IORLHNAL ARASTIRMA ORIGINAL RESEARCH I

Ozlem BULBUL,2
Doruk ARGAG,2

M. Sagib SHAHZAD.,®
Géniil FILOGLU,?
Havva ALTUNGCUL®

alstanbul Universitesi
Adli Tip Enstitusd, Istanbul
®University of the Punjab, Lahore Pakistan

Gelis Tarihi/Received: 05.01.2012
Kabul Tarihi/Accepted: 11.06.2012

Yazisma Adresi/Correspondence:
Ozlem BULBUL

istanbul Universitesi

Adli Tip Enstitlis, istanbul,
TURKIYE/TURKEY
oslemblbl@yahoo.com

Copyright © 2013 by Tirkiye Klinikleri

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2013;10(1)

Kimliklendirme ve Nesep Tayini icin
Otozomal SNP Lokuslarinin Belirlenmesi

Determination of Autosomal SNP Loci for
the Identification and Paternity Tests

OZET Amag: Son yirmi senedir adli kimliklendirmede kisa tekrar dizinleri [short tandem repeat
(STR)] lokuslar1 kullanilmasina ragmen bozulmus ve beklemis eski biyolojik 6rneklerin tiplendi-
rilmesinde sorunlar yaganmaktadir. Bu nedenle STR lokuslarina alternatif yeni polimorfik bélge-
ler kesfedilmistir. Eski ve bozulmus 6rneklerde son zamanlarda tek niikleotid polimorfizmi [single
nucleotide polymorphism (SNP)] lokuslar1 tercih edilmektedir. SNP’ler, genomda tek bir niikleo-
tid degistiginde aciga ¢ikan DNA dizi varyasyonlaridir. Bu ¢aligmanin amaci; adli bilimlerde kul-
lanim1 giderek artmakta olan ve gelecekte STR lokuslarinin yerini alacagi ongoriilen SNP
lokuslarini laboratuvarimizda optimize etmek (deney kosullarini iyilestirmek) ve validasyon (ge-
gerli kilma) galigmalarini yapmaktir. Gereg ve Yontemler: Bu ¢aligmada, aragtirmaya goniilli ka-
tilmay1 kabul eden 29 kisinin agiz i¢i siiriintiisii veya kan lekesi 6rnekleri kullanildi. DNA
izolasyonu Fenol-Kloroform-izoamil alkol ve QIAamp DNA Mini Kit kullanilarak yapildi. Yirmi
dokuz otozomal SNP lokusununun belirlenmesi i¢in minisekanslama teknigine dayali SNaPshot
kiti (Applied Biosystems) kullanildi. Ornekler ABI 310 Genetik Analizér cihazinda yiiriitiildii ve
analizi edildi. Bulgular: Yirmi dokuz SNP lokusunu optimize ettikten sonra validasyon ¢aligmalar1
yapildi. Bunun i¢in; hassasiyet, tekrarlanabilirlik, kesinlik ve yeniden tiretilebilirlik i¢in labora-
tuvarlar aras: karsilagtirmalar yapildi. Arastirma sonunda 29 SNP setinin en uygun ¢alisma kosul-
lar1 belirlendi ve validasyon galigmasi basari ile gergeklestirildi. Yirmi dokuz kisinin ¢alisilan 29
SNP bolgesine ait profilleri (genotipi) belirlendi. Sonug: Elde edilen sonuglara gore 29 SNP seti ile
kisiler birbirinden ayrilabilir. Validasyonu tamamlanan 29 SNP lokusu adli laboratuvarlarda kim-
liklendirmede kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Cok bi¢imlilik, tek niikleotid; adli genetik; polimeraz zincir reaksiyonu

ABSTRACT Objective: The last 20 years, short tandem repeats (STRs) are used for identification in
forensic sciences. But it is not possible to get the whole genotype especially we confront degraded
and ancient samples. For this reason, alternative new STR loci polymorphic sites were discovered.
Recently single nucleotid polymorphism (SNPs) are being preferred to degraded and ancient sam-
ples. A single-nucleotide polymorphism (SNP) is a DNA sequence variation occurring when a
single nucleotide in the genome. The aim of this study is optimising and to validate SNPs loci in
our laboratory conditions so that these may be use to replace STR system in future. Material and
Methods: In this study, parameters to test autosomal 29 SNP loci have been validated using sam-
ples of blood pattern or buccal swabs from 29 healthy induvidual. DNA was extracted using phe-
nol-chloroform-isoamyl alcohol method and QIAamp DNA Mini Kit method. Single base extension
reaction is done with SNaPhot minisequensing technic and subsequent detection with an ABI Prism
310 Genetic Analyzer. Results: After optimisation of the 29 SNP loci, validation study is performed.
We tested the sensitivity, reproducibility, presicion and external proficiency. We succesfully opti-
mized and validated autosomal 29 SNPs. We genotyped 29 indivudal for the described loci. Con-
clusion: Obtained results shows that 29 SNP multiplex can be discriminate each person. These
validated 29 SNP loci can be used in forensic laboratories for identification.

Key Words: Polymorphism, single nucleotide; forensic genetics; polymerase chain reaction
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imliklendirme ve soy tayininde kisa ardisik
Ktekrar [short tandem repeat (STR)] lokus-

lar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
son yillarda DNA teknolojilerinin gelismesiyle bir-
likte STR lokuslarina alternatif tek niikleotid poli-
morfizm [single nucleotide polymorphism (SNP)]
lokuslar1 kesfedilmistir."> SNP’ler; mitokondriyal
SNP, Y-SNP, soya ait bilgi veren [Ancestry Infor-
mative Markers (AIMs)] ve fenotipik 6zelliklerin
belirlenmesi gibi pek ¢ok alanda bilgi veren gene-
tik isaretlerdir.3

SNP lokuslarinin STR lokuslarina alternatif ol-
masinin nedeni, ileri derecede bozulmus 6rnek-
lerde STR lokuslarina gore daha iyi sonug verme-
leridir. Clinkii STR lokuslari 300 bg (baz cifti)’den
daha uzun oldugundan bozulmus 6rneklerde “poly-
merase chain reaction (PCR)” basarisiz olmaktadir.
Bozulmus biyolojik 6rneklerin DNA uzunlugu 150
bg’den daha kiicitk oldugundan STR lokuslar ile
kimliklendirme yapmak zordur. Olay yerinden
toplanan eser miktarda ve bozulmus biyolojik 6r-
neklerde (kan lekesi, sag, kemik ve dig gibi) STR lo-
kuslar1 ile tipleme yapilamadigi durumlarda SNP
lokuslar ile kolaylikla tipleme yapilabilmektedir.
SNP’lerin PCR tirtinleri 100 b¢’den kiigtiktiir. Do-
layistyla 300-400 b¢ uzunluguna sahip STR lokus-
larindan daha iyi sonug vermektedirler.**> SNP’ler,
genomda STR’lerden daha yiiksek siklikta bulu-
nurlar, daha kararhdirlar ve ¢ok diisiikk mutasyon
oranlarina sahiptirler (2x10-8 mutasyon/nesil).
Diisitk mutasyon oranlarina sahip olmalar1 baba-
lik ve akrabalik tayinlerinde giivenilirligi arttir-
maktadir. Her bir SNP lokusu yalnizca 2 allele
sahiptir, yeterli yiiksek ayrim giiciine ulagabilmek
i¢in ¢ok sayida lokus incelenmelidir. Rutinde kul-
lanilan 13 CODIS STR lokusuna es ayrim giicii sag-
lamak i¢in yaklagik olarak 50-60 SNP kullanilmas:
gerekmektedir.®®

SNP’lerle ilgili teknoloji ve bilgi birikimi giin
gectikce artmakta, standardizasyon c¢aligmalarini
amaclayan ¢ok sayida SNP panelleri yapilmakta-
dir.13911 Bes adli laboratuvarin (The SNPforID
Consortium, www.snpforid.org) olusturdugu bir
arasgtirma grubu, validasyon, polimorfizim, dizin-
leme, SNP tipleme teknolojileri ve baglant: nokta-
larini inceleyerek 52 otozomal SNP setini tanim-

lamislardir. Bu SNP seti; ii¢ biiyiik toplum (Asya,
Afrika ve Kafkas) i¢in polimorfik, bilinen genler-
den en az 100 kb (kilobaz) uzaklikta, primer uzun-
luklar1 62-115 bg araliginda ve heterozigotluklar:
en yiiksek olacak sekilde belirlenmistir. Bu 52 SNP
lokusu tek bir PCR ile ¢ogaltilmakta ve PCR son-
rasinda iki ayr1 set (Autol ve Auto2) olusturularak
minisekanslama tek baz uzamasi [single base ex-
tension (SBE)] reaksiyonu ile tespit edilmektedir.!!
Geligtirilen 52 SNP seti tiim diinyada kabul gormiis
ve standardizasyon caligmalariyla birlikte birgok
toplum verileri yayimlanmigtir.’>'¢ Bu ¢aligmada
SNPforID laboratuvarlarinin adli bilimler i¢in be-
lirlemis oldugu 52 SNP setinin bir boliimii 29 SNP
lokusu (Auto2) caligilmigtir.

SNP lokuslar i¢in pek ¢ok analiz ve tespit yon-
temleri bulunmaktadir. Ancak adli bilimlere en
uygun olan yontemi se¢mek icin bu yontemlerin
hassasiyetleri, tekrarlanabilirlikleri, ¢oklu PCR
(multipleks) kapasiteleri, sonu¢ verme oranlari,
maliyetleri ve gerektirdikleri cihazlar detayli ola-
rak incelenmelidir. Belirlenecek SNP analiz ve tes-
pit yontemi adli laboratuvarlarda kolayca uygula-
nabilmeli, yiiksek dogrulukta, ucuz, hizh ve basit
olmalidir. DNA miktarlarinin ¢ok az oldugu 6r-
neklerde bile sonug verebilmelidir.!*” Adli labora-
tuvarlarda en ¢ok tercih edilen yontem minise-
kanslama teknolojisi olup bunun i¢in SNaPshot kiti
(Applied Biosystems) kullanilmaktadir. Yontemin
en 6nemli tercih sebebi her adli laboratuvarda bu-
lunan PCR ve kapiller elektroforez cihazinda uy-
gulanabilmesidir. SNaPshot yonteminin ¢oklu PCR
kapasitesinin yeterli olmasi, az miktarda DNA 6r-
nekleri ile ¢aligilabilmesi ve kolay uygulanabilmesi
6nemli avantajlarindandir. Ancak her bir SNP seti-
nin hazirlanmasinda PCR ve minisekanslama reak-
siyonu i¢in gerekli primer tasarimi, yogunlugunun
belirlenmesi ve zaman alic1 olmas: yontemin deza-
vantajidir. Bir¢ok adli laboratuvarda SNaPshot yon-
temi ile SNP c¢aligmalar1 yapilmigtir.”1822 Bu
calismada da laboratuvarimizda y6ntemin avantaj-
lar1 ve dezavantajlar1 degerlendirilerek minisekan-
slama, SNaPshot yontemi tercih edilmistir.

Bu ¢aligmanin amaci; gelisen teknoloji ile adli
bilimler alaninda yeni gelistirilen SNP sistemlerini
optimize etmek ve validasyonunu yaparak toplum
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caligmalar1 igin gerekli alt yapiy1 olusturmaktir.
Yirmi dokuz otozomal SNP lokusunu iceren bir set
olusturularak Tirkiye’deki Adli laboratuvarlarda
SNP kullanimini saglamaktir.

I GEREG VE YONTEMLER

Bu calismada biyolojik 6rnek olarak; miktar: bili-
nen 9947A kodlu pozitif kontrol DNA 6rnegi (0,10
ng/pL) ve Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii
Adli Molekiiler Genetik Laboratuvarina bagvuran
ve adli bilimler alaninda bilimsel ¢aligmalar yapal-
masina izin veren rastgele secilmis 29 kisiden ali-
nan agiz ici siiriintiisii (buccal swab) veya kan
lekesi kullanilmistir. Calisma ile ilgili Istanbul Uni-
versitesi Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
etik kurul onay1 alinmstir.

Calisma yedi basamakta uygulanmistir. Bu ba-
samaklar;

= DNA izolasyonu,

® DNA miktarinin belirlenmesi,

= PCR,

B PCR tiirtinlerinin saflagtirilmasi,

® SNaPshot reaksiyonu,

= SNaPshot reaksiyon tiriinlerinin saflagtiril-

masi,

= SNaPshot reaksiyon iirtinlerinin ABI 310 ile
elektroforezi ve analizinin yapilmasidir.

Validasyon ¢aligmas: i¢in hassasiyet, tekrarla-
nabilirlik, kesinlik ve laboratuvarlar arasi kargilag-
tirmalar yapild.

DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu igin iki farkli yéntem uygulanda.
Ag1z ic¢i siriinti Ornekleri Fenol-Kloroform-
[zoamil alkol yéntemi ve kurumus kan lekesi r-
nekleri QIAamp® DNA Mini Kit yontemi ile izole
edildi.”® DNA miktarlar1 spektrofotometrik veya
florometrik (Qubit™ dsDNA HS Assay Kit) yon-
tem ile belirlendi.

PCR

SNPforID Birliginin se¢mis oldugu 52 SNP-
Pleks’in bir kismi olan (Auto2) 29 SNP (rs2831700.
rs873196, rs1382387, 1rs2111980, rs2056277,
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rs1024116, 1rs727811, 1rs1413212, rs938283,
rs1979255, rs1463729, rs2076848, rs1355366,
rs907100. rs354439, rs2040411, rs737681,
rs2830795, 1rs251934, 1rs914165, rs10495407,
rs1360288, 1rs964681, rs1005533, rs8037429,

rs891700. rs1335873, rs1028528, rs1528460) PCR
ve SNaPshot primerleri kullanildi. 25 mL’lik PCR
reaksiyonu i¢in; 1X PCR buffer, 8 mM MgCl,, 10
mM dNTP karigimi, her bir primer i¢in 0,01-0,17
mM ve 2U AmpliTaq Gold DNA polymerase (App-
lied Biosystems) kullanildi. DNA 6rnekleri 1-10 ng
araliginda olacak sekilde sulandirild: ve PCR kari-
simina eklendi. PCR, 9700 (Applied Biosystems) ci-
hazinda yapildi. PCR dongiisii; 94°C’de 5 dakika
denatiirasyon, 95°C’de 30 sn, 60°C’de 30 sn ve
65°C’de 30 sn olacak sekilde 35 dongii ve 65°C’de 7
dakikaya ayarlandi. PCR sonras: reaksiyona girme-
yen dNTP ve primerlerin uzaklastirilmas: i¢in Esc-
herichia coli Ekzoniikleaz I (Exo I) ve Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP-Karides Alkalin Fosfa-
taz) kullanildi. Bu islem i¢in her 2,5 pL PCR iirtinii
tizerine 0,75 pL (1 u/uL) SAP ve 0,25 uL (10 u/uL)
Exo [ eklendi. Karigim 37°C’de 90 dakika ve 85°C’de
15 dakika bekletildi.

Her bir SNaPshot reaksiyonu i¢in 2,5 pL
SNaPshot reaksiyon karigimi, 1,5 pL SNaPshot pri-
mer karigimi hazirlandi ve tizerine 1 pL ¢ogaltilmis
DNA/Kontrol DNA 6rnegi eklendi. Her caligmada
olas1 kontaminasyonu (bulagmay1) belirlemek ama-
ciyla pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri kullanildi.
SNaPshot reaksiyon dongiisii; 96°C’de 10 sn, 50°C’de
5 sn ve 60°C’de 30 sn olacak sekilde 30 dongii olarak
ayarlandi. SNaPshot reaksiyon sonrasinda floresan
isaretli baglanmamis ddNTP’leri etkisiz hale getir-
mek icin SNaPshot iirtinii-SAP karigimi hazirlanda.
5 uL SNaPshot reaksiyon iiriinii tizerine 1 pL SAP
(1 U/uL) eklendi. Kanisgim 37°C’de 80 dakika,
85°C’de 15 dakika ve 25°C’de 5 dakika bekletildi.

PCR tiriinlerinin elektroforezi ABI Prism 310
Genetik Analizér (Applied Biosystems) cihazinda
Data Collection Software 3.0 kullanilarak yapildi.
Verilerin analizi GeneScan Analysis Software 3.1.2
(Applied Biosystems)'de yapildi. Yirmi dokuz
SNP’nin beklenen allel uzunluklariyla elektrofo-
regramdaki pikler karsilastirilarak SNP allellerinin
goriinen uzunluklar: belirlendi. Belirlenen SNP al-
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lellerinin uzunluklarinin ortalamalar: ve standart
sapmalar1 Microsoft Excel 2007 programu ile ya-
pildi.

Laboratuvarlar aras1 karsilagtirma i¢in; labora-
tuvarimizda tespit edilen 9947A pozitif kontrol 6r-
neginin sonuglar1 Santiago de Compostela Univer-
sitesi, Adli Genetik laboratuvari ile karsilagtirildi.
Ayrica laboratuvarimizda ABI 310 cihazinda analiz
ettigimiz 9947A pozitif kontrol 6rneginin yiiriitme
dosyas: ayn1 laboratuvara gonderilerek ABI 3130
cihazinda yeniden analizi ve genotiplemesi yapilda.

BULGULAR

Calismada 29 otozomal SNP lokusunun en uygun
caligma kosullar1 belirlendi ve validasyon ¢aligmasi
yapildi. 29 SNP setinin validasyonunda hassasiyet
ve kesinlik parametreleri 9947 A kodlu pozitif kont-
rol DNA (0,10 ng/pL) 6rnegi kullanmildi. Kontrol 6r-
negi cesitli miktarlarda (1 ng, 0,5 ng, 0,20 ng, 0,10
ng, 0,033 ng, 0,02 ng ve 0,001 ng) sulandirilarak ¢a-
lisildi. DNA miktar1 0,2-1 ng (nanogram) araliginda
degerlendirilebilir pikler elde edildi (Sekil 1).

Yeniden {iretilebilirlik ve kesinlik i¢in yine
kontrol DNA 6rnegi kullanilarak farkli zamanlarda
bes kez caligildi. Bu bes calismadan elde edilen
elektroforegram iist iiste ¢akistirilarak gosterilmis-
tir (Sekil 2).

ABI 310 cihazinda belirlenen SNP allel uzun-
luklarinin ortalamalar: ve standart sapmalari tab-
loda goriilmektedir (Tablo 1). Uygun caligma
kosullari ile belirlenen 29 SNP seti ile 29 kisiye ait
genotipler Tablo 2°de verilmistir. Yirmi dokuz oto-
zomal SNP lokusuna ait bir 6rnegin elektroforeg-
rami1 Sekil 3’te gortilmektedir.

TARTISMA VE SONUC

Glntimiizde otozomal SNP lokuslarinin wvali-
dasyonu i¢in pek ¢ok ¢aligma yapilmaktadir. Bu ¢a-
ligmalar iginde SNPforID laboratuvarlarinin belir-
ledigi 52 otozomal SNP seti tiim diinyada kabul
gormiis yeni bir settir.>* Adli bilimlerde yaygin
olarak kullanilmaya baslanan ve validasyon ¢alis-
malar1 bir¢ok laboratuvar tarafindan yapilmis
SNPforID’'nin belirledigi 52 SNP setinin bir par-
cas1 olan otozomal 29 SNP lokusunun laboratuva-

10

$EKiL 1: 29 SNP seti hassasiyet calismasi. (Sadece yesil boya ile isaretlen-
mis Adenin iceren SNP allelleri gosterilmistir).

SEKIL 2: 29 SNP seti kesinlik, saglamlik ve yeniden dretilebilirlik calismasi.
Pozitif kontrol 6rnegdi (9947A) ile yapilan 5 deney sonuglarinin iist tiste ¢akis-
tinlmis elektroferogrami.

Mavi Pikler: Guanin, Yesil Pikler: Adenin, Siyah Pikler: Sitozin, Kirmizi Pikler: Timin, Tu-
runcu Pikler: Genescan-120 LIZ Size Standard.

rimizda ¢aligilmasini saglamak ve toplum ¢aligma-
lar1 i¢in gerekli alt1 yapiy1 olusturmak iizere bu ¢a-
lisma yapilmistir.

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2013;10(1)
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TABLO 1: 29 SNP Setinin ABI 310 cihazinda gozlenen SNP uzunluklarinin ortalamalari ve standart sapmalari.
Standart Standart Standart Standart
SNP SBE primer Gérilen Gérilen Gorilen | Ortalama |Sapma(T) | Ortalama |Sapma(C) | Ortalama |Sapma(A) | Orialama  Sapma(G)
Kodlan |uzunlugu  Polimorfizm n=35 C) (n=35) |[(n=35) (A) (n=35) |(n=35 G) (n=35) (n=3
A4l 16 CT 0,985 23,265 0,593
A46 17 AG 24,733 0,688 24,610 0,697
A27 2 AG 28401 |0784 26688 0,681
A33 22 CT 0,516 23,449 0,794
A36 27 AT 0474 31,784 0472
A38 27 GC 33,265 0495 31,965 0,457
Add 52 cT 0416 38019 [0384
A5l 32 AG 37,711 0461 35,876 0,326
A48 36 CT 0,317 40,343 0412
Aq0 36 AG 40,987 0,332 39,864 0,327
A34 40 GC 44302 0521 44011 0318
A52 40 AT 0,534 45007 0313
A32 44 CT 0,254 47,622 0270
A42 44 AG 49,139 0,333 47933 0,621
A37 48 CT 0,217 51,390 0,231
AS3 48 AG 51492 [0240 50465 0,238
AM 52 CT 0,205 55,711 0,363
A0 52 AG 55,054 0,511 54,004 0,321
A30 56 AC 58,421 0428 58,593 0,571
A2 6 GT 0,271 57197 0,597
A40 60 AG 62,680 0452 61,785 0,307
A45 60 CT 0479 61,724 0514
A2S o4 AG 65,924 0482 65,280 0,395
A% 68 AG 69,614 |0314 69438 0,541
A50 1 AG 74,057 0338 73003 0313
A30 76 AT 0,522 78,591 0,237
A3s 30 AG 81,562 0,345 80,869 0,400
A43 84 AG 86,622 0,224 86,064 0,207
A28 38 AG 89,760 [0478 89408 0513
TABLO 2: 29 SNP seti ile ¢aligiimis 29 kisiye ait genotipler.
SNP

Kodu | A4l A46 A27 |A33| A36 A38 Add4 |AS] | A48 | A49 A34 AS2 | A32 |A42| A37 AST|A24 |A20 | A3D A6 A4D |A45 |A25|AS4 ASD A39 |A3S|A43 A28
Ornek

\DOO‘QQM-&MM-—‘?
g
o
=3
=
=3
@
=1
=
=
kS
=
@
&
a
=
=
=3
o
=
=
=3
@
&
=
ES
a
=
=
ES
o
=
=
=3
—
=
=
=}
=
o

21 CC GG AG |TT |4A CC CC |AA |CC |GG GG AA |CC |AG |TT AA |TT |AG |AC TT AA |CT |GG [AA AG TT |AA |AG AG
22 CT AG AG |TT |AT GG CC |AA |TT |GG GC AT |CT |AG |CT AG |TT |GG |CC GT AG |CT |AG |AA GG AT |AG |AG AG
23 CT AG AA |CT |AT GC CT |AA |CT |AA GC AA |CT |AA |CT AG |CT |AG |- GG AG |CT |AG [AA - AT |GG |AA AG

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2013;10(1) 11
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SEKIL 3: 29 SNP setine ait 6rnek bir elektroferogram.

Adli bilimlerde olay yerinden toplanan 6rnek-
ler genellikle eser miktarda ve bozulmus durumda
oldugundan, DNA miktarlar: ve kaliteleri diigiiktiir.
Bu tiir 6rneklerde tam bir profil elde etmek i¢in kul-
lanilacak SNP analiz yonteminin hassasiyeti yiiksek
olmalidir. Sanchez ve ark.nin 52 SNP setinin hassa-
siyeti i¢in degisik miktarlarda (0,07, 0,14, 0,27, 0,55,
1,09, 2,19, 4,37, 8,75, 17,50, 35 ve 70 ng) DNA o6r-
negi kullanmiglardir. Aragtirmaya gore, en az 500
pg (pikogram) DNA 6rnegi kullanildiginda giiveni-
lir bir tipleme yapilabildigini bildirmislerdir."" Ca-
lismamizda ise 29 SNP lokusunun hassasiyetini
belirlemek i¢in 9947A pozitif kontrol 6rnegi (0,10
ng/pL) kullanmildi. Kontrol 6rnegi 1,0 ng, 0,5 ng, 0,20
ng, 0,10 ng, 0,033 ng, 0,02 ng ve 0,001 ng miktar
araliklarinda ¢alisildi (Sekil 1). DNA miktar1 0,001
ng kullanildiginda birkag SNP alleli diginda tipleme
yapilamazken; 0,02, 0,033 ve 0,10 ng kullanildi-
ginda allel diigmeleri (allelic droup out) nedeniyle
heterozigot SNP lokuslarinda yanlis homozigot al-
leller goruldi ve yeterli hassasiyete ulagilamadi.
DNA miktar arttikca SNP allellerinin pik yiiksek-
liklerinin (RFU) arttig1 ve yanlis degerlendirmelerin
onlendigi belirlendi. 0,2 ng ve tstiindeki miktar-
larda daha iyi sonuglar elde edildi. SNaPshot yon-
temi ile 29 SNP setinin analizi i¢in en ideal DNA
miktarinin 0,2-1,0 ng araliginda oldugu belirlendi.

12

Validasyon galismasinda yontemin tekrarlana-
bilirlik ve kesinlik parametreleri de test edildi.
Bunun ig¢in 9947A kodlu pozitif kontrol (0,10
ng/pL) 6rnegi farkh zamanlarda bes kez calisildi.
Her ¢alismada ayni1 genotip elde edildi. Bes ¢alis-
madan elde edilen elektroforegramlar st iiste ¢a-
kistirillarak verilmistir (Sekil 2).
validasyonun tekrarlanabilirlik ve kesinlik para-

Bu tespit

metrelerinin gerceklesmis oldugunu gostermekte-
dir.

Laboratuvarlar arasi testler i¢cin 1spanya, San-
tiago de Compostela Universitesi, Adli Genetik la-
boratuvari ve Adli Tip Enstitiistiniin Adli Genetik
laboratuvarlan ile ortak ¢alisma yapilarak 9947A
pozitif kontrol 6rneginin sonuglar1 karsilastirilda.
Analizler her iki laboratuvar tarafindan degerlen-
dirilirken kullanilan cihazlar (ABI 310 ve ABI 3130)
ve ortam kosullarina bagli olarak SNP allellerinin
uzunluklarinda kaymalarin oldugu tespit edildi. Bu
kaymalarin nedenini aragtirmak i¢in SNaPshot ki-
tinde yer alan pozitif kontrol 6rnegi ve kontrol pri-
mer karigimi kullanilarak kitin kullanic: talimatinda
belirtilen parametrelere bagli kalinarak SNaPshot
reaksiyonu gerceklestirildi. Bu kontrol 6rneginin
sonuclarinda da benzer kaymalar gozlendi.”

Sanchez ve ark.nin yapmis oldugu Y SNP c¢a-
ligmalarinda elektroforez asamasinda beklenen
uzunluklar ile gézlenen uzunluklarin farkh oldugu
belirtilmistir. Degisik floresan boyalar benzer uzun-
luktaki tirtinleri farkh etkiledigi gosterilmistir. Bek-
lenen ve gozlenen farkhiliklarin azaltilmas: i¢in
primer tasarimi yapilirken kisa olan oligoniikleo-
tidlerin Poli C kuyrugu ile uzatilmas: 6nerilmigtir.>
Calismamizda; yapilan kargilastirilmalarda SNP al-
lellerinin elektroferogram tizerindeki kesin yerleri
tespit edilerek 29 SNP lokusu dogru olarak tiplen-
dirilmistir. Laboratuvarimizda bulunan ABI 310 ge-
netik analizor cihazinda ¢aligmasi tamamlanan 29
otozomal SNP lokusuna ait SNP allel uzunluklari-
nin ortalamalari ve standart sapmalari tablo 1'de go-
rilmektedir. Tablo 1’de verilen SNP allel boyutlar
yukarida ifade edilen kaymalar gz 6niinde bulun-

*SNaPshot Multiplex Kit (AB) kullanma kitapgi§inda; floresan boyalarin elektroforez
sirasinda DNA parcaciklarinin kaymasina neden olabilecegi gibi primer uzunluklari
36 niikleotitten kisa olan SNP lokuslarinda da yaklasik 5-6 bazlik kaymalarin
olabilecegi bildirilmistir.
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Ozlem BULBUL ve ark.

durularak belirlenmigstir. Bu SNP setinin ABI 310
Genetik Analizor cihazinda analizi yapildiginda bu
tablo referans olarak kullanilabilir. SNP allel bo-
yutlar: tespit edildikten sonra validasyon ¢aligmasi
yapilmis olan 29 SNP setinin 29 kisiye ait genotip-
leri Tablo 2’de verilmigtir. Bu set ile kisilerin birbi-
rinden ayrilabildigi gézlenmistir. Ancak tam bir
yeterli dislama giictine ulagabilmek i¢in 52 SNP se-
tinin tiimiiniin caligilmasi gerekmektedir. Onii-
miizdeki siirecte, 52 SNP setinin diger kismi olan 23
SNP lokusunun ¢aligilmas: hedeflenmistir.

Bu calismada, olay yerinden elde edilen bo-
zulmus veya az miktarda DNA iceren 6rneklerin,
kimliklendirilmesinde kullanilabilecek 29 otozo-
mal SNP lokusu ¢aligildi. Caligmanin amaci dog-

rultusunda yontemin kosullar1 belirlendi ve vali-
dasyon caligmasi basar ile gergeklestirildi. Bu ¢a-
lismada, kullanilan 29 otozomal SNP lokusunun
Tiirkiye’de yapilan ilk otozomal SNP ¢aligmasi ol-
mast ve SNP lokuslarinin tiim diinya ile birlikte l-
kemizde de standardizasyonun yapilmasina katki
saglamasi nedeniyle 6nemlidir.
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