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1. GIRIS VE AMAC

Adli Bilimler sugun bagladigi ve olaylarin gelistigi her yerdedir ve ¢dziime

ulagmak i¢in ihtiya¢ duyulan 6nemli bir multidisipliner bilim dalidir.

Gelisen Deoksiriboniikleik Asit (DNA) teknolojileri ve polimeraz zincir
reaksiyonu uygulamalari (Polymerase chain reaction, PCR) ile analizdeki birgok zorluk
ortadan kalkmistir. Adli Bilimlerde ¢ekirdek DNA’s1 (nDNA) kullanimi yaygindir,
fakat adli olaylarda genellikle laboratuvarlara gelen DNA orneklerinin miktar1 azdir.
Bu nedenle bazi durumlarda mitokondriyal DNA (mtDNA) analiz i¢in tercih edilir.
Ciinki bir hiicrede bir ¢ekirdek ve i¢inde bir niikleer DNA bulunurken, bir hiicrede ¢ok
sayida mitokondri ve her mitokondri iginde ¢ok sayida mtDNA bulunur. Bu nedenle
hiicre i¢inde mtDNA’nin birden fazla kopyas1 bulunmaktadir (1). Analizi ¢ok duyarhidir
ve bir hiicrede ¢ok sayida kopyasi bulundugu i¢in, kemik, dis, sa¢ ve ozellikle yiliksek
oranda bozulmus DNA igeren materyallerle calisildiginda, niikleer DNA’ya gore daha
avantajhdir (2, 3).

Mitokondriyal DNA’nin adli amagh kullaniminda genellikle polimorfik olan ve
kodlama yapmayan D-loop bdlgesi incelenmektedir (4). Kimliklendirme veya soy bagi
aragtirmalarinda genellikle bu bolgede yer alan HV1 ve HV2 segmetlerinin dizin analizi
yapilmaktadir (5, 6). Ancak buradan elde edilen bilgi sinirhidir, ayrim giicti diisiiktiir.
Ayrim giictinii artirmak icin mtDNA’nin kodlayan bolgeleri baz sayis1 ve hastaliklarla
iligkisinin en diisiik seviyede olan kisimlari incelenmeye baglanmistir (7). Bu ¢alismada
mitokondriyal DNA’nin 8389-8865 baz ¢ifti aralig1 dizin analizi yapilarak mutasyon ve
SNP acisindan incelenecektir. Literatliir taramasit sonucunda bu bdlgenin hem
hastaliklardan uzak hem de ¢alismaya elverisli bir uzunlukta oldugu saptanmistir (8).
Incelenen bdlgenin sinirlart belirlenirken bdlgeye yakin 8344 Myoclonic epilepsy,
ragged-red fiber (9), 8363 ataxia (10) ve 8993 noérojenik kas gii¢siizliigli, ve 8356
retinitis pigmentosa (11) gibi hastaliklar ile ilgili bdlgelerin ¢alismanin disinda
kalmasina dikkat edilmistir (12,13).

Adli bilimlerde gerek kimliklendirme gerekse nesep tayinlerinde kullanilacak
lokuslarin allel veya genotiplerin toplumda gosterdigi dagilimini bilmek 6nemlidir. Bu
nedenle mutlaka s6z konusu bolgelerin populasyon ¢alismalarinin yapilmasi gereklidir.

Tiirk toplumunda, mtDNA’nin 8389-8865 bazlar1 arasindaki bolgede rastlanan



mutasyon ve SNP bilgileri bulunmamakta olup, s6z konusu bdlgelerden olgu
aydinlatma yararlanilabilmesi i¢in populasyon c¢aligmasinin yapilarak toplumdaki
dagilimmin belirlenmesi gerekmektedir.  Mutasyon oranlar1 toplumdan topluma
degismektedir. Bu nedenle Tiirk Toplumu i¢in mutasyonlarin belirlenmesi zorunludur.
Bu calismanin amact mtDNA’nin kodlama yapan kisminda yer alan 8389-8865 baz
ciftleri arasindaki bolgenin dizin analizi yaparak Tiirkiye Toplumu’ndaki mutasyonlari
belirlemek ve polimorfizm agisindan adli bilimlerde kullanmaya elverisli olup

olmadigini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Mitokondriyal DNA

Mitokondri 1850°’de Kollicker tarafindan bobrek ¢izgili kas hiicrelerinden izole
edilmis ve 150 yil once degisik tuzlu soliisyonlar icinde bu yapilarin osmotik
reaksiyonlart gozlemlenmistir. Altmann  tarafindan 1894’de mitokondrinin ilk
tanimlamas1 yapilmistir. Isik mikroskobu ile hiicre iginde graniiler ve ipliksi yapilar
seklinde goriilen bu organele 1897°de Benda, “ipliksi graniil” anlamina gelen
“mitokondrion” adin1 vermistir (14). Mitokondrinin oksidatif fosforilasyonun merkezi
oldugu 1948°de Eugene Kennedy ve Albert Lehinger tarafindan ortaya konmustur. Nass
ve arkadaslar1 ise 1963’de mitokondri igerisinde iplikgikler seklinde DNA molekiilleri

oldugunu gézlemlemislerdir (15).

Mitokondri tiim Okaryotik hayvansal ve bitkisel hiicrelerin sitoplazmasinda yer
alan hiicrenin enerji lretiminden sorumlu organeldir. Prokaryotik hiicrelerde ve
memelilerin alyuvarlarinda mitokondri bulunmaz. Her mitokondride 2 ila 10 arasi
degisen sayida mtDNA bulunmaktadir. Bu sayi tiirler arasi, kisiler arasi, dokular arasi
ve hiicreler arasi farklilik gostermektedir (16). Kendine 6zgiin DNA molekiiliine sahip
mitokondri her bir hiicrede enerji gereksinimine veya fonksiyonuna bagl olarak farkli
sayillarda bulunur. Bu saymin yumurta hiicrelerinde embriyogenesis Oncesinde
replikasyon olmamasi ve daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulmasi nedenleriyle 10.000’lere
ulastigi bilinmektedir (17,18). Yesil bitkiler hayvansal hiicrelere kiyasla ¢ok az
mitokondri igerirler. Ciinkii mitokondrilerin bazi gorevleri kloroplastlar tarafindan
yerine getirilir. MtDNA, nDNA’dan bagimsiz olarak replikasyon, transkripsiyon ve
translasyon yapma yetenegine sahiptir. Her bir mitokondri kopya sayis1 kendine 6zgii
degiskenlik gosteren (10-100) DNA’ya sahiptir ve mitokondriyal DNA (mtDNA),

sitoplazmik genom veya mitokondriyal genom olarak isimlendirilmektedir (19).

Wallace ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢aligmalarda ilk kez mtDNA’nin bir¢ok
hastalikta nDNA gibi 6nemli bir rolii oldugunu ortaya koymus ve bu konudaki

¢alismalara onciiliik etmistir (20).



2.2  Mitokondriyal DNA’nin Yapisi

Insan mtDNA’s1 16569 baz cifti (b¢) uzunlugunda, halkasal, ¢ift zincirli, bir
DNA molekiilii olup tim dizisi ilk olarak Anderson ve arkadaslar1 tarafindan 1981
yilinda tanimlanmigtir (1). Her bir mtDNA molekiilii hiicre solunumunda (oksidatif
fosforilasyon-OXPHOS) gorev yapan 13 polipeptid ve kendi translasyon sistemi igin
gerekli olan 2 rRNA ve 22 tRNA olmak {izere 37 gen kodlamaktadir. Halkasal yapida
bulunan mtDNA’nin guanince zengin olan zinciri agir zincir (heavy strand) sitozince
zengin olan zinciri ise hafif zincir (light strand) olarak tanimlanmaktadir. MtDNA
tarafindan kodlanan 37 genin 28i agir zincirde diger 9 tanesi ise hafif zincirde
kodlanmaktadir (21). Oksidatif fosforilasyon igin gerekli olan diger polipeptidler

niikleer genom tarafindan kodlanmaktadir (22,23).

OXPHOS olayr mitokondrinin yag ve karbonhidratlardaki hidrojenlerin okside
edilmesi sonucu adenozin trifosfat (ATP) ve O; elde edilmesi olayidir. Kullanilan
enzimlerin biiyiik bir béliimii nDNA tarafindan kodlandiktan sonra mitokondriye gecer.
OXPHOS’da gorev yapan sitokrom C oksidaz alt tiniteleri (I, II, III), ATPaz alt {initesi 6
ve 8, sitokrom b (Cytb) ve NADH dehidrogenazin alt {nitileri (ND1, ND2, ND3,
ND4L, ND4, ND5, ND6) ise mitokondri tarafindan kodlanmaktadir (24).

inner circle: L strand = f-rret

outer circle: H strand

Mz
Wl triple stranded DA
trp
NS [ ribosomal RMNA,
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ser Bl transfer RNAs

[] proteins o1

W g ATPase

Sekil 1. Mitokondriyal DNA’nin genetik haritasi



Mitochondrion

Sekil 2. Mitokondriyal DNA’nin ¢alisma sistemi.

2.3  Mitokondriyal DNA’da Gen Anlatimi

Dloop bolgesinde bulunan promotér bolgede ii¢ adet defismez baz dizisi
bulunmaktadir. Bu diziler CSBI 213-215, CSBII 299-315, CSBIII 346-363 baz ciftleri
arasindadir ve Conserved Sequence Box (Korunmus dizi kutusu) admni tasirlar. Agir
zincirin promotorii (PH) 392-445 bg arasinda yer almaktadir. Transkripsiyon zit yonlii
olarak D-loop (Displacement-loop) bolgesindeki iki promotorden ayni anda baslar ve
iki zincirde transkripsiyona ugrar. Olusan tRNA, Messenger RNA (mRNA) ve
ribozomal RNA (rRNA) serbest kalir ve 6nciil RNA daha sonra kesilir (25). Mitokondri
DNA’sinda kodlanan bazi aminoasitler nDNA ile farkliliklar gosterir. nDNA’da protein
sentezini sonlandirmakla goérevli UGA kodonu mitokondride triptofan aminoasitini
kodlar. izoldsini kodlayan AUA kodonu ise mitokondride metionini kodlamakla
gorevlidir. AGA ve AGG arginin aminoasiti olarak adlandirilan kodonlar ise
sonlandirict kodon gorevini Ustlenmislerdir. Baslatici kodonlar ise AUA ve AUU’dur
(26).

2.4  Mitokondriyal DNA’da Replikasyon

MtDNA replikasyon yapmak i¢in kendine 6zgli DNA polimeraz (mtDNA
polimeraz) icermektedir. Bu mtDNA polimeraz nDNA tarafindan kodlanmaktadir (27).
Her iki zincirin birbirinden bagimsiz iki replikasyon orijini vardir. Bir diger korunmus

dizi olan TAS kutusu (Termination Associated Sequences) D-loop bolgesinde (16147-



16172) yer almakta ve agir zincirin replikasyonunu istlenmektedir (25). Bu zincirde
TAS bolgesinde 5'-3' yoniinde (On) sentezinin baslamasiyla H zinciri agilir ve
sentezlenen yeni zincirin L zincirinin replikasyon noktasina gelir. Bu noktada ise ters
yonde L zincirinin sentezi baslar. Bu siireklilik sayesinde Okazaki fragmentleri
olusmaz. Fakat burada gerceklesen replikasyonun hata orani nDNA’ya gbre daha
yiiksektir ve nDNA’daki gibi bir tamir mekanizmast yoktur. Bu yiizden

heteroplazmilere daha sik rastlanabilir (28).
2.5 Mitokondriyal DNA’da Heteroplazmi

Heteroplazmi bireyde birden fazla ¢esit mtDNA profilinin olugmasidir. Birkag
degisik sekilde gézlemlenebilir. Bunlar:

e Bir dokuda birden fazla farkli mtDNA bulunmasi,

e mtDNA’nin bir dokuda heteroplazmik diger dokuda homoplazmik olarak
gozlemlenmesi,

e Farkli dokularda farkli mtDNA profillerinin gézlemlenmesi seklinde

olabilir.

Uzunluk ya da nokta heteroplazmisi seklinde goriilen bu degisimler hastaliklarla
da iliskilendirilmistir. mtDNA anneden kalitildig1 i¢in bu hastaliklar ve heteroplazmiler

siklikla ¢ocuklara da aktarilmaktadir (29).
2.6  Mitokondriyal DNA’nin Uygulama Alanlar:
2.6.1 Evrim

MtDNA HV1 ve HV2 bolgeleri insan evriminin arastirilmasinda kullanildi ve
modern insanlarin yaklasik 200.000 yil once Afrika’dan diinyaya yayildigi ortaya
¢ikt1(30).

189 ornekte yapilan ¢alismaya gore atalarimizin 166.000 ile 249.000 y1l 6nce
Afrika’da yasadigr gorildi. HV1 bolgesinde yapilan g¢alismada Neanderthallerin
MtDNA’larinin modern insanlardan ayrildig1 goriildii ve mtDNA havuzuna katilmadi.

Modern insan ile Neandarthellerin ayrilmasi giiniimiizden yaklasik 365.000 ile 853.000



y1l 6nce olmustur. Yapilan ¢aligmalarda giiniimiiz Avrupalilarinin 150 kez daha diisiik

frekansli mtDNA ’ya sahip oldugu goriilmiistiir (31, 32, 33).
2.6.2 Adli Bilimlerde Mitokondriyal DNA

mtDNA yalniz anneden ¢ocuga aktarilmaktadir ve sadece mutasyonlarla
degisime ugradig1 i¢in insan popiilasyonlar1 arasinda oldugu gibi kisiden kisiye de
farklilar gostermektedir. mtDNA’dan kimliklendirme ve kalitimi1 maternal oldugu igin
annelik belirlenmesinde yararlanilmaktadir (34). Adli bilimlerde rutin olarak polimorfik
olan mtDNA HV1 ve HV2 bélgeleri incelenmektedir. Ayrica at, esek gibi hayvanlarda
tiir tayini i¢in kullanilmaktadir (33). Bu denli genis alanda kullanilmasinin nedeni sag,
kil, kemik gibi son derece bozulmus ve az miktarda nDNA igeren biyolojik 6rneklerde

dahi ¢ok sayida mtDNA bulunmasi nedeniyle net sonuglar alinabilmesidir (28).

mtDNA’nin maternal kalitim gostermesinin nedeni dollenme sirasinda sperm ve
yumurtanin birlesmesindeki &zellikten kaynaklanmaktadir. Spermin hareketli olan
kuyruk kisminda enerji gereksinimi karsilamak tizere ¢ok sayida mitokondri bulunur.
Bas kismui ise niiklear DNA ve ¢ok az miktarda mtDNA icermektedir. Yumurtada ise
sperme oranla ¢ok fazla mtDNA bulunmaktadir. Dollenme sirasinda yalniz sperm
basinin yumurtayla birlesmesi, dolayisiyla sadece sperm basindaki az miktarda bulunan
mtDNA’nin yumurtaya giris yapmast soz konusudur. Babadan da mtDNA geldigine
dair caligmalar olsa da spermden yumurtaya gecen mtDNA’larin yasam siireleri ve yok

olmalari tam olarak netlik kazanmamustir (29).

2.7  Mitokondriyal DNA Dizin Analiz Yontemleri
2.7.1 Maxam Gilbert Yontemi

1977°de Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilen yontem DNA’nin
kimyasal reaksiyonlarla islem gérmesi ve bazlarin kesilmesi temeline dayanmaktadir.
Sik goriilmeyen bazlarin tespitinde yararli olsa da yontemin teknik kismi rutin
caligmalarda, kitlerde kullanilmasimi zorlastirdigi ve zararli kimyasal reaksiyonlari
igerdigi i¢in dezavantajlidir. Ayrica 250 baz ¢iftine kadar dizinleme yapmaya olanak
saglamaktadir (35).



Yéntem DNA’nm 5' ucunun *2P ile isaretlenmesi ve pargalarin saflastirilmasi
temeline dayanmaktadir. Bazlar tek tek veya ¢iftler halinde kimyasal reaksiyona sokulur
ve daha sonra uygun enzimlerle kesim yapilir ve isaretli DNA parcalar1 olusturulur. 4
tiipte hazirlanan karigimlarda piirinler i¢in bazik ve asidik ortam olusturulur ve kesim
icin piperidin enzimi kullanilir. Ortam bazik olursa Guanin bazindan, asidik olursa
Adenin bazindan kirilma saglanir. Primidinlerde ise kirilma hidrazin ile saglanir.
Hidrazin hem timin hem sitozinden kirilma saglar. Ayirt etmek igin ortam kosullar
degistirilip bol tuzlu ve bazik hale getirilirse sitozinden kirilma saglanir. Bu pargalar

akrilamid jel elektroforezinde yiiriitiilerek bant olusumu saglanir ve dizi goriintiilenir
(26).

2.7.2 Sanger Yontemi

Sanger tarafindan 1977°de gelistirilen yontem enzimatik DNA sentezine dayanur,

hiicrede gergeklesen replikasyonun labarotuvar ortaminda saglanmasina benzemektedir.
4 tiipte gerceklesen reaksiyon i¢in :

e Amplifikasyon yapilmis tek zincirli DNA (ssDNA)
e Radyoaktif olarak isaretlenmis 4 adet AINTP
e ddNTP

e Primer

E. Coli’den elde edilmis DNA polimeraz enzimi (klenow) ‘a

ithtiya¢ vardir. Sanger’in temelinde yatan prensip DNA polimerazin dNTP’lerde oldugu
gibi 3'OH grubu icermeyen ddNTP’leri de substrat olarak kullanabilmesi, ribozun 3.
karbon atomu deoksi halde oldugundan fosfodiester bagi olusmamasi ve yeni
niikleotidler katilamadig1 igin zincirin sonlanmasina dayanmaktadir (36). Oncelikle 4
tip icinde karisim hazirlanir. Bu karigimlara konulan DNA’lar ya da primerler daha
sonra gorilintliileme yapabilmek i¢in boyanir. Her bir tiipe dNTP, kalip DNA, primer, bir
cesit ddANTP  konularak karistm  hazirlanmaktadir. Bu  noktada  ddNTP
konsantrasyonunun digerlerinden diisiik olmasina dikkat edilmelidir. Olusan karisimlar
inkiibasyona birakildiginda uzamalar meydana gelmektedir. ddNTP’ler ile dNTP’ler
substrat olarak kullanilir ve dideoksilerin araya girdigi noktada uzama durur. Boylece

her tiipte farkli uzunlukta bircok DNA parcasi olusur. Karisim poliakrilamid jel



elektroforezinde yiiriitiilerek uzunluklara gore ayrilmasi saglanir. En kii¢lik parca en
onde yiirlir. Olusan bantlar goriintiilleme sisteminde incelenir. En kiiclik par¢adan

baslayarak 5’ 3" yoniinde dizi belirlenir.
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Sekil 4. Deoksintikleotid yapis1
2.7.3 ShotGun Yontemi

Bu yontemde DNA pargalara ayrilarak incelenir. DNA pargalar1 kesildikten
sonra vektor araciligiyla konak hiicrelere yiiklenip ¢ogalmasi saglanir. Daha sonra bu
parcalar DNA izolasyonu yapilarak alinir. Dizilemesi yapilan parcalar bilgisayarda
birlestirilerek asil dizi elde edilir (37). Insan genomu ve drosophila melanogaster gibi

birgok genom haritasi bu yontem kullanilarak elde edilmistir (38, 39).
2.7.4 Pyrosequencing Yontemi

ShotGun dizileme tekniginin islemlerinin uzun siirmesi nedeniyle yeni arayislar
icine giren bilim insanlarinin sentez yoluyla dizileme prensibi iizerine ¢aligmalariyla

ortaya ¢ikan bir tekniktir. Ozel bir sirketin yontemi satin almasi ve gelistirmesi ile ad1
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454 Sequencing ya da 454 Pyrosequencing olarak anilmaya baslamistir (40). Yontemin
temeli DNA polimeraz aktivetisini tespit etmek ig¢in kemiliiminesan enzim kullanimina
dayanir. DNA polimeraz, liisiferaz, apiraz, ATP siilfiraz ve liisiferin ile sabitlenen DNA
inkiibe edilir. Ortama A, C, G, T niikleotidleri ayr1 ayr1 eklenir. Sabitlenmis zincirin
tizerinden tamamlayict zincir sentezlenirken niikleotidlerinin tamamlayict oldugu
noktalarda  pirofosfat acgiga ¢ikar. ATP siilfiraz enzimi ise pirofosfati ATP’ye
doniistliriir.  ATP ise liisiferaz enzimine etki ederek lusiferinin oksilusiferine
donlismesine yol acar. Bu sirada bir 151k olusmaktadir. Bu 1sik sinyalin hangi
niikleotidin  baglanmasi sirasinda olustugunu anlamamiza yaramaktadir. Isigin
derecesini bilgisayar yardimiyla dlgiiliir ve tek seferde ortama verilen niikleotidlerden

kag tanesinin zincire baglandigini tespit edilir (41).

Kaydedilen goriintiiler bilgisayar yardimiyla kaydedilerek dizileme verilerine
dondstiirtiliir. Sanger metodunun aksine burada niikleotidler siirekli eklenir ve zincir
uzamaya devam eder bu sayede tiim genom daha kisa silirede cogaltip
incelenebilmektedir. Diger yontemlerde prensip DNA’nin ¢ogaltilip incelenmesine
dayanmaktadir ve ¢ogaltilamayan boélgeler atlanir (42). Bu yontem daha kararlidir ve
heterokromatin gibi ¢ogaltilamayan bolgeler bile dizinlenebilir. Bu yontemin simdilik
tek dezavantaji uzamasi tamamlanmamis boélgelerde ya da ayni niikleotidlerin basit
tekrarlarindaki okuma problemidir. Olugan piklerin biiylikliigli ve ortama verilen baz
miktar1 yliziinden her okuma yiiz baz ¢iftiyle sinirlidir ve bundan daha uzun boélgelerde
ayrim yapmada problemler yasanmaktadir. Fakat bu teknoloji iistiine yapilan son
caligmalar ve yeni cihazlar ile bu okuma uzunlugu dort yiiz baz ¢iftine kadar
arttirilmigtir (43, 44). Neandertal ve mamut tiriiniin tim genomu diger analiz

yontemlerine kiyasla ¢ok daha kisa bir siire i¢inde dizinlenmistir (32, 33).

2.8 Elektroforez Analizi

Elekroforez, bir ¢ozeltide asili halde bulunan yiiklii bir molekiiliin elektirik alani
etkisi ile ayrilmasidir. Arne Tiselius tarafindan gelistirilmistir. Elektroforezin temel
prensibi molekiil agirhigi ve molekiilde bulunan elektrik enerjisinin jel i¢inden bir
yiikten digerine giderken kat ettigi mesafe farkliliklarina dayanir. Elektroforetik
sistemde analizi yapilacak ornek bir destek ortamina uygulanir. Modern elektroforetik
tekniklerde destek ortami1 olarak daha ¢ok jeller tercih edilmektedir. Jeller i¢ine uygun

tampon yerlestirilerek elekroforez gerceklestirilir. Analiz edilecek Ornek jelde
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olusturulan kuyucuklara bir leke ya da ince bir bant halinde uygulanir. Kat1 jel destegi
ile ayrim1 yapilacak molekiillerin hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, bi¢imine,

kimyasal igerigine ve uygulanan elektriksel alana baghdir (45).
2.8.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jel elektroforezinde ise akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan
poliakrilamid jellerin elektroforetik ayirimlarinda gesitli Gstiinliikleri vardir. Kiiciik ya
da orta boydaki (yaklasik 1 milyon dalton kadar) niikleik asitler ve proteinler icin
yiiksek ayristirma giiciine sahiptir. Ciinkii ayirim hem molekiiler elekleme hemde
elektroforetik harekete dayanir. Go6¢ eden molekiillerle jel arasindaki etkilesim
minimum diizeydedir. Jel fiziksel olarak olduk¢a kararli ve dayaniklidir. Jel sentetik bir
madde olan akrilamid ile akrilamid tirevi olan N-N'-metilen bisakrilamidin
polimerlesmesiyle olusturulur. Kimyasal polimerizasyon bir baglatici-katalizor
(amonyum persiilfat-TEMED) sistemi tarafindan kontrol edilir. Fotokimyasal
polimerizasyon,UV 15181 altinda riboflavin tarafindan gergeklestirilir.  Bir jelin
ayristirma giicii ve molekiil boyutu araligi, akrilamid ve bis akrilamid konsantrasyonuna
baglidir. Disilik konsantrasyonda daha biiyiik porlar olusur ve yiiksek molekiil agirlikl
biyolojik molekiillerin yiiksek konsantrasyonlarda ise kiiclik porlar olusur ve diisiik
molekiil agirliklt molekiillerin ayirimi yapilir (46). Ayrica sodyum dodesil siilfat (SDS)
varliginda iiriinler denatiire edilerek molekiil agirligina gore de ayrim yapilabilmektedir
(47).

Fakat jelin hazirlanmasi, 0rneklerin yiiklenmesi esnasinda yapilan hatalar ve
jelin tekrar kullanimi deney sonuguna olumsuz yonde bir etki yapabilir. Bu yiizden
gelisen teknoloji ile gradient jel teknolojisi gelistirilmistir (48). Bu gelisme kiiciik capta
orneklerin analizi i¢in sonuclara ve ¢alismaya katki saglasa da insan genomu, neandartel
genomu gibi tiim genom arastirmalarinda kisa siirelerde verimli sonuclar elde etmek

imkansizdir.

2.8.2 Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez ise (CE) 25-75 um c¢apli, 100 cm. uzunlugunda silika
kapiller boru kullanilarak  gergeklestirilen bir yontemdir. Farkli modelleri

bulunmaktadir. Genel olarak ince silika kapiller bir boru, iki elektrolit tampon haznesi,
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bir yiiksek voltaj gili¢c kaynagi ve bir veri degerlendirme detektoriinden olusmaktadir. Is1
dagilimi 25-30 kV’luk voltaj araliginda bir uygulamaya izin verir. Bu yiiksek voltaj
daha kisa siirede daha kaliteli bir ayrim yapmamizi ve daha fazla sayida fraksiyonun
elde edilmesini saglar. Kapillerin sonundan yiiksek bir voltaj uygulandiginda 6rnek
molekiiller, i¢ kapiller ylizeyde asir1 (+) iyonlarin katoda dogru hareketinin sonucunda
olusan bir hacim akist olan elektroozmotik akisla ayrilir. Ornekte bulunan yiike
bakmaksizin bir kapillerdeki elektro-ozmotik akis normalde tiim iyonlar1 katoda
tastyacak kadar giigliidiir. Bu nedenle 6rnek kapillere anodik uctan verilir. Net hareket
katoda dogru oldugundan ayrim anoda dogru geri gegis hizlarindaki farkliliklara
dayanir. Termal etkilere bagli olarak kapiller duvari ile merkez arasinda viskozite
farkliliklart bulunur. Ornekteki (+) iyonlar, elektroozmotik akis ve iyon hareketinin ayni
yonde olmasi nedeniyle kapiller gikisa daha erken gelirler. Ornekteki (-) iyonlar, ayni
zamanda kapiller ¢ikisa hareket ederler, ama hizlar1 daha yavastir. Kapilerden gegen
maddenin tespiti ¢esitli detektorler aracigr ile yapilmaktadir (49).

Kapiller elektroforezi, kisa analitik zaman, ayrim giicii, diisiik reaktif (sadece
tampon) sarfiyati ve mikro diizeyde 6rnek hacmi ile calisabilme oOzellikleri ile
konvansiyonel elektroforez ve HPLC’ye gore avantaj saglamaktadir. Dar ¢apli tiiplerde
calisilmasi nedeniyle artmus 1s1 dagilimi, azalmig Ornek hacmi gerektirmesi ve
otomasyona daha uygun olma gibi avantajlar saglamaktadir. Ayrim c¢ok yiiksek
uygulanabilen voltajla 10 dakikadan az bir siirede tamamlanabilir. Kapiller
elektroforezin enstriimental avantajlari ise otomasyonda kolaylik saglamas1 ve detektor

kullaniminda ¢esitlilige izin vermesidir (48).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin deneysel boliimii Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii 6grenci
laboratuarlarinda gerceklestirildi. Caligma esnasinda kontaminasyon riskini dnlemek
icin gerekli tim Onlemler alindi1 ve ¢alismanin her asamasinda tek kullanimlik eldiven,
bone ve maske kullanildi.

Calisma esnasinda asagidaki aletlerden yararlanildi:

e Derin Dondurucu

e FEtiv

e ABI 310 genetik analizor

e Biometra Jel Goriintiileme Sistemi
e Blok Isitict

e Geneamp 9700 PCR cihaz1

e Mikro santrifiij

e Buzdolab1

e Florimetri

o Vorteks

e Agaroz jel elektroforez sistemi
Deneyler asagida belirtilen plana gore gerceklestirildi.

e Orneklerin toplanmasi

e DNA izolasyonu

¢ DNA miktarmin belirlenmesi

e Primerlerin hazirlanmasi

e dNTP karisiminin hazirlanmasi

e Tag DNA polimeraz, 10X PCR tamponu ve MgCl; ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
e Birinci PCR asamasi (8389-8365 bolgesinin ¢ogaltilmasi)
e Agoroz jel elekroforezi

e Birinci PCR iirtinlerinin saflastirilmasi

e lkinci PCR asamasi (dizinleme igin programlanmis PCR)
e Ikinci PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

e Orneklerin elektroforeze hazirlanmasi
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e Elektroforez

e Analiz asamasi ve degerlendirme
3.1  Orneklerin Toplanmasi

Tez calismasinda kullanilacak 150 kan 6rnegi Tiirkiye’nin 7 farkli bolgesinden
niifus yogunlugu goz oOniinde bulundurularak toplandi. Kan 6rnekleri alinan kisilere
bilgilendirilmis onam formu imzalatildi. EDTA’l1 tiiplerde kontamine olmayacak

kosullarda -20 derecede saklandi.
3.2 DNA izolasyonu

Incelenmek {izere toplanan kan orneklerinden, DNA izolasyonu silika temelli
Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit® kullamlarak yapildi. Kite ait prosediir
Ek 1°de verilmistir.

3.3  DNA Miktarlarinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarm DNA miktar1 Quant-iT dsDNA HS Assay kit
(invitrrogen) kullanilarak Qubit® fluorometer cihazi ile oOlgiildii. Miktar O6lgiimi
yapilan 6rnekler PCR kosullarina uygun olacak sekilde distile su ile M1xV1=M2xV2
formiilii ile 1ng/ul DNA konsantrasyonunda olacak bigimde sulandirildi. Miktar

tayininde kullanilan prosediir Ek 2°de verilmistir.
3.4  Primerlerin Hazirlanmasi

Liyofilize olarak sentezlenmis primerlerden oncelikle stok ¢ozelti hazirlandi.
100uM stok ¢ozelti hazirlamak i¢in kullanilan  primerler, primer dizileri, primer

miktarlar1 ve eklenen steril distile su miktarlar1 Tablo 1°de goriilmektedir.

PCR asamasinda kullanilmak iizere hazirlanan primer ana stoklarindan 2 uM’lik
primer ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti ve 2 uM’lik primer ¢ozeltileri -20 °C’de

saklandi.
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Tablo 1. Primer dizileri ve 100 uM’lik stok ¢ozeltiler hazirlamak i¢in eklenen distile su
miktarlari.

Miktar Eklenen Su

Primer ad: Primer Dizisi

(nmol) (ul)
TT20173-F 5'-CCCCTCTAGAGCCCATAAAGC-3' 449 449
TT29174-R 5'-GTGCATGAGTAGGTGGCCTGC-3’ 49.4 494

3.5 DNTP Karistminin Hazirlanmasi

10 mM’lik paketler halinde satin alman dATP, dCTP, dTTP, dGTP
¢ozeltilerinden PCR asamasinda kullanmak tizere 1.25 mM konsantrasyonunda bir
dNTP karisimi hazirlandi. Karisim, steril bir tiip i¢ine her bir ANTP tiipinden 125 pl
aktarildiktan sonra {izerine 500 pl steril distile su eklenerek, toplam hacmi 1000 pl
olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan dNTP karisimi -20 °C’de saklandi.

3.6  Birinci PCR Asamasi (8389-8865 bolgesinin ¢cogaltilmasi)

DNA konsantrasyonlart 1ng olacak sekilde sulandirilan 6rnekler, hazirlanan
PCR karnisimma eklendi ve 9700 Geneamp PCR cihazinda c¢ogaltildi. Tzen ve
arkadaglarinin metodu modifiye edilerek uygulandi. PCR karisim igerigi Tablo 2’de ve
PCR parametreleri Tablo 3’te goriilmektedir. Tzen ve ark. kullandigi metotta verilen
primer konstanrasyonu ile sonug¢ elde edilemedigi i¢in 5nM, 10nM ve 1uM primer
konsantrasyonlar1 hazirlandi ve en iyi sonu¢ alinan 1uM Primer konsantrasyonu

calismanin geri kalan boliimiinde kullanildi.
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Tablo 2. PCR bilesenleri konsantrasyonlar1 ve eklenen miktarlar

PCR bilesenleri Eklenilen hacimler (ul) Reaksiyon
/reaksiyon konsantrasyonlari
Taq polimeraz (5U/ul) 0.2 ul 1 U/reaksiyon
MgCl, (25mM) 2.0 ul 1.5 mM/reaksiyon
10 X PCR tamponu 5.0 ul 1 X/reaksiyon
dNTP karisimi (2.5 mM) 4.0 ul 0.125 mM/reaksiyon
F primeri (5 uM) 1.00 pl 1 uM/reaksiyon
R primeri (5 pM) 1.00 pul 1uM/reaksiyon
DNA 1-2ng 1 - 2 ng/reaksiyon
Distile su Toplam hacim 50ul ye tamamlandi

Tablo 3. Birinci PCR parametreleri

Asama Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95°C 10 dakika 1
94 °C 1 dakika
Baglanma 56 °C 1 dakika 32
72 °C 1 dakika
Uzama 72 °C 10 dakika 1
Bekletme 4°C 00

PCR asamasinda DNA’nin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek igin agaroz jel
elekroforezi yapildi. % 2’lik agaroz jel hazirlamak i¢in beher igerisinde 1 gr agaroz
tartild1 ve iizerine 50 ml 0,1 X TBE buffer (Tris-Borik asit-EDTA, pH:8 ) eklendi.
Tampon icindeki agaroz eriyip ve seffaflasana kadar 1siticida kaynatildi. Ilik oluncaya
kadar beklendikten sonra Etidyum bromiir (EtBr) eklendi ve karistirilarak homojen hale
getirildi. Daha sonra jel agaroz tepsisine dokiildii ve tarak yerlestirilerek polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlestikten sonra tarak yavasea ¢ikarildi ve tepsi igerisinde 0,1X TBE
buffer bulunan tankin igerisine yerlestirildi. Bufferin jelin lizerini kapatmasina dikkat
edildi. 3 pl PCR iriinii 1.5 pl yiikleme tamponu (6x Loading Buffer, Takara) ile
karistirilarak jele yiiklendi. Jel 90 V‘da 20 dakika yiiriitiildii ve sonuglar Biometra Jel

Goruntileme Sisteminde incelendi
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3.7  Birinci PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR iiriinlerinin igerisinde hedef bdlge disinda baglanmamis primerler ve
dNTP’ler bulunmaktadir. Bunlarin pargalanarak uzaklastirilmasi i¢in EXO 1
(Exonuclease 1) ve SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) karisimi hazirlandi. EXO 1
ortamdaki baglanmamis primerlerin, SAP ise ortamdaki baglanmamis dNTP’lerin

parcalanmasi i¢in kullanildi. Kullanilan miktarlar Tablo 4’te goriilmektedir.

Tablo 4. Exo-Sap karisiminin hazirlanmasi

Bilesenler Kullanilan Miktar
(ul/reaksiyon )

Shripm Alkaline Phosphatase (1U/ pl) 0.65
Exonuclease 1 (5U/ ul) 0.35
PCR iiriinii 3.75

Hazirlanan karisim PCR cihazina yerlestirildi ve 6nceden programlanmig EXO-
SAP programi calistirildi. Baglanmamis primerlerin ve dNTP’lerin pargalanip
uzaklastirilmasi i¢in EXO ve SAP’m aktif oldugu 37°C’de 90 dakika ve enzimlerin
inaktivasyonu i¢in 80°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

3.8 Ikinci PCR Asamasi

Birinci PCR iiriinlerinin saflagtirildiktan sonra dizinlemesi i¢in BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kullanildi. Sanger Zincir Sonlandirma prensibine
dayanan kitin igerigi Tablo 5 de goriilmektedir. Kitin igeriginde bulunan ddNTPler’in

isaretlendigi fliioresan boyalar Tablo 6’da goriilmektedir.
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Tablo 5. BigDye Terminator 3.1 kit igerigi

BigDye Terminator 3.1 | Bilesenleri Saklama kosullar1
kit icerigi
Hazir reaksiyon karisimn | AmpliTaq DNA Polimeraz Farkli -20°C

floresan boyalarla isaretlenmis
ddNTPIer Reaksiyon tamponu
Isaretlenmemis dNTPler

5 X Dizinleme tamponu - 2-8 °C
Kontrol DNA pGEM®-3Zf(+) ¢ift zincirli DNA -20°C
Kontrol primer karisimi | —21 M13 Kontrol Primer 3.2 uM -20°C

Tablo 6. BigDye Kit’i igerigindeki ddNTP’ler ve isaretlemede kullanilan fliioresan

boyalar.

Dideoksi bazlar Fliioresan boya Elektroforegram rengi
ddATP dR6G Yesil

ddCTP DTAMRA Mavi

ddGTP dR110 Siyah

ddTTP dROX Kirmizi

Ikinci PCR karigimi sicaktan etkilenmemesi igin soguk kalip iizerinde hazirlandi.
Tek bir tamamlayici zincir olusturarak dizini tespit etmek i¢in bu asamada yalnizca
forward primeri kullanildi. Ikinci PCR asamasinda Orneklerin cogaltilmasi icin
hazirlanan PCR karisiminda dizinleme primeri ve saflastirilmis PCR iirlin miktarlari,
Bigdye Terminator 3.1 Kit prosediriiniin Onerdigi miktarlar modifiye edilerek
kullanildi.

Ikinci PCR i¢in karigimda Tablo 7’de belirtilen miktarlar kullamldi. PCR
tiiplerinin i¢ kisminda kalan damlalar1 dibe indirmek icin kisa siire santrifiij yapildi.
Tiipler PCR cihazina yerlestirildi ve Tablo 8’de verilen PCR kosullarinda ikinci PCR

asamasi gerceklestirildi.
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Tablo 7. ikinci PCR karisim miktarlari.

Bilesenler Ornek Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
(nl/reaksiyon) (ul/reaksiyon) (ul/reaksiyon)

Bigdye Terminator 3.1 4 8 8
hazir reaksiyon
Kkarisim
5 X dizileme tamponu 2 0 0
Dizileme primeri 1.5 0 0
Saflastirnlmus PCR 1 0 0
uriinii
-M13 kontrol primeri 0 1 1
pGEM®-3Zf(+) ¢ift 0 0 1
zincirli Kontrol DNA
DNA
Distile su 12.5 11 10

Tablo 8. ikinci PCR kosullar1 (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Protokol 2002)

Asama Sicakhk Zaman (saniye) Dongii sayisi
Denatiirasyon 96 °C 10
Baglanma 50 °C 5 25
Uzama 60 °C 240
Bekletme 4°C 0

3.9 Ikinci PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Ikinci PCR iiriinlerinin dizinlenebilmesi i¢in ortamda bulunan baglanmamis
fliioresan isaretli ddNTPlerin uzaklastirilmasi icin ayr1 bir kit kullanildi. Zymogen

Sequencing Clean Up Kit ile yapilan saflagtirmanin prosediirii Ek 3’te verilmistir.
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3.10 Kapiller Elektroforezde Dizinleme Asamasi

Saflastirilmis ikinci PCR iriinleri ABI 310 Genetik Analizoér’de (Applied
Biosystems) cihazina uygun 0,5 ml’lik steril tiiplere aktarildi ve lizerleri septa ile
kapatildi. Daha sonra tiipler ABI 310 Genetik Analizoér cihazinin 6rnek yiikleme

tablasina yerlestirilerek elektroforez gerceklestirildi.

ABI 310 Genetik Analizore yiiklenen orneklerin elektroforez islemi Tablo

9’daki parametreler segilerek yapildi.

Tablo 9. Dizin analizi parametreleri.

Parametre Pop 4 ile yapilan yiiriitme
Matriks Sequencing matrix

Run modiile P4RapidSeq (1 mL) E

Dye Set/Primer (Mobility) File DT310POP4{BDv3}v1.mob

3.11 Sonuclarin Kontrol Edilmesi

ABI 310 genetik analizor cihazinda yiritilerek elde edilen ham veriler
Seqgscape (versiyon 2.7), Finch TV, Sequencher 4.10.1 programlar ile analiz edildi.
SeqScape programina 6nceden yiiklenmis olan Cambrige Referans dizi ile 6rneklerden

elde edilen mtDNA profilleri karsilagtirilarak polimorfik noktalar belirlendi.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan, rastgele segilen,
Tiirkiye’nin yedi farkli bolgesinden niifus dagilimina gore belirlenen sayida, toplam 150
kisiden alman kan ornekleri gere¢ ve yontem boliimiinde de verildigi gibi asagidaki

siralamaya gore incelendi:

e Orneklerin toplanmasi

e DNA izolasyonu

e DNA izolatlarindaki DNA miktarinin belirlenmesi
e Birinci PCR asamasi

e Agaroz jel elekroforezi

e Birinci PCR iirtinlerinin saflastirilmasi

e Ikinci PCR asamasi

e Ikinci PCR iiriinlerinin saflastiriimasi

e Elektroforez

Sekil 5°te Birinci PCR asamasinda DNA’nin ¢ogaldigini gostermek iizere

yapilan agaroz jel elekroforez sonucu goriilmektedir.

Sekil 5. Birinci PCR f{iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Yontemin tekrarlanabilirligini gostermek icin rastgele secilen 5 Ornek farkli
zamanlarda aymi kisi tarafindan tekrar calisildi ve ayni genotip elde edildi.
Tekrarlanabilirlik ¢aligmasi yapilan bir 6rnege ait iki elektroforegram Sekil 6 ve Sekil

7’de goriilmektedir.



Sekil 6. Ornegin ilk kez calisilmasina ait elektroforegram
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Sekil 7.
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Calisilan  tim  oOrneklerin  Cambrige Reference Sequence dizisi ile
karsilagtiritlmalart sonucu belirlenen polimorfik noktalar Tablo 10°da verildi. Tabloda
@ sk 9

ile gosterilen ornekler incelenen bolge i¢in Cambrige Reference Sequence dizisi

ile aynm1 genotipi gostermektedir. Cambrige Reference Sequence dizisi Ek 5’te verildi.

Tablo 10. Kodlanan bolgedeki tespit edilen polimorfizmler.

Ornek Kodlanan Bolgedeki Tespit Edilen Polimorfizmler
Numarasi
1 8460delA 8563a>G 8695delA 8753t>A 8754c>T 8755a>C

8755—8756insAT 8784—8785insA 8855—8856insC 8860a>G

2 8573g>A 8860a>G

3 8691a>C 8692—8693delCA 8697g>A 8828delA 8860a>G

8398delC 8417c>T 8430t>A 8448t>A 8449a>T 8484delA 8495delA
4 8563a>G 8622delC 8642delA 8679delA 8701delA 8718delA
8828—8829delAC 8860a>G

8447a>T 8448t>A 8691a>C 8692-8693delCA 8860a>G

8860a>G

5
6 8679delA 8691delA 8718delA
7
8

8495—8496insA 8522c>A 8714c>T 8722¢c>G 8731t>A 8738t>A
8765c>G

9 8860a>G

10 8675t>C 8684c>T 8860a>G

11 8495delA 8860a>G

12 8860a>G

13 8860a>G

8631delA 8691delA 8711delA 8752delA 8771c>T 8772—8773delTA

14 I g788delC 8847delC
15 [8860a>G
16 |8860a>G
17 [8860a>G

18 8414c>T 8701a>G 8860a>G

19 8697g>A 8860a>G

20 8563a>G 8794c>T 8860a>G

21 8860a>G

22 8481c>T 8860a>G

23 8840c>G 8860a>G

24 8697g>A 8860a>G

25 8691delA

26 8860a>G

27 8642a>G

28 8860a>G

29 8697g>A 8860a>G
30 8512a>G

31 8512—8513insA

32 8860a>G

33 8817delA
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Tablo 10. Devami

Ornek
Numarasi | Kodlanan Bolgedeki Tespit Edilen Polimorfizmler

35 8447delA 8502delA 8642delA 8679delA 8691a>C 8692—8693delCA
8752delA 8772t>A 8775¢>A 8789t>G 8790—8791delGC

36 8473t>C

37 8811—8812insCA 8812a>C

38 8860a>G

39 8860a>G

40 8697g>A 8860a>G

41 8649-8650insACT 8650c>A 8654t>C

42 *
8496t>A 8497a>T 8503t>A 8504t>A 8506—8507insTATA 8522c>A

43 8523—-8524insCA
8532c>A 8533g>C

44 8454delA 8472c>T 8495-8496insA 8502—8503insA 8537—8538insA

45 *

46 8697g>A

47 8860a>G

48 8698a>G 8860a>G

49 8502—8503@nsA 8512-8513insA 8527-8528insA 8537—8538insA
8543—8544insT

50 *

o1 8730—8731insA 8763t>G 8771c>A 8772t>C

52 8860a>G

53 8860a>G

54 8860a>G

55 8398delC 8557g>A

56 8860a>G

57 86979>A 8860a>G

58 *

59 8840c>G

60 8691delA 8697g>A 8765c>G 8840c>G 8860a>G

61 8715—8716insT 8808a>C 8812a>C

62 8847delC 8860a>G

63 8512delA 8557g>A 8754c>T 8755a>C 8755—8756insAT 8779—8780insC

64 8447delA 8796c>A

65 8752—8753insA 8828delA 8847delC

66 *

67 8847delC 8860a>G

68 8538t>C

69 8485g>A 8584g>A 8691delA 8701a>G 8718—8719insAG 8860a>G

70 8389delA 8455c¢>T 8567t>C 8697g>A 8847c¢>T 8860a>G

71 8472c>T 8836a>G 8847delc 8860a>G
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Ornek
Numarasi Kodlanan Bolgedeki Tespit Edilen Polimorfizmler
73 8860a>G
74 8725a>G 8860a>G
75 8697g>A 8860a>G
76 8527a>T 8528t>G
77 8860a>G
78 8557g>A 8860a>G
79 8697g>A 8860a>G
80 8447—-8448insA 8496t>A 8519g>A 8523c>A 8538t>A 8539¢>T
8540t>G 8561-8562insCC 8580—8581insC 8592—8593insG
81 *
82 8455¢c>T 8697g>A 8860a>G
83 *
8502—8503insA 8522¢>A 8537-8538insA 8575-8576insC 8605¢>T
84
8610t>C
85 8847delC
86 8860a>G
87 8860a>G
88 8860a>G
89 8860a>G
90 8481c>T 8695delA
a1 8860a>G
92 8440delA
93 8631delA 8691a>C 8692—8693delCA 8701delA 8718delA
8725delA 8752delA 8842a>T 8843—8844delTC
94 8481c>T
95 84850>A
96 86979>A
97 *
98 8512—8513insA
99 *
100 | 8557g>A
8485g>A 8502—8503insA 8549c>T 8550a>C 8551t>A 8553c>T
101
8554a>T
102 8679delA 8705t>C
103 8860a>G
104 8566del A 8860a>C 8575delC
105 8815delC 8847delC 8860a>G
106 8858delG 8860a>G
107 *
108 8589—8590insA
109 8447del A 8860a>G
110 *
111 8691delA
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Ornek Kodlanan Bolgedeki Tespit Edilen Polimorfizmler
Numarasi

112 8447-8448insA 8481c>T 8860a>G

113 8481c>T 8807c¢c>G 8860a>G

114 8447delA 8527delA

115 8456a>C 8472c>T 8836a>G 8860a>G

116 8860a>G

117 8860a>G

118 8631delA 8691a>C

119 8401a>G 8697g>A 8860a>G

120 8860a>G

121 8455c>T 8597t>C 8697g>A

122 8860a>G

123 8691delA 8697g>A 8860a>G

124 8860a>G

125 8860a>G

126 8742a>G 8860a>G

127 8860a>G

128 8817delA 8839insG 8860a>G

129 8860a>G

130 8691delA 8815delC 8860a>G

131 8392insG 8573insG 8691delA 8860a>G

132 8860a>G

133 8842delC 8860a>G

134 8503t>C 8860a>G 8894delA

135 8472c>T 8502delA 8562insC

136 8711delA 8817delA 8691a>C 8697g>A 8860a>C

137 8587delG

138 8679delA 8691delA 8711delA

139 8455¢>T 8567t>C 8697g>A 8860a>G

140 8495a>T 8815delc

141 8735t>C

142 8828dela 8843t>C 8860a>G

143 8691dela 8817dela 8828a>C 8830c>T 8860a>G

144 8373a>C 8860a>G

145 8679delA 8691delA 8828delA

146 8701a>G 8815delc 8860a>G

147 8817dela 8835delc 8860a>G

148 8691dela 8815delc 8828dela 8860a>G

149 8860a>G

150

*
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Incelenen &rneklerde en ¢ok goriilen mutasyon 88 kiside tespit edilen 8860a>G,
19 kiside 8697g>A, 8 kiside 8847delc ve 13 kiside 8691dela’ndi. Ayrica 12 kiside
Cambrige Reference Sequence dizisi ile ayn1 genotip saptandi. Tiirkiye Toplumunda sik
rastlanan mutasyonlar ve diger iilkeler ile yapilan karsilagtirma sonuglar1 Tablo 11°de

goriilmektedir.

Tablo 11. Mitokondriyal DNA’nin mutasyon oranlari agisindan Alman ve Tayvan

Toplumu ile karsilastirilmasi

Pozisyon Kisi sayis1 | Tiirk Alman Tayvan | Tayvan

(n=150) Toplumu | (%) * (%) ** (%) ***

(%)

8860a>G 88 58.6 64 61.2 51.2
8697g>A 19 12.6 6.1 - -
8691delA 13 8.6 - - _
8847delC 8 6 - - -
8679delA 6 4.34 - - _
8828delA 5 3.62 - - -
8481c>T 5 3.62 - - -
8815delC 5 3.62 - - -
8817delA ) 3.62 - - -
8691a>C 4 2.89 - - -
8701a>G 3 2.17 - 52.5 395
8354c>T - - 3.3 - -
8448t>C - - 28 - 3
8473t>C 1 0.72 2.8 - -
8584g>A 1 0.72 - - 14.3
8414c>T 1 0.72 - - 8.4

* Poetscha ve ark. 2003’te Alman popiilasyonu i¢in 119 adli tip olgusu iizerinde

yaptiklar1 ¢caligma sonuglari (12).



29

** Tayvan popilasyonunda 80 kisi lizerinde yapilan “A Polymorphic Study Of
Mitochondrial DNA In The Coding Region and Its Forensic Application” adli tez

calismasinin sonuglari (52).

*** Tzen ve ark. 2001 yilinda 18. yy’da Tayvan’a gog¢ ile gelen Cin topluluklarinin
cogunlukta oldugu, 119 kisilik bir popiilasyon {izerine yapilan ¢alisma sonuglari (5).

Bu calismada tespit edilen polimorfizmlere gore haplotipler gruplandirildi
(Tablo 12), bu gruplandirmaya Cambrige Reference Sequence dizisi ile ayni genotip

gosteren kisiler dahil edilmedi. Ayrim giicii ve rastgele eslesme olasiliklar1 hesaplandi.

Tablo 12. Haplotip Gruplari

Polimorfizmler Goriildiigii
Kisi Sayis1 Xi X2

1 |8460delA 8563a>G 8695delA 8753t>A

8754c>T 8755a>C 8755—8756insAT

8784—8785insA 8855—8856insC 8860a>G |1 0,0072 [0,000052
2 |8573g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
3 [8691a>C 8692—8693delCA 8697g>A 1

8828delA 8860a>G 0,0072 |0,000052
4 (8398delC 8417c>T 8430t>A 8448t>A

8449a>T 8484delA 8495delA 8563a>G 1

8622delC 8642delA 8679delA 8701delA

8718delA 8828—8829delAC 8860a>G 0,0072 |0,000052
5 [8447a>T 8448t>A 8691a>C 1

8692—8693delCA 8860a>G 0,0072 |0,000052
6 |8679delA 8691delA 8718delA 1 0,0072 |0,000052
7 18860a>G 36 0,2609 |0,068053
8 [8495-8496insA 8522¢>A 8714c>T 1

8722c>G 8731t>A 8738t>A 8765¢c>G 0,0072 |0,000052
9 |8675t>C 8684c>T 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
10 | 8495delA 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
11 | 8631delA 8691delA 8711delA 8752delA

8771c>T 8772—-8773delTA 8788delC 1

8847delC 0,0072 |0,000052
12 |8414c>T 8701a>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
13 |8697g>A 8860a>G 7 0,0507 |0,002573
14 |8563a>G 8794c>T 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
15 |8481¢c>T 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
16 |8840c>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
17 |8691delA 2 0,0145 |0,000210
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Polimorfizmler

Goriildiigii
Kisi Sayis1 Xi X2
18 | 8642a>G 1 0,0072 |0,000052
19 |8512a>G 1 0,0072 |0,000052
20 [8512—8513insA 2 0,0145 |0,000210
21 |8817delA 1 0,0072 |0,000052
22 | 8697g>A 3 0,0217 |0,000473
8447delA 8502delA 8642delA 8679delA
8691a>C 8692—8693delCA 8752delA
8772t>A 8775c>A 8789t>G
23 |8790—8791delGC 1 0,0072 |0,000052
24 | 8473t>C 1 0,0072 |0,000052
25 | 8811-8812insCA 8812a>C 1 0,0072 |0,000052
26 |8649-8650insACT 8650c>A 8654t>C 1 0,0072 |0,000052
8496t>A 8497a>T 8503t>A 8504t>A
8506—8507insTATA 8522¢>A
27 | 8523—-8524insCA 8532c>A 8533g>C 1 0,0072 |0,000052
8454delA 8472¢c>T 8495-8496insA
28 |8502—8503insA 8537-8538insA 1 0,0072 |0,000052
29 |8698a>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
8502—8503insA 8512—8513insA
8527-8528insA 8537-8538insA
30 [8543-8544insT 1 0,0072 |0,000052
8730—8731insA 8763t>G 8771c>A
31 [8772t>C 1 0,0072 |0,000052
32 |8398delC 8557g>A 1 0,0072 |0,000052
33 8840c>G 1 0,0072 |0,000052
8691delA 8697g>A 8765c>G 8840c>G
34 (8860a>G 1 0,0072 |0,000052
35 [8715—8716insT 8808a>C 8812a>C 1 0,0072 |0,000052
36 [8847delC 8860a>G 3 0,0217 |0,000473
8512delA 8557g>A 8754c>T 8755a>C
37 |8755-8756insAT 8779—8780insC 1 0,0072 |0,000052
38 [8447delA 8796c>A 1 0,0072 |0,000052
39 [8752-8753insA 8828delA 8847delC 1 0,0072 |0,000052
40 |8538t>C 1 0,0072 |0,000052
8485g>A 8584g>A 8691delA 8701a>G
41 [8718-8719insAG 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
8389delA 8455¢>T 8567t>C 8697g>A
42 |8847¢c>T 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
43 |8472c>T 8836a>G 8847delc 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
44 |8725a>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
45 |8527a>T 8528t>G 1 0,0072 |0,000052
46 |8557g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
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Polimorfizmler

Goriilldiigii
Kisi Sayis1 Xi X2

8447-8448insA 8496t>A 8519g>A

8523c>A 8538t>A 8539c>T 8540t>G

8561-8562insCC 8580—8581insC
47 8592-8593insG 1 0,0072 |0,000052
48 | 8455c>T 8697g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052

8502—8503insA 8522c>A 8537—8538insA
49 [8575-8576insC 8605¢>T 8610t>C 1 0,0072 |0,000052
50 |8847delC 1 0,0072 |0,000052
51 |8481c>T 8695delA 1 0,0072 |0,000052
52 |8440delA 1 0,0072 |0,000052
53 [ 8631delA 8691a>C 8692—8693delCA

8701delA 8718delA 8725delA 8752delA |1

8842a>T 8843—8844delTC 0,0072 |0,000052
54 |8481c>T 1 0,0072 |0,000052
55 |8485g>A 1 0,0072 |0,000052
56 | 8512—8513insA 1 0,0072 |0,000052
57 | 8557g>A 1 0,0072 |0,000052
58 [8485g>A 8502—8503insA 8549c>T 1

8550a>C 8551t>A 8553c>T 8554a>T 0,0072 |0,000052
59 | 8679delA 8705t>C 1 0,0072 |0,000052
60 | 8566del A 8860a>C 8575delC 1 0,0072 |0,000052
61 | 8815delC 8847delC 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
62 |8858delG 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
63 | 8589—8590insA 1 0,0072 |0,000052
64 | 8447del A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
65 | 8447—8448insA 8481c>T 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
66 | 8481c>T 8807c>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
67 | 8447delA 8527del A 1 0,0072 |0,000052
68 | 8456a>C 8472¢>T 8836a>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
69 |8631delA 8691a>C 1 0,0072 |0,000052
70 18401a>G 8697g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
71 |8455¢>T 8597t>C 8697g>A 1 0,0072 |0,000052
72 | 8691del A 8697g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
73 | 8742a>G 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
74 | 8817del A 8839insG 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
75 | 8691del A 8815delC 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
76 | 8392insG 8573insG 8691delA 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
77 |8842delC 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
78 | 8472c>T 8502del A 8562insC 1 0,0072 |0,000052
79 |8711delA 8817delA 8691a>C 8697g>A 1

8860a>C 0,0072 |0,000052
80 | 8587delG 1 0,0072 |0,000052
81 |8679delA 8691delA 8711delA 1 0,0072 |0,000052
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Polimorfizmler Goriildiigii
Kisi Sayis1 Xi X2

82 | 8455c>T 8567t>C 8697g>A 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
83 | 8495a>T 8815delc 1 0,0072 |0,000052
84 |8735t>C 1 0,0072 |0,000052
85 | 8828dela 8843t>C 8860a>G 1 0,0072 [0,000052
86 |8691dela 8817dela 8828a>C 8830c>T 1

8860a>G 0,0072 [0,000052
87 |8679delA 8691delA 8828delA 1 0,0072 |0,000052
88 | 8701a>G 8815delc 8860a>G 1 0,0072 |0,000052
89 | 8817dela 8835delc 8860a>G 1 0,0072 [0,000052
90 |8691dela 8815delc 8828dela 8860a>G 1 0,0072 |0,000052

TOPLAM 138 1,0000 |0,076359

En cok rastlanan haplotipler 8860a>G (36 kisi), 8697g>A 8860a>G (7 kisi),
8847delC 8860a>G (3 kisi), 8691delA (2 kisi), 8512—8513insA (2 kisi) ve 8697g>A (3
kisi).

Calismada toplam 38 insersiyon, 95 delesyon tipi degisim goriilmiistiir.

Transversiyon sonucu olusan baz degisimleri ise Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. Baz Degisimleri

Mutasyon Tipi Mutasyon Tipi
Transisyon Sayis1 Transversiyon Sayis1
t>C 13 a>C 16
c>T 27 c>A 9
g>A 29 a>T
a>G 100 t>A 13
TOPLAM 169 g>T

t>G
Mutasyon Tipi Sayisi g>C
Insersiyon 38 c>G 7
Delesyon 95 TOPLAM 57




Istatistik Verileri
Xi: Haplotip sayisi, n: Toplam kisi sayis1
Xi: Goriilen kisi sayisinin toplam kisiye boliinmesiyle hesaplandi.
Rastgele eslesme olasilig
P=X (X%
=0,076359
Ayrim giicii
DP=1- X (Xi%
=0,923641
Genetik cesitlilik

h=(1- $X)n
(n-1)

=0,9303827 olarak hesapland1
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5. TARTISMA VE SONUC

nDNA analizi adli bilimlerde rutin olarak uygulanan ve bir¢cok davayi
cozlimlemede yardimci olan bir tekniktir. Rutin olarak uygulanan analiz yontemleri ile
sonu¢ almamadigi durumlarda mtDNA dizin analizi gibi alternatif yontemler
kullanilmaktadir. Mitokondriyal DNA dizin analizi teknigi kullanilarak c¢oziilmeye
caligilan olgularda genellikle mtDNA’nin HVI ve HVII bolgelerindeki polimorfizm
sonuglarina gore bir degerlendirme yapilmaktadir. Ancak bu bolgelerin ayrim giicii
sinirlidir. S6z konusu ayrim giiciinii artirmak i¢in mtDNAnin kodlama yapan bolgeleri
de incelenmeye baslanmistir. Bu c¢alismanin amaci mtDNA’nin kodlama yapan
kisminda yer alan 8389-8865 baz ciftleri arasindaki bolgenin dizin analizi yapilarak
Tiirkiye Toplumu’ndaki mutasyonlart belirlemek ve polimorfizim agisindan adli
bilimlerde kullanmaya elverisli olup olmadigimmi tespit etmektir. Bu ¢alismanin
tamamlanmasi ile ¢aligmaya konu olan bolge de, mtDNA ile yapilan idantifikasyon

caligmalarinda ayrim giiciinii artirmak icin kullanilabilecektir.

Adli bilimlerde DNA analizlerinde incelenen bolgelerin se¢ilmesi sirasinda etik
degerler g6z Oniine alinmali, kisinin etnik kokeni ve hastaliklar: ile ilgili olmayan
bolgeler secilmelidir. Bu nedenle c¢ogunlukla mtDNA dizin analizlerinde kontrol
bolgesinde yer alan ve kodlama yapmayan HV1 ve HV2 boélgeleri kullanilmaktadir. Bu
tez caligmasinda secilen bolge ise giris boliimiinde bahsedildigi gibi kodlama yapmasina
ragmen fenotipe etkisi azdir, hastaliklarla iligkili kismi1 ¢alisma disinda tutulmustur. Adli
bilimler etigine uygunluk agisindan 8344 Myoclonic epilepsy, ragged-red fiber (9),
8363 ataxia (10) ve 8993 norojenik kas gii¢siizliigii, ve 8356 retinitis pigmentosa (11)
gibi hastaliklar ¢alisma diginda tutulmustur (12,13).

Adli laboratuvarlarda rutin olarak STR analizleri yapilmaktadir. Bu analiz i¢in
gerekli olan PCR ve kapiller elektroforez ayn1 zamanda Sanger dizinleme yonteminde
de kullanilabilmektedir. Bu nedenle adli bilimler laboratuvarinda ayrica bir alt yap:
yatinmi gerektirmeyen Sanger dizinleme yontemi tercih edilmektedir. Bu ¢alismanin
temel prensibi de Sanger dizinleme yontemidir. Ayrica bu g¢alismada hastaliklarla
iliskisi bulunmayan ve DNA c¢ogaltma ve dizin analizinde diisiik mtDNA miktariyla

calismaya uygun olan Chin-Yuan Tzen ve arkadaslarinin PCR kosullar1 uygulandi.
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Calismanin tekrarlanabilirligi i¢in rastgele secilen 5 6rnek farkli zamanlarda ayni
kisi tarafindan iki kez ¢alhisildi. ki ¢alisma sonucunda elde edilen genotipler
karsilastirildi ve ayni genotiplerin elde edildigi belirlendi. Bu sekilde c¢alismanin

tekrarlabilirligi tespit edilmis oldu.

Cambridge reference sequence ile 150 kisinin dizin analizleri karsilastirildi ve SeqScape
programi ile dogrulanarak mutasyonlar belirlendi. Andrews ve Ark. tarafindan yapilan
bir calisma ile Cambridge reference sequence yeniden analiz edilmis, ilkiyle
karsilagtirilmis ve 8860 pozisyonundaki a>G baz degisiminin tim diinyada ¢ok sik
goriilen bir polimorfizm oldugu belirtmistir(50,51). Bu ¢alismada da en sik rastlanan
mutasyon % 58.6 oraniyla 8860 pozisyonundaki a>G degisimidir. S6z konusu mutasyon
Alman toplumunda % 64(12), Tayvan toplumunda yapilan iki farkli ¢aligmanin birinde
% 61.2 (52) ve digerinde % 51.2 (4) olarak tespit edilmistir. Ikinci en sik goriilen
mutasyon ise %12.6 ile 8697g>A degisimidir. Bu noktanin Alman popiilasyonunda
goriilme siklig1 ise % 6.1°dir. Sirasi ile diger sik rastlanan polimorfizmler ise %8.6 ile
8691delA, % 6 ile 8847delC, % 4.34 ile 8679delA, %3.62 ile 8828delA, %3.62 ile
8481c>T, % 3.62 ile 8815delC, %3.62 ile 8817delA, %2.89 ile 8691a>C, % 2.17 ile
8701a>G ve % 0.72 ile 8473t>C, 8584g>A, 8414c>T degisimleridir. 8701a>G degisimi
Tayvan toplumunda bir ¢alismada %52.5 (52) ve digerinde %39.5 (4) olarak
saptanmistir. Bu oran Tiirkiye Toplumu’na (%2.17) gore oldukca yiiksektir. Tiirkiye
Toplumu’nda % 0.72 olarak saptanan 8473t>C degisimi ise Alman Toplumu’nda % 2.8
gibi daha yiiksek bir oranda saptanmistir. Tiirkiye Toplumu’nda % 0.72 olarak saptanan
8584g>A ve 8414c>T degisimi ise Tayvan Toplumu’nda sirasi ile %14.3 ve %8.4 gibi
yiksek oranda saptanmigtir.  Ayrica 8691delA, 8847delC, 8679delA, 8828delA,
8481c>T, 8815delC, 8817delA, 8691a>C degisimleri Tiirkiye Toplumu’nda goriiliirken
Alman ve Tayvan Toplumlarinda rastlanmamistir. Alman Toplumu’nda 8354c>T
degisimine % 3.3 oraninda ve 8448t>C degisimine ise % 2.8 oraninda rastlanirken
Tiirkiye ve Tayvan Toplumlarinda goriilmemektedir. Bu karsilastirmadan da

anlasilacagi gibi mutasyonlarin goriilme sikliklar1 toplumdan topluma degismektedir.

Bu c¢aligmada toplam 169 bir purin bazinin diger bir purin bazina dosiimiinii
ifade eden transisyon tipi mutasyona, 57 bir purin bazmin primidine veya bir primidin
bazinin purine doniisiimiinu ifade eden transversiyon tipi mutasyona, 38 diziye bir

bazin eklendigini ifade eden insersiyon tipi mutasyona ve 95 diziden bir bazin
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eksildigini ifade eden delesyon tipi mutasyona rastlanmistir. S6z konusu mutasyon
tiplerine ait dagilim Tablo 13’de goriilmektedir. Bu ¢alismada g>T degisimi gosteren
transisyon tipi mutasyona rastlanmamistir. Bu sonuglar Tiirkiye Toplumu’nda mutasyon

tipi agisindan da 6nemli bir ¢esitlilik bulundugunu gostermektedir.

Iki farkli bireyin inceledigimiz bélge iizerinde ayn1 genotipe sahip olma olasilig1
0,076359 olarak hesaplandi. Bu oran Tiirkiye Toplumunda iki kisinin tesadiifen ayni
genotipe sahip olma olasiliginin oldukca diisiik oldugunu gostermektedir. Buna ragmen
ayrim giicii 0,923641 olarak hesaplandi. Inceledigimiz bdlgenin ayrim giicii tek basina
adli bilimciler i¢in yeterli olmasa da, incelenen bdlgenin hastaliklarla iliskisi olmayan
9021 bazina kadar genisletilerek incelenmesi, HVI ve HVII  gibi mtDNA’nin

polimorfik boélgelerinin birlikte degerlendirilmesi durumunda ayrim giicii artacaktir.

Gilinimiizde mtDNA analizlerinde hetoropazmiye rastlanabilecegi bilinmektedir.
Bu c¢alismada her hangi bir hetoroplazmiye rastlanmamis olmakla birlikte, bu ayni
kisilerin farkli dokular1 ¢alisildiginda da rastlanmayacagi anlamina gelmez. Bu nedenle
adli bilimlerde idantifikasyon amaglh iki Ornek karsilastirildiginda heteroplazmiye
dikkat etmek gerekmektedir. Heteroplazmik bir durum s6z konusu oldugunda

degerlendirme yapmak zor olmaktadir.

Bu popiilasyon ¢alismasi Tiirkiye Toplumu’nda mtDNA’nin kodlama yapan
kisminda yer alan 8389-8865 baz ciftleri arasindaki bolgenin oldukga polimorfik oldugu

ve adli bilimlerde identifikasyon amaci ile kullanilabilecegini gdstermektedir.
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6. OZET

Mitokondriyal DNA genelikle diisik miktarda DNA igeren ve degrede
orneklerde kullanilmaktadir. Her bir hiicrede tek bir niikleer DNA bulunmasina ragmen
yiiksek mitokondri kopyasi nedeniyle mitokondriyal DNA’nin ¢ok sayida kopyasi
mevcuttur. Bu sebeple degrede orneklerde mtDNA ile ¢alismak avantaj saglamaktadir.
Adli bilimlerde rutin olarak HV1 HVII ve HVIII boélgeleri kimliklendirme amaciyla
kullanilmaktadir. Fakat bu bdlgelerin ayrim giici sinirhdir. Bu bdlgelerle beraber

alternatif olarak, kodlanan bolgenin de calisilmasi ayrim giiciinii yiikseltecektir.

Tiirkiye popiilasyonuna ait aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 150 kisiden
alman oOrneklerle kodlanan bdlgenin 8389-8865 baz ciftleri arasindaki boliim calisildi.
DNA izolasyonu, silika tabanli Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit®’i
kullanilarak yapildi. S6z konusu boélgenin PCR Tzen ve arkadaslarmin yontemine
uygun sekilde ¢ogaltildi. PCR fiiriinlerinin dizin analizi ABI PRISM BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit ile yapildi. Goriintillenen diziler Cambrige Reference
Sequence ile karsilagtirildi. En yaygmn polimorfizmlerin 8860G, 8697A, 8847delC,
8691delA oldugu tespit edildi. Calisilan bolgenin ayrim giicti 0.923641, rastgele
eslesme olasiligr 0.076359 ve genetik ¢esitlilik 0.9303827 olarak hesaplandi. Farkli

iilkelerde yapilan benzer ¢alismalar ile sonuglar karsilastirildi.

Bu verilerin dogrultusunda inceledigimiz bolge ile kisiler arasi ayrim
yapabilecegimiz ve HVI, HVII, HVIII bdlgeleri ile beraber ¢alisilarak ayrim giiclinii

artirilabilecegi saptanda.
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7. SUMMARY

Mitochondrial DNA can be used for forensic casework especially when
biological samples are degraded and contained a low amount of DNA. Despite the
presence of a nuclear DNA in each cell there are high copy number of mitochondria and
mtDNA per cell. For this reason, to study with mtDNA is more advantageous on
degrade samples. The hypervariable region I, 1l and Il are currently used for mtDNA to
identify people’s profiles or compare with each other in forensic cases. Therefore, the
coding region of mitochondrial DNA is an alternative test region to increase the power

of discrimination.

We studied nucleotide of 8389-8865 on coding region in 150 unrelated
individuals from Turkish population. DNA was isolated from blood samples by using a
silica based Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit®. Amplification of the coding
region encompassing position 8389 to 8865 PCR performed according to Tzen at al.
The PCR products were sequenced using the ABI PRISM BigDye Terminator v3.1
Cycle sequencing kit (Applied Biosystems). Sequences were aligned and compared to
the revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) using SeqScapel Version 2.7
(Applied Biosystems).The sequence polymorphisms have been found the most common
8860G and the others mutations are 8697A, 8485A, 8388 delT, 8847 delC, 8691delA.
Random match probability, genetic diversity and the power of discrimination were
calculated 0.076359, 0.9303827, 0.923641 respectively. The results were compared

with the similar results which were studied in other countries.

According to these results the polymorphic sites within coding region can be
useful in combination with control region (HVI, HVII, HVIII) in order to increase

discrimination power for forensic application.
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9. EKLER

Ek 1 DNA izolasyon Prosediirii

Kan érneklerinden Invitrogen Purelink Genomic DNA Mini Kit® DNA izolasyonu

prosediirii

A e

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16

DNA izolasyonunu baslamadan dnce etiiv 55 °C’ye ayarlandi.

Steril mikrosantrifiij tiiptine 200ul tam kan eklendi.

Tam kanin iizerine 20ul Proteinaz K eklendi.

Karigima 20ul RNase A eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika
bekletildi.

Daha sonra karisima 200ul PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve
vortexlendi.

Omekler 55 °C’ye getirilmis etiive yerlestirildi ve 10 dakika inkubasyona
birakildi.

Orneklerin bulundugu karisimlara 200ul etanol eklendi ve homojen bir karisim
olusana kadar vortekslendi.

Kitin i¢eriginde bulunan Purelink Spin kolonuna lizat eklendi.

Kolon 13.000 rpm de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

Alttaki 2 ml’lik topmala tiipii atilarak, Purelink Spin kolon, 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

500 pl Wash Buffer tamponu eklenerek, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Alttaki 2 ml’lik topmala tipii atilarak, PureLink kolonu, 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

500 pl Wash Buffer 2 tamponu eklenerek, 13000 rpm’de santrifiij edildi.
Membranin kurumasini saglamak i¢in, PureLink kolon 2 mI’lik yeni bir toplama
tiipline yerlestirilerek 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

PureLink kolon, 1,5 mI’lik mikro santrifiij tiipiine yerlestirilerek,50 pl PureLink
Genomic Elution Buffer eklendi, oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edildikten sonra,
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

. Elde edilen izolatlar kisa siireli kullanim igin, +4 °C’de, uzun siireli saklama igin

-20°C’de muhafaza edildi.
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EK 2 Florometrik yontem ile DNA miktarinin tayini

1.

Olgiilecek 6rnek sayis1 ve cihazin kalibrasyonu icin gerekli 2 adet standart igin
yeterli sayida 0.5 ml’lik steril tiipler ayirtildi.

Tiiplerin kapaklara o6rneklerin kodlar1 yazildi tiiplerin yanina herhangi bir yazi
yazilmamasina dikkat edildi.

Miktar tayin kitinin igeriginde bulunan Quant-iT™ dsDNA HS reaktifi, 6l¢limi
yapilacak her ornek icin 200:1 oraninda Quant-iT™ working soliisyonu ile
seyreltilerek, 200 pl’lik karisimlar hazirland.

Hazirladigimiz karigimdan standartlarin dlgtilecegi tiiplere 190 pl orneklerin
Olciilecegi tiiplere ise 199 ul aktarildi.

Standartlardan 10 pl ¢ekildi ve tiiplere eklendi.

Orneklerden 1 pl gekildi ve tiiplere eklendi.

Karigimlar kisa bir siire vortekslendi ve oda isisinda 5 dakika inkubasyona
birakildi.

Standartlar sirasiyla Qubit™ fluorometer cihazinda dlgiildii ve aletin
kalibrasyonu yapildi.

Ornekler sirasiyla okutuldu ve DNA miktarlar1 not alindu.

Ek 3 Zymogen Sequencing Clean Up Kit prosediirii

1.
2.
3.
4.

20ul BigDye dizinleme iiriiniine 240 ul Sequencing Binding Buffer eklenir.
Karisim Zymo-Spin IB Kolonuna aktarilir ve toplama kolonuna yerlestirilir.
Kolon 13.000 rpm de 30 saniye boyunca santrifiijlenir.

Karigima 300 ul Sequencing Wash Buffer eklenir ve tekrar 13.000 rpm de 30
saniye santrifiijlenir.

Son olarak 12ul su kolon matriksine gelecek sekilde aktarilir ve kolon 1,5 mllik
mikrosantrifiij tiipiine konularak 13.000 rpm de 30 saniye santrifiijlenir.
Yiiriitme daha sonra yapilacaksa saflastirdigimiz DNA -20’de, yiiriitme kisa
siire i¢inde yapilacaksa DNA +4 de saklanir.



Ek 4 Cambrige Reference Sequence

8341 agaaccaaca cctctttaca gtgaaatgcc ccaactaaat actaccgtat ggcccaccat
8401 aattaccccc atactcctta cactattcct catcacccaa ctaaaaatat taaacacaaa
8461 ctaccaccta cctccctcac caaagcccat aaaaataaaa aattataaca aaccctgaga
8521 accaaaatga acgaaaatct gttcgcttca ttcattgccc ccacaatcct aggcctacce
8581 gccgeagtac tgatcattct atttcceect ctattgatcc ccacctccaa atatctcatc
8641 aacaaccgac taatcaccac ccaacaatga ctaatcaaac taacctcaaa acaaatgata
8701 accatacaca acactaaagg acgaacctga tctcttatac tagtatcctt aatcattttt
8761 attgccacaa ctaacctcct cggactcctg cctcactcat ttacaccaac cacccaacta
8821 tctataaacc tagccatgge catcccctta tgagcgggcea cagtgattat aggcetttcge

8881 tctaagatta aaaatgccct agcccacttc ttaccacaag gcacacctac accecttatc
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Ek 5 Goniillillerden Alinan Aydinlatilmis Onam Formu
Aydinlatilmis Onam Formu

Bu form, Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri Anabilim Dali
Yiiksek Lisans 6grencisi, Omer Karatas tarafindan hazirlanan “Tiirk Toplumunda
Mitokondriyal DNA'da (8389-8865 Baz Cifti) Mutasyon Taramasi” konulu tez

calismasi ile ilgilidir.

Bu arastirmada, goniillii katilimcilardan kan alinip, laboratuvar ortaminda
DNA’lar g¢ekitlenerek, mitokondriyal DNA 8389-8865 bolgeleri dizin analizi
yapilacaktir.

Calismaya katilacak goniillii sayisi, 150 erigkin kadin ve erkekten olusacaktir.
Arastirmanin katilimciya herhangi bir etkisi yoktur. Goniillii, arastirmaya katilmay1 red
etme hakkina sahiptir. Goniilli, istedigi anda arastirmaciya haber vererek arastirmadan
cekilmek isteyebilir ve arastirmaci, katilimcinin 6rneklerini derhal imha edecektir.
Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek goriildiigiinde katilimcinin arastirma disi
birakilacag: bildirilebilir. Goniillii katilimei, arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili
herhangi bir parasal sorumluluk altina girmeyecektir. Ayrica kendisine bir 6deme

yapilmayacaktir.

Gontlli katilimemin kimlik bilgileri son derece gizli tutulacaktir ve higbir
surette kimse ile paylasilmayacaktir. Bilgilerin kullaniminda sifre kullanilacaktir.
Katilimemin ¢aligmadan herhangi bir neden ile ayrilmasi durumunda; tim kayitlart

silinecektir.

Biyolog Sayin Omer KARATAS tarafindan 1.U. Adli Tip Enstitiisii Fen
Bilimleri Anabilim Dali’'nda yapacak oldugu “Tiirk Toplumunda Mitokondriyal
DNA'da (8389-8865 Baz Cifti) Mutasyon Taramasi” konulu yiiksek lisans tezi igin
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu

bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimer” (denek) olarak davet edildim.

Bana yapilan tiim acgiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu aragtirma projesinde “katilimct”

(denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
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memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kagidmin bir

kopyasi bana verilecektir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
s0z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliintin

Adi-soyadi Imzas1  Yast  Telefon numarasi Adresi Tarih
Arastirmacinin

Adi-soyadi Imzas1

Omer Karatas
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