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1. GIRIS

1.1. Goz (ORGANUM VISUALE)

GOz c¢ukurunda yer alan, gérmeyi saglayan, kiiremsi bir organ olan goz; yiizey
ektodermi ve bundan tiireyen ndral tomurcuk ile noral ektoderm ve mezodermden

meydana gelmistir.

1.1.1.Goziin Anatomisi

Goz birbirinden farkli iki ayr1 sistemden olusmaktadir. Bunlardan birincisi ylizey
ektodermi ile noral tomurcuktan koken alan ve goriintiiyii retina iizerine diisliren
"optik sistem™ digeri ise noral ektodermden koken alan ve goriintiiyli gorme

merkezine ileten "sinirsel sistem™dir (Gulliilii ve Kivang, 2010) (Sekil.1.1).

30 29 28 27

26

Sekil.1.1. Goziin anatomisi (http://www.science.howstuffworks.com).

1-arka oda, 2-ora serrata, 3-silier kasi, 4-kirpiksi bolge, 5-Schlemm kanali, 6-g6z bebegi, 7-6n oda , 8-
kornea, 9-iris, 10-lens korteksi, 11-lens ¢ekirdegi, 12-silier cisim (Kirpiksi cisim) , 13-konjunktiva, 14-
alt oblik kasi, 15-alt rektus kasi, 16-medial rektus kasi, 17-retinal arter ve venler, 18- optik disk, 19-
dura mater, 20-santral retinal arter, 21-santral retinal ven, 22-optik sinir, 23-vortikoz veni (g6z koroid
veni) , 24- Tenon kapsiili, 25-makula, 26-fovea, 27-sklera, 28-koroid (damar tabaksi) , 29-siiperior
rektus kasi, 30-retina.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=G%C3%B6z_%C3%A7ukuru&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%BCre

Goz kiiresi distan ige dogru destekleyici (fibroz), vaskiiler ve retinal olmak tizere {i¢

tabakadan meydana gelmistir.

Destekleyici (Fibroz) tabaka: Fibroz bag dokudan meydana gelmis, kalin ve
dayanikli bir tabakadir. Bu tabakanin 5/6’s1 gibi 6nemli bir kism1 beyaz ve opak olan
sklera (sclera), 1/6’s1 ise saydam korneadan (cornea) meydana gelmistir. Sklera
g0zlin beyaz kismini olusturur ve daha i¢ tabakalar1 korur. Kornea ise 1518in goze
girdigi yerdir. Kornea sinir yoniinden zengin olmasina ragmen kan ve lenf damarlari
ihtiva etmez. Doku reddinde rol oynayan lenfositler bulunmadigi i¢in kornea

transplantasyonlar1 yaklasik %95 oraninda basari ile sonuglanir.

Vaskiiler tabaka: Kan damarlar1 yoniinden zengin oldugu i¢in bu adi almistir. Bu
tabaka sklera ile retina arasinda bulunur ve kan damarlarinca zengindir. Vaskiiler
tabakanin anteriorunda kalin corpus ciliare (silyer kisim) bulunur. Burada diiz kaslar
mevcuttur. Bu kaslara lens (mercek) de tutunur. Gozin renkli kismi olan irisin
arkasinda yer alan, yaklasik bir cm capinda olan lens kan damari ihtiva etmeyen
epitel hiicrelerden meydana gelmistir. Koroid tabakasinin Oniinde ince bir kas
tabakas1 bulunur. Goziin rengini belirleyen bu renkli kas tabakasi iris olarak

adlandirilir. Iris gdze giren 15181n miktarini ayarlayan bir diyafram gibi is goriir.

Retinal tabaka: En igteki 1518a duyarli, 6zellesmis sinir hiicreleri agindan meydana
gelmis tabakadir. Retina tabakasi beyne, bir milyondan fazla sinir ile baglantis1 olan
optik sinirle baglanir. Retina sinir dokudan olusmus kalin bir ndroretina tabakasina
sahiptir. Nororetina, 151k dalgalarmin alinmasi, sinir impulslar1 halinde beyine
iletilmesi ve gorme duyusuna c¢evrilmesi gorevini yapar. Optik sinirin g6z
yuvarlagindan ¢iktigt yani reseptorlerin bulundugu retinayr deldigi bdolgede,
reseptorler olmadigi ve goriintii meydana gelmedigi i¢in buraya "kor nokta™ denir.
GOz merceginin asal ekseninin retina ile kesistigi bolgede gérme reseptorleri
yogunlasmustir. Oliim gerceklestiginde burasi sar1 bir noktaya déniistiigii i¢in buraya
"sar1 benek" adi verilir. Sar1 benegin yani gérmenin yogun olarak gergeklestigi
bolgenin orta kisminda koni reseptorleri ¢evresinde ise c¢omak reseptorleri

yerlesmistir. Comak reseptorleri cismin seklini algilar ve alacakaranlikta gérmeyi



saglarken koni reseptorleri renge kars1 duyarlhidir. Ayrica koni reseptorleri ayrintili

gormeyi de saglamaktadir (Giilliilii ve Kivang, 2010).

1.2. insan Pigmentasyonu ve Genetik Temeli

Bireylerin goriinliglerinin en bariz tanimlayicilar1 rengi, boyu ve yiliz 6zellikleridir.
Pigmentasyon gibi insan fenotipik 6zellikleri genomda ya da sadece bir gende
meydana gelen tek bir varyasyona bagl degildir. Kompleks 6zelliklerin bu poligenik
dogas1 genlerin ¢esitliliginde etkili olan tek niikleotid polimorfizmlerin (Single
Nucleotid Polymorphism: SNP) sayisindan etkilenmektedir. Ayrica DNA
metilasyonu ve kopya varyantlar gibi ek genetik varyasyonlar da bu fenotiplerin
cesitliligine katkida bulunabilir (Daal, 2008).

Fiziksel bir 6zelik olan insan gz rengi birden ¢ok genin etkiledigi polimorfik bir
fenotiptir (Sturm ve Frudakis, 2004). Genellikle Mendel kalitiminin dominant ya da
resesif kurallarina uygun olarak kalitildigr diisiiniilen g6z rengi, kolayca
gbzlemlenebilen bir karakter oldugu icin insan genetigine dair yapilan kantitatif
caligmalara en basindan beri Ornek teskil etmistir. 19. yilizyilin sonlarinda
Ingiltere’deki Galton ve Avrupa’daki Candolle, ailelerdeki gdz rengi aktarimimin
alternatif fenotipik dogasini, nesiller arasindaki frekans siirekliligini ve irisin koyu ile

acik formlara ayrilmasinin 6nemini anlatmistir (Galton, 1886).

1.2.1. Melanin

Insan pigmentasyonu, fonksiyonlar1 iginde fotokoruma da olan melanin pigmentinin
miktart ve tipi ile belirlenir (Daal, 2008). Dolayisiyla bireyler arasindaki goz rengi
cesitliligi melanin pigmentinin miktarina, tiiriine, melanozom sayisina ve bu
melanozomlarin dagilimindaki farkliliklara baglidir (Imesch ve ark., 1996; Wielgus

ve Sarna, 2005).



Melanin biyosentezi, ©6zel post-golgi lizozomal organeli i¢inde bulunan ve
melanositin -~ endoplazmik  retikulumundan  orijin  alan  melanozomlarda
gerceklesmektedir (Meyskens ve ark., 2001; Nappi ve Vass, 1996; Daal, 2008).

Yiksek farklilasma Ozelligine sahip, dendritik hiicreler olan melanositler 1s1k
mikroskobu altinda saydam hiicreler olarak goriiliirler (Carranza ve Newmann, 1996;

Hakinken ve Larjava, 2000; Sulaimon ve Kitchell, 2003).

Melanositler; deride epidermisin bazal tabakasinda, gézde retinal pigment epiteli ve
gbzbebeginin renkli i¢ zarinda, sa¢ matriksinde ise damarsal alan ile mukoza

membraninda bulunurlar (Jimbow ve ark., 1995).

Melanositlerin orijinine dair ge¢miste bir¢ok goriis ileri siiriilmiisse de bu giin,
Rawles tarafindan 1953 yilinda ortaya atilan ve bu hiicrelerin neural crest’den orijin
aldig1 yoniinde olan goriis kabul gormektedir (Barrett ve Scully, 1994; Mayer, 1973;
Robins, 1991).

Melanin iiretimindeki biyolojik siire¢ olan melanogenezis ise ¢ok sayidaki
proteinlerin etkilesimini igermektedir ve iki yolakla gergeklestirilmektedir. Birinci
yolagin sonunda koyu bir pigment (kahverengi-siyah) olan omelanin (Sekil.1.2)
diger yolagin sonunda ise agik renk bir pigment (kirmizi-sari) olan feomelanin
(Sekil.1.3) olusur (Sturm ve Frudakis, 2004).
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Sekil.1.2. Omelaninin yapisal formiili. Sekil.1.3. Feomelaninin yapisal formiilii.

(http://www.en.wikipedia.org/wiki/Melanin) (http://www.en.wikipedia.org/wiki/Melanin)


http://www.en.wikipedia.org/wiki/Melanin
http://www.en.wikipedia.org/wiki/Melanin

Viicutta pigment olusumundan sorumlu enzim Tirozinaz (TYR)dir. Dolayisiyla
melanogenezisi baslatan ve kromozomda 11q14-q21 noktalarinda bulunan tirozinaz
(Sturm ve ark., 2001) fonksiyon gosteremedigi zaman pigment iiretimi olmaz

(Kayser ve ark., 2008).

Melaninin olusumundaki temel enzim olan TYR tirosini dihidroksifenilalanine
(DOPA) ve onuda dopakinona doniistiirmekle gorevlidir. Dopakinon ise émelanini
ya da feomelanini olusturur. Sistein varliginda reaksiyon sonucunda feomelanin
olusur. Dolayisiyla esansiyel bir aminoasit olmamasina ragmen ve eksikligi nadiren
goriilen sisteinin yoksunlugunda feomelanin tiretimi durur. Dopakrom tautomeraz,
TYR ve TYR bagh protein 1 varliginda ise kimyasal yol sonucunda 6melanin
olugmaktadir. Dolayisiyla bu proteinler eger dogru kodlanmazsa dmelanin iiretimi
engellenebilir. Boylece agik goz rengi olusumu gozlenebilir (Sturm ve Frudakis,
2004; Galton, 1886; Imesch ve ark., 1996; Wielgus ve Sarna, 2005; Sturm ve ark.,
2001; Kayser ve ark., 2008; Frudakis ve ark., 2003).

Melanin {iretiminin biitiiniiyle durmasi durumunda, biitiin viicutta albinizm goriiliir.
TYR renk i¢in kodlama yapmasa bile fonksiyon disi bu TYR pigmentasyondan
sorumlu diger genleri maskeler. Bebeklerde pigment dagilimi sirasinda sistein veya
metiyonin agisindan fakir besin alinimi s6z konusu oldugunda bu aminoasit eksikligi
giderilinceye kadar g¢ocuklarin goz rengi bu durumdan etkilenir. Bu durumda,

pleiotropik etkiler g6z rengini degistirir (Frudakis ve ark., 2003).

Bir melanozom transmembran G protein ¢ifti reseptdrii olan insan melanokortin-1
reseptoric (MCIR) oOmelaninden feomelanine sentez gegisini  kontrol eden
mekanizmada diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Ayrica MCR1 normal pigment

cesitliligi ile iliskili ilk insan geni olarak tespit edilmistir (Daal, 2008).

Adli antropologlar insan iskelet kalintilarindan etnik koken, cinsiyet ve boy gibi
fiziksel karakterleri belirleyebilirler. Fakat pigment goriinlisii ile ilgili 6zellikleri

belirleyemezler. Bu karakterler biiyiik 6lglide genetik olarak belirlenir (Branicki ve



ark., 2009; Anno ve ark., 2008; Eiberg ve ark., 2008; Eriksson ve ark., 2010; - Liu ve
ark., 2010; Sturm ve ark.,2008; Valenzuela ve ark., 2010; Yang ve ark., 2010).
Bunun i¢in melanozomun i¢ ylizeyindeki tirozinaz enzim kompleksinin olusumunu,
hormonal ve ¢evresel diizenlemeyi, melanoblast go¢ii ve farklilasmasini, melanozom
icindeki yeni proteinlerin hiicre i¢i yonlendirilmesini ve melanozomlarin dendritik
kollariyla keratinositlere dogru yer degistirmesini igeren bir¢ok biyokimyasal
yolakda yer alan insan pigmentasyon genlerinden faydalanilir (Eiberg ve ark., 1996).
Bu ac¢idan goz, sa¢ ve deri rengi ya da boy gibi fiziksel karakterlerle iliskili SNP
genotiplemesinin Adli bilimler alaninda yakin gelecekte kisisel kimliklendirme igin

yararl bir arag olmasi beklenmektedir (lida ve ark., 2009).

1.3. iris Fenotipi ve Pigment Dagilin

Insan géz rengi hakkinda yapilan c¢aligmalarin temelinde gelisim biyolojisi,
morfoloji, kimya ve yapinin genetik belirleyicisi olarak bilinen ve goziin uveal

sisteminin bir parcasi olan iris yer almaktadir (Forrester ve ark., 2008) ( Sekil.1.4).

Gevsek bir bag dokusu olan iris; stroma fibroblastlari, melanositler, kollagen fibril
proteinleri (tipl,111;V1 ve XVIII), glikozaminoglikanlar ile makrofaj ve mast hiicreleri
gibi immunolojik hiicrelerden olugmaktadir (Maatta ve ark., 2007; May, 1999;
Mcmenamin, 1997; Rittig ve ark., 1990).
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Sekil.1.4. G6ziin uveal sisteminin bir pargasi olan iris (http://www.webmd.com/eye-health/picture-of-
the-eyes).

Iris;
v’ Anterior sinir tabakasi (anterior katmani),
v’ Stroma,
v Sfinkter ve dilator kas fibrilleri,

v" Posterior pigment epitali olmak iizere bes hiicre tabakasindan olusur.

GOz renginin goriiniimiindeki en Onemli yapilar anterior tabakasi ve altindaki

stromada yer alir (Imesch ve ark., 1996; Eagle, 1988; Wilkerson ve ark., 1996).

Pek ¢ok farkli 6zellik igeren iris dokusu kompleks bir desenlenme formuna sahiptir.
Bu desenlenme otomatik kisisel tanimlamada kullanilabilir. Tanimlamada pin kodu
yerine irisi kullanan bankalarin sayis1 giderek artmaktadir. Ingiltere’ye seyahat eden
en az 1 milyondan fazla kisinin iris desenlemesi video kamera yardimiyla kayit
edilecek ve bu kayit yetkili bir kisi tarafindan veri tabaniyla karsilastirilacaktir.
Boylece iilkeye pasaport ya da kimlik gostermeden giris miimkiin olabilecektir
(Daugman, 2006). Ayrica iriste yer alan doku markerlarinin okiiler melanoma,
glokom (Chang ve ark., 1999), pigment dagilimi ve Psddoeksfoliasyon sendromu
(Asano ve ark., 1995) gibi gz hastaliklarinin yani sira beyin iris gelisimiyle
baglantist oldugu iddia edilen Down sendromu (Donaldson, 1961), Norofibromatozis

tip 1 (Lee ve Stephenson, 2007), Gillespie sendromu (Marien ve ark., 2008; Ticho ve
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ark., 2006) gibi norolojik hastaliklarla da baglantis1 vardir. Bununla birlikte iriste yer
alan genlerin ifadesi farkli iris desenlemesine katkida bulunan genlerin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Daugman, 2006; Chang ve ark., 1999;
Asano ve ark., 1995; Donaldson, 1961; Lee ve Stephenson, 2007; Marien ve ark.,
2008; Ticho ve ark., 2006).

G0z renklerinin ¢esitliligi iriste yer alan melanin pigmentinin dagilimi ve sayisindaki
cesitlilik sonucunda olusmaktadir. insanlardaki en dikkat cekici goz rengi cesitliligi
beyaz irktakiler arasinda bulunmustur. Mavi\kahverengi goz rengi genetiginin genel
olarak monogenik kalitim gosterdigi diisiiniilmesine ragmen goz rengi genetiginin
daha kompleks bir genetige sahip olmasi iriste yer alan pigmentlerin dagilimi ve
konstrasyonundaki cesitlilikten kaynaklanmaktadir (Sturm ve ark.,2001; Eiberg ve
Mohr, 1996; Duffy ve ark., 2007; Zhu ve ark., 2004; Posthuma ve ark., 2006).

Iris rengindeki degiskenlik dmelanin ve feomelaninin oranlarindaki degiskenlikle
baglant1 gosterir (Frudakis ve ark., 2007). Ciinkii iris dogrudan ya da dolayli olarak
Omelaninin tirozinden biyosentezini icermektedir (Sturm ve ark.,2001; Gardner ve
ark., 1992; Durham-Pierre ve ark., 1994; Durham-Pierre ve ark., 1996; Hamabe ve
ark., 1991; Chintamaneni ve ark., 1991; Abbott ve ark., 1991; Boissy ve ark., 1996;
Robbins ve ark., 1993; Smith ve ark., 1998; Flanagan ve ark., 2000). Yesil iris
feomelanin ile, kahverengi iris 6melanin ile, karisik goz rengi ise bu ikisinin karigimi
ile iliski gosterirken, mavi iris bunlarin daha az miktarda bulunmasi halinde

gozlenebilmektedir (Frudakis ve ark., 2007).

1.4. Genotip Fenotip iliskisi ve insan Go6z Rengi

Bir bireyin goriiniigiinii hem kalitim1 hem de ¢evresel faktorler etkiler. Bu iki durum
gelismenin her basamaginda canli lizerinde etkisini gdsterir. Farkli ortam kosullar
bir canlinin fenotipini degistirebilir. Fakat bu degisiklik kalitsal degildir. Ciinkii bu

sirada genler degismez, sadece genlerin isleyisi degisir (Sekil.1.5).



Sekil.1.5.Genotip ve fenotip.

Goz rengi genellikle Mendel kalittimina gore modellendirilir (Hurst, 1908). Fakat
yapilan bir¢ok arastirma ve gozlem bunun bdyle klasik bir yol izlemedigini
gostermistir. Ciinkli gz rengi fenotipi epistaz ve eksik dominantlik gostermektedir

(White ve Smith, 2010).

Goz rengi ¢esitliligi iginde kahverenginin cesitli tonlari, ela, yesil, mavi, gri ve bazi
nadir durumlarda mor ve kirmizi bulunmaktadir (Sekil.1.6). Geleneksel goriise gore
kahverengi g6z rengini kodlayan alel yesil ya da mavi goz rengini kodlayan alele,

yesil g6z rengini kodlayan alel ise mavi goz rengini kodlayan alele baskindir (Redei,
2008).
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Sekil.1.6..G6z rengi skalasi (Sturm ve Frudakis, 2004).

Goziin anterior tabakasinda ve stromasinda yer alan melanositler sitoplazmalarinda
melanin bulundurmaktadir. Melanin viicudun geri kalan kisminda ise hiicrelerden
salgilanir. Goz rengi farkli olan bireylerde melanosit sayisi farkli degildir. Cilinkii goz
rengini sitoplazmadaki melanin miktar1 ve bu melaninin 6zelligi belirlemektedir. Isik
melaninden gecerken goriiniir 15181 biiyiik bir kismi retina tarafindan emilmektedir.
Daha az melanin iceren hiicrelerde goriiniir 151k daha fazla yansitilir. Kirmizi ve
menekse gbz rengi pigmentasyon olmadigi takdirde gergeklesmektedir. Kirmizi
goriiniim gbziin kan damarlarindaki 151k yansimasindan otiirii olusmaktadir. Menekse
rengi ise gii¢lii bir mavi rengi olusturmak ic¢in ¢ok az bir pigment varsa bu kirmizi
yansima ile az olan mavi etkilesime girdiginde olusmaktadir (Sturm ve Frudakis,

2004).

Go6z rengi olusumundan 16 farkli gen sorumludur. Fakat son zamanlarda yapilan
caligmalara gore goz renginin olusumundan 2 énemli gen sorumludur: Hect domain
and RCC1-like domain-containing protein 2 (HERC2) ve oculocutaneous albinism
(OCA2) (Sturm ve Frudakis, 2004; White ve Smith, 2010; Duffy ve ark., 2007;
Sulem ve ark., 2007).
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1.5. OCA2 ( Oculocutaneous Albinism 1) :
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Sekil.1.7. OCA2 geni (http://www.ghr.nlm.nih.gov/gene/OCAZ2).

15. Kromozomun 15qg21.3 bolgesinde lokalize olan ve 345 kilobazin iizerinde olan

insan OCA2 geni, 24 ekzondan olusmustur (Sekil.1.7).

OCA2 geni 838 amino asitten olusan ve bir integral melanozomal membran proteini
olan P proteinini kodlamaktadir (Lee ve ark., 1995). P proteini ise melanozomlarin
olgunlagsmasinda yer alan en 6nemli tasiyici proteindir. Dolayisiyla, melanositlerde
yer alan melaninin miktarmi ve kalitesini etkiler. P proteini melanozomlari tagidigi
icin membran iligkili tasiyici proteinlere benzerlik gostermektedir. Fakat bu
proteinler ayn1 zamanda pH’1 da kontrol etmektedir. Ayrica farelerde ve insanlarda
pigmentasyonda onemli rol oynayan P proteini fonksiyonel olmadigi durumlarda
albinizm ortaya ¢ikmaktadir (Sturm ve Frudakis, 2004; Brilliant, 2001; Rinchik ve
ark., 1993).

OCA2 geni goz rengi ifadesi icin ¢ok sayida bolge icermektedir. Bu gen iizerinde
g6z rengi acisindan 300°den fazla tek niikleotid polimorfizmi bulunmustur fakat

bunlarin sonuglarinin siniflandirilmast ¢ok zor olmustur. Bu gen, kahverengi goz


http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/OCA2.jpeg
http://www.ghr.nlm.nih.gov/gene/OCA2
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rengi ve ela gbz rengi i¢in temel kodlama bolgesi igerir (Sturm ve Frudakis, 2004;

Frudakis ve ark., 2003).

OCAZ2’nin ekspresyonundaki azalma melanozomlarin olgunlagmasini etkilemektedir.
Melanin paketleme ve tasima islemi esnasinda ¢ok miktarda P proteini mevcut

degilse koyu renkli pigment olan melaninin kalitesinde azalma gozlenmektedir
(Rinchik ve ark., 1993).

OCA2 proteinin fonksiyonunun ne oldugu tam olarak bilinmemektedir fakat Na+/H+
antiporterlar1 (Ancans ve ark., 2001) ya da glutamat tasiyicis1 (Lamoreux ve ark.,
1995) oldugu one siirlilmiistiir. Fonksiyonlarin her ikiside OCA2’nin melanin

biyosentezinde tirozinaza substrat tedarik ettigini gosterir (Ancans ve ark., 2001).

1.6. HERC2 (Hect domain and RCC1-like domain-containing protein 2):

Sekil.1.8. HERC2 geni (http://www.ghr.nlm.nih.gov/gene/HERC?2).


http://www.ghr.nlm.nih.gov/gene/HERC2
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15. Kromozomun 15q13.2 bolgesinde lokalize olan insan HERC2 geni, 93 ekzonu
kapsayan 250 kilobazdan olusmustur (Sekil.1.8).

HERC2 geni, 4834 amino asitten olusan bir polipeptidi kodlamaktadir (Eiberg ve
ark., 2008; Sturm ve ark., 2008). HERC2 geninin fonksiyonu tam anlamiyla
bilinememektedir fakat bu gen spermatogenez, ubikutin aracili proteoliz ve hiicre igi
tasimaciliginda yer alan iyi korunmus fonksiyonel proteinleri de kodlamaktadir

(Yonggang ve ark., 2000).

HERC2 geninin intron 86 noktasinda mavi-kahverengi goz rengi ile ¢ok iligkili bir

SNP (rs12913832 A/G) bulunmustur (Eiberg ve ark., 2008; Sturm ve ark., 2008).

HERC2 geninin intron 86 noktast OCA2 geninin iyi korunmus kuvvetlendirici
bolgelerini igerir. 1s12913832 adli tek niikleotid polimorfizmi 6n goriilen
transkripsiyon faktorii baglayict bolgede yer alir. Bu yilizden G aleli bakimindan
homozigot olan bireylerde OCA2 geninin ifadesi yapilamaz. Bu nedenle melanin
seviyesinde azalma olur. Boylece agik goz rengi olusumu gozlenmektedir (Sturm ve

ark., 2008).

Intronlar (kodlama yapmayan niikleotid dizileri) genellikle DNA agisindan islevsiz
gibi goriiliyor olmasina ragmen HERC2 geninde yer alan intron 86, OCA2 geninin
gen ifadesini diizenlemektedir (Kayser ve ark., 2008 Eiberg ve ark., 2008; Sturm ve
ark., 2008). Ciinkii HERC geninde yer alan bir intron, OCA2 geni i¢in promotor
bolge icerdiginden onun ekspresyonunu yani gen ifadesini etkilemektedir. Bu
yiizden, bu iki genin her birinde gergeklesen tek niikleotid polimorfizmi bireyin gz
renginin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica genetik ekspresyon sirasinda
bazi1 anormallikler de meydana gelebilir. Baz1 bireylerin her bir goziinde ayr1 2
fenotipik ifade goriilmesine ya da pigmentasyonun tamamlanmamasina neden
olabilir (okiiler albinizm). Ayrica farkli gen ifadelerin ortaya ¢ikmasinda evrim ve

populasyon da 6nemli rol oynamaktadir (White ve Smith, 2010).
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GoOz rengi fenotipinin epistaz ve eksik dominantlik gosterdigine deginmistik. Bu
epistaz HERC2 geninin OCA2 geni tarafindan iiretilen {iriinleri etkilemesini
saglamaktadir. OCA2 geni kahverengi g6z rengi icin gerekli aleli igerse bile HERC2
geninin intron 86 noktasinda goriilen bir SNP, OCA2 geninin gen ifadesini engeller.
Ekspresyonun azalmasi eksik dominantliga neden olabilir. Tam bir dominantlik
gorilmediginde gri, mavi ve kahverenginin acik tonlar1 ya da bu fenotiplerden

ikisinin bir karigimi1 goriiliir (Sturm ve ark., 2001).

HERC2 geninde meydana gelen bir mutasyon, OCA2 geni tarafindan kodlanan P
proteinin ifadesini azaltmaktadir. Bu durum P proteini ile etkilesim olmadan bile
HERC?2 geninde meydana gelen delesyonlarin, melanin miktarinda azalmaya neden
yol agtigini agiklamaktadir (White ve Smith, 2010).

Insanlarda OCA2-HERC?2 lokusundaki kismi delesyonlar sonucunda Prader-Willi ve
Angelman sendromu olusmaktadir. Cesitli durumlarda her iki sendrom
oculocutaneous albinism ya da pigment azlhigiyla iliskilidir (Spritz ve ark., 1997).
Prader-Willi sendromu baba tarafindan kalitimi saglanirken, Angelman sendromu ise
anne tarafindan kalitim gosterir (Cassidy ve Driscoll, 2009; Gardner ve ark., 1992;
Knoll ve ark., 1990; Oetting ve King, 1999). Bu sendromlar sonucunda
hipopigmentasyon goriilmektedir. Bununla beraber gelisimde gecikme, nobetler ve

cocuksu davraniglar da olusmaktadir (Kayser ve ark., 2008; Garcia ve Rosa, 2005).

Son donemlerde bireylerin goz renginin tespitinde 2 adli test sistemi kullanilmaktadir
Bu islemde rs12913832 adli SNP’den gelistirilen 6nemli bir goz rengi markeri
(belirteci) kullanilmaktadir. Her iki sistem sadece Avrupa populasyonundan elde
edilen veriler iizerine kurulmustur. Burada farkli populasyonlardan alinan 554 6rnek
tizerinde rs12913832 adli SNP’yi de igeren 7 SNP valide edilmistir. Validasyonu
yapilan bu SNP’ler g6z ve deri renginin tanimlanmasinda kullanilmistir. Ayrica bu
islem populasyondaki bu baglantidan bagimsiz tiim bireylerde kullanilmistir ve
tanimlamadaki hata verme orami oldukg¢a diisiiktiir. Bunun sonucunda bu 7 SNP,
insan kalitilariin tanimlanmasinda kolaylik sagladigi i¢in adli testlerde kullanilmak

icin 1y1 birer adaydir (Mengel ve ark., 2010; Walsh ve ark., 2010).
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Yapilan son ¢alismalar OCA2 geninin iist kisminda yer alan HERC2 geninin iris
renginin belirlenmesinde baskin rol oynadigimi gostermistir. Dolayisiyla HERC2
geninin goz renginde daha giiclii bir baglantiya sahip oldugu tespit edilmistir (Kayser
ve ark., 2008; Sturm ve ark., 2008; Eiberg ve ark., 2008).

1.7. DNA
1.7.1. Genetik Polimorfizm

DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekiilii {izerinde yer alan ve herhangi bir iirliniin
sentezi i¢in gerekli bilgiyi iceren spesifik niikleotid bolgesine gen adi verilir. Bir
genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine ise alel adi
verilmektedir. Ayrica belirli bir lokustaki gen ¢iftini olusturan aleller birbirinin aynisi

ise bunlara homozigot, farkli ise heterozigot denir.

Normal bir populasyonda bir karakter i¢in iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve
fenotiplerden her biri populasyonda %]1’den daha biiylik siklikla goriiliiyorsa bu
duruma “genetik polimorfizm”, bulunma sikligt %1’den daha az olursa “genetik

mutasyon” adi verilir.

Organizmanin fenotipinde gozlenen degisimler genetik ¢esitlilikle saglanmaktadir.
Fenotip bir genotipin morfolojik, klinik, biyokimyasal veya molekiiler 6zellik olarak
gbzlenebilen ekspresyonudur. Insanlar arasindaki fenotipik farkliliklarin nedeni,
DNA’da kodlanan genetik degisiklikler veya genetik olmayan ¢evresel farkliliklardir.
Herhangi iki insanin DNA dizisi yaklasik % 99.9 6zdestir. Geriye kalan kiiciik bir
kisitm ise farklhidir ve insanlar arasinda genetik olarak belirlenen c¢esitlilikten

sorumludur (Gonzalez,1999; Nelson ve ark., 1996).
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1.7.1.1. Polimorfizm Cesitleri

Toplumun en az % 1'inde goriilen ve genetik yapida degisimlere neden olan

polimorfizmler olus nedenlerine gore;

Tek niikleotid degisimi (Single Nucleotide Polymorphism-SNP),

Insersiyon,

Delesyon olmak iizere ii¢ grupta incelenirler.

1.7.1.1.1.Tek Niikleotid Degisimi (Single Nucleotide Polymorphism: SNP):

Sekil.1.9. Tek Niikleotid Degisim (Single Nucleotide Polymorphism: SNP
(http://www.cancer.gov/cancertopics/understandingcancer)

SNP’ler genetik bir lokusta farkli aleller olusturacak bigimde spesifik bir bolgedeki
bir baz veya bazlarda meydana gelen nokta mutasyonlarinin neden oldugu

polimorfizmlerdir (Sekil.1.9). Insan genomundaki en basit ve en yaygm genetik

polimorfizm ¢esidi olan SNP’ ler bazi alt gruplara ayrilirlar:


http://cancer.gov/cancertopics/understandingcancer
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Transisyon: Dizi igindeki bir piirin bazinin (A, G) diger bir piirin bazina veya bir
primidin bazinin (T, C) diger bir pirimidin bazina doniismesine transisyon denir

(Sekil.1.10).

Sekil.1.10. Transisyon

Transversiyon: Dizi i¢indeki bir piirin bazinin (A,G) bir primidin bazina (T,C) veya

bir primidin bazinin bir piirin bazina donlismesine transversiyon denir (Sekil.1.11).

Sekil.1.11. Transversiyon
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Insersiyon: DNA icerisine tek bir niikleotid ya da niikleotidlerin eklenmesine

insersiyon denilmektedir (Sekil.1.12).

insersiyon dncesi insersiyon sonrasi

| S

Kromozom 20

Kromozom 4 Kromozom 20

Sekil.1.12. insersiyon (http://www.tr.wikipedia.org/wiki/insersiyon).

Delesyonlar: DNA dizisi igerisinden tek bir niikleotidin ya da niikleotidlerin kirtlip
ayrilmas1 delesyon olarak adlandiriimaktadir (Emir ve Ozden, 2006) (Sekil.1.13).

g ' 8 0 08 880 8
Sekil.1.13. Delesyon (http://www.tr.wikipedia.org/wiki/delesyon).


http://www.tr.wikipedia.org/
http://www.tr.wikipedia.org/wiki/delesyon
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Ayrica SNP, bir genin sentezi ile ilgili diizenlemeleri igceren promotor bdlgede
meydana geliyor ise; transkripsiyonla olusan mRNA diizeyi ve stabilitesi, dolayisi ile

gen ekspresyon diizeyi degisecektir (Williams ve Hayward, 2001).

1.8. DNA izolasyonu

Biiyiik bir kismi hiicresel materyallerde yer alan DNA hiicre igerisinde serbest halde
bulunmaz. Bu nedenle DNA molekiilleri inceleme asamasina alinmadan Once
hiicresel materyalden ayrilmalidir. Bazi kimyasal maddeler ve enzimler ile canh
hiicrelere ait hiicre zar1 veya canli hiicre duvarmin yikilip DNA’nin ortaya
¢ikarilmasina DNA izolasyonu denir. DNA hiicre ortamindan korunmak amaciyla
hiicresel proteinler tarafindan koruma altina alinmistir. Bu koruma kalkanit DNA
analizlerini etkiler. Bu sebeple, DNA molekiiliinden diger proteinleri ve hiicresel
materyalleri ayirmak amaciyla farkli DNA izolasyon yontemleri kullanilir. Cilinkii
DNA izolasyonunda kullanilacak izolasyon yontemi biyolojik materyalin 6zelligine

baglidir (Butler, 2005).

1.8.1.Fenol Kloroform izolasyonu

Fenol kloroform izolasyonu en ¢ok tercih edilen yontemlerin baginda gelir. Fenol
proteinlerin sekonder yapisini parcalayan denatiire edici bir ajandir. Fenol ile
proteinler ve DNA pargalar1 birbirinden ayrilir ve uzaklagmalar1 saglanir. Fenol
kloroform yontemi ile izolasyonda birbirini takip eden asamalar bulunmaktadir.
(Sekil.1.14).



Steril ekiivyon
¢ubuga alinan
tiikiiriik Srnegi

Fenol,kloroform,izoami
alkol karigimi

¢

Ust faz
__ﬁ DNA
P - Tag e
— >4

) +2*| Orta faz
Vi N J'* 3 Proteinler

e, — Alt faz
orteks | / Santrifiij

Fenol
& Ust faz yeni tiibe
transfer edilir.

DNA miktar tayini

ve PCR -<— :—?

Santrifiij

| Etanol Presipitasyon ydntemi |

Sekil.1.14. DNA izolasyonu.

1) Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve proteinaz K: Hiicre duvarlarini yikar.

Kromozomlar i¢inde bulunan DNA’y1 koruyan proteinleri pargalar.

2) Fenol-kloroform-izoamil alkel karisimi: DNA’y1 proteinlerden ayirmak igin
kullanilir.

% Fenol proteini baglar.
<

» Kloroform fenolii baglar.

% Izoamil alkol fenol faz1 ile sulu fazin daha net bir bigimde ayrilmasimi saglar.
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DNA negatif yiiklii suda ¢Oziinebilen ama alkolde ¢Ozlinemeyen bir molekiildiir.
Santrifiij edildiginde, istenmeyen proteinler ve hiicresel atiklar sulu fazdan ayrilir ve

¢ift sarmal DNA molekiilleri bu sayede analiz i¢in ayristirilir.

Fenol kloroform izolasyonu, yiiksek molekiiler agirlikli DNA’nin izolasyonu i¢in
uygun ve ucuz bir yontemdir. Bu nedenle her DNA laboratuarinda dikkatlice

uygulandiginda ytiksek verimlilikle kullanilabilir (Butler, 2005).

1.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR)

Hedef DNA dizilerinin enzimatik olarak ¢ogaltilmasi seklinde tanimlanan ve in vitro
bir yontem olan PCR (Polymerase Chain Reaction) yontemi ilk defa Cetus firmasi
arastirmacisi Kary Mullis tarafindan bulunmusg ve 1993 yilinda kimya dalinda nobel
odiliinli getirmistir. Ayrica bu yontemle, bir organizmanin DNA’sinda bilinen
herhangi bir bolgenin ¢ok hizli ve basarili bir sekilde klonlanmasi saglanir (Goodwin
ve ark., 2007; Kubista ve ark., 2006).

PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, farmakoloji, toksikoloji,

paleontoloji ve kriminoloji gibi ¢ok genis disiplinlerde;

Adli Tip’ta,

Doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde,
Farmakogenetik ve toksikogenetik ¢aligsmalarda,

Genetik bozukluklarin teshisinde,

Mutasyon ve polimorfizm ¢aligmalarinda,

Sekanslama amaciyla DNA hazirlanmasinda,

Enfekte hastaliklarda viriis ve bakterilerin teshisinde,

vV Vv VY YV V V VY V

Onkogenlerin belirlenmesinde,
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» Dogum oOncesi genetik tan1 konulmasi gibi c¢alismalarda yayginlikla

kullanilmaktadir (Butler, 2005; Wright ve Wynford-Thomas, 1990).

1.9.1. PCR’1n Asamalari

Bir PCR dongiisii;,

» Denatiirasyon,
» Primerlerin baglanmasi (annealing),

» Uzama (extension) olarak adlandirilan {i¢ basamaktan olusur (Sekil.1.15).

1. Denatiirasyon: Amplifiye edilecek DNA molekiiliiniindeki hidrojen baglarinin

yiiksek sicaklikta (90-95 °C) birbirinden ayrilmasi ve tek sarmal haline getirilmesidir.

2. Primerlerin Hedef Bolgelerle Birlesmesi (Annealing): Primerler, amplifiye
edilen segmentin yanindaki dizilere spesifik olarak baglanan 17-30 niikleotid
uzunlugundaki sentetik oligoniikleotidlerdir. Primerlerin spesifik olarak hedef

dizilere baglanmas: diisiik sicakliklarda (55-70 °C) gergeklesir.

3. Zincir Uzamasi (Elongation): DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
cesit deoksiriboniikleozit trifosfat (ANTP) varliginda primerlerin 3' hidroksil u¢larma
dNTP'leri ekleyerek polimerizasyonu (70-75 °C) gergeklestirir. DNA her zaman 5’
ucundan 3’ ucuna dogru uzar. Boylece hedef DNA’nin bircok komplementer
kopyalar1 elde edilir. Bu ii¢ basamagin defalarca tekrarlanmasi1 sonrasinda her bir
dongii sonunda kalip DNA iki katina ¢ikar. Boylece hedeflenen bolgenin milyarlarca
kez ¢ogaltilmasiyla PCR {irliniiniin kolay analiz edilmesi saglanir (Walker ve Rapley,
2000).



23

Pt cycle- Denatiirasyon Basamag

@» Taq DNA polimeraz

Bt cycle- Primerlerin hedef bélge ile birlesmesi

Btcycle- Zincir uzamasi

Sekil.1.15. PCR basamaklari (http://www.cls.umc.edu/COURSES/CLS405/Pcr.ppt).


http://www.cls.umc.edu/COURSES/CLS405/Pcr.ppt
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1.9.2. Standart PCR Bilesenleri

Standart bir PCR’da bulunmasi1 gereken bilesenler; kalip DNA ornegi, sentetik
oligoniikleotid primerler, dNTP'ler (A,T,C,G), Tag DNA Polimeraz enzimi ve

tampon ¢ozeltilerdir.

< Kalip DNA o6rnegi - Niikleer, mitokondriyal, bakteriyal ve plazmid DNA
olabilir. DNA herhangi bir biyolojik materyalden (kan, kil, tiikiiriik, viicut

s1visl, ter, tirnak, doku vd.) elde edilebilir.

®.
L X4

Sentetik oligoniikleotid primerler > DNA iizerindeki ¢ogaltilacak her bir
bolge icin bir ¢ift (Forward: F ve Reverse: R) primer kullanilmalidir.

% Tampon karisimi = Tampon igerisinde Tris, magnezyum (Mg), KCl, ¢esitli
deterjanlar ve tuzlar bulunur. Reaksiyon tamponunda kullanilan MgCl2
nonspesfik amplifikasyonu noétralize ederken, KCI, Taq polimeraz’in sentez

hizinit artirmaktadir.

% Taq DNA Polimeraz enzimi = Thermus Aquaticus adli bakteriden elde

edilen 1s1ya dayanikl bir enzimdir.

Sekil.1.16. Tag DNA Polimeraz enzimi.
(http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/tag.polymerase.jpg)
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Tag DNA polimeraz, maksimum aktivite gdsterdigi 72 °C’de dNTP'leri taniyarak
ayirabilme ve saniyede yaklasik 100 dNTP’yi diziye katabilme yetenegindedir.
Denatiirasyon asamasi uzun olan PCR’larda Hot Star Taq DNA Polimeraz enzimleri

tercih edilmelidir (Wilson, 1997).

1.9.3. Primerlerin Se¢imi

Cogaltilacak olan hedef DNA bolgesi belirlendikten sonra, bu bolgeye uygun olan
primerlerin se¢ilmesi gerekir. PCR’da kullanilacak primerler, genom {izerinde sadece
tek bir bolgeyi komplementer olarak tanimalidir. Aksi halde, istenilen bdlgenin
disinda bir bagka bolge de kolaylikla cogalabilir. DNA’nin  6zgiil olarak

cogaltilabilmesi i¢in primer se¢iminde bazi kurallara uyulmasi gerekir.

v Primer dizileri, ¢ogaltilacak DNA iginde sadece bir kez bulunmalidir.
Primerlerin 3’ ucuna DNA polimerazin baglanmasi sentezin baglamasinda en
onemli asama olup 3’ ucunda 6-7 niikleotidlik bir uygunluk, kalip DNA’ya

baglanma ve polimerizasyonun baslatilmasi i¢in yeterli olabilir.

v Primerin 3’ ucunun guanin (G) ve sitozin (C)’den zengin olmasi DNA’ya
daha siki baglanmay1 saglayarak polimerizasyonun daha basarili olmasini
saglar. Ciinkii adenin (A) ve timin (T) bazlar1 DNA zincirini iki hidrojen bag:

ile tutarlarken G ve C bazlar ti¢ hidrojen bagi ile tutarlar.

v Primerlerin kendi iizerlerine ve birbirleri iizerine baglanabilir olmamalari
gerekir. Bunu saglamak icin kendi i¢lerinde ve birbirleri lizerinde uygunluk
gosteren diziler icermemelidirler. Primerlerin kendi iglerinde uygunluk
gostermesi, bir ucun kivrilarak kendi {izerine baglanmasina, birbirleri
tizerinde uygunluk gostermesi ise polimerazin bu uglara baglanarak primer

dimer denilen iiriinleri meydana getirmesine neden olur.
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v' Primer dizileri rastgele secilmelidir. GC/AT oranlarinin kalip DNA’ya yakin

olmasi ¢cogalma etkinligini artirir.

v’ Iki primerin ayrilma ve baglanma sicakliklar1 birbirine yakin olmalidir.

v Genel olarak 20-30 niikleotid uzunlugundaki primerler, kullanilan kalip ile

yiiksek oranda baglanma saglayabilirler.

v Primerlerin birbirlerine olan uzakliklart 100-1000 niikleotid arasinda
olmalidir. DNA polimerazlar, polimerizasyon yaptiktan bir slire sonra DNA
tizerinden diiserler. Bu yiizden g¢ogaltilacak par¢anin boyu ne kadar uzun

olursa ¢ogaltma orani da o kadar az olacaktir (Stubbins ve ark., 1996).

1.10. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP)

4-6 baz uzunlugundaki DNA fragmanlarini tanmiyan ve bu dizilimlere yakin
bolgelerden veya bu dizilimler igerisindeki spesifik yerlerden DNA’y1 kesen
enzimlere Restriksiyon Endoniikleaz (RE) enzimleri denir (Murray,2000;
Pearson,1985). Kesim genellikle simetriktir. Yani bir zincirdeki bir yondeki serilerin
baz dizilimi diger zincirdeki baz dizilimi ile ters yonde simetri 6zelligi gosterir. RE
enzimlerinin tanidig1 bu dizilerin karakteristigi palindrom olarak adlandirilir (Walker
ve Rapley,2000). DNA’nin bu enzimlerle kesilmesinden sonra agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasiyla olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak
elde edilen gesitlilige Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) adi
verilir (Botstein ve ark., 1980) (Sekil 1.17).

Restriksiyon enzimi ilk defa 1970 yilinda Hamilton Smith ve Kent Wilcox tarafindan
izole edilmis (Roberts, 2005) ve genetik analiz i¢in ilk kez 1974 yilinda RFLP

metodu uygulanmistir (Botstein ve ark., 1980). Bu yildan sonra hizla rekombinant



DNA teknolojisinde, protein iiretilmesinde, gen dizilimlerinin belirlenmesinde ve

polimorfizm c¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Aggarwal, 1995).

NSRS ONa parcas
‘ DNA iizerinde
: hedeflenen genin
PCR ile cogaltiimasi
DNA pargasinin
A canlisi sinirlama enzimiile B canlisi
parcalanmasi
| RS SESTRRY

o Elektroforez

— ‘

=swmem | Haplotiplerin belirlenmesi ————

: '

Canlilar arasindaki
genetik farkliigin tespiti

Sekil 1.17. RFLP teknigi ile canlilar arasindaki genetik farkliligin tespiti (Turan,2002).
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1.10.1. Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzimlerinin Simiflandirilmasi

Restriksiyon enzimleri birbirinden ¢ok az farklilik gosteren {i¢ farkli sinifta
tanimlanmistir Her tip ayr1 ayr1 hem kisitlama hem de modifikasyon (metilasyon)
aktivitesini beraberinde gostermektedir ve ¢ift zincirli DNA’y1 kirmaktadir. Bunlar
Tipl, Tipll ve TiplIl'tiir. Tipll restriksiyon endoniikleaz, kesme isleminde en sik

kullanilan ve en 6nemli olanidir (Green, 1998).

Tip I: Hem metilasyon hem de modifikasyon yapabilen iki fonksiyonlu enzimlerdir.
Referans baz dizisini, 1000 baz cifti uzagindan keser. Tipl tarafindan taninan
niikleotitler asimetriktir. Bu enzimler hedef dizilimlere baglanmalarina ragmen
kesimleri dizilim disinda tesadiifi olarak ger¢eklesmektedir. Kesim olayinda

belirleyici faktér enzimin metilasyon aktivitesidir.

Tip I1: Molekiiler biyoloji alaninda restriksiyon enzimlerinden bahsedildiginde Tip
Il enzimleri kastedilmektedir. Tip Il restriksiyon enzimleri dizilimdeki bir bolgeyi
tantyarak tam hedef niikleotidden kesim yapabilen enzimlerdir (Pingoud ve Jeltsch,
1997). Bu ozelliklerinden dolay1 klonlama ve molekiiler biyoloji arastirmalari i¢in

oldukga idealdirler.

Tip Ill: Tip TIler gibi metilasyon ve modifikasyon yapabilen restriksiyon
enzimleridir. Dizilimi tanirlar fakat rastgele ve yakin yerden kesim islemini
gerceklestirirler. Bu nedenle tip III enzimleri klonlamada ve molekiiler genetik

caligmalarinda kullanilmamaktadir (Meisel ve ark., 1995).
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1.11. Gen Ekspresyonu

DNA'daki kalitsal bilginin, 06zglin yap1 ve fonksiyonlar1 olan proteinlere

dontstiiriilmesi islemi olan gen ekspresyonu;

* Replikasyon,
* Transkripsiyon ve

X Translasyon olmak {izere 3 asamadan olusmaktadir.

Replikasyon ve transkripsiyon ¢ekirdekte, translasyon islemi ise

gerceklesmektedir (Sekil.18).

, . DNA
SIS LTSS LS AT (FAS
. Tr'a;'\skripsiym ) t “Transkripsiyonun

regulasyonu

Oncul-mRNA (ilkin) transkript

: 2

y . 2 .Spl(\v-.-n L
.\ = regylasyonu
mAENA —

Sapkd (kep) = - - AAA

Ccklrdok - 3. Aktanmn *
regulasyonu

.‘M ,——-\f

Cekirdek Cekirdek
zan kanah

4. mRNA nin

Sitoplazma
yrkimi

Translasyon S. Translasyonel
regulasyon

Protein = 5 6. Protein
urunu (/’}‘ﬁ_{ \ - aktivitesi

Sekil.1.18. Gen ekspresyonu.

(http://www.news-medical.net-Mechanism)

sitoplazmada

e Replikasyon: DNA’ni replikasyonu, DNA molekiiliiniin, sakladigi genetik

bilgilerin sonraki nesillere aktarilmasi igin kendi kopyasini olusturmasidir. Bu
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asamada DNA polimeraz, DNA ligaz, topoizomeraz gibi enzimler gorev

almaktadirlar.

e Transkripsiyon: Transkripsiyon, DNA’da saklanan genetik bilgilerin bir
RNA molekiilii (mRNA, tRNA, rRNA) seklinde kopyalanmasi veya
yazilmasi olayidir. Bu asamada once DNA 6nciil mRNA’ya doniisiir. Sonra
“splicing: uc¢ uca birlestirme” islemi ile intronlar c¢ikarilir ve ekzonlar
(kesintilere ugramis bir genin olgun mRNA da yer alan DNA dizileri) olgun
mRNA olusumuna katilirlar. Bu islem sirasinda RNA polimeraz Il enzimi

gorev almaktadir.

Transkripsiyonda; DNA {izerinde bulunan, baslama noktasindan gen bdlgesinin
sentezlendigi kisma dogru olan bdlge “downstream”(+1...); baslama noktasi

oncesinde bulunan ve kor promotor, promotor bolge ve TATA kutusu gibi gen

(3 2

sentezinin baglaticilarin1 iceren bolge ise “upstream(...-1)” olarak tanimlanir.
Transkripsiyonu yapilacak genin Oniinde bulunan, yaklastk 250 niikleotid
uzunlugundaki (-1 ile -250) transkripsiyonun basladigi bolgeye “promotor bolge”
denilir. Bu bdlgenin iginde bulunan ve TATA bdlgesini de iceren yaklasik 30
niikleotid uzunlugundaki (-1 ile -30) bolge ise “kor promotor” olarak isimlendirilir.
Transkripsiyonu gerceklestiren RNA Polimeraz Il enziminin aktivitesini yapabilmesi

i¢in promotor bolgeye baglanmasi gerekmektedir (Sekil.19).
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Core promotor

—

-250 -30 +'1 Baglangig noktas)

Promotor bélge
- # -

Upstream Downstream

Sekil.1.19. Gen sentezi baglama agamasinin sematik gosterimi.

e Translasyon: Transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zinciri haline donistiriilmesidir (Conaway ve
Conaway, 1993; Butler ve Kadonaga, 2002).

Dis goriintisle ilgili karakterlerin DNA analizleri ile belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalar glinlimiizde adli bilimlerin 6nemli ilgi alanlarindan birisi durumuna
gelmistir. G6z rengi bireylerin belirgin fiziksel 6zelliklerinden birisi oldugundan,
toplumumuzda g6z rengini belirleyen genlerdeki polimorfizmler ve bu
polimorfizmlerin bireylerin g6z rengi fenotipini nasil etkiledigi énemli bir arastirma
konusudur. Bu ¢aligmada; toplumumuzda gdz rengini belirleyen kalitsal 6zelliklerin
dagilimmin belirlenmesi amaciyla gozleri agik renkli olan bireyler ile anne ve

babalarinin HERC2 genotiplerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Restriksiyon enzimi (Dral)
Primerler

NEBuffer 4

PCR Buffer, 10X

Deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP Mix)

Agaroz

Etidyum bromiir

6X loading ¢ozeltisi

Saf etanol

DNA'’s RNA’s free water
Hot Star Tag DNA polimeraz
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Proteinaz K

100 bp ladder

Sodyum klortir (NaCl)
Dithiothreitol(DTT)

Tris

EDTA

Neb (New England Biolab)
Alpha DNA, Montreal
New England Biolab
Qiagen

Fermentas

Prona

Applichem

Fermentas
Sigma-Aldrich

Bome

Qiagen

Applichem
Applichem

Fermentas

Fermentas
Sigma-Aldrich

Sigma

Merck

Sigma
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2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Steril ekiivyon ¢ubuk

Jel goriintiileme cihazi
Laminar flow kabin
Thermal Cycle PCR cihazi
Sogutmali santrifiij

Mikro santrifiij

Otoklav

Su banyosu

Etiv

Su piirifikasyon sistemi
Vorteks karigtiric

Dijital hassas terazi

pH metre

Yatay elektroforez cihazi
Gli¢ kaynagi

Mikrodalga firin

Ependorf tiipler (1.5 ml. ve 0.2 mI’lik)
Otomatik mikro pipetler
Pipet uglar1 (100 ul, 2000 pl, 5 ml, 10 ml)
Manyetik Karistirici

Steril eldiven

Derin dondurucu

Cam malzemeler

Parafilm

Whatman
Syngene

Esco

Techne Tc 512
Hettich

Hettich

Niive

Niive

Niive

Human UP 900 Scholar-Uv
Biosan

Mettler Toledo
Mettler Toledo
Scie-Plas
Bio-Rad

Arcelik

Axygen Genuine
Ependorf, Rainen
Finntip

Mirak
TopGloves
Regal
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2.1.3. Deney Protokolii

2.1.3.1. Calisma Grubunun Secilmesi

Arastirmaya acik goz rengine sahip bireyler ile bu bireylerin anne ve babalari
almmigtir. 303 kisiden olusan c¢alisma grubumuzu 18-82 yas arasi bireyler
olusturmaktadir. Goniilliilerle yapilan 6n goriismeden sonra bireyler calisma
hakkinda bilgilendirilmis ve steril ekiivyon ¢ubuga yanak i¢i epitel hiicreleri svab

seklinde alinmistir.

Bu ¢alisma; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun 12 Aralik 2011 tarih,
41-868 sayil1 karar1 ile onaylanmustir. Calismamiz, Ankara Universitesi Adli Bilimler

Enstitlisli laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

2.1.3.2. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Calismamizda biyolojik materyal olarak, agik goz rengine sahip bireyler ile bu
bireylerin anne ve babalarindan olusan goniillii ailelerden steril ekiivyon ¢ubuga
aliman yanak i¢i epitel hiicreleri kullanilmistir ve bu svablardan DNA izolasyonu
yapilmistir. Tiim DNA o6rnekleri analizlere alimincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

2.1.4. Yontem

Caligmamizda toplumumuzdaki acik géz rengine sahip bireyler ile bu bireylerin anne
ve babalarinin HERC2 genlerindeki A—G polimorfizmi PCR-RFLP (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi) teknigi ile

belirlenmistir.
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2.1.4.1. Goz Renginin Olusmasinda Etkili Olan HERC2 Genindeki A—G

Polimorfizminin Belirlenmesi

2.1.4.1.1. Yontemde Kullanilan Cozeltiler

e  %20’lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ¢ozeltisi (500 ml)
100 gram Sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilir. 300 ml distile su igerisinde
¢oziilerek 500 ml’ye tamamlanur.

NOT: (Cozelti oda sicakliginda saklanmalidir.

e TE cozeltisi (100 ml)
0.121 gram tris tartilir ve 80 ml distile su icersinde ¢oziiliir. 0.037 gram EDTA
ilave edilir. pH 7.5’a ayarlanir. Distile su ile son hacim 100 ml’ye tamamlanir.
NOT: — Cozelti +4 °C*‘de muhafaza edilmelidir.
— EDTA sivi1 konulacak ise 0.5 M EDTA’dan 200 pl konulmalidir.

e 0.39 M Dithiothreitol (DTT) (5 ml)
0.3 gram Dithiothreitol (DTT) tartilarak 5 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
NOT: Cozelti -20 °C’de muhafaza edilmelidir.

e 1M Sodyum Kloriir (NaCl) (1000 ml)
58.44 gram sodyum kloriir 1000 ml distile su igerisinde ¢oziiliir.
NOT: Cozelti +4 °C*de muhafaza edilmelidir.

e Proteinaz K hazirlanmasi (1250 pl)
25 mg Proteinaz K, 1250 pl distile su igersinde ¢oziiliir. 20 pl — 10 pl ve 5 pul’lik
hacimlerde epondorf tiiplere konur.

NOT: Cozelti -20 °C’de muhafaza edilmelidir.
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2.1.4.2. HERC2 Gen Polimorfizminin Genotipinin Belirlenmesi
2.1.4.2.1. Svab Orneklerinden DNA Izolasyonu

Ekiivyon ¢ubuga alinan tiikiiriikk 6rneklerindeki nDNA’y1 agiga ¢ikarabilmek igin

fenolkloroform- izoamil-alkol ekstraksiyon yontemi kullanildi.

1. Ependorf tiiplerinin i¢ine konulan svab 6rneklerinin iizerine;

v' 45 ul NaCl (1 M),
v 40 ul SDS (%10°Iuk),
v 410 ul TE

v 7ulDTT ve

v

5 ul Proteinaz K eklenerek kisaca vortekslendi.

2. 56 °C’lik su banyosunda 1.5-2 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra Fenol-kloroform-izoamil alkol karistmidan 500 pl ilave
edildi.

4. Ependorf tiipleri 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

5. Alt faz hareket ettirilmeden siipernatan kismi yeni bir ependorf tiipe alind1 ve alt

faz atild1.

6. 1000 pl soguk saf etil alkol ilave edildi.

7. 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

8. Alkol olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
9. 500 ul %70’lik oda sicakliginda etil alkol ilave edildi.

10. 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
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11. Ependorf tiipiin igerisinde bulunan tiim alkol dikkatlice uzaklastirildi.

12. Tiipiin dibinde kalan alkol de tamamen ugurulduktan sonra 60 ul DNAse-RNAse
free su ilave edildi. Tiim DNA o6rnekleri diger analizlere alinincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

Dikkat edilecek hususlar:

> Proteinaz K -20 °C’de muhafaza edilmelidir.

» %10’luk SDS oda kosullarinda muhafaza edilmelidir.

» NaCl, TE ve Fenol-kloroform +4 °C’de muhafaza edilmelidir.
» Tum soliisyonlar gerektigi sekilde sterilize edilmelidir.

» Ependorf tiipleri santrifiij edilirken oryantasyonlar1 belirlenerek yerlestirilmelidir.

[Pelet her zaman goriinmeyebilir fakat bu sayede yeri tahmin edilir. ]
» Ayrica DNA calismalari i¢in ayr1 bir oda olusturulmalidir.

» Her izolasyon oOncesi ve sonrasinda kullanilacak c¢aligma ortami ve otomatik

pipetler alkol ile temizlenmelidir.

» Pipet setleri ve otomatik mikro pipetler ayrilmalidir.
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2.1.4.2.2. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi ve
%0.5’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Steril ekiivyon cubuga alinan tiikiiriikk 6rneginden genomik DNA’nin izole edilip
edilmediginin analizi %0.5’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.
1. 0.6 g agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢0zeltisi bir erlen i¢cinde karistirildi.

2. Agz1 aliiminyum folyo ile kapatild1 ve iizerinde birka¢ delik agilarak mikrodalga
firinda kaynatildi.

3. Cozelti oda sicakliginda 5060 °C’ye diisiinceye kadar bekletildi.

4, Uzerine 8 ul EtBr (10 mg/ml) ilave edildi ve ¢dzelti homojen bir yap1 kazanana

kadar erlen calkalandi.

5. Bu karisim jel taraklari yerlestirilmis jel kaliplarina hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokiildii. Ayrica jel lizerinde hava kabarciklar1 olugsmus ise, jel katilagsmaya

baslamadan pipet ucu yardima ile patlatildi.
6. Jelin katilagmasi i¢in bir siire oda sicakliginda bekletildi.

7. Taraklar ve bariyerler dikkatlice ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina yerlestirildi.
Bu esnada jel kuyucuklarmin, vyiiriitme tankimin katot elektrot tarafina

yerlestirilmesine dikkat edildi.

8. Jelin lizerini kaplayacak miktarda tank icerisine 1X TBE ¢ozeltisi konuldu.
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2.1.4.2.2.1. Agaroz Jele Yiiklemek Icin Ornek Hazirlanmasi ve Yiiriitme
Kosullari

2012/03/07 16:36

Sekil.2.1. Agaroz jel kuyucuklarina drneklerin yiiklenmesi.

1. 15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalibi {izerine yerlestirildi.

2. 1 ul 6X Jel Loading Buffer ve 5 pl DNA 6rnegi parafilm izerine konuldu ve

homojenizasyon i¢in mikropipet yardimi ile yavasga karistirildu.

3. Toplam 6 pl karigim jeli delmeden dikkatli bir sekilde jel kuyucuklarina
yerlestirildi.

4. Tank kapag1 kapatild1 ve anot ile katot uclarinin baglantilari takildu.

5. Gii¢ kaynag1 100 V ve 70 mA’e ayarlanarak, numuneler 45 dakika jel {izerinde
yuriitiildii.

6. UV 1s181nda, jel goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.
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2.14.2.3. PCR

HERC2 gen polimorfizminin gz rengi {izerine etkisini anlamak icin DNA
orneklerinde SNP’ nin oldugu kismi da iceren bolge Forwad ve Reverse primer
ciftleri kullanilarak PCR yontemi ile amplifiye edildi. Bu islem TECHNE TC 512
Thermal Cycle cihazi ile gergeklestirildi ve hedeflenen DNA bdlgesinin her biri 2%
defa ¢ogaltildi. Her PCR analizinde kontrol amaciyla, pozitif ve negatif 6rnekler de

kullanildi.

2.1.4.2.3.1. Primer Listesi

Amplifikasyon i¢in Forward (F: direkt) ve Reverse (R: karsit) primerleri kullanildi.
Hedeflenen bdlgenin cogaltilma islemi Forwad primerinin DNA’nin bir ipligine
Reverse primerinin ise diger ipligine baglanmasiyla bagslar. Primerler HPSF (High
Performance Salt Free) yontemi ile Montreal’deki Alpha DNA firmasina

sentezlettirildi. Kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge.2.1. Amplifikasyonda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

F PRIMER R PRIMER
5’-GAGGCCAGTTTCATTTGAGCTTTA-3’ | 5-CACCACTGGTAGTTTTCTTTGCC-3’
Uzunluk 24baz 23baz
GC igerigi %41.67 %47.83
Erime
Sicakligt 63.6°C 62.1°C
(Tm)

Tm fark: 1.5°C
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2.1.4.2.3.2. PCR Bilesenleri ve PCR Programi

Standart bir PCR reaksiyonunda PCR Buffer, Hot Star Tag DNA Polimeraz, dNTP

karigimi, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri bulunmaktadir.

Calismada kullanilan PCR  reaksiyonunun bilesenleri, bilesenlerin  stok
konsantrasyonlari, reaksiyondaki miktarlar1 ile reaksiyon karisimindaki final

konsantrasyonlarina ait bilgiler Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge.2.2. PCR bilesenleri ile stoktaki ve reaksiyondaki konsantrasyonlart.

Bilesen Stok Reaksiyona 25 pP’lik
Konsantrasyon konulan reaksiyon
miktar karisimindaki
final
konsantrasyon
10 X PCR 10X 2.5 ul 1X
Buffer
dNTP karisim 2mM 2 ul 200 uM
F Primer 10 pmol/ pl 0.5 ul 10 pmol/ pl
R Primer 10 pmol/ pl 0.5 ul 10 pmol/ pl
Hot Star Taq 50/ ul 0.125 ul 1.25U0
DNA
Polimeraz
DNA Sul ~200 ng

Steril H20 17 ul
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HERC2 gen polimorfizmi i¢in Cizelge 2.3’te belirtilen kosullar dogrultusunda PCR
gergeklestirildi.

Cizelge.2.3. HERC2 gen polimorfizmi i¢in PCR sartlar1.

Sartlar °C Siire (dakika)
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10
Denatiirasyon 94°C 1
Baglanma 60 °C 1
Uzama 72°C 1
Son uzama 72°C 5

4°C oodakika
Siklus sayist 35 dongt

PCR sonucunda HERC2 geni igin 226bp’lik PCR iiriinleri elde edildi. Bu iirliniin baz

dizilimi ve primer dizilimleri asagida gosterilmistir (Sekil.2.2).

GAGGCCAGTTTCATTTGAGCTTTAaa\gtgtcaagttctgcacgctatcatcat

SNP ( A>G Transisyonu)
caggggccgaggcttctctttgtttttaattaattgtttttaactgtgagtttatatacacttgaagcagt

atacatttagaaatg gtctacttgtcg tttctttgattactacccatgagacagtattagtaattctgge
ctatgaaatt GGCAAAGAAAACTACCAGTGGTG

Sekil.2.2. PCR ile ¢ogaltilan 226bp’lik baz dizilimi, HERC2-F ve HERC2-R primerleri.

PCR fiiriinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliinceye kadar -20 "C’de muhafaza
edildi.
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2.1.4.2.3.3. PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

PCR islemininin ardindan istenilen dizinin amplifikasyonunun dogru olarak
gerceklestigini kontrol etmek amactyla 8 pl PCR firiinii ile 1 pl 6X Jel Loading
Buffer ile karigtirilarak %1°lik normal agaroz jele yiiklendi. Bu jelin hazirlanmasi
igin 1.2 gr agaroz tartilarak 120 ml 1XTBE igerisinde ¢6ziildii ve boliim 2.7.4.2.2° de
yapildig1 gibi isleme devam edildi. Ayrica 100 bp DNA ladder’dan 1 ul, 6X Jel
Loading Buffer’dan 1 p ve distile sudan 6 pl karistirilarak yilikleme yapildi. Jel 100
Volt ve 70 Amperde 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu ve PCR iiriinleri UV

15181nda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.1.4.2.4. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi (RFLP)

DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda
fragmentler olusur ve bu fragmentler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiiglinde

farkli seviyelerde bantlar olusturur.

Calismamizda HERC2 genindeki A—G polimorfizmini belirlemek igin, amplifikasyon
sonucunda olugsan PCR iriinti, Dral Restriksiyon enzimi ile kesildi. PCR iirliniiniin
RFLP yontemi ile kesim isleminde negatif ve pozitif 6rnekler de kontrol amaciyla

analizlere alindi.

2.1.4.2.4.1. Kullanilan Kesim Kosullari

= HERC?2 gen bolgesi i¢in kesim kosullar::
8 ul Niikleaz Free H,O
2 ul NEB4
15 pl PCR iiriini
0.25 pul Dral
olmak tiizere her bir ornek i¢in toplam hacim 25.25 pl’dir. Enzim kesimi i¢in

37°C’de bir gece inkiibe edildi.
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Dral enziminin tanima bolgesi:

A

5*...TTT AAALLLS
3*...AAA TTT...S

2.1.4.2.4.2. Kesim Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezine Uygulanmasi ve

Genotip Tayini

HERC2 genotiplemesi igin ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucunda elde edilen iiriinler 6X yiikleme boyasi ile (8 pl kesim iiriinii 1
ul boya ile karigtirildi) boliim 2.7.4.2.3.3 'te anlatildig: sekilde % 2.5’lik jele yiiklendi
ve elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV 1s1ginda, jel goriintiileme sistemi ile

degerlendirildi.

2.1.5. istatistiksel Analiz Yontemi

Tim istatistiksel analizlerde SPSS V16 kullanilmistir. HERC2 geninde yer alan
A—G tek niikleotid polimorfizminin frekanslari direkt olarak hesaplanmis ve Hardy-
Weinberg esitliginde "Haldane exact" testi ile yapilmistir. Katagorik veriler igin %2
testi, gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Datalar
ortalama+S.S ve median, minimum, maksimum degerleri kullanilarak verilmistir.

P<0,05 ve p<0,01 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. HERC2 Genindeki A—G Polimorfizmini Belirlemek Amaciyla Yapilan

Analiz Sonuc¢lar

Calismamiza, Kasim 2011-Haziran 2012 tarihleri arasinda, Tiirkiye’nin farklh
bolgelerinde yasayan agik gboz rengine sahip bireyler ile bu bireylerin anne ve
babalar1 olmak tizere toplam 303 goniillii katilmistir. Genetik analizler i¢in bireylere
ait agiz i¢i svap ornekleri kullanilmistir. Calismada 51 kiz ¢ocuk, 50 erkek cocuk,
101 anne ve 101 baba bulunmaktadir. Bu bireylerin yas ortalamasi 41,72+14,06’dir
(18-82 yas) (Sekil .3.1).

125

100

75

50

25

Sekil.3.1. Calismadaki bireylerin dagilimi.
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Calismamizda g6z rengi 4 kategoride incelenmistir. Bu goz renklerine sahip

bireylerin fenotip frekansi Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bireylerin fenotip frekanslari.

Fenotip Frekans:

Goz Rengi (n:303)
n Ce
Mawi 116 38.3
Yesil 67 221
Ela 62 20.5
Kahverengi 38 19.1
Toplam 303 100

3.1.1. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesinin Sonugclari

Calismada kullanilan 303 6rnegin tamami, izolasyon isleminden sonra agaroz jel

elektroforezinde tayin edildi. Her bir 6rnegin DNA’larinin izole edildigi gorildi.

3.1.2. PCR Reaksiyonu ile HERC2 Geninin Amplifikasyon Sonuclari

Insan HERC2 geni 93 ekzonu kapsayan 250 kilobazdan olusmakta ve 4834 amino
asitlik bir polipeptidi kodlamaktadir. HERC2 geninin intron 86 noktasinda goz

rengini fenotipik olarak etkileyen tek niikleotid polimorfizmi bulunmustur.
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HERC2, 15. Kromozomun 15q13.2 bolgesinde lokalize olan bir gendir. Bu gendeki
polimorfizmlerden birisi de rs12913832 numarali SNP’dir. Bu SNP 15. kromozom
tizerindeki 28365618. noktaya denk gelen niikleotiddir. Bu noktadaki, HERC2 A—G

Tek Niikleotid Polimorfizmi tipik bireylerde niikleotid A iken, atipik bireyler de

G’ye degisim gostermektedir.

Kullanilan primerler ile amplifiye edilen bolgenin baz dizilimi asagidaki tabloda

gosterilmistir (Cizelge.3.2).

Cizelge 3.2. PCR’da kullanilan primerler, kromozom {iizerindeki lokalizasyonlar1 ve amplifiye edilen

bolgenin niikleotid dizilimleri. Kirmizi ve alt1 ¢izik olan “a” bazi 28365618. noktada bulunan ve

A—G degisimini gosteren polimorfik niikleotiddir.

. 15. Kromozomda Primerlerin . . ..

Primerler Baglandigi Nokta Amplifiye Edilen Bolge
GAGGCCAGTTTCATTTGAGCTTTA

FPRIMER | 3 -GAGGCCAGTTTCATTTGAGCTTTA- adtgtcaagttctgcacgctatcatcacaggggeegagg

3?
ctictetttgtttttaattaattgtitttaactgtgagtttatataca
cttgaagcagtatacatttagaaatggtctacttgtcgttctttg
attactacccatgagacagtattagtaattctggcctatgaaatt
. GGCAAAGAAAACTACCAGTGGTG
RPRIMER | 5. cACCACTGGTAGTTTTCTTTGCC-3’

HERC2 genindeki A—G polimorfizmini gostermek amaciyla, bu noktay1 da igeren

226 bp’lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme sisteminde, UV 151k

altinda degerlendirilerek fotografland (Sekil.3.2).




48

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil.3.2. Amplifikasyonunun jel goriintiisii (M=100 bp Ladder; 1- 8= 226 bp PCR iiriinii).

3.1.3. Dral Restriksiyon Enzimi ile Amplifiye Edilen Bolgenin Kesim Sonuclar:

HERC2 A—G genindeki tek niikleotid polimorfizm bdlgesini de kapsayacak sekilde
cogaltilan 226 bp’lik PCR iiriinii, A—G polimorfizmini belirlemek amaciyla; Dral
enzimi ile 37 °C’de geceboyu inkiibe edildi.

Dral enzimi 226 bp’lik PCR iiriiniinii asagidaki sekilde gosterildigi noktadan keser
(Sekil.3.3).
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Yabaml tip ( 28365618 A allel konumu) Mutant tip (28365618 (i allel konumu)

X)
X | A

5'—’1*1*1".%4—{ PCR iirinii | 5" WETTTA A I
226 bp

23bp 203 " M “n
T Kesim firioleri » 5' I

Sekil.3.3. Dral restriksiyon enziminin tanima bdlgesi ve kesim iiriinlerinin sematik gdsterimi.

3.1.3.1. DNA Orneklerinin Genotiplendirilmesi

DNA o6rneklerinin genotiplendirilmesi, restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi jel
analizi sonuglart degerlendirilerek yapilmistir. Calismamizdaki agaroz jel

analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda ti¢ farkli varyasyon elde edilmistir:

< "AA" homozigot tipik,
< "GG" homozigot atipik,

& "AG" heterozigot genotip varyantlar1 belirlenmistir.
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3.1.3.2. "A/A" Genotipli Homozigot Tipik Bireyler

Bireyler homozigot tipik genotipli (AA) ise; Dral enzimi 226 bp’lik bolgeyi 5’
ucundan TTTAAA dizisini taniyarak TTT/AAA noktasindan keser. Bunun sonucu
olarak da 226 bp’lik amplifikasyon iiriinii; 203 bp ve 23 bp’lik iki oligoniikleotid

pargasina ayrilmis olur ve iki bant gézlenir (Sekil.3.4).

203 bp

M 1 2

Sekil.3.4. 226 bp’lik amplifikasyon iriiniiniin homozigot tipik bireylerde, Dra | enzimi ile kesim
sonucunda olusan oligoniikleotid uzunluklar1 (M=100 bp Ladder; 1 ve 2 homozigot tipik genotipli
bireyler= 203 bp ve 23 bp uzunlugundaki oligoniikleotidler).
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3.1.3.3. "G/G" Genotipli Homozigot Atipik Bireyler

Bireyler homozigot atipik genotipli (GG) ise; TTTAAG dizisine baglanamaz ve bu
bolgedeki kesim islemini gergeklestiremez ve 226 bp’lik oligoniikleotid pargasi
gozlenir (Sekil.3.5).

226 bp

M 1 2

Sekil.3.5. 226 bp’lik amplifikasyon iriiniiniin homozigot atipik bireylerde olusan oligoniikleotid
uzunluklar1 (M=100 bp Ladder; 1 ve 2 homozigot atipik genotipli bireyler= 226 bp uzunlugundaki
oligoniikleotidler).
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3.1.3.4. "A/G" Genotipli Heterozigot Bireyler

Bireyler heterozigot genotipli (AG) ise; bireylerin tek DNA ipliginde "G", diger
DNA ipliginde "A" oldugundan; Dral enzimi ile kesim sonucunda; bir DNA ipligi,
"AA" genotipli bireylerde oldugu gibi, 203 bp ve 23 bp olarak iki oligoniikleotide
ayrilir. Diger DNA ipliginde ise "GG" genotipli bireylerde oldugu gibi, kesim islemi
gerceklestiremez ve heterozigot genotiplilerin oligoniikleotid bantlar1 226 bp, 203 bp
ve 23 bp olarak ii¢ bant seklinde gozlenir (Sekil.3.6).

203bp e—p
26bp *—>

Sekil.3.6. 226 bp’lik amplifikasyon firiniiniin heterozigot bireylerde olusan oligoniikleotid
uzunluklar1 (M=100 bp Ladder; 1 ve 6 heterozigot genotipli bireyler= 226 bp, 203 bp ve 23 bp

uzunlugundaki oligoniikleotidler).

A—G Tek Niikleotid Polimorfizm bolgesini de kapsayacak sekilde cogaltilan 226
bp’lik PCR iiriiniiniin Dral enzimi ile kesim sonucunda olusan baz ¢ifti uzunluklari

asagidaki tabloda gosterilmistir (Cizelge.3.3).
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Cizelge.3.3. Dral enzimi ile kesilen baz ¢iftlerinin bant uzunluklari.

. Dral enzimi ile kesim sonucunda olusan
GENOTIP
oligoniikleotid uzunluklar:
Homozigot tipik  (A/A) 203 bp, 23 bp
Homozigot atipik (G/G) 226bp
Heterozigot (A/G) 226 bp, 203 bp ve 23 bp

Calismamiz sonucunda; agik géz rengine sahip bireyler ile bu bireylerin anne ve
babalarindan olusan gonillii bireylerde (n:303) HERC2 gen polimorfizminin; %
4,6’s1 homozigot tipik (A/A), % 45,6’1 heterozigot (A/G) ve % 49,81 homozigot
atipik (G/G) genotip olarak belirlenmistir. HERC2 gen polimorfizmi ile olusan alel
frekanslar1 ise (n:606); A alel frekansi; % 27,4 (n:166), G alel frekansi ise % 72,6
(n:440) olarak belirlenmistir (Cizelge.3.4).



54

Cizelge.3.4. HERC2 gen polimorfizmi ile olusan genotip ve alel frekanslar.

Genotip Frekansi

. (n:303)
Polimorfizm
n %
. 14 16
(Homozigot tipik)
AG 138 456
(Heterozigot)
GG 151 498
(Homozigot atipik)
Alel Frekans:
Alel
(n:606)
(A\G)
n %
A 166 274
G 440 72,6

3.2. HERC2 Gen Polimorfizminin Arastirildigi Acik Goz Rengine Sahip
Cocuklar ile Bu Cocuklarin Anne ve Babalarindan Olusan Bireylerin Fenotipik

ve Genotipik Acidan Degerlendirilmesi

3.2.1. Acik Go6z Renginin Kalitiminda, Anne ve Babanin Fenotipik Etkisinin,

Cocuklardaki Fenotipik Ozellik Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Caligmamizda yer alan agik g6z rengine sahip ¢ocuklarin % 49,5’1 (n:50) mavi; %
34,7’si (n:35) yesil; % 15,81 (n:16) ela gbéz rengine sahiptir. Bu bireylerin
babalarinin % 30,7°si (n:31) mavi, % 15,81 (n:16) yesil; % 25,7°si (n:26) ela; %
27,7’si (n:28) kahverengi goz rengine, annelerinin ise % 34,7’si (n:35) mavi; %
15,8’1 (n:16) yesil; % 19,8’1 (n:20) ela; % 29,7’si (n:30) kahverengi gz rengine
sahiptir (Cizelge.3.5).
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Cizelge.3.5. Bireylerin fenotipik agidan degerlendirilmesi.

Fenotip Frekans:

Birevler Giz Rengi (n:303)
n %
Mawi a0 495
' 35 347
Cocuk Y
Ela 16 15.8
Mawi 31 30,7
Baba Yesil 16 15.8
Ela 26 257
7
Kahverengi 28 277
Mavi 35 34.7
: 16 15.8
Anne Yesil
Ela 20 19.8
Kahverengi 30 29.7

3.2.2. Agak Goz Rengine Sahip Cocuklar ile Anne ve Babalarmmin Genotip

Frekanslarimin Dagilim

Calismamizda yer alan agik goz rengine sahip ¢ocuklarin % 72,31 (n:73) homozigot
atipik, % 27,7°si (n:28) heterozigot; bu ¢ocuklarin babalarimin % 34,7’si (n:35)
homozigot atipik, % 57,4’t (n:58) heterozigot, % 7,9’u (n:8) homozigot tipik;
annelerinin % 42,6’s1 (n:43) homozigot atipik, % 51,51 (n:52) heterozigot, % 5,9’u
(n:6) homozigot tipik genotipe sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge.3.6).
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Cizelge.3.6. Cocuklar ile anne ve babalarina ait genotip frekanslariin dagilimi

Genotip Frekans:

Bireyler Genotip (n:606)
n %
GG 73 72.3
Foenk AG 28 27.7
GG 35 347
Baba AG 58 574
AA g 7.9
GG 43 2.6
Anne AG 52 515
AA 6 5.9

3.2.3. Tiim Populasyondaki Fenotip-Genotip Tliskisi

Calisma grubumuzda;

""GG" genotipine sahip bireylerin;
% 76,81 (n:116) mavi goz rengine,
% 15,9’u (n:24) yesil gdz rengine,
% 7,3’ (n:11) ela gbz rengine sahiptir.

"GG" genotipine sahip hicbir birey kahverengi géz rengine sahip degildir.



"AG" genotipine sahip bireylerin;
% 31,2’si (n:43) yesil géz rengine,
% 37,0’si (n:51) ela géz rengine,
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% 31,9’u (n:44) kahverengi goz rengine sahiptir.

"AA" genotipine sahip bireylerin;

% 100’ Ui (n:14) kahverengi goz rengine sahiptir (Cizelge.3.7; Sekil.3.7).

Cizelge.3.7. Tiim populasyonun fenotip-genotip iliskisi.

) FENOTIP
Genoti
. . KAHVERENG
P MAVi YESIL ELA i p
n 116 24 11 0
GG <0.001
% 76,8 15,9 73 0
n 0 43 51 44
AG <0.001
% 0 31,2 37,0 31,9
n 0 0 0 14
AA <0.001
% 0 0 0 100,0
n 116 67 67 58
Toplam <0.001
% 38,3 22,1 22,1 19,1
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Sekil.3.7. Tiim populasyondaki fenotip-genotip iliskisi.

Tiim populasyondaki genotip ve fenotip iligkisi degerlendirildiginde, bireylerin
genotipik 6zellikleri ve bu 6zelligin fenotip iizerine etkisi arasinda istatistiksel olarak

oldukga anlamli bir iliski bulunmustur (p<0.001).

3.2.4. Anne, Baba ve Cocuklardaki Genotip-Fenotip iliskisi

Anne, baba ve c¢ocuklardaki genotip ile fenotip arasindaki iliski x2 testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi (Cizelge.3.8; Sekil.3.8. Sekil.3.9. Sekil.3.10).
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Cizelge.3.8. Anne, baba ve ¢ocuklardaki genotip-fenotip iligkisi.

, , FENOTIP
Bireyler | Genotip i i i
MAVI | YESIL | ELA | KAHVERENGI p
n
35 4 4 0
GG % <0.001
81,4 9,3 9,3 0
w ac || o 12 16 24
Z % <0.001
< 0 23,1 30,8 46,2
n
0 0 0 6
AA m <0.001
0 0 0 100,0
n
35 16 20 30
TOPLAM % <0.001
01 347 15,8 19,8 29,7
n
31 2 2 0
GG % <0.001
88,6 57 5,7 0
< A || o 14 24 20
< % <0.001
o0 0 24,1 41,4 34,5
n
0 0 0 8
AA 7 <0.001
0 0 0 0 100
TOPLAM nl1 a 16 26 28
y <0.001
o1 307 15,8 25,7 277
e L 18 5 0
\ % <0.001
8 o1 685 24,7 6,8 0
o n 0 17 11 0
o AG % <0.001
0 60,7 39,3 0
TOPLAM L ) 35 16 0
y <0.001
o1 495 34,7 15,8 0
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Sekil.3.9. Populasyonda yer alan babalarin genotip-fenotip iligkisi.
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Sekil.3.10. Populasyonda yer alan ¢ocuklarin genotip-fenotip iliskisi.

Yukaridaki ¢izelge ve grafiklerde goriildiigii gibi, calisma grubumuz, anneler,
babalar ve ¢ocuklar olarak ayrildiginda, anne, baba ve ¢ocuklarin sahip olduklari
genotipik ve fenotipik Ozellikleri arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir

iliski tespit edilmistir (p<0.001).

3.2.5. Cocuk Fenotipi ile Anne ve Baba Fenotipi Arasindaki Iliski

Calismamizdaki ¢ocuklarin sahip olduklart fenotipik 6zellikleri ile anne babalarinin
sahip olduklar1 fenotipik 0Ozelliklere ait sonuglar asagida bagliklar halinde
Ozetlenmistir. Anne ve babalar; her ikisinin de gozii agik renkli, sadece birisinin gozii

acik renkli ve her ikisinin de gozii kahverengi olmak tizere 3 gruba ayilmustir.

Mavi goz rengine sahip ¢cocuklarin;
% 64’{inlin hem annesi hem de babas1 a¢ik goz rengine,
% 30 unun anne ya da babalarindan herhangi biri agik goz rengine,

% 6’sinin ise anne ve babalariin her ikisi de kahverengi géz rengine sahiptir.



Yesil goz rengine sahip ¢ocuklarin;
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% 37,1’inin hem annesi hem de babasi agik goz rengine,

% 57,1’inin anne ya da babalarindan herhangi biri agik g6z rengine,

% 5,7’si ise anne ve babalariin her ikisi de kahverengi géz rengine sahiptir.

Ela goz rengine sahip ¢ocuklarin;

% 37,5 inin hem annesi hem de babasi agik goz rengine,

% 43,8’inin anne ya da babalarindan herhangi biri agik goz rengine,

% 18,8’inin ise anne ve babalarinin her ikisi de kahverengi g6z rengine sahiptir

(Cizelge.3.9; Sekil.3.11).

Cizelge.3.9. Cocuk fenotipi ile anne ve baba fenotipi arasindaki iligki.

ANNE VE BABA FENOTIP{
. Anne ve
Fenotip Anne ve Anne ve
Babanin her Babadan Bab hi
L = | sadece birinin abann et 1 Toplam p
ikisinin gozleri . ikisinin gozi
. gozii agik .
acik renkli d kahverengi
renkli
n p<0.01
32 15 3 50
Mavi
% p<0.01
64,0 30,0 6,0 100
n p<0.01
& 13 20 2 35
= Yesil
g % p<0.01
E 37,1 57,1 57 100
e
p<0.01
cg n 6 7 3 16
Ela
d % p<0.01
0 375 43,8 18,8 100
<0.01
n p
Toplam 51 42 8 101
% 50,5 41,6 7.9 100 | P<0.01

Cocuk fenotipi ile anne ve baba fenotipi arasinda istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli

bir iligki tespit edilmistir (p<0.01).
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40 [ Anne ve babamn her ilkisinin gozled agt renidi
[ Anne ve babadan sadece binnin gzl agik renkli
[O; Anne ve babamn her fkisinin gbzii kahverengi

307

Birey savist
(m)

MAVE YESIL ELA
Cocuk Fenotip

Sekil.3.11. Cocuk fenotipi ile anne ve baba fenotipi arasindaki iligki.

3.2.6. Cocuk Genotipi ile Anne ve Baba Fenotipi Arasindaki iliski

Caligmamizdaki ¢ocuklarin sahip olduklar1 genotipik 6zellikleri ile anne babalarinin
sahip olduklar1 fenotipik Ozelliklere ait sonuglar asagida bashklar halinde

Ozetlenmistir.

"GG" genotipine sahip ¢ocuklarin;
%58,9’unun hem annesi hem babasi agik g6z rengine,
%31,5 inin anne ya da babalarindan herhangi biri agik goz rengine,

%9,6’s1n1n ise anne ve babalarinin her ikisi kahverengi goz rengine sahiptir.

"AG" genotipine sahip ¢ocuklari;
%150,5’inin hem annesi hem babasi agik géz rengine,
%41,6’s1n1n anne ya da babalarindan herhangi biri acik géz rengine,
%7,9’unun ise anne ve babalarinin her ikisi kahverengi géz rengine sahiptir

(Cizelge.3.10; Sekil.3.12).
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Cizelge.3.10. Cocuk genotipi ile anne ve baba fenotipi arasindaki iliski.

ANNE VE BABA FENOTIPi
Anne ve Anne ve
Anne ve
Babanin Babadan
Babanin her
her sadece o
o o ikisinin Toplam p
ikisinin birinin
gozi
gozleri gozii acik ]
. kahverengi
acik renkli renkli
p<0.01
n 43 23 7 73
GG
p<0.01
B
oo
= %
o 58,9 31,5 9,6 100
Z
=
&)
e p<0.01
)
O n
) 51 42 8 101
o
AG
p<0.01
0,
L 50,5 41,6 79 100
p<0.01
n 8 19 1 28
Toplam
P p<0.01
0,
L 28,6 67,9 3,6 100

Cocuk genotipi ile anne ve baba fenotipi arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli

bir iligki tespit edilmistir (p<0.01).
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504 B Anne ve babamn her idsinin gdzlen agik renkli
[@ Anne ve babadan sadece birinin gézii agik renkh

M Anne ve babarun her ikisinin gozi kahverengi

Birey sayis1
(m)

Cocuk Genotip

Sekil.3.12. Cocuk genotipi ile anne ve baba fenotipi arasindaki iligki.

3.2.7.Cahstigimiz Populasyonun Hardy-Weinberg Dengesinin Tespiti
Calisgmamizda yapilan istatistiksel analizlere gére, HERC2 gen polimorfizmindeki,

genotip ve alel frekans dagilimimin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu olmadigi

hesaplanmistir (p>0.05).

Cizelge.3.11. Calistigima grubumuzun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin tespiti.

AA AG GG
(Homozigot tipik) (Heterozigot) (Homozigot atipik)
(n) (n) (n)
Gozlenen 14 138 151
Beklenen 22,74 120,53 159,74
P<0.05

Calismamizda ayrica, HERC2 gen polimorfizmi ile yas ve cinsiyet arasindaki iligki

de hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir.
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4. TARTISMA

GOz, sa¢ ve deri rengi gibi dis goriiniisle ilgili karakterlerin DNA analizleri ile
belirlenmesi amaciyla yliriitiilen ¢caligmalar adli bilimlerin ilgi odagi haline gelmistir.
Ciinkii bu caligmalar sonucunda elde edilen verilerin kimliklendirmede ya da eleme
kriteri olarak kullaniminda ¢ok fayda saglayacagi disiiniilmektedir. Fenotipik
ozellikleri etkileyen gen polimorfizm g¢aligmalarinin i¢inde en dikkat ¢ekicilerinden
birisi pigmentasyonla ilgili olanlaridir. G6z rengi ise bu calismalarda siklikla
karsimiza ¢ikan fiziki bir 6zelliktir (Duffy ve ark., 2004; Duffy ve ark., 2007; Jannot
ve ark., 2005; Graf ve ark., 2005; Rees 2003; Tully 2007; Stokowski ve ark., 2007;
Sulem ve ark., 2007; Norton ve ark., 2007; Branicki ve ark., 2007; Branicki ve ark.,
2008; Branicki ve ark., 2009; Han ve ark., 2008; Sturm ve ark., 2009; Mengel-From
ve ark., 2009; Valenzuela ve ark., 2010).

GOz rengi ile ilgili genlerin polimorfizmleri, toplumlar arasinda c¢alisilarak
toplumlarin karakteristik ozellikleri ve birbirlerine olan genetik yakinliklar
belirlenebilmektedir (Sulem ve ark.,2007). Kayser ve arkadaslari1 2008 yilinda
yaptiklar1 calismada, Hollanda’da bulunan iki ayr1 bolgedeki kisilerle Avrupals,
Asyali (Japon ve Cin) ve Afrikal kisiler arasinda goz rengi ile ilgili genlerde farkli
SNP’ler1 arastirmiglar ve SNP frekanslar1 acgisindan, Avrupali’larin Asya ve
Afrikalilar’dan oldukga farkli oldugunu tespit etmislerdir. Baska bir ¢aligmada ise
melanosit hiicrelerinin sayis1 Asyalilarda, Afrika kokenli Amerikalilarda ve beyaz
irklarda karsilastirilmis ve Asyalilarda toplam melanosit sayisinin digerlerine gore

diisiik oldugu belirlenmistir (Albert ve ark., 2003).

Bireyler arasindaki goz rengi ¢esitliligi melanin pigmentinin miktarina, tiiriine,
melanozom sayisina ve bu melanozomlarin dagilimindaki farkliliklara baglhidir
(Imesch ve ark., 1996; Wielgus ve Sarna, 2005). Dolayisiyla gz rengi farkli olan
bireylerde melanosit sayisi farkli degildir. Ciinkii g6z rengini sitoplazmadaki melanin
miktar1 ve 0Ozelligi belirlemektedir. Melanin biyosentezi melanozomlarda

gerceklesmektedir. Melanin iiretimindeki biyolojik siire¢ olan melanogenezis
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sonucunda koyu bir pigment (kahverengi-siyah) olan 6melanin ya da agik renk bir

pigment (kirmizi- sar1) olan feomelanin elde edilmektedir (Sturm ve Frudakis, 2004).

Yesil goz rengi olusumu ihtimalini artiracak bolgeler iceren, bir melanozom
transmembran G protein ¢ifti reseptorii olan insan melanokortin-1 reseptorii (MCIR)
(Rees, 2004; Rouzaud ve ark., 2005; Sturm, 2002) émelaninden feomelanine sentez
gecisini kontrol eden mekanizmada diizenleyici olarak gérev yapmaktadir. Bu gen
cogunlukla "kirmizi baglikli gen" olarak adlandirilir. Cilinkii bu genin ifadesi kirmizi

sach ve yesil gozlii insanlarda yaygindir (Branicki ve ark., 2009).

Goz renginin olusmasinda 16 farkli gen sorumludur. HERC2 ve OCA2 goz
renginden sorumlu en onemli genler olarak gosterilmektedir. Her iki gen de 15.
kromozomda bulunmaktadir. OCA2 geni 15q11.2-12, HERC2 geni ise 15913 yer
almaktadir (Eiberg ve ark., 2008; Kayser ve ark., 2008; Sturm ve ark., 2008). OCA2
geninin g6z renginde major degisiklife neden oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir. (Eiberg ve Mohr 1996; Rebbeck ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2004;
Duffy ve ark., 2007). Ancak yapilan son ¢alismalarda HERC2 geninin goz rengi ile
daha gii¢lii bir baglantiya sahip oldugu tespit edilmistir (Kayser ve ark., 2008; Sturm
ve ark., 2008; Eiberg ve ark., 2008). Cilinkii White ve Smith’in 2010 yilinda yapmis
olduklar1 calismaninda gosterdigi gibt HERC2 geninde yer alan bir intron, OCA2
geninin promotor bolgesini icermektedir (White ve Smith, 2010). Dolayisiyla
HERC2 geni OCA2 geninin ekspresyonunu yani gen ifadesini etkilemektedir. Bu
etkilesim gerek HERC2 gerekse OCA2 geninin her birinde gerceklesen tek niikleotid
polimorfizminin bireyin g6z renginin olusmasinda Onemli rol oynamasini

saglamaktadir (White ve Smith, 2010).

Sturm ve arkadaslari, 2008’de yaptiklar1 ¢alismada g6z renginin olusumunu 92
SNP’nin etkileyebilecegini belirtmislerdir (Sturm ve ark., 2008). Bu ¢alismadan bir
yil sonra Branicki ve arkadaslari, bu SNP’lerden goz rengi {izerine en biiyiik etkiye
sahip olan SNP’nin, HERC2 geninin 28365618. noktasindaki A—G tek niikleotid
polimorfizmi olan rs12913832 adli SNP oldugunu belirtmislerdir (Branicki ve ark.,
2009).



68

HERC?2 geninin 5' terminalinde bulunan rs12913832 ile mavi/kahverengi goz rengi
arasinda oldukga kuvvetli bir iliski tespit edilmistir (Sturm ve ark., 2008; Eiberg ve
ark., 2008; Sturm ve Larson, 2009)(Sekil.4.1).

HLTF HLTF
0 Pol II 0 Pol Il

.

HERC2 intron 86 OCA2 promoter HERC2 Intron 86 OCA2 promoter

HLTF

o o
oo . 0 0050000
MITF LEFI W W

MITF LEF1

Sekil.4.1. OCA2 gen ekspresyonu (Sturm ve Larson, 2009).

HERC2 geninin intron 86’st OCA2 geninin iyi korunmus bdlgelerini igerir.
rs12913832 SNP’si ise on goriilen transkripsiyon faktorlerinin baglandigr bolgede
yer almaktadir. Bu bolgede Adenin (A) niikleotidi bulunuyorsa, LEF1, HLTF ve
MITF transkripsiyon faktorleri baglanir ve gen ifadesi gergeklesir. Sonucta
kahverengi goz rengi olusur (Sekil.4.1.A). Eger bu bolgede Guanin (G) niikleotidi
varsa transkripsiyon faktorleri baglanamaz dolayisiyla genin ekspresyonu yapilamaz.
Sonugta mavi géz rengi olusur (Sekil.4.1.B) (Sturm ve Larson, 2009). Bu yiizden G
alleli bakimindan homozigot olan bireylerde OCA2 geninin ifadesi yapilamaz. Bu
nedenle melanin seviyesinde azalma olur. Boylece acik goz rengi olusumu gozlenir
(Sturm, 2008). Ayrica gen diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan LEF1 ve MITF
transkripsiyon faktorleri ayni zamanda melanosit hiicrelerinin gelisiminde ve

farklilagsmasinda da etkilidir (Levy ve ark., 2006; Larue ve Delmas,2006).
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HERC2 genindeki A—G tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaci ile
yaptigimiz ¢alisma sonucunda genotip frekanslari; %4,6 homozigot tipik (AA),
%45,6 heterozigot (AG) ve %49,8 homozigot atipik (GG) genotip olarak
belirlenmistir. Alel frekans1 "A" aleline sahip bireylerde %27,4, "G" aleline sahip

bireylerde ise %72,6 olarak hesaplanmuistir.

Branicki ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, "A" alelinin insan fenotipinde koyu
pigmentasyona neden oldugunu vurgulamistir (Branicki ve ark., 2009). Biz de
Branicki ile uyumlu olarak yaptigimiz ¢alismada "AA™ genotipine sahip bireylerin
sadece kahverengi goz rengine sahip oldugunu tespit ettik. Ayrica yesil, ela veya
kahverengi goz rengine sahip bireylerin "AG™ genotipine; yesil, ela ya da mavi goz
rengine sahip bireylerin "GG" genotipine sahip oldugunu belirledik. Sonug olarak,
yaptigimiz tez ¢alismasinda, "AA" genotipine sahip tiim bireylerin kahverengi gozlii

oldugunu, mavi gozlii tiim bireylerin de "GG" genotipine sahip olduklarini belirledik.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda ¢alistig§imiz populasyonun tiimii genotip ve
fenotip iliskisi agisindan degerlendirildiginde, bireylerin genotipik 6zellikleri ve bu
ozelligin fenotip iizerine etkisi arasinda istatistiksel olarak oldukca anlamli bir iliski
bulunmustur (p<0.001). Aile bireyleri icinde yaptigimiz istatistiksel analizler
sonucunda ise anneler, babalar ve ¢ocuklarin sahip olduklar1 genotipik ve fenotipik
ozellikleri (p<0.001); cocuk fenotipi ile anne ve baba fenotipi (p<0.01); ¢ocuk
genotipi ile anne ve baba fenotipi arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli iligki

tespit edilmistir (p<<0.01).

Calisma grubumuzdaki bireylerde HERC2 gen polimorfizminin genotip ve alel
frekans dagilimi Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu olmamistir. Hardy-Weinberg
dengesi, belirli sabit sartlar altinda her iki alelin frekansinin ve genotipik oraninin
sabit kalmas1 ve populasyondaki bireylerin rastgele se¢ilme durumunda gecerlidir.
Bizim calismamizda ise, toplumumuzdaki agik goz rengine sahip ¢ocuklar ve onlarin
anne-babalar1 ¢alisma grubumuzu olusturmustur. Dolayisi ile acik gbz rengine sahip

cocuklar hedeflenmis ve bunlarin anne babalar1 ¢aligmaya dahil edilerek rastgele
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secim yapilmadigindan, genotip ve alel frekanslarimiz Hardy-Weinberg dengesi ile

uyumlu ¢ikmamistir (p<0.05).

Literatiir taramamiz sonucunda, toplumuzda g6z rengini etkileyen gen
polimorfizmleriyle ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica diger
tilkelerde ailelerin birkag kusagini kapsayan calismalar olmakla birlikte (Eiberg ve
ark., 2008, Sturm ve ark., 2008) aile i¢inde goz rengi segilerek yapilmis genetik
polimorfizm calismasi bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu ¢alismanin, toplumumuzda
g0z rengine etkileyen genlerdeki polimorfizmlerin frekanslarinin ¢ikarilmasi ve goz
rengine gore bu polimorfizmlerin belirlenmesinin adli olaylarin aydinlatilmasina

yardimci1 olmast yoniinden 6nemli katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz bireylerinde goz rengi ile iliskili herhangi bir genetik polimorfizm calismasi
yapilmamustir. Diger lilkelerde ailelerin birkac¢ kusagini kapsayan ¢aligmalar olmakla
birlikte aile icinde gbéz rengi segilerek yapilmis genetik polimorfizm ¢aligmasi
bulunmamaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz g¢alisma bu iligkiyi inceleyen ilk

bilimsel ¢alisma olmasindan dolay1 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

G0z rengi olusumundan 16 farkli gen sorumlu olmasia ragmen "Hect domain and
RCC1-like domain-containing protein 2 (HERC2)" geni g6z renginin olusumundan
sorumlu en Onemli gendir. Yapmis oldugumuz analizlerin (PCR-RFLP)
degerlendirilmesi sonucunda bu genin; homozigot tipik (AA), homozigot atipik
(GQ), heterozigot (AG) olmak iizere li¢ farkli varyasyonu belirlenmistir. Ayrica
calismamizda gdz rengi mavi, yesil, ela ve kahverengi olmak {izere dort kategoride

incelenmistir.

HERC?2 geninde yer alan A—G tek niikleotid polimorfizmi ile;

*"GG" genotipine sahip bireylerin yesil, ela ya da mavi géz rengine,

*"AG" genotipine sahip bireylerin yesil, ela veya kahverengi géz rengine,

*"AA" genotipine sahip bireylerin ise sadece kahverengi goz rengine sahip oldugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla, olay yerinden alinan biyolojik materyalde yapilan
analizler sonucunda, siipheli sahis "AA" genotipine sahip ise kesinlikle kahverengi
g6z rengine (ela, yesil ve mavi goz rengine sahip olamayacagi), eger kisi mavi géz

rengine sahip ise kesinlikle "GG" genotipine sahip olacagi sonucuna varilmistir.

Acik gbz rengine sahip cocuklar ile bu cocuklarin anne ve babalarindan olusan

calisma grubumuzda yapilan analizler sonucunda;

v Populasyonun tiimii genotip ve fenotip iligkisi agisindan degerlendirildiginde,
bireylerin genotipik 6zellikleri ve bu 6zelligin fenotip iizerine etkisi arasinda

istatistiksel olarak oldukga anlamli bir iliski bulunmustur (p<<0.001).
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v' Anneler, babalar ve c¢ocuklarin sahip olduklari genotipik ve fenotipik
Ozellikler arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bir iligki tespit
edilmistir (p<0.001).

v Cocuk fenotipi ile anne ve baba fenotipi arasinda istatistiksel olarak oldukga
anlaml bir iligki tespit edilmistir (p<0.01).

v" Cocuk genotipi ile anne ve baba fenotipi arasinda istatistiksel olarak oldukga

anlamli bir iligki tespit edilmistir (p<0.01).

Genetik ¢aligmalar maliyeti fazla olan analizlerdir. Dolayisiyla adli vakalarda kimlik
tespiti sirasinda genotipik Ozelliklerin belirlenmesi fenotipik ozellikler hakkinda
¢ikarimda bulunmamizi saglayacaktir. Bu durum da adli biyolojide zaman, maliyet

ve is gilicii acisindan oldukga fazla avantaj saglayacaktir.

Goz rengini belirleyen genlerdeki polimorfizmlerle ilgili veri tabani olusturuldugu
takdirde, siipheli sayisinin ¢ok fazla oldugu durumlarda, géz rengi polimorfizmi
caligilarak siiphelinin g6z rengi tahmin edilebilir ve gbéz rengi tespiti,
kimliklendirmede fiziksel bir eleme kriteri olarak kullanilabilir ya da toplu 6liimlerin
oldugu kazalarda kimlik bilgilerine ulasmak acisindan fayda saglayabilir. Ayrica, goz
rengi fenotipini, istatistiksel olarak oldukca anlamli etkiledigini buldugumuz HERC2
genindeki rs12913832 A—G tek niikleotid polimorfizminin, diger toplumlarda da
calisilmasi, bu sonuglarla uluslararas: bir veri tabani olusturulmasi ve uluslararasi

suclarin aydinlatilmasi da onerilmektedir.
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OZET

HERC2 Gen Polimorfizminin Géz Rengi ile iliskisi

Olay yerinde bulunan 6rnegin kaynaginin fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi delil
niteliginde bilgi saglamaktadir. Bireylerin goriiniislerinin en bariz tanimlayicilar yiiz
Ozellikleri, boyu ve ten rengidir. Ayrica gbz, sa¢ ya da deri rengi gibi fiziksel
karakterlerle iliskili SNP genotiplemesinin Adli bilimler alaninda yakin gelecekte
kisisel kimliklendirme icin yararli bir ara¢ olmas1 beklenmektedir.

Fiziksel bir oOzellik olan insan g6z rengi ve bu konu hakkinda yapilan
calismalarin temelinde iris yer almaktadir. Cilinkii iriste yer alan melanositlerde
iretilen melanin pigmenti miktarina bagli olarak g6z rengi olusmaktadir.

Goz renginin olugmasindan 16 farkli gen sorumlu olmasina ragmen daha ¢ok
15. kromozomdaki iki komsu gen olan hect domain and RCCI-like domain-
containing protein 2 (HERC2) ve oculocutaneous albinism Il (OCA2), gz renginin
olusumuna daha ¢ok etki etmektedir. Ayrica, son birka¢ yil icinde HERC2’nin goz
rengi ile daha giiclii bir baglantisinin oldugu tespit edilmistir.

Bu caligmanin amaci, toplumumuzdaki agik gbz rengine sahip bireyler ile anne
ve babalarinin HERC2 genotiplerinin aragtirilmasidir. Bu amagla, 303 bireyde
HERC2 genindeki A—G tek niikleotid polimorfizmi arastirildi. izole edilen DNA’lar
PCR teknigi ile ¢ogaltilarak, 246 bp uzunlugundaki oligoniikleotid amplifiye edildi.
PCR iiriini Dral restriksiyon enzimi ile kesildi. HERC2 genindeki A—G tek
niikleotid polimorfizminin (rs12913832) genotip frekanslari; %4,6 homozigot tipik,
%45,6 heterozigot ve %49,8 homozigot atipik genotip olarak belirlendi. Alel frekansi A
aleline sahip bireylerde %27,4, G aleline sahip bireylerde ise %72,6 olarak tespit edildi.

Calismamizda HERC2 geninde yer alan rs12913832 adli tek niikleotid
polimorfizmi ile "GG" genotipli bireylerin kahverengi g6z rengine sahip
olamayacag1 (goz rengi yesil, ela ya da mavi olabilir) ve "AG" ile "AA"
genotiplerine sahip bireylerin ise mavi gz rengine sahip olamayacagi (goz rengi
yesil, ela veya kahverengi olabilir) sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Goz rengi, Gen polimorfizmi, HERC2, Genotip, Fenotip.
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SUMMARY

Effect of HERC2 Gene Polymorphism on Eye Color

To determine the physical characteristics of the source of a crime scene sample
would provide important probative information. Facial features, height and skin
colouring are the major physical descriptors of a person. In addition, in the field of
forensic science, genotyping of SNPs associated with physical traits such as eye, hair
or skin colors is expected to be a useful tool for personal identification in the near
future.

Human eye colour as a physical trait and studies on this topic are based on
iris. Because eye color results from varying degrees of melanin produced in the
melanocytes of the iris.

Although there are about 16 different genes responsible for eye color, it is
mostly attributed to two adjacent genes on chromosome 15, hect domain and RCC1-
like domain-containing protein 2 (HERC2) and ocular albinism (oculocutaneous
albinism Il (OCAZ2). In addition, within the last couple of years, HERC2 has been
linked more strongly to eye color.

The aim of this study is to determine HERC2 genotypes of individuals with
light colored eyes and their parents. For this purpose, A—G single nucleotide
polymorphism (SNP) (rs12913832) of HERC2 gene was analyzed in 303 individuals.
The isolated DNAs were amplified with the PCR technique and 246 bp
oligonucleotide was produced. The amplified oligonucleotides were cut with Dral
restriction enzyme. The genotype frequencies of the SNP in the HERC2 gene were
determined as follows; 4.6% homozygote typical (AA), 45.6% heterozygote (AG)
and 49.8% homozygote atypical (GG) genotype. Additionally the frequency of A
allele was found as 27.4% and of G allele as 72.6%.

In this study, it is suggested that the prediction relies mainly on rs12913832 in
HERC?2 gene, in an exclusive approach: G/G-homozygotes are deduced not to have
brown eyes (the eye color could be green or blue). A/G-heterozygotes and A/A-
homozygotes are deduced not to have blue eyes (the eye color could be green or
brown).

Key words: Eye Color, Gene polymorphism, HERC2, Genotype, Phenotype.
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I- Bireysel Bilgiler
Adi: Yasemin
Soyadi: KARTAL
Dogum Tarihi ve Yeri: 1987, ANKARA
Uyrugu: T.C.
Medeni Durumu: Bekar
Iletisim Adresi ve Telefonu: A.U. Adli Bilimler Enstitiisii T1p Fakiiltesi
Cebeci Kampusii Dikimevi/ANKARA Tel:0(312) 319 27 34

- Egitimi

2006-2010 Gazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

2000-2004 Mustafa Kemal Lisesi Yabanci Dil Agirlikh Lisesi

Yabana Dili: Ingilizce ve Almanca

I11- Bilimsel lgi Alanlar

e Disiplinleraras: Adli Tip,
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e Genetik Toksikoloji,
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IV-Yapilan Calismalar:

b

- “Using the Correct Comet Assay Parameters of DNA Damages in Cell Studies’

isimli poster sunumu (9th International Comet Assay Workshop).

- “Alzheimer”

Arastirma Proje Yiiriitiiciisii: Yrd. Dog. Dr. LEVENT BINGOL
- “Biyofilm”
Arastirma Proje Yiiriitiiciisii: Dog. Dr. NESLIHAN GUNDOGAN

V- Stajlar:

v Ankara Adli Tip Kurumu

Staj yapilan birim: Biyoloji ihtisas Dairesi Staj stiresi: 60 giin

v" Tiirk Standartlar1 Enstitiisii

Staj yapilan birim: Personel Sistem Belgelendirme Staj siiresi: 30 giin
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IV- Katildig1 Egitim Kurslar

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

o

Ankara Universitesi Rektorliigii Avrupa Birligi Ofisi ve Alman Akademik
Degisim Programi (DAAD) isbirligi ile Almanca Dil Kursu Katihm Belgesi,
Giiz 2011- Bahar 2012, Ankara.

‘Strategic Action Plan for Improving Access to Opioid Medication’
Conference, 2 May 2012, Ankara (certificate of attendance).

‘iThenticate (Professional Plagiarism Prevention)’ Ulusal Akademik Ag ve
Bilgi Merkezi 22 Mart 2012, Ankara.

‘EndNote Egitim Semineri’ Ankara Univeristesi, 17 Subat 2012, Ankara.

“Yeni Radyoterapi Tekniklerinin Kanser Tedavisine Katkist” Acibadem
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim dali Prof. Dr. Enis
OZYAR, 25 Aralik 2012.

“ 9th International Comet Assay Workshop (ICAW) ” Kusadasi, Turkey
from 13 to 16 September 2011.

“IV. International Congress of MOLEKULER MEDICINE from Cell to
Bedside” Yeditepe University 27-30 June 2011, Istanbul (certificate of
attendance).

HETEK (Hacettepe Eczacilik Teknolojisi) Dernegi Semineri “Immune
Regulation in Allergic Disease-Application of Carbohydrate Based
Adjuvants in Allergen Specific Immunotherapy” Assoc. Prof. Guro
GAFVELIN Karolinska Institute Department of Medicine,16 Haziran 2011,
Ankara.

“Mutasyon ve Kanser” Ankara Universitesi Patoloji Anabilim dali Dog. Dr.
Berna SAVAS, 25 Mayis 2011, Ankara.

"Optimization Techniques for Western Blot, Immunoprecipitation, and

Immunohistochemistry™ Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Dr.

Guillaume BOUCHER, Abcam Bilimsel Destek Danismani, 12 Nisan 2011,
Ankara.
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% Tiirk Farmakoloji Dernegi- “Klinik Toksikoloji Kursu” kurs sertifikasi, 22—24
Aralik 2010, Istanbul.

s “Tiirkiye’de Adli Toksikoloji’nin Bugiinii ve Gelecegi” Hacettepe
Universitesi Adli Tip Anabilim Dal1, 20 Aralik 2010, Ankara.

% Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi- “L NANOTIP SEMPOZYUMU
NANOMED” katilim sertifikas1 11 Eyliil 2008, Ankara.

«» 07/2009-08/2009: Turk Standartlar1 Enstitisii

* TS-EN-ISO 9000 Kalite Yonetim Sistemi Temel Egitim: Miisteri
sartlarin1 karsilamak amaci ile miisteri tatminini arttirmak igin kalite
yonetim  sisteminin  gelistirilmesi, uygulanmas1 ve etkinliginin

tyilestirilmesi.

* TS-EN —ISO 9000 Kalite Yénetim Sistemi I¢ Tetkik Egitimi: 1SO
9001:2008 Standart’inin etkili olarak uygulanmasi ve tetkiki i¢in ihtiyag

duyulan becerilerin belirlenmesi ve kazandirilmasi.

* TS-EN -1SO 9001 Kalite Yonetim Sistemi Dokiimantasyon Egitimi:
ISO 9001:2008 Kalite Yonetim Sistemi dokiimanlarinin tanimlanmasi ve

hazirlanmasina yonelik becerilerin kazandirilmasi.



