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1 GIRIS VE AMAC

Adli bilimler olay yerinde baglar. Giinlimiizde, adli bilimlerde kullanilan gelismis
teknolojiler sayesinde en karmasik ve ardinda iz birakilmadigi diisiiniilen suglarin bile
¢Oziilmesi miimkiin hale gelmistir. Deoksiriboniikleik Asit (DNA) teknolojilerinin ve
polimeraz zincir reaksiyonu uygulamalarinin (Polymerase chain reaction, PCR) gelismesi ile
olay yerinden elde edilen son derece bozulmus ve eser miktardaki biyolojik materyallerden
analiz yapmak miimkiin olmustur. Adli DNA analiz yontemlerinden 6nce biyolojik delillerin
tanimlanmas1 ve karsilastirilmast amaci ile kan grubu antijenleri, 16kosit antijenleri, eritrosit
enzimleri ve serum proteinleri gibi polimorfik sistemler kullanilmaktaydi. Ancak elde edilen
delil niteligindeki biyolojik materyalin glikoprotein veya protein yapida olmasi, ¢ok az
miktarda ve bozulmus olmasit nedeniyle analizini yapmak son derece giic olmaktaydi.
Molekiiler DNA tekniklerinin gelismesi, 6zellikle PCR’1n kesfiyle eser miktardaki biyolojik
delillerin dahi yiiksek giivenirlikte analizi miimkiin oldu. Tiim bu gelismelere ragmen bazi
durumlarda 6zellikle bozulmus ve eser miktardaki biyolojik materyalden elde edilen ¢ekirdek
DNA’sindan (nucDNA) basarili bir profilleme yapmak miimkiin olmamaktadir. Cekirdek
DNA’smin kullanilamadigi durumlarda, hiicrenin DNA tasiyan bir diger organeli olan
mitokondriler i¢inde yer alan mitokondriyal DNA (mtDNA) kullanilmaktadir (Han ve ark.
2005). Mitokondriler hiicre i¢inde ¢ok sayida bulunduklari i¢in (~1000) nucDNA’ya oranla
hasar gormemis halde mtDNA elde edilme olasiligi olduk¢a yiiksektir. Adli bilimlerde
kimliklendirme ¢alismalarinda mtDNA’nin polimorfik bolgeleri kullanilmaktadir. En yaygin
kullanim sekli kontrol bélgesinin (D loop) yiiksek degisken bolgelerinin (HV1 ve HV2) dizin
analizidir (Holland ve ark. 1999).

Bu tez calismasinin amaci; sag, sigara izmariti, dis fir¢asi, tirnak gibi 6rneklerden DNA
izolasyonu ve mitokondriyal DNA’nin ileri degisken (HV1 ve HV2) bélgelerinin dizin
analizinin optimizasyonunun yapilmasidir. Mitokondriyal DNA dizin analizi yOnteminin
optimizasyonu gerceklestiginde, mtDNA bilgisi, niiklear DNA ile ¢ézlilemeyen veya annenin
olmadig1 ancak anne tarafindan soy baginin belirlenmesi gerektiginde, ¢oziim i¢in gilivenilir

bir yontem olacaktir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Mitokondriyal DNA

Mitokondri DNA’s1 hiicrelerde enerji lretiminden sorumlu bir organel olan
mitokondrilerin i¢inde bulunur. Mitokondriler tiim 6karyot hiicrelerde bulunan organellerdir.
Oksidatif fosforilasyon islemi ile hiicrenin ihtiya¢ duydugu Adenozin trifosfat (ATP)
molekiillerinin biiyiik bir kismini iiretirler. Mitokondriler bir i¢, bir de dig membrandan olusan
¢ift membran sistemi ile ¢evrilidir (Sekil 1). Bu iki membranin arasi periferal bolge olarak
adlandirilir. I¢ zarm iizerinde ATP sentezinden sorumlu Elektron Tasima Sistemi (ETS)
proteinleri yer alir. Bu proteinler sirasi ile Flavoprotein (FP), Sitokrom B, Koenzim Q,
Sitokrom B2 ve Sitokrom A’dir (Sudbery ve ark. 2002). I¢ zar mitokondrinin i¢ine dogru
katlanmalar yapar ve bunlar Krista olarak adlandirilir. Kristalar mitokondri i¢ zarinin yiizey
alanimi biiyiitiirler. ATP sentezinden sorumlu ETS proteinleri i¢ zarin iizerlerinde bulunduklar:
i¢in i¢ zarin alan1 ile ATP sentezi oram dogru orantilidir. I¢ zarin i¢inde kalan alan matriks
olarak adlandirilir (Cooper ve ark. 2004). Mitokondrilerin atalarinin aerobik bakteriler oldugu
diisiiniilmektedir. Okaryot hiicreler ile simbiyotik bir iliski i¢ine giren aerobik bakterilerin
zamanla kendilerinden daha biiyiik olan bu hiicrelerin i¢inde enerji liretiminden sorumlu bir
organele Ozgiillestigi diisiiniilmektedir. Bu hipotezi genom dizi analizleri de desteklemektedir.
Yapilan arastirmalarda Rickettsia prowazekii adli epidemik tifiis etmeni hiicre igi bir parazit
olan bakterinin DNA dizisi ile mtDNA dizisi arasinda yiiksek derecede benzerlik saptanmustir.
Bu nedenle mitokondrilerin Rickettsia bakterilerinin atalarindan evrimlestigi diistiniilmektedir

(Andersson ve ark. 1998).

ATPF zentaz enzimleri

Membranlar arasi alan

Ribozomlar
Graniiller

ic membran

T.DN;"L [hs membran

Sekil 1. Mitokondri organelinin yapisi

(http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrion’den alintidir).



Insan mitokondri DNA’s1 (mtDNA) dairesel ve 16569 baz cifti uzunlugundadir (Sekil
2). Mitokondrilerin matriksinde yer alir. Kendini yar1 sakli (semi konservatif) olarak esler.
mtDNA’nin biiyiikliigii ve sayist organizmadan organizmaya farklilik gdsterir. Omurgalilarda
mitokondri basina 5 ile 10 mtDNA molekiilii bulunurken, bitkilerde bu say1 20-40 kopyaya
kadar cikabilir. Yapisi ¢ekirdek DNA’smna oranla basit olmakla birlikte 13 protein, 2
ribozomal RNA (rRNA) (12S ve 16S rRNA genleri) ve 22 transfer RNA (tRNA) olmak iizere
37 adet intronsuz gene sahiptir. mtDNA’da bulunan protein genleri mitokondride gerceklesen
solunum reaksiyonlar1 i¢in gerekli proteinleri kodlarlar. Ribozomal RNA ve transfer RNA
genleri ise gen anlatiminin gergeklesmesi igin gerekli olan rRNA ve tRNA molekiillerini
kodlar. Bu genler Sekil 2’de gosterilmistir. Mitokondrinin ihtiyag duydugu diger biitiin gen
iriinleri ise nucDNA tarafindan kodlanir ve sitoplazmadan mitokondri igine tasinir.
Mitokondri DNA’s1 genleri sikisik bir sekilde aralarinda gen dis1 bolgeler olmayacak sekilde
paketlenmistir. Cift zincirli olan mtDNA molekiiliinlin iki zincirinin baz igerigi birbirinden
farklidir. Agir zincir H zinciri olarak adlandirilir ve guanin niikleotidleri bakimindan
zengindir. Hafif zincir ise L zinciri olarak adlandirilir ve sitozin niikleotidleri bakimindan

zengindir (Strachan ve ark. 2004).

1/ 16563
-
574 438 37 57 16 383 16024
575 | HV3 HY2 HY1 16,000

Insan mtDMA's:

16569 baz ciftinden

M,
Cox2 ATPRATPS

Sekil 2. Mitokondri DNA'sinin genomik haritasi

(http://www.nfstc.org/pdi/Subject09/pdi_s09 m02 01 a.htm’den alintidir).



MtDNA baz dizisinde en yiiksek polimorfizm, kodlama yapmayan kontrol bolgesi
dizilerinde (1120 baz ¢ifti boyunda) goriiliir (Bogenhagen ve ark. 1974). Bu kontrol bolgesi 3
adet polimorfik yiiksek degisken bolge icerir: HV1 (16024-16383), HV2 (73-354), HV3
(438-574) (Date Chong ve ark. 2004).

Mitokondri organellerinde gerceklesen protein sentezi ve hiicre solunumundan
sorumlu bilesenler mtDNA ve nucDNA iiriinlerinin karigimidir. Bagka bir degisle mitokondri
islevlerini yerine getirmek ve mtDNA’sinin replikasyon ve transkripsiyon islemleri icin
nucDNA iiriinlerine de ihtiyag duyar. Organelde bulunan ribozomlar ise sitoplazmadaki

ribozomlardan farklidir.

2.2 Mitokondri DNA’s1 transkripsiyon ve gen anlatimi

D-loop bolgesi her iki zincire ait promotor dizileri igerir. Agir zincirin promotori (P)
392-445 baz cifti (bg) arasinda yer almaktadir. Promotor bolgede ii¢ tane degismez baz
dizileri olan Conserved Sequence Box (CSB) bulunmaktadir. Bu dizilerin yerleri; CSBI: 213-
235, CSBIIL: 299-315, CSBIII: 346-363 baz ciftleri arasindadir. Mitokondri DNA’sinin
transkripsiyonu Displacement-loop (D-loop) bdlgesindeki iki promotdrden zit yonlii olarak
baglar. Transkripsiyon iki zincirde de es zamanli olarak gelisir ve iki zincirde tamamen
transkripsiyona ugrar. Sentezlenen onciil RNA daha sonra kesilir ve olgun tRNA, Messenger
RNA (mRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) serbest kalir (Wallace ve ark. 1992). Mitokondri
DNA’sinda bazi kodonlarin kodladigi aminoasitler nucDNA ile farkliliklar gosterir. Normalde
protein sentezini sonlandirict kodon olan UGA mtDNA tarafindan yiiriitilen gen anlatimi
asamasinda triptofan aminoasidini kodlar. Benzer sekilde normalde izoldsin aminoasidini
kodlayan AUA kodonu ise metionin seklinde anlatilir. Sonlandirict kodonlar ise normalde
arginin aminoasidi olarak anlatilan AGA ve AGG’dir. AUA ve AUU kodonlar1 ise baslatici

kodonlardir.

2.3 Mitokondri DNA’sinin replikasyonu

MtDNA hiicrenin nucDNA’sindan bagimsiz olarak kendini esler. (Anderson ve ark,
1981). Mitokondriler, mtDNA’nin replikasyonundan sorumlu kendi DNA polimerazlarini
(mtDNA polimeraz) icermektedir. Fakat MtDNA polimeraz nucDNA tarafindan
kodlanmaktadir. Her iki zincirin bir birinden ayri replikasyon orijini vardir. Agir zincirin

replikasyon orijini D-loop kontrol bolgesinde yer alir. D-loop bdlgesinde yer alan diger



korunmus dizi ise 16147-16172 baz ciftleri arasinda yer alan Termination Associated

Sequences ad1 verilen TAS kutusudur. (Watson ve ark. 1987).

Agir zincirin replikasyon orijininden (Ogy) sentez baglar ve 50]-30] saat yoOniinde
ilerlerken H zinciri agilir. Yeni sentezlenen zincir L zincirin replikasyon orijinine geldigi anda
ters yonde yeni L zincir sentezlenmeye baglar. Boylece iki zincirin replikasyonu birbirine ters
yonde ilerler ve 5[1-3[] yoniinde devamli sentez oldugu i¢in Okazaki fragmentleri olusmaz.
On‘dan itibaren ilk sentezlenen ve TAS bolgesinde sonlanan 700 bg'lik bolgeye D-loop veya
7S bolgesi denir ve bu bolge kodlayict bolge degildir (Wallace ve ark. 1992). MtDNA
replikasyonundaki hata orani ¢ekirdek DNA’smma oranla daha yiiksektir ve bunun sonucu
olarak hiicrelerdeki ve dokulardaki mtDNA popiilasyonlarinda heteroplazmiye rastlanabilir

(Kunkel ve ark. 1981).

2.3.1 Heteroplazmi

Heteroplazmiyi ayni bireyden kokenlenen orneklerde birden fazla mtDNA profilinin
gozlemlenmesi olarak aciklayabiliriz. Heteroplazmi hiicrelerin mtDNA’larinda mutasyon
meydana gelmesi ve bu mutasyonlarin sabitlenip yavru mitokondrilere de aktarilmasi sonucu

olusmaktadir (Bendall ve ark. 1996).

Mitokondri DNA’smin replikasyonundaki hata orani ¢ekirdek DNA’sina oranla daha
yiiksektir (Kunkel ve ark. 1981). MtDNA dizinlemelerinde heteroplazmiye rastlansa bile cogu
zaman nokta mutasyonlar1 halinde goriilen heteroplazmilerin oran1 ¢ok diisiik oldugu i¢in
dizinleme elektroforegramlarindaki artefak piklerden ayirt etmek miimkiin degildir (Holland
ve ark. 1999). Literatiire gecen ilk heteroplazmi vakasi, Rus c¢ar1 2. Nikolas’in iskelet

kalitilarinin analizinden elde edilmistir (Ivanov ve ark. 1996, Gill ve ark. 1994).

MtDNA’da hem nokta hem de uzunluk heteroplazmisine rastlanir. MtDNA kontrol
bolgesi heteroplazmisine ilk olarak 1994 yilinda rastlanmigtir (Tully ve ark. 2000) ve bu
heteroplazmi mtDNAnin diger boliimlerine gore daha diisiik orandadir (Ivanov ve ark. 1996).
HV1 ve HV2’nin polisitozin bolgesinde uzunluk heteroplazmisine siklikla rastlanir. Bunun
HV1 bolgesinde olugma mekanizmasi soyledir; 16189 numarali baz siklikla bir T niikleotidir
ve bu T’nin iki tarafinda da C tekrarlar1 bulunur. 16189 numarali bazda bir T-C nokta
mutasyonu meydana geldiginde bu bolgedeki poli-C dizileri birlesir ve kesintisiz bir C tekrar1

olan bolge meydana gelir. mtDNA polimerazin yiiksek hata pay1 da goz oniine alindiginda bir



bireyin HV1 bolgesindeki C tekrarlarinin kendi hiicreleri igerisinde degisik sayilarda olacagi
ve bir uzunluk heteroplasmisi géstermesi beklenir. Boyle bir uzunluk heteroplazmisi meydana
geldiginde mtDNA populasyonlart poli-C  bdlgelerinin  uzunluklar1 agisindan farklilik

gosterirler ve bu farklilik dizinleme verisinin kalitesini diistiriir (Parson ve ark. 1998).
2.4 Kil Orneklerinde DNA analizleri

Su¢ mabhallerinde en sik rastlanilan biyolojik materyallerden biri de kildir. Bunun
nedeni ortalama bir insanin 5 milyon adet viicut kil1 folikiiliine sahip olmasi1 ve kilin kisilerin
kontrolii disinda dokiilmesidir. Adli amagh ilk kil incelemeleri morfolojik farkliliklarin
mikroskobik incelemeler ile belirlenmesi seklinde olmaktaydi. Mikroskop altinda
karsilagtirilan killarin ayn1 kisiye mi ait yoksa farkli kisilerden mi kaynaklandig1 sorularinin
cevabi aranmaktadir. Ayni kisiye ait olsalar bile farkli viicut bolgelerinden kdkenlenen killarin
ayni kisiye ait olduklar1 belirlenemeyebilir. Bu ise ¢aligmanin sonucunun giivenirlilik orani
oldukea diisiirmektedir. Inceleme ¢ok deneyimli uzmanlar tarafindan yapildiginda dahi hatal
sonuclar ¢ikmaktaydi. Bu nedenle kesin yargiya varmak ve insandan kaynaklanan hatalar
sifira indirmek icin DNA analizleri de uygulanmalidir. DNA analizinden once kilin
mikroskobik incelemesi ile bir 6n ayrim yapilmasi 6nerilir. Boylece hangi killarin kék dokusu
tasidigr ve DNA analizi i¢in daha uygun olduklar1 belirlenir. Ayrica séz konusu kilin zorla
koparilip koparilmadig1 mikroskobik incelemeler sonrasi aydinlatilan ve adli davalarda 6nem

tasiyan ayrintilardir.

Kila hem nucDNA hem de mtDNA analiz metotlarindan biri uygulanabilir. NucDNA
analizlerinin ayirim giicii daha yiiksek oldugundan oncelikle bu analizin yapilmasi eger kil
nucDNA analizi yapmaya uygun degil ise mtDNA analizi uygulanmas1 6nerilmektedir (Linch
ve ark. 1998). Genellikle koksiiz killar nucDNA analizleri i¢in uygun degildir. Sagin keratin
demetleri arasinda kalan 6li hiicresel materyallerdeki nucDNA molekiilleri yiiksek oranda
degrade olmustur ve DNA miktar1 diigiiktiir. Hiicrede tek bir ¢ekirdege karsilik binlerce
mitokondri bulundugundan, kil goévdesinden bozulmamis ve yeterli miktarda mtDNA elde
etme olasilig1 daha yiiksektir. Kila hangi analiz yonteminin uygulanacagina izolatlardaki DNA

miktar1 belirlenerek karar verilebilir (Walsh ve ark. 1992).

Eger kil delillerinde mtDNA analizleri yapilacaksa, kil mtDNA’larinda siklikla
heteroplazmiye rastlandigi unutulmamalidir (Linch ve ark. 2001). Heteroplazmiyi ayni

bireyden kokenlenen Orneklerde birden fazla mtDNA profilinin gozlemlenmesi olarak



aciklayabiliriz. mtDNA’da kontrol bolgesi heteroplazmisi daha diisiik seviyede rastlanir
(Tully ve ark. 2000) ve ilk olarak literatiire 1994 yilinda ge¢mistir. (Gill ve ark. 1994)

Killarda ise neden daha siklikla heteroplazmi goriildiigliniin nedeni su sekilde
aciklanir. Kil yapisini, kil proteinlerini sentezleyip daha sonra 6lerek dehidre olan hiicreler
olusturur. Bu govde hiicreleri, mitokondrilerinin bir kismini anne hiicrelerinden aldiklar1 gibi,
bir diger kismin1 da endositoz ile yogun mitokondri iceren melanosit hiicrelerinin dalimsi
uzantilarindan alirlar. Iki farkli hiicre popiildsyonundan kékenlenen kil mitokondrilerinde
dolayist ile heteroplazmi goriilme siklig1 daha fazladir (Mercer ve ark. 1956). Kil yapisini
bilmek, mitokondrilerin ve 6li hiicrelerin kil yapisina nasil katildigimi bilmek, kil yapidaki

delilleri incelememizde karsilagacagimiz sorunlar1 anlamamizi saglar.

2.4.1 Kil Embriyolojisi

Killar1 iretmekten sorumlu olan hiicreler insanlarda gebeligin 9 ila 12. haftas1 arasinda
olugmaya baslar. Killar icin dolayis1 ile ¢ok hiicreli primitif epitelyum dokularin irettikleri
epitelyum f{iriinler denilebilir (Linch ve ark. 2001). Primitif derinin tabaninda toplanan
hiicreler bir sa¢ tomurcugu olusturacak sekilde birlesirler ve derinin asagi kisimlaria dogru
gelisirler. (Sekil 3) Sa¢ tomurcugu asagi dogru gelisirken dermal papilay1r olusturacak
mesoderm kokenli hiicreler ile bulusur. Dermal papila hiicreleri i¢in kil biiylimesinin
kontroliinden sorumlu hiicreler denilebilir. Bu hiicrelerin iirettikleri biliylime faktorleri kili
olusturacak yapilar1 tiretmekten sorumlu sa¢ matriksi hiicrelerinin boliinmesini ve olusmasini
diizenlerler. Bir diger dnemli nokta ise dermal papila hiicrelerinin sa¢ yapisina dogrudan

hiicre halinde katilmamalaridir.

Gelisimini tamamlayan sa¢ tomurcugu dermal papila hiicrelerinin etrafin1 bir kabuk
gibi sarar. Bu yapiya sa¢ kokii denir. Gebeligin 16 ila 20. haftalarina kadar yeni sa¢ kokleri
tiretilebilir (Olsen ve ark. 1994). Bu sa¢ kokil yapist Omiir boyunca izole halde kalir. Kok

sayis1 sabit olmasina ragmen kil sayist degisken olabilir.
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Sekil 3. Sag kokii yapisinin olusumu (Linch ve ark. 2001).

2.4.2 Kil Histolojisi

Mesoderm kokenli dermal papila hiicreleri, etraflarinda bulunan ektodermik matriks
hiicrelerinin boliinmelerini kontrol ederler. Sa¢ kokiinde bulunan matriks hiicreleri tarafindan
beslenir (Sekil 4). Bazi yazarlar tarafindan sa¢ kokii, i¢inde su kaynayan bir kazana
benzetilmektedir. Bu modellemede kazanin altindaki alev suyun kaynamasini kontrol eden bir
faktor olarak dermal papile hiicrelerine, kaynayan sudaki kabarciklar ise sa¢ govdesini

olusturan hiicrelere benzetilmektedir. (Linch ve ark. 2001, Lyne ve ark. 1965).
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Sekil 4. Sa¢in yapis1 (Linch ve ark. 2001).

Kil kokiindeki hiicreler 23-72 saatte bir boliiniirler. Matriks hiicrelerinin boliinmesi ile
olusan bu yavru sa¢ govdesi hiicreleri matriks hiicrelerinden ayrildiklar1 gibi farklilasmaya
baslarlar. Boliinme yeteneklerini kaybederler. Bu yavru hiicreler medula, kiitikiil ve korteks

hiicrelerine 6zellesirler (Linch ve ark. 2001).

Sacin olusumunda en biiyiik hacmi korteks hiicreleri kaplar. Sa¢ kokii hiicrelerinin
boliinmesi ve farklilasmasi ile olusan korteks hiicreleri yogun bir sekilde keratin proteini
sentezine baslar, sitoplazmalarini tamamiyla keratinle doldurur ve ¢ok sayida mitokondri
icerir (Toda ve ark. 1977). Bu esnada sa¢ kokii hiicrelerinin boliinmeye devam etmesiyle
farklilasan yeni korteks hiicreleri eski hiicreleri derinin disina dogru iter. Nihayetinde korteks

hiicrelerinin hiicre zar1 pargalanir ve sitoplazmalarini kaybederek dehidre hale gecerler.



10

Parcalanan korteks hiicrelerinde bulunan keratin proteinleri sistein disiilfit baglari ile
baglanarak keratin fibrillerini olusturur. Hiicre ve ¢ekirdek zarlar1 pargalanir ¢ekirdek DNA’s1
korumasiz kalir ve parcalanir. Ribozom ve mitokondri gibi organeller de parcalanmaya
baglarlar (Linch ve ark. 2001). Buna ragmen hiicre igersinde ¢ok sayida bulunan
mitokondrilerden bazilar1 biitiinliiklerini korur ve keratin fibrilleri arasinda hiicre kalintilar
olarak bulunur. Bu yiizden sa¢ gdvdesine ¢cekirdek DNA’s1 yerine mitokondriyal DNA analizi
yapilmalidir.

Sac¢ kokiinden kdkenlenen bir diger hiicre gurubu ise kiitikiil yani sagin etrafini ¢geviren
zar1 olusturan hiicrelerdir. Bu hiicrelerde derinin disina dogru hareketleri esnasinda keratin
sentezi yapar ve korteks hiicreleri gibi parcalamp sitoplazmalarin1 kaybeder. iki hiicre grubu
arasindaki fark kiitikiil hiicrelerinin keratin fibrilleri yerine sa¢in etrafin1 saran keratinden
olusan pulumsu yapilar olusturmalaridir. Bu hiicrelerin hiicre kalintilarinda mitokondriler

parcalanmamis halde elde edilebilir (Toda ve ark. 1975).

Sac kokii yapisinda bulunan bir diger hiicre grubu ise melanositlerdir. Melanositler
matriks hiicrelerinin aksine ¢ok yavas boliinen, yliksek enerji ihtiyaglari olan ve yogun
miktarda mitokondri barindiran hiicrelerdir. Melanositler sinir sistemini olusturan dokulardan
kokenlidirler ve embriyo gelisimi esnasinda sinir sistemi dokusundan bir kisim hiicre sag
koklerine go¢ eder ve burada melanositleri olusturur. Dermal papilanin {stiinde bulunan
melanositler matriks hiicrelerinin aksine ¢ok yavag boliiniir. Sa¢ gdvdesini olusturacak gévde

hiicreleri deri disina dogru hareket ederken melanositler sabit kalir.

Melanositler sa¢ yapisina dermal papila hiicrelerinde oldugu gibi dogrudan katilmaz.
Bu hiicreler gelisimleri esnasinda mitokondri ve melanosomlarca zengin dallanma seklinde
yapilar olusturur. Bu dallanmalar deri disina dogru hareket etmekte olan matriks
hiicrelerinden kokenlenmis kil govdesi hiicreleri tarafindan endositoz ile iglerine alinir
(Mercer ve ark. 1956). Kil govdesi hiicreleri yogun protein sentezine baslayacaklari i¢in ¢ok

miktarda mitokondriye ihtiya¢ duyar.

Melanositlerin dallanmalarinda bulunan melanosomlar ise sa¢ renginden sorumludur.
Kil govdesi hiicreleri endositoz ile i¢lerine aldiklar1 melanosomlari kil yapisina iletirler ve sag

rengini olustururlar.
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e Dolayisi ile sa¢ govdesi hiicrelerinde 2 adet mitokondri popiilasyonu vardir:
e Kokenlendikleri matriks hiicrelerinden aldiklar1 mitokondriler
e Endositoz ile iclerine aldiklart melanosit dallanmalarindaki mitokondriler

e Bu mitokondri karigimi sagta goriilen heteroplazmi sikliginin sebebidir.
2.5 Mitokondriyal DNA’nin adli bilimlerdeki 6nemi

Mitokondriyal DNA analizlerinin adli davalardaki éneminin bir nedeni de anneden
cocuklarina maternal olarak aktarilmasidir. Maternal kalitim gostermesi mtDNA’ya
homozigot, hemizigot ve monoklonal 06zellik kazandirir. Rekombinasyona ugramayan
mtDNA  nesilden nesile degismeden aktarilir. MtDNA’daki degisimlerin  sebebi
mutasyonlardir. Evrim ¢alismalarinda, go¢ yollarinin belirlenmesinde mtDNA’daki ortak

mutasyonlarin belirlenmesi ile ortak atalara ve go¢ yollarina ulagilir.

Mitokondrilerin maternal kalitim gdstermelerinin nedeni ise embriyo olusumu
sirasinda yumurtayla birlesen spermlerin bas kisminda yumurtaya oranla ¢ok az sayida
mitokondri bulunmasidir. Ayrica bir ¢aligmada mitokondrilerden yoksun somatik hiicre
kiiltiirlerine spermlere ait mitokondriler aktarildiginda, kiiltiirdeki hiicrelerin ancak %10-20
kadarmin fonksiyonel sperm mitokondrilerini kazandigim ve yalmz 1/10° gibi ufak bir
boliimiiniin 48 saat sonrasinda yasamlarini siirdiirebildigi belirlenmistir. Bunun aksine
somatik hiicre kiiltiirlerine somatik hiicrelerden gelen mitokondriler aktarildiginda aktarilan
mitokondrilerin islev kazandig1 saptanmistir. Bu deney sperm mitokondrilerini diger hiicreler

icinde yok eden bir mekanizmanin var olabilecegini gostermektedir (Kingve ark. 1988).

Babadan gelen az miktardaki mtDNA’nin yok olma mekanizmalar1 tam olarak agikliga
kavugmasa da, pratikte mtDNA maternal kalitim gosterir denebilir. Adli analizlerde
rastlanilan tek bir bireye ait mtDNA profillerinde goziiken karigimlar ise, sadece birka¢ bazda
farkliliktan ibaret olmaktadir. Bu farklifin ¢ok az sayida bazda olmasi nedeniyle mutasyon
kaynakli oldugu ve mutasyona ugramis mitokondrilerin bdliinerek ¢cogalip heteroplazmik bir
mitokondri havuzu olusturduklarina inanilmaktadir (Holland ve Parson 1999). Giinlimiizde ise
mtDNA’nin paternal kalitim da gosterdigine dair ¢alismalar yapilsada bu konuda kesin bir

bilgi kanitlanmamuigstir ( Bandelt ve ark. 2005, Gyllensten ve ark. 2005)

Hiicre i¢inde her kromozomdan bir ¢ift bulunurken, mtDNA molekiilleri hiicrede 1000

— 10000 kopya arasi bulunur. Hiicre i¢inde kopya sayisinin fazla olmasi, adli davalarda
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siklikla rastlanabilen eser miktarda, yliksek derecede degrade olmus delillerden biitiinliiklerini
korumus halde elde edilme olasiliklarini arttirir. DNA miktariin son derce az oldugu dis, kil,

sac gibi biyolojik 6rneklerde mtDNA analizlerine bagvurulur (Lutz ve ark. 1996)

2.6 MtDNA dizin analizi metodlar1

2.6.1 Sanger Yontemi

Ik olarak Sanger tarafindan 1977de gelistirilmistir (Sanger ve ark. 1977). Bu ydntem
hiicrede gerceklesen replikasyon olaymin tiip i¢inde gerceklestirilmesinden ibarettir. DNA
sentezinde yeni eklenen deoksiniikleotidin (ANTP) 5° fosfor atomu, zincirin ucundaki son
niikleotidin 3’OH grubuna etki ederek fosfo-diester bag:1 olusturur. Bu sekilde sentezlenen
zincirde bir niikleotidlik uzama saglanir. Eger zincire dideoksiniikleotit (ddNTP) eklenmis ise
zincir uzamasi sonlanir. Bunun sebebi dideoksiniikleotidin seker halkasindaki 3" karbonunun
hidroksil grubu tasimamasidir (Sekil 5). Dideoksiniikleotit uzayan zincirin ucunda bulundugu
durumda 3’ OH grubu tagimadigi i¢in yeni eklenecek niikleotid ile zincir arasinda fosfodiester
bagi olusamaz ve zincir uzamasi o noktada durur. Sentezin durmasi yontemin temelini

olusturur.
Bu yontemde 4 tiip kullanilir. Her tiipe:

e Primer

e Kalip DNA

e Klenow enzimi (E.coli DNA polimeraz 1’in proteaz subtilisin enzimi tarafindan ayrilan
ekzoniikleaz aktivitesi olmayan parcasi)

e Dort ¢esit radyoaktif isaretli ANTP

e Bir ¢esit dANTP

[lave edilir. Ortama radyoaktif P32, S35 veya P33 eklenir. Bu sekilde DNA sentezi
ddNTP ve dNTP’ler arasindaki rekabet sonucu belli bolgelerde erken sonuglanir. Sonugcta
cesitli boyutlarda oligoniikleotidler meydana gelir. 4 ayr1 enzimatik reaksiyonda 4 ayr1 ddNTP
kullanilarak kalip iplikteki her adenin (A), sitozin (C), guanin (G), timin (T) bulundugu yerde
farkli sonlanmalar olur. Olusan farkli boylardaki DNA parcalarinin aym jelin 4 ayri

kuyucugunda elektroforetik analizi sonucu dizinleme yapilir.
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Sekil 5. Bir dideoksiniikleotidin yapist (http://www.mun.ca/biology/scarr/Gr12-21.html’den
alintidir).

A. Shotgun dizilemesi

Sanger yontemi ile 1000 bazdan daha biiyiilk DNA bdlgelerinin dizinlenmesi sirasinda
sorun yasanir. Bu nedenle dizinlenecek bolge rastgele kiiclik pargalara ayrilarak dizin analizi
gerceklestirilir. Daha sonra shotgun dizileme yontemi kullanilarak orijinal dizi tespit edilir.
Shotgun yonteminde uzun DNA molekiiliiniin kesilmesi ile elde edilen DNA pargalar
vektorlere yliklenip konak hiicrelerde cogaltilir. Konak hiicrelerden plazmid DNA’s1
izolasyonu yapilarak DNA parcalar1 elde edilir. Dizinlenmesi yapilan DNA parcalarinin
dizileri bilgisayar programlar1 yardimu ile st iiste ¢akistirilir ve asil biiyiik dizi tespit edilir.

(Tablo 1)

Tablo 1. Shotgun dizileme yontemi *

Parca Dizisi
Orijinal DNA AGCATGCTGCAGTCATGCTTAGGCTA
Ilk Shotgun Parcasi AGCATGCTGCAGTCATGCT TAGGCTA
Ikinci Shotgun Parcasi AGCATG CTGCAGTCATGCTTAGGCTA

Parcalarin birlestirilmesi ile olusturulan AGCATGCTGCAGTCATGCTTAGGCTA

ana dizi

* Olusan iki shotgun pargasinda eksik olan diziler italik yazilmistir. Bu pargalarin ist

iiste cakistirilmasi ile orjinal diziye ulasilir
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B. Fliioresan boyalarin kullanimi

Sanger’in yontemi hassas olmasmna ragmen radyoaktif belirleme prensibine
dayanmaktadir. Radyoaktif igaretler hem yontemin hizim1 yavaslatir, hem de uygulayicinin
sagligini riske eder. Radyoaktif isaret her reaksiyon i¢in ayni oldugundan 4 farkli niikleotidi
birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Bu nedenle reaksiyon 4 ayr1 tiipte gerceklestirilir. Bu
problemler fliioresan teknolojisi ile asilmistir. Bu teknikte 4 farkli fliioresan boya ile isaretli
dNTP’ler kullanilarak Sanger yonteminin tek bir reaksiyonda ger¢eklesmesi saglanir (Smith
ve ark. 1985, Smith ve ark. 1986). Gelistirilen fliioresan boyalar ve spektral 6zellikleri Tablo
2 de gosterilmistir. Giliniimiizde siklikla kullanilan diger fliioresan boyalar ise
carboxyfluorescein ~ (FAM),  carboxy-4',5'-dichloro-2',7-dimetoxyfluorescein ~ (JOE),
carboxytetramethyl-rhodamine (TAMRA) ve carboxy-X-rhodamine (ROX) boyalaridir
(Swerdlow ve Gesteland 1990, Karger ve ark. 1991, Carson ve ark. 1993).

Tablo 2. DNA dizilemesinde kullanilan bazi florofor gruplarin spektral 6zellikleri

Boya Max Max. Emisyon Emisyon FWHM*
Absorbsiyon (nm) (nm)
(nm)
Fluorescein 493 516 60
4-Chloro-7-nitrobenzo-2-1- 475 540 79
diazole (NBD)

Tetramethyl-rhodamine 556 582 52
Texas Red 599 612 42

*Bir sinyalin tepe noktasinin yar1 degerindeki genisligi

1985°de gelistirilen bu teknikle fliioresan boyalar primerlerin 5"  uglarina
baglanmislardir. Her bir isaretli primer bir cesit ddNTP ile birlikte kullanilir. Ornegin
fluorescin isaretli primerin reaksiyonuna ddCTP’ler eklenirken Tetramethyl-rhodamine ile
isaretli primerin reaksiyonuna ddATP’ler eklenir. Her dort dANTP i¢in reaksiyonlar farkli

tiplerle yiiriitiilir ve daha sonra reaksiyon iirlinleri karistirilarak elektroforetik ayirimlari
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esnasinda jelde tek bir kuyucuga yiklenirler. Fliioresan isaretler farkli renklerde 1sima
yaptiklar1 i¢in 4 reaksiyonun iirliniini tek bir kuyucukta birbirinden ayirmak artik

miimkiindiir. Bu yontem dye-labelled primer kimyasi olarak adlandirilir.

Flioresan isaretler daha sonra dogrudan ddNTP’lere baglanarak kullanilmaya
baslamiglardir. Bu yontem 1ile fliioresan isaretli primerlerle yapilan dizinleme
reaksiyonlarindan farkli olarak reaksiyonlar tek bir tiipte gergeklesir. Ayni reaksiyon
ortaminda bulunan ddCTP, ddATP, ddGTP ve ddTTP ile farkli sonlanimlar gosteren
oligoniikleotitleri fliioresan isaretleri ile birbirlerinden ayirmak ve dolayisi ile dizinlemek
miimkiindiir. Bu yontem ise dye-labbeled terminator kimyasi olarak adlandirilir. iki yéntemin

sematik karsilastirilmasi Sekil 6’da gosterilmistir.
C. Dizinleme reaksiyonu iiriinlerinin elektroforetik analizi

Isaretli dizinleme reaksiyonu iiriinlerinin elektroforetik aymrmmimin poliakrilamid jel
elektroforezi ile yapilmasi (PAGE), DNA dizinlemelerinin en zor kismidir. Jel hazirlama,
ornekleri yiikleme ve elektroforez sonrasi jele yapilan miidahalelerin her birinde sorun ¢ikma
olasilig: yiiksektir. Bu sorunlarin agilmasi i¢in daha ince jeller kullanilmaya baslanmis (Garoff
ve ark. 1981) ve gradient jel sistemleri gelistirilmistir (Biggin ve ark. 1983). Onemli
ilerlemeler saglansa da sadece dokme jeller kullanilarak DNA dizinlemesi yapmak insan
genom projesi gibi kapsamli ¢alismalar igin yeterli degildi. Bu sorunlarin asilmasi ancak

kapiler elektroforez teknolojilerinin gelisimi ile saglanmistir.

Kapiler elektroforez (CE) biyopolimerlerin analizi ve ayrimi igin gelistirilmis bir
tekniktir (Jorgenson ve ark. 1983, Cohen ve ark. 1987) Bu teknik yaklasik 100 pm ¢apindaki
silika kapiler ic¢inde biyopolimerlerin elektroforetik ayirimini temel alir. Elektroforezin
gergeklestigi kapilerlerin yiiksek alan-hacim orani elektroforez esnasinda ortaya ¢ikacak 1s1y1
diisiiriir ve dokme jellere oranla daha yiiksek elektrik alanlarin kullanilmasina olanak saglar.
Daha yiiksek elektrik alanlar daha hizli ayirim saglar. Dolayist ile CE dokme jellere oranla
yaklasik 10 kat daha hizli bir elektroforetik ayirim saglar.

DNA dizinleme reaksiyonlar1 tek niikleotid farkini tespit edebilecek hassasiyette
olmalidir. Jel ile doldurulmus kapilerlerde yapilan ilk DNA dizin analizi denemelerinde 330
bazlik bolgelerin dizin analizi basari ile bir saat i¢cinde yapilmistir (Cohen ve ark. 1990).

Tekrar kullanilabilen polimerlerin gelistirilmesi bir kapilerin yiizlerce kez kullanilmasini
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miimkiin kilmistir. Her bir analiz de kapilerlerin taze polimerlerle doldurulmasi miimkiindiir

(Salas-Solano ve ark. 1998)

A - reaction C - reaction G - reaction T - reaction =+ G
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Sekil 6. Dye-labelled primer (iist) ve dye-labelled terminator (alt) kimyasi reaksiyonlari
karsilastirmasi (Salas-Solano ve ark. 1998).

2.6.2 Ekzonukleaz aktivitesi ile tek niikleotid dizinleme yontemi

Lazer tabanli 40 kilobaz (kb) ve daha uzun DNA parcalarini dizinlemek igin

gelistirilmis bir tekniktir. Hiz1 ortalama 100-1000 baz/saniyedir (Lilian ve ark. 2002).

Floresan igaretli niikleotidlerin akarak ilerleyen bir ornek iizerinde teker teker belirlenmesi

prensibine dayanir (Shera ve ark.1990). Yontem asagidaki adimlardan olugmaktadir:

zincir sentezi

Dizinlenmek istenen DNA parcasina komplementer isaretli niikleotidlerden olusan bir

Isaretlenmis 5° biotinli DNA'nin streptavidin kapli mikro kiirelere baglanmasi

Baglanmis DNA’nin bir tampon ile birlikte akisa gecmesi
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e lsaretli DNA’nin exoniikleaz aktivitesi ile pargalanmasi

e lsaretli parcalarin tespiti ve dizin analizi (Sekil 7).

1 Isareth nikleotidlerden olusan komplementer zincir sentezi

2. 58 . T T C A 5'
biotin 5' L A A 3
2 ? X &
HE = B3 ; T
A 4 2
5'— 3' Polymerase O

2
5" ucu biotink DNA'nmn streptavidin = 3 Exonukleaz aktivitesi ve dizin analizi
kaph mikro kiirelere baglanmasi
3' — 5' Exonuclease

Ay |

.urc/-

B] s
A £ p
T O "gf’
T ) a:
G [
c T Flow

= Detector

4 /\/\/\ ~z

Time —

Sekil 7. Exonukleaz aktivitesi ile dizinleme yoOntemi sematik anlatimi (Lilian ve ark.
2002’den alintidir).

Yontemin hizi exonukleaz, cofaktorler ve inhibitorlerin varligina baghdir (Davis ve

ark. 1991)

2.6.3 Maxam Gilbert yontemi

Kimyasal parcalanmaya dayanan bir DNA dizinleme yontemidir (Maxam ve Gilbert
1977). Sonu isaretlenmis DNA pargalarindaki A T G ve C bazlarinda rastgele kimyasal

kesimler yapilmasi prensibine dayanir. Kimyasal kesim 3 adimdan olusur:

e Baz modifikasyonu
e Modifiye bazin seker omurgasindan ayrilmasi

e Bazsiz sekerin ¢ikarilmasi ve DNA’nin parcalanmast
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Kullanilan kalip DNA tek veya ¢ift zincirli olabilir. Ilk olarak DNA parcalar1 DNA’y1 belirli
dizilerden kesen kesim enzimleri ile pargalanir. Daha sonra olusturulan bu kalip DNA
molekiillerinin zincirlerinden birinin son bazi sonundan isaretlenir (isaretlenme genellikle 32p
ile yapilir), ya da kalip DNA’larin sonuna bir adet radyoaktif isaretli niikleotid rastgele eklenir
(terminal deoksinukleotid transferaz enzimi aktivitesi ile) (Ornstein D. L. 1985). Ancak
Radyoaktif isaretleme sirasinda sagliga zarar1 kimyasallar kullanilmaktadir. Bu sorunu agmak
icin gelistirilen diger bir teknikte baz dizisi bilinen, 21 niikleotid uzunlugundaki fliioresan
isaretli bir oligoniikleotid (M13 dizinleme primeri) kalip DNA’nin sonuna eklenir. Burada
kullanilan fliioresan boya bazlarin kimyasal olarak birbirinden ayrildigi bir sonraki agamaya
dayanikhidir (Ansorge ve ark, 1988). Baska bir radyoaktif olmayan ve kimyasal kesim
reaksiyonlarina dayanikli isaretleme yontemi ise kalip DNA zincirinin sonuna biotin ile
isaretlenmis bir diger oligoniikleotidin eklenmesidir (Richterich ve ark, 1989). Dizin analizi
ise kimyasal kesim reaksiyonu iiriinlerinin elektroforetik ayrimi ile yapilir. Biotin ile
isaretlenmis kalip DNA’nin dizinlenmesinden sonra jelde goriiniir hale getirilmesi i¢in

streptavidine bagli enzimatik renklendirme yontemi kullanilir.
Y ontemin avantajlari:

e Nadiren goriilen bazlar belirlenebilir

e Hata pay1 daha az

Dezavantajlari:
® 250 bazdan daha uzun bolgelerin dizinlenmesi problemlidir.

2.6.4 Gelecek nesil (Next Generation) DNA dizinleme yontemleri

A. Pirosekanslama (Pyrosequencing)

Pyrosequencing metodu, en basit anlattmla DNA polimeraz aktivitesinin
kemiliiminesan bir enzim araciligiyla tespitidir (Sekil 8). Temel olarak dizileme reaksiyonu,
dizilenecek DNA’nin tek sarmali (ssDNA) {izerinde tamamlayici sarmalinin (complementary
DNA) sentezlenmesi seklinde kendini gosterir. Dizileme primeriyle sabitlenen tek sarmalli
kalip DNA f{izerine ardisik olarak akan A, C, G, T niikleotitlerinin kalip DNA dizisinde
tamamlayict noktalarini bulduklar1 zaman ortamda bir 151k olustururlar. Bu 15181 yaratan

kemiliiminesan sinyalin hangi niikleotitin baglanmas1 sirasinda olustugu tespit edilir.
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Sabitlenen ssDNA, DNA polimeraz, ATP sulfurylase, luciferase, apyrase, APS ve luciferin ile
inkiibe edilir. Niikleotit akis1 sirasinda tamamlayici niikleotitin gelmesi durumunda DNA
polimeraz pyrophosphate (PPi) aciga ¢ikmasini saglar. ATP sulfurylase enzimi bu PPi’yi
kantitatif olarak ATP’ye doOniistiiriir. ATP luciferase enzimi aracilifiyla luciferinin
oxyluciferin’e doniismesini saglar. Oxyluciferin goriilebilir bir 151k yaratir. Bu 15181n siddeti
ATP miktariyla dogru orantilidir ve bu sayede ayni dizi {izerindeki tek niikleotit tekrarlar
(homopolymer) tespit edilir. Ortaya ¢ikan bu 151k charge coupled device (CCD) kamera
tarafindan kaydedilir ve bilgisayar programi yardimiyla dizi verilerine dontsiir. Niikleotit
akis1 sirasinda eslesmeyen niikleotitler ve ortamdaki ATP apyrase tarafindan pargalanir ve
reaksiyon yeni bir tur niikleotit akistyla devam eder

(http://www.istanbul.edu.tr/ngslab/tumGenome.php).

Polymerase

ACCTTGAGTACCATCTAGGA?

§ i =,
*TGGAAGTC? 3
5
dATF‘/' ¢
PPi
Apyrase ¢ ATP Sulfurylase r rq r‘
ATP Lo— Time
(d)XMP B ciforach MNucleotide added: A T G A T
¢ Nucleotide sequence: A T GG - T
< Light —

Sekil 8. Pyrosequencing yonteminin ana prensibi

(http://www .springerimages.com/Images/MedicineAndPublicHealth/1-10.1385 1-59259-867-
6_179-0’den alintidir).

D. Illumina Yontemi

[llumina, Inc. Tarafindan iiretilmis bir dizinleme sistemidir. Sistem sentez esnasinda
dizinleme prensibine dayanir. Once kalip DNA restriksiyon enzimleri tarafindan rastgele
halde parcalanir. Bu pargalar sistemin akis hiicresine baglanilir. Dizinleme esnasinda 4 dANTP
ve DNA polimeraz enzimi akis hiicresinin kanallarina eklenir. Ayrica bu yontemde kullanilan

dNTP’lerin 3'-OH gruplar1 kimyasal olarak bloklanmistir ve her ANTP’ ayr1 ayri fliioresan
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isaretlenmiglerdir. Kalip DNA’ya her bir baz eklenmesi agamasindan sonra goriintiileme
gerceklesir. Bu asamada reaksiyonun gercgeklestigi akis hiicrelerinde kalip DNA’ya hangi
bazlarin eklendigi belirlenir. Daha sonraki asamada kimyasal olarak dNTP’lerin 3'-OH
uclarim1 bloklayan gruplar uzaklastirilir. Bu dongii kullanict tarafindan belirlenen sayida
tekrarlanir. Her bir DNA pargasi igin 25-35 bazlik boliimler dizinlenir. Daha sonra akis
hiicresindeki biitiin dizin analizi yapilan DNA parcalar1 sistemin algoritmasi tarafindan

shotgun dizinleme prensibi ile ard arda eklenilip dizin analizi yapilir (Mardis 2008).

E. Gelecek nesil Dizinleme yontemlerinin adli bilimlerde kullanmim alanlari:

Gelecek nesil dizinleme yontemlerinden once fosillerden ve faili mechul cinayetlerde
bulunan ceset kalintilarindan kimliklendirme, bulunan 6rneklerin yiiksek derecede degrade
olduklarindan, bu tez ¢alismasinin da konu aldig1 gibi sadece mtDNA’ analizleriyle miimkiin
olmaktayd1 (Gilbert ve ark. 2007, Adcock ve ark. 2001, Krings ve ark. 1999, Rogaev ve ark.
2006, Lutz ve ark. 1996). Gelecek nesil dizinleme metodlar ile yiiksek derecede degrade
olmus 6rneklerin nucDNA’larin1 dizinlemek ilk defa miimkiin olmustur. Bir neanderthal fosili
(Green ve ark. 2006), bir mamut fosili (Poinar ve ark. 2006) ve bir magara ayis1 fosili
(Noonan ve ark. 2005) gelecek nesil DNA dizinleme sistemleri ile nucDNA’lar
dizinlenmistir. Yontemlerin maddi acgidan yiiksek maliyeti her adli olayda kullanimlarinin
onilinde bir engel olarak dursa da, yeni nesil dizinleme sistemleri faili mechul olaylarin

aydinlatilmasina fayda saglayacaklardir.
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3 GEREC VE YONTEM

Eski ve Bozulmus Orneklerde Mitokondriyal DNA Dizin Analizi adli tez ¢alismasinin
laboratuar asamas1 Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii 6grenci laboratuarlarinda

gerceklestirildi. Calisma esnasinda asagidaki aletlerden yararlanildi:

e Derin Dondurucu

e FEtiv

e ABI 310 Bilgisayar kontrollii genetik analizr
e Termomikser

e Mikro santrifiij

e Buzdolab1

e Geneamp 9700 PCR cihaz1

e Florimetri

e Saf Su Cihaz1

e Vorteks

3.1 Cahsmanin Planm
Deneyler asagidaki belirtilen plana gore gergeklestirildi.

e Orneklerin toplanmasi
e DNA izolasyonu
e DNA miktarinin belirlenmesi
e PCR asamasina hazirlik
e Primerlerin hazirlanmasi
e dNTP karisiminin hazirlanmasi
e Taq DNA polimeraz, 10X PCR tamponu ve MgCl, ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
e PCR asamasi
e 1. PCR asamasi (HV1 ve HV2 bdlgelerinin ¢ogaltilmasi)
e 1. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi
e 2. PCR asamasi (Dizinlemeye yonelik PCR)
e 2. PCRiirlinlerinin saflastiriimasi

e Saflastirilmis 2. PCR {iriinlerinin kurutulmasi
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e Elektroforez asamasi
e Orneklerin elektroforeze hazirlanmasi
e FElektroforez

e Analiz asamasi
3.2 Orneklerin Toplanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilacak sag, tirnak gibi dokular ve ¢esitli 6rnekler onam formu
(Ek 5.) doldurmus 1.U. Adli Tip Enstitiisii &grencilerinden laboratuar calismalarinimn
baglamasindan bir ay Once toplandi ve her 6rnek farkli bir plastik tiip i¢inde oda 1sisinda
saklanildi. Orneklerin birbirleriyle kontamine olmamasina dzen gosterildi. Kanlar ise onam

formu doldurmus kisilerden alind1 ve -20 °C’de sakland.
3.3 DNA izolasyonu

Incelenecek eser miktarda DNA igeren drneklerden, DNA izolasyonu slika temelli
QIAamp DNA Micro Kit ve iyon degisimi temelli Invitrogen ChargeSwitch® ticari kitleri
kullanilarak yapildi. Kitlere ait prosediirler Ek 1°de verilmistir. Kanlardan DNA izolasyonu
ise silika temelli QIAamp DNA Mini Kit kullanilarak Ek 1°de gosterilen prosediir ile yapildi.

3.4 DNA izolatlarindaki DNA Miktarimn Belirlenmesi

Izolatlardaki DNA miktar1 Adli Tip Enstitiisii molekiiler genetik laboratuarlarinda
bulunan Qubit® fluorometer cihazi ile 6l¢iildii. Miktar tayininde kullanilan prosediir Ek 2’de
verilmistir. Kanlardan yapilan izolasyonlarda ise miktar 6l¢iimiinden sonra M1xV1=M2xV2
formiiliinden yararlanarak izolatlar 1ng/ul DNA konsantrasyonunda olacak bi¢imde distile su

ile sulandirildi.
3.5 Primerlerin Hazirlanmasi

Liyofilize halde sentezlenmis primerlerden stok ¢ozelti hazirlandi. 50uM stok ¢ozelti
hazirlamak i¢in kullanilan primerler, primer dizileri, primer miktarlar1 ve eklenen steril distile

su miktarlart Tablo 3’te goriilmektedir.
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PCR asamasinda kullanilmak {izere hazirlanan primer ana stoklarindan 10 pl ¢ekilip
90 ul distile su ilave edilerek 5 uM’lik primer ¢ozeltileri hazirlandir. Stok c¢ozeltiler ve 5
uM’lik primer ¢ozeltileri -20 °C’de saklanda.

Tablo 3. Primerlerin dizileri ve 50 M’lik stok ¢ozeltiler hazirlamak i¢in eklenen distile su
miktarlari

Primerin Primer Dizisi Miktar1 Eklenen
adi (mmol) H,O0 (ul)
HV2 15-F 5'CACCCTATTAACCACTCACG-3"' 10.8 216
bolgesi
. . 389-R 5“CTGGTTAGGCTGGTGTTAGG-3" 10.5 210
primerleri
HV1 15997-F 5“CACCATTAGCACCCAAAGCT-3" 10.3 206
bolgesi
. . 16401-R 5"TGATTTCACGGAGGATGGTG-3" 10 200
primerleri

3.6 dNTP karisiminin hazirlanmasi

Her biri 10 mM’hik paketler halinde satin alinan dATP, dCTP, dTTP, dGTP
cozeltilerinden PCR asamasinda kullanmak tizere 2.5 mM’lik bir ANTP karisimi hazirlandi.
bunun i¢in her bir ANTP tiipiinden 5 pl ¢ekilerek steril PCR tiipiine aktarildi ve iizerine 60 pl
steril distile su eklendi. Hazirlanan dNTP karisimi ve stok dNTP’ler -20 °C’de saklandi.

3.7 Taq DNA polimeraz, 10X PCR tamponu, MgCl, cozeltilerinin hazirlanmasi

Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in satin alman Taq DNA polimeraz, 10X PCR

tamponu ve MgCl,, PCR tiiplerine boliindii ve 6zel saklama kaplarinda -20 °C’de saklandi.
3.8 1.PCR asamasi (HV1 ve HV2 bdélgelerinin cogaltilmasi)

DNA konsantrasyonlar1 belirlenen 6rnekler hazirlanan PCR bilesenleriyle beraber iki
ayrt PCR karisiminda ¢ogaltildi. HV1 bolgesini ¢ogaltmak i¢in 15997-F ve 16401-R
primerleri PCR karisimima eklendi. HV2 bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 15-F ve 389-R
primerleri PCR karigimina eklendi. Tablo 4 de PCR karisimi ile ilgili detaylar verilmistir.




Tablo 4. PCR bilesenleri konsantrasyonlar1 ve eklenen miktarlar

24

PCR bilesenleri Eklenilen hacimler Reaksiyonda ki son
(nl) /reaksiyon konsantrasyonlari
Taq polimeraz (5U/pl) 0.75 ul 0.15 U/reaksiyon
MgCl, (25mM) 1.50 pl 1.5 mM/reaksiyon
10 X PCR tamponu 2.50 pl 1 X/reaksiyon
dNTP karisim (2.5 mM) 2.00 pl 0.2 mM/reaksiyon
F primeri (5 pM) 2.00 pl 0.4 uM/reaksiyon
R primeri (5 uM) 2.00 pl 0.4 uM/reaksiyon
DNA (1 -2ng DNA 1 - 2 ng/reaksiyon
icerecek hacimde)
Distile su Toplam hacim 25ul ye tamamlandi

PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra PCR tiiplerinin yiizeylerine yapismis olabilecek

damlalar tiipiin dibine indirmek i¢in kisa siire santrifiij yapildi. Daha sonra tiipler Geneamp

9700 PCR cihazina yerlestirildi. Daha 6nceden hazirlanan PCR programi secildi ve alet

calistirildi. Programa ait parametreler Tablo 5 de verilmistir

Tablo S. Birinci PCR parametreleri

Asama Sicakhik Zaman (saniye) Dongii sayis1
Ik denatiirasyon 94 °C 660 1
Denatiirasyon 94 °C 20

Baglanma 56 °C 10 32
Uzama 72 °C 30

Bekletme 4°C 00

Pajnic¢ Z. I.ve ark. 2004 ten alintidir.

3.9 1. PCRiiriinlerinin saflastiriimasi

Birinci PCR iirlinlerinin saflagtirilmasi i¢in Exonuclease 1 ve Shrimp Alkaline

Phosphatase enzimleri ile inkiibe edildi. Exonuclease 1 enzimi ortamdaki baglanmamis

primerlerin pargalanmasi i¢in, Shrimp Alkaline Phosphatase ezimi de ortamdaki baglanmamis

dNTP’lerin parcalamasi igin kullamildi. Oncelikle steril PCR tiiplerine drneklerin kodlari
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yazildi. Tiiplere eklenen enzimlerin miktarlart ve birinci PCR iirlinlerinin miktarlar1 Tablo

6’da verilmistir

Tablo 6. Exo-Sap karisiminin hazirlanmast

Bilesenler Eklenilen hacimler (ul/reaksiyon)
Tam reaksiyon Y4 reaksiyon
PCR iiriinii 15 3.75
Exonuclease 1 (5U/ ul) 1.40 0.35
Shripm Alkaline Phosphatase (1U/ pnl) 2.60 0.65

Hazirlanan karisimlar PCR cihazina yerlestirildi. Daha 6nceden kaydedilen Exo-Sap
programi secildi ve alet calistirildi. 37°C’de 90 dakika boyunca baglanmamis primer ve

dNTP’ler parcalandi. 80°C’de 20 dakika boyunca enzimlerin inaktivasyonu saglandi.
3.10 2. PCR asamasi (Dizilemeye yonelik PCR)

Saflastirilmig birinci PCR iiriinlerinin dizinlenmesi i¢in BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit kullanildi. Kitin isleyisi Sanger Zincir Sonlandirma “Chain Termination”
prensibine dayanmaktadir ve icerigi Tablo 7°de verildi. Kitin i¢eriginde bulunan ddNTPler’in

hangi fliioresan boyalarla isaretlendigi Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 7. BigDye Terminator 3.1 kiti icerigi

BigDye Terminator 3.1 kiti elemanlar1  Icerikleri

Hazir reaksiyon karisim AmpliTaqg DNA Polimeraz

Farkli floresan boyalarla isaretlenmis ddNTPler

[saretlenmemis dNTPler

Reaksiyon tamponu

5 X Dizinleme tamponu Kullanilan hazir reaksiyon karisimi miktarin

azaltmak icin kullanilan dizinleme tamponu

Kontrol DNA pGEM®-3Zf(+) ¢ift zincirli DNA

Kontrol primer karisimi —21 M13 Kontrol Primer 3.2 uM

Kontaminasyon riskini azaltmak i¢in hazir reaksiyon karisimi steril PCR tiiplerine

boliindii. Tiiplerin etrafi 151k gérmesini 6nlemek amaci ile aliiminyum folyo ile sarild1 ve -20
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°C’de saklandi. PCR bilesenleriyle birlikte 2. PCR karigimi1 buz iistiinde hazirlandi. 5 X

dizileme tamponu ise kullanilmadig1 zamanlarda 4 °C’de tutuldu.

Ikinci PCR reaksiyonunda tek HV1 bélgesi icin 15997-F, HV2 bolgesi igin 15-F
primeri kullanildi. Ikinci PCR yontemi icin kitin prosediiriinde iiretici firma tarafindan 3.2
pikomol primer eklenmesi 6nerilmistir. Bes uM’lik primer stoklarimizin 1 ul’sinde 5 pikomol
primer oldugu icin, 0.64 pl primer eklenmesi ile 3.2 pikomol (pmol) primer miktarina
ulasilacag hesaplandi. Ikinci PCR karisimlari Tablo 9°da verildigi sekilde hazirland1 ve PCR
tiiplerinin ylizeylerine yapismis olabilecek damlalar tiipiin dibine indirmek igin kisa siire
santrifiij yapildi. Tiipler PCR cihazina yerlestirildi ve Tablo 10’da verilen PCR kosullarinda 2.
PCR asamasi baslatildi.

Tablo 8. Big Dye kiti igerigindeki ddNTP’lar ve isaretlemede kullanilan fliioresan boyalar

Dideoksi bazlar Fliioresan boya Elektroforegram rengi
ddGTP dR110 Siyah

ddATP dR6G Yesil

ddCTP dTAMRA Mavi

ddTTP dROX Kirmizi

Tablo 9. ikinci PCR karisim tablosu

Bilesenler Ornek Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
(nl/reaksiyon)  (ul/reaksiyon) (nl/reaksiyon)
Bigdye Terminator 3.1
4 8 8

hazir reaksiyon karisim
5 X dizileme tamponu 2 0 0
Dizileme primeri 0.64 0 0
Saflastirilmis PCR

0.46 0 0
irini
-M13 kontrol primeri 0 1 1
pGEM®-3Zf(+) ¢ift
zincirli Kontrol DNA 0 0 1
DNA

Distile su 12.9 11 10
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Tablo 10. ikinci PCR kosullar1 *

Asama Sicaklik Zaman (saniye) Dongii sayist
Denatiirasyon 96 °C 10

Baglanma 50 °C 5 25
Uzama 60 °C 240

Bekletme 4°C 0

* BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Protocol 2002

3.11 2. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Ikinci PCR iiriinleri ortamda bulunan baglanmamis fliioresan isaretli ddNTPlerin

uzaklagtirilmasi i¢in DyeEx 2.0 kiti ile saflastirildi. Kullanilan kitin igleyis mekanizmast Ek

3’tedir. Yontem asagidaki adimlarda gerceklestirildi:

IL.

I1I.

IV.

VL

VIIL

VIIL

IX.

X1

XII.

Kolonlar islemden 6nce hafifce vortekslenip icerikleri karistirildi.

Kolonun kapagi gevsetildi.

Kolonun altindaki kapak kirilarak agildi.

Kolonlar kitin igerigindeki toplama tiiplerine yerlestirildi. Kolonlarin tiiplere
yerlestirilme konumlari not alindi.

Dort dakika 2830 rpm’de santrifiij yapildu.

Kolonlar toplama tiiplerinden alind1 ve steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplere
yerlestirildi.

20 pl 2. PCR firiinii dikkatlice jelin yiizeyine aktarildu.

Kolonlar 4. asamadaki konumlarina gore tekrar santrifiije yerlestirildi

2 dakika ayn1 hizda santrifiij yapildi.

Kolon uzaklastirildi.

Eppendorf tiiplerin i¢ine gecen saflagtirilmis PCR iiriinleri 24 saatten uzun
stire bekletilecekleri zaman aliiminyum folyoyla sarilip -20 °C’de sakland.
Kisa siire i¢inde kullanilacak 6rnekler ise aliiminyum folyoya sarild1 ve buz

ustliine alindi.
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3.12 Saflastirtlmis ikinci PCR iiriinlerinin kurutulmasi

Elektroforetik dizin analizi i¢in gerekli sinyal siddetini saglamak iizere DyeEx
kolonlarindan gecirilen PCR iiriinleri asagida belirtilen sekilde kurutuldu (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Protocol, 2002).

Kurutma isleminde Eppendorf Thermomixer” cihazi kullanildi. Onceden 70 °C’ye
ayarlanan cihaza saflastirilmis PCR iirlinlerini igeren tiipler kapaklart agik olarak yerlestirildi.

20 dakika bekletilerek kurutma islemi gerceklestirildi.
3.13 Elektroforez asamasi

Elektroforez ve dizin analizi ABI Prism 310 Bilgisayar Kontrollii Genetik Analizor

cihazinda (Applied Biosystems) yapildi.

3.13.1 Orneklerin elektroforeze hazirlanmasi

Kurutulmus ikinci PCR iiriinlerinin bulundugu ependorf tiiplere 25 pl Hi-Di formamid
eklendi. Kisa bir siire tiipler vortekslendi ve tiiplerinin yiizeylerine yapismis olabilecek
damlalar tiipiin dibine indirmek icin kisa siire santrifiij yapildi. Daha sonra 95°C’de 5 dakika
denatiirasyon yapild1 ve ornekler 0.5 ml’lik steril tiirlere aktarildi. Tiiplerin {istleri septumla

kapatildi ve ABI 310 Genetik Analizor cihazina yiiklenene kadar buzda bekletildi

3.13.2 Elektroforez

ABI 310 Genetik Analizor bilgisayarindan veri toplama yazilimi (Data Collection
Software) agildi. Orneklerin genetik analizére yiiklenmeye hazirlanmasindan énce, zaman
tasarrufu saglamak icin, aletin bilgisayarinda veri toplama yaziliminda ki “Windows”
meniisiinden manual kontrol secenegi secilip agilan meniiden “Temperature Set” seg¢ildi ve
50 °C yazilarak execute komutu verildi. Boylece alet yiiriitme i¢in gerekli olan 50 °C’ye

dogru 1sinmaya basladi.

Daha sonra veri toplama yazilimina sekans analizi parametreleri girildi. Matriks olarak
daha 6nceden cihazda yiiklii bulunan “sequencing matrix” segildi. Tek tek 6rneklerin isimleri
veri toplama yazilimina girildi. Cihazda yiikli olan polimerin tipine gére Pop 4 polimeri
(Applied Biosystems) veya Pop 6 polimerine (Applied Biosystems) uygun “Run module”,
“Dye Set/Primer (Mobility) File” boliimleri dolduruldu. ABI 310 Genetik Analizor dizin
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analizi parametreleri Tablo 11°de goriilmektedir. Uygun parametreler ayarlandiktan sonra

ornekler cihaza yiiklendi ve elektroforez baslatildi.

Tablo 11. ABI 310 dizin analizi parametreleri

Parametre Pop 4 ile yapilan yiiriitme Pop 6 ile yapilan yliriitme
Matriks Sequencing matrix Sequencing matrix
Run module P4RapidSeq (1 mL) E Seq POP6 Rapid (1 mL) E

Dye Set/Primer (Mobility) DT310POP4{BDv3}vl.mob DT310POP6{BDv3}vl.mob
File

3.14 Sonuclarin incelenmesi

Ham verilerin analizi Sequencing Analysis (Applied Biosystems) ve SeqScape 3.7
programlar1 (Applied Biosystems) kullanilarak yapildi. Sequencing Analysis programi
aracilig ile ylriitmelerin basarili olup olmadigi belirlendi ve Orneklerin dizileri saptandi.
SeqScape 3.7 ve Sequencher 4.10.1 programlar ile ise yiriitmeler “Cambridge” referans

dizisi ile (Andews ve ark. 1999) ile karsilastirildi ve polimorfik noktalar belirlendi.




4 BULGULAR

30

Tez caligmasinda aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 5 goniilliiden alinan 21 adet

eser miktarda DNA iceren 6rnek ve 12 adet kan 6rnegi incelendi. Calismanin asamalar1 gereg

ve yontem boliimiinde anlatildig1 gibi asagidaki sirada gergeklestirildi:

e Orneklerin toplanmasi

e DNA izolasyonu

e DNA miktarinin belirlenmesi

e 1. PCR asamasi

e 1. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

e 2. PCR asamasi

e 2. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

e Elektroforez asamasi

Calisma esnasinda kontaminasyon riskini Onlemek i¢in gerekli tim Onlemler alindi ve

calismanin her asamasinda tek kullanmimlik eldiven, bone ve maske kullanildi. izolasyonlar

sonucu elde edilen DNA konsantrasyonlar1 Tablo 12’de gosterilmistir

Tablo 12. Kisisel esyalar {izerinden izole edilen DNA miktarlari

Kisisel esyalar Elde Edilen DNA Konsantrasyonlari (ng/pl)
Kiipe (1.Kkisi) 0,33
Kiipe (2.Kkisi) 0,34
Kiipe (5.Kkisi) 0.41
Dis Fircasi (1.Kkisi) 1,56
Dis Fircasi (3.Kisi) 1.03
Sigara Izmariti (4.kisi) 0,42
Sigara Izmariti (5.kisi) 0,37
Kulak Pamugu (4.kisi) 0,83
Sakiz (2.kisi) 0.30
Jilet (3.kisi) 0.55
Bardak kenar (2.kisi) 0.22

Sac ve tirnaktan DNA izolasyonu icin iki farkl ticari kit kullanildi ve izolasyon isleminde

bazi modifikasyonlar yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 13’te goriilmektedir.




Tablo 13. Sa¢ ve tirnaklardan elde edilen DNA miktarlar1 tablosu
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Kullanilan 1.Yontem ile elde 2. Yontem ile elde = Modifiye 2.
miktarlar edilen DNA edilen DNA Yontem ile elde
Konsantrasyonlar1 Konsantrasyonlar1 edilen DNA
(ng/pnl) * (ng/pl) ** Konsantrasyonlari
(ng/pl) ***

Koksiiz Sa¢ 8 adet

(1.0lgu) yaklasik - Rk - 0,31
15-20 cm

Koksiiz Sa¢ 8 adet

(2.0lgu) yaklagik - - 0,48
15-20 cm

Koksiiz Sa¢c 10 adet

(3.0lgu) yaklagsik 3- - - 0,43
6 cm

Koksiiz Sa¢ 10 adet

(4.0lgu) yaklagik 3- - - 0,55
6 cm

Koklii Sac 7 adet

(5.0lgu) yaklagik 0,20 0.18 1,17
12-22 cm

Tirnak ladet

(1.0lgu) tirnak 0,41 0,26 3,20

Tirnak 1 adet i ) 1.82

(2.0lgu) tirnak

Tirnak 1 adet

(3.olgu) trnak 0.27 0,15 2,52

Tirnak 1 adet

(4.0lzu) trnak 0.39 0,33 3,45

Tirnak 1 adet

(5.0lgu) tirnak ) 0,26 2,49

* QlAamp DNA Micro Kit, sag¢ ve tirnaktan DNA izolasyonu prosediirii kullanildi.

** ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kit prosediirii uygulandi.

*#% Lizis tamponlaria 20 pl DTT ilave edildi ve inkubasyon siiresi 1 gece olarak degistirildi.

otk sk

Qubit® fluorometer

edilememektedir.

cihazt ile

10 pg/ul’nin altindaki

DNA miktari

tespit

Calisma esnasinda BigDye Terminator dizinleme kitinin ¢alismasini kontrol etmek

icin kitin igeriginde bulunan kontrol DNA (pGEM®-3Zf(+) ¢ift zincirli DNA) ve kontrol

primer karigimi (—21 M13 Kontrol Primer 3.2 pM) kullanilarak pozitif ve negatif kontroller
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yapildi. Pozitif ve negatif kontrol reaksiyonlar1 gere¢ ve yontem bolimiinde Tablo 9’da
belirtildigi sekilde hazirlandi. PCR ve elekroforez gerceklestirildi. Pozitif kontrol
reaksiyonundan beklenilen dizi elde edildi (Sekil 9). Negatif kontrol reaksiyonun da ise Sekil
10’da gorildiigii gibi her hangi bir pik elde edilmedi. Bu durum c¢alismada her hangi bir

kontaminasyonun olmadigini géstermektedir.

N A pphed P KORMTRACLI0-22-10-3-58 PM.ab1 BC1.300 Basecaller-310POPS bop
L% Biosystems P RONTROL D721 0PCPE[BCvA]v.mob
Signal: G:269 A:EE T:128 G162 AwgBig: 178 C#2 W:A3 Plate Name:Lna=signsd TS:NA CRLMNG, V0L RA

HoCC oA GATGHA BGCICC TATAGECC GA TTC CClTTCGEHAGHN A GATOCTC TAGAGT COACCT GLAGECAT COAA D TT GAG
5 10 15 20 28 =0 36 40 45 50 55 &0 BB T 75 =)

100 200 =00 400 =00 (= u s oo ean oo
TATTCTATAGT GT CACCT AAATAGCT T GECGTAATCAT GGT CATAGCTGTTTCCT GT GT GAAATT GI TAT CCECT CACAAT TOO
=0 o5 100 138 110 115 120 126 130 136 140 145 1ED 185 160 163

1100 1208 i=an 1400 1500 100 bire i} ieno 10Da
ACACAACAT ACGAGCCGGAAGCAT AAAGT GTAAAGOCT GEEGTEOCTAAT GAGTGAGCTAACTC ACAT TAATTGCGT TGECE
17a 1EQ 185 120 186 200 206 210 216 = 225 =30 255 240 245

W W

2100 k] =00 =40a 2500 200 =TT <BO0 200
TCACTGOCOGCTT TCCAGTCGGE AAACC T GTCGT GCCAGC TGCATTA ATGA ATCGECCAAMCGOGCGEEGAGAGECEET TTGEE
265 280 285 am 5 280 =5 290 285 30 305 21a 35 20 225 3o

3100 2200 2200 2800 =00 3500 2Fon =enn aooo
TATTEGEECECTCT TCOEC T TCCTOGCTCACTGACTCGUTECGC TOEGTOET TCGECTGIE GCGAGCEET ATCAGDS TEACT & ARAG
340 el fe [ ] =] 380 2] ] 400 410

A100 4000 4e00 4000
Colection Date/Time:Eki 22,2010 181841 GMT Primed on: Kas 01,2010 13:40:57 GKMT
In=t MadelMame: 310/A481 PRISM 310 Sequence Soanner w0 Elecirophercgram Datm Page 1 of 2

Sekil 9. BigDye Terminator pozitif kontrol reaksiyonu elektroforegrami



.E'i‘%[ Applied NEGATIF KCMTROL10-22-10-3-01 PM.abil BZ1.5.00 Basecaller-310POPS.bop
o -
I o T BIDEF’StemS NEGATIF KIOMTROL OTZ10PCPE[BECvA|vl.mob
Signal: G241 A:Z8T T:158 C 258 AvgDig: 227 C&#1 W:A1 Plate Name:Unassignsd TS:WA CRLMNGA GOVEDe A
CATEHEGTTOTACTCC Hora GoCooACC ClEA GECC O RN RN IR Co RN THEGEHNIINEAA A s NEA ANNCColiC cllBGeae
] 20 a0 an =] ] T =]
1600 — | I |
: - / | |I |
1000 = | i | |
1 | i1
x| | -
00 | | | |
eIV it/ 11 g | ) )
il | ! !i.ulu'l iy .l.u.i 3 - Ll L ; CR o 4 S
100 o0 = 400 j=Lx] - e} T =111] [ Lx]
) LA A A T I TS TN T ST T I RN N TR T T TR CCCOC CEINRNET GO GOSRCGHRNN CUFNE T CHBl RSN RO TET AN
100 1o 120 130 140 180 160 170 1ED

1100 100 100 1400 1500 1ax 1700 1e00 1000
QU T S e il C ARSI T O GO 7 NG CCUURRL T T N NS O f T R O R AT ERoC
180 200 210 220 230 240 280 280 270

1500

1000

h
=

IIIIIIIIIIIII.II__'_

5 [x ] 200 Fn 2d0on 2500 ) P <Benn 2000
S N O T BT 1 o 5 s - O T TN TR T O R R A
B0 280 200 310 320 0 240 350 360 370
1500 —
1000 —
00—
L [s v v i e i} = 1i]i) AEm 5500 a7od =enn aono
TCHIMENN T CTTTTITITT T TCRCoRi TR e oo oo CRl o7 S g oo O C T NNRCH Ci T TS ™ s
385 =1 40 410 42 430 440 450 a8

A0 4200 4300 4400 4500 A0 AT 4800 4Q00
Colaztion DataiTime:Eki 22,2010 1821 :17 GMT Basacal DaleTime:Unavailabl= Prired on: Ka=z 01,2010 13:57:34 GMT
Inst Model Mame: 310/481 PRIZM 310 Sesquenoe Soanner ¥1,0 Eleciiopherogram Data Page 1 of 2

Sekil 10. BigDye Terminator negatif kontrol reaksiyonu elektroforegrami
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Yontemin hassasiyetini belirlemek i¢cin 9947A (Promega Product 9947A, 2011) kodlu
konsantrasyonu bilinen kontrol DNA ile calisildi. 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.05 ng miktarindaki
kontrol DNA’s1 1. PCR asamasina eklendi ve materiyal ve metotda anlatilan yontemle dizin
analizi yapildi. Sonuglar incelendiginde 0.25 ng. 0.5 ng ve 1 ng’lik 6rneklerin analizinin
basarili oldugu, 0.1 ve 0.05 ng’lik Orneklerden ise dizin analizi yapilamadigi saptandi.
Dolayis1 ile yontemin hassasiyeti, dizin analizi yapilan en diisiin DNA miktar1 olan 0.25

ng’dir. Hassasiyet yiirlitmelerine ait 6rnek elektroforegramlar Sekil 11 ile Sekil 14 arasinda

verildi.
- Applied 0.5 HW210-22-10-5-53 Fhd.abi BC 1500 Basecaller-310POPS bop
= Biosystems 0.5 HWE DTE10POPE[BCva|v.mab
Sigral (B8 ASE T:E6 C:111 AugSig: 85 C#:4 WAT Plate Mame:Unassigned TSR CRLMA, OVE0LhEA

THGCGTIST ArCRAAG RICHCTT 78S TG/ T NN NDRES A GG A O CTTAANCAGC O T ACCARAC TARCECCTOCC TA(CCAG ASACALATHIC
10 20 =0 40 BO EQ Fa (=1 0

i

-
[ ENETN F—

E
IIII‘II.II

& = L o
100 Fom =] =00 40n =00 00 oD &an ] o)
ITTECGAERC OO TEEAGCOEG AT ICCCTATGTCEGC AGTATCT SCTCT TTGATTCCT GCCTCATOCCCAT TATT T ATCESRASCT AT

100 195 110 115 120 125 130 125 140 145 180 158 180 1@s  1va 178 180
1500 —
1000 —
500 Iﬁlﬂ.lﬂ N ,I ) A |'! 1|\|
- b= N[ ] A o LA anifl AT
B ! ) / W 1 i\ \
+ = e v - X
1100 b i} 1=00 1400 18500 1500 1700 1B00 1000
CGTTCAAT ATT ACAGGCGAACAT ACT T ACT AAAGT GTGT TAAT TAATTAATGCT TGT AGGACATAAT AAT AACA AT TGAS
185 a0 125 200 =6 210 216 220 225 230 235 240 245 280 255 280
1500 —
1000 —

200 =200 F=00 2400 2500 BE00 700 ZB0n 2000
GTH TGS ACAGTOGO TTTCCACAD AE AT ATCATAACAARAAAAT T TCCACCA AR COCCOCCOTOCCOCCEC T TOT GRS AT A
286 270 275 230 =13 200 ==1- ke u e ] 305 310 218 =20 25 3=0 3zE 240

||.II-.“|'| A l'ILlllII 'rll b
J W [}
_ SN 6 Ll ) i
100 S0 =00 =500 aspo IS0 f=ru:) =ean aapo
GACT T AAMBACATCT TTGOE AAACOCCAAAAAD AAAG AACCO TA ACAGE A5 © OT AACC AG AAGHEIG CTAHNGET T MNMN T CRAT I
350 380 =] =0 L 400 410 4z0

A0 4200 4z00 4400 acoo ae00 AFC0 4s00 4000
Colection Dab=Tim=:Eki 22,2010 18:13 25 GMT Baosecal DoeTime:Unavailable Primed on: Ka= 01 2010 13:07:48 GhT
In=t KodelMame: 510/481 PRISM 313 Sequencs Soanner wi.0 Elecimoph=rogram Datm Page 1 of 2

Sekil 11. 0.5 ng kontrol DNA ile yapilan dizin analizine ait elektroforegram



||ed 0,26 HVE1 0-22-10-6-50 PM abid BC1.300 EBasecaller-310POPS. bop
&% Blﬂsystems 0,26 HW2 OT310PCEPE[ECVE|T.mab
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1500 = ¥ | |I| i
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TP.PAGTGTGT rﬂ.ﬁrr.a..vn.ﬂ GCTTGTAGGACATAATAAT AACAAT m.u. GTE‘.TECPEP.ECE.GI: TTTCCAC ACAG AT AT
76 180 188 1M 195 20 ‘M6 2d  PME S0 DB 230 0 29 D40 245 2R
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]
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zz00
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Colection CataTime=:Eki 22 2010 19:10 44 GKT Baz=cal DaleTime:Unavailable Prired on: Kaz 01,2010 13:07:32 GMT
In=t ModelMame: 210/481 PRISK 310 S=quence Soanner v1.0 Electiopherogram Data Page 1 of 2

Sekil 12. 0.25 ng kontrol DNA ile yapilan dizin analizine ait elektroforegram
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&% Alpplied 0,1 HY210-22-10-7-45 Ph.abil BC 1.5.00 Basecaller50POFE bop
ot Blﬂsystems 01 HY2 OT310PCEPE[ECVE|T.mab
Signal: G:B0 ATE T:53 C:82 AwgSig: 65 C#g WA Plab= Mame:Unassigned TS:WA CRLMNA CWED WA
GooETHMlAGT A fT NI T BaBAlie T8 ToToC CoTT i TEATo ol AN AcEias RSB T PAAD CIOCTHTCRT TA
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1500 = |
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100 00 =0 oo ean
MABGINGGCEEEOENACCC AT TCAT OET CETAT TA TTTGAAA CATC CTHTCTCNA ATEGECACTEGTRICA CACAWCCTTITT AN A RIGHT GTTE
10 10 120 130 140 160 160 170 180 190

1100 1200 =10 1400 1600 [l 1700 1B00 1000
GATAGTTCAA A CHIT AAN GE GT ABCTITATE GCTIRBGOCET 1CAATHOC TARTT THA CICTEENCT THARAA CETAGET T TCT CHTTRAT TCAG
200 210 200 230 240 281 o 27 280
1500 —
1000—

FOCT ACTRATOEEGA TCTTATTT T TATGT ACARICTCT GT TS TANATHT AT AIRCGT AANTETGECTATOT T ARCIET TON G AST TR T TROCCS €T 03
300 aio 220 330 340 a0 280 am 380 50

3w ] 2200 zz00 2400 A500 3500 FToa 800 000
AT ETATTCTITORCCCTCT TARCH Cel A A TEETRT TG T THRCH T TTT TalAA A TETCATANTCICEA A A MEAC TTCATCT THIMT T RCICGEOETCC
400 410 420 420 440 4EQ 480 470 480 450

A0 4500 4300 440n 4500 a0 4700 4800 4000
Colection CataTime=:Eki 22, 2010 2008035 GKT Baz=cal DaleTime:Unavailable Prirded on: Ka=z 01,2010 13:08:533 GMT
In=t ModelMame: 210/481 PRISK 310 S=quence Soanner v1.0 Electiopherogram Data Page 1 of 2

Sekil 13. 0.1 ng kontrol DNA ile yapilan sonu¢ alinmamis elektroforegram
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,&% Applied 05 HV21 0-22-10-8-45 P abi BC1.5.00 Basecallr30POPE.bop
. Blusystems 0,06 HV2 OT=10POPE[BCVAvl.mob
Signal G:45 AES T:31 C:74 AvgSig: C&#7T W:B2 Plate Name:nassignsd TS:WA CRLMNA CWED WA
e A NI G & MGHA TA ToScCoBicll T ATdcAceRS Gl At CIBIN cTTABTC TToT ool TG T iGEe
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100 18 120 130 140 180 180 170 180

1100 1200 1=00 1400 1500 15X 1700 1B00 1000

TRATEA T TRAR OETTC ETICTATET CRETCHT T0CH TRTCTARRTCT CETARCEA BTC T CCAGT THETYET TCATAT TACETG ACT CTCTRRCA AT TCLT
200 210 220 230 240 280 260 270 220

2400 | e L) 24ann 2500 200 am 2B0n 2000

ACTCTTAT 1AM BCTRACTHET TAGCTAT TCTA ABCT T 1ATCETANE TETCETETCT TATRCT T THC 1AC CAHCCHTEA TTCATIGITCTT BT BOG
200 ao 320 3z 2340 380 360 an 330

:gle u) =00 Z30 =400 as0 k: =] g =e0n a0

TTAAMCATT TCA THENTCCT ATT M MENCTGEAN CACA ATTTCTC T ATANMEACT ARGCTC BACTAW T TS TOTHAN TCAG ATACRC
290 400 410 420 420 440 450 40 470

A0 4500 4300 44nn 4500 a0 4700 4800 4000
Colection DabaTime:Eki 22,2010 21 0527 GMT Baz=cal DateTime:Unavailable Prirled on: Ka= 01,2010 13:08:01 GMT
In=t ModelMame: 210/481 PRISK 310 S=quence Soanner v1.0 Electiopherogram Data Page 1 of 2

Sekil 14.0.05 ng kontrol DNA ile yapilan sonug¢ alinmamis elektroforegram
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Yontemin tekrarlanabilirligini gostermek icin ayni ornekler 7 ay sonra ayni kisi ve
farkli kisi tarafindan g¢alisildi ve ayn1 genotip elde edildi. Tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait

elektroforegramlar Ek 4’de verilmistir.

Ik 5 olguya ait farkli drnekler goniillii kisilerden toplamldiktan sonra farkli plastik tiipler
icerisinde oda 1sisinda tiiplerin kapaklar1 kapali olarak saklandi. Genotipleme sonunda, ayni
olgularin farkli 6rneklerinde ayni genotipler tayin edildi. Ayrica 12 kan 6rneginde de basarili
dizin analizi yapildi. Tablo 14’de ¢aligilan drnekler gosterilmektedir. Her olgu i¢in incelenilen

6rnek “V” sembolil ile isaretlenmistir.

Tablo 14. Calisilan 6rnekler tablosu

Olgular: 1 2 3. 4. 5. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17.

6. 7. 8. 9
Kan A e B B B B B A

Tirnak

Kiipe

2| 21 <

Dis

fircasi

2

Sac

Sakiz

2 <21 <2

Bardak

kenari

Jilet N

Sigara N

izmariti

Kulak N

pamugu

Ayni olguya ait farkli biyolojik materyallerden elde edilen dizin analizi ve Cambridge

referans dizi ile karsilastirma sonuglar: Tablo 15-20 arasinda verilmistir.



Tablo 15. Birinci olguya ait 6rneklerin dizin analiz sonuglari
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Ornekler | Kaliteli veri alinan | Polimorfik Referans dizi Gozlenen
aralik (bc) nokta varyant
Sac HV2, 112-376 152 T C
263 A G
309.1* SEEE Cins
309.2 ** - Cins
315.1 - C ins ****
HV1, 16087-16408 16223 C T
16274 G A
16362 T C
Tirnak HV2, 58-363 152 T C
263 A G
309.1 - Cins
309.2 - Cins
315.1 - C ins
HV1, 16074-16408 16223 C T
16274 G A
16362 T C
Kiipe HV2, 88-365 152 T C
263 A G
309.1 - Cins
309.2 - Cins
315.1 - Cins
HV1, 16135-16409 16223 C T
16274 G A
16362 T C
Dis HV2, 107-360 152 T C
fircasi 263 A G
309.1 - C ins
309.2 - Cins
315.1 - C ins
HV1, 16122-16411 16223 C T
16274 G A
16362 T C

* 309.1 ifadesi 309. bazdan sonra 1 insersiyon oldugunu gostermektedir.

*%309.2 ise 309. Bazdan sonra ikinci bir insersiyonun da oldugunu belirtmektedir.

**% Referans dizide bu noktalardaki bazlar eksik oldugu i¢in “-* ifadesi kullanildi.

*#%% Gozlenen varyant siitunlarinda C ins ile belirtilen noktalarda bir adet C insersiyonu

tespit edilmistir.




Tablo 16. ikinci olguya ait 6rneklerin dizin analiz sonuglar
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Ornekler | Kaliteli veri alinan | Polimorfik Referans dizi Gozlenen
aralik (b¢) nokta varyant
Sac¢ HV2, 56-307 73 C T
150 A G
263 A G
HV1, 15995-16316 - * - -
Tirnak HV2, 74-390 150 A G
263 A G
315.1 - C ins
HV1, 16074-16408 16343 A G
Kiipe HV2 176-293 263 A G
HV1, 16124-16410 16343 A G
Sakiz HV2, 113-389 150 A G
263 A G
315.1 - C ins
HVI1, 16122-16411 16343 A G
Bardak HV2, 177-323 263 A G
kenari 315.1 - Cins
HV1, 16083-16411 16343 A G
* Referans dizi ile herhangi bir farklilik saptanmamustir.
Tablo 17. Ugiincii olguya ait drneklerin dizin analiz sonuglar
Ornekler | Kaliteli veri ahnan | Polimorfik Referans dizi Gozlenen
aralik (bg) nokta varyant
Sac¢ HV2, 78-378 152 T C
263 A G
309.1 - Cins
309.2 - Cins
315.1 - C ins
HV1, 16069-16408 16261 C T
16304 T C
16319 G A
Tirnak HV2, 88-365 152 T C
263 A G
309.1 - Cins
309.2 - C ins
315.1 - Cins
HV1, 15997-16322 16223 C T
16274 G A
16362 T C
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Jilet HV2, 110-378 152 T C
263 A G
309.1 - Cins
309.2 - Cins
315.1 - Cins
HV1, 16079-16410 16223 C T
16274 G A
16362 T C
Dis HV2, Sonug alinamadi
fircasi HV1, 15989-16338 16223 C T
16274 G A
16362 T C
Tablo 18. Dordiincii olguya ait 6rneklerin dizin analiz sonuglari
Ornekler | Kaliteli veri ahnan | Polimorfik Referans dizi Gozlenen
aralik (b¢) nokta varyant
Sac HV2, 130-390 195 T C
263 A G
315.1 - Cins
HV1, 16058-16409 16126 T C
16195 T C
16294 C T
16296 C T
Tirnak HV2, 115-390 195 T C
263 A G
315.1 - Cins
HV1, 16078-16410 16126 T C
16195 T C
16294 C T
16296 C T
Sigara HV2, 69-390 73 A G
izmariti 195 T C
263 A G
315.1 - C ins
HV1, 15976-16300 16126 T C
16195 T C
16294 C T
16296 C T
Kulak HV2, 87-390 195 T C
pamugu 263 A G
315.1 - Cins
HV1 15992-16300 16126 T C
16195 T C
16294 C T
16296 C T




Tablo 19. Besinci olguya ait 6rneklerin dizin analizi sonuglar
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Ornekler | Kaliteli veri alinan | Polimorfik Referans dizi Gozlenen baz
aralik (bc) nokta
Sac HV2, 59-378 73 A G
195 T C
263 A G
309.1 - Cins
315.1 - Cins
HV1, 15979-16301 - - -
Tirnak HV2, 100-375 195 T C
263 A G
309.1 - Cins
315.1 - Cins
HV1, 16065-16408 - - -
Sigara HV2, 82-390 195 T C
izmariti 263 A G
309.1 - C ins
315.1 - Cins
HV1, 15989-16298 - - -
Kiipe HV?2,57-390 73 A G
195 T C
263 A G
309.1 - Cins
315.1 - C ins

HV1, 16102-16409

Tez kapsaminda ayrica 12 kisiden alinan kan Ornekleri c¢alisildi. Calisilan tiim

orneklere ait belirlenen HV1 ve HV2 genotip sonuglar1 Tablo 20’de goriilmektedir. Bu

tablonun 3. siitunundaki ilk baz referans dizide bilinen, ikinci baz ise olguda gdzlenen bazi

gostermektedir. Olgularin referans dizi ile farklilik gosterdikleri bazlarin konumlari ise ikinci

stitunda verildi. Tablodaki ilk 5 olgu eser miktarda DNA iceren ornekleri kapsamaktadir (sag,

tirnak, dis fircasi, sigara izmariti, tiras jileti, bardak kenar1 swabi, kulak pamugu). Tablo 20

olusturulurken incelenen her kisi i¢in dizin analizi yapilan ortak araliklar g6z 6niine alindi.




Tablo 20. HV1 ve HV2 bolgeleri i¢in saptanan sonuglar.
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Olgular HV1 (16119-16401) HV2 (140-320)
P"::(‘)‘L‘;Zﬁk Degisim Polimorfik nokta Degisim
1. Olgu 16223 C-T 152 T-C
16274 G-A 263 A-G
309.1 C ins
16362 T-C 309.2 C ins
315.1 C ins
2. Olgu 150 C-T
16343 A-G 263 A-G
315.1 Cins
3. Olgu 16261 C-T 152 T-C
16304 T-C 263 A-G
309.1 Cins
16319 G-A 309.2 C ins
315.1 Cins
4. Olgu 16126 T-C 195 T-C
16195 T-C 263 A-G
16294 C-T .
16296 C-T 315.1 Cins
5. Olgu 195 T-C
263 A-G
) ) 309.1 Cins
315.1 C ins
6. Olgu 263 A-G
16260 T 309.1 C ins
309.2 C ins
16399 A-G 315.1 C ins
7. Olgu 16183 A-C 153 A-G
16189 T-C 195 T-C
263 A-G
16194 A-C 315.1 C ins
8. Olgu 16256 C-T 263 A-G
16270 C-T 309.1 C ins
16399 A-G 315.1 C ins
9. Olgu 16395 T-C 263 A-G
16294 C-T 315.1 C ins
16296 C-T
10. Olgu 215 A-G
Sonu¢ alinamadi 263 AfG
309.1 Cins
315.1 Cins
11. Olgu 16129 G-A 152 T-C
263 A-G
16223 C-T 315.1 C ins
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12. Olgu 16168 C-T 150 A-G
16294 C-T 152 T-C

263 A-G

16343 A-G 309.1 Cins

315.1 Cins

13. Olgu 263 A-G
16311 T-C 315.1 Cins

14. Olgu 263 A-G
] ] 315.1 C ins

15. Olgu 16172 T-C 242 C-T
263 A-G

16189 T-C 295 C-T

315.1 C ins

16. Olgu 185 G-A
228 G-A

263 A-G

16319 G-A 295 C-T

309.1 Cins

309.2 Cins

315.1 C ins

17. Olgu 16223 C-T 189 A-G
194 C-T

195 T-C

16292 C-T 204 T.C

207 G-A

Tim polimorfik noktalar Tablo 21°de goriilmektedir. rCRS (revised Cambridge

Reference Sequence) siitununda karsilagtirma yapilan referans dizideki, degisim siitununda ise

incelenen olgularda tespit edilen bazlar yer almaktadir.

Sonuglarin genel degerlendirmesi yapildiginda Tablo 21°de goriilecegi gibi, iki kiginin

HV1 bolgesi referans dizi ile tam uygunluk gosterdi (5. ve 14. Olgular). HV2 bolgesinde ise:

a) 9. ve 14. olguda yalniz 263 A-G, 315.1 C degisimleri,

b) 1. ve 3. olguda 152 T-C, 263 A-G, 309.1C, 309.2 C, 315.1 C degisimleri saptandi.

Yani a ve b seceneginde belirtilen kisilerin HV2 i¢in ayn1 genotipe sahip olduklari

belirlendi. Ancak HV1 ve HV2 bdlgeleri birlikte degerlendirildiginde calismaya katilan 17

kisinin tiimiiniin farkli birer genotipe sahip olduklar1 saptandi.

Biitiin olgularda HV2 boélgesinde yer alan 263. bazin Cambridge referans dizisiyle

farklilik gosterdigi ve 315. bazdan sonra bir adet C insersiyonu (ins) oldugu belirlendi.
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Tablo 22°de Referans diziden farklilik gdsteren noktalarin gozlendigi kisi sayist ve

goriilme sikliklar1 yer almaktadir.

Polimorfik noktalar incelendiginde, goriilen mutasyonlarin ¢ogunlugunun (69.52 %)
transisyon tipi mutasyon oldugu goriildii. Sadece 16194 ve 16183 polimorfik noktalar
transversiyon tipi mutasyonlarla meydana gelmistir ve bu mutasyonlar birer kez tespit
edilmistir. Insersiyonlar 3 noktada belirlenmistir (309.1 309.2 ve 315.5) ve insersiyonlarin

goriilme siklig1 28.57 % olarak hesaplandi.



Tablo 21. Tiim olgularda belirlenen polimorfik noktalar
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Polimorfik
noktalar

rCRS

Degisim

1

2

11

12

13

14

15

16

17

HV2

150

152

153

185

189

194

195

204

207

2|2 |2 |2

215

228

242

263

295

aFaaza==arxa»-an

= Q=P QP aaHEQ P Q0=

< |2 |2

2 2

309.1

309.2

315.1

2L 2 =2 <

2L 2 =2 <

2L 2 =2 <

2 |2 |2

<22 2|2 <

HV1

16126

16129

16168

16172

16183

16189

< (2

16192

16194

16195

= Aa-EP-an ="

aa-=a0aa-HE»n
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Polimorfik rCRS
noktalar

Degisim

11

12

13

14

15

16

17

16223

16256

16260

16261

16270

16274

16292

16294

16296

HV1

16304

16311

16319

16325

16343

16362

16395

=== Q== A a0 a0 an
Qaaaairaa= == ==----

16399

* HV1 boélgesinden sonug alinamamustir.



Tablo 22. Referans diziden farklilik gosteren noktalarin dagilimi
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Noktalar rCRS Degisim Gozlenen Kkisi Goriilme
sayisl sikhig1 (%)
150 C T 2 1,90
152 T C 4 3,80
153 A G 1 0,95
185 G A 1 0,95
189 A G 1 0,95
194 C T 1 0,95
195 T C 4 3,80
204 T C 1 0,95
207 G A 1 0,95
215 A G 1 0,95
228 G A 1 0,95
242 C T 1 0,95
263 A G 1 16,19
295 C T 2 1,90
309.1 - Cins 9 8,57
309.2 - Cins 4 3,80
315.1 - Cins 1 16,19
16126 T C 1 0,95
16129 G A 1 0,9
16168 C T 1 0,95
16172 T C 1 0,95
16183 A C 1 0,95
16189 T C 2 1,90
16192 C T 1 0,95
16194 A C 1 0,95
16195 T C 1 0,95
16223 C T 4 3,80
16256 C T 1 0,95
16260 C T 1 0,95
16261 C T 1 0,95
16270 C T 1 0,95
16274 G A 1 0,95
16292 C T 2 1,90
16294 C T 3 2,85
16296 C T 2 1,90
16304 T C 1 0,95
16311 T C 1 0,95
16319 G A 2 1,90
16325 T C 1 0,95
16343 A G 2 1,90
16362 T C 1 0,95
16395 T C 1 0,95
16399 A G 2 1,90
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5 TARTISMA

DNA analizleri ile giinlimiizde pek ¢ok dava aydinlatilmaktadir. Rutin olarak
uygulanan analiz yontemlerinin sonu¢ vermedigi durumlarda ise mitokondriyal DNA dizin
analizi gibi alternatif yontemlere basvurularak sonu¢ alinabilir. Bu tez ¢aligmasinda; sag,
tirnak, sigara izmariti, dis fircasi, kiipe, bardak kenarindan alinmis salya, sakiz gibi
orneklerden DNA izolasyonu ve mitokondriyal DNA’nin D-loop (HVI ve HVII) bdlgesinin
dizin analizinin optimizasyonunun yapilmasi amaglandi. Mitokondriyal DNA dizin analizi
icin caligilan yOntemin optimizasyonu ve rutin uygulamaya girmesi giiniimiizde halen

coziilememis birgok olgunun aydinlatilmasina fayda saglayacaktir.

Adli bilimlerde mitokondiyal DNA caligmalarinda siklikla HV1 ve HV2 bolgelerinin
dizin analizleri yapilir (Holland ve ark, 1999). Ayrica tek niikleotid degisimi (SNP)
analizlerinden yararlanilmaktadir (Vallone ve ark. 2004). Ancak mitokondri analizlerinin
ayirim giliclinii arttirmak igin HV1/HV2 bolgeleri dizinlenmesi ve mitokondriyal SNP
caligmasinin es zamanli yapilmasi Onerilmektedir (Parsons ve ark 2006). SNP lokuslari
cogunlukla bialelik olduklar1 i¢in ayrim giicleri diisiiktiir. Bu nedenle analizlerinde yeterli
ayirim giiciine ulasmak icin ¢ok sayida lokusun incelenmesi gerekir. incelenen bélgelerin
seciminde etik degerler dikkate alinmali, kiginin 6zel bir durumunu yansitmayan (hastaliklarla
ilgili veya etnik koken gibi bilgiler vermeyen) SNP lokuslar1 tercih edilmelidir. HV1/HV2
yiiksek degisken bolgeleri mitokondriyal genomun kodlama yapmayan kontrol bolgesindedir.
STR bolgeleri gibi HV1/HV2 bolgeleri de kodlama yapmaz ve kisinin fenotipinde bir etkileri

yoktur. Bu tez ¢alismasi adli bilimler etigine uymaktadir.

Adli bilimlerde genel yaklasim DNA iizerinde kii¢iik bolgeler ile ¢alismaktir. Bunun
sebebi DNA miktar1 az ve bozulmus 6rnekle ¢alisma zorunlulugudur. Bu ¢alismada incelenen
HV1 bolgesi amplikonlar1 443 bg, HV2 bolgesi amplikonlari ise 375 b¢ uzunlugundadir. Bu
amplikon boyu adli bilim ¢aligmalar1 i¢in uzundur ve ¢ogaltilmasi zordur. Adli bilimciler bu
zorlugu gidermek i¢in amplikon uzunlugu yaklasik 250 bg¢ olacak sekilde (HV1 ve HV2
primerlerin baglandig1 bolgeler de dahil) primer dizayni yapmaktadir (Rapley ve ark. 2007).
Bu calismada incelenilen bolgeler degrade ornekler i¢in Onerilen uzunluktan fazla olmakla
birlikte, eser miktarda DNA igeren 6rneklerden basari ile dizinleme yapilmistir. Ayrica dizin
analizinde ilk ve son bazlarda artefak piklerden otiirii kayiplar beklenecegi i¢cin amplikonlarin

boyu ne kadar fazla segilirse kayiplarin biitiine etkisi o kadar azalir.
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DNA dizin analizi i¢in giiniimiizde kullanilan pek ¢ok yontem vardir (Franca ve ark.
2002). Bu yontemlerden adli laboratuarlarda kullanilmaya en uygun olan1 Sanger dizinleme
metodudur. Adli laboratuarlarda kimlik tespitinde rutin olarak STR analizleri yapilir. STR
analizlerinde kullanilan temel cihazlar PCR ve kapiler elektroforez aletleridir. Sanger yontemi
kullanilarak yapilan dizin analizleri de aym cihazlarla yapilabilmektedir. Bu calisma 1. U.
Adli Tip Enstitiisii laboratuarinda mevcut olan PCR ve kapiler elektroforezinde Sanger

metodu kullanilarak gerceklestirildi.

Orneklerden DNA izolasyonu optimize edilirken kullanilan ticari Kitlerin
prosediirlerinde modifikasyonlar yapilarak ve elde edilen DNA konsantrasyonlar1 artmistir
(ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kits Instruction Manual, 2005, QIAamp® DNA
Micro Handbook, 2010). Ozellikle tirnak ve sa¢ drneklerinden DNA izolasyonu esnasinda
Dithiothreitol (DTT) ilavesinin, elde edilen DNA miktarini arttirdign gozlendi. DTT sag¢ ve
tirnagin yapisinda bulunan disiilfit baglarin1 yikar. DTT nin hiicrelerin kimyasal ve enzimatik
olarak parcalandigi liziz asamasinda eklenmesi gerekir (Hiihne ve ark. 1999). Diger bir
modifikasyon ise inkiibasyon siiresinin uzatilmasidir. Ozellikle sa¢ ve tirnak ornekleri, lizis
tamponunda, 56°C’de 12 ila 24 saat arasinda bekletildiginde, izolatlardaki DNA

konsantrasyonunun belirgin oranda arttig1 saptanmistir.

Takilar, dis firgasi, tirag jiletleri, bardak kenari gibi esyalardan elde edilen epitel
hiigrelerini par¢alamak i¢in kullanilan lizis tampon ile sa¢ ve tirnak gibi dehidrete olmus
yliksek oranda protein iceren ornekler i¢in kullanilan lizis tamponun igerigi baz1 farkliliklar
gostermektedir. Ornegin sa¢ ve tirnagmn lizis tamponuna indirgen madde olarak DTT ve
eklemek gerekmedi (McNevin ve ark. 2005). Dehidre olmamig epitel hiicrelerinin lizisi i¢in
pH’1 ayarlayan tampon, deterjan ve tuzlar yeterli olmaktadir (Sambrook ve ark. 2001). Ancak
bu c¢alismada kullanilan kitlerin prosediirlerinde Onerildigi lizere epitel hiicrelerinin lizis
tamponlarina proteinaz K enzimi eklenmis ve basarili sonu¢ alinmistir. Epitel hiicresinin
parcalanmasi daha kolay oldugu i¢in inkiibasyon zamanlari kullanilan QIAamp DNA Micro

Kit’in prosediiriinde belirtildigi gibi 1 ila 2 saat aras1 secilmistir.

Lizis tamponlarinda kullanilan DTT nin elde edilen toplam DNA miktarint diigiirdiigi
ile ilgili de arastirmalar yapilmistir. Kalbe ve arkadaslarinin (Kalbe ve ark. 1988) yaptiklari

arastirmada, lizis tamponlarinda indirgeyici madde olarak kullanilan DTT’nin DNA’daki
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niikleotidleri dideoksiniikleotidlere indirgeyebilecegi ortaya konulmustur. Dolayist ile DTT
konsantrasyonu ¢ok yiiksek olmamalidir. Tez ¢alismasi esnasinda 1 ml lizis tamponunda 20
mM DTT konsantrasyonu ile sa¢ ve tirnak oérneklerinden basar1 ile DNA izole edildi ve PCR
yontemi ile DNA ¢ogaltilabildi.

Proteinaz K yada endopeptidaz K stabil, yiiksek aktivite gosteren subtilisin ailesine ait
bakteriler tarafindan sentezlenen bir proteaz enzimidir. Keratini pargalayabilen proteinaz K
ayn1 zamanda DNA’y1 degrade edebilen deoksiriboniikleaz enzimlerini de hedef alir (Kraus
ve ark. 1976). Proteinaz K aktivitesi i¢in kalsiyum iyonlarinin ortamda bulunmasi

gerekmektedir. Bu nedenle kalsiyum ticari kitlerin lizis tamponlarinda yer almaktadir.

Ornekler lizis asamasinda parcalanip DNA’larimi ortama verdiler. Lizis asamasindan
sonra ortamdaki DNA’lar kullanilan ticari kite gore farkli sekillerde izole edildi. Kullanilan
kitlerden biri lizatlardaki DNA’y1 silika membrana baglar (QIAamp® DNA Micro Handbook,
2010). Kademeli santrifiijj asamalarinda ethanol igeren yikama tamponlar1 kullanilarak
membrana baglanmigs DNA kontraminantlardan (proteinler, hiicresel kanitlilar) arindirilir.
Kullanilan diger kit ise (ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kit) diisik pH
degerlerinde pozitif yiikli olan manyetik boncuklar ile DNA’y1r baglamaktadir
(ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kits Instruction Manual, 2005). Manyetik bir
stand yardimi ile DNA’y1 baglayan boncuklar izolasyon tiiplerinin bir boliimiine ¢ekilir ve
ortamdaki kontaminantlardan temizlenir. Ortam pH’s1 arttirilarak manyetik boncuklara pozitif
ylk kazandirilir ve bdylece DNA serbest birakilir. Sa¢ ve tirnak 6rneklerinin izolasyonunda
iki kit de denendi ve ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kit ile daha yiiksek
konsantrasyonlarda DNA izole edildi.

Incelenilen drnekler arasinda en yiiksek konsantrasyonda DNA tirnaktan elde edildi.
Sa¢ ve tirnak benzer keratinize yapilar olsa da tirnaktan daha fazla DNA izole edilebilindigi
bilinmektedir (McNevin ve ark. 2005, Heywood ve ark. 2003, Kaneshige ve ark. 1992).
Epitel hiicrelerin bulastiklar jilet, kulak pamugu, bardak kenari1 sivabi, dis fircasi, sigara
izmariti ve sakiz gibi 6rneklerde ise malzemelere bulasan hiicreler ¢ok diisiik sayida olduklari
icin DNA konsantrasyonlar: tirnaga gore daha diisiiktlir. Koksiiz sagtan nucDNA ile genotip
tayinini ¢ogu zaman basarisiz olmaktadir. Bunun nedeni sa¢ yapist olusurken nucDNA’nin
yiiksek derecede degrede olmasidir (Linch ve ark. 2001, Ferri ve ark. 2001). Bu calismada

koksiiz sactan izole edilen mtDNA’nin kontrol bdlgesi tiplendirilebildi. Literatiir taramasi
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yapildiginda kokstiz sa¢ orneklerinin genotiplenmesinde en sik kullanilan yontemin mtDNA
analizleri oldugu saptanmistir (Hiithne ve ark. 1999, Grafty ve ark. 2005, Wilson ve ark. 1995,
Takayanagi ve ark. 2003).

Mitokondriyal DNA HV1 ve HV2 bolgeleri dizinlemelerinde bolgelerin ne sekilde
cogaltilacag1 ve ne sekilde dizinlenecegine dair farkli yontemler vardir (Brinkmann ve ark.
2000). Bu yontemler temelde DNA izolasyonu, PCR asamasi, PCR sonrasi temizlik,
dizinlemeye yonelik 2. PCR, 2. PCR driinlerinin temizligi ve elektroforetik analiz
asamalarindan olusur. Yontemlerin farki ise primerlerin se¢imi ve cogaltilacak bdlgenin
saptanmasi ile belirlenir. Yontemlerden biri mtDNA D-Loop bélgesinin tiimiinii kapsayan bir
primer ¢ifti belirlenip birinci PCR asamasinda D-Loop bdlgesinin tamaminin ¢ogaltilmasini
kapsar (Brandstitter ve ark. 2004). Ilk PCR asamasinda cogaltilan D-Loop bélgesinin
dizinlenmesi ise bu bolgenin i¢indeki dizilere uygun alternatif bir primer segilerek yapilir.
Dizinlemeye yonelik 2. PCR reaksiyonlarinda unutulmamasi gereken her zaman tek bir adet
primerin kullanilmas1 gerektigi ve kullanilan primer hangi mtDNA zincirine ait ise o zincirin
dizin analizinin yapilacagidir. Yontem D-Loop bdlgesini tamamiyla ¢ogalttigi ve dizinleme
primerleri ¢ogalan bolgenin iginden secildigi i¢in D-Loop bolgesindeki yiliksek mutasyon
orant gOz Oniine almmali ve 2. PCR primerlerinin baglanma noktalarinda meydana
gelebilecek mutasyonlarin PCR asamasini olumsuz etkileyebilecegi géz oniline alinmalidir

(Parson ve ark. 2007).

Diger yontem ise HV1 ve HV2 bélgelerinin 6zgiil primer ciftleri kullanilarak farkli
PCR reaksiyonlarinda gogaltilmasina dayanir (Parson ve ark. 2007). Daha sonra dizinlemeye
yonelik 2. PCR asamasinda birinci PCR asamasinda kullanilan primer ¢iftlerinden tek bir
tanesi kullanilir. Primerin baglanacagi bolge ilk PCR asamasinda ¢ogaldigi i¢in ayni primer
bu sefer ¢cogalan DNA’ya baglanir ve dizin analizi gerceklestirilir. Tez caligmasi1 esnasinda
eser miktarda DNA tasiyan 6rnekler kullanildigi i¢in ve bu 6rneklerde DNA’nin degrade olma
riski géz Oniine alinarak, HV1ve HV2 boélgelerinin ayr1 PCR reaksiyonlarinda ¢ogaltilmasini
kapsayan ikinci yontem kullanildi. Boylece yaklagik 1122 bazlik uzun bir D-Loop bolgesinde
meydana gelebilen degredasyon ve kirilmalar sonucu PCR asamasinin basarisiz olmasinin
onlenmesi amaclandi. HV1 ve HV2 bolgeleri ayr1 ayr c¢ogaltildiklarinda 1. PCR
amplikonlarinin boyu daha kisa olmaktadir. Eser miktarda DNA tasiyan degrade orneklerde
her zaman kisa boylardaki amplikonlarla ¢alismak tercih edilmelidir (Grubwieser ve ark.

2006, Butler ve ark. 2003).
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Bu ¢alismada DNA c¢ogaltma ve dizin analizi i¢in diisiik miktarda DNA ile ¢aligmaya
uygun olan Pajni¢ Z. 1. ve arkadaslarimin (Pajni¢ ve ark. 2003) PCR kosullar1 uygulanda.
Yontemin hassasiyetini belirlemek icin DNA konsantrasyonlar1 ve genotipleri bilinen DNA
ile calisildi. Birinci PCR asamasinda 0.12 ng/ul, 0.08 ng/ul, 0.06 ng/ul, 0.04 ng/ul, 0.02 ng/ul,
0.01 ng/ul ve 0.004 ng/ul olan DNA konsanrasyonlar1 kullanildi. Basarilt bir dizin analizi
icin en fazla 0.12 ng/ul ve en az 0.01 ng/ul DNA konsantrasyonu kullanmak gerektigi

saptandi.

1. PCR friinlerinin saflastirilmast agamasinda tercih edilen EXO 1 ve SAP
enzimleriyle inkiibasyon, PCR sonras1 ortamda bulunan fazla primer ve dNTP’lerin enzimatik
yolla parcalanmasini saglamak amaci ile yapilir (Parsons 2006). Kullanilan prosediirde
onerilen miktar 15 pl lik PCR fdirlinii iizerine 4.3 {inite (U) SAP ve 11.6 U EXO 1
enzimlerinden eklenmesidir (Arga¢ 2010). Ancak dizin analizinde ikinci PCR i¢in kullanilan
PCR f{iriinii hacmi 15 pl’den daha diisiik oldugu i¢in (0.46 pl) PCR iiriin miktar1 ve enzim
miktarlar1 % oraninda azaltilarak kullanildi. Bu sekilde basarili sonu¢ alindi. Bu nedenle

EXO-SAP enzimlerinin daha diisiik miktarlarda kullanilabileceklerine karar verildi.

2. PCR reaksiyonuna eklenmesi gereken kalip DNA miktarini hesaplamak i¢in kullanilan
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit’inin protokoliine bakildi. 300 ile 400 bg
uzunlugundaki bdlgeler i¢in Onerilen EXOSAP ile saflagtirilmig PCR iirlin miktar1 3-10
ng’dir. Bu ¢aligmada Ek 2’de anlatilan fliiorometrik yontemle EXO-SAP’l1 PCR f{iriinlerinin
DNA konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve 6l¢iilen biitiin iirlinler i¢in miktarlarin 10 ila 20 ng/ pl
arasinda degistigi saptandi. Dolayisi ile 0.46 pl EXOSAP ile saflagtirilmis PCR {iriinlerinin 2.
PCR reaksiyonunda basarili sonug verecegine karar verildi. BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit’in protokoliinde; kit i¢cinde yer alan hazir reaksiyon karisimindan reaksiyon
basina 8 ul veya 4 pl kullanilabilecegi belirtilmektedir. Kullanilan malzemede tasarrufa
gitmek icin tez ¢aligmasinda 2. PCR asamasinda 4 pl hazir reaksiyon karigimi kullanildi.
fkinci PCR reaksiyonu toplam hacimleri degistirilmedigi icin kullanilan hazir reaksiyon
karistminin miktar1 azaltilinca meydana gelebilecek pH ve MgCl, konsantrasyonu farklarini
ortadan kaldirmak i¢in Applied Biosystems 5X dizinleme tamponu PCR ortamina ilave edildi
(Applied Biosystems 5X Sequencing Buffer, Product Insert, 2002).

Dizinleme reaksiyonu sonrasi, ortamdaki baglanmamis floresan isaretli ddNTP’lerin

temizligi icin DyEx 2.0 Spin Kit kullanildi. Hazir saflagtirma kiti, dizinleme sonrasi
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geleneksel temizleme yontemi olan etanol ile ¢oktiirme yontemine gore daha pratik, hata orani
disiik, saglikli ve hizli oldugu i¢in tercih edildi (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer User’s
Manual, Applied Biosystems, 2001). Temizleme isleminden daha basarili sonuglar almak icin,
Dyex Spin kolondaki santrifiijle jel hale gelen yiizeyin orta noktasina 6rnek dikkatlice eklendi
ve santriflij edildi. Dyex Spin kolon prosediiriinde jel olusma ve ornegin jelden gecirilme
asamalarinda yapilan santrifiij i¢in Onerilen siire 3 dakikadir. Ancak bu prosediir
uygulandiginda {iriiniin istenilen oranda temizlenmedigi saptandi. Yapilan deneyler
sonucunda en basarili temizlik igleminin birinci santrifiijde siirenin 4 dakikaya ¢ikarildiginda,
ikinci santrifiij stiresinin ise 2 dakikaya indirildiginde alindig1 belirlendi ve ¢alismanin bundan

sonraki asamalarinda bu siireler kullanildi.

Kullanilan dizinleme kit prosediirii gerekli sinyal siddetinin saglanmasi igin
saflastirilmis PCR {irtinlerinin kurutulmasini 6nermektedir. Bu ¢alismada kurutma islemi

gerec ve yontemde belirtildigi sekilde uygulandi ve basarili sonug alindu.

Bu ¢aligmada kullanilan yontemin tekrarlanabilirligini gostermek i¢in bir adet 6rnek ti¢
kez galigildi. 2. tekrar, calismanin {izerinden 7 ay gectikten sonra ayni kisi tarafindan, 3. tekrar
ise farkli bir kisi tarafindan yapildi. Elde edilen genotipler karsilastirildiginda ayni 6rnegin
ayni kisi tarafindan farkli zamanlarda ve farkl kisi tarafindan farkli zamanlarda ¢alisildiginda

ayni genotipin elde edildigi belirlendi.

Calisma sonuclar1 genel olarak degerlendirildiginde belirlenen 34 genotip iginde, 73
transizyon, 2 transversiyon ve 30 insersiyon saptandi. Belirlenen degisimlerin % 35.23’1 HV1
ve % 64.77°si HV2 bolgesindedir. Transisyon tipi nokta mutasyonlar1 transversiyon tiplerine
gore daha sik rastlanir. Transisyon, bir piirin ya da pirimidinin baska bir piirin ya da pirimidin
ile yer degistirmesi demektir. Transversiyon, bir piirinin yerini pirimidinin almasi ya da tam
tersidir. En ¢ok transversiyon C’nin G’ye doniistiigii noktalar olup, ¢ogunlukla HV2
bolgesinde rastlanmaktadir (Maruyama, ve ark. 2003, http://www.mitomap.org). Bu
calismada insersiyonlar ise HV2 bolgesinde 303 ile 316 noktalar1 arasindaki C tekrari
bolgesinde gozlendi. Incelenen olgularda bu noktalarda farki sayilarda C tekrarlar1 oldugu
saptandi. Bu bolgedeki C tekrarlart kisiler arasinda yiiksek oranda uzunluk polimorfizmi
gosterdigi i¢in adli kimliklendirmede kullanima uygundur. Tiim popiilasyon gruplarinda ard

arda siralanan C insersiyonlar1 yaygindir (Feng ve ark. 2009).
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HV1 ve HV2 bdlgelerinde bulunan C/G tekrarlari dizinleme analizlerinde teknik
zorluklar meydana getirir. HV1’de 16184 ve 16193 arasinda, HV2 bélgesinde 303 ve 315
bazlar1 arasinda C/G tekrarlarina rastlanmaktadir (Carracedo ve ark. 2000, Stewart ve ark.
2001). Bu tekrarlar arasinda 16189. ve 310. bazlar birer T niikleotidir. HV1 bdlgesi igin
16819. ve HV2 bolgesi i¢in 310. bazda olusan bir transisyon ile T’nin C’ye doniisiimii
uzunluk heteroplazmisi  olarak  degerlendirilir. Uzunluk heteroplazmileri  goriilen
mtDNA’larda replikasyonun hatali olma olasilig1 artar (Hauswirth ve ark. 1984). Coklu G/C
tekrarlarinin  bulundugu bolgelerin replikasyonu sirasinda bu boélgelerdeki G/C  tekrar
sayilarinda artma ya da azalma olabilmektedir. Bu durum dizinleme analizlerinde C
tekrarlarindan sonra gelen dizilerin net bir sekilde belirlenmesini Onler. Tez caligmasinda
incelenen iki kiside (Tablo 21, 7. ve 15. olgular) 16189. bazda T-C degisimi goriilmektedir.
Bu kisilerin HV1 dizisinin C tekrarlarindan sonra gelen kismi belirlenememistir. Bu sorun C
tekrarlarin1 hedef alan dizinleme primerleri kullanimi ile ¢oziilebilir. C tekrar hedef alan
primer kullanimi ile C tekrarlarindan sonra gelen diziler belirlenebilse de, C tekrarlarinin

kesin sayisi tam olarak belirlenememektedir (Rapley 2007).

Incelenilen bolgelerin uzunluklar1 her yiiriitmede farklilik gosterdigi saptandi ve bu
farklilik Tablo 15 - 19 arasinda kaliteli veri alinan aralik stitununda gosterildi. Kaliteli veri
alinan aralik sonuclarin yorumlandigi SeqScape 2.7 yaziliminin kesintisiz kaliteli dizin analizi
bilgisi alinan baz araligidir. Bu farklilik DNA’larin safligindan kaynaklanmaktadir. Dizinleme
reaksiyonlarinda ilk ve son bazlarda diisiik sinyal kalitesi ve artefak pikler beklenir.
Dizinlenen bdlgenin basindaki ve sonundaki bu diziler degerlendirmeye alinmaz. Bazi
orneklerde dizin analizinin basinda ve sonunda daha fazla artefak piklere rastland1 ve bu
bolgeler inceleme kapsamina alinmadi. Tablo 15 — 19 arasinda ayni olgularin incelenilen
farkli 6rneklerinde, her 6rnegin analizinde kaliteli veri alinan aralik farkli biiyiikliikte oldugu
icin saptanan polimorfik noktalarin sayisi degisim gosterdi. Bu degisimin sebebi heteroplazmi
degildir. Sonuclar degerlendirirken eger iki 6rnek karsilastirilacaksa, iki 6rnek i¢in incelenilen

ortak araligin géz oniine alinmasi gerekir.

Her ne kadar tez caligmasinin ornek sayisi az olsa da elde edilen sonuglar daha genis
kapsamli caligsmalar i¢in bir 6n adim olusturmaktadir. Sonuglar incelendiginde her farkli kisiyi
HV1ve HV2 profillerini géz 6niine alarak birbirinden ayirmak miimkiin olmustur. HV1 ve
HV?2 bolgelerinin birlikte dizinlenmesiyle ulasilacak ayirim giicli farkli toplumlarda yapilan

arastirmalarla saptanmigtir. Tagliabracci ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calismada
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Italyan toplumu igin iki kisinin rastgele aynm1 HV1ve HV2 profillerine sahip olma sanslari
1.9% (Tagliabracci ve ark. 2000), Brandstaetter ve arkadaslarinin 2007 yilinda Almanya’da
yaptiklar1 calismada 0.79% (Brandstaetter ve ark. 2007), Kato ve arkadaslarinin 2008 yilinda
Japonya’da yaptiklar1 calismada 1.95% (Kato ve ark. 2008) olarak hesaplanmistir.
(Brandstaetter ve ark 2007, Kato ve ark, 2008, Tagliabracci ve ark, 2000). Ayirim giicii her ne
kadar yiiksek olsa da adli bilimlerde rastgele iki kisiyi birbirinden ayirmak i¢in yeterli
degildir. MtDNA analizlerinde ayirim giiclinii ytikseltmek icin HVIve HV2 bolgeleri

dizinlenmesi ile birlikte mitokondriyal SNP analizi yapilmasi 6nerilmektedir (Parsons, 2006).
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6 OZET

Adli bilimler olay yerinde baslar. Gliniimiizde en karmasik ve ardinda iz birakilmadigi
distintilen suglarin bile ¢oziimii, adli bilimler sayesinde miimkiin olmaktadir. Tiim bu
gelismelere ragmen bazi 6zel durumlarda, o6zellikle eser miktarda elde edilen biyolojik
materyal soz konusu oldugunda genomik DNA iizerinden bir olguyu aydinlatmak miimkiin
olmayabilir. Bu durumda hiicrenin DNA tasiyan bir diger organeli olan mitokondriler i¢inde
yer alan mitokondriyal DNA (mtDNA) kullanilabilir. Mitokondriler hiicre i¢inde ¢ok sayida
bulunduklar1 i¢in (~1000) ¢ekirdek DNA’ya oranla hasar goérmemis halde mtDNA elde
edilme olasiligt olduk¢a yiiksektir. Adli bilimlerde mtDNA’nin polimorfik bdélgeleri
kullanilmaktadir. MtDNA baz dizisinde en yiiksek polimorfizm, kodlama yapmayan kontrol
bolgesi dizilerinde (1120 baz ¢ifti boyunda) goriiliir. Bu kontrol bdlgesi 3 adet polimorfik
yliksek degisken bolge icerir: HV1 (16024—16383), HV2 (73-354), HV3 (438-574). Yaygin
olarak HV1 ve HV2 bélgelerinin dizin analizi yapilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci kan, sag,
tirnak, kiipe, dis fircasi, kulak pamugu, bardak kenar1 svabi, sakiz, jilet, sigara izmariti, gibi
orneklerden DNA izolasyonu ve mitokondriyal DNA’nin ileri degisken HV1 ve HV2
bolgelerinin dizin analizinin optimizasyonunun yapilmasidir. Optimizasyon asamasinda
yontemde bazi modifikasyonlar yapildi. Arastirmada birbirleriyle akrabalik iligkisi
bulunmayan 5 kisiden kan, sag, tirnak, kiipe, dis fir¢asi, kulak pamugu, bardak kenar1 svabu,
sakiz, jilet, sigara izmariti gibi materyaller ve farkli 12 kisiden alinan kan 6rnekleri ¢alisildi.
Birinci PCR asamasinda, hedef bolgelere 6zgii primerler ile HV1 ve HV2 bolgeleri ayri
reaksiyonlar halinde ¢ogaltildi, ikinci PCR asamasinda ise Applied Biosystem BigDye v3.1
Cycle Sequencing Kit kullanildi. Dizin analizi bilgisayar kontrollii kapiler elektroforez
cihazinda yapildi. Sonuglar Sequence Scanner, SeqScape (Applied Biosystems) ve
Sequencher 4.10.1 yazilimlar ile analiz edildi. Aymi kisilere ait farkli 6rneklerden aym
sonuglar elde edildi. incelenilen genotiplerde en sik rastlanan polimorfik nokta 263, A-G
nokta mutasyonu ve 315.1 C insersiyonudur. Orneklerin ait oldugu kisilerin profilleri kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda iki kisinin HV1bdlgelerinin referans dizi ile farklilik
gostermedigi, “152, T-C 263, A-G 309.1 C 309.2 C 315.1 C” HV2 profiline ise iki kiside
rastlandig1 belirlenmistir. Yontemin Tiirkiye’deki kriminal laboratuarlarda rutin olarak
kullanima baglayabilmesi i¢in Tirk toplumunda HV1 ve HV2 bdlgelerinin popiilasyon

verilerinin arastirilmasi gerekmektedir.
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7 SUMMARY

Forensic sciences begin at the crime scene. Nowadays, even the most complex crimes
can be solved with the help of forensic sciences branches. Despite all these developments,
some cases are even harder to solve, especially when there is not sufficient, or degraded
biological evidence. Most of these degraded biological samples can’t be genotyped with the
routine STR analyzes. At these cases, mitochondrial DNA analyzes can be done to correctly
genotype the degraded samples. The most diversity between two random mtDNA molecules
is in the control region of mtDNA. The control region of mtDNA consists of 3 hyper variable
regions: HV1 (16024-16383), HV2 (73-354), and HV3 (438-574). In routine, HV1 and HV2
regions are used for forensic analysis. The aim of this work were optimizing the sequencing of
mtDNA’s HV1 and HV2 regions from samples like hair, nails, earrings, toothbrushes, g-
tips, glass edge swabs, gums, razors and cigarette butts. At this work 5 unrelated individuals’
samples mentioned above were sequenced and other 13 individuals blood samples were
sequenced for the reliability of the procedure. In the first PCR reaction, the target regions
were amplified separately with their specific primer pairs and in the second PCR reaction
Applied Biosystem BigDye v3.1 Cycle Sequencing Kit was used. The electroforetic
separation of the products was carried out on capillary electrophoresis, and results were
analyzed with Sequence Scanner, SeqScape (Applied Biosystems) and Sequencher 4.10.1
software’s. The most common polymorphic positions are 263, A>G point mutation, and
315.1 C insertion. The HV2 profile “263, A-G 315.1C” has been observed on 2 individuals
and “152, T-C 263, A-G 309.1 C 309.2 C 315.1 C” profile has been observed on 2
individuals. 2 individual also shared a profile same as rCRS on their HV1 regions. Every
analyzed person has unique HV1 + HV2 profiles together. Although it was possible to
distinguish every analyzed individual according to their HV1 and HV2 profiles together, a
more comprehensive population study should be done at Turkey to calculate the population

frequencies, for HV1 and HV2 sequencing to take its place in forensic laboratories.
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EKLER

Ek 1 DNA izolasyon Prosediirleri

Kil ve tirnak érneklerinden Invitrogen ChargeSwitch® Forensic DNA Purification Kit

kullanilarak modifiye edilmis DNA izolasyonu prosediirii

I.Baglamadan 6nce 55 °C’ye etiiv ayarlandi.
I1. K1l kokii steril makas yardimu ile kesilip uzaklastirildi, kalan kisimlar 0.5-1 santimetrelik
parcalar halinde kesildi. 1.5 veya 2.0 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 6rnekler yerlestirildi.

III. Tirnaklar distile su ile yikanip temizlendi ve yilizey alanmi arttirmak igin 0.5-1
santimetrelik parcgalar halinde kesildi. Kesilen tirnak pargalar1 1.5 ml’lik mikrosantrijiif
tiiplerine aktarildi.

IV.Orneklerin alindig tiiplere izolasyon kitinin igeriginde yer alan lizis tamponundan 1 ml,
Proteinaz K ¢ozeltisinden 10 pl, kitin igeriginde bulunmayan toz halindeki DTT maddesi
sulandirilip hazirlanan 20 pl IM DTT eklendi.

V.Karisimlar 10 saniye vortekslendi.

VI.Ornekler 55 °C’ye getirilmis etiive yerlestirildi. Bir gece boyunca drnekler inkubasyona
birakildu.

VII.Inkubasyon asamasindan sonra tiiplerdeki ayrismis DNA’y1 da igeren sivi steril bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

VIIILKit i¢erigindeki manyetik boncuklarin bulundugu tiip vortekslendi ve igerigi homojen bir
karisim haline getirildi.

IX.Lizatin iizerine 200 pl CS purification tamponu eklendi. Bu asama ortamin pH’in1 6.5in
altina diistirdii. Diisiik pH degerlerinde manyetik boncuklar pozitif yiik kazandi ve
ortamdaki DNA’ya tutundu.

X.Ornegin iizerine 20 pl manyetik boncuk karisimi eklendi.
XI.0da sicakliginda 1-5 dakika inkubasyona birakildi.
XII.Ornekler manyetik mikrosantrijiif tiipii standina yerlestirildi. 1 dakika bekletildi.
XIII.Manyetik boncuklar ve bagladiklar1 DNA mikrosantrifiij tiiplerinin manyetik standa
bakan taraflarinda pellet olusturdu.
XIV.Tiip manyetik standdan uzaklastirilmadan iist siv1 ¢ekildi ve uzaklastirildi.
XV.Tipler manyetik standdan uzaklastirildi ve 500 pl kit i¢ceriginde bulunan yikama tamponu
eklendi.
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XVI.Ornekler tekrar 1 dakikaligina manyetik boncuklarin stand etrafinda pellet olusturuncaya
dek manyetik standa yerlestirildi.
XVIL Tiip manyetik standdan uzaklastirilmadan iist siv1 ¢ekildi ve uzaklastirildi.
XVIII Yikama iglemi bir kez daha tekrarlandi.
XIX.Tiip manyetik standdan uzaklastirildi.

XX.Tiipe 50 ul kitin igeriginde bulunan ayristirma tamponu eklendi. Bu asamada ortamin pH
degeri 8.5 in {lizerine yiikseldi. 8.5 den yiliksek pH degerlerinde manyetik boncuklar
negatif yiik kazandilar ve bagladiklart DNA’dan ayrildilar.

XXI.1-5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi
XXII. Tiip 1 dakikaligina manyetik standa yerlestirildi
XXIIL. Tip manyetik standtan uzaklastirilmadan DNA’nin bulundugu st sivi ¢ekildi ve steril
PCR tiiplerine aktarildu.
XXIV.Kisa siireli i¢inde kullanilacaklarsa 4 C°de, uzun siire sonra kullanilacaklarsa -20 C°de

izolatlar saklanda.

Swab kullanilarak alinan oérneklerden ve kulak pamuklarindan QIAamp DNA Micro

Kit ile DNA izolasyonu prosediirii

L. Tras jiletlerinin izolasyona hazirlanmasi: Trag jiletlerinin yilizeyinden doku ve sakal
kalintilar1 steril swab yardimiyla alinip swaplarin basi kesilerek 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirildi. Orneklerin iizerine izolasyon kitinin igeriginde bulunan ATL
tamponundan 400 pl ve proteinaz K ¢ozeltisinden 20 pl eklenip tiiplerin kapag: kapatildi.
10 saniyeligine tiipler vortekslendi.

Il. Bardak kenart swablarinin izolasyona hazirlanmasi: Bardak kenarindan salya kalintilari
steril swab yardimiyla alinip swabin basi kesilerek 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi. Orneklerin iizerine izolasyon kitinin igeriginde bulunan ATL tamponundan
400 pl ve proteinaz K c¢ozeltisinden 20 pl eklenip tiiplerin kapag kapatildi. 10
saniyeligine tiipler vortekslendi.

. Kulak pamuklarinin izolasyona hazirlanmasi: Kulak pamuklarinin pamuk kismi kesilerek
1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Orneklerin {izerine izolasyon Kkitinin
iceriginde bulunan ATL tamponundan 400 pl ve proteinaz K ¢ozeltisinden 20 pl eklenip
tiiplerin kapagi kapatildi. 10 saniyeligine tiipler vortekslendi.

IV. Ornekler 56 C°de en az 1 saat inkiibe edildi.

V. Tiipler alind1 tizerine 400 pul AL tamponu eklendi.
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Tiiplere 1 pl tastyict RNA (1 pg/ul) karisimi eklendi.*

Ornekler 70 C°de 10 dakika etiivde inkiibe edildi.

Ornekler alind1 ve iizerlerine 200 pl etanol (%100) eklendi.

Tiipiin igerigi mikropipet araciligi ile 2ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan QIAamp®

mikro spin kolona aktarildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

. Toplama tiipii degistirildi QIAamp® mikro spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklendi ve

8000’rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipli yeniden degistirildi 500 mikrolitre AW2 eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

QIAamp® mikro spin kolona membraninin tamamen kurumasini saglamak i¢in, toplama
tiipli yeniden degistirilip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edildi.

Son olarak, QIAamp® mikro spin kolon, steril 1,5 ml lik mikrosantrifiij tlipline
yerlestirildi ve AE tamponundan 25 pl eklenerek, 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu
asamada spin kolonun membranina baglanmis olan DNA’lar AE tamponunda ¢6ziindii.

14000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAamp® mikro spin kolon atilarak, mikrosantrifiij tiipiinde kalan izolat etiketlenip agzi
parafilmle sarildi. Kisa siire icinde kullanilacaklarsa 4 C°de, uzun siire sonra

kullanilacaklarsa -20 C°de izolatlar saklandi.

* Tasiyic1 RNA, orneklerdeki genetik materiyalin spin kolon memrani tarafindan tutulabilirligini arttirir. 1 pg/ul

konsantrasyonunda tasiyict RNA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 320 pg liyofilize halde tasiyict RNA igeren izolasyon

kiti i¢eriginde bulunan tiipe 320 pul AE tamponu eklendi. Hazirlanan ¢ozelti kontaminasyon riskini azaltmak i¢in

steril PCR tiiplerine boliintip -20 C°de saklandi

Sakizdan QIAamp DNA Micro Kit ile DNA izolasyonu prosediirii:

I. Cignenmis sakizlar steril makas yardimiyla ufak parcalara boliiniip steril 1.5 ml’lik

mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. . Orneklerin {izerine izolasyon Kitinin igeriginde bulunan
ATL tamponundan 300 ul ve proteinaz K ¢ozeltisinden 20 pl eklenip tiiplerin kapagi

kapatildi. 10 saniyeligine tiipler vortekslendi

I1. Ornekler 56 C°de en az 2 saat inkiibe edildi. Tiipler alind1 iizerine 300 pl AL tamponu

eklendi

III. Tiiplere 1 pl tastyict RNA (1 pg/pl) karisimi eklendi.
IV. Ornekler 70 C°de 1 saat inkiibe edildi.
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Orneklerin iizerine 150 pl ethanol eklendi

14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Tiiplerdeki sivi dikkatlice 2mllik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan QIAamp® mikro spin
kolona aktarild1 ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi QlAamp® mikro spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklendi ve
8000’rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii yeniden degistirildi 500 mikrolitre AW2 eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

. QTAamp® mikro spin kolona membraninin tamamen kurumasini saglamak igin, toplama

tiipti yeniden degistirilip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edildi.

Son olarak, QIAamp® mikro spin kolon, steril 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiipline
yerlestirildi ve AE tamponundan 25 pl eklenerek, 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu
asamada spin kolonun membranina baglanmis olan DNA’lar AE tamponunda ¢6zilindii.
14000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAamp® mikro spin kolon atilarak, mikrosantrifiij tiipiinde kalan izolat etiketlenip agzi
parafilmle sarildi. Kisa siireli i¢cinde kullanilacaklarsa 4 derecede, uzun siire sonra

kullanilacaklarsa -20 derecede izolatlar saklandi.

Dis fircasi, kiipe ve sigara izmaritinden QIAamp DNA Micro Kit ile DNA izolasyonu

prosediirii

L.
II.

I1I.

IV.

Baslamadan 6nce 56 °C’ye etiiv ayarlandi.

Dis fir¢alarimin izolasyona hazirlanmasi: Dis firgalarinin firga taraflar1 kesildi ve 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Orneklerin iizerine izolasyon kitinin igeriginde
bulunan ATL (Tissue lysis) tamponundan 300 upl ve proteinaz K c¢ozeltisinden 20 pl
eklenip tiiplerin kapag: kapatildi. 10 saniyeligine tiipler vortekslendi.

Kiipelerin izolasyona hazirlanmasi: Kiipeler oldugu gibi 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirildi. Orneklerin iizerine izolasyon Kkitinin iceriginde bulunan ATL
tamponundan 300 pl ve proteinaz K ¢ozeltisinden 20 pl eklenip tiiplerin kapagi kapatildi.
10 saniyeligine tiipler vortekslendi.

Sigara izmaritlerinin izolasyona hazirlanmasi: Sigara izmaritleri ufak parcalar halinde
agza denk gelen kisimlari kesilip 1.5 ml’lik mikrosantrijiif tiiplerine aktarildi. Orneklerin
lizerine izolasyon kitinin igeriginde bulunan ATL tamponundan 300 pl ve proteinaz K

¢ozeltisinden 20 pl eklenip tiiplerin kapagi kapatildi. 10 saniyeligine tiipler vortekslendi.
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V. Ornekler 56 C°de en az 1 saat inkiibe edildi.
VI. Tiipler alind1 tizerine 300 pl AL tamponu eklendi
VII. Tiiplere 1 pl tasiyict RNA (1 pg/ul) karisimi eklendi.
VIIL. Ornekler 70 C°de 10 dakika inkiibe edildi.
IX. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
X. Tiiplerdeki s1vi1 dikkatlice 2ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan QIAamp® mikro spin
kolona aktarild1 ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.
XI. Toplama tiipii degistirildi QlIAamp® mikro spin kolona 500 mikrolitre AW1 eklendi ve
8000’rpm de 1 dakika santrifiij edildi.
XII. Toplama tiipli yeniden degistirildi 500 mikrolitre AW2 eklendi ve 8000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

XIII. QTAamp® mikro spin kolona membraninin tamamen kurumasini saglamak igin, toplama
tiipti yeniden degistirilip 14000 rpm de 3 dakika santrifiij edildi.

XIV.Son olarak, QIAamp® mikro spin kolon, steril 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiipline
yerlestirildi ve AE tamponundan 25 pl eklenerek, 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu
asamada spin kolonun membranina baglanmig olan DNA AE tamponunda ¢oziindii.

XV. 14000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

XVI. QIAamp® mikro spin kolon atilarak, mikrosantrifiij tiipiinde kalan izolat etiketlenip agz1

parafilmle sarildi. Kisa siire i¢inde kullanilacaklarsa 4 °C’de, uzun siire sonra

kullanilacaklarsa -20 °C’de izolatlar saklandi.

Kandan DNA izolasyonu (QIAamp® DNA Mini Kit ile)

1.200 pl kan 1,5 ml ’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu.
I1.20 pl Proteinaz K, 200 pl Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi.
II1.56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
IV.Tiipiin duvarindaki damlalarin agag1 inmesi i¢in, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
V.%96- 100 oranindaki etanolden 200 ul eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Vorteksden
sonra tekrar 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
VIL.Elde edilen karigim, 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢inde bulunan, QIAamp® mini kolona
aktarildi, kapagi kapatilarak 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
VIIL Alttaki 2 mI’lik topmala tiipti atilarak, QIAamp® mini kolon, 2 mI’lik yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi.

VIIL.500 pl AW tamponu eklenerek, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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IX.Alttaki 2 ml’lik topmala tiipli atilarak, QIAamp® mini kolon, 2 ml’lik yeni bir toplama
tiipline yerlestirildi.

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

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

XII.QIAamp® mini kolon, 1,5 mI’lik mikro santrifiij tiipline yerlestirilerek,75 ul AE tamponu
eklendi, oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edildikten sonra, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

XIII.Elde edilen izolatlar kisa siireli kullanim i¢in, +4 °C’de, uzun siireli saklama i¢in -20°C’de

muhafaza edildi.
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Ek 2 Florometrik yontem ile DNA miktarinin tayini

L

II.

I1I.

IV.

VL
VIL
VIIL

IX.

Olgiilecek ornek sayisi ve cihazin kalibrasyonu icin gerekli 2 adet standart icin yeterli
sayida 0.5 mI’lik steril tiipler ayirtild.

Tiiplerin kapaklarina orneklerin kodlar1 yazildi tiiplerin yanina herhangi bir yazi
yazilmamasina dikkat edildi.

Miktar tayin kitinin igeriginde bulunan Quant-iT™ dsDNA HS reaktifi, 6l¢iimii yapilacak
her 6rnek igin 200:1 oraninda Quant-iT™ working soliisyonu ile seyreltilerek, 200 ul’lik
karisimlar hazirlandi.

Hazirladigimiz karisimdan standartlarin dlgiilecegi tiiplere 190 pl 6rneklerin 6l¢iilecegi

tiiplere ise 199 pul aktarilda.

. Standartlardan 10 pl ¢ekildi ve tiiplere eklendi.

Orneklerden 1 pl ¢ekildi ve tiiplere eklendi.

Karigimlar kisa bir siire vortekslendi ve oda 1sisinda 5 dakika inkubasyona birakildi.
Standartlar sirastyla Qubit™ fluorometer cihazinda 6lgiildii ve aletin kalibrasyonu
yapildi.

Ornekler sirastyla okutuldu ve DNA miktarlar1 not alindi.
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Ek 3 DyeEx 2.0 spin kit calisma mekanizmasi

Ticari kit jel-filtreleme kromatografisi prensibi ile calisip, molekiillerin molekiiler
agarliklarin1 baz alarak birbirlerinden ayirir. DNA gibi yiiksek molekiiller agirliklt molekiiller
santrifiij yapildiginda jeli cabuk terk ederken, fliioresan isaretli baglanmamis ddNTP’ler jelin

porlar i¢ine niifuz eder ve jel i¢inde tutulur. Kitin ¢calismasi Sekil 15°de goriilmektedir.

PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

Kolon dolgu maddesi

Floresan isaretli ddNTPler

O
=
r\ DNA
Saflastirilmis DN A
®

parcalar

G
>3 niifuz etmis ddNTPler

Eolon dolgu maddesi icine

Sekil 15 Dye Ex 2.0 Spin Kit caliyjma mekanizmasi temsili semasi1*

* Dye Ex 2.0 Spin Kit kullanim kilavuzundan alinmigtir (DyeEx™ Handbook, Qiagen 2002)
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Ek 4 Tekrarlanabilirlik calismasina ait elektroforegramlar

;{__WEI Applied Genamiod at: 02 Kas 2010 o 320258 EET

St Biosystems

F'mh\:l Nmﬁlail:l Epﬂclnm E_E.Ilm? En?'mnl: H'.'. I:I12ﬂ|] SII'nph :-!_pl’l I'rl‘E‘E-!E-IIJ I !B—FMEHCIJ‘:\QHIIEIP'Hm -

b M [ a &=

I III-I l L] II-.II.. I ] IIII n IIII'I - L} I I ll L] Eonpnn mn Wil
. e |

.

644 1 || |
483 "
322
161
|0 |

F'mpu.l:rnlr:nlcubuﬂ ldl:ukm:lﬂn
Primed by: seiok440: sulok amem Paga *
For Resaarch Usa Only. Mot for use In degosio proced e SoeqEcapa 27

Sekil 16 Dordiincii Kisinin sigara izmariti orneginin HV2 bolgesine ait dizinleme
elektroforegram
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,;ik\% A;PP“Ed FOS_2011-05-13.3h1 ABI 1.0 Besecaller-3130PCRPAUR bop
. Blusystems il DT3130POP4{BOWI 1 mab
Signal: G132 T2 TAZ8 G151 AwgSip 146 CE2 WFE Plate Hame stssidisinem.. krardamaar TSN CRLNA OVED+NIA
C AGEEEICTA CAGBAATTITCR TC T GEGGEGT GTRCACGEE AT AECAT TG CGASNCECTE BT TCEEGAGEACEET ATGT GBE

J § Wt I 25 w15 45 5D 5 &0 ®s 70 7S &0

130 200 300 0a 500 (k] oo &on 800
JG TATCTGTCTTTGATTLCTGOLT CATCCETAT TAT T TAT CGLACCT ACGT TCAAT AT TACAGGCGALCAT ACCT ACT AAAGT CT

a5 80 45 500 105 110 15 i 125 130 135 140 145 i 1E5 180 185

2

i J.I

£ 8k

IJJ!.I-II.III:II.II

1100 1300 1200 1400 500 1500 1700 1800 1800
GTTAAT TAATTAATGCT TGT AGGACAT AATAAT AACAAT TGAAT BT CT GCACAGCCEGC T TTCCACACAGACAT CAT AACAAMA

1T 175 180 165 9 196 X 205 210 215 20 225 230 235 240 245

g 5

2

II.IIl.tI.Ili.tI.I Iii—

2190 a0 2200 2400 L0 D00 o0 ZB0O 290
PAT TT CCACCAAACCCCOOCT COCRCCEGCT TCT GEECACAGCACT T AAACACAT CT CT GLCAAACCC CAARAACAMN A GAACCC
258 260 2E5 a7 275 280 285 xn 285 300 05 310 315 2y 325 130

= B E G

Ll LII.III:I.I.

100 IA00 3504 3400 3500 3600 700 2800 3800
TAACACCAGLCCT AMCCAS A GO SN SN RN A N SN RSN NS AR REsicccRuiN
335 340 345 380 356 360 365 e aTs 30 385 agl  aBs 401 405 410

s &
5 B

=
8

I!.‘II.IIIII:I.II!II.III—

2

2100 4200 4200 4400 A530 600 ATO0 4g0n 4800
Colection DaterTime:May 13,2011 $2:565:42 GMT  Basecall Date/Time 2071-05-13 15:26:25 +«03:400 Prrinded on: May 15,2011 13:48:28 GMT
tnat Miodeltha me: 37302 1368-038-2 1388028 Sequence Scanner ¥1.0 Electrophenogram Dala Page 1 of 2

Sekil 17 Dordiincii Kisinin sigara izmariti yedi ay sonra tekrar ¢alisildiginda alinan
elektroforegram
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‘%{‘% A;PP“Ed GO5 20110515k ABI 1.0 Besecaller-3130PCRPAUR bop
ot Blﬂsystems ssidom DT3130POP4{BOWI 1 mab
Signal: G101 A32 T84 G208 AvgSig: 108 C#3 WG5S Plale Name: st-ssidiriake. ratamalar TSN CRLNA OVED+NIA
COA OO G GT ACAGHAC T T A CACC GG CHIT M GA G ACGET ATHECE TTECT AGCCH GHG 60T CCGEAGEACCET AT GT B0

J 5 wo 1S M35 W |/ 40 45 &0 55 &0 8 f1 7S

130 200 00 L] 500 (k] oo &on 800
GTATCT GTCTTTGATTCCTGLOTCATCET AT TAT TTAT CEGCACCT ACGT TLAAT AT T ACAGETGARCAT ACCT ACT ARAGT GT
a5 a0 a8 g Li¢] 105 110 116 120 125 1Ak 135 140 145 150 156 180

.

g

i I‘I.I.IILI.IIJ

1100 1300 1200 1400 +500 1500 1700 1800 1800
TTAATTAATTAATGCT TGTAGGACATAAT AAT AACAAT TGAAT GTCT GCACAGCCGET T TCCACACAG ACAT CAT AACAA AN

185 T 175 B0 185 180 195 200 206 210 215 220 2 XD 235 240 245

= EE

IIJLIIIFII!I

2190 a0 2200 2400 L0 D00 o0 ZB0O 290
AATT TCCACCAMACCCOCCCTCROCCCGE T TUT GECCACAGCACT TAAACACAT CT CT GOCAAACC CCAAAA ALAA AGEAACTC
280 2E5 260 2E5 70 278 280 25 20 206 30 05 e a5 31X 325

:

00—
00—
1000 =4
3 W
31aa 00 3300 3400 3500 3500 HFo0 800 3800
TAMCACCABCCT AACCAGACE BT ABGACCHEGE GTaa clAGA BN CHENNNGEGE HE1G GEANGHNENM N NicRNliGE
a0 335 340 345 380 255 GEQ 365 ma ars B0 3B And A0S 43 AD5
4000 =

2100 4200 4200 4400 A530 a0 ATO0 4g0n 4800
Colection DaterTime:May 13,2011 $2:565:42 GMT  Basecall Date/Time 2071-05-13 15:26:25 +«03:400 Prrinded on: May 15,2011 13:57:20 GMT
tnat Miodeltha me: 37302 1368-038-2 1388028 Sequence Scanner ¥1.0 Electrophenogram Dala Page 1 of 2

Sekil 18 Dordiincii Kisinin sigara izmariti yedi ay sonra farkh bir Kkisi tarafindan tekrar
calisildiginda alinan elektroforegram



Elektroforegramlar incelenildiginde, 7 ay sonraki tekrarlamalarda dizin analizi yapilabilen

bolgelerin kisaldig: fakat incelenilen bolgelerde ayni sonuglarin alindigi saptanmustir.

Tablo 23 Tekrarlanabilirlik calismasinda incelenilen bolgelerin uzunluklari

Ornek

Ik analiz bélge

uzunlugu (baz)

Tekrar bolge

uzunlugu (baz)

Tekrar bolge

uzunlugu (baz) *

Sigara izmariti

321

267

268

* Farkl1 bir kisi tarafindan yapilan analiz sonucu.




80
Ek 5 Aydinlatilmis Onam Formu

Bu form, Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri Anabilim Dali Yiiksek
Lisans Ogrencisi, Selcuk ERDEM tarafindan hazirlanan “Eski ve Bozulmus Orneklerde

Mitokondriyal DNA Dizinlenmesi” konulu tez ¢alismasi ile ilgilidir.

Goniilli katilimcilardan alinan kan 6rnekleri ve tirnak, sag, sigara izmariti, stimiiklii
mendil, dis firgasi, yiiziik-kiipe tarzi aksesuarlar, bardak kenar1 gibi eser miktarlarda DNA
barindiran materyaller 1.U.Adli Tip Enstitiisii Adli Molekiiler Genetik Laboratuari’na getirilip

incelenecektir.

Mol. Biyolog Sayin Selguk ERDEM tarafindan 1.U. Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri
Anabilim Dali’nda yapacak oldugu “Eski ve Bozulmus Orneklerde Mitokondriyal DNA
Dizinlenmesi” konulu yiiksek lisans tezi igin yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” (denek) olarak

davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam arastirmaci ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiikk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel

bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.  Ister dogrudan, ister dolayli olsun
arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli

giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu

durumun arastirmaci ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek) olarak
yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliilik

icerisinde kabul ediyorum. imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.



81

Yukarida goniillilye aragtirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul

ediyorum.

Goniilliiniin

Adi-soyadi Imzasi Yasi Tarih

Iletisim Adresi Telefonu

Arastirmacinin

Adi-soyadi Imzasi

Selguk Erdem
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Ek 6 Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Klinik Arastirmalar Etik Degerlendirme Kurulu Onayi

Belge Adi

ARASTIRMA BOTCESI ()
SIGORTA

HASTA KARTIVGUNLUKLERI
ILAN

¥ILLIK BILDIRIM

Agiklama

DEGERLENDIRILEN
DIGER BELGELER

SONUG RAPORU
GUVENLILIK BILDIRIMLER

m]
o

DIGER

Karar No: B-002

] Tarih: 27.10.2009

KARAR BILGILERI

Yilksek Lisans Ofrencisi Selguk Erdem'in sorumlulugunda yapiimas tasarlanan ve yukanda bagvuru
bilgileri verilen klinik aragtirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gerceklegtiimesinde etik sakinca bulunmadigina / rhmehriona ve
Kurulumuz karanmin bagvuru sahibi tarafindan Saflik Bakanhgi'na arzina toplantiya kablan etik kurul
Dyelerinin oy birli§i ile karar verilmigtic,

ETIK KURUL BILGILERI
CALISMA ESASI Klinik Araglirmalar Hakkinda Yénetmelik , lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu, ve Etik Kurul SOP

[ ETIK KURUL BASKANI UNVANIVADIISOYADI: Prof. Dr. Oner Slizer

ETiK KURUL UYELERI

UnvanilAdi/Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet | Tliski* | Katilim ** Jp]za
Prof. Dr. Oner SUZER Farmakolaji .0. Cerrahpasa E EQ EC] {’ [0/
(Bagkan) Tip Fakiltesi HO HO -

Prof. Dr. Ozglir Gocuk Saghgi ve | .0, Cerrahpasa E EQJ EC]
KASAPGOPUR Hastaliklar Tip Fakiiltesi H[O HO — #)
(Bagkan Yardimecis)
¥rd. Dog. Dr. llkay ALP Eczaci .U, Eczacilik K EQ] EQ] A7 |
(Genel Sekreter) Fakiltesi HO HO ‘M)
Prof. Dr. Huseyin OZ Anesteziyoloji ve | .U, Cerrahpasa E EQ] EQ] =k
(Uye) Reanimasyon Tip Fakiiltesi HO HO Y
Prof. Dr. Zerrin YIGIT Kardiyoloji 1.0. Kardiyoloji K EO EQJ .
(Uye) Enstitust HO HO | o
Dog. Dr. Mehmet Riza Ig Hastaliklar 1.0. Cerrahpasa E EC] EO™
ALTIPARMAK (Uye) Tip Fakiiltesi H[O HE]
Dog. Dr. Akif TURMA Gogus Cemrahisi | Yedikule Gogis E EC] EQ]
(Uye) Hsl. ve Gogis H L) HO

Cerrahisi EAH
Dog. Dr. Soykan ARIKAN | Genel Cerrahi Istanbul EAH E EO EO
(Uye) H[ Hi
Uzm. Dr. Aysem KAYA Biyokimya I.0. Kardiyoloji K EQ EC] !
(Uye) Enstitiisii HO HO Y
Dog. Dr. Fatma Anin Deontoloji LU, Istanbul Tip K EQ] EC (™
NAMAL (Uye) Fak(iltesi HO HO « ]'
Prof. Dr. Edan YURDAKOS | Fizyoloji 1.U. Cerrahpasa E EQ EQ [~
(Uye) Tip Fakiittesi HO HO -y
Dog. Dr. Gllsiim Nurhan Halk Saghd 1.0 Tstanbul Tip K e EO T
INCE (Uye) Fakiltesi HO H[ L
Yrd. Dog. Dr. Hiseyin Hukukgu I.0. Hukuk E EC] EO
OZCAN (Uye) Fakilltesi HO HE
Ogretmen Zomrit GAMLI | Fransizca Emekli K EL] EC] a/ah
(Oye) Ogretmeni HO | w0 | F

tAragtirma ile lligki

Istanbul 1 No'lu Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Tel: +90
Internet adresi: www.cif edy trfetikkurul E-pesta: cifetik@i

i

:Toplantida Bulunma

(212) 414 32 52; 414 30 00/22300.
i Ledu.tr Form revizyon tarihi; 25.00 2009
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Telefon: 0536 311 17 96
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