaacaca
tcctcccaat
gagccgttcc
cccttatagce
accacagctt
ctgccttaat
ttttaagtta
tccacctgat
aaaatttcaa
caacataatc
caataatagg
cacccagtcg
catcaaaaca
tatcactaat
cgcccacaac
taattaccgg
cccctcectecce
ccatggctct
tgattggagg
ttattattct
tttttacctt
cgcttaccac
tataacatcg
attcacaacc
attccaagga
tatcgtatca
agcccctact
attagaagtg
agcccatcat
aatctcctta
tacaatctcc
acacgtaatt
cttcacatca
tgtagtctgg
aactagtaca
cgttatatta
ctgacttccc
ccccatggga
tctgcttttce
caagctaaca
agcgtatgaa
aaaaacaaat
tatatattaa

cacacctaat

agaattaaag
agaaataacc
atcactaggt
catacgacca
tatacccatt
agtataacct
aagactggga
ttattataat
atcactacta
cttgagaaaa
tctccctatt
cctaatcaat
aatactagca
tctatttatt
acaactctct
tttccgcectat
cctaattcca
agccgttcga
ggctacctta
aatcctactt
actagtgagt
atagtcaacc
ggtcttatca
aacctgttaa
catcataccc
gaagtatttt
cctgaacttg
cctctactca
agtttaatag
ggcgtatatt
gatggggtat
attggctcta
aaccaccact
ctattcttgt
attgacttcc
actttgataa
cagctaaata
tctgctcgcee
gacctagaaa
acaatactta
tggaccgaaa
gatttcgact
tatctttctg

atcatcgcta

ccaggagaac
atccgaatac
ctaaaaactg
ggactgtact
gttcttgaaa
agactagatc
gttttaacct
cttttcaata
cccagaaaac
caaatgaacg
gtggtactga
aatcggttaa
attcataacc
ggctcaacta
ataaacctcg
aaaaccaaag
atactagtag
ttaaccgcca
gctcttatca
acgatcctag
ctatacttac
caagcccatg
tatgatttca
ccatatgcca
ctattgtaca
tctttgcagg
ggggttgctg
acacctcagt
aaggtaatcg
ttacgctatt
acggatctac
cattcctcat
tcggatttga
atgtatctat
aatcagttag
ctaatgtaac
tctatacaga
tacctttctc
ttgcactcct
tcatagcact
aggggctaga
cattagatta
gcattcattc
ctatgcttag

tccgactatt
ttatctcttc
acgctattcc
atggccagtg
tagtccccct
tactcattaa
ctccttaatg
tttctcaccc
ccgataacca
aaaatctatt
tcgtcatatt
tctccattca
aaaagggacyg
atctacttgg
gaatagcaat
catccttagc
tcatcgaaac
atattactgc
atattagcgc
aatttgctgt
atgacaacac
accgctgaca
ctataactca
gtgatgacga
aaaaggacta
cttcttctga
acctcctacc
cctcctagcece
caaacatata
acaggcctcc
cttttttata
cgtgtgcttc
agccgctgca
ttattgatga
ctccagatca
cctagcatcc
caagacaagc
tataaaattt
actcccactt
cctactaatc
atgaaccgaa
tgatttatct
tttctctaat

agggcataat
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10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601

attatcacta
catgatacca
actagttata
atgctaaaaa
aacataatct
tacctaaacc
ctatcggcac
caacaccatt
cttctccaat
ctatttgaag
gaacgactaa
ctagtagctc
tactgaatcc
atagcattca
gtagaggccc
tatggcatga
ttcataatat
gatctaaaat
gttcttattc
ttaacatcct
actataattc
ttagcaagcc
gtagtgatat
atcatcaccg
caccatatca
ctactgcccc
aagcatagtt
gcttaccgaa
tttttcaact
aactccagat
ttactttgcc
atgtaaaaac
tctactcagg
aactatccat
ttgtcacgtg
accggttttt
acaacatatt
ttggatgatg
accgtattgg
catgagacct
gcctactact
cagccataga
caggagtatt

ccctcacttt

tttgtaataa
atcgtactac
gtatctaaca
ttatcatccc
gaattaacac
aaccaaatga
cactattagc
tatcaaaaga
tgttcctaat
caacactgat
acgcaggact
tcctttatat
agcctctgcece
tagtaaagat
ctattgccgg
tacgaattac
tgtctctatg
ccctaattgce
aaacaccatg
caatactatt
tcgcacgagg
tcacaaatct
cctcattctc
ccctatactc
aaaatatcaa
tactcctcecct
taacaaaaac
aaagtactgc
tttataggat
aaaagtaata
catcattata
cgctacttct
acaggaaaca
gagtttcaaa
gtctatcata
caagtacctt
ccaactattc
gtacggccga
agatgtaggc
tcaacaaatc
agcagctacc
aggccccact
tcttcttatce

atgcttaggg

tatctgtaac
tagtatttgc
cctacgggac
tactatcata
gacaacatat
taatacattg
actcacaaca
acccttaact
tataactttc
tccgaccctg
ctacttctta
ccacaatttc
aaactcctga
acctctatac
ctccatagta
aaccctacta
aggcataatc
atactcctca
aagttatata
ctgcttagcec
acttcaaact
ggctctccct
atgatccaac
actttatata
accatcattc
atcccttaac
attagattgt
aagaactgct
agaagtaatc
aatatatttt
tcctctacta
tacgcgttca
atcatttcaa
ttagactact
gaattctcta
ctcttattcc
attggttgag
accgatgcaa
ttcattataa
ttcattacga
ggtaaatctg
cctgtatcag
cgctttcatc

gccattacta

tattctcaac
tgcctgcgaa
tgattacgta
ctaatccccce
ggtttgctaa
aactcctcecct
tgacttctgc
cgaaaaaaac
acagcctctg
atcattatta
ttttatactt
atgggctccc
tctaatattt
ggcctccact
cttgccgctg
aatcccctga
ataacaagct
gttagtcata
ggtgcaacag
aactccaatt
ctccttcceccece
ccaacaatta
attactatta
ttaatcacca
acacgagaaa
cctaaaatta
gagtctaaca
aattcatgct
cgttggtctt
cttcatgcat
aactttacaa
taattagcat
actggcattg
tctcaataat
tatgatatat
tcatcactat
aaggagttgg
atacagccgce
ccatagcatg
caaacgataa
ctcaattcgg
ccctacttca
cactaataga

cactatttac

aatcacctca
gcagcattag
caaaacctaa
ttacatgaat
tcagcttaat
taatattttt
cccttatact
tatatatttc
aactcatctt
cccgatgagg
taataggatc
taaattttct
tcctatgact
tgtgactacc
tactcctaaa
ccaatttcat
ctatctgtct
tggcactggt
ctctaataat
acgaacgaat
taatagcagc
atcttatcgg
tcctaatagg
cacaacgtgg
atgccctaat
ttctcggtcce
ataaaagctc
cccatgcata
aggaaccaaa
aatcacagcc
gaataagcta
aattcccaca
aataacaatc
ctttgtacct
acactccgat
aatagtccta
cattatatca
cctacaagcc
atttctacta
ttttaatctg
cctacatccc
ctcaagcaca
gcataaccaa

cgcaatctgce

cattagccag
gactatctct
accttttaca
atcaaagcct
cagcttattc
ctctgattcc
tatagcaagt
aatactaatt
cttttacatc
aaatcaaact
cctcccacte
cataattcaa
ggcatgcata
aaaagcacac
actagggggc
agcatacccc
ccgtcaaaca
tatcgtagcg
tgcccatggt
ccatagccgt
ctgatgacta
agaactattt
aattaacatt
taaatattcc
gaccttgcac
catctactgt
aaaccttttt
agaacatggc
aaattggtgc
ctagttattc
tacccatact
ataatattca
caaactataa
gtagcccttt
ccttacatta
gttaccgcaa
ttcctactta
gtcctctaca
aacttaaaca
ccactacttg
tgactcccct
atagttgtag
actattcaaa

gctcttacac
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12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181
15241

agaatgatat
taacaattgg
ttaaagctat
acattcgaaa
tcggaagcct
tcatcgagtc
ccacatccct
cccgcettcete
aacgactcct
ctaccatccc
ccttgggttt
atccttctaa
gcctcacacc
ccatctgact
cccttattte
taatcctcag
aattaataat
aatacccata
ccctattcca
agtcaacaat
tcacacctca
accccccaaa
aatcgcacaa
tttagtggca
tgttatcatt
tatttcaact
tgttaataac
cggatcctta
gcactataca
taactacggc
cctattccta
aaacattgga
accatgagga
cccttatatce
aaccctaaca
aatagtacac
agactcagac
actcctactc
agataactac
ttttctattc
cctagtattc
cagcataata
cactttaaca

cgcttcaatc

caaaaaaatt
cattaaccag
actattcata
aatgggtggc
cgcattaaca
cgctaacacg
aaccgctgcc
ccctataatc
tatcggaagt
acagataact
catcctggca
ttactttaaa
taaaacaagt
agaaaacatc
aaatcaaaaa
tctactaatc
gatcagcctg
gcctcttcac
ttaaacttta
tcagacaaca
gggtattgct
taaattaaaa
ccaatcccac
aaacccacaa
attcctacat
ataagaacat
tcattcattg
ctaggagtat
tcggacacag
tgaattatcc
catgtaggac
attgtactat
caaatatcat
ggaactgact
cgattctttg
ctcctatttc
aaaattccat
ctaatcctaa
acccctgcaa
gcctatgcta
tccatcctaa
ttccggeccecce
tgaattggag
ttatatttca

gtagcgttct
ccctacttag
tgctcagggt
ctatttaaag
ggcatgcctt
tcgaatacca
tacagcaccc
cttatcaacg
gtatttgcag
atgcctcatt
ctagaactaa
ttctccagcce
ttaaccatta
ctacccaaat
ggtctcatca
cttaattacc
taacaaccac
taaaaaaccc
atactacctc
aaccagtaat
cagtagccat
atactatcaa
cgctaataat
aactcatcac
ggaatttaac
taatgaccaa
acctcccagce
gcttgattct
ccacagcttt
gctatatgca
gaggcctata
tattcgcaac
tttgaggagc
tagtagaatg
cattccattt
tacacgaaac
ttcaccctta
tatcactagt
accccctaaa
tcctacgatc
tcttggcatt
ttagccaatg
gacaaccagt

ccatcttatt

ctacctcaag
ccttcttaca
cagttatcca
tcctteecett
tccttacagg
acgcctgagce
gaattatatt
agaataatcc
ggtatattat
atctaaaaat
accttacctc
tccttggcecta
gccagaaatc
caatctcata
aactctattt
acgggtaact
caaccaagtc
agagtccccc
cacctcgtca
aaaagccgct
agcagttgta
ccctaaaaaa
tagcacaagc
aaaaacgata
catgactaat
cattcgaaaa
gccgtctaac
acagattcta
ttcatcagtc
cgcaaatggc
ttacggatcc
catagccaca
aactgtaatc
gatctgaggc
catcctccecct
cggatccaac
ctacacaatc
tttattttca
cacccctcca
cattcctaat
cattccactc
cctattctga
tgagcaccct

gatcctaata

ccaactaggc
catctgcact
cagcctaaac
caccacaacc
attctactcc
cctcttaatt
ctttgctcta
tctcctaatt
ctcccacagc
gacagccctt
acaaggactc
ctatccaacc
agcatctata
tttccaaata
cctatcgttc
tccatgataa
ccataactgt
gtatcataga
tccttcaaaa
agaacagcct
taaccaaata
gaacccccaa
ccaccataaa
cttaaaataa
gacatgaaaa
acccacccac
atctctgcectt
acaggtttat
acccacatct
gcttccatat
tatgtattca
gcattcatgg
actaatcttc
ggcttctcag
ttcatcatcg
aacccttcag
aaggatatcc
cctgacctat
catattaaac
aaattaggag
ctccacacat
cttttagtcg
ttcatcatta

ccaacagtta

ctaataatag
cacgcatttt
gatgaacaag
tcccttatta
aaagacctga
acactcgttg
ctaggccagc
aactctatta
atcacaccca
gcagtaacca
aaatttaact
attatgcacc
cttctggact
aaatcttcta
atactaacta
ccaacacacc
acagagccgc
tcactcaatc
tatagcaagc
tatttgaaac
ctactaatat
aattcagaac
taggagatgg
atacaatgta
atcatcgttg
tagccaaaat
gatggaactt
tcttagctat
gccgagacgt
tctttatctg
tagaaacatg
gctatgtact
tctctgccat
tggacaaagc
cagctctagc
gaatcacatc
taggagcctt
taggagaccc
ctgagtgata
gtgtactcgc
ctaagcaacg
ccgatcttct
tcggacaagt
gcgttatcga
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15301
15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781
15841
15901
15961
16021
16081
16141
16201
16261
16321
16381
16441
16501
16561
16621
16681

aaacaacctt
aaaaatggag
gcacccaaag
atcaccccta
cgtcgtgcat
ataggacata
tcacttagtc
aatgtccctc
cctggcatct
cgcaaatggg
gtgtcatgca
accgcaacgg
ctaatgcagt
aaaatcaagg
tacacgtacg
tacacgtacg
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtacg
agacattaag
tacacttatt
agctttattt
tacacgcatt

atttactatg

ctaaaatgaa
agtaaccgcc
ctgagattct
ctgtgctatg
taatggtttg
ttaactcaat
caataagggc
ttctcgcectcecce
ggttcttact
acatctcgat
tctggtatct
cactaactct
caaataactt
tgctattcag
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtgcg
tacacgtgcg
tacacgtacg
ttaacttata
tatgtcccgce
aaattatata
tggtctcgta
tattttattt

gagtctttgt
ctccctaaga
tcttaaacta
tcagtatctc
ccccatgcat
ctcataattc
ttaatcacca
gggcccatac
tcagggccat
ggactaatga
tttaattttt
aacttatctt
gtagctggac
tcaatggttt
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtgcg
caaacccccce
caaaccccaa
caaatgtatt
gtctatctat

attacgcaca

agtataatca
ctcaaggaag
ttccctgaca
caggtaaacc
ataagcatgt
actgatcttt
tgcctcgaga
taacgtgggg
aaccttattt
ctaatcagcc
agggggggaa
ctgctctcag
ttattcatta
caggacatat
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtacg
tacacgtacg
tacacgtacg
ttacccceccecg
aaacaggact
gctactctag
agatagcatt

ctacaatttc

ttaccttggt
aagctcttgce
cccctacatt
cttctccceccet
acataatatt
caacagtaat
aaccatcaac
gttactatca
actccaatcc
catgatcaca
tctgctatca
ggaatatgcc
tcatttatca
agttttaggg
tacacgtgcg
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtgcg
tacacgtacg
taaactcatg
aagtgcatac
ttaacttaac
cccttttttt

agtataa

cttgtaaacc
tccaccatca
catatattga
cccctatgta
atatccttac
cgaatgcata
ccttgctcegt
tgaaactata
tactaattct
cataactgtg
ctcacctacg
cgtcgcggcecce
actcacgcat
tacacgtacg
tacacgtgcg
tacacgtgcg
tacacgtacg
tacacgtgcg
cacgcgcgta
tcatctatta
aatactcaca
acaacagtct

tccctcetceat
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EK 7: Kopeklerde mtDNA dizilerinin referans dizi ile karsilastirilmasi

Savolainen ve Kimve ark.,1998 Okumura ve Savolainen ve ark., Kimve ark.,1998 Okumura
ark., 1997 ile ile ark., 1996 1997 ile ile ve ark.,
Wetton ve Eichmann ve Wetton ve ark., Eichmann ve 1996
ark., 2003 Parson, 2007 2003 Parson, 2007

5 15435G - 206 15636T 181
22 15452T - 208 15638T 183
30.1 15460.1C 4 209 15639T 184
53 15483C 27 213 15643A 188
- 15490A 34 220 15650T 195
- 15491C 35 222 15652G 197
- 15496C 40 223 15653A -
78 15508C 52 - 15665T 210
- 15518A 62 - 15710C 255
- 15523T 67 - 15781C 326
- 15524C 68 - 15800T 345
- 15525T 69 - 15807C 352
96 15526C 70 - 15811A 356
- 15527C 71 - 15814C 359
- 15528C 72 - 15815T 360
- 15529C 73 - 15879C 424
- 15530T 74 - 15912C 457
103 15533C - - 15932G 477
123 15553A 98 - 15955C 500
155 15585A - - 15990T 535
162 15592T - - 16003A 548
165 15595C 140 - 16025T 570
181 15611T 156 - 16038C 583
182 15612T 157 - 16083A 628
190 15620T 165 - 16128G 673
- 15621C 166 - 16431C 676
195 15625T 170 - 16439T 684
197 15627A 172 - 16440A 685
- 15628T 173 - 16576A 821
202 15632C 177 - 16601T 846
204 15634G - - 16671T 918
- 15635A 180 - 16672C 919

- 16705C 952
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EK 8: Kopeklerde mtDNA’nin VNTR boélge dizinlemesi *

aiv,vi GTACACGTRC b i.u.1mvi GTACACRTRC c.n  GTACACGTRY
| GTACACGTAC | GTACACGTAC | GTACACGTAC
I GTACACGTGC I GTACACGTGC I GTACACGTGC
\Y; GTACACATAC i GTACACGTGT

VI GTACACATGC VI GTACACGTAT

d v vii GTACACGYRC e,vii GTACACGYAC fuv GTACACGYGC
| GTACACGTAC | GTACACGTAC I GTACACGTGC
I GTACACGTGC VIl GTACACGCAC Y% GTACACGCGC
Y% GTACACGCGC

VIl GTACACGCAC

gum GTACACGTGY

I GTACACGTGC

i GTACACGTGT

*Eichmann ve Parson 2007 yilinda yaptiklari ¢alismaya gore, kopeklerde VNTR bdlgesinin

10 niikleotidlik tekrar kisminin son 4 tekrarin olusumu 8 farkl tipte olmaktadir.
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