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Ozet
Biyolojik delillerin bulundugu birgok adli vakada, DNA diizeyinde kimliklendirme yapilarak
faillere ulasilabilmektedir. Molekiiler genetik alaninda yapilan yenilikler arasinda bulunan
InDel’ler, insan genomundaki bazlarin insersiyonuna (eklenmesine) ve delesyonuna
(¢1karilmasina) dayanan ve STR/SNP gibi sistemlere alternatif olarak kullanilmaya baslanmig bir

polimorfizm ¢esididir.

Bu calismada cinsiyet belirteci olan Amelogenin (AMG-XY), otozomal kromozomlar
tizerinde bulunan 35 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307521, rs2308112,
rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671, rs33972805,
rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480, rs28369942,
rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147,
rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu ve Y kromozomu iizerinde
bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusundan olusan 36-InDelplex panelinin hayvan tiirleri arasinda

Ozgiilliigiinlin belirlenmesi amaglanmustir.

DNA analizi i¢in adli olaylarda karsilagilma olasilig1 yiiksek hayvanlar1 yansitacak sekilde,
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veterinerlik Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hayvan
Hastanesinden, tani/tedavi amaci ile bagvurmus, veteriner hekim tarafindan alinmis 57 hayvana ait
kan Ornekleri ilgili hastane laboratuvarindan toplandi. DNA izolasyonu E.Z.N.A. ® Tissue DNA
Kit protokoliine gore gergeklestirildi. 36 InDel lokusu c¢ogaltildi. PCR firiinleri, Applied
Biosystems™ 3500 Genetik Analizérde vyiiriitiildii ve GeneMapper v.5.0 yazilim programinda
analiz edildi. Elde edilen sonuglarm ayrim giicii ve 6zgiinliik degerleri Microsoft® Excel programi

ile degerlendirildi.



Bu calisma bulgularina gore ID16 (rs16646) lokusu deneylerde kullanilmis biitlin kedi ve
kopek orneklerinde yiiksek RFU seviyeleri ile pik gosterdi. ID14 (rs144389514) lokusu deneylerde
kullanilmig 10 kedi 6rneginde yiiksek RFU seviyeleri ile pik gosterdi. ID28 (rs2067147) lokusu

deneylerde kullanilmis 1 inek 6rneginde yliksek RFU seviyesi ile pik gdstermistir.

Calismada temel alinan 36-InDelplex panelinde yer alan InDel lokuslar1 disinda yer almakla
birlikte inek, koyun, oglak ve kopek orneklerinde farkli lokus araliklarinda yiiksek RFU seviyeleri

gosteren pikler goriilmiistiir.

rs34660708 (1D26), rs34495360 (ID31), rs2308135 (ID23), rs2307521 (ID3), rs2308112
(ID22), rs2308163 (ID27), rs1610919 (ID25), rs2308137 (ID15), rs56168866 (ID21), rs16671
(ID32), rs33972805 (ID24), rs25549 (ID30), rs16722 (ID29), rs2067304 (ID9), rs140861207
(ID5), rs1160981 (1D12), rs4646006 (ID1), rs6480 (ID34), rs28369942 (1D4), rs2307838 (ID2),
rs3062629 (ID18), rs10590424 (ID11), rs16458 (ID17), rs10623496 (ID20), rs1610937 (ID10),
rs16363 (ID35), rs1160965 (ID7), rs2307656 (ID8), rs2308101 (ID33), rs2308072 (ID19),
rs2067191 (ID13), rs2032678 (ID36) ve AMG-XY (ID37) lokuslarinda degerlendirilmeye dahil

edilebilecek pik gézlemlenmemistir.

Sonug olarak, gelistirilen 36-InDelplex paneli ¢aligmada yer alan hayvan tiirlerinde ID16,
ID14 ve ID28 lokuslar1 disinda etkilesim godstermemis olup, panelin yiiksek oranda insan tiirii
ozgillugl gosterdigi goriilmiistiir. Bu calismada insan DNA’s1 ile yakinlik gosteren primatlar
calisilmamis olup primatlarin, gelistirilen kitin kullanilacagr olay yerinin bulundugu cografyaya
uygun olacak tiirler ve arastirmamizda yer almayan farkli tiirlerle ¢aligma yapilmasi ile kitin

ozgilligi hakkinda kesinlik gosterebilecek sonuglar elde edilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Adli genetik, InDel polimorfizmi, Tiir 6zgiilliigii, DNA genotipleme



Abstract
In many forensic cases where there is biological evidence, the perpetrators can be reached by
identification at the DNA level. InDels, which are among the innovations made in the field of
molecular genetics, is a type of polymorphism based on the insertion (addition) and deletion
(removal) of bases in the human genome and started to be used as an alternative to systems such

as STR / SNP.

In this study, it was aimed to determine the specificity of the 36-InDelplex panel, which
consists of the sex marker Amelogenin (AMG-XY), 35 InDel (rs34660708, rs34495360,
rs2308135, rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514,
rs56168866, rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981,
rs4646006, rs6480, rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496,
rs1610937, rs16363, rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) loci on
autosomal chromosomes, and 1 InDel locus on the Y chromosome (rs2032678) among animal

species.

For DNA analysis, blood samples belonging to 57 animals were collected by a veterinarian,
applied to Istanbul University-Cerrahpasa Faculty of Veterinary Medicine Research and
Application Animal Hospital for diagnosis/treatment, and collected from the relevant hospital
laboratory reflecting animals that are likely to be encountered in forensic events. DNA isolation
E.ZN.A. ® Tissue DNA Kit was performed according to the protocol. 36 InDel loci were
replicated. PCR products were run on the Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer and
analyzed in the GeneMapper v.5.0 software program. The discrimination and originality values of

the obtained results were evaluated with the Microsoft® Excel program.



According to the findings of this study, the ID16 (rs16646) locus peaked with high RFU levels
in all cat and dog samples used in the experiments. The 1D14 (rs144389514) locus peaked with
high RFU levels in 10 cat samples used in the experiments. The 1D28 (rs2067147) locus showed a

peak with a high RFU level in 1 cow sample used in the experiments.

In addition to the InDel loci in the 36-InDelplex panel based on the study, peaks showing high

RFU levels were observed in different loci ranges in cow, sheep, kid(goat), and dog samples.

No peaks that could be included in the assessment were observed at the rs34660708 (1D26),
rs34495360 (ID31), rs2308135 (ID23), rs2307521 (1D3), rs2308112 (ID22), rs2308163 (ID27),
rs1610919 (1D25), rs2308137 (ID15), rs56168866 (1D21), rs16671 (1D32), rs33972805 (ID24),
rs25549 (1D30), rs16722 (1D29), rs2067304 (ID9), rs140861207 (ID5), rs1160981 (ID12),
rs4646006 (ID1), rs6480 (ID34), rs28369942 (ID4), rs2307838 (ID2), rs3062629 (ID18),
rs10590424 (ID11), rs16458 (ID17), rs10623496 (ID20), rs1610937 (ID10), rs16363 (ID35),
rs1160965 (1D7), rs2307656 (ID8), rs2308101 (ID33), rs2308072 (ID19), rs2067191 (ID13),

rs2032678 (1D36) and AMG-XY (ID37) loci.

As a result, the developed 36-InDelplex panel did not show any interaction other than the
ID16, ID14, and ID28 loci in the animal species included in the study, and it was seen that the
panel had a high human species specificity. In this study, primates that show affinity with human
DNA were not studied, and it will be possible to obtain results that can show certainty about the
specificity of the kit by working with the species that will be suitable for the geography of the crime
scene where the developed kit will be used, and by working with different species that are not

included in our research.

Keywords: Forensic genetics, InDel polymorphism, Species specificity, DNA genotyping



1. Giris ve Amag

Adli genetik alaninda, bireylerin kimliklerinin belirlenmesi ve babalik tayini sorunlar1 temel
olarak DNA genetik belirteclerinin (markirlarinin) genotiplendirilmesi ile ¢oziilmektedir. Kisa
tandem tekrarlar1 (STR'ler), yiiksek polimorfizmlerine ve farkli uluslarin mevcut alel frekansi
verilerine bagli olarak en yaygin kullanilan genetik belirtegler haline gelmistir (1).

DNA profili olusturma, 21 yil 6nce tesadiifen ortaya ¢gikmasindan bu yana ¢ok yol kat etmis
ve diinya ¢apinda milyonlarca insanin hayatina dogrudan dokunarak; bireyleri, toplumu ve hukuku
derinden etkilemistir (2). Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) kisa bir amplikon, diisiik
mutasyon orani ve insan genomunda STR'lerin dezavantajlarin1 tamamlayan yiiksek yogunlukta
ozelliklere sahiptirler (3). STR'lere ve SNP'lere ek olarak, insersiyon ve delesyon polimorfizmleri
(InDel), diger genetik belirteglerle kombine edilmesinin olas1 avantajlar1 nedeniyle giderek daha
fazla arastirilmaktadir (4).

Insersiyon / delesyon polimorfizmleri (InDel’ler), genomdaki bir veya daha fazla niikleotidin
eklenmesi veya cikarilmasi ile iretilen uzunluk polimorfizmleridir (5). InDel belirtegleri,
SNP'lerden sonra tiim insan genomunda ikinci en yaygin DNA polimorfizmi tiirtidiir. InDel'lerin
basitlestirilmis analiz stireci, SNP'lere kiyasla prosediiriin yiiriitiilmesini kolaylastirir (4). Genel
olarak hem STR'lerin hem de SNP'lerin 6zelliklerini birlestirerek, iki yontem arasindaki boslugu
doldurur ve STR nin basitligini kaybetmeden azaltilmis amplikon boyutunu kullanmanin baska bir
yolunu olusturur (5). Bu nedenle InDel, adli tip uygulamalarindaki zorlu vakalarda alternatif bir
belirteg sistemi olarak etkili olabilir (4).

Olay yerinden gelen az miktarda ve ¢evresel kosullar nedeniyle degrede (bozulmus) olmus
biyolojik 6rneklerde STR ile ¢ogu zaman kimliklendirme miimkiin olmamaktadir (6). InDel’ler

kesfedilip haritalandigindan bu yana, kullanilarak multipleks amplifikasyon sistemleri olusturmak



icin bir¢ok calisma bildirilmistir. Yayinlanan aragtirmalara gore, InDel’ler kisisel tanimlama
(kimliklendirme), babalik testi, biyocografik atalarin ¢ikarilmasi ve 6liim sonrasi materyal, insan
timor dokusu, iskelet/kemik kalintilar1 ve parafine gomiilii dokular gibi spesifik materyallerin
genotiplendirilmesi i¢in kullanilmistir (5). InDel’ler, nispeten uygun ve ucuz bir teknik olan PCR
irlinlerinin geleneksel kapiler elektroforezi ile dogrudan tespit edilebilir. InDel belirteclerinin
yukarida bahsedilen giiglii yonleri nedeniyle, diger genetik belirte¢lerin yani sira STR'lerin ve
SNP'lerin adli uygulamalarini tamamlayabilen genetik varyasyon caligsmasi i¢in umut verici bir
genetik belirteg olarak kabul edilebilirler (7). Adli genetikte InDel ¢calismalarinin ortaya ¢ikmasiyla
birlikte bir¢ok arastirmaci, farkli kromozomal konumlari kapsayan bu umut verici genetik belirtece
daha fazla odaklanmistir (8-10).

Adli vakalarda olay yerinde insana ait olmayan tiirlerin DNA’sina da rastlanabilmekte, bu
nedenle iiretilmek istenen panellerin bu gibi durumlarda insana 0zgii calisilabilirligi test
edilmektedir (11).

Bu tez calismasinda Filoglu ve ark. tarafindan gelistirilen, Tiirkiye popiilasyonu igin yiiksek
polimorfizm gosteren boylelikle adli kimliklendirmede kullanilabilen, otozomal kromozomlar
tizerinde bulunan 35 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307521, rs2308112,
rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671, rs33972805,
rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480, rs28369942,
rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147,
rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu, cinsiyet belirteci olan
Amelogenin (AMG-XY) ve Y kromozomu iizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusundan olusan
36-InDelplex panelinin insana ozgiilligiiniin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla adli
vakalarin gergeklestigi olay yerlerinde siklikla karsilasma olasiligi bulunan gesitli hayvan tiirleri

caligilarak gelistirilmis olan panelin insana 6zgiin olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Adli Biyoloji
Adli biyoloji, stipheli veya magdur, bir veya daha fazla kisiyi bir yer, bir nesne (veya nesneler
toplulugu), baska bir kurban veya siipheli ile iliskilendirmek i¢in biyoloji biliminin uygulanmasidir
(12). Bu disiplin hem ceza hem de hukuk davalarinda ileri aragtirmalar i¢in kullanilabilir. Kanitlar
toplarken, islerken ve analiz ederken siirekli akilda tutulmasi gereken en 6nemli faktorlerden ikisi,
ozellikle ¢ogu biyolojik kanitin dogasi goz oniline alindiginda, gézetim zincirini korumak ve

kontaminasyonu dnlemektir (13).

Adli bilimler ¢ok disiplinli bir alan olup adli biyoloji, adli antropoloji, adli entomoloji, adli
odontoloji, adli psikoloji, adli toksikoloji ve daha birgok adli disiplinden birisidir ve bu disiplinler
arasinda onemli bir yer isgal eder. "Adli biyoloji” daha genel bir terim olmakla birlikte giinlimiizde
siklikla tek basma ya da adli genetik terimi kullanilarak, genellikle DNA analizi yontemi ile

biyolojik kanitlarin tanimlanmasini ifade eder.

DNA profili, suglularin profillerini DNA delilleriyle karsilastirarak sug¢a dahil olma
olasiliklarin1 degerlendiren, su¢ sorusturmalarinda kullanilan adli bir tekniktir (14). Ayrica
ebeveynlik testlerinde, gécebelik durumun tespiti ve tibbi arastirmalarda da kullanilir. DNA profili
ayrica zooloji, botanik ve tarimdaki hayvan ve bitki popiilasyonlarinin incelenmesinde de

kullanilmuastir (15).

2.1.1. DNA (Deoksiriboniikleik asit)

Deoksiriboniikleik asit, bilinen tiim organizmalarin ve bir¢ok viriisiin gelisme, islev, biiyiime
ve lireme faaliyetleri i¢in genetik talimatlar tagiyan ¢ift sarmal zincirden olusan bir molekiildiir.

Proteinler, lipidler ve kompleks karbonhidratlarin (polisakkaritler) yani sira niikleik asitler (DNA



ve RNA-riboniikleik asit), bilinen tiim yasam formlari i¢in gerekli olan dort ana makromolekiilden
biridir. DNA ve RNA arasindaki en biiyiik fark sekerdir; DNA'daki 2-deoksiriboz, RNA'da seker

alternatifi pentoz ribozu ile degistirilir (16).

Sekil 1: Cift sarmalli DNA'nin gosterimi (17)

DNA tek bir zincir olarak degil, birbirine hidrojen baglariyla baglanan iki sarmal zincirden
olusur (16,17). Her iki zincir de ayn1 eksen etrafinda sarilir. Bu iki uzun iplik ¢ift sarmal seklinde
birbirinin etrafinda dolanir. DNA ¢ift sarmali temelde iki kuvvet tarafindan stabilize edilir; bunlar
niikleotidler arasindaki hidrojen baglar1 ve aromatik niikleobazlar arasindaki baz istifleme
etkilesimleridir (18). DNA'da bulunan dort baz; adenin (A), sitozin (C), guanin (G) ve timindir (T).
Bu dort baz, tam niikleotidi olusturmak igin seker-fosfata baglanir. Adenin ile timin, guanin ile

sitozin esleserek A-T ve G-C baz ¢iftlerini olusturur (16,18).

DNA zincirinin omurgasi, degisken fosfat ve seker gruplarindan olusur. DNA'daki seker, bir
pentoz (bes karbonlu) seker olan 2-deoksiribozdur. Sekerler, bitisik seker halkalarinin {i¢iincii ve
besinci karbon atomlar1 arasinda fosfodiester baglari olusturan fosfat gruplaryla baglanir. Bunlar

3'-ug (li¢ Ussii) ve 5'-u¢ (bes iissii) karbonlar olarak bilinir; ana sembol, bu karbon atomlarini,



deoksiribozun bir glikosidik bag olusturdugu bazinkilerden ayirmak i¢in kullanilir. Bu nedenle,
herhangi bir DNA ipligi genellikle bir ribozun 5 ' karbonuna (5 ' fosforil) bagh fosfat grubunun
oldugu bir uca ve 3 " karbonuna (3 ' hidroksil) bagli serbest hidroksil grubunun bulundugu baska
bir uca sahiptir. Seker-fosfat omurgasi boyunca 3 ' ve 5 ' karbonlarinin oryantasyonu, her bir DNA
ipligine yonliliik (polarite) verir. Bir niikleik asit ¢ift sarmalinda, bir zincirdeki niikleotidlerin yonii

diger zincirdeki niikleotidlerin yoniiniin tersidir, yani antiparaleldirler (19).

2.2. Adli Bilimlerde DNA Analizinin Temelleri ve Gelisimi

D1s80
DNA

Gift Sarmal PCR First PCR DNA Galisma Gruplan
Watson, Crick Mullis Case
FBI DNA Vaka Calismasina Baghyor
Tip Il Restriksivon Enzimleri
ABO Smith, Wilcox, Danna, Nathans . STR’s Real-time PCR
Kan Gruplan Multilokus Problan mtDNA DNA Olgiimii
Landsteiner Jetirevs
YSTR's
1970
1971 1975 1980 1988 2004
[! J ! J ’
1990 1953 1983 1984 1986 1987 \ 1997 J
1985
Southern
Kirmizi Hiicre Enzimleri  Bjotting
Serum Proteinleri
ilk RFLP
DNA Vakasi
Jeffreys, Gill ve ark. DQA1L
Suglu DNA
VNTR’s Veritabanlari
Wyman, White Otomatize

Sekanslama

Sekil 2: Adli genetik analizlerine ait zaman cizelgesi

Tarihsel olarak, adli kimlik dogrulamasi ABO kan grubu ve alt gruplari sisteminin analizi ile
baglamigtir. Daha sonra, kKimlik tespiti i¢in yeni belirtecler serum proteinlerinin ve kirmizi kan
hiicresi enzimlerinin varyasyonlarina dayanmistir; bu siiregte son olarak insan 16kosit antijen
sistemi (HLA) kullamlmustir (21). Birlesik Krallik'taki Leicester Universitesi'nde profesoér ve

genetikgi olan Sir Alec Jeffreys’in kesfi ise DNA tabanli kimlik testine onciiliik etmistir (22).
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Profesor Jeffreys, bireyler arasindaki genetik varyasyonlari incelemekle ilgileniyordu ve
insanlardaki genetik farkliliklar1 belirlemek i¢in bazi ¢alismalar yapmisti. Ancak aradigi cevap,
ilgilendigi ilk projede degil, bagimsiz bir projede olan “Ingiliz Antarktika Arastirmasi
Merkezi’nde, fok etindeki miyoglobin geninin analizi” ile geldi. Jeffreys ve ark. , foklardaki
miyoglobin genini insan muadili ile karsilastirdiklarinda, bazi kisa tekrar eden dizilerin foklar ve
insanlar arasinda homolog oldugunu buldular. Bu dizileri, minisatellitler adi verilen ardisik
tekrarlarin yaymlanmis dizileriyle karsilastirdiklarinda ayni olduklarmi buldular (23). Profesor
Jeffreys, tekrar eden dizilerin "oldukca degisken, bilgilendirici genetik belirtegler" olabilecegini
fark etti (22). EKibi, kisa dizilerden olusan, tekrar eden dizilere takilabilen ve nihayetinde her bireye

0zgii olan kaliplar1 ortaya ¢ikarabilen bir radyoaktif prob gelistirdi; DNA “parmak izi” (24).

Profesor Jeffreys, bir insan ailesinin DNA parmak izine; ayrica bir inegin, bir babunun, bir
farenin ve bir tiitiin bitkisinin DNA parmak izlerine bakti. 15 ila 20 banttan olusan DNA
parcalarinin modeli her biri i¢in farkliydi. Bununla birlikte, insan ailesinin oriintiileri daha yakindan
incelendiginde, anne ve babanin her birinin kendi Oriintiisiine sahip oldugu ve ¢ocugun, babadan

ve anneden birer alel miras almis bir bilesigine sahip oldugu ortaya ¢ikt1 (25).

1985 baharinda, Profesor Jeffreys ve ark. DNA parmak izi ile ilgili ilk makalelerini
yayinladilar ve bunun adli bilimler ve babalik belirlemede faydasini gordiiler. Gazeteler sonuglari
yayimladi ve kisa bir siire sonra bir avukat testle ilgilenmeye basladi, temsil ettigi davalardan
birinde testin uygulanabilirligini gordii (26). 1986'nin sonunda, DNA profilleme diinya ¢apinda
kullaniliyordu. DNA profili olusturma, mikrosatellit olarak adlandirilan farkl tekrar eden dizilerin
kesfine polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) eklenerek iyilestirilmistir. PCR ile DNA
amplifikasyonu duyarlilig1 arttirmis, boylece arsivden ve kismen bozulmus 6rneklerden bile kii¢iik

miktarlarda DNA’nin analiz edilmesini miimkiin kilmistir(25).
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DNA profili olusturmak i¢in kullanilan en eski yontemler siirlayici fragman uzunlugu
polimorfizmi (RFLP) analizini igeriyordu. Tiim RFLP tabanli yontemler; kaynaklardan,
laboratuvarlardan ve tekniklerden, genetik profilleri giivenilir bir sekilde karsilagtirmanin zorlugu
nedeniyle engelleniyordu. Thtiya¢ duyulan sey, ideal olarak tek bir ¢ekirdekli hiicreden ve ciddi
sekilde bozulmus DNA'dan bile yapilabilen bir DNA koduydu; bu kod, hizla iiretilebilen, sayisal
olarak sifrelenebilen, otomatik olarak karsilastirilabilen ve mahkemede kolayca desteklenebilen bir
koddu. RFLP analizlerine dayali DNA parmak izi yontemleri, genotiplemenin artan duyarliligi,
hiz1 ve dogrulugu nedeniyle 1990'larin basindan itibaren yavas yavas PCR tabanli yontemler ile

degistirilmistir. (27,28).

Degisken sayida ardisik tekrarlar (VNTR) olarak da bilinen minisatellitler, birim uzunluklari
6 ila 100 baz arasinda degisebilen tekrar eden dizilerden olusur. Bu birimler, her bir minisatellitte
iki ila birkag yiiz kez tekrarlanabilir. Binlerce farkli minisatellit genom boyunca dagilmistir, ancak

bunlar genellikle telomerin yakininda veya kromozomun sonunda kiimelenmislerdir (29-31).

Kisa tekrar dizileri (STR) olarak da bilinen mikrosatellitler, uzunluklar1 2 ila 6 baz arasinda
degisebilen bir birimden olusur. Bu birim, her mikrosatellit lokusunda 5 ila 100 kez tekrarlanabilir.

Binlerce farkli mikrosatellit genom boyunca rastgele dagilmistir, ancak belirli bir alanda yer almaz

(32,33).

STR'lerin adli uygulamalar icin ideal oldugu goriilmiistiir. STR, tek lokuslu RFLP
yontemlerinden daha duyarlidir, alelik diigmeye VNTR sistemlerinden daha az egilimlidir (34) ve

HLA-DQAI gibi diger PCR tabanl profilleme yontemlerinden daha ayirt edicidir (35).

ABD'de 1994 tarihli DNA Tanimlama Yasasi, Federal Arastirma Biirosu (FBI) 'na bir pilot

projeyi, siddet suclarini sorusturmak i¢in bir ara¢ olarak ulusal bir DNA veri taban1 olan Kombine
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DNA Indeks Sistemine (CODIS) genisletme yetkisi verdi. CODIS, yerel, eyalet ve ulusal
diizeylerdeki su¢ laboratuvarlarinin DNA profillerini elektronik olarak degistirmek ve
karsilastirmak i¢in DNA analizini bilgisayar teknolojisiyle birlestirdi (36). VVeri tabani iki indeksten
olusur; su¢ mahalinde toplanan delillerden DNA profillerini igeren Adli indeks ve cinsel suglardan
ve diger siddet suglarindan hiikiim giymis kisilerin profillerini igeren Suglu indeksi. Sistem, 13

STR lokusunun amplifikasyonuna dayanmaktadir (37).

Soy belirteglerinin adli genetikte belirli kullanimlar1 vardir. Y kromozom analizi, bir kadin
kurbandan fazla DNA ve bir erkek saldirgandan sadece kiigiik bir DNA miktar oldugunda ¢ok
faydalidir. Tipik ornekler arasinda bosalma olmadan cinsel saldir1, vazektomi yapilmis bir erkek
tarafindan cinsel saldir1, bir kurbanin tirnaklarinin altindaki erkek DNA's1, deri lizerindeki erkek
“dokunma” DNA's1 ve kadin kurbanin kiyafetleri veya esyalar1 sayilabilir. Mitokondriyal DNA
(mtDNA), az miktardaki DNA o6rneklerinin, yani tanimlanamayan (tipik olarak iskeletlesmis)
kalintilardan, koksiiz kil gévdelerinden veya yalnizca ¢ok bozulmus DNA'nin mevcut oldugu eski

orneklerin analizleri i¢in 6nemlidir (38).

Y kromozomu ve mtDNA'nin rekombinant olmayan kalitimi, bireysel 6rnekler arasindaki bir
eslesmenin istatistiksel dogrulugunu zayiflatir, ancak yoOntemi, Ornegin Kkitlesel afet
arastirmalarinda (39) veya tarihi rekonstriiksiyonlarda babalik veya annelik iligkisinin yeniden

ingast1 i¢in verimli hale getirebilmektedir (40).

Kimlik ve akrabalik testi icin kiigiiltiilmiis boyutlu amplikonlar1 kullanan X-STR
multipleksleri de bozulmus DNA'y1 analiz etmek i¢in etkili bir sistem olmustur (41,42). X-STR
polimorfizmleri, otozomal STR'lere ek olarak tiim adli tanimlama vakalarinda analiz edilebilir ve

bu teknik, 6zellikle biyolojik ebeveynlerin bilinmedigi vakalarin ¢6ziimiinde yardimcei olabilir (43).
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2.3. Mutasyon

Biyolojide mutasyon, bir organizmanin, viriisiin veya ekstrakromozomal DNA'nin
genomunun niikleotid dizisindeki bir degisikliktir. Mutasyonlar, DNA veya viral replikasyondan,
mitoz / mayoz sirasindaki hatalardan veya DNA'daki diger hasar tiirlerinden (ultraviyole
radyasyona maruz kalmanin neden oldugu pirimidin dimerleri gibi) kaynaklanir ve bu daha sonra
hataya meyilli onarima (6zellikle mikrohomoloji aracili ug birlestirme (44)), diger onarim bigimleri
sirasinda bir hataya (45,46) veya ¢ogaltma sirasinda bir hataya neden olabilir. Mutasyonlar, yer
degistirebilen genetik elementler nedeniyle DNA segmentlerinin insersiyonundan veya

delesyonundan da kaynaklanabilmektedir (47,48).

2.3.1. Kromozom Anomalileri
Bir kromozom anormallik (kromozomal mutasyon/anomali), kromozomal DNA'nin eksik, ek
veya diizensiz bir pargasidir. Bunlar, atipik bir kromozom sayisina sahip sayisal anomaliler, bir
veya daha fazla kromozomun degistirildigi yapisal anomaliler seklini alabilir. Hiicre boliinmesi
stirecinde bir hata meydana geldiginde ortaya ¢ikar. Kromozomal anormallikler, genetik testler
kullanilarak bir bireyin veya tiim kromozom setinin tiire 6zgii bir karyotip ile karsilastirilmasiyla

saptanabilir veya dogrulanabilir (49).

2.3.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri
Anormal sayida kromozom, andploidi olarak bilinir ve bir kisi, ¢iftten bir kromozomu
kaybettiginde (monozomi) veya bir giftte ikiden fazla kromozomuna sahip oldugunda (trizomi,

tetrasomi vb.) olusur. Andploidi cinsiyet kromozomlarinda veya otozomlarda ortaya ¢ikabilir (50).

Insanlarda bir trizomi érnegi, ekstra bir kromozom 21 kopyasinin neden oldugu gelisimsel

bozukluk olan Down sendromudur; bozukluk bu nedenle trizomi 21 olarak da adlandirilir (51).
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Insanlarda bir monozomi érnegi, bireyin yalnizca bir cinsiyet kromozomu olan, bir X ile dogdugu

Turner sendromudur (52).

2.3.1.2 Yapisal Kromozom Anomalileri

Kromozomlarin yapisi degisir ise farkli sekiller alabilirler;

e Delesyonlar: Kromozomun bir kismi1 eksik veya g¢ikarilmustir.

e Duplikasyonlar: Kromozomun bir kism1 kopyalanir ve ek genetik materyal olusturulmus
olur.

e Inversiyonlar: Kromozomun bir kismi kirlir, ters cevrilir ve yeniden baglanir, bu nedenle
genetik materyal tersine ¢evrilmistir.

e Insersiyonlar: Bir kromozomun bir kism1 normal konumundan ¢ikarilmis ve baska bir
kromozoma yerlestirilmistir.

e Translokasyonlar: Kromozomun bir kismi baska bir kromozoma aktarilir. Iki ana
translokasyon tiirii vardir: a. Karsilikli translokasyon: Iki farkli kromozomun parcalar
degistirilir. b. Robertsonian translokasyonu: Tam bir kromozom, digerine ortadan birlesir;
insanlarda sadece 13, 14, 15, 21 ve 22 numarali kromozomlarda bulunabilirler.

e Halkalar: Kromozomun bir kismi kopar ve bir daire veya halka olusturur. Bu, genetik
materyal kayb1 olsun veya olmasin ger¢eklesebilmektedir.

e Izokromozom: Sentromer igeren bir kromozom segmentinin ayna goriintiisii kopyasindan

olusur.

Kromozom dengesizligi sendromlari, kromozom dengesizligi ve kirilmasi ile karakterize
edilen bir grup bozukluktur. Genellikle belirli kanser tiirlerini gelistirme egiliminde artisa yol

acarlar (53).
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2.4. Polimorfizm
Biyolojide polimorfizm, bir tiir popiilasyonunda alternatif fenotipler olarak da adlandirilan iki
veya daha fazla, agik¢a farkli morf veya formun ortaya ¢ikmasidir. Bu sekilde siniflandiriimak igin
morflarin aynt zamanda ayni habitat1 isgal etmesi ve bir rastgele ciftlesme popiilasyonuna ait

olmasi1 gerekmektedir (54).

Cok bicimlilik dogada yaygindir; biyogesitlilik, genetik cesitlilik ve adaptasyon ile ilgilidir.
Polimorfizm genellikle, farkli bir ortamda yasayan bir popiilasyonda ¢esitli formlar1 korumak i¢in
islev goriir. En yaygin 6rnek, bir¢ok canlida meydana gelen cinsel dimorfizmdir. Diger 6rnekler;

kelebeklerin mimetik formlari (bkz. taklit), insan hemoglobini ve kan gruplaridir (55).

2.4.1. Gen Polimorfizmi
Bir popiilasyon iginde birden fazla alel bu genin yerini kapsiyorsa, bir gen polimorfik olarak
tanimlanabilir. Belirli bir lokusta birden fazla alel bulunmasina ek olarak, her alel genellikle

polimorfik olarak kabul edilir ve dikkate alinmasi i¢in popiilasyonun en az %1'inde mevcut

olmalidir (56).

Gen polimorfizmleri, genomun herhangi bir bélgesinde ortaya ¢ikabilir. Cogu polimorfizm

sessizdir, yani bir genin fonksiyonunu veya ifadesini degistirmez (57).

Bazi polimorfizmler gozle goriilebilirlerdir. Ornegin, kopekler E lokusu, E, E™, EY, E" ve e
olarak bilinen beg farkli alelden birine sahip olabilir. Bu alellerin ¢esitli kombinasyonlari, kopek

kiirklerinde goriilen pigmentasyona ve desenlere katkida bulunabilir (58).

Bazen kullanilan pratik bir kural, alel frekansi %]l'den az olan genetik varyantlari

polimorfizmler yerine mutasyonlar olarak simiflandirmaktir. Bununla birlikte, polimorfizmler
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diistik alel frekansinda ortaya c¢ikabileceginden, bu, polimorfizmlerden yeni mutasyonlart ayirt

etmenin giivenilir bir yolu degildir (59).

Polimorfizmler laboratuvarda gesitli yontemler kullanilarak tanimlanabilirler. Bir¢ok yontem,
bir genin dizisini amplifiye etmek igin PCR kullanir. Amplifikasyondan sonra, dizideki
polimorfizmler ve mutasyonlar dogrudan DNA dizilemesi ile veya varyasyonlar tek zincirli

konformasyonel polimorfizm analizi gibi bir yontemle tespit edildikten sonra tanimlanabilir (60).

Bir polimorfizm, herhangi bir dizi farki olabilir. Baz1 drnekler:

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), genomda belirli bir yerde meydana gelen tek
niikleotid degisiklikleridir.Tek bir niikleotid polimorfizmi, genetik varyasyonun en yaygin
seklidir (61).

e Kiigiik 6lgekli InDel’ler, DNA'daki bazlarin eklenmesi veya ¢ikarilmasindan olusur (62).

e Polimorfik tekrarlayan elemanlar. Aktif transpozon elemanlari, kendilerini yeni konumlara
yerlestirerek de polimorfizme neden olabilirler. Ornegin, Alu ve LINE1 ailelerinin
tekrarlayan elemanlari, insan genomunda polimorfizmlere neden olabilir (63).

e Mikrosatellitler, 2-6 baz ¢iftinden olusan DNA dizilerinin tekrarlaridir. Mikrosatellitler,

ozellikle aleller arasindaki iligkiyi tanimlamak i¢in molekiiler belirtecler olarak yaygin

kullanilmaktadir (33).

2.5. InDel (insersiyon ve Delesyon)
InDel, bir organizmanin genomuna bazlarin insersiyonu veya delesyonu igin kullanilan
molekiiler biyolojik terimdir. Uzun yillar birbirlerinden ayrilabilen ve birbirleriyle hicbir sekilde
iliskili olmayabilen ekleme ve ¢ikarma olaylar1 dahil olmak {izere 1 ila 10.000 baz ¢ifti uzunluguna

sahip kiiciik genetik varyasyonlar arasinda siiflandirilirlar (62-64).
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Insersiyon veya delesyon olan InDel’ler, &zellikle filogenetik c¢aligmalarda dogal
popiilasyonlarin genetik belirtecleri olarak kullanilabilir (65,66). Coklu InDel’lere sahip genomik

bolgelerin tiir tanimlama prosediirleri i¢in de kullanilabilecegi gosterilmistir (67,68).

Her kiside yaklasik 192-280 g¢er¢eve kaymali (frameshift) InDel vardir (69). InDel’lerin,

insanlardaki tim dizi polimorfizmlerinin %16 ila %25'ini temsil etmesi muhtemeldir (62).
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Sekil 3: Insersiyon ve delesyon polimorfizminin sematize gosterimi

2.5.1. Insersiyon
Genetikte insersiyon (ekleme mutasyonu olarak da adlandirilir), bir veya daha fazla niikleotid
baz ciftinin bir DNA dizisine eklenmesidir. Bu, DNA polimerazin yer degistirmesi nedeniyle
mikrosatellit bolgelerinde meydana gelebilir. En kiigiik tekli baz ekleme mutasyonlarinin
mekanizmasiin, DNA polimeraz aktif bolgesi i¢inde lokal olarak meydana gelebilen, sablon ve

primer zincirler arasindaki baz ¢ifti ayrim1 ve bitigsik olmayan baz istiflenmesi yoluyla olduguna
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inanilmaktadir. Bir kromozom diizeyinde insersiyon, daha biiyiik bir dizinin bir kromozoma

eklenmesini ifade eder. Bu, mayoz boliinmesi sirasinda esitsiz gecis nedeniyle olabilmektedir (71).

N bolgesi insersiyonu, terminal deoksiniikleotidil transferaz ile rekombinasyon sirasinda
kodlanmamis niikleotitlerin eklenmesidir. P niikleotid insersiyonu, rekombinasyon gen
boliimlerinin uglar1 tarafindan kodlanan palindromik dizilerin eklenmesidir. Triniikleotid

tekrarlari, ekleme mutasyonlari (72,73) ve bazen ayr1 bir mutasyon sinifi olarak siniflandirilir (74).

Insersiyon, bir genin amino asit kodlama bdlgesi olan bir eksonda meydana gelirse tehlikeli
olabilir. Bir genin normal okuma gergevesinde (reading frame) bir degisiklik olan ¢ergeve kaymasi
mutasyonu, eklenen niikleotitlerin sayisi iige boliinemezse, yani kodon basina niikleotit sayisi ile
sonuglanir. Cergeve kaymasi mutasyonlari, mutasyondan sonra gelen gen tarafindan kodlanan tiim
amino asitleri degistirecektir. Genellikle, eklemeler ve sonraki gergeve kaymasi mutasyonu, genin
aktif translasyonunun erken bir durdurma (stop) kodonuyla karsilasmasina neden olur, bu da
translasyonun sona ermesiyle ve kesilmis bir proteinin iiretimesine yol acar. Kesilmis proteinler
genellikle diizgiin bir sekilde ¢alismaz veya hi¢ ¢alismaz ve muhtemelen insersiyonun meydana
geldigi gene bagli olarak birgok genetik bozukluga neden olabilir. DNA dizileme hatalarin1 tespit
etmek i¢in yontemler gelistirilmistir. Cergeve i¢i eklemeler, insersiyonun bir sonucu olarak okuma
cercevesi degismediginde meydana gelir; eklenen niikleotidlerin sayist iice boliinebilir. Okuma
cergevesi, insersiyondan sonra bozulmadan kalir ve eklenen niikleotidler bir durdurma kodonu igin
kodlamazsa ¢evirme muhtemelen tamamlanmaya c¢alisacaktir. Bununla birlikte, eklenen
niikleotidler nedeniyle, bitmis protein, eklemenin boyutuna bagli olarak, proteinin islevini

etkileyebilecek ¢ok sayida yeni amino asit igerecektir (75).
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insersiyon Oncesi insersiyon Sonrasi

24
Eklenecek alan [

Eklenen alan

Sekil 4: Insersiyon olusumu

2.5.2. Delesyon
Genetikte, bir delesyon (gen eksikligi veya delesyon mutasyonu olarak da adlandirilir), DNA
replikasyonu sirasinda kromozomun bir kisminin veya bir DNA dizisinin disarida birakildigi
mutasyondur. Tek bir bazdan biitiin bir kromozom pargasina kadar herhangi bir sayida niikleotid
cikarilabilir (70). En kiigiik tek baz delesyon mutasyonlari, kalip DNA'da tek bir bazin ters
cevrilmesi ve ardindan DNA polimeraz aktif bolgesi icinde kalip DNA zinciri kaymasi ile meydana

gelmektedir (71,76,77).

Delesyon tiirleri; a. Terminal delesyon, bir kromozomun sonuna dogru gerceklesir, b.
Interkalar / interstitial delesyon, bir kromozomun iginde gergeklesir, c. Mikrodelesyon, nispeten az
miktarda olan delesyonlardir. Mikrodelesyon genellikle fiziksel anormallikleri olan ¢ocuklarda
meydana gelir. Biiyiik delesyonlar, dogrudan kiirtajla (diisiik yapma) sonuglanir. Kiigiik
delesyonlarmn 6liimciil olma olasilig1 daha diisiiktiir; biiyiik delesyonlar genellikle 6liimciildiir, her

zaman hangi genlerin kaybolduguna bagli farkliliklar vardir. Bazi orta biiytikliikteki delesyonlar,
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taninabilir insan bozukluklarina yol agabilmektedir, 6rn. Williams sendromu. Esit olarak {ige
boliinemeyen birkag ¢iftli ¢cikarilmalar, bir ¢er¢eve kaymasi mutasyonuyla sonuglanir ve delesyon
isleminden sonra olusan tim kodonlarin yanlis okunmasina, ciddi sekilde degistirilmesine ve
muhtemelen islevsel olmamasina neden olur. Buna karsilik, {ige boliinebilen bir delesyon islemine

cergeve-i¢i (in-frame) delesyonu denilmektedir (76, 77).

Delesyonlar, bazi erkek kisirligi vakalari, Duchenne kas distrofisi vakalarinin tigte ikisi (70)

ve kistik fibroz vakalarinin {icte ikisi dahil olmak tizere bir dizi genetik bozukluktan sorumludur

(78).

Delesyon Oncesi  Delesyon Sonrasi

Cikarilan alan

Sekil 5: Delesyon olusumu

2.5.3. InDel Polimorfizmi ve Adli Genetikte Kullanimi
Son bes yilda InDel kimliklendirme uygulamalar1 adli genetik, popiilasyon genetigi ve tibbi
genetik gibi bir¢ok farkli alanda artig gostermistir. Adli genetikte, InDel teknigi hem akrabalik

analizinde hem de kimliklendirmede kullanilmaktadir (79).
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Pena ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma, 40 InDel lokuslu bir panelin adli kimlik tespiti
icin milkemmel bir potansiyele sahip oldugunu kanitladi. Ayrintili olarak, arastirma, daha
karmasik floresan tipleme i¢in alternatif olarak kullanilabilecek, glimiis boyali poliakrilamid
jeller lizerinde 6zenle secilmis 40 InDel'in kimliklendirilmesi i¢in basit bir multipleks sistem

kullanilarak gergeklestirildi (80).

Ek olarak 2011 yilinda yapilan bir arastirma, bazi adli olaylarda insan viicudunun timér
dokusu i¢in tanimlamanin gerekli olabilecegini belirtmistir. Ayni aragtirma, InDel'lerin tani

amagl insan gastrointestinal tiimor dokusunda uygulanmasina onciiliik etmistir (81).

InDel'ler babalik ve akrabalik iliskileri analizinde de 6nemli bir rol oynar. Su anda babalik
ve akrabalik testlerinde kullanilan yontemlere alternatif olarak, InDel'lerin mutasyon oranlarinin
diisiik olmasi ve tiim adli laboratuvarlarda bulunan ekipmanlara yazilmasi daha kolay olmasi,

testleri daha giivenilir ve daha kolay gergeklestirmesini sagliyor (9).

InDel'in bir bagka ilging uygulamasi da popiilasyon genetigi arastirmalarindadir (80).
2009'da basarili bir ¢alisma, karisik popiilasyonlarda bireysel ve kiiresel soy oranlarini tahmin

etmek i¢in etkili bir yontem oldugunu géstermistir (82).

Bunun disinda InDel, bir bireyin gelecekteki sagligini tahmin edebilir, genetik hastaliklarin
kaynagini belirleyebilir ve bireye kisisellestirilmis ilag saglamak icin tibbi genetige de

uygulanabilir (63).

2.6. Validasyon ve Tiir Ozgiilliigii
Validasyon, adli vaka ¢aligmas1 ve/veya veri tabani analizi i¢in etkinligini ve giivenilirligini

belirlemek icin bir prosediiriin degerlendirildigi siirectir. Adli DNA analizine yonelik
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teknolojileri uygulamak veya degistirmek i¢in gereken iki tiir validasyon vardir — gelisimsel

(developmental) ve dahili (internal) (83).

e Gelisimsel (developmental) validasyon; adli tip, veri tabani veya vaka ¢alismasi referans
numunelerinde kullanim i¢in yeni veya 6zgiin bir DNA metodolojisinin test verilerinin
alinmasi, kosullarinin ve sinirlamalarinin belirlenmesidir.

e Dahili (internal) validasyon; yerlesik yontemlerin ve prosediirlerin laboratuvarda
beklendigi gibi calistigin1 gdstermek i¢in laboratuvar iginde test verilerinin toplanmasidir.
Adli uygulamalar i¢in bir prosediir kullanilmadan 6nce, laboratuvar i¢ dogrulama

caligmalar1 yapmalidir.

Gelisimsel validasyonun alt basamaklarindan biri olan tiir 6zgiilligiinde; hedeflenmeyen
tiirlerden genetik bilgiyi saptama yetenegi (6rnegin, bir insan tahlilinde mikrobiyal DNA'nin
saptanmasi) belirlenmelidir. Hedeflenmemis tiirlerden genetik bilginin tespiti, testin kullanimini

gegersiz kilmayacak ancak testin sinirlarinin tanimlanmasina yardimei olabilecektir (83).
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3. Gerec¢ ve Yontem

Bu tez ¢alismasinda Filoglu ve ark. tarafindan gelistirilen ve Tiirkiye popiilasyonu i¢in yiiksek
polimorfizm gosteren, adli kimliklendirmede kullanilabilir, cinsiyet belirteci olan Amelogenin
(AMG-XY), otozomal kromozomlar iizerinde bulunan 35 InDel (rs34660708, rs34495360,
rs2308135, rs2307521, rs2308112, rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514,
rs56168866, rs16671, rs33972805, rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981,
rs4646006, rs6480, rs28369942, rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496,
rs1610937, rs16363, rs2067147, rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu
ve Y kromozomu tizerinde bulunan (rs2032678) 1 InDel lokusundan olusan 36-InDelplex paneli,
57 hayvandan toplanmis kan 6rnekleri ile ¢alisildi.

Calismada; 7 at, 1 inek, 18 kedi, 18 kdpek, 4 koyun, 3 marti, 1 oglak, 2 sahin ve 3 tavuk’a ait
kan ornekleri kullanildi. Kan 6rnekleri veteriner hekim tarafindan 0,5 ml’lik EDTA’ tiiplere
almmustir. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veterinerlik Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hayvan Hastanesine ait laboratuvardan teslim alman 6rnekler, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisi AR-GE Laboratuvarinda -20°C’de muhafaza edildi.
Orneklerin sirastyla DNA izolasyonlar1, miktar tayinleri yapildi. Sonrasinda PCR igin hazirlik
yapildi. PCR firiinleri Genetik Analizor cihazinda elektroforezi gerceklestirildi. Analiz i¢in Gene
Mapper v.5.0 yazilim progranu kullanildi. Elde edilen sonuglarin dzgiinliik degerleri Microsoft®
Excel programi ile degerlendirildi. Caligma bitiminde kan Ornekleri ve ¢aligmalar siiresince
kullanilmis olan tek kullanimlik eldiven, maske ve oOnliiklerin tibbi atik olarak uygun sartlarda

imha edilmesi saglandi.
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Bu calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii Adli
Genetik AR-GE Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Tez ¢aligmasi sirasinda kullanilan ekipman,
malzeme ve kitlerin listesi asagida verilmistir.

3.1. Deneyde Kullanmilan Geregler
3.1.1. Ekipman
e Eppendorf/ Brand otomatik pipetler (2.5 pL, 20 uL, 100 uL, 200 pL, 1000 pL)
e Vorteks (Weightlab Instruments)
e Kuru sitic1 blok (Bio TDB100-Biosan)
e Florometre (Qubit 4-Thermo Fisher)
e Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)
e Termal dongii cihaz1 (SimpliAmp™ Thermal Cycler-Applied Biosystems™)
e Buzdolab1 (Vestel)
e Derin dondurucu (Delta)

e Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizdr

3.1.2. Ticari kitler

E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)

Quant-it™ dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen)

Qiagen Multiplex PCR Kit

3.1.3. Ticari kit haricinde kullanilan malzemeler

PBS (Phosphate Buffered Saline) Tamponu

Etil alkol (%96-100) (Tekkim)

Zefiran (Dermosept)
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3.1.4. Kapiler elektroforez icin kullanmilan malzemeler
e 10X EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) tamponu (Thermo Fisher Scientific)
e Hi-Di"™ (Highly deionized) Formamide (Thermo Fisher Scientific)

e POP-7 Polimer (Performance Optimized Polymer 7) (Thermo Fisher Scientific)

e GeneScan™ LIZ 500 dye Size Standard (Thermo Fisher Scientific)

3.2. Deney Asamasi

Calisma siireci belirtilen asamalardan olugsmaktadir.

e Orneklerin toplanmasi
e DNA izolasyonu

e DNA miktar tayini

e PCR

e PCR iiriinlerinin Applied Biosystems™ 3500 cihaz ile analizi

Verilerin analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi

3.2.1. Etik kurul izni ve érneklerin toplanmasi
Bu calisma 31.03.2021 tarihli ve 158755 sayili karar ile Istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi tarafindan, etik kurul iznine gerek olmadigina dair karar
verilmistir (EK-1). istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veterinerlik Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hayvan Hastanesinden alinmig 13.01.2021 tarihli ve 5057 sayili izin belgesi ile, hastaneye
tani/tedavi amaci ile basvurmus ve veteriner hekim tarafindan alinmis, hastane laboratuvari
tarafindan analiz edilmis, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, farkli hayvan tiirlerini temsil

edecek 57 adet kan drnegi toplanmustir.



26

3.2.2. DNA izolasyonu ve miktar tayini
DNA izolasyonu i¢in E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) kullanild:. Silika temelli
olan bu yontemde biyolojik materyaldeki DNA’nin spin kolona baglanarak DNA disindaki
maddelerden uzaklastirilma temeline dayanir. Hiicresel kalintilar ve kontaminantlar yikama islemi
ile ortamdan uzaklastirilir. DNA molekiilii, spin kolona baglanmis halde iken eliisyon tamponu ile
filtreden geri elde edilir.
Miktar tayini, Qubit 4 cihazinda (Thermo Fisher) Quant-itTM dsDNA HS (High sensitive)
Assay (Invitrogen) kiti kullanildi. Florometrik miktar tayini 260 nm dalga boyunda 6l¢iim yaparak

yiksek hassasiyet ve dogrulukla DNA miktar1 belirlenebilmektedir.

3.2.2.1. E.ZN.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) ile kan érneklerinden DNA
izolasyonu
1. Isitici blogu 70° C’ ye ayarlanir.
2. Kit oda 1sisinda (25° C) bulundurulur.
3. 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine 250 EDTA’l1 kan eklenir. (Ornek 250 pL’den az ise, PBS
ile tamamlanir. Pthtilasma var ise EDTA’da eklenir ve bekletilir.)
4. Tiipe 25 pL Proteinaz K eklenir.
5. 250 uL BL Buffer eklenir, 15 sn. vortekslenir.
6. 70°C’ de 10 dk. inkiibe edilir.
7. Uzerine 250 pL Etanol (%96-100) eklenir, 15 sn. vortekslenir.
8. HiBind® mini spin kolona mikrosantrifiij tiipiindeki lizat aktarilir. (~700 pL)
9. 12.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edilir.
10. Filtrat igeren tiip atilir. Yeni toplama tiipii eklenir.

11. Kolona 500 uL. HBC Buffer eklenir.
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14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edilir. Altindaki filtrat dokiiliir, toplama tiipii kurulanip
tekrar kullanilir.

Kolona 700 pLL DNA Wash Buffer eklenir.

14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edilir. Altindaki filtrat dokdliir, toplama tiipii kurulanip
tekrar kullanilir.

Kolona 700 uL DNA Wash Buffer eklenir.

14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edilir. Altindaki filtrat dokiiliir, toplama tiipii kurulanip
tekrar kullanilir.

Kolon bos olarak, 14.000 rpm’ de 2 dk. santrifiij edilir.

HiBind® mini spin kolonu, 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alinir.

100 pL Elution Buffer eklenir. (Elution Buffer 70° C’ de isitilmis olmalidir, verimin
arttirilmasi igin.)

2 dk. oda 1s1sinda (25° C) bekletilir.

14.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edilir.

Spin kolon atilir, izolatlar parafilmlenir. Uzun siireli saklama i¢in -20° C’ ye kaldirilir.

3.2.2.2. Quant-it™ dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen) ile miktar tayini
Qubit® 4.0 cihazinin kalibrasyonunu yapmak amaciyla 2 adet standart kullanilir.
Quant-it™ dsDNA HS Buffer ¢ozeltisinden 199 pL alinarak 1 pL Quant-it™ Reagent
eklenir.
Hazirlanan karisim ¢ozeltisinden standartlar igin 190 uL, S1(Standart 1) ve S2(Standart 2)
cozeltilerinden 10 pL alinir.
Orneklerin analizi i¢in karisim ¢ozeltisinden 199 uL almir ve iizerine 1 pL DNA &rnegi

eklenir.
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5. Karigim 2-3 saniye vortekslenir ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilir.

6. llk olarak Standart 1 ve Standart 2’nin dl¢iimii yapilarak cihazin kalibrasyonu yapilir.

7. Ornekler cihaza yerlestirilerek dl¢iim yapalir.

3.2.3.PCR

Bu ¢alismada 36-InDelplex paneline ait lokuslar ¢alisilmistir (Tablo 1) (84).

Tablo I: 36 InDel lokusu (84)

ID GenBank Erisim | Kromozom InDel Dizisi Floresans Boya
(elektroforezde goriilen renkleri ile)
ID1 rs4646006 Kr: 1 iNSTGAG/TGCG ATTO-550
ID2 rs2307838 Kr: 1 delTGAA FAM
ID3 rs2307521 Kr: 1 iNSAG/CG FAM
ID4 rs28369942 Kr: 2 iNSAAGTC ATTO-550
IDS rs140861207 Kr: 3 delAG JOE
ID7 rs1160965 Kr:5 delGT ATTO-565
ID8 rs2307656 Kr:5 delTAAGT FAM
ID9 rs2067304 Kr:5 delGA FAM
ID10 rs1610937 Kr:5 delAGGA FAM
ID11 rs10590424 Kr:5 delAATAA JOE
ID12 rs1160981 Kr:5 delCAG ATTO-565
ID13 rs2067191 Kr:5 inSTAGA ATTO-565
ID14 rs144389514 Kr: 6 delATCT ATTO-550
ID15 rs2308137 Kr: 6 delGA JOE
ID16 rs16646 Kr: 7 insSTTTC FAM
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ID17 rs16458 Kr: 7 insSTTCC ATTO-550
ID18 rs3062629 Kr: 8 iINSTACAG/TAGAG ATTO-565
ID19 rs2308072 Kr: 8 INSAAGG ATTO-550
ID20 rs10623496 Kr: 8 INSGAAT ATTO-565
ID21 rs56168866 Kr: 9 inSAA/CA ATTO-565
ID22 rs2308112 Kr: 9 delGGTGT ATTO-550
ID23 rs2308135 Kr: 11 iNSTAA ATTO-550
ID24 rs33972805 Kr: 11 insCT JOE
ID25 rs1610919 Kr: 12 delAT ATTO-565
ID26 rs34660708 Kr: 13 delTG FAM
ID27 rs2308163 Kr: 14 INSTGAT/TAAT JOE
ID28 rs2067147 Kr: 14 delCAT ATTO-550
ID29 rs16722 Kr: 17 insSTTGT ATTO-565
ID30 rs25549 Kr: 17 delCATT ATTO-550
ID31 rs34495360 Kr: 20 iNSGACTT JOE
ID32 rs16671 Kr: 20 insGG/GC FAM
ID33 rs2308101 Kr: 20 delTA JOE
ID34 rs6480 Kr: 22 insTG JOE
ID35 rs16363 Kr: 22 insSTGTTT JOE
ID36 rs2032678 Kr:Y delTTCTC FAM
ID37 AMG-XY FAM
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3.2.3.1. PCR bilesenlerinin hazirlanmasi
Miktar tayini sonrast PCR hazirlig1 i¢in, 6rneklerin seyreltmeleri yapildi. Her bir 6rnekten 3
ng DNA alindi, miktar tayininde dl¢iilen degerlere gore DNA eklenen tiiplere distile su ile eklendi.
Seyreltme hesaplamalart M1 X V1 = Mz X V> ye gore yapildi, DNA miktar1 20’den az olanlar 3
ng/uL. DNA x 10 uL su, 20’den fazla olanlar 3ng/uLL DNA x 25 uL su olacak sekilde seyreltildi.
36-InDelplex panelinde belirtilen lokuslar1 gogaltacak primerlerden olusan bir primer karigimi
hazirlandi. Her ¢alismada negatif ve pozitif kontrol 6rnekleri kullanildi. PCR sonras1 kisa siire

icinde kullanilacak tiriinler +4° C’ye, uzun siireli saklanacak iirtinler -20° C’ye kaldirildi.

Tablo I1: InDel PCR bilesenlerinin optimum degerleri

Kullanilan Malzemeler Miktar (her bir 6rnek icin) Negatif Kontrol
Master Mix 4,2 uL 4,2 uL
Taq Polimeraz 0,5 ulL 0,5 uL
Primer Mix 3 uL 3uL
DNA 2 uL -
Su 1 uL 1 uL

3.2.3.2. PCR kosullar:

Calisma igin SimpliAmp™ Thermal Cycler cihazi kullanildi. Tablo I11’de verilmis olan déngii
Y P y

programu ile bu reaksiyon gergeklestirildi.




Tablo 111: Optimum PCR kosullar:
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Islem Sicaklik Siire Déngii
Denatiirasyon 95°C 11 dakika
94°C 20 saniye
Amplifikasyon 32 dongii
62°C 3 dakika
Uzama 60°C 1 saat
Bekletme 4°C 0

3.2.4. PCR iiriinlerinin Genetik Analizor cihaz ile analizi

PCR iiriinlerinin analizi 6rneklerin hazirlanmasi ve elektroforezi asamalarindan olusmaktadir.

Elektroforez islemi Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizor cihazinda yapilda.

3.2.4.1. Orneklerin hazrlanmast

Analiz edilecek her bir 6rnek Tablo 1V ’de verilen bilesenler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 1V: Elektroforez i¢cin gerekli olan bilesenler

Bilesenler

Miktarlar: (uL) (her bir

ornek icin)

Hi-Di Formamide 9,5uL
GS Liz 500 0,5uL
PCR Uriinii 1uL
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3.2.4.2. Orneklerin elektroforezi
Ornekler POP-7 polimeri ile 36 cm kapiller kullanilarak, InDel primerlerine &zel 5 boyali
matriks ve GS STR POP7 (1 ml) G-5 modiiliinde, Tablo V’da verilen parametrelere gore analiz

edildi.

Tablo V: Elektroforez kosullari

Parametre GS STR POP7 (1 ml) G-5 modiil
Matriks InDel matriksi
Injeksiyon zamam 24 sn.
Injeksiyon voltaji 1.2 kV
Yiiriitme zamam 30 dk.
Yiiriitme sicakhig 60° C

3.2.5. Verilerin analizi ve sonug¢larin degerlendirilmesi

Verilerin analizi GeneMapper v.5.0 (Thermo Fisher Scientific) programinda yapildi. Her
ornek i¢in kullanilan LIZ500 standard: ile kontrol edildi. InDel’lerin yerleri standart referans
alinarak belirlendi. Sonuglar Microsoft® Excel programinda tablo haline getirildi. Sonuglarda
hayvan tiirleri arasindaki farkliliklar/benzerlikler, ayrica insan Orneklerinden 6zgilligi

gbzlemlendi.
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57 hayvandan (7 at, 1 inek, 18 kedi, 18 kopek, 4 koyun, 3 marti, 1 oglak, 2 sahin ve 3 tavuk)

alinan kan Orneklerinin DNA izolasyonu yapilarak miktar tayini yapildi. Tablo VI’de kan

orneklerinin DNA miktarlar1 verilmektedir.

Tablo VI: Kan orneklerine ait DNA miktarlar:

Ornek Siras1 | Ornek Kodu DNA Ornek Siras1 | Ornek Kodu DNA
Miktan Miktari
1 H-A-1 8,26 ng/ul 30 H-Ko6-4 29,8 ng/ul
2 H-A-2 44,4 ng/ul 31 H-K6-5 43,4 ng/ul
3 H-A-3 11,2 ng/pl 32 H-K6-6 60,4 ng/ul
4 H-A-4 8,75 ng/ul 33 H-Ko6-7 32,4 ng/ul
S H-A-5 20,2 ng/ul 34 H-K6-8 29,0 ng/ul
6 H-A-6 31,50 ng/ul 35 H-Ko6-9 31,6 ng/ul
7 H-A-7 4,81 ng/ul 36 H-Ko6-10 8,68 ng/ul
8 H-i-1 30,8 ng/ul 37 H-Ko-11 33,8 ng/ul
9 H-Ke-1 106,0 ng/pul 38 H-K6-12 58,0 ng/ul
10 H-Ke-2 4,74 ng/ul 39 H-K6-13 28,2 ng/ul
11 H-Ke-3 6,18 ng/ul 40 H-Ko6-14 2,10 ng/ul
12 H-Ke-4 45,8 ng/pl 41 H-K6-15 45,4 ng/ul
13 H-Ke-5 12,5 ng/ul 42 H-K6-16 21,8 ng/ul
14 H-Ke-6 58,4 ng/ul 43 H-Ko6-17 32,0 ng/ul
15 H-Ke-7 78,2 ng/ul 44 H-K6-18 54,8 ng/ul
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4.2. Elektroforez Asamasi

16 H-Ke-8 30,2 ng/pl 45 H-Ky-1 4,34 ng/ul
17 H-Ke-9 55,8 ng/ul 46 H-Ky-2 0,842 ng/ul
18 H-Ke-10 23,8 ng/pul 47 H-Ky-3 17,4 ng/ul
19 H-Ke-11 69,4 ng/ul 48 H-Ky-4 10,8 ng/ul
20 H-Ke-12 13,9 ng/pl 49 H-M-1 31,8 ng/ul
21 H-Ke-13 46,8 ng/ul 50 H-M-2 94,6 ng/ul
22 H-Ke-14 38,0 ng/pl 51 H-M-3 95,6 ng/ul
23 H-Ke-15 12,0 ng/ul 52 H-O-1 17,6 ng/ul
24 H-Ke-16 6,84 ng/ul 53 H-S-1 13,8 ng/ul
25 H-Ke-17 20,8 ng/ul 54 H-S-2 38,2 ng/ul
26 H-Ke-18 48,2 ng/ul 55 H-T-1 19,9 ng/ul
27 H-Ko-1 35,0 ng/pl 56 H-T-2 35,8 ng/ul
28 H-Ko6-2 52,6 ng/ul 57 H-T-3 23,8 ng/ul
29 H-Ko6-3 29,0 ng/ul

Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizér cihazinda elektroforez yapildiktan sonra

GeneMapper v.5.0 programi ile 36 InDel lokusunun 57 hayvan Orneginde pik gosterme

potansiyelleri gozlemlendi (Tablo VII). Calismada kontaminasyonu elimine etmek amaciyla

negatif kontrol 6rnegi (Sekil 6) ve ¢alismanin dogrulugunu teyit etmek i¢in profili bilinen pozitif

kontrol 6rnegi (Sekil 7) kullanildi. Her bir hayvan tiirii 6rnegini temsil edecek elektroforegram

goriintiileri Sekil 8-16 arasinda verilmistir.
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Tablo VII’de goriildiigii lizere deneylerde kullanilmis biitiin kedi ve kopek drneklerinde ID16
(rs16646) lokusunda pik goriilmiis ve soz konusu piklerin yiiksek RFU seviyelerinde (~4,956 RFU)
olduklar1 gézlenmistir. Bu piklerin varyant tiirii “in” dir. ID14 (rs144389514) lokusunda ise 10
kedi orneginde yiikksek RFU seviyeleri (~476 RFU) ile pik goriilmiistiir. Bunlardan 1 kedide
varyant tiirii “indel”, 9 kedide ise varyant tiirii “del” olarak gézlemlenmistir. Ayrica deneylerde
kullanilmis 1 inek 6rneginde ID28 (rs2067147) lokusunda yiliksek RFU seviyesi (5810 RFU) ile

pik goriilmistiir. Bu pikin varyant tiirii “del” olarak gézlemlenmistir.

Calismada temel alinan 36-InDelplex panelinde yer alan InDel lokuslar1 disinda yer almakla
birlikte inek, koyun ve oglak orneklerinde yiiksek RFU seviyesi (~4,404 RFU) ile ID16 - 1D32
arasinda, kopek orneklerinde yiiksek RFU seviyesi ile ID26 — ID37 arasinda (~1,653 RFU), 1D28

—ID19 arasinda (~9,141 RFU) ve ID20 — ID7 arasinda (~1,902 RFU) pikler gézlemlenmistir.

Diger rs34660708 (ID26), rs34495360 (ID31), rs2308135 (ID23), rs2307521 (1D3),
rs2308112 (1D22), rs2308163 (1D27), rs1610919 (1D25), rs2308137 (ID15), rs56168866 (ID21),
rs16671 (1D32), rs33972805 (ID24), rs25549 (1D30), rs16722 (1D29), rs2067304 (1D9),
rs140861207 (ID5), rs1160981 (I1D12), rs4646006 (ID1), rs6480 (1D34), rs28369942 (ID4),
rs2307838 (ID2), rs3062629 (1D18), rs10590424 (1D11), rs16458 (ID17), rs10623496 (1D20),
rs1610937 (ID10), rs16363 (ID35), rs1160965 (ID7), rs2307656 (1D8), rs2308101 (ID33),
rs2308072 (ID19), rs2067191 (1D13), rs2032678 (ID36) ve AMG-XY (ID37) lokuslarinda
degerlendirilmeye dahil edilebilecek pik gozlemlenmemistir. Bu lokuslarin insan icin yiiksek

ozgiilliige sahip oldugu goriilmiistiir.



Tablo VII: 57 Hayvan Ornegine Ait InDel Lokus Sonuglari

36

Omek Adi/Lokus 1031 [1027 [ 1015 [ 1024 ] 105 [1034] 1011 [ 135 ] 1033 1023 1022 [ 1p14 10301 104 | 104 [ 10171028 019 [i2s inzadinza)ioiz iois inzo oz iois)
H_A_1 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_A_Z * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * ¥ * * * * * * * * * * * * *
H_A_3 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_A_4 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_A_s * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_A_G * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_A_7 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_i_l * * * * * * * ¥ * * * * * * ¥ * * * * * * * ¥ * * * del * * * * * * * * *
H_KE_1 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_Z * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * IndE| * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_3 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_4 ¥ * in * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_5 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_S * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_7 ¥ * in * * * * ¥ * * * * * * ¥ * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_8 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_g * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_10 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * ¥ * * * * * * * * * * * * *
H_KE_11 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_IZ * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_13 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_14 * * in * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_15 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_16 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * del * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_17 ¥ * in * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KE_ls * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H'KO'1 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_Ko_z * * m * * * * * * * * * * * * ¥ * * * * * * * * * * * * * ¥ * * * * * *
H_Ko_3 * * m * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

(elektroforezde goriilen renkleri ile)
* ile igaretli alanlarda pik goriilmemistir.
“in” insersivon. “del” delesyon.



Tablo VI1I: 57 Hayvan Ornegine Ait InDel Lokus Sonuglar: (Devami)
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[Gmek Ady Lokus 1026 103 [1026 1032 109 [136 [ 102 [1037 [ 010 108 | 1031 [ 1027 ] 1025 ] 1024 105 [1034 [ 10111035 [ 1033 [1023 [ 1022 [ 10141030 | 101 | 104 017 ] 1028 [ o1 |26 b2 jiozsijiosz|iois 20 ozaiois]
H_K6_4 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_Kb_s * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H-K6-6 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H-K6-7 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H-Ké-g * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K6_9 * * in * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K6_10 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K6_11 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H'K6'12 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K6_13 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K6_14 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H'KO'].S * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_Kb_16 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K0_17 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_K0_18 * * |n * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KY_l * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KY_Z * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KY_3 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_KY_4 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_M_1 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_M_Z * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H'M'3 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H-O-l * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_S_l * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_S_z * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_T_l * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_T_z * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
H_T_3 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

(elektroforezde goriilen renkleri ile)
* ile igaretli alanlarda pik goriilmemistir.
“in” insersivon. “del” delesyon.



Sekil 6: Negatif kontrol 6rnegine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 7: Pozitif kontrol 6rnegine ait elektroforegram goriintii
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Sekil 8: At 6rneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 9: Inek drnegine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 10: Kedi 6rneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 11: Kopek orneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 12: Koyun érneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 13: Oglak d6rnegine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 14: Mart1 6rneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 15: Sahin 6rneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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Sekil 16: Tavuk érneklerine ait elektroforegram goriintiisii
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5. Tartisma ve Sonug¢

Adli genetigin galisma alani, bireylerin kimliklendirilmesi ve babalik tayini sorunlar1 temel
olarak DNA markirlarinin genotiplendirilmesi ile ¢oziimlenmektedir. SNP'lerden sonra tiim insan
genomunda en yaygin ikinci DNA polimorfizmi tiirii InDel markirlaridir. Genel olarak hem
STR'lerin hem de SNP'lerin 6zelliklerini harmanlayarak ve STR’nin kullanim kolayligini
kaybetmeden azaltilmis amplikon boyutunu kullanmanin bagka bir yolunu sunar. Bu nedenle adli
tip uygulamalarindaki zorlu vakalarda InDel’ler alternatif bir markir sistemi olarak
kullanilabilmektedir (1,4,5). Adli vakalarda insan dig1 tiirlerin DNA'st da olay yerinde
bulunabilmekte, bu nedenle bu gibi durumlarda iiretilecek panellerin insana 6zgii islenebilirligi test

edilmektedir (11).

Bu tez calismasinda Filoglu ve ark. tarafindan gelistirilen, Tiirkiye popiilasyonu igin yiiksek
polimorfizm gosteren, boylelikle adli kimliklendirmede kullanilabilir otozomal kromozomlar
tizerinde bulunan 35 InDel (rs34660708, rs34495360, rs2308135, rs2307521, rs2308112,
rs2308163, rs1610919, rs2308137, rs16646, rs144389514, rs56168866, rs16671, rs33972805,
rs25549, rs16722, rs2067304, rs140861207, rs1160981, rs4646006, rs6480, rs28369942,
rs2307838, rs3062629, rs10590424, rs16458, rs10623496, rs1610937, rs16363, rs2067147,
rs1160965, rs2307656, rs2308101, rs2308072, rs2067191) lokusu, cinsiyet belirteci olan
Amelogenin (AMG-XY) ve Y kromozomu lizerinde bulunan (rs2032678) InDel lokusundan olusan
36-InDelplex panelinin sadece insana 6zgii olup olmadiginin tespit edilmesi adina, adli vakalarda
olay yerinde siklikla karsilagsma olasiligi bulunabilecek 9 hayvan tiirii (at, inek, kedi, kopek, koyun,

marti, oglak, sahin, tavuk), toplam 57 6rnek calisildi.
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Geligtirilen kit ve paneller i¢in validasyon g¢alismalar1 yapilmasi gerekmektedir. Bunlar
kullanilacak kitlerin ve panellerin giivenilebilirligi ve tekrar edilebilirligi igin gerekli
goriilmektedir. Bu ¢alismada, gelistirilen 36-InDelplex panelinin validasyon ¢alismalarindan birisi
olan tiir 6zgiilliigii Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (DNA Analiz Y ontemler

Bilimsel Calisma Grubu) standartlarinin gereklilikleri dogrultusunda ¢alisiimistir (83).

Calismanin ilk basamaginda 57 hayvana ait kan 6rneginden DNA izolasyonu yapilarak DNA
miktar tayini yapildi. Miktar tayini sonucunda orneklerden en ¢ok 106,0 ng/uL ve en az 0,842
ng/uL konsantrasyonda DNA tespit edildi (Tablo V1 ). Ikinci basamak olarak érnekler 3 ng/ulL’ye
seyreltildi. Daha sonra 36-InDelplex panelinin protokollerine uygun olarak primer karigimi
hazirlanarak PCR yapildi (Tablo | ve Tablo I1). Tablo 111’de belirtilen PCR kosullar1 saglandi. PCR
iiriinlerinin analizi Applied Biosystems™ 3500 Genetik Analizér cihazinda elektroforez yapildi.
Sonrasinda GeneMapper v.5.0 programinda genotipler gézlemlendi. Microsoft® Excel programi

ile sonuglar tablo haline getirildi.

Calismamizda; 1D16 (rs16646) lokusu deneylerde kullanilmis biitiin kedi ve kopek
orneklerinde pik gostermistir. Varyant tiirti “in” olarak gozlemlenmistir. 1D14 (rs144389514)
lokusu deneylerde kullanilmis 10 kedi 6rneginde pik gostermistir. Bunlardan 1 kedide varyant tiirii
“indel”, 9 kedide ise varyant tiirii “del” olarak gozlemlenmistir. 1D28 (rs2067147) lokusu
deneylerde kullanilmis 1 inek Orneginde pik gostermistir. Varyant tiri “del” olarak

gozlemlenmistir.

Song ve ark. gelistirdikleri “20 multi-InDel multipleks sistemi” ‘nin insan olmayan tiirlerden
DNA’y1 tespit etme kabiliyetini dogrulamak i¢in, ceza davalarinda var olabilecek tiirler {izerinde
kitlerini test ettiler. Tiir 6zgiilliigiinii degerlendirmek i¢in kopek, kedi, tavuk, domuz, tavsan, sigan

ve ordek gibi hayvanlar1 kullandilar. insan dist DNA igin floresan sinyali gdzlemlemediler.
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Sonuglari, sistemdeki tiim lokuslarin yliksek oranda insan tiirii 6zgiilliigiine sahip oldugunu
gosterdi (11). Panelin igeriginde bulunan rs56168866 (ID15) ve rs34660708 (ID26) lokuslari 36-
InDelplex panelimiz ile ortak oldugu goriilmiistiir. Her ikisi lokus, iki calismada da benzerlik

gostermis, calisilan hayvan tiirlerinde pik goriillmemistir.

Jin ve ark. gelistirdikleri 43 InDel’den olusan panelde, tiir 6zgiilliigiinii degerlendirmek igin
30 insan olmayan DNA o6rnegi kullandilar. DNA 6rnekleri 6rdek, kopek, domuz, koyun, sigir,
Sprague-Dawley sigani, Kumming faresi, at ve giivercin tiirlerinden olugsmaktaydi. Sonuglarinda,
bu yeni InDel panelinin insanlar ve diger tiirler arasinda hicbir ¢apraz reaktivite gosteren pik’e
rastlamadiklarini belirttiler (85). Panelin i¢eriginde bulunan rs16646 (ID16) lokusu 36-InDelplex
panelimiz ile ortak oldugu goriilmiistiir. ID16 lokusu yukarida bahsi gegen c¢alismada (85) pik

gostermemisken, calismamizda kullanilmis kedi ve kopek 6rneklerinde pik gozlenmistir.

Klein ve ark. Qiagen firmasina ait olan Investigator DIPplex® Kiti ile tiir 6zgiilliigii calismas1
yapmis olup, 37 hayvan 6rnegi ¢alismislardir. Analiz edilen tiirler geyik, kopek, at, kedi, inek,
domuz, francois langur (maymun), kurt, ova gorili, celebes macaque (maymun), piiskiillii kulakli
marmoset (maymun), kahverengi basli 6riimcek maymunu, bizon, kara elli 6riimcek maymunu,
debrazza maymunu, halka kuyruklu lemur, kii¢iik pengeli su samuru, martes zibellina (samur),
bulutlu leopar, aslan, Sibirya kaplani, Kuzey Amerika su samuru, Kanada geyigi ve pekari (domuz
benzeri toynakli memeli), dag gelincigi, Hint bizonu, ¢6l faresi, baykus maymunu ve pumadir.
Caligmalar1 sonucunda higbir hayvan 6rneginden tam bir profil elde edemedikleri, bazi alellerin
insan kanmna 6zgli immiinokromatografik cihazlarla da reaksiyona giren yiiksek primatlarda
gozlendigi belirtilmistir (86). Panelin igeriginde bulunan rs1610937 (ID10), rs2308163 (ID27),
rs2308072 (ID19), rs28369942 (ID4) ve rs16363 (ID35) lokuslar1 36-InDelplex panelimiz ile ortak

oldugu goriilmiistiir. Bu lokuslardan 3 tanesi (rs1610937 (1D10), rs2308072 (ID19) ve rs16363
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(ID35)) calisgmada kullanilan primatlarda pik verdigi belirtilmistir (86). Ortak kullanilmig olan
diger lokuslarda (rs2308163 (1D27) ve rs28369942 (1D4)) sonuglar benzerlik gostermis, ¢alisilan

hayvan tiirlerinde pik goriilmemistir.

Sonug olarak, gelistirilen 36-InDelplex paneli ¢aligmada yer alan hayvan tiirlerinde ID16,
ID14 ve ID28 lokuslar1 diginda pik gostermemis olup, insan elektroforegram profiline benzer tam
bir profil olusmamasi ile panelin yiiksek oranda insan tiirii 6zgilliigh gosterdigi gorilmiistiir.
Ornek temin edilemediginden insan DNA’s1 ile yakilk gdsteren primatlarda g¢alisma
yapilamamasi tez ¢alismasinin kisitliligi olup, bu tiir ile ¢alismalar yapilmasi halinde daha kesinlik

gosterebilecek sonuglar elde edilebilecektir.

Calismamizda kullandigimiz hayvan tiirlerine ek olarak, olay yerinde rastlanilabilecek hayvan
tiirleri, o yerin cografyasina gore degisiklik gosterebileceginden farkli tiirler ¢alisiimalidir (20,85).
Bu calisma, Filoglu ve ark. tarafindan gelistirilmis olan 36-InDelplex paneli i¢in validasyon
calismasi olup yeni ¢alismalarla hayvan tiirii say1sinin arttirilarak, gelistirilen panelin tiir 6zgilligi

desteklenmelidir.
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