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1. GiRIiS VE AMAC

Adli- ve kriminal aragtirmalarda, insan kaninin bir kimlik
belirleme arac: olarak kullanilmasi, 1940 yilinda, Landsteiner’in
ABO kan gruplarini kegfinden beri mimkiin bulunmaktadir. Ancak,
dustk bir ayrigtirma ve dislama olasiligina sahip olmas:i sebebiyle bu
uygulama, sonuca gotirme bakimindan g¢ofu zaman yetersiz

kalmaktadir.

Bu sebeple son yillarda, kan aracilifiyla kimlik belirleme
caligmalari, ABO kan gruplarina ek olarak ve bunlarin verecedi
sonuglarin dogruluk yizdesini artirici, bagska sistem analizlerine de

dayandirilmaktadir.

S6z konusu bu sistemlerin en giivenilirlerinden ve modern
biyokimyasal tekniklerin imkan verdigi en yenilerinden biri de, insan
eritrositlerindeki bazi enzimlerin gesitli genetik varyantlarinin
(fenotip) belirlenmesi yoluyla, bir kan &rneginin kimliklendirilmesi

ve/veya bireysellestirilmesi (individualizasyon) uygulamasidir.

Adli rutin galigmalarda, kimliklendirme amaciyla kiyaslanan iki
kan 6rneginin uyusmas: durumunda, suglanan kiginin giiphelilik hali
devam etmekte ve bu durumda genetik verilerin, nihai karari
vermede ne Olgide giivenilir olabilecekleri, matematiksel olasilik

hesaplariyla ortaya gikmaktadir.

Iste bu olasilik hesaplarinin yapilabilmesi igin ilk ve en dnemli

sart, ilgili popiilasyonun, belirli genetik isaretler agisindan fenotip



ve gen frekanslarinin, yiksek ve giivenilir bir oranda belirlenmis

olmasidir (1).

Tark toplumundaki eritrosit izozimlerinin gen frekanslarim
belirlemek amaciyla, az sayida olsa da bazi c¢alismalar yapilmigtir.
Ancak bu konu, Tirk bilim literatiiriine heniiz girmekte oldugundan,
anilan bu galigmalar, daha ziyade metodun yerlestirilmesi ve‘bir on
bilgi edinilmesi amacina yoénelik olmustur (1-2-3-4-5). Onimizdeki
yillarda bu ¢aligmalarin giderek artmasi ve bu alandaki eksikligin

giderilmesi beklenmektedir.

Oncekilerden farkli olarak, sunulan bu ¢alismada, konuya biraz
daha farkli bir tarzda yaklagymak amaciyla kan 6rnekleri, kiigiik bir
yerlesim biriminde yasayan ve birbirleriyle akrabalik iliskisi bulunan
kisilerden saglanmistir. Boylece dar ve kapali bir popiilasyonda
(izole poptilasyon), eritrosit asid fosfataz izozimlerinin nasil bir
dagilim gosterdigi ve bu dagilimin, Hardy-Weinberg dengesinden

sapma gosterip géstermeyecegi belirlenmeye galigilmigtir.




2. GENEL BILGILER

2.1. GENETIK

Kromozomlar tuzerinde, DNA molekiillerinden olusan ve &zel
fonksiyona sahip birimlere Gen denir. Ayn:i lokus iizerindeki her
gen, degisik sekillere sahip olabilir ki bunlara Alel denir. Alellerin
ayni olmasi durumunda Homezigot, farkli olmasi durumunda ise

Heterozigot yap: s6z konusudur.

Heterozigot kisi, s6z konusu gen yeri bakimindan iki tiirld
m-RNA sentezler ve bu sebeple de iki tirli polipeptid, yani iki ayri
genotip olusturur. Fonksiyonel olarak bir gen, bir spesifik polipeptid

zincirinin amino asid siralamasini tayin eden niikleotidler dizisidir

(6).

2.1.1.Dominant Resesif ve Kodominant Genler

Bir mutant gen, kromozom ¢iftinden yalniz biri t{izerinde
bulundugu zaman (heterozigot) fenotipte beliriyorsa bu gene
Dominant Gen, homolog kromozomlarin her ikisinde de
bulundugunda (homozigot) fenotipte beliriyorsa buna da Resesif
Gen denir (6).

Eger normal genin A (dominant), bunun alelinin de a (resesif)
bigiminde oldugu farzedilirse, hem homozigot (AA ve aa) hem de
heterozigot (Aa) kisiler, dig goriints olarak aymi, fakat kalitsal
olarak farkli olacaklardir. Belirlenen bu karakter 6zelligine Fenotip,

bunu olusturan kalitsal yapiya da Genotip denir (6).



Heterozigot kigiler bazan, tagidiklar:1 iki genin de fenotipini
gosterebilirler. Mesela AB kan grubunu tagiyan bir kisi, A ve B
antijenlerini olugturan genler igin heterozigot oldugu halde, hem A
hem de B antijenine sahiptir. Bu sekilde, hetrozigot durumdaki iki
genin ayni anda kendini géstermesine Kodominans, boyle genlere de

Kodominant Gen denir (6).

2.1.2. Cok Alellilik

Bazan, belirli bir karakteri etkileyen ikiden fazla alel
bulunabilir. Bu duruma Cok Alellilik denir. Buna en iyi O6rnek
olarak ABO kan gruplar: ve eritrosit izozimleri verilebilir. Her fert

alellerden yalniz ikisine sahiptir.

2.1.3. Popiilasyon genetigi

Belli bir alan iginde yagayan ve hepsi ayni tire ait fakat farkls
genetik kombinasyonlar tasiyan fertlerin olusturdugu topluluga
Popiilasyon denir. Popiilasyondaki kalitim ve varyasyon olaylari,

Popiilasyon Genetigi’nin inceleme alanint olugturur (7).

Popiilasyon Genetigi’nin temellleri, 1908 yilinda Ingiliz
Matematik¢i G. H. Hardy ve Alman fizik¢i W. Weinberg tarafindan
atilmigtir. Bu iki bilim adami, popiilasyon genetigindeki en 6énemli
degiskenin gen frekansi oldugunu o6ne siirerek Hardy - Weinberg
Kanunu’nu ortaya koydular (6, 8).

Bu kanuna gére;

- Bir popiilasyon igin en 6nemli deZisken, gen frekansidir.

- Popiilasyondaki alel genler bir gen havuzu iginde bulunurlar
ve bunlarin biraraya gelmeleri tesadafidir.

- Gen sikligini degistiren belirli etkenler (mutasyon, seleksiyon,
genetik kayma vb.) varolmadif:i takdirde, toplumda herhangi bir
otozomal homozigot gen tarafindan olugturulan karakterin sikligi, o

genin toplumdaki sikliginin karesine egittir. Heterozigot genler igin



ise, bir alel frekansinin diger alel frekans: ile garpimina esittir. Bu

sartlarda genotiplerin frekansi nesilden nesile degismez (6).

2.1.3.1. Gen ve Genotip Frekanslar: Arasindaki Iliski

Bir popiilasyonda gorilmesi muhtemel genotiplerin sayisinin,
gen sayisindan fazla olmasi dogaldir. Mesela iki alelli bir lokus igin
mimkin genotip sayist 3’ diir. Diploid bireyli bir popiilasyonda 100

gen yeri igin mimkiin genotip sayis1 3'°° olacaktir (6, 8-9-10).

Belli bir otomozal A lokusunu alalim ve bu lokusta A ve a gibi
iki alel bulundugunu farzedelim. Bu durumda mimkiin genotipler
AA, Aa ve aa olacaktir. N diploid bireyli sonlu bir popiilasyonda:

AA genotipli fertlerin sayis1 Ny,

Aa genotipli fertlerin sayisi 2N,

aa genotipli fertlerin sayisi Nj»

olacaktir. Burada;
| Ni1 + 2N + sz =N
olmaktadir (8).

N diploid bireyli bir popiilasyonda her bireyin iki gen tasidig:
gbzdntne alindiginda, popilasyondaki toplam gen sayist 2N
olacaktir.

- AA genotipindeki bir fert iki tane A geni,

- Aa genotipindeki bir fert bir tane A, bir tane a geni,

- aa genotipindeki bir fert iki tane a geni tagimaktadir.

Bu durumda popilasyondaki;

A geni sayist 2N;; + 2Ny,
a geni sayist 2N,; + 2N, olacaktir.
A geninin frekanst p ile, a geninin frekans1 q ile

gosterildiginde,



*) _ 2N,, +2Nj,
2N
2N,, +2N
*kY g = 222 <N
(**) q N

olacaktir. Burada;

p +q =1 dir (9-10).

Segilen 100 kisilik bir popiilasyondaki fertler, genotiplerine

gore agagidaki tabloda oldugu gibi gosterilebilir (8).

Tablo 1. 100 Kisilik Bir Popiilasyondaki Fertlerin

Genotip ve Gen Sayisi

AA Aa aa Toplam
Fert Sayisi 30 50 20 100
Gen Sayisi (A) 60 50 - 110
Gen Sayis1 (a) - 50 40 90

Bu durumda yukaridaki 6rnek igin,
110/200 = 0.55
90/200

- A geninin frekansi, p =

- a geninin frekansi, q =

olacaktir.

AA, Aa ve aa genotiplerinin frekanslari da sirasiyla P, H ve Q

ile gosterilirse, asagidaki tabloda verilen bagintilar elde edilir (8).




TABLO 2. N Bireyli Bir Popiilasyondaki Genotiplerin

Say1 ve Frekansi

Genotip Sayi Frekans
AA N1t P = Ni//N
Aa 2N, H = 2N2/N
aa I\ PP Q = N,»/N

Toplam N 1

Gen Frekanslar1 i¢in daha 6nce wverilen (*) ve (**)
esitliklerinde,

N;i/N yerine P,

N;2/N yerine 1/2 H,

N32/N yerine Q
degerleri (Tablo 2’den) konursa, gen ve genotip frekanslari
arasinda, agagidaki bagintilar elde edilir (8). :

p=P+1/2 H

q=Q+ 1/2H

2.1.3.2. Gen Frekansi ve Hardy-Weinberg Dengesini
Degistirmeye Yonelik Etkenler
Bir popilasyonun gen ve genotip frekanslarinin nesilden nesile
degiymemesi durumunda, o popiilasyon ig¢in “Hardy-Weinberg
Dengesinde” terimi kullanilir. Ancak asagidaki bazi: etkenler, bu

dengeden sapmalara yol agar (6-7).

(A) Rastgele Olmayan Evlilikler: Mesela resesif bir gen igin,
homozigot bir fert, diger bir homozigot fertle birlestiginde denge,
homozigotlar lehine bozulacaktir. Aile i¢i evlilikler bunun en 6nemli

6rnegidir (6-7).



(B) Mutasyon: Mutasyon, genetik bir yapinin defigmeyen bir
durumdan diger bir degismeyen duruma geg¢mesidir. Cok seyrek
olarak gorilmekle birlikte, aile ve toplumdaki gen frekanslarini

degigtirir.

(C) Seleksiyon: Mutasyonlar tarafindan popiilasyonun gen
havuzuna sokulmak istenen yeni genlerin, dolayisiyla yeni
fenotiplerin eliminasyonudur. Dogal veya yapay olabilir. ‘Dogal
seleksiyonun tarafli davranmasi durumu “Selektif Seleksiyon” olarak
adlandirilir. Selektif seleksiyon, Hardy-Weinberg Kanunu’ndan
beklenen sonuglar: degistirmektedir (6-7).

(D) Genetik Kayma: Kendi i¢lerinde birlegmeler yapmis ktuguk
ve izole poptilasyonlarda, belli bir genin frekansinda ortaya g¢ikan
tamamen tesadifi artiy ya da azaliglar1 ifade eder ve bu tar

toplumlarda 6nemlidir (6-7).

(E) Gen Akimi: Goég¢ veya bagka irklardan kigilerle birlesme gibi
olaylar sonucu, orijinal popﬁlas‘yonun gen havuzuna yeni genlerin
katilmasi durumudur ki bu yolla toplumlarin gen yapilar:
degigebilmektedir (6-7).

2.1.4. Genetik Polimorfizm

Tek bir gen lokusu tarafindan olusturulan polipeptidler ve
bunlarfn varyantlari incelendiginde, ayni lokusa birden fazla alelin
yerlesmis oldugu ve bu alellerin popiilasyon iginde, birbirlerinden
kesinlikle ayirdedilebilen birden fazla fenotip olusturarak,
varliklarini beraberce sirdiirdiikleri gorilmektedir. Iste bu duruma
Genetik Polimorfizm denir. Mesela ABO kan gruplar:, popiilasyon
iginde, birbirlerinden kesinlikle ayirdedilebilen dort fenotip (AA,
BB, AB ve O) olustururlar. Insanda ilk bulunan polimorfizm,
1940°da Landsteiner tarafindan ortaya konan bu kan gruplaridir
(6,9-10).



Genetik polimorfizmden s6z edebilmesi ig¢in bu alellerin,
popiilasyon iginde % 1-2’den daha yuksek bir frekansta goérialmeleri
gerekir. Bu bakimdan polimorfizm, toplumda % 1’ den daha dusik
bir frekansta gorilen nadir genetik varyantlarla karigtirilmamalidir
(6,9-10).

2.1.4.1. Genetik Polimorfizmin Adli ve Kriminal
Uygulamalar:
Genetik bir sistemin adli rutin aragtirmalarda kullanilabilmesi
icin, dogumla var olmasi ve hayat boyu deSiymemesi gerekir.
Yapilan aragtirmalar, yapisal gen lokuslarinin 1/3’4ntin polimorfizm

gdsterdigini ortaya koymustur (11).

Adli vak’alarda kullanilmak tiizere son yillarda ¢ok sayida
genetik varyant bulunmus, yenileri igin de aragtirmalar siirmektedir.
Adli vak’alarda kimliklendirme ¢aligmalart ig¢in, bu genetik
varyantlarin en yiksek diglama imkani verenlerinin segilmesi,
individualizasyonu kolaylagtirmaktadir. Enzim ve antijenler igin
tesbit edilen g¢ok sayida genetik varyant, ilgili poptlasyondaki
frekanslarinin bilinmesi durumunda bir kan 0rneginin
kimliklendirilmesini mimkiin kilar. Incelenen genetik varyant sayisi

arttikca, kisiler aras:t diskriminasyon imkani da o élgide artar (11).

Mesela babalik (neseb) tayini igin ABO, Rh, MNSs, Kell, Duffy,
Kidd ve HLA sistemleri birlikte kullanildiginda, zanliyi1 diglama
ithtimali % 78.6 olur. Bunlara Haptoglobin de eklendiginde % 82.5
gibi oldukga yliksek bir oran ortaya g¢ikar. Analize eklenen her-

sistem ile sugsuz bir kigiyi diglama orani yikselecektir (11).
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Asagidaki tabloda, adli vak’alarda genetik igsaret olarak siklikla

kullanilan polimorfik protein ve enzim sistemleri verilmistir (12).

TABLO 3. Adli Vak’alarda Kullanilan Polimorfik Sistemler

SISTEMIN ADI KISALTILMIS { ELEKTROFORETIK | GORUNURLESTIRME
ADI GOC SURESH (dak) SURESI (dak)

-Adenozin deaminaz ADA 25 15
-Adenilat kinaz AK 45 5-10
-(Alfa), -Antitripsin AAT 60 30
-Alkalen fosfataz ALP 40 60
-Eritrosit asid ACP,(EAP) 40 8-10
fosfataz
-Esteraz D EsD 30-60 5-10
-Fosfoglukomutaz PGM 60 15
-Fosfoglukonat PGD 60 10
dehidrogenaz
-Glukoz-6-fosfat G-6-PD 20 5
dehidrogenaz
-Glioksalaz I GLO-I 30 20-35
-Glutamik piruvik GPT 60 15-30
transaminaz
-Grup spesifik GSC 20 30
komponent
-Hemoglobin Hb 15 5
-Laktat LDH 30 10-15
dehidrogenaz
-Peptidaz A PEP-A 60 10
-Transferrin Tf 40 30
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Asagidaki tabloda, 20 farkli genetik sistemin, dért farkli irk

icin elde edilen ortalama dislama olasiliklar1 (0.D.0O) verilmigtir

(13).

)

TABLO 4. 20 Genetik Sistemin 4 Irk igin O.D.O Verileri

SISTEM BEYAZ | SIYAH | KIZILDERILI | ASYA
1. ABO | 0.152 0.178 0.130 0.195
2. Rh 0.404 0.475 0.451 0.285
3. MNSs 0.312 0.197 0.314 0.241
4. Kell 0.034 0.123 0.001 0.001
5. Duffy 0.183 0.089 0.185 0.097
6. Kidd 0.187 0.169 0.187 0.187
7. Pp 0.039 0.010 0.043 0.086
8. Hp 0.184 0.186 0.187 0.173
9. Ge 0.163 0.118 0.143 0.187
10. Hb 0.000 0.045 0.002 0.004
11.. AK 0.035 0.009 0.013 0.001
12. ADA 0.044 0.017 0.016 0.026
13. EAP 0.243 0.151 0.167 0.137
14. EsD 0.092 0.079 0.109 0.179
15. G-6-PD

erkek - - : - -

kadin 0.008 | 0.154 0.146 0.005
16. PGM 0.145 0.128 0.145 0.149
17. 6-PD 0.016 0.041 0.023 0.078
18. GbI 0.185 0.172 0.168 0.665
19. PEP-A 0.000 0.047 0.002 0.000
20. GPT 0.185 0.145 0.182 0.184
TOPLAM 0.D.O
(20 sist. igin) 0.949 0.950 0.950 0.919
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Giniimizde adli vak’alarda kullanilabilecek, insan kanina ait

50’ den fazla polimorfik sistem mevcuttur.

2.2. ENZIMLER VE iZOZiMLER

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar:
katalizleyen, protein yapisinda biyomolekiller olarak tanimlanir.
Enzimler, katalizledikleri reaksiyonu yalnizca hizlandirmayip
tuimiiyle kontrol ederler. Bir diger o6zellikleri de, katalizledikleri

reaksiyona son derecede spesifik olmalaridir (14).

Bir canli tiriinde ayni kimyasal reaksiyonu katalizleyen, ancak
farkli molekiiller yapiya sahip enzimlere Izoenzim (:Izozim) adi
verilir. Izozimler, birbirlerinden farkli maksimum aktivite godsteren
ve substrat affiniteleri, Michaelis-Menten (Ky) sabitleri ve

dizenleyici 6zellikleri ile birbirlerinden ayrilan enzimlerdir (14).

Bugiin birgok enzimin izozimleri bilinmektedir. Bunlarin g¢ogu,
farkli polipeptid zincirlerinin degigik kombinasyonlarindan ibarettir.

Izozimler ayni lokustaki farkl: aleller tarafindan meydana getirilirler

(8).
2.3. ERITROSIT ASiD FOSFATAZ VE iZOZIMLERI

2.3.1. Asid Fosfatazlar (ACP, EC 3.1.3.2)
Bu adlandirma bir tek enzimi degil, belli bir pH araliginda
optimal aktivite gosteren bir grup enzimi ifade eder. Asid fosfatazlar

lizozomlarda bulunur (14).

Asid fosfataz aktivitesinin en ¢ok bulundugu organ ve dokular,
karaciger, dalak, eritrositler, trombositler, kemik iligi ve prostat
glandidir. Asid fosfatazlar dayaniksiz enzimlerdir; 37°C ve pH 5’in

tizerinde aktivitelerini kaybederler (14).
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Asid fosfatazlar, hidrolazlar grubundan enzimlerdir ve
molekiildeki eter baglarina su sokarak hidrolizleyen, ya da
monofosfati, akseptér bir alkole transfer eden ortofosforik

monoester fosfohidrolaz ve fosfotransferazlardir.

(l) 0
R-0-P-0 + HOH ———> R-OH + HO-P-O
1l I

0 0

Enzim bu fonksiyonunu iki agamada gercgeklestirir. Reaksiyonlar

sonunda ya bir inorganik fosfat, ya da yeni bir fosfat esteri yapilir

(14).

2.3.1.1. Eritrosit Asid Fosfataz (ACP, : EAP)

Eritrosit asid fosfataz, pH 5’de aktif olan diger asid
fosfatazlardan farkli olarak, pH 6’da aktiftir ve substrat spesifitesi
gosterir. Bundan bagka, diger fosfatazlarin g¢oZunun teshisinde
kullanilan a- ve PB-naftil fosfatlar1 hidroliz etmemesi ile bunlardan
ayrilir. Yine diger asid fosfatazlarin tersine, formalin ortaminda
aktivitesini kaybeder. EAP, bugiine kadar yalnizca eritrositlerde
tesbit edilmistir. EAP’in  bir tek gen tarafindan sentezlendigi
bilinmektedir (14).

Bu genin, ’otozomal kromozomlardan 2 nolu kromozomun kisa
kolunun 2.5 bandinda bulundugu bildirilmistir (Sekil 1) (6,15-16-17-
18-19).



14

SEKIL 1. EAP’1 Sentezleyen Genin 2 Nolu Kromozomdaki Yeri

(16).

Bu enzimi sentezleyen genin, A,B ve C olmak ilizere li¢ alelinin
bulundugu ve bu alellerin de ACP; A, ACP;B ve ACP,C homozigot,
ACP, AB, ACP;AC ve ACP,;BC heterozigot olmak ilizere toplam alt:

fenotip olusturdugu,

ilk defa

tarafindan ortaya konmustur (17).

1963-64 yillarinda

Hopkinson

Yukarida so6zi edilen ve diinya popiilasyonunda en sik goriilen

bu ¢ alele ek olarak, gesitli aragtirmacilarin belirledikleri bazi nadir

aleller de agsagidaki tabloda verilmektedir (17, 20-21-22).

TABLO 5. Eritrosit Asid Fosfatazin Sik ve Nadir Alelleri

ARASTIRMACI BULUNUS TARIHI ALEL
Hopkinson 1963-1964 ACP,A, B, C
Gibbett ve Scott 1965 ACP,R
Karp ve Sutton 1967 ACP,D
Herbich 1969 ACP,0
Sorensen 1975 ACP,E
Tanis ve ark. 1977 ACP,;Gua-1
Yoshihara ve ark. 1980 ACP;Tic-1
Turowska 1984 ACP,K
Nelson ve ark. 1984 ACP.G, F




3. MATERYAL VE METOD

3.1. ELEKTROFOREZ

3.1.1. Elektroforez Hakkinda Genel Bilgiler

Elektroforez temel olarak, makromolekiillerin bir elektriksel
alana yerlestirildiklerinde, tagidiklari yike goére anod veya katoda
dogru go6¢ etmek suretiyle birbirlerinden ayrilmalari1 prensibine

dayanir (23).

Bir protein molekula, kendi izoelektrik noktasindan ne kadar

uzak bir pH ortaminda bulunursa, gé¢ etme hizi o dlgiide artar (23).

3.1.1.1. Elektroforezde Tampon Coézeltisinin Onemi

Tampon ¢6zeltisinin, elektroforez uygulamasinda baglica iki
fonksiyonu vardir:

- Elektrik akimini tagimak,

- pH’ 1 sabit tutmak suretiyle molekillerin net yikini

kesinlegtirmek.

Boylece tampon, elektroforetik gog¢lin yo6ntintd belirler.
Tamponun iyonik giici, molekiiliin ilerleme hizini ve bandlarin
belirginligini saglar. Iyon konsantrasyonunun artmasiyla molekiiliin

hareket yetenegi azalir (23).

3.1.1.2. Bandlarin Gériiniirlestirilmesi (Vizualizasyon)
Elektroforez igleminden sonra protein bandlari, bir indikator
aracilifiyla goriniir hale getirilir. Tim proteinleri boyayabilen

indikatorler oldugu gibi, sadece belli bir proteini boyayan
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indikatorler de vardir. Ozel bir indikatorii bulunmayan proteinler

i¢in ise imminolojik teknikler kullanilmaktadir (23).

3.1.2. Elektroforez Tiirleri

Elektroforez, tasiyici (destek) ortamin cinsine gore, ¢esitli
tirlere ayrilmaktadir. Bunlar:

1) Kagit Elektroforezi

2) Sellilloz Asetat Elektroforezi

3) Nigasta Jel Elektroforezi

4) Agar Jel Elektroforezi

5) Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

6) Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

(SDS-PAGE) olarak adlandirilmaktadirlar (23).

3.1.3. Selliiloz Asetat Elektroforezi

Selliloz asetat, elektroforez tagiyici ortami olarak ilk defa
1957 yilinda Koéhn tarafindan kullanilmig ve bugine kadar da
uyéulamada bagariyla kullanilagelmektedir (24).

Selliloz bir B-D-Glukoz polimeri olup, sadece bitkilerde

bulunan bir makromolekiildiir.

Elektroforezde kullanilan selliiloz asetat membranlar: genellikle
% 80 hava boslugu ihtiva ederler ve kuru, opak ve dayaniksizdirlar.
Ancak tampona konduklarinda bu hava bosluklar1 sivi ile
doldugundan dayanikli bir hal alirlar. Bu membranlar homojen bir
yapiya da sahiptirler ve serbest OH gruplarinin hepsi asetillenmigtir

(24).

3.1.3.1. Eritrosit Asid Fosfatazin Selliiloz Asetat
Elektroforezi
Elektroforez isleminden sonra, bandlarin goriniirlegtirilmesi

i¢in uygulanan islemde ACP;, fenotipleri, asagidaki reaksiyon
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mekanizmasiyla reaksiyon karigimindaki 4-metil umbelliferil
fosfattan (4-MUP), bir fosfat grubu ayirir ve UV-366 nm 151k altinda

fluoresans veren 4-metil umbelliferon olusur (12).

Hy . o GHa
ERITROSIT ASID N\
N FOSFATAZ +HaPO
g-H I +HOH > I 37
HO-P-Q H
o} O

4-metil umbelliferil fosfat 4-metil umbelliferon
(4-MUP)

Sekil 2’ de, UV-366 nm 151k altinda gérinir hale getirilmis
olan izozim bandlarinin elektroforez membran: iizerindeki konumlari

sematik olarak gosterilmigtir (12).

c b a

. A

N\

N

BA

CA

CB

ORIJIN KUVVETLI ZAYIF
HATTI BAND BAND

SEKIiL 2. ACP; Fenotiplerinin Sematik Goriniimii



Buna gore,
AA Fenotipi : a hattinda kuvvetli bir band,
b hattinda zayif bir band,
BB Fenotipi : b hattinda kuvvetli bir band,
c hattinda zayif bir band,
CC Fenotipi : b hattinda zayif bir band,
' ¢ hattinda kuvvetli bir band,
AB Fenotipi : a hattinda zayif bir band,
b hattinda kuvvetli bir band,
c hattinda zayif bir band,
AC Fenotipi : a hattinda zayif bir band,
b hattinda daha zayif bir band,
c hattinda kuvvetli bir band.

BC Fenotipi : b ve ¢ hattinda aynt derecede kuvvetli iki band

olarak belirmektedir (12).
EAP Phenotypes

0
H

e RC
RA
RB
DA
AA
BA
k BB
§ CA

- N Wt OO N

Hb fOriginm h
RESIM 1: Baz1 ACP, Fenotiplerinin UV-366 nm Isik Altindaki

Gorintimleri (12)..

Bu ¢aligmada, Trabzon ili Merkez Yesilova koyinde oturan,

aynt soyadini tagiyan ve aileye sonradan katilmamis 55 kigiden elde

edilen kan 6rnekleri kullanlldlf

18
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Enzimin ¢aligilmasinda B. W. Grunbaum Metodu uyguland: ve
elektroforez sistemi olarak da yine Grunbaum tarafindan geligtirilen

Sartorius Sartophor sistemi kullanild: (12).

3.2. Gerecgler

KULLANILAN GEREC TiP1
- Derin Dondurucu _ Profilo
- Elektrikli Balon-joje Isiticist Elektromag
- Elektroforez Tank: Sartorius Sartophor

- Elekt. Analitik terazi (0.1 mg has.) Shimadzu Libror AEU 210

- Etiv Elektromag 5040 BC

- Giug¢ Kaynag: Sartophor SM 16641 type

- Kurutma Kagid: Sartophor SM 15905

- Otomatik Mikropipet Oxford Microsets

- Ornek Tasiyicist Sartophor

- Ornek Uygulayicis1 (aplikator) Sartophor

- pH metre Consort C- 424

- Santrifuj Hettich EBA III D 72 5000 U/min
- Selliloz Asetat Membranlar Sartorius SM 11200-70x145 BBN

- UV Isin Kaynag: Desaga Gmbh D.6900 type 131100

3.3. Kimyasal Maddeler

KIMYASAL MADDE ADI FIRMA ADI- KATOLOG NO

- Gliserol Merck 4094
- 4-metil umbelliferil fosfat (MUP) Sigma
- Noble Agar Difco Laboratories 0142-01

- Sitrik asid monohidrat Merck 244
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- Sodyum dihidrojen fosfat Merck 6346
monohidrat

- Sodyum hidroksid Merck 6498

- tri-sodyum sitrat dihidrat Merck 6430

- tri-Sodyum sitrat 5.5 hidrat Merck 6431

3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. % 3.8 Sodyum Sitrat Cozeltisi
Hemolizatlarin hazirlanmasinda antikoagiilan olarak
kullanilmak tzere 3.80 g sodyum sitrat.5.5 hidrat tartilarak distile

suda ¢6ziildid, 100 mL’ye tamamland:.

3.4.2. Tank Tamponu
Fosfat-Sitrat, pH = 5.9
. 0.024 M NaH,PO4.H.0
0.015 M C¢H;07;Na3.2H,0
3.312 g NaH,P0,.H,0 ile 4.4115 g C4Hs0,Na3;.2H,0, birlikte

distile suda g¢oziilerek pH’ 1 kontrol edildi ve 1 L’ ye tamamlandi.

3.4.3. Membran Tamponu

Tank tamponundan, 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

3.4.4. Goriiniirlestirme Reaksiyon Tamponu
0.05 M sitrik asid tamponu, pH = 5.0
10.507 g C¢H3OsH,O distile suda ¢odzilerek 10 M sodyum

hidroksid ile pH’ 1 5.0’ e ayarlandi ve litreye tamamlandi.

3.4.5. 10 M NaOH Cozeltisi:
40.0 g NaOH, distile suda ¢oziillerek 100mL’ye tamamlandi.
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3.5. Kan Orneklerinden Hemolizat Hazirlanmasi

- Numaralandirilmig santrifiaj tiplerinin her birine 0.4 mL
% 3.8 sodyum sitrat ¢g6ézeltisi kondu

- Her bir tibe kan o6rneklerinden 1.6 mL alinarak agizlar:
parafilmie kapatildi ve karigmalarini saglamak tzere birka¢ kez alt
iist edildi.

- Ornek tiipleri 2500 rpm’de 5 dak. siireyle santrifijlendi.

- Plazma kisimlar:1 bir pipetle dikkatlice gekilerek ayrildi ve
atildi.

- Kalan eritrosit kisimlari, distile su ile 1/2.5 oraninda
seyreltilerek hemolizat elde edildi.i Bu hemolizatlar 2 kez
dondurulup ¢6zildikten sonra -20°C’ de analiz tarihine kadar

muhafaza edildi.
3.6. ACP, Izozimlerinin Elektroforetik Ayirimi

3.6.1. Elektroforez islemi
Sogutucudan g¢ikarilan tank tampon ¢ozeltisi bekletilerek oda

sicaklifina getirildi. Tank igine tasiyict ve elektrodlar: yerlestirildi.

Tankin her iki bolmesine igaretli seviyeye kadar tampon ¢dzelti
kondu ve tank her iki tarafindan hafifge kaldirilarak, ¢6zeltinin her
iki bolmeye de esit olarak yayilmasi saglandi. Isaretli seviyenin
yukarisina sigramig olan sivi damlaciklari kurutma kagidiyla

dikkatlice alindi.

Uzerinde 1’den 10’a kadar numaralandirilmig haznecikleri olan
ornek tasiyicisinin bu hazneciklerine kan o6rneklerinin numara

sirasina g6ére ilk 10 adedinden 20’ser pL kondu.

Tank tamponundan 1/5 oraninda seyreltilerek daha onceden
hazirlanmis olan membran tamponundan, 100 mL kadar alinarak

yayvan bir kap igerisine kondu.
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Selliiloz asetat membran: el degdirilmeden bir pens yardimiyla
alindi ve bir ucundan baslayarak membran tamponu igerisine
dikkatlice daldirildi. Bu islem yiizey islatma tarzinda ve hava
kabarciklari olugmamasina dikkat edilerek yapildi. Yizey timiiyle
1slaninca bir pens yardimiyla membran ¢ozelti igine batirildi. (Bu
islem sirasinda, Uuzerlerinde beyaz lekeler olusan membranlar

kullanilmayarak atildi).

Yine pensler yardimiyla ¢6zelti i¢inden ¢ikarilan membran, iki

adet kurutma kagidi1 arasina konarak yizeyindeki fazla sivi alindi.

Kurutulan membran her iki tarafindaki birer sira deliklerinden,
ornek koprisi iizerindeki diglililere gegirilerek koépri tizerine tesbit
edildi ve 6rnek koprisi tank tGzerindeki yerine oturtuldu. Membran
ug¢lart pens yardimiyla tank tamponu ig¢ine daldirildt ve tankin alt

kapagi dikkatlice kapatildi.

Ozel hazneciklerine daha 6nceden kan 6rneklerinin (hemolizat)
kondugu 6rnek tastyicist ilizerine ornek uygulayicisi (aplikator)
yerlestirildi ve bir defada 10 adet numune alind: (Istenirse tek tek de

alinabilir).

Aplikatér, o6rnek tagiyicis1 izerinden alinarak tank kapag:
tizerindeki (katod tarafinda) 3 nolu pozisyonda yerine oturtularak,

kan 6rneklerinin hepsi birden membran Gizerine uygulandi.

Tankin #st kapag: kapatilarak altindaki ayar vidalar1 ve-
tizerindeki su terazisi yardimiyla tam yatay konumda olmasi

saglandi.

Akim kaynag: 250 V(DC) ve 60 dakikalik stireye set edilerek,
figi tank Uzerindeki prize takildi; 250 V ve 1-3 mA’ lik bir dogru

akim 60 dakika siireyle uygulanmak iizere butona basilarak
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elektroforetik go¢ baglatildi. Eritrosit asid fosfataz izozimleri anoda

dogru go¢ etmeye bagladilar.

3.6.2. Reaksiyon Jelinin Hazirlanmasi

Elektroforez igleminin devam ettigi sirada, izozim bandlarinin
goriiniirlegtirilmesinde kullanilacak olan reaksiyon jeli hazirlandi.
Bunun i¢in agagidaki iglem sirasi takibedildi:

a) 10 mg 4-metil umbelliferil fosfat (MUP), 4.5 mL gliserol
igerisinde bir bagetle karigtirilarak mimkiin oldugﬁnca ¢ozuldu.

b) Bu ¢ozelti tzerine 15 mL reaksiyon tamponu azar azar
eklenerek iyi bir karigma saglandi.

c¢) 250 mg agar, 10 mL reaksiyon tamponu iginde ¢dziilerek
kaynatildi.

d) Agar ¢o6zeltisi 50°C’ a sogutularak, bunun iizerine (b)’ deki
¢ozelti eklendi ve elde edilen bu jel, hi¢ zaman kaybedilmeden 5
adet petri kutusuna, yaklasik esit miktarlarda, homojen bir sekilde
ve hava kabarcigi olugymamasina dikkat edilerek dokildi ve petri
kutularinin kapaklart kapatildi.

e) Hemen kullanilmayacak olan jel plakalar1 (petri kutulari),
aluminyum folyolara sarilarak (151k almamas: igin) buzdolabina

kondu.

3.6.3. Inkiibasyon ve Degerlendirme

60 dakikalik elektroforez siiresi sonunda tanktan ¢ikarilan
membran bir pens yardimiyla, daha 6nceden hazirlanmig olan petri
kutusundaki reaksiyon jeli izerine st yizeyi gelecek gekilde (arada

hava boslugu kalmayacak tarzda) yapistirildi.

Petri kutusunun kapag: kapatilarak 37°C’ deki etiivde 10 dak.

siireyle inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi etiivden ¢ikarilan membran i{izerindeki

izozim bandlar1 UV-366 nm 151k altinda goériilebilir hale geldi ve
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degerlendirildi. Izozim bandlarinin gérinir hale gelmesi, inkiibasyon

sirasinda ve Bolim 3.1.3.1.° deki reaksiyonla olmaktadir.

Agfa Orto Copex 25 film kullanilarak UV-366 mm 151k altinda

elektroforegramlarin fotograflar: ¢ekildi (Resim 2).



25

Ust Kapak

Alt Kapak

Elektroforez tank:

SEKIL 3. Caliymamizda Kullanilan Sartophor Modeli
Elektroforez Tank: ve Pargalarinin Sematik

Goranuma (12).
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Ornek
kopriisii

Ornek uygulayicisi

Ornek tasiyicisi

SEKIL 4. Ornek Koprisiniin Tank Uzerindeki Konumu, Ornek
Uygulayicisinin (aplikatér) ve Tagiyicinin §ematik

Goriniamleri (12).
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RESIM 2. Caliygmamizdan Eritrosit Asid Fosfataz Fenotiplerine
Ait Elektroforegramlar
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4. BULGULAR

Eritrosit Asid Fosfataz fenotipleri bakimindan incelenen 55
kiginin kan O6rneklerinden;

1 kisi homozigot A,

28 kisi homozigot B,

8 kisgi heterozigot AB,

1 kisi heterozigot AC,
17 kisi heterozigot BC olarak tesbit edildi.

Homozigot C fenotipi tespit edilmedi.

Bu durumda kan ornekleri incelenen 55 kisinin toplam 110
:gen:inden;

11 tanesi A geni,

81 tanesi B geni,

18 tanesi ise C genidir.

Buna gore, her bir genin frekansi;

2x(1)+8+1 11
A geninin frekansi; pa = (271(55) =110

= 0100

2x(28) +8+17 _ 81
2x(55) 110

B geninin frekansi; pg = = 0736

117 18 o164
2x(55) 110

C geninin frekansi; pc =
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olmaktadir. Hardy-Weinberg Kurali’na uygun “Beklenen (Teorik)

Fenotip Frekanslar1” ise;

AA fenotipi igin ...
BB fenotipi igin .
CC fenotipi igin ...
AB fenotipi igin ...
AC fenotipi igin ..
BC fenotipi igin ...

olarak bulundu.

Asagidaki tabloda,

. p’ = (0.736)?

pa® = (0.100)> =0.010
0.542
pc? = (0.164)% = 0.027
2x(paxps) = 2x(0.100x0.736) = 0.147

Il

I

. 2x(paxpc) = 2x(0.100%0.164) = 0.033

2x(psxpc) = 2x(0.736x0.164) = 0.241

incelenen 55 kan 6rneginin fenotip sayilar:

ve dagilim yizdeleri verilmektedir.

TABLO 6. Caligmamizda ACP; Fenotiplerinin Say1 ve Dagilim

Yiuzdeleri
FENOTIPLER TOPLAM
AA AB AC BC BB CcC
N 1 - 8 1 17 28 - 55
% 1.82 14.54 1.82 30.91 | 50.91 0.00 100

Asagidaki tabloda

her bir fenotipin beklenen ve gozlenen

degerleri ile gen frekanslari yer almaktadir.

TABLO 7. ACP, Fenotiplerinin Goézlenen - Beklenen DegZerleri

ve Gen Frekanslar:

FENOT!IP SAYILARI GEN FREKANSLARI
DENEK
SAYISI AA | aB | ac | Bc BB | ccC A B C
35 feozl | 1 8 ! 17 28 - 0.100 0.736 0.164

bekl | 0.55 | 8.08 | 1.81

13.25 | 29.81 | 1.48 | ¥0.028 +0.042 +0.035




5. TARTISMA

5.1. METODUN TARTISILMASI

Proteinler ve enzimler gibi kompleks makromolekiillerin
birbirlerinden - ve A diger molekiillerden ayrilmasinda, molekiil
buyiikltigtine, ¢o6ziinme farkliliina, o6zel baglayici molekiillerin
varligina ve elektriksel yik ayirimina dayanan birgok farkli ayirma

yontemleri bulunmaktadir (23).

Ozellikle enzim izozimleri gibi benzer yapilara sahip
biyomolekiillerin ayiriminda, kesin ve hassas bir ayirim gerektirmesi
bakimindan, elektriksel yiuk ayirimina dayanan elektroforezin

tartl‘sllmaz bir yeri ve ustinlagi vardir.

Elektroforez, nisbeten yeni bir metod olmasina ragmen,
dzellikle hassasiyet ve ¢abuk sonug¢ alma gerektiren aragtirmalar ve
bazi klinik rutin ¢aligmalarda, tercih edilen ve yaygin olarak
kullanilan bir metoddur (23).

Caligmamizda metod olarak segilmig bulunan Sellilloz Asetat
Elektroforezi, diger elektroforez tiirlerine goére birgok avantajlari
sebebiyle daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu metodun baglica -
Ustinlikleri;

- Elektroforez siiresinin kisa olmasi

- Cok az miktarda numunelerle ¢aligilabilmesi,

- Porlarinin daha kigiik olmasi sebebiyle protein adsorbsiyonu-

nun daha az olmasi1 ve boylece daha keskin bandlar elde

edilebilmesi,
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- Kolayca berraklagmasi,
- Is1g1 gegirme 6zelligi sebebiyle, hizli dansitometrik dl¢ime

imkan vermesi olarak sayilabilir.

Buna karsilik pahali olugu ve lretici firmaya gore degismesi de

baslica dezavantajlaridir. (12,23).

Ayrica, genetik polimorfik sistemlerin aragtirilmasinda bugiine
kadar en bagarili ve yaygin olarak kullanilan tek metod olan ve bizim
de kullandigimiz  Grunbaum  Metodu da, selliloz asetat
elektroforezine dayali olarak geligtirilmigtir (12). Bu alanda simdiye
kadar yapilmis aragtirmalarin ve olusan literatirin de hemen timiyle
bu elektroforez tiirine dayaniyor olmasi, bizim de bu metodu

segmemizde 6nemli bir etken olmustur.
5.2. BULGULARIN TARTISILMASI

ACP,” in A, B ve C alelleri arasinda, dinya genelinde en
yiksek gen frekansina sahip olan B aleli olup, Orta Amerika yerlileri
(0.8899) ve Giiney Afrika yerlilerinde (0.8038) daha sik gorilmekte,
Asya toplumlarinda ise (0.6659-0.7894) nisbeten daha digik bir
degere inmektedir. En az gorildigi toplumlar ise Avrupa
popilasyonlaridir =~ (0.5380-06994). Turk ve Kibris-Tiirk
popiilasyonlarindaki frekansinin (sirasiyla 0.6807-0.700" ve 0.6798)
Asya-Avrupa degerleri arasinda olmasi dikkat cekicidir.
Caligmamizda elde edilen B geni frekansi , tim diinyada oldugu gibi,
denek popilasyonumuzdaki en yiksek frekans olmaktadir (0.736).
Bu deger, Avrupa ve Amerika beyaz irki degerlerinden oldukga
yiksek, daha ¢ok Asya popiilasyonlarininkine yakindir ve Tirkiye
geneli ile de olduk¢a uyumludur (4, 17, 25-26-27-28-29-30).

* Tirkiye popilasyonu icin yapilan iki ayri ¢aligmanin sonuglaridir.
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ACP;A aleli biitin diinyada, gen frekansinin yiksekligi
bakimindan ikinci siradaki aleldir. Bu alel en ¢ok Amerika beyazlan
(0.3938) ile Avrupalilarda (0.2300-0.3723) gorilmekte, Asya
toplumlarinda (0.2103-0.3029) ise nisbeten daha disiik bir degerde
bulunmaktadir. Tirk ve Kibris-Tirk popiilasyonlarinin A geni
frekanslar1 (sirasiyla 0.2920-0.270 * ve 0.2810) da yine Avrupa ve
~Asya popiilasyonlarinin sinirlart igindedir. Denek popiillasyonumuzun
A geni frekans: ise (0.100) butin diinya ve bu arada Tirkiye geneli
degerlerinden oldukg¢a diusiiktiir. Ayrica bu deger, biitiin diinyadaki
siralamanin tersine, poplilasyonumuzdaki en dusik gen frekans:

olmaktadir (4, 17, 25-26-27-28-29-30).

ACP,B ve A alelleri irklar bakimindan karsilagtirildiginda, B
alelinin siyah 1irkta, beyaz irka oranla daha sik gorilmesine karsilik,
A aleli beyaz irkta, siyah irka goére daha yiksek bir gen frekansina
sahiptir (17, 25-26-27-28-29-30).

" ACP,C aleli, butin dinyada en az siklikta goriilen aleldir. Bu
alel, Giney Afrika yerlilerinde ve Uzak-Dogu (sari) irkinda hig
goriilmemektedir. C alelinin en yiksek frekanslari, Amerika
beyazlar:1 (0.0596) ile Avrupalilarda (0.0356-0.0963) goriulmektedir.
Bu alelin frekans: bakimindan da Tirk ve Kibris-Tiirk toplumlarn
(sirasiyla 0.0273-0.030 * ve 0.0392), Avrupalilarla baz: Bati Asya
toplumlar: arasinda bir degere sahiptir. C alel frekansi bakimindan
denek popiilasyonumuz (0.164)‘, gerek Turkiye ve gerekse bitin
diinya popilasyonlarindan oldukg¢a yiiksek bir frekansa sahiptir.
Ayrica yine bitin dinya ve Tirkiye genelinin tersine, denek
popiilasyonumuzun C geni frekansi, yikseklik bakimindan ikinci
siradadar (4, 17, 25-26-27-28-29-30).

Diinya genelinde hi¢ goérulmeyen ve nadir genetik varyant
olarak digunilen ACP,R alelinin, Kuzey ve Giiney Amerika ve ayrica

Giney Afrika siyahlarinda, polimorfik sistem olusturabilecek
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oranlarda gorilmesi, bu alelin siyah 1rka 6zgii oldugunu

dugundirmektedir.

ACP;Tic-1 alelinin, sadece Hindistan’daki Ticuna kabilesindeki
ilkel bir popiilasyonda sik goérilen bir alel oldugu ve 0.110 frekansta
bulundugu, Yoshihara ve Mohrenweisser (1980) tarafindan
bildirilmektedir (20).

ACP,0 alelinin, 1ilk defa Herbich (1969) tarafindan
Avusturya’da b’ir ailede tesbitinden sonra, Polonya’da yapilan
c¢aligmalarda Turowska (1977) tarafindan adli bir vak’ada
belirlendigi ve daha sonra da Koziol-Bruszewska (1978), Turowska-
Bogusz (1978) ve Dobosz (1983) tarafindan 50 ailede tesbit edildigi
bilinmektedir (21).

ACP,E, F, G ve K gibi nadir aleller de bulunmaktadir ve
bunlarin disinda nadir alellerin de zamanla bulunmasi mimkindir

(20,22).

Bulgularimizda A ve C gen frekanslarinin, Tiirkiye genelinden
bir 6l¢iide farkli ¢ikmasi, denek popiilasyonumuzun izole bir toplum
olmasi1 ile agiklanabilirse de, iilkemizin heterojen bir genetik yapiya
sahip olmasi ve Tirkiye geneli igin heniliz sadece bir g¢aligmanin
yapilmig olmasi, bu yargiya  varmada  ihtiyath olmayi

gerektirmektedir.

Ayrica tilkemizdeki baska izole gruplarda benzer bir ¢aligmanin
yapilmamis olmas: ve denek popiilasyonumuzun birkag nesil 6énceki

durumlarinin da iyi bilinmiyor olmasi, diger eksikliklerimizdir.

Benzer bir kargilagtirma, Tablo 8’ deki Hindistan’a ait genel
degerlerle, tablo 9’daki Hindistan’da bazi kabilelere ait bulgular

arasinda yapildiginda, bu izole gruplarin A ve C gen frekanslarinin,
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Hindistan geneline gore daha dugik, buna karsaiikk B geni
frekanslarinin daha yiiksek oldugu goérilmektedir. Hint toplumu gibi
heterojen bir toplum ile bu toplum iginde yasayan, ancak son
derecede izole gruplar arasindaki bu fark, beklenen bir sonug

w
s

izlenimini vermektedir (31).

Bir bagka dikkat gekici husus da, diinyada sadece bazi Orta ve
Kuzey Avrupa toplumlarinda diusiik frekanslarda rastlanan CC
fenotipinin, Tirkiye genelinde oldugu gibi, denek popiilasyonumuzda

da hi¢ gorilmemis olmasidir.



133

- 76€0° | 86L9 | o18Z | 000 |96'F 68°C 8T9% | €v°8¢ | ¥b'L |Tve 1I9yIN L SHqQry-
- €L20° | LO89" | 0T6T | 000 |S9°€ 781 SE9V | 8L6E |6E8 |VLT oAmyan-
- 9690° | 08SS" | €TLE | 61°0 |8T'6 9T’ E€1E|S9°6E |8TSL |LIS 5oAs]-
- L8O | €L09 | ovbe | LEO | 109 00°¢€ 09°'SE| STvy | LLOT |S9ET 9151AS]-
- €960 | 9¥8s" | 161¢ | 8T0 |9S 11 |¥I'L 91°'8€| ¥0'6T |78 El | ¥901 eduojod-
- LLED | ¥669° | 6T9C | ¥1°0 | LTS 661 168y | LL'9E | 169 | ¥0S ehjel]-
- 00L0° | 000L | oo0€z | €1°0 | €901 |€l'¢E 8€°05| €987 |€I'L |008 ehjel]-
- 96€0° | €9L9° | 188T | 000 | TH'S 691 188V [ 0T°CE | 9811 |S6T epuelI]-
- 0090° | 0019 | ooce” | To | T'8 bE 8'se | Ttk | Tol [o00§ uiey
- S¥90° | 0909 | s6ze | 170 £8 vy 89¢ | €6€ | 111 |0081 Sinqrarg
- L6S0° | 9965 | Leve | ST°0 | 8S'L 90" €C'SE| 8T 1P |OL 1L |pTEE efuewy-
- 19v0° | S€€9° | v0Ze | 0070 | €8°S 0v'€ 18°6€|9C1F |1L6 |¥Ts esuel]-
- 7SS0 | 906S° | LTSE | 0000 [LO'L 86°€ ¥9'SE[9L°6E |0V EL |6L9 eyIewiue(-
- €€90° | 0SI19° | LITE | 000 | €€6 €€ € €£'8€|00°LE |00°CI |o00€ eAyeAO[SON0)-
- 090" | 0S6S° | 68SE | 0070 |¥6°S LT € 9T vE|SS'vy | 8611 | 0101 axoy18uy-
| VAdNUAV
b | 0) qd \4 (%)D | (%)dD [ (%)VD | (%)d | (%)Vvd [ (%)V [ISIAVS | NOASVINdOd
TAVISNVIZEA NAD SANAA

(0€-62-8T-L2-9C-ST ‘L1) 1e[sueyal usph aA 1wifife(
dijousg uruirejwizoz] Qv epuueuolseindod vAung pisel) '8 OIAV.L




9t

8604 80°6:dY SE1'VY ‘
6190 8€08" | EvEL 61°so|1e1z |or'c |eeggt njueg-eyIyyv -
VIIdAV
LT 04 00°0:0Y ss'edd 601 VY
0€20° | 0110° | 069L" | 0L61 | 00°0 | 601 ¥$'0 0109|968 |LEv |99¢ (yedig)eurjorey -
0L90° | 0029 | O0EIE | 000 | 19'8 8L'¥ evov | vrve |zo1t | sip (zekag)eurjorey -
0000 | 6688 | T1I1I1° | 000 {000 00°0 08°'6L|81'81 |zo'z |66 SBIpU-'Je)-"Wo(-
€100° d'dOV 7:dd €1:D¥ 69 v VY
bLOO | L9TO | 9SLL | 1661 | 000 {89°C ¥S'0 97°19]69'8C |60'S |9¥L Te[yedig-
- 1 9650°| 99¥S° | 8€6€ | 000 | L9 81°¢ 19°'1e}8¢6c [O1°LT | €61 1ejezehog-
VIIYANWY
- |zieo'| 6599 | 620¢ | 0070 | vEE 06°C LS'6%|15°0E |6SEL | 6vY uesf-
- | 0000 | T8LL | 81TT | 000 | 000 00°0 Sv'19|vLze |18°'S | 029 ury-eLzos[eN-
- | 0000 | 969L° | ¥0€T | 00°0 {000 0000 |SE¥9jCT'ST |€v01 |SII 9103~
- | o000 | v68L | €0o1T” | 0070 | 00°0 00°0 T9'C9( €92 |TLVv | viIve eduode;-
- |ogoo'| 111L | 658C° | 000 |TEO LT0 Tels | LT6e |88 | 6581 uelsIpuIy -
VASV
i | 0) q \ (%)0 | (%)4D | (%)VD | (%)d | (%)vd | (%)V | ISIAVS | NOASVIQdOd
IAVISNVIAYA NID SMANAd




TABLO 9. Hindistan’da Bazi Izole Popiilasyonlarda ACP,

Fenotip Dagilimi ve Gen Frekanslar: (31)

37

IZOLE DENEK FENOTIP DAGILIMI (%) GEN FREKANSLARI
GRUPLAR SAYISI| AA AB BB BC A B C
BRAHMINS
Niyogi 212 5.18 | 35.38 | 59.43 - 0.229 | 0.771 -
Madwa 243 | 5.76 |32.10 |62.13 | - |o0.218 |0.782 | -
Dravida 183 5.46 | 39.89 | 54.10 | 0.54 | 0.254 | 0.743 | 0.003
Vadahalai 178 5.62 | 33.15 | 60.67 | 0.56 | 0.222 | 0.775 | 0.003
Tengalai 217 5.53 | 36.41 | 58.06 - 0.237 | 0.763 -
Vaidiki
-Eluru 93 6.45 | 25.81 | 66.66 | 1.07 | 0.194 | 0.801 | 0.005
-Amalapuram 134 4.48 | 32.09 | 63.43 - 0.205 | 0.795 -
-Manthini 135 2.96 | 27.41 | 69.63 - 0.167 | 0.833 -

VYSYA 327 6.73 | 34.56 | 58.71 - 0.240 | 0.760 -
MALA 109 3.67 | 33.94 | 62.38 - 0.206 | 0.794 -
MADIiGA 100 3.00 | 38.00 | 59.00 - 0.220 | 0.780 -

TABLO 10. Tirkiye’de ACP; Izozimlerinin Fenotip

Dagilim: ve Gen Frekanslar1 (4)

DENEK FENOTIP DAGILIMI (%) GEN FREKANSLARI
SAYISI | AA | AB | AC | BB | BC | ccC A B c
goz. | 7.00 [39.00 | 1.00 |48.00 | 5.00 | 0.00
100 0.270 | 0.700 | 0.030
bek. | 7.29 |37.80 | 1.62 | 49.00 | 4.20 | 0.09




6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Gozlenen fenotip frekanslarinin teorik frekanslarla uyumunu
belirlemek amaciyla %2 testi uygulandi (32). Hardy-Weinberg

dengesinden anlamli bir sapma gorilmedi ( p < 0.05).

2. A ve C gen frekanslari, Tirkiye genelinden farkli bulundu
(p > 0.05).

3. B geni frekansi bakimindan Turkiye geneliyle anlamli bir
fark gozlenmedi (p < 0.05).

4. Turkiye genelinde oldugu gibi deneklerimizde de CC fenotipi
tesbit edilmedi.

6.2. Oneriler

1. Bu aragtirmanin, diger adli genetik polimorfik enzim
sistemleri de dahil edilerek, tlkemizin bagka yérelerindeki izole

gruplar izerinde de yapilmasi yararh olacaktir.

2. Rutin analiz sonuglarinin saglikli degerlendirilebilmesi
agisindan, adli genetik igaret olarak kullanilan tim polimorfik
sistemlerin, 1iller ve cografi bolgeler bazinda aragtirilarak,

Tirkiye’nin bir gen haritasinin ¢ikarilmas: yerinde olacaktir.



7. OZET

Adli Fen Bilimleri uygulamalarinda genetik isaret olarak
kullanilan ACP; polimorfizminin, izole bir popiillasyondaki dagilimi

aragtirildi.

Bir kéyde yasayan ve aralarinda akrabalik bulunan 55 kisinin

kan 6rnekleri incelendi.
Kan o6rneklerinden hemolizatlar hazirlandi.
Ornekler selliitloz asetat elektroforeziyle fenotiplerine ayrildi.
Fenotipler UV-366 nm 131k altinda incelendi ve deZerlendirildi.
Her bir alelin frekans: gen sayimi ile hesapland:.

Gen frekanslari, ACP;A = 0.100 = 0.028, ACP,;B = 0.736 %
0.042, ACP,C = 0.164 * 0.035 bulundu. Goézlenen degerler Hardy-
Weinberg dengesine uygun bulundu (x> = 1.4804, SD = 2, a=0.05).



8. SUMMARY

The distribution of the ACP; polymorphism' that has been used
in the Forensic Science applications, was researched in an isolated

population.

The blood samples of 55 related individuals who have been

lived in a village were examined.
Hemolysates were prepared with samples.
Samples were phenotyped by cellulose acetate electrophoresis.

The phenotypes were examined and classified under the UV-
366 nm light.

Gene frequencies were calculated by gene counting.

The following gene frequencies were observed: ACP;A = 0.100
+ 0.028, ACP,B = 0.736 £ 0.042, ACP;,;C = 0.164 + 0.035. Observed
values were confirmed with Hardy-Weinberg equilibrium (y® =

1.4804, DF = 2, 0=0.05).
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