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ONSOZ

Glinlimiizde niceleyici analiz araglarindan biri de yas tayinidir. Birgok farkli
metotla belirlenebilen yas tayini farkli ¢alismalarda kullanilabilen 6nemli bir 6lgiit
niteligi tasir. Ozellikle adli vakalarda yas tayini gerek kimliklendirme gerek babalik
tayini gerekse hukuki agidan bir¢ok hak ve sorumluluk 6lciitii olarak 6nem arz eder.
Birden fazla yas tayini metodunun bulunmasina ragmen, bu metotlar bazi faktorler
sebebiyle kullaniminda zorluklar vardir. Cevre kosullari, cinsiyet farkliligi, maliyet bu
faktorlerden bazilaridir. Immiin sistem organlarindan biri timiis T lenfosit iiretim ve
cesitliliginden sorumludur. Bu ¢esitlilik VDJ kombinasyonu ile saglanir. Bu
kombinasyonda TREC ad1 verilen dairesel bir DNA parcasi olusur. TREC kararl bir
yapidir ve hiicre proliferasyonunda replike olmaz. Bu durumda; yas artarken TREC’in
azalmasini saglar. Bu ¢alismanin amaci yas tahmininde gercek zamanl kantitatif PZR

yontemi ile TREC analizinin olas1 kullaniminin arastirilmasidir.
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IKINCIOGULLARI ve Prof. Dr. Figen DOGU’ya,
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1. GIRIS

1.1. Yas Tayini GereKkliligi

Bireylerin birbirlerinden aywrt edilmesi ve bireylerin kendi Ozellikleriyle
tanimlanabilmesi denildigi zaman akla ilk gelen Oncelikli olarak fenotipik
ozelliklerdir. Fenotipik 6zellik; bireyin genetiginde tasimis oldugu bilginin cevresel
faktorlerle dis goriiniisiine yansima halidir. Kisacasi genetigin karakterde gozlenebilir
etkisidir (Alberts ve ark., 2008). Cinsiyeti, boyu, kilosu, parmak izi, disleri, gibi
ozellikler fenotipik 6zellikler olarak bilinip bireyin tibbi kimligini olusturlar. Kisinin
kimlik tayini denildigi zaman akla ilk gelen unsurlardan biri de yas tayinidir (Atilgan
ve Akkoyun, 2017). Yas tayini konusu adli bilimler, pediatri ve ortopedi gibi tibbi
bilimlerce siklikla gerek duyulan olduk¢a dnemli bir belirtectir (Baransel-Isir ve

Diilger, 2007; Kaplan, 2014).

Adli tipta yas tayini gerek kisinin sosyal yasaminda gerekse ceza ya da hukuki
davalarinca adli makamlar tarafindan istenmektedir (Glindogmus, 2017). Sosyal
yasami kapsayan bu istemler bireyin evlenebilme durumu, emekli olma, askere alinma,
ogrenci olma durumu, evlat edinme, dogum kayitlarmin yanlhs tutulmasidan siiphe
duyulmasi, ehliyet alma gibi konular1 igerirler. Bunun yani sira hukuki boyutu olan
cezai sorumluluk bilincini igerme durumunu etkileyen cinayet, yasadisi gog, cinsel
saldiriya karsi kendini koruyup koruyamayacaginin degerlendirilmesi gibi adli
konular1 ilgilendiren durumlarda da yas istemi yapilabilmektedir (Baransel-Isir ve
Diilger, 2007; Biiken, 2017). Yasayan birey haricinde ¢esitli felaketler ve Oliimle
sonuclanabilecek kazalar sonrasinda da cesetlerde kimliklendirme yapmak amaciyla

yas tayini istemi yapilabilmektedir (Biiken, 2017).

Diinya c¢apinda yas tayini kavramma bakildiginda; geligsmis iilkeler kimlik
tayini amaciyla yas tespiti isteminde bulunurken, lilkemizde ise bu durum bazi alt
basliklar1 iceren bir konu halini almistir (Biiken, 2017). Ozellikle iilkemizin bazi1 kirsal
bdlgelerinde niifus kayitlarinin saglikli yapilamamasi, halkin niifus kayitlar1 hakkinda



gosterdigi bilingsizlik ve niifus kaydma 6nem vermeme gibi bazi temel sebeplerden
dolay1 c¢esitli hatalar ve aksamalar mevcuttur. Yenidoganlarin niifusa geg
kaydettirilmesi, 6len bebek kimliklerinin kendinden sonra dogan ¢ocuklara verilmesi,
yasin gizlenmesi ya da yanlis olma durumunda bazi ¢ikar durumlarinin olusmasi gibi
cesitli etmenler sayesinde kisinin kimlik yasi ile var olan ger¢ek yasi arasinda

uyumsuzluk ortaya ¢cikmaktadir.

Ulkemiz dahilinde yas kavrami hem medeni kanun hem de ceza hukuku
acisindan biiylik 6nem arz etmektir (Demirkiran ve ark., 2014). Ceza hukuku her
iilkede belli diizenlemeler dahilinde oldugu gibi iilkemizde de cezai sorumlulugu belli
yaslar g¢ercevesinde diizenlemistir. TCK’nin (Tiirk Ceza Kanunu) 5237 sayili
kapsaminca iilkemiz ¢ocuklari i¢in 0-12, 12-15, 15-18 olarak ii¢ gruba aymrmistir. Diger
Diinya iilkelerine bakildig1 zaman ise gruplar Italya’da 0-14, 14-18 olarak
diizenlenirken, Fransa 0-13, 13-16, 16-18, 18 ve iizeri olarak diizenlenmistir. Ingiltere 0-
7, 7-14,14-17 olarak {i¢ temel gruba ayirirken, Almanya 0-14, 14-18, 18-21 olarak, Rusya
ise 0-14, 14-18, 18-20 olarak gruplama yapmiglardir. Bazi lilkelerde ise gruplama yerine
cezai ve sorumluluk yagina gecis yasi olarak belirli siirlar ¢izilmis, bu yas dahilinde
olanlar sorumlu olarak nitelendirilmiglerdir (Aslan, 2007). Ceza hukukunda var olan
bu gruplama belli siniflamalar dahilinde suca gore ceza yonteminin belirlenmesini
saglamaktadir. Bu durumda bazi yaslar 6zellikle 7, 12, 15 ve 18 gibi cezai durumlar1

etkileyen yaslar oldukca biiyiik 6neme sahip olmaktadir (Baransel-Isir, 2009).

Bireyin var olan dogru kimlik bilgilerine ulasilamamas1 yanlis yaptirimlara
sebebiyet verebilir. Bu sebepledir ki yas tespitinin gergege en yakin ve en dogru
sonucu yansitabilmesi gerekmektedir. En dogru sonuca ulagabilmek i¢in dncelikle yas
kavraminin daha iyi incelenmesi gerekir. Bir birey icin yas kavrami kullanildiginda
genellikle bireyin dogdugu tarih temel almarak hesaplanan kronolojik yas kavramini
belirtir. Kronolojik yas; giin, ay ve yil olarak belirtilebilir ve kesindir. Bu bilgiye
ulagmak i¢in dogru olarak dogum tarihi bilgisine sahip olmak gerekir. Diger bir yandan
ise biyolojik yas kavrami mevcuttur. Biyolojik yas ise bireyin viicut fonksiyonlarmin
kalitimla, beslenmeyle, ekonomik durumla, viicutta var olan bazi patolojik etmenlerle

sekillendigi yas kavramidir. Kisacasi kisinin hiicresel olarak fizyolojik durumunun



ortaya konmasidir. Kronolojik yas ile biyolojik yas arasinda bir korelasyon mevcuttur.
Bu nedenle yapilan tiim calismalar kronolojik yasi dogru tahmin edebilmek icin
biyolojik yasin en iyi sekilde tespit edilmesini amaglamistir (Garvin ve ark., 2012).
Biyolojik yasin en dogru ve giivenilir olarak saptanabilmesi i¢in gliniimiize kadar pek
cok calisma yapilmistir ve halen bu ¢aligmalara destek saglayabilmek amaciyla da

genis kapsamli farkli aragtirmalar devam etmektedir.

1.2. Giiniimiize Kadar Yapilan Yas Tayini Metotlar

Yas tayini denildigi zaman bilinen kronolojik yasa en yakin sonuca ulasmay1
hedefleyen tiim hesaplamalar1 ve incelemeleri kapsar. Bu amagladir ki yas tayini
serliveni 1800°1ii yillarin sonlarma dogru baglamis olup, glinlimiize kadar halen devam
etmektedir. Ilk olarak yasin ilerlemesi yani yaslanma kavrami temel alinarak
bireylerde gozle goriiliir morfolojik degisimler incelenmistir. Bu incelemeler sag rengi
ve cilt elastikiyet degisimi gibi fenotipik kavramlarla baslasa da sonralar1 ¢evresel
faktorlerden daha az etkilenen yapilar tizerinde yogunlagmistir. Bilimin zamanla
ilerlemesiyle morfolojik degerlendirmeler yerini kisiye daha 6zgiin olan molekiiler

tekniklere birakmuistir.

1.2.1. Kemik Ozelliklerinin Yas ile iliskisi

Kemik iizerine yapilan ¢alismalarin basinda 1894 yilinda yaptigi calismalarla
bilinen Wachholz gelmektedir (Schranz, 1959). Wachholz iist kol ekstremitelerinden
olan humerustaki (Sekil 1.1.) fizyolojik degisimleri yaklasik 230 kemik Orneginde
analiz etmis ve kemigin epifiz, diyafiz ve metafiz bolgelerindeki bu degisimleri
cinsiyetleri karsilastirarak bir yas tablosu olusturmustur. Olusturdugu tabloda
cevresinden topladig: farkli yas gruplarina ait kemik 6rneklerinde buldugu degisimleri
kadin ve erkeklerde ayr1 ayr1 degerlendirerek yaslara gore siralandirmistir. Yaptigi
calismada kiz ve erkek cocuklari adélesan donemi baslangicina isaret eden epifiz ve

diyafiz kaynasma baslangiciyla ilk basamagi olusturmustur. Sonraki basamaklarla bu



kaynasmanin ilerleme derecelerinden bahsederek diyafizin merkezinde gelisen ve
epifizlere dogru ilerleyen kalsifikasyon olusumundan sonra olusan kaviteleri
tanimlayarak c¢aligmasina son vermistir. Wachholz’un tiim analizleri var olan

humeruslardaki gozle goriiliir degisimlere dayanmaktadir.
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Sekil 1.1. Ust kol ekstremitesi humerusun anatomik goriintiisii (Netter, 2014).



1895’te bulunan X 1smlar1 ile incelemeler farkli bir boyut kazanarak
arastirmacilar radyolojik alana yonelmislerdir. Schranz 600°den fazla kemigin
rontgenlerini ¢ekmis, analiz etmis ve bulgularini degerlendirmistir (Schranz, 1959).
Schranz c¢alisma temellerini Wachholz’un arastirmasimi inceleyerek edinmistir.
Yenidogandan baglayarak 100°lii yas gruplarina kadar igeren kadavra orneklerinden
aldig1 600 kadar humerusun analizini gergeklestirmistir. Yaptig1 calismada kemik
dokularmin genel Ozelliklerinden bahsetmis, elde ettigi radyografik kemiklerin

degisim 6zelliklerine gore yas gruplarint smiflandirmastir (Sekil 1.2.).

Sekil 1.2. Yas ilermesiyle kemik radyografisinde gézlemlenen morfolojik degisimler (Schranz, 1959).

Almanya Adli Bilimler Enstitiisii ve Humboldt Universitesinden Hansen
benzer calismalar1 yapmis ve Wachholz ile Schranz’in sonuglarini dogrulamistir
(Schranz, 1959). Ayrica Hansen humerusa ek olarak femur kemigi iizerinde de
calismalar yapmistir. Schranz, Hansen ve humerusla ilgili ¢aligma yapan bir¢ok bilim
insanin ¢calismalarii incelemis ve benzer nitelikte sonuglar elde edildigini belirtmistir.
Humerus ve femur iizerinde yapilan ¢ok sayidaki calismada ¢ikarilan genel bir sonug
olarak yas ilerlemesiyle gdzlemlenen ayirt edici 6zelliklerin femura kiyasla humerusta
daha belirgin oldugunu belirtmistir. Yapilan tiim bu radyolojik incelemelerde her
arastirict sonuglar1 kendi iilkeleri i¢cin paylasmis ve benzer sonuglar oldugunu

belirtilmistir. (Schranz, 1959).



1959’ da Greulich ve Pyle, el ve el bileklerinde incelemeler yapmislardir (Sekil
1.3.). Farkli yas gruplarini i¢eren ¢ocuklar iizerinde 13 yil boyunca diizenli olarak el
radyografileri incelenmistir. Incelemeler sonunda her bir yas icin belli
degerlendirilmeler yapilmustir. Oncelikli olarak el ve el bileginde bulunan kemiklerin
gelisim asamalar1 gorsel olarak belirlenmistir. Ardindan kemiklerin ossifikasyon
derecelerine gore analizler gerceklestirilmistir (Greulich ve Pyle, 1959). Sonuglar ve
gorseller kullanilarak Greulich-Pyle atlas1 olusturulmustur ve bu atlas giintimiizde de

halen kullanilmaktadir.

1962 yilinda Tanner, Whitehouse ve arkadaslar1 farkli yontemle yeni bir atlas
gelistirmiglerdir. Gelistirilen bu atlasta el ve el bilegindeki kemiklerin her alt1 ayda
tekrar edilmek iizere radyografileri ¢ekilmistir (Sekil 1.3.). Var olan degisimlerle belli
puanlamalar yapilmistir. Belli araliklarla yapilan radyolojik goriintiilemelerdeki amag
gelisim evrelerinin en 1iyi sekilde goriintiilenmesini saglamaktir. Gergeklesen
maturasyon evreleri cinsiyete gore ayrilmistir. El ve el bilegini olusturan tiim kemikler
icin olusturulan gorsel ve puanlamalara bakilarak mevcut bireyler hakkinda
tahminlerde bulunmaktadir. Gelistirilen bu atlas farkli wrklar tizerinde de ¢alisilarak
TW2 ve TW3 olarak giincellenmistir ve giinimiizde de hala kullanilmaya devam

etmektedir (Tanner ve ark., 1976).
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Sekil 1.3. TW ve GP atlaslarina gore el ve el bileginde inceleme yapilan kemiklerin anatomik goriintiisii (Netter,
2014).

Ulkemiz adina 1985 yilinda Gok bu atlaslardan yararlanarak her bir yas igin el
grafilerindeki olusum ve degisimleri iceren yeni bir atlas hazirlamistir. Bireylerin el
grafilerinin yani sira agirlik, puberte gelisimleri, kil yapilari, dis gelisimleri ve yapilari,
g0z degisimleri, ruhsal durum gibi diger faktorlerin de degerlendirilmesinin en dogru
sonuglar1 verecegini belirterek hem Greulich-Pyle hem de Tanner-Whitehouse

atlaslarin1 harmanlamistir (Gok ve ark., 1985).

Eklem bolgelerine yakin kemiklerde degisim ve farklilagmanin daha kolay

gozlemlenebilecegi diisiincesiyle morfolojik incelemelerle simfizis pubis ilizerinde de



caligmalar gerceklestirilmistir (Sekil 1.4.). Todd yaptig1 calismalar sonunda pubisi yas
tayini i¢in on alt faza ayirmistir (Todd-Wingate, 1920). Kemik incelemeleriyle yas
tayininde farkli yontemler arayan Todd el bilegi incelemeleri ardindan 1937 yilinda bir
atlas yayimlamistir (Akkan, 1982). Yaymlanan bu atlas GPA’ya yol gésterici olmustur.
Ardindan Todd ile birlikte calisan ve 0grencisi olan Cobb, simfizis pubisden sonra
cesitli ¢aligmalar yaparak kemik anatomilerini degerlendirmistir. Kafatasi eklem
bolgelerinde yaptig1 calismalar sonunda net olarak yas tayini yapilamadigini, siitur
kapanmasinin bir yas tahmini yontemi olarak kullanilmasmin spesifik biyolojik
faktorler nedeniyle giivenilmez oldugunu ancak yas kavraminda bir fikir edinilebilmek

amaciyla kullanilabilecegini ifade etmistir (Rankin-Hill ve Blakey, 1994).

Todd ve Cobb’un ¢alismalarini inceleyen Brooks kemik caligmalarina kafatasi
stitur yapisinin arkeolojik kazilardan edinilen insan iskeletlerinde en 1yi korunmus olan
yapilar oldugunu fark ederek bu dogrultuda devam etmistir. Ardindan Todd’un
simfizis pubis c¢alismalarin1 dogrultusunda farkli iiniversiteler biinyesince yerli
Amerikalilardan toplanmis olan kemikleri UCMA ve WRU serileri olarak tanimlamig
cinsiyetler lizerinde bu analizleri karsilastirmis ve morfolojik degisimlere gore belli

yas araliklar1 olusturmustur (Brooks, 1955).

Mckern ve Stewart’da calismalarina yine simfizis pubisden devam ederek Kore
savasinda hayatmi kaybetmis ve yaslar1 tam olarak bilinen Amerikali erkekler
iizerinde incelemeler yapmistir. Yapilan bu ¢alismada Brook’a ek bilgiler eklenmis
ancak sadece erkekler ve Amerikalilar {izerinde oldugundan dolay1 icerik kisith

kalmustir.

Avrupa’da Acsadi ve Nemeskéri her iki cinsiyet grubunu da iceren bes farkl
simfizis pubis faz grubunu olusturduklar: bir sonu¢ yayimlamiglardir. 1973 yilinda ise
Gilbert ve Mckern 6liim yaglar1 bilinen kadinlar iizerinde belli incelemeler yaparak
simfizis pubis’i yas tayini i¢in {i¢ alt gruba ayirmislardir. Meindl ve arkadaslarmin
1985’te yaptig1 incelemelerde hem erkek hem de disi bireyleri iceren pubis
arastirmalar1 yapmustir ve sonuglar Todd'un orijinal on agamali sisteminin temel bir

modifikasyonunu olusturmustur (Brooks ve Suchey, 1990).



Simfizis Pubis

Sekil 1.4. Simfizis pubisin anatomik goriintiisii (Netter, 2014).

19801i yillarda ise Iscan ve arkadaslari, Mckern ve Stewart’m analiz
sisteminden etkilenerek kaburga kemigi bolgelerinde ¢alismalar yapmistir. Yaklasik
93 olii erkek birey incelenmis ve bu incelemelerde 17 yas {istiinde sternumda
metamorfozlarin daha iyi gozlem yapildigma dikkat cekmislerdir. Yapilan
incelemelerde her bir kemigin oyuk derinligi, oyuk sekli ve oyuklarm i¢ kisim duvar
yapilar1 degerlendirilmistir. Bu calisma farkli bir kemik grubunda gosterilerek yas-

kemik korelasyonunu kuvvetlendirmistir (Iscan ve ark., 1984).



sternum

Sekil 1.5. Iscan ve arkadaslarinin inceleme yaptig1 sternum kemigi (Netter, 2014)

1.2.2. Disile Yas iliskisi

Insanlarda yas belirtecleri icerisindeki calismalar morfoloji ve radyografik
degerlendirilmeler kapsaminda basladiginda, kemik yapilar1 ile birlikte viicutta
zamana karg1 yapilarmi uzun siire koruyan yapilar daha oncelikli aragtirma konular1
olmustur. Dental, yani disler bu yapilardan olup bireyin hayatim1 kaybetmesi
durumunda bile insan viicudundaki bircok dokuya goére daha ge¢ yok olmaktadir. Dig
yapilarmin alt ¢ene ve {ist ¢cene kemiginde olusmaya baslamalarindan itibaren disin
tam olarak olusumunun asama asama incelenerek belli donemlere ayrilmasini
kapsamaktadir. Oncelikle dislerde cocuklardan baslanarak dis olusumdan gelisim ve
stit dislerinin yerini kalici dislere birakilmasinin evreleri radyomorfolojik olarak
incelenmistir (Sekil 1.6.). Bu incelemelerde kiz ve erkek ¢ocuklar1 icin farkli tablo ve

grafikler olusturulmus ve belli anomaliteler tartisiimistir (Nolla, 1960).
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Sekil 1.6. Cocuklarda maksilla (iist cene) ve mandibulada (alt ¢cene) bulunan disglere gore olusturulan grafi

(Nolla, 1960).

Ardindan gelen caliymalarda olusan ve gelisen tiim dislerde daha detayl
aragtirmalar yapilmistir. Demirjian ve Tanner’in birlikte yaptigi ¢caligmada dislerin

olgunluk agsamalar1 incelenmis (Sekil 1.7.) ve biyolojik bir siire¢ olarak tanimlanan

olgunluk skoru matematiksel olarak ifade edilmistir (Liversidge, 2012).
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Sekil 1.7. Farkli dis tipleri ve gelisimlerinin radyografisi (Liversidge, 2012).
Demirjian ve Goldstein 1973’te yaptiklar1 arastirmada sol mandibuladaki 7
disin analizini yapmus, disleri A-H birimlerine aywrmis (Sekil 1.8.) ve belli

hesaplamalarla skorlama tablosu olusturmuslardir (Demirjian ve Goldstein, 1976).
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Sekil 1.8. Demirjian Metoduna Gore Olusturulan Birimler (Afsin ve ark., 2014).

Gustafson’un yaptig1 arastirma morfolojik degisimlerin iizerine olmustur.
Ozellikle kok yapilarinda meydana gelen mineralizasyon degisimleri ve disi olusturan
yumusak ve sert doku degisimlerin analizi yapilmis (Sekil 1.9.), yapilan hesaplamalarla

yas grafileri olusturulmustur (Gustafson, 1950).
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Sekil 1.9. Gustafson’un aragtirmalari sonucu diste yumusak ve sert doku degisimleri (Afsin ve ark., 2014).

Gustafson’un yagla birlikte dis yapilarinda meydana gelen degisimlerin genel
bir analizini yapan Bang ve Ramm bu analizlerin i¢cinde 6zellikle kok seffafligiyla
ilgilenmistir. Yaptiklar1 detayli analizler sonunda belli bir yasa kadar kok dentinin
seffaf kaldig1 gozlemlenmistir. Zamanla dis yapisinda meydana gelen intratiibiiler
kanallarda kalsiyum birikmesi sonucu dis kokiindeki seffaflik ortadan kalkmaktadir.
Benzer calismalar bircok bilim insani tarafindan c¢alisilmis ve sonug¢ olarak kok
seffafligmin yas ile birlikte kalsiyum presipitasyonu sonucu azaldigi belirlenmistir
(Bang ve Ramm, 1970). Kok seffafliginin analizi ¢ekilmis tek koklii dislerden
saglanabilinmekteyken zamanla yeni metotlarin gelismesiyle yerini bilgisayar sistemli

analize birakmistir (Drusini ve ark., 1991).

Bir diger arastirma ise bireylerde yasla beraber ger¢eklesen diste yapisal olarak
meydana gelen degisimler lizerine olmustur. Yapilan arastirmalarda dis yapisinda
biriken aminoasit tlirevlerinden biri olan aspartik asit oranina bakilarak yas tayini
hesaplamalar1 yapilmistir. Aspartik asit, amino asit konfigiirasyonlarinin sapma
durumuna gére adlandirilan D ve L formu arasinda gecis yapar (Sekil 1.10.). Insan

sistemlerinde aspartik asitin genellikle L formu daha yaygm olarak gozlemlenir. Bu
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konfiglirasyon formlar1 arasindaki degisim rasemizasyon olarak adlandirilir (Isik ve

Giirgey, 2004).

Roasp
L-aspartic acid === D-aspartic acid
k

asp

Sekil 1.10. Rasemizasyon tepkimesi (Helfman ve Bada, 1975).

Aspartik asit rasemizasyonu dislerin mine, dentin ya da sement bdlgeleri gibi
farkli bolgelerden kesitler almarak biyokimyasal olarak incelenen bir yontemdir.
Yapilan bu ¢alismada zamana bagl farkl bolgelerde L formu aspartik asit ve D formu
aspartik asit miktarlarina bakilarak bu oranlar icin belli hesaplama teknikleri
gelistirilmistir. Sonug olarak her yil belirli oranlarda aspartik asitin insan viicudunda
daha yaygin olarak goriildiigi L formundan D formuna degiserek hiicrelerde birikim

yapmasi yas tayini i¢in bir belirteg olarak goriilmiistiir (Helfman ve Bada, 1975).

Dis ile yapilan diger bir calisma ise var olan dislerde meydana gelen morfolojik
degisimlerle beraber dis olgusunun insanda nasil bagladig1 ve gelistigi ile ilgilidir. Biiyiime
doneminde bulunan bebeklerde yaklagik altinci ay itibariyle olusan disler bebegin gelisim
evreleriyle belli periyotlarda tamamlanir. Tamamlanan siit disleri yerini ikincil ya da kalic1
disler olarak bilinen diglere birakir. Kalici dis evresine bakildiginda siit dislerinin
olusumundan yerini kalic1 dislere birakincaya kadar olan siireci daha sistematiktir. Bu
sebeple bebeklikten ¢ocukluktaki siit dislerinin yerini kalic1 dislere birakilincaya kadarki
donem dis uzunluklar1 analiz edilmistir. Dis ile yas tayini belirleme yonteminin iki ana
unsurunu kalsifikasyon ve kok olusumunun hesaplanmasi olarak degerlendirilmistir.
Diglerin donemsel gelisimlerine gére boyutlar1 degerlendirilerek matematiksel anlamda

yas ile iliskili bulunmustur (Aka ve ark., 2009).

Kalici1 dokularin morfolojik ve radyolojik analizleriyle yas tahmininde
bulunma ¢alismalar1 bu arastirmalarin baglangici olmustur. 1900°1ii yillarda gelistirilen

yontemler, olusturulan tablolar ve atlaslardan bazilar1 hala giinlimiizde de
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kullanilmaktadir. Gelisen teknoloji var olan metotlara yenilerini ekleyebilme ¢abasiyla

devam ederken yas tahmini i¢in molekiiler ¢aligmalar da hiz kazanmustir.

1.2.3. Telomer ile Yas liskisi

Bireyin bilinmeyen kronolojik yasina en uygun yas tespiti i¢in lizerinde
calisilan biyolojik yas kavrami yine bireyin en kiigiik yap1 birimi olan hiicrelerini de
kapsar. Hiicresel yas kavrami var olan hiicrelerin fonksiyon ve metabolik
aktivitelerinin ¢esitli yontemler araciligiyla tespitini belirtir. Hiicreler yasam dongiileri
boyunca bu aktivitelerini devam ettirme sorumlulugundadir. Yasmn ilerlemesiyle
birlikte bu fonksiyonlarin bir kisminda azalma bir kisminda da tiimden kayiplar

olabilmektedir.

1.2.3.1. DNA ve Yapisal Ozellikleri

Organizmalarin yagsamsal faaliyetlerini siirdiirebilmek amaciyla kendisi i¢in
gereken tlim bilgi sisteminin depolandigi kalitim birimi DNA (Deoksiribo Niikleik
Asit) olarak bilinir. DNA hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarmin diizenlenmesi,
kendinden sonraki nesillere bu bilgilerin aktarimi gibi 6zelliklere sahiptir. DNA
hiicrelerin olusumundan, var olan hiicrelerin boliinme durumundan ve hatta belli bir
evreye ulastiktan sonra planli bir sekilde Oliimiinden sorumludur. Tiim bu bilgi
birikimini i¢inde barmdiran DNA’nin bireyin yasi ile ilgili bilgi tasima durumu
iizerinde ¢esitli calismalar yapilmistir. DNA yapisal olarak bes karbonlu deoksiriboz
sekeri, fosfat ve azotlu organik bazlardan olugsmaktadir. DNA’lar ¢ift sarmall1 yapiya
sahiptir. Bu sarmall1 yapida bazlarin karsilikli aralarinda kurduklar1 hidrojen bag: ile
sekillenmektedir (Sekil 1.11.) (Raven ve ark., 2008, s. 43). DNA’nin yapisindaki bu
bazlar adenin, timin, guanin ve sitozindir. Bu dort farkli bazin olusturduklar1 farkl
dizilimler insan genomunu olusturur. insan genomu yaklasik alt1 milyar baz
icermektedir. DNA hiicre icerisinde niikleusta yer alir. DNA’nin histon adi verilen
proteinlerce ¢evrilmesiyle olusan yapiya kromatin adi verilir ve DNA niikleusta bu
formda bulunur. Hiicre normal durumundan hiicre bdliinmesi evresine gectiginde
kromatinler kendi aralarinda daha siki paketlenerek kisalip kalinlagsmis bir yap1 olan

kromozomlara doniisiirler.
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Sekil 1.11. DNA ve kromozom yapilart (Raven ve ark., 2008).

Kromozomlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, kromozomu olusturan kollarnin
son kisminda tekrar eden niikleotitler bulunmustur. Bu tekrar eden niikleotit dizilerinin
delesyon (kromozomlarin bir parcasinin kopma durumu) ve inversiyon (kopan DNA
parcasinin  180° donerek tekrar ayn1 kromozoma baglanmasi durumu) gibi
mutasyonlardan daha iyi korundugu goriilmiistiir (Alberts ve ark., 2008; Blasco, 2005;
McClintock, 1941). Kromozomlarin terminal kisimlarinda bulunan ve onun hiicre
icinde stabil olmasini saglayan bu yapilar telomer olarak adlandirilmistir (Sekil 1.12.).
Yapilan bu incelemelerin kokeni bazi hiicrelerin belli sayida hiicre boliinmelerinden
sonra boliinebilme yeteneklerini kaybetmesiyle baslamistir. Boliinebilme yetenegini
kisitlayan etmen incelemeleri kromozomal boyuta ulastiginda bu etmenlerden birinin
telomer kisalmasi oldugu kesfedilmistir. Bu kesif kromozomlarin zamanla terminal
uclarinda kisalma kesfi olarak baslaylp daha sonra hiicre boliinmesiyle
iliskilendirilmistir ~ (Olovnikov, 1973). Kromozomlarin stabil olmasmi saglayan
telomer bolgeleri heterokromatindir ve Ozel protein gruplar1 tarafindan baglanan
TTAGGG dizisinin tandem tekrar dizilerinden olusur (De Lange, 2002). Cekirdek
membrani ile kromozom arasinda tutunma gorevi gorerek kromozomlarin konumunu
ve stabilizasyonunu belirler. Telomer igermeyen kromozomlar korunma durumlari
daha az olan terminal bdlgelere sahiptirler. Bu yapidaki kromozomlar kararsizdir ve
yine benzer yapidaki kromozomlarla birlesebilir ya da kendi i¢inde dairesel yapi

olusturabilir (Blackburn, 1991).
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Telomer bdlgelerindeki niikleotit sayilarmin korunmasini saglayan telomeraz
enzimidir yani telomer sentezinden sorumludur. Bu enzim saglikli somatik hiicrelerde
aktive degildir. Bu durum hiicre boliinmesi gerceklestikce telomeraz aktivitesi
olmadigindan dolay1 telomer kisalmasina sebep olmaktadir. Telomer kisalmasi hiicre
boliinmesi iligkisi boylelikle yas kavramini olusturur. Yaglanma ve hastalik iliskisi
iizerinde yapilan ¢caligmalarda kromozomlarm kisa telomer bolgelerine sahip olduklar1
belirtilmistir (Blasco, 2005). Boylelikle hiicresel yas kavrami dahilinde telomer

kisalmasi bir belirte¢ olarak kabul edilmistir.

Telomer bélgesi «Eﬁi [:g

Telomeraz

Sekil 1.12. Telomer ve telomeraz yapist (Blasco, 2005).

1.2.4. NOR Aktivitesi ile Yas Iliskisi

Canliliga hiicre boyutunda bakildig1 zaman gen¢ bireyleri olusturan hiicreler,
hiicresel yas kavraminca genclerdir. Bu hiicrelerde metabolik olarak anabolik olay
biitiinliigii daha fazladir. Bu durum beraberinde daha fazla hiicre boliinmesini,
DNA’dan daha fazla protein sentezi yapabilmek amaciyla daha fazla transkripsiyonu
ve protein sentezini getirir. Geng hiicreler yaslandiginda hiicre igcinde birtakim

fonksiyonel gerilemeler ve kayiplar meydana gelir. Bu degisimlerin sebeplerinin daha
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iyi kavranilabilinmesi i¢in niikleus (¢ekirdek) ve niikleolus (¢ekirdekcgik) yapilari
iizerinde ¢esitli galigmalar gergeklestirilmistir. Daha fazla ribozoma ve proliferasyona
ihtiya¢ duyan gen¢ hiicre gruplar1 i¢in kromozomlarm niikleolus yapilarini
olusturduklart NORs (niikleolus organizer bdlgeler: Nucleolar Organizer Regions)
bolgeleri incelenmistir. NORs bolgeleri niikleolusu olusturan bolgelerdir ve oldukca
aktiftirler. NORs bolgeleri insanlarda bulunan akrosentrik kromozomlardan (var olan
kromozom kollarindan biri digerine gore oldukca kisadir) meydana gelmislerdir.
Igerdikleri DNA bolgeleri rRNA’y1 (ribozomal RNA) olusturduklar: igin tDNA
olarak adlandirilirlar. rDNA boélgeleri arka arkaya siralanmis ve tekrar dizileri iceren
ve transkripsiyon olarak aktif ve transkribe edilmeyen bolgelerden olusur. Niikleolus
icinde rDNA oldukga aktif olarak transkripsiyon gorevini gerceklestirir. Yiiksek
miktarda ribozom gereken hiicreler daha fazla protein sentezi gerceklestirirler ve bu
hiicrelerin niikleolus yapilar1 daha biiytiktiir. Niikleolusun genel yapisi hiicrenin
aktivite durumunu yansitir. Geng hiicre ve yasli hiicre morfolojisinde niikleoulus
yapist birbirinden farklidir (Alberts ve ark., 2008; Imamoglu ve ark., 2005). Bu
sebeple NORs bdlgelerinin yas ile iliskisi incelenmistir. Hiicre boliinmesine hazirlik
asamasi olan interfaz evresinde rRNA’y1 olusturacak olan rDNA bdélgelerinin bir araya
gelerek nukleoulusu olusturmasi ya da mitoz boliinmede kromozom bdlgelerinin en
iyl sekilde gozlemlendigi metafaz evresinde NOR bolgelerinin konumlar1 daha
belirgindir. Olusan asidik ortamla glimiis nitrat NOR proteinlerini tarafindan giimiis
rengine donerek isaretleme yapar. Bu isaretleme sayesinde niikleoulusun NORs
bolgeleri hakkinda ve niikleoulusun genel yapisi hakkinda bilgi sahibi olunarak yas ile

arasindaki korelasyon tespit edilmistir (Baransel-Isir ve ark., 2004).

1.2.5. Mitokondri ile Yas Iliskisi

Mitokondri hiicrelerin enerji kaynagidir. Bu kaynak hiicrelerin metabolik
stireclerinde oksijen kullanilarak viicuda alinan seker, yag gibi organik bilesenlerden
ATP (Adenozin Tri Fosfat) elde edilmesini saglar. ATP olarak bilinen enerji kaynagi
hiicrelerin baslica kullandiklar1 enerji kaynaklaridir. Hiicre sitoplazmasina dagilmis

halde konumlanmig mitokondriler hiicrenin enerji ihtiyacma gore her hiicrede farkl
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sayida bulunur. Mitokondrilerin diger organellerden farkli olarak kendilerine ait
kalitim materyali olan DNA’lar1 bulunmaktadir. Bu sebeple kendi DNA materyalleri
olan Mitokondrial DNA (mtDNA) (Sekil 1.13.) ile replikasyon (DNA’nin kendini
eslemesi), transkripsiyon (DNA’y1 olusturan niikleotit dizilimlerinden RNA niikleotit
dizilerini olusturmasi) ve translasyonu (transkripsiyonla olusan mesajct RNA’dan
ribozomlarca protein iiretiminin yapilmasi) gergeklestirebilirler (Alberts ve ark.,

2008).

Mt DNA niikleus DNA’sindan farkli olarak halkasal yapidadir. Bu halkasal
yapida biri agir ve digeri hafif olmak iizere ¢ift zincirden olusur. Baz dizilimi olarak
agir olan zincir G (guanin) ve A (adenin) niikleotitlerince daha zenginken hafif zincir
ise gogunlukla C (sitozin) ve T (timin) niikleotitlerini icerir. Mt DNA toplamda 16,569
niikleotit igerir ve bu niikleotitlerden RNA’nin mesajct RNA (mRNA), transfer RNA
(tRNA)ve ribozomal RNA (rRNA) olmak tizere ii¢ farkli RNA grubundan 37 adet gen
kopyalanmaktadir (Anderson ve ark., 1981).

LHON
11778

NARP

Sekil 1.13. Mitokondrilerin hiicre i¢i dagilimi ve mitokondrial DNA (Mitochondrial DNA, 2019; Reece ve ark.,
2009).

Alman organik besinlerden hiicre i¢in gerekli ATP {iireten mitokondriler bu

tiretim sonrasinda bazi reaktif oksijen radikallerini olustururlar. Bu olusum enerji
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iiretmenin bir pargasi olarak endojen sebepli ya da kimyasallar, radyoaktivite, sigara
dumani gibi ekzojen kaynakli olabilmektedir (Giilay ve Karabulut, 2016). Olusan bu
reaktif oksijen solunuma alinan oksijen molekiiliiyle kiyaslandig1 zaman reaksiyona
girme egilimi daha yiiksek olan tiirlerdir. Bu egilim ise hiicre i¢indeki DNA, protein
gibi bilesenlere zarar vermektedir (Harman, 1960). Hiicre solunumuyla agiga ¢ikan ve
zarar verme egiliminde olan bu reaktif oksijenlerin mt DNA’da da zamanla bazi
degisimlere yol actig1 goriilmiistiir. Toplamda 16.569 baz igeren mt DNA, nukleus
DNA’sindan farkli olarak dogrudan translasyona ugramayan intron bdlgelerini
icermez. Bu sebeple mitokondride solunum yan {iriinleri olarak agiga c¢ikan reaktif
oksijenlerin zarar verme durumu daha miimkiindiir ve bu zararin niikleus DN A ’sindaki
gibi bir onarim mekanizmasi olmadan sik sik replikasyona sebep oldugu bilinmektedir
(Clayton ve ark., 1974). Mt DNA’da olusan degisiklikler zamanla bu baz sayilarinda
delesyona sebep olmustur (Anderson ve ark., 1981). Mitokondrinin hiicrede sadece
ATP kaynag1 olmayip kendi genetik materyali de oldugu i¢in farkli fonksiyonel
gorevlerde bulundugu belirtilmistir. Hiicre i¢i kalsiyum diizenlenmesi, apoptoz
(programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi), hiicre i¢i sinyal yapilari, inflamasyon
aktiviteleri gibi Onemli gorevlerde {istlenmektedir  (Reece ve ark., 2009).
Mitokondrilerde zamanla bu aktivitelerin azaldigi ve mtDNA’daki mutasyon sayisinin
arttig1 gozlemlenmistir (Raju ve Poulose, 2014). Yapilan incelemeler sonucu mtDNA
4977 baz ¢iftinde bulunan delesyonlarin (Sekil 1.14.) yas kavrami i¢in bir biyobelirteg
olarak kabul edilmistir (Diba ve ark., 2015).
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Sekil 1.14. mtDNA’daki delesyona ugrayan 4977 niikleotit ¢ifti bolgesi (Diba ve ark., 2015).

1.2.6. Metilasyon ile Yas iliskisi

Yas kavrami beraberinde yaslanma kavramii da icerir. Bu kavram iliskisi var
olan bireyin zamanla morfolojik, metabolik, anatomik ve molekiiler fonksiyonlarmin
degisimini ifadeler. Bu degisimler incelenerek yaslanma kavraminin molekiiler
temelde kazandirdiklar1 ve kaybettirdikleri fonksiyonel analizlerle yas kavraminin
temeline inilmistir. Fonksiyonel analiz kavramina bakildig1 zaman hiicrede yer alan ve
genetik bilginin aktarimasini saglayan DNA tiim hiicreler i¢in ayni yapidadir yani
ortak bir hiicreden koken almislardir. Hiicrelerin birbirinden farklilagsmasini saglayan
mekanizma DNA ifadelenmesi olarak adlandirilir. Bu durum DNA’daki genetik
bilginin farkl hiicrelerde farkli kisimlarmin ifadelenmesine dayanir. Farkli ifadelenme
ise belli bolgelerin aktive edilmesi ve belli bolgelerin de susturulmaszyla iliskilidir. Bu
iliskilendirilme DNA dizisiyle baglant1 olmadan yani niikleotit sekansinda bir
degisiklik gézlemlenmeksizin gerceklesir ve bu durum epigenetik olarak adlandirilir

(Watson ve ark., 2014).
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Yas artistyla birlikte kronolojik yasla iligkili oldugu disiiniilen genlerin
ifadelenmesine bakildiginda ise genlerin spesifik lokuslarinda metilasyon seviyesinde
farkliliklar gozlemlenmistir. DNA metilasyonu ile gen ifadelenmesinin iliskisi
metillenen bolgenin bulundugu yere gore sekillenen bir yontem olup C niikleotitine
DNMT (DNA metiltransferaz) enziminin yardimiyla metil eklenmesiyle gerceklesir
(Sekil 1.15.) (Raven ve ark., 2008, s. 317). Genomdaki C ve G niikleotitlerinin
olusturduklar1 ve CpG adaciklari olarak adlandirilan bu bdlgeler DNA metillenmesinin
yogunlastig1 bdlgelerdir ve arka arkaya 500 niikleotitten fazla tekrar icermektedir.
CpG motifleri promotor bolge olarak adlandirilan ve transkripsiyonun baslama bolgesi
olarak bilinen bu bolgede fazla ise buradaki metillenme bu bolgeyi inaktif duruma
getirerek genin susturulmasini saglar. Ayrica promotor bolge icinde olmayip genin
herhangi bir yerinde bulunan CpG bdlgelerindeki bazi metillenmelerin gen ifadesinde

artisa yol actig1 belirtilmistir (Jones, 2012).

aaaaaa

Sekil 1.15. C niikleotitine metil eklenerek metilasyonun ger¢eklesmesi (Raven ve ark., 2008).

Gen ifadelenme seviyelerinde yasa bagli degisiklikler, yaslanma ile birlikte
hastaliklara karsi artan duyarliliklar yas ile ilgili olabilecek molekiiler yolaklarda
degisen bir aktivite olduguna isaret etmektedir. Cok sayida arastirmacinin olusturdugu
bu caliymada incelenen binden fazla genin yasa bagl olarak ifadelenmesi artan ve
azalan genler olarak iki ana baghkta toplanmustir. Ozellikle CpG adaciklar1 gibi
bdlgelerde yas ilerledikge metillenme orani artarken genom ¢apinda metilasyon azalir

(Hannum ve ark., 2013). DNA replikasyonu ve onarimlari, RNA metabolizmasi,
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ribozomal genler, mitokondrial ve metabolik aktivite diizenleyici gibi genlerin
zamanla ifadelenmesi azalirken; dogustan ve adaptif immiinite hiicrelerinin
diizenlenmesi, sitokin ve kemokin salinimi, aktin diizenlenmesi, sitoiskelet yapisi, yag
asitlerin diizenlenmesini saglayan genlerde ise artis gozlemlenmistir. Yapilan bu
calisma farkli bir bakis acgist saglayarak transkriptomik yas kavramini ortaya

cikarmistir (Peters ve ark., 2015).

1.2.7. Bugiine Kadar Yapilan Yas Tahmini Yontemlerinin Genel

Degerlendirilmesi

Bugiine kadar yas tayini i¢in yapilan tiim ¢aligmalar bilimin de ilerleyisiyle var
olan metotlara yenilerini ekleyerek gelisimine devam etmektedir. Bireyin fenotipik
ozelliklerinin degerlendirilmesiyle baslayan bu siirece gilinlimiizde molekiiler
calismalarin da hiz kazanmasi destekleyici bir 6zellik katmustir. Ozellikle yapilan son
calismalarda bireyin kronolojik yasina en uygun biyolojik yasi tahmin edebilme bu
durumu destekler niteliktedir. Yapilan calismalarda bireyin genetik ozellikleri,
cevresel etmenler, kongenital malformasyonlar, bazi hastalik etkenleri, tiim hiicre ve
dokularda aynm1 sonug¢ biitiinliigiiniin saglanamamasi, cinsiyet farkliliklari,
popiilasyonlara 6zgii degisiklikler gibi temel faktorler daha giivenilir ve dogru yas

tayini i¢in arayislarin devamimi gerektirmektedir.

Yapilan kemik analizlerinde bireyde var olan ve biiyiimesini etkileyen bazi
durumlar sonucglarda sapmalara neden olabilmektedirler. Hipotiroidizm kemik yasinda
gerilige sebep olurken Albright sendromu gibi bazi hastalik tiirleri erken puberteye
sebep olabilmektedir (Ozsu ve ark., 2015). Turner sendromu gibi kromozomal bir
anomali sahibi bir bireyin kemik incelemesi ile kronolojik yasinin belirlenmesinde
sapmalara neden olabilmektedir. El ve el bilegi analizine dayanan atlaslardan yapilan
tahminler en giivenilir kaynaklarm basinda gelmelerine ragmen bireyi radyasyon ile

maruziyet zorunda birakmaktadir.
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Dislerden yapilan analizlerde gerek radyasyon etkisi gerekse bazi dislerin eksik
olmas1 bu yontemlerin en 6nemli dezavantajlarindandir. Dis dokusunun gerekli olma
zorlugu bu alanda bilim insanlarini yeni arayiglara itmis ve yeni gelistirilen tekniklerle

bilgisayarli analizi yapilabilir kilmistir.

Hiicresel yapilan analizlerde dogruluk payinin artmasi en biiylik avantaj iken,
maliyetinin yiiksek olmasi, dokular ya da hiicreler arasi tutarli sonuglar elde
edilememesi, kisinin ¢evresel faktoriin etkisinin genetigine yansimasi gibi faktorler bu

yontemlerin en 6nemli dezavantajlarindandir.

Biitiin bu genel durum degerlendirildiginde olduk¢a 6nem arz eden yas konusu
icin var olan yontemler gelistirilmeye c¢alisilmakta ve yeni yoOntemlerle de

giivenilirliginin arttirilmasi esas alinmaktadir.

1.2.8. Immiin Sistem ile Yas iliskisi

Yas ilerlemesiyle viicutta fonksiyonel olarak islev kaybinin yasandig1 bir diger
sistem de immiin sistemdir. Insanm dogumundan itibaren hastalik etkeni olan
enfeksiyonlara sebep olabilecek tiim etmenlere karsi konulmasmi saglayan sistem
immiin yani bagisiklik sistemidir. Immiin sistem bebeklikten baslayarak viicudumuza
giren tiim patojenlere karsi bir yanit gelistirir. Olusan bu yanit zamanla daha 6zgiil bir
savunma saglar. Bu savunmay1 saglayan hiicreler B ve T lenfositler olarak adlandirilir
(Sekil 1.16.). Lenfositler immiin yanitlarim1 farkli yollarla olusturur. B lenfositler
antikor olarak adlandirilan proteinleriyle dolasim sistemine katilarak bu gorevini
gerceklestirir. T lenfositler ise hiicre i¢i immiiniteden sorumlulardir. Boylelikle hem

hiicre i¢i hem de hiicre disinda farkl yollarla birey patojenlere karsi korunmus olunur.
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Sekil 1.16. immiin sistem elemanlari ve yanit cesitleri (Abbas ve ark., 2015).

Viicutta immiin yanit olusturabilecek patojene ait olan proteinlerin yani
antijenlerin sayist oldukca fazladir. Hem hiimoral hem de hiicresel olarak bu
antijenlere gerekli immiin yanitin olugsmasmi saglayan lenfositler oldukca
ozellestirilmis bir yapiya sahiptir. Bu lenfositler farkli antijenleri en iyi sekilde taniyip
en kisa siirede gerekli immiin yaniti olusturabilmek amaciyla her antijene 6zgii
reseptor icerirler. T lenfositler de tipki B lenfositler gibi kemik iligindeki hematopoetik
prekiirsor hiicrelerinden gelisirler. Gelisen bu hiicreler Oncii lenfositler olarak
bilinirler. Oncii T lenfositleri maturasyonlarmi tamamlamak amaciyla timusa
gonderilirler. Timusa gelen T lenfositleri timusun korteks ve medulla bdlgelerinde
cesitli ylizey molekiilleri eklenmesiyle olgunlagsmanin tamamlanmasi saglanir.
Eklenen bu yiizey reseptorleri T lenfositlerde farklilagsmanin baslamasini saglar
(Abbas ve ark., 2015, s. 2). T lenfositler yabanci antijenleri T hiicre reseptorii (TCR:

T Cell Receptor) adi verilen reseptorler sayesinde tanirlar. Timusta da T hiicre
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reseptorlerinin olusumu ve diizenlenme mekanizmalar1 gergeklestirilmektedir. Yapisal
olarak bu reseptdrler o ve B zincirlerinden meydana gelirler (Sekil 1.17.) (Abbas ve

ark., 2015, s. 190 ; Murphy, 2012).

B zinciri o zinciri

.......
¢ e tle the Vhe )

AR

C

Sekil 1.17. T hiicre reseptdrii o ve 3 zincir yapist (Abbas ve ark., 2015).

Bu iki farkli zincir grubunun diizenlenme mekanizmasi VDJ rekombinasyonu
olarak bilinmektedir. Bu mekanizma o ve  zincir yapisinda farkli olarak diizenlenir.
V boliimii degisken (variable) kismi, D bolimii ¢esitlilik (diversity) kismint, J bolimii
de katilma (joining) kismini niteler (Sekil 1.18.) (Abbas ve ark., 2015, s. 193). Bu
bolgelere ek olarak DNA sekansinin son kisminda C bdliimii yani sabit (constant)
boliim yer almaktadir. T hiicre reseptdrii diizenlenmesinde her iki zincirde ayni

rekombinasyon bdlgelerini icermez. o zincir bolgesi diizenlenme igin V ve J
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bdlgelerini icerirken B zincir bolgesi V ve J bolgelerine ek olarak D bolgesini de

icermektedir. Her iki zincir i¢in de sabit olan C bdlgesi mevcuttur (Murphy, 2012).
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Sekil 1.18. o ve B zincirleri i¢cin VDJ rekombinasyon mekanizmasi (Abbas ve ark., 2015).

VDJ rekombinasyonu farkli bolgeler iceren niikleotit dizilimlerinde
transkripsiyon olabilen bolgeleri yani ekzonlar1 ve transkribe olmayan bolgeleri
intronlart icerir. Diizenleme esnasinda dncelikli olarak D bolgesi J bolgesiyle birlesir.
Ardindan V ile C bolgeleri eklenir. Intronlar arasma farkli ekzon bolgelerinin
yerlesmis olmasiyla her bir diizenlemede farkli bdlgelerin kirpilarak gesitlilik elde
edilmis olunur (Sekil 1.19.).
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Sekil 1.19. T hiicre reseptoriiniin VDJ rekombinasyon mekanizmasi ile ¢esitlendirilmesi (Murphy, 2012).

VDJ rekombinasyon mekanizmasmi diizenleyen enzim VDJ rekombinaz
olarak bilinir ve lenfositleri diizenleyen bu rekombinaz enzimleri RAGI ve RAG2
(Rekombinasyon aktive edici gen) olarak adlandirilmislardir ve VDJ rekombinasyon
mekanizmasin1 aktive ederler. RAGI ve RAG2’nin yardimiyla yapilan bu
diizenlemede ortaya ¢ikan halkasal DNA pargalar1t TREC (T hiicre reseptorii eksizyon
halkalar1) olarak adlandirilir (Sekil 1.20.). TREC parcalar1 replike olmazlar ve
timopoetik aktivitenin belirtecleridir. DNA’lar1 kendilerini esleyemedigi i¢in her bir
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hiicre boliinmesiyle dilue olurlar. Bu durumda yas alimi ile TREC sayilarinda azalma

olacagi beklenir.
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Sekil 1.20. VDJ rekombinasyonu ile TREC olusum mekanizmast (Murphy, 2012).
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Hiicre boliinmesiyle sayilarmin gittik¢e azaldigi diistiniilen TRECin yas ile bir
korelasyonu olup olmadig1 hipotezi kurulabilir. Molekiiler tekniklerle dogrulugundan
emin olunarak, giintimiizde aktif olarak kullanilan yas tahmini tekniklerine en uygun
destegin saglanabilmesi amaciyla ¢alismamizda TREC miktarinin kantitatif olarak

PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle analizi amaglanmustir.

T hiicre reseptoriiniin yeniden diizenlenmesi ve T hiicre farklilagsmasi
timopoetik aktivite gostergesini olusturdugu Hazenberg ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmis, yapilan bu g¢alisma sonrasi Diinya literatiirliinde TREC iizerine bir¢ok

calisma gerceklestirilmistir (Hazenberg ve ark., 2001).

Kore’de gerceklestirilen bir arastrmada, 172 kisilik 6rneklem iizerinde ¢aligmalar
yapilmis, korelasyonun analizi i¢in yaslar ¢esitli alt gruplara ayrilmislardir. Analiz i¢in Cp
degerleri karsilastirilmis ve 60 yas tistii grupta TREC Cp degerine rastlaniimamistir. Benzer
grup i¢indeki drnekler tutarhlik gosterip belli bir kopya sayis1 ortalamasiyla sonug vermistir.
Ancak 35-45 yas grubunda kesin bir diisiis tespit edilmistir. Yaptiklar1 ¢calismada kendi
popiilasyonlar1 adina degerlendirme yapmislardir (Cho ve ark., 2014).

Bir diger kantitatif TREC ¢alismasi 248 kisilik 6rneklem ile Cin’de yapilmustir.
Cin’deki ¢calisma Kore’deki ¢alismadan farkli olarak yeni dogan grubundan itibaren
orneklem listesini olusturmus ve negatif kontrol olarak ise kedi, inek, fare gibi hayvan
kanlarin1 kullanmiglardir. Yapilan c¢alisma sonuglarinda yeni doganlarda oldukca
yiiksek olan kopya sayisi yas alimi ile birlikte azalmistir ve 55 yas lizeri grupta bir

kirilma olusturarak sert bir diislis géstermistir (Ou ve ark., 2011).

Hiicre boliinmesi ve yas alimu ile sayilarmin gittik¢e azaldigi bilinen TREC’in
yas tayinindeki olas1 katkis1 onemlidir. Molekiiler tekniklerle dogrulugundan emin
olunarak, giinlimiizde aktif olarak kullanilan yas tahmini tekniklerine en uygun
destegin saglanabilmesi amaciyla bu arastrmada, Tirkiye’de 10 farkli yas grubu
kapsamindaki 203 saglikli goniillide TREC miktarmin kantitatif olarak PZR

(Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemiyle analizi amaglanmstur.
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2. GEREC VE YONTEM

Yapilan bu tez ¢alismas1 Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Insan Arastirmalar1
Etik Kurulu tarafindan Karar No: 13-91-19 onaylanmustir. Calismada saglikli
goniilliilerden alman tam kan ornekleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Serpil
Akdag Kan Merkezi biinyesinden gerekli izinler dahilinde toplanmistir. Caligma
kapsamindaki deneyler Ankara Universitesi Adli Tip Anabilim Dali Adli Genetik
laboratuvarinda, ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu Pediatrik Immiinoloji arastirma
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Genel olarak calisma basamaklar1 asagidaki gibi

Ozetlenebilir;

e Serpil Akdag Kan Merkezinden 203 adet goniilliiniin kisisel bilgileri ve kan
ornekleri toplanmustir. Orneklerin toplanmasindan 6nce gdniilliiler
bilgilendirilmis goniillii olur formu okutulmus, gerekli bilgiler verilmis ve

onaylar1 alinmastir.

e Alinan tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

e izole edilen DNA’lar PZR yontemiyle c¢ogaltilarak kantitatif olarak

hesaplamalar yapilmstir.

e Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 25.0

tarafindan degerlendirilerek yorumlanmastir.

2.1. Cahsmaya Dahil Edilen Goniilliiler

Bu tez caligmasinda TREC ile yas iliskisini belirlemek amaciyla Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Serpil Akdag Kan Merkezi biinyesinden gerekli izinler
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dahilinde 203 saglikli goniilliiden tam kan Ornekleri ¢alisma kapsamina alinmstir.
Orneklem seciminde TREC’in dogru bir sekilde hesaplanabilmesi i¢in baz1 kriterler
belirlenmistir. Caligmaya dahil olma kriteri olarak saglikli ve 15-65 yas grubu i¢inde
olmak olarak belirlenmistir. Calismamizin diglama kriteri kronik bir hastaligin varlig
olarak sec¢ilmistir. Sonuglarin en iyi sekilde analiz edilebilmesi i¢in 203 kisilik grup 10

alt gruba ayrilmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Omeklem yas aralig1 ve sayisi.

Grup No Yas Arahg Orneklem sayisi

N

.2.  Saghkh Géniilliilerden Ornek Ahm1 Asamasi

Calismaya dahil edilen 15-18 yas grubu ¢ocuklar i¢in hem kendilerine hem de
ebeveynlerine gerekli bilgilendirme saglanmis ve hem ¢ocuk hem de erigkinler i¢in

hazirlanmis olan bilgilendirilmis goniillii olur formu ile onaylart alinmistir.

Bu kriterler dahilinde uygun olan goniilliilerden EDTA’11 tiip igerisinde 2 ml
tam kan Ornegi almmistir. Alman kan Ornegi bir sonraki basamak olan DNA

izolasyonu asamasina kadar -20 °C kosullarinda saklanmistir.
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2.3. DNA izolasyon Asamasi

DNA izolasyon islemi hiicreyi olusturan hiicre membranini ve niikleus zarini
parcalayarak niikleus icindeki genetik materyal olan DNA’nin elde edilmesini
saglamaktir. Hiicre i¢cinde bulunan kalitimsal materyal olan DNA tiim genetik bilginin
saklandig1 depodur. Bireyin tiim 6zelliklerini igeren bu organik yap1 oldukg¢a 6nemlidir
ve DNA’nin en saf sekilde izolasyonunun elde edilmesi olduk¢a elzem bir konudur.
Oncelikle hiicre membraninin pargalanmasi saglanir. Ardindan DNA’ya bagh
proteinler proteinaz K adi verilen enzim sayesinde denatiire edilerek uzaklastirilir.
Proteinlerden uzaklagan DNA’nin hiicre i¢inde var olan diger tiim organik
materyallerden uzaklasmasi saglanir. Elde edilen DNA su ya da Tris HCl gibi

soliisyonlarin i¢inde muhafaza edilir.

Orneklem grubundan alman 2 ml EDTA’l1 tam kan drneginden DNA izolasyon
calismasi yapilmistir. izolasyon asamasi i¢in Anatolia Geneworks firmasma ait olan
Magnesial6® robotik izolasyon cithazi kullanilmistir (Sekil 2.1.). Magnesial6® cihazi
tam kan izolasyon kiti olan 102 numaral kitler yardimiyla tam kandan DNA

izolasyonu gergeklestirilmistir.

Sekil 2.1. Magnesia 16 cihazi ve kullanilan kit 6rnegi.

DNA izolasyonu i¢in gerekli tiim asamalar hazir olarak cihaza yiiklenen ve

kontaminasyon riskini olduk¢a diisiiren bu kitler sayesinde saglanmaktadir. 400 pl kan

34



ornegi 1,5 ml eppendorf tiiplerine aktarilmis ve {lizerine 40 ul proteinaz K enzimi
pipetaj yapilarak eklenmistir. Pipetleme isleminden sonra eppendorflar cihaza
yiiklenmistir. 57 dakika siiren siirenin sonunda eliisyon tiiplerindeki DNA 6rnekleri
alimmustir. Bu izolasyon yontemi sayesinde suda ¢dzdiiriilmiis olarak 200 pl saf DNA
eldesi saglanmustir. Orneklerin etiketleri seffaf, -20 °C’ye dayamkli bantla

bantlanmistir. Bantlama islemi sonrasi 6rnekler -20 °C ‘de saklanmustir.

2.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Asamasi

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu belli miktarda elde edilmis
DNA’in amplifiye edilmesi saglanarak gergeklesen bir ¢ogaltma yontemidir. Bu
yontem well plate’in tek bir kuyucugunda gerceklesir. Kullanilan isaretleyici

molekiiller sayesinde anlik olarak miktar hakkinda bilgi verir.

DNA ¢ift zincirli halkasal bir yapiya sahiptir (Sekil 2.2.) (Raven ve ark., 2008,
s. 43). Igerdigi A (Adenin), T (Timin), G (Guanin) ve C (Sitozin) niikleotitleri
karsilikli olarak adenin karsisma timin ve guanin karsisma sitozin gelecek sekilde

konumlanmustir.
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Sekil 2.2. DNA’nin molekiiler yapist (Raven ve ark., 2008).

PZR esnasinda DNA kendini esleyerek ¢ogalttigi i¢in ¢ift zincirli yap1 agilir ve
iki zincir de kars1 zincirini tamamlar. Bu ¢ift zincirli yapinin acilabilmesi icin PZR ’nin
ilk basamagi olan denatiirasyon basamagi gereklidir. Denatiirasyon basamaginda
sicaklik arttirarak DN A’nin niikleotitleri arasindaki hidrojen baglar1 kirilir boylece iki
adet tek zincir olusur (Sekil 2.3.). Niikleotitler arasi hidrojen baglar1 oldukca
kuvvetlidir. Bu baglarin kopabilmesi i¢in sicakligin 93-97 °C’ye kadar ¢ikarilmasi
gerekir. DNA yapisindaki adenin ve timin niikleotitleri arasinda iki, guanin ve sitozin
niikleotitleri arasinda ii¢ hidrojen bagi bulunmaktadir. Denatiirasyon i¢in gereken

sicaklik bu baglarmn sayisma baghdir.

Cift zincirli DNA
IIIIII$§§E§$§§EIIIIIIIIIIIIIIIIEE?E@E@E@IIIIII
RRRRREanannnnn AR RARRRRRRRRR Rannnsnnnndlidld
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Sekil 2.3. Cift zincirli DNA’nin denatiirasyona ugramast.

DNA’nin istenen kismi ¢ogaltilabilir. Denatiire olmus iki ayr1 tek zincir halini
alan DNA’nin ¢ogaltilmak istenen kisminin niikleotit dizilimine uygun bir sekilde iki
adet primer olarak adlandirilan tek zincirli yapt DNA’ya baglanir (Sekil 2.4.).
Primerler ¢ogaltilmak istenen kalip DNA tasarlanirlar. Bu tasarimdaki en dnemli
faktor primer uzunlugudur. Primer uzunlugu primer ile kalip DNA arasinda bag
olusum olasiligmi belirler. Ayrica bu uzunluk yeni baglar i¢in gerekli sicakligin
belirlenmesinde de aktif rol oynamaktadir. Primer baglanma sicakligi genellikle 55-

65°C arasindadir.

L e [ e L
ilk déngiide Primer IRNENEEED
Primer baglanmasi Primer

EEEEEEREEEN
ACATGACGT
TGTACTGCA GATACGTAC
BRLAR R asansnnun RERRRARRRRRARRA R ennnunnnsllRiRd

Sekil 2.4. Primerlerin uygun sicaklikta kalip DNA’ya baglanmasi.

Primerler dogru bolgelere baglandiktan sonra uzatilarak gerekli cogalma islemi
tamamlanmis olur (Sekil 2.5.). Bu baglanmadan sonra zincirin geri kalan kisminin
tamamlanmasi i¢in DNA polimeraz enzimi olan genellikle Taq polimeraz enzimi
kullanilir. Taq polimeraz sicaklifa oldukca duyarhidir ve genellikle bu sicaklik 72
°C’dir. Polimeraz sayesinde ortamda bulunan niikleotitler primerin devami olarak

sentezlenir ve amplifikasyon tamamlanmuis olur.
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Sekil 2.5. Primer uzamastyla amplifikasyonun tamamlanmasi.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda var olan kalip DNA
cogaltilirken olusan kopya sayismin analizi anlik olarak goriintiilenebilir. Gergek

zamanli PZR’da analiz farkli metotlarla elde edilebilir.

Bu anlik 6l¢iim reaksiyon ortamina konulan ve dizideki niikleotitin icerigine
uygun olacak sekilde tasarlanmis olan problar aracilifiyla gergeklesir. Olusan iiriin
miktarinin analizi i¢in baslangigta konulan DNA miktari esas alarak log fazi olan ilk
onemli yiikselis yani problarin floresanlarinin ilk gézlemlenebildigi faz Cp (Crossing
Point) olarak bilinir ve PZR analiz birimidir. Ilk DNA’dan baslamak iizere her bir
dongiiyle olusan tiim DNA’lar amplifiye olurlar ve DNA miktari kisa siirede oldukga

yiiksek rakamlara ulagir.

Calismamizda tam kanlardan elde ettigimiz satf DN A’1mizin amplifikasyonunu

Roche firmasinin LightCycler® 480 II kullanarak gergeklestirilmistir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Roche LightCycler® 480 PZR cihazi.

Calismamizda uygun PZR’nin gerceklesmesi icin gereken primer ve prob
dizileri saptanmistir (Cizelge 2.2.). Yapilan PZR asamasinda anlik hesaplama i¢in
floresan isaretli TagMan problar kullanilarak gerekli 6lgiimler yapilmistir. TagMan
probe yontemi amplifikasyonu saglanacak DNA bolgesine tamamlayici olacak sekilde
tek zincir igeren problarin oldugu yontemdir. Bu problar floresan igerirler ve kalip
DNA’nin 3’ ve 5° bdlgelerinin uygun niikleotit dizilerine gore baglanirlar. Problar
kalip DNA’da spesifik bolgelere baglanmasina ragmen diisiik dozda 151k yayarlar.
Kalip DNA iizerinde primer baglanma bdlgelerine baglanan bu problar primerin
baglanip uzama evresi gelinceye kadar anlamli bir degerde floresan yaymazlar.
Primerlerin uzama evresinde Taq polimeraz enzimi proba bagli floresan kismini
ekzoniikleaz yontemiyle fosfodiester baglarini keser. Probundan ayrilan floresan kismi
1s1ma yapar. Hesaplanan degerler bu mekanizmaya gore gerceklesir. DNA zincir
amplifikasyonu devam ettigi slirece olusan yeni DNA sayis1 artar ve floresanda ona

bagli olarak artig gosterir.

Calismamizda PZR’nin dogru degerlendirme yapilabilmesi i¢in internal

kontrol amacli housekeeping gen olan  aktin kullanilmistir. Housekeeping genler
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hiicrenin temel fonksiyonlarmin devami i¢in gerekli genler olup tiim hiicrelerde

ifadelenmesi olan 6nemli genlerdir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primer ve problarin niikleotit dizileri.

TREC Primer Nukleotit Dizisi
TREC lleri 5> CACATCCCTTTCAACCATGCT 3’
TREC Geri 5° GCCAGCTGCAGGGTTTAGG 3

TREC Prob Dizisi
5°-FAM - ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT -3TAMRA

B-AKTIN Primer Nukleotit Dizisi

B-Aktin ileri 5> TCACCCACACTGTGCCCATCTACGAG 3’

B-Aktin Geri 5> CAGCGAACCGCTCATTGCCATGG 3

B-AKTIN Prob Dizisi
5°-JOE ATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGT 3’TAMRA

Bu tez c¢alismasinda Cp degerlerine karsilik gelecek dogru DNA kopya
sayilarmin hesaplanmasi i¢in belirte¢ olusturabilecek TREC geni igeren plazmitler
kullanilmistir. Plazmitler genellikle bakterilerin sitoplazmasinda bulunan ve
kromozomdan farkli olarak halkasal yap1 iceren DNA parcasidir. Calismamizda TREC
ve beta aktin DNAlarin1 igeren pEX-AI28 vektor plazmiti kullanilmistir (Sekil 2.7.).
TREC genine sahip olan plazmitler 10 kez seri diliisyon yapilarak kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Elde edilen bu egrilere gore TREC ile yas korelasyonu i¢in bir cut off

degeri hesaplanmustur.
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Sekil 2.7. pEX-A128 plazmit haritasi.

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonun uygulanma asamalar1 olarak;

e Kullanilacak olan TREC ve B aktine ait primer ve problar 10 pmol ana

konsantrasyonlarindan 1’e 10 oraninda sulandirilir.

e Ayri bir eppendorf tiipiinde ddH»O, belli konsantrasyonlarda TREC ve 3
aktin primer ve problar1 ve New England Biolabs’a ait Luna® Universal
qPCR Mastermix eklenmistir. Mastermix PZR’nin gergeklesebilmesi icin
gerekli niikleotitler olan diniikleotittrifosfatlar1 (ANTPs; dATP, dGTP.d
CTP ve dTTP), uzamanm saglanmasi i¢in gerekli enzim olan Taq DNA
polimerazi ve primerlerin kalip DNA ile daha iyi eslesmesini kolaylagtiran

Magnezyumu igermektedir.
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Cizelge 2.3. Gergek zamanli PZR’de bir birey i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

‘ Reaksiyonda bir 6rnek icin (pul)

TREC B aktin
Ileri primer (10 pmol) 0,5 ul 0,5 ul
Geri primer (10 pmol) 0,5 ul 0,5 ul
Prob (10 pmol) 0,5 ul 0,5 ul
Mastermix 10 pl
ddH:0 2 ul
DNA Sul
Toplam 15 pul miks + 5 pl DNA: 20 pl

PZR reaksiyonu i¢in kalip DNA’nin gerekli kisimlarinin g¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in her bir bireyin 5 ul kalip DNA’s1 kullanilir.

Cift zincir olan kalip DNA’nin her iki zincirinin de ¢ogaltilmasi i¢in gerekli
bolgelerin tespitini saglayan ileri ve geri primerler kullanilmistir. DNA’nin
cogaltilma isleminin anlik olarak tespiti saglayan problar kullanilmistir.
Hem primerler hem de prob 10 pmol 0,5 pl hacminde kullanilarak 20 uM

(pmol/ul) konsantrasyonuyla optimizasyonu saglanmistir (Cizelge 2.3.).

PZR’den en verimli sonucun alinabilmesi i¢in gerekli dNTPleri ve bufferi
ve kofaktorleri igeren Mastermixten her bir birey i¢in 10 pl ve ddH>O’dan 2
pl kullanilmugtir.

Olusturulan miks 96’lik well plate’lere her bir kuyucuga 15 pl miktarda
olacak sekilde dagitilmustir.

Miks dagitildiktan sonra kuyucuklara 5 pl olacak sekilde ilk 8 kuyucuga seri

dilusyonla konsantrasyonlar1 belirlenmis plazmit DNA’lar1 yiiklenmistir.
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e (Calismada negatif kontrol olmasi amaciyla ddH»O, hem plazmit
DNA’larindan sonra, hem de saglikli goniillilerin DNA’sindan sonra

yiiklenmistir.

¢ Geride kalan tiim kuyucuklara goniillii tam kanlarindan elde edilen DNA’lar

yiiklenmistir.

e Well plate’in iizeri sealing foille kaplanarak Niive well plate santrifiij

cihazinda 2000 rpm’de {i¢ dk siiresince santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 well plate Roche LightCycler® 480 PZR cihazina yiiklenir.
Yiikleme sonrasinda 6rneklem grubunun tam kandaki TREC miktarinin kantitatif
olarak hesaplanmasinin yapilabilmesi i¢cin Roche LightCycler® 480 cihazinda
‘absolute quantification” kismu segilir (Sekil 2.8.). Bu ¢calisma bo iimii konsantrasyonu
bilinen ve standart olarak adlandirdigt DNA kopya sayisi baz almarak mevcut
konsantrasyonu  bilinmeyen DNA’nin  miktarin1  hesaplar.  Calismamizda
konsantrasyonlar1 hesaplanan ve 10 kez seri diliisyon yapilmis pEX-Al128 vektor
plazmit DNA’lar1 standart olarak kullanilmistir. Standart bir egriden bilinmeyen

numunenin konsantrasyonunu belirlemek i¢in Cp birimi kullanilir.
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Sekil 2.8. Roche LightCycler® 480 PZR cihazi ¢alisma se¢imini gisteren ara yiiz.
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Uygun protokol se¢imleri yapildiktan sonra polimeraz zincir reaksiyonun 3 ana
temel baslig1 olan denatiirasyon, primer baglanmasi ve primer uzamasi asamalart i¢in
en etken faktor sicaklik faktoriidiir. Uygun bir sekilde amplifikasyonun
gerceklesebilmesi icin ¢aligmamizda en verimli sonuglara ulastigimiz sicaklik grafisi

ve dongiileri su sekilde gerceklesmistir (Cizelge 2.4.):

Cizelge 2.4. Gergek zamanli PZR protokolii.

Denatiirasyon 95 °C 10s X 1 Dongti
95 °C 10 s

Primer baglanmasi
58 °C 1dk X 45 Dongii
72 °C ls

Primer uzamasi
40 °C 30s X1 Dongi

Yapilan PZR sonrasi standart olarak verilen plazmit DNA’lariin olusturdugu
standart egriye gore orneklerin Cp ve konsantrasyon hesaplamalar1 elde edilmistir

(Sekil 2.9.) (Sekil 2.10.).

Standard Curve
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Sekil 2.9. Plazmit DNA’larinin olusturdugu standart egri grafisi.
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Sekil 2.10. Amplifiye olmus plazmit ve 6rneklem DNA’larinin kalibrasyon egri grafisi.

2.5. Verilerin istatistiksel Analizi

Calisma sonrasinda elde edilen tiim verilerin degerlendirilmesi i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 25.0 analiz programi
kullanilmistir. Analizde tiim veriler %95’1ik giiven araliginda ve anlamlilik derecesi
p <0,05 diizeyinde degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismada TREC ile yas arasinda
anlaml bir iliski olup olmadiginin analizinin yapilmasi i¢in ki-kare (chi-square) testi
ve grup i¢indeki TREC kopya sayilarinin dagilimi i¢in Kruskal Wallis analizi

uygulanmastir.

Orneklem grubunun genel demografik bilgilerinin igerisinde yas ve cinsiyet

oldugu i¢in yiizde hesaplamalar1 yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Orneklem Grubunun Demografik Bilgilerinin ve TREC Degerlerinin
Analizi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Serpil Akdag Kan Merkezinden ¢aligma
grubuna alman 203 saglkli goniilliiniin yas araligi 15-65 yas grubu arasindan
secilmistir. Olgu seciminde bireylerin kronik bir hastaliginin olmamasma dikkat
edilmistir. Olusturulan 203 kisilik 6rneklem 10 alt gruba ayrilarak yas ile TREC

korelasyonun daha iyi incelenmesi hedeflenmistir.

Olusturulan 10 alt grupta 6rnek alimi esnasinda bireylerin demografik bilgisi
olarak cinsiyet bilgileri kaydedilmistir. Calismamiza segilen 203 goniillilden %44,8°1
(91) kadin, %55,2’s1 (112) erkektir (Cizelge 3.1.) (Sekil 3.1.).

Cizelge 3.1. Calismayi olusturan 6rneklem frekans ve ylizde degerleri.

CINSIYET
Siklik Yiizde Gegerli Yiizde | Kiimiilatif
Yiizde
Kadin 91 44.8 44.8 44.8
Erkek 112 55,2 55,2 55,2
Toplam 203 100 100
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Sekil 3.1. Calismaya katilan kadin ve erkek orani.

Calismamizda yas ile TREC kopya sayisi arasindaki iliski daha iyi
incelenebilmesi amaciyla yas gruplar1 arasinda ortalama kopya sayilar1 ve Cp degerleri

kiyaslamalar1 yapilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Yas gruplar1 ve TREC kopya sayisi ortalamalari.

Oran Istatistik Degeri TREC Cons/Cinsiyet

Grup Ortalama Medyan Maksimum Minimum
15-19 2591,1136 1801,2500 11175,00 189,00
20-24 3534,7000 2860,0000 9925,00 578,00
25-29 2919,2500 2405,0000 7720,00 290,00
30-34 3142,6000 2795,0000 7300,00 447,00
35-39 2303,2857 1782,5000 8925,00 550,00
40-44 2116,4500 1642,5000 5391,00 904,00
45-49 791,1250 755,0000 2420,00 ,00
50-54 557,3600 276,5000 3125,00 ,00
55-59 69,5200 ,000 356,00 ,00
60-65 42,6000 ,000 155,00 ,00
Total 1816,9734 1240,0000 11175,00 ,00
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Olusturulan 10 alt grubun her biri bes yas1 kapsamakta olup, gruplarin kendi
icerisinde maksimum, minimum, medyan ve ortalama degerleri hesaplanmis ve bu
degerler kutu grafigi (box plot) ile degerlendirilmistir (Sekil 3.2.). Kutu grafigi
gruplarmm kendi igerisinde maksimum, minimum, medyan, 25. ve 75. ceyrek
sonuglarint belirtmektedir. Bu sonuglar iizerinde durulan degiskenin siklik dagilimi
hakkinda bilgi vermeyi amaglar. Olusan her bir kutuda dagilim merkezi, degiskenlerin

yayilim1 hakkinda bilgiler vermektedir.
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Sekil 3.2. Olusturulan 6rneklem gruplarinin kendi igerisinde dagilimlarim gosteren kutu grafigi analizi.

Yapilan analiz sonunda kutularin iistiinde yer alan {ist ¢izgi her bir grubun
maksimum degerini, alt ¢izgi minimum degerini, kutularin icerisinde yer alan ¢izgi
medyani ifade etmektedir (Sekil 3.2.). 20-24 yas grubundan itibaren kopya sayilarinda
diislis oldugu bu analizle dogrulanirken, 6zellikle 55-59 ve 60-65 yas gruplarinda

minimum ve medyan degerlerinde ¢akigsma gozlemlenmistir. Bu ¢akisma bu iki grupta
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TREC diisiikligii sebebiyle kopya sayist degeri olmayan bireylerin (deger olarak sifir
verilmistir) sayica fazla oldugunu ve ortanca deger olan medyanin da sifir olarak
belirlendigini gostermektedir. Yapilan analizde yas gruplar1 arasinda, yasin
ilerlemesiyle TREC kopya sayisinda diisiis beklenmektedir. Ik grup olan 15-19 yas
grubu 20-24 yas grubundan daha diisiik TREC kopya sayis1 icermekte olup TREC
kopya sayisinin degeri beklenen sonucun altinda bulunmustur.

Gruplar1 belirten kutularin tizerinde yer alan yildizli isaretlemeler grup
icerisinde sonuglar1 asir1 olan bireyleri gosterirken yuvarlak olarak belirtilen degerler

ise ug degerler olarak nitelendirilir.

Yapilan incelemede TREC diisiikligii sebebiyle Cp ve kopya sayisi tespit
edilemeyen bireyler mevcuttur. TREC kopya sayisi tespiti yapilamayan bireyler 45-49
yas grubu iizerinde goriilmeye baslanmistir. TREC kopya sayisi1 tespiti yapilamama ile
cinsiyet arasindaki iliski incelendiginde erkeklerde 45-49, kadinlarda ise 55-59 yas
gruplarma denk geldigi gozlemlenmistir (Sekil 3.3.). Calismamizda bireylerin
%83,74’tinde  TREC kopya sayismin tespiti saglanirken, %16,26’sinda

saglanamamustir.
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Sekil 3.3. Ortalama TREC kopya sayisinin var-yok analizi ve cinsiyet lizerine dagilimlari.

203 kisiden olusan orneklemin verileri incelendiginde standart sapmalar
gozlemlenmis, degerlerin dagilimi simetrik olmadigindan degerler normal dagilim
gostermemistir. Normal dagilim gostermeyen gruplarin medyanlar1 arasindaki iliski
anlamlilig1 degerlendirilmesi icin ANOV A testinin non-parametrik gruplar i¢in analizi
yapilan Kruskal Wallis degerlendirilmesi yapilmistir. Gruplar arasi kopya sayisinda
farklilik yoktur hipotezi Kruskal Wallis degerlendirilmesi sonucunda p<0,05
bulunarak reddedilmis ve var olan farklilik anlamli bulunmustur. 45-49, 50-54 ve 60-
65 yas gruplarmin kopya sayilarindaki degisiklik diger gruplarla kiyaslanmis ve
farkliliklar1 anlamli bulunmustur (Sekil 3.4.).
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independant .
The distribution of treckens is theSamples 000 E:IJIEC“"E
zame across categories of vas.  Kruskal- ’ h thesi
Wallis Test sl

Asymptotic significances are displayed. The significance level iz 05,

Pairwise Comparisons of yas

55594549 48025 18533 2591 010 A30

55593539 99273 1831 542 oo oo

55594044 99600 18533 5374 000 000

55591519 99611 18,107 5501 000 000

55592529 107,025 18533 5775 000 000

55593034 122,175 18533 6592 000 000

55592024 122775 18533 6625 000 000

50544549 14825 18533 805 421 1,000

Each node shows the sample average rank of yas 50513539 6173 18311 3614 0 i
Test Std. Std. Test q G

Sample1-Sample2 Sla:!isti:: Error S(ali;ic Sig. Adj.Sig.

50-544044 66500 18533 3588 000 015
60655559 3275 18533 A77 860 1,000

50-54-15-19 66511 18,107 3673 000 011
60655054 36375 18533 1963 050 1,000

50542529 738925 18533 3989 000 003
60654549 51300 18533 2768 006 254

50543034 89075 18533 4806 000 000
60653539 102548 1831 5,600 000 000

50542024 89675 18533 4839 000 000
60654044 102875 18533 5551 000 oo _

45493539 51248 1831 2799 005 231
6065-15-19 102,886 18,107 5682 000 000 15494044 51575 18533 2783 005 U
6065-25-29 110300 18533 5852 000 000 45491519 51586 18107 2849 004 197
60.65-30-34 126450 18533 6,769 000 000 15492529 59000 18533 3183 001 065
60.65-20-24 126060 18,533 6,801 000 000 45493034 74150 18533 4001 oo 003
55595054 33100 18533 1786 074 1,000 45492024 747650 18533 4033 000 002

Sekil 3.4. Kruskal Wallis analiziyle kopya sayilar1 farkliliklarinin anlamlilik degerlendirilmesi.

Kopya sayilarinda var olan degisiklikler gruplara goére cinsiyetlerle
kiyaslanmis ve 20-24 yas gruplar1 hari¢ diger tiim gruplarda anlamli bir farkliliga
rastlanilmamistir. Diger dokuz grup i¢in hem erkek hem de kadmlardaki veriler
birbiriyle uyumlu olup sadece 20-24 yas grubunda kadin ve erkeklerdeki TREC kopya
sayilarindaki farklilik ki-kare testiyle anlamli bulunmustur (Cizelge 3.3.).

51



Cizelge 3.3. Cinsiyetlere gore gruplar aras1 TREC kopya sayisinin farklilik analizi.

Cinsiyet-Yas Capraz Tablolama
15-19 | 2024 | 2529 30-34 | 35-39 | 40-44 | 4549 | 50-54 | 5559 | 60-65 | Total
Say1 8 16 11 4 5 10 9 8 9 11 91
Kadin % Cinsiyet 8,8 17,6 12,1 44 55 11,0 9,9 8,8 9,9 12,1 100
% Yas 36,4 80 55 20 23,8 50 45 40 45 55 44,8
% Toplam 39 79 54 2,0 2,5 4,9 44 39 44 54 44,8
Say1 14 4 9 16 16 10 11 12 11 9 112
Erkek % Cinsiyet 12,5 3,6 8,0 14,3 14,3 8,9 9,8 10,7 9,8 8,0 100
% Yas 63,6 20,0 45,0 80,0 76,2 50,0 55,0 60,0 55,0 45,0 55,2
% Toplam 6,9 2,0 4.4 79 79 4,9 54 59 5.4 4.4 55,2
Say1 22 20 20 20 21 20 20 20 20 20 203
Toplam % Cinsiyet 10,8 9,9 9,9 9,9 10,3 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 100
% Yas 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
% Toplam 10,8 9,9 9,9 9,9 10,3 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 100
Cinsiyet-Yag Gapraz Tablolama
15-19 25-29 30-34 35-39 | 40-44 | 45-49 50-54 55-59 60-65 | Total
Say1 8a 1la 4a 5a 10a 9a 8a 9a 11a 75
Kadin % Cinsiyet 107 147 53 6,7 133 120 107 120 147 | 100
% Yas 36,4 55 20 23,8 50 45 40 45 55 41,0
% Toplam 44 6,0 22 2,7 55 4,9 44 4,9 6,0 41,0
Ayarlanmis - 55 g4 20 47 09 04 01 04 14
kalan
Say1 l4a 9a 16a 16a 10a 1la 12a 11a 9a 108
Erkek
% Cinsiyet 13 83 14,8 14,8 9,3 10,2 11,1 10,2 8,3 100
% Yas 63,6 45,0 80,0 76,2 50,0 55,0 60,0 55,0 45,0 59,0
% Toplam 77 49 8,7 8,7 55 6,0 6,6 6,0 49 59,0
Ayarlanms
kalan -0,5 -14 2,0 -1,7 -0,9 -0,4 -0,1 -0,4 -14
Say1 22 20 20 21 20 20 20 20 20 183
Toplam -
% Cinsiyet 12,0 10,9 10,9 11,5 10,9 10,9 10,9 10,9 10,9 100
% Yas 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
% Toplam 12 10,9 10,9 11,5 10,9 10,9 10,9 10,9 10,9 100

Calismaya katilan 91 kadmnimn ortalama TREC kopya sayis1 753, 112 erkegin ise

733’tlir. Yapilan tiim degerlendirmeler sonrasinda TREC kopya sayisinin yasa gore

dagilimda cinsiyet tizerindeki etkileri incelenmis ve analizleri gerceklesmistir (Cizelge

3.4.). Yas gruplarinin bazilarinda TREC’in kopya sayisinin diistikliigii sebebiyle kopya

sayilar1 tespit edilememistir.
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Cizelge 3.4. TREC kopya sayisinin yas gruplari ve cinsiyet tizerindeki dagilimlar1.

Cinsiyet-Yas- TREC durum Capraz Tablolama

15- 20- 25-29 | 30- 35- 40- 45- 50- 55- 60- Total
19 24 34 39 44 49 54 59 65
Say1 8 16 11 4 5 10 9 8 4 6 81
Kadin % Cinsiyet | 99 198 13,6 49 62 123 11,1 99 49 74 | 100
% Yas 36,4 80 55 20 23,8 50 529 50,0 57,1 85,7 | 47,6
% Toplam 4,7 9,4 6,5 2,4 29 5,9 53 4,7 24 3,5 47,6
Say1 14 4 9 16 16 10 8 8 3 1 89
Erkek % Cinsiyet 15,7 45 10,1 18,0 18,0 11,2 9,0 9,0 34 1,1 100
% Yas 63,6 20,0 450 80,0 76,2 50,0 47,1 50,0 429 143 | 524
TREC
% Toplam 8,2 2,4 53 9.4 9.4 5,9 4,7 4,7 1,8 0,6 52,4
Kopya Sayisi
Tespit Edilen Say1 22 20 20 20 21 20 17 16 7 7 170
Toplam % Cinsiyet 129 11,8 11,8 11,8 124 11,8 10,0 94 4,1 4,1 100
% Yas 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
% Toplam 129 11,8 11,8 11,8 124 11,8 10,0 94 4,1 4,1 100
Cinsiyet-Yas- TREC durum Capraz Tablolama
15- 20- | 25-29 | 30- 35- 40- 45- 50- 55- 60- Total
19 24 34 39 44 49 54 59 65
Say1 0 0 5 5 10
Kadin % Cinsiyet 0 0 50,0 50,0 | 100
% Yas 0 0 385 385 | 303
% Toplam 0 0 152 152 | 30,3
Say1 3 4 8 8 23
Erkek
% Cinsiyet 130 174 348 348 | 100
TREC % Yas 100 100 615 615 | 69,7
Kopya Sayisi
Tespit % Toplam 9,1 12,1 242 242 | 69,7
Edilemeyen
Say1 3 4 13 13 33
Toplam .
% Cinsiyet 91 121 394 394 | 100
% Yas 100 100 100 100 100
% Toplam 9,1 121 394 394 | 100
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4. TARTISMA

Giiniimiizde niceleyici analiz araglarindan biri olan yas tayini hem adli hem de
tibbi bilimler i¢in olduk¢a dnemli bir konudur. Yas kavrami tibbi bilimlerde dogru tan1
ve tedaviyi etkilerken adli bilimlerde ise bireyin hak ve sorumluluk siirlarmi
belirlemektedir. Ulkemizde daha onceki donemlerde sistematik bir sekilde yas
verilerinin  tutulmamasi, oOlen c¢ocuklarmm kimliklerinin kendinden sonraki
kardeslerinde kullanilmasi ya da bireyi olumlu olarak etkileyecek bir unsurdan dolay1
kasith olarak yas degisikligine gidilmesi gibi bir¢ok faktér dogru ve kesin yas tayini
thtiyacin1 destekler niteliktedir. Adli vakalarda olduk¢a 6nemli bir yere sahip olan
kimliklendirme unsurunun ana etkenlerinden biri de yastir. Gerek canli gerekse 6lii bir
bireyde fenotipik 6zelliklere bakilarak tahmini yas degerlendirmesine gore daha ciddi

ve somut kanitlara ihtiya¢ vardir (Baransel-Isir, 2009).

Yas kavrami ciddiyetinin farkindalig kisilerde farkli yontemlerle analiz etme
ihtiyact olusturmustur. Oncelikli olarak sadece bireyin fenotipik o6zelliklerine
bakilarak belli tahminler yiiriitiilse de zamanla bu kavramlar yerini daha bilimsel

yontemlere birakmistir.

Yas tayini ile ilgili bilinen ilk ciddi ¢calisma temelleri 1800°Li yillarin sonuna
dogru atilmaya baglanmistir. Wachholz ile baslayan ¢alismalar daha ¢ok morfolojik
degisimlere dayanmaktaydi. Ardindan gelen calismalar X isinlarmin kesfiyle hem
morfolojik hem de radyolojik olarak devam etmistir. Humerusla baslayan kemik
calismalari, diger uzun kemiklerden olan femur, tibia ve ulna gibi kemiklerle devam
etmistir. Uzun kemiklerde epifiz diyafiz yapilarinda meydana gelen degisiklikler
baslica kemik yas1 i¢in analiz standartlarini olusturmustur. Ardindan gelen kafatasi
slitur kaynagmasi, simfizis pubiste meydana gelen degisimler, klavikula ve sternum

gibi gogiis kemik analizleriyle yapilan arastirmalar ¢esitlenmistir (Schranz, 1959).
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Kemik caligmalarmm ardindan viicutta kemik doku kadar yapisinin kalic
olmas1 sebebiyle digler incelenmistir. Demirjian ve Goldstein disleri olgunluk
derecelerine gore smiflandirmislardir (Demirjian ve Goldstein, 1976). Dislerde
gerceklesen morfolojik degisimler lizerine Gustafson, disin sert ve yumusak doku
analizlerini gerceklestirmis, kok apex degisimlerinden bahsetmistir. Kok seffafliginin
temelleri Gustafson ile atilmig ardindan yapilan birgok c¢aligmayla bu yontem

bilgisayar sistemiyle birlestirilmistir (Gustafson, 1950).

Incelemelerin hiicresel boyut kazanmasiyla hiicresel yas kavrami ortaya ¢ikmis
hiicre i¢inde genetik bilgi kaynagi olan DNA {izerinde ¢esitli arastirmalar yapilmistir.
Telomerlerin analizi, Mitokondrial DN A ’lardaki delesyon birikimleri, metillenen 6zel
bolgelerin kesfi gibi bircok Ozellesmis konuyla daha giivenilir yas tayinini
hedeflemislerdir. Yas ile metillenme arasindaki iliski birden fazla bilim insaninca
ortaya konulmus hatta bazi bolgelerin metillenmesi Hannum saati, Horvath saati gibi

adlandirilmalarla tanimlanmustir.

Adli ve tibbi bilimlerce dolduk¢a 6nemli bir yere sahip olan yas kavrami
konusu var olan yontemlerin gelistirilmeye calisilmasi ve yeni yontem arayislarinin
gerekliligini vurgulamaktadir. Gliniimiiz ¢alismalar1 var olan ve ¢esitli sebeplerle
uygulanabilirligi tartisilan metotlara daha giivenilir, daha kolay uygulanabilinir ve
maddi agidan daha rahat ¢6ziim iiretilebilinir olmasi hedeflerini igeren ve bilimle
birlikte ilerleyen yeni arayislardir. Ozellikle son dénemde yas tahmini konusu
yaslanma kavramiyla bagdastirilarak kazanilan ve kaybedilen fonksiyonlara yonelme
saglanmistir. Bu fonksiyonlarin tespiti sonrast var olan genle iligkisi yas tahminin

tiimden gelim yontemiyle analizini hedeflemektedir.

Cesitli genlerin fonksiyonlarmn arttig1, ¢esitli genlerin de fonksiyonlarinin
azaldigi immiin sistem ile yas korelasyonu tez c¢alismamamizin temelini
olusturmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda genetik ve epigenetik etmenlerin
elde edilen sonucglarda stabilizasyonu saglanamadigindan, hedeflenen ¢aligma bu

etmenlerin sonuglarimizi etkilemeyecek bir biyobelirte¢ arayisindan dogmustur.
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TREC, T lenfosit gelisimi swrasinda T-hiicresi reseptorii  (TCR) gen
lokuslarinda meydana gelen eksizyonel yeniden diizenleme islemi ile timositlerde
iiretilen sirkiiler bir DNA parcacigidir. TREC sirkiiler DNA parcaciklar: stabillerdir,
mitoz sirasinda ¢ogalmazlar ve bu nedenle her hiicre boliinmesinde zamanla diliie
olurlar. TREC normal T hiicre gelisimini gdsteren bir biyobelirteg olarak kabul
edilmektedir. Yas ile birlikte hiicre boliinme sayisinin artig1 gozlemlenirken zamanla
TREC miktar1 azalmasi beklenecektir. Diinya’da benzer ¢alismalar yapilmis ve kendi

iilkeleri adina yas ile TREC miktar1 korelasyonu anlamli bulunmustur.

TREC’lerin miktar tayininin yapilabilmesi amaciyla alinan tam kan 6rneginden
DNA izolasyonu gerceklestirilmis ardindan miktar tayini yapabilmek amaciyla da
gercek zamanli PZR yapilmistir. PZR’de miktar tayini yapabilmek i¢in belirte¢ olarak
kopya sayis1 bilinen plazmitler kullanilmistir. Ayrica deney igerisinde pozitif kontrol
grubu olarak her hiicrede aktif rol oynayan housekeeping geni olan B aktin de

caligilmustir.

Yapilan ¢galismamiz 15-65 yas grubu 203 kisilik saglikli goniilliiden elde edilen
verileri icermektedir. Calismamizi kisitlayan etmenlerden birisi ¢alisilacak bireyin
immiin sistemi etkileyebilecek herhangi bir hastaliga sahip olmamasi gerektigidir. Bu
kosullar haricinde T lenfosit diizenlenmesinin bebeklik evresinden itibaren
sekillendigi bilinen bir ger¢ek olup yaptigimiz ¢alisma iilkemiz adina immiin sistem

yas iligkisi lizerine yapilacak ¢alismalarin 6n ¢aligsmasi niteliginde olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamiz 203 kisiden olusup 15-65 yas araligindadirlar. Orneklem grubumuz
kopya sayilarmi iyi degerlendirebilmek amaciyla 10 farkli alt yas grubundan
olusmaktadir. TREC’in kopya sayisiin yasla azaldig1 bilinmektedir ancak iilkemizde
ilk kez yapilan tez ¢calismasinda kendi popiilasyonumuz i¢in olusturdugumuz 10 alt yas
grubu ic¢in ortalama TREC kopya sayilar1 tespit edilmistir. Arastirma sonuglarimiz
mevcut literatiirii desteklemektedir. Kore’ de yapilan ¢alismada 60 yas, Cin’de yapilan
calismada 55 yas {lizerinde olan TREC kirilma noktasinin, cinsiyet ile olan iligkileri
incelendiginde erkeklerde 45-49, kadinlarda ise 55-59 yas gruplarina denk geldigi

gbzlemlenmistir.

Yaptigimiz ¢alisma kapsaminda yas tayini tespiti gereken bireylerin kantitatif
TREC analizi 6zellikle geng donemde kronolojik yasmin belirlenemeyecegi ancak,

bulundugu yas grubu kategorisi tespit edilebilir sonucuna varilmistir.

TREC kopya sayilar1 ve Cp degerinin yas iizerindeki etkilerinin daha iyi

arastirilmasi agisindan 6rneklem sayisi genisletilebilir.
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OZET

Yas Tahmininde Gercek Zamanh Kantitatif PZR Yontemi ile TREC Analizinin

Kullanimi

Gilintimiizde niceleyici analiz araglarindan biri de yas tayinidir. Birgok farkli
metotla belirlenebilen yas tayini farkli ¢calismalarda kullanilabilen 6nemli bir 6l¢iit
niteligi tasir. Ozellikle adli vakalarda yas tayini gerek kimliklendirme gerek babalik
tayini gerekse hukuki agidan bir¢ok hak ve sorumluluk 6l¢iitii olarak onem arz eder.
Birden fazla yas tayini metodunun bulunmasina ragmen, bu metotlar baz1 faktorler
sebebiyle kullanilamamaktadir. Cevre kosullari, cinsiyet farkliligi, maliyet bu
faktorlerden bazilaridir. Immun sistem organlarindan biri timiis T lenfosit iiretim ve
cesitliliginden sorumludur. Bu ¢esitlilik VDJ kombinasyonu ile saglanir. Bu
kombinasyonda TREC adi1 verilen dairesel bir DNA pargasi olusur. TREC kararl bir
yapidir ve hiicre proliferasyonunda replike olmaz. Bu durumda; yas artarken TREC’in
azalmasini saglar. Bu ¢alismanin amaci yas tahmininde gergek zamanh kantitatif PZR
yontemi ile TREC analizinin kullaniminin arastirilmasidir. Calismamiz 203 kisiden
olusup 15-65 yas arahgindadirlar. Orneklem grubumuz TREC kopya sayilarini iyi
degerlendirebilmek amaciyla 10 farkli alt yag grubundan olusmaktadir. TREC kopya
sayisinin yasla azaldigi bilinmektedir ancak bu tez ¢alismamizda kantitatif PZR TREC
analizi lilkemizde ilk kez yapilmistir. Kendi popiilasyonumuz i¢in olusturdugumuz 10
alt grup icin ortalama TREC kopya sayilar1 tespit edilmistir. Aragtirma sonuglarimiz
mevcut literatiirii desteklemektedir. Kore’de yapilan calismada 60 yas, Cin’de yapilan
calismada 55 yas tlizeri olan TREC kirilma noktasi, calismamizda 55-59 yas grubunda
tespit edilmistir. Bu kirilma noktasinin, cinsiyet ile olan iliskileri incelendiginde
erkeklerde 45-49, kadnlarda ise 55-59 yas gruplarina denk geldigi gézlemlenmistir.
Yaptigimiz calisma kapsaminda kantitatif TREC analizi ile 6zellikle geng donemde
kronolojik yasinin belirlenemeyecegi ancak, bulundugu yas grubu kategorisi tespit
edilebilir sonucuna varilmistir. TREC kopya sayilar1 ve Cp degerinin {izerindeki

etkileriyle daha giiclii bir iliski kurmak i¢in 6rnek sayis1 genigletilebilir.

Anahtar Kelimeler: PZR, TREC, Yas tahmini
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SUMMARY

TREC Analysis By Real-Time PCR Method In Age Estimation

One of the quantitative analysis tools is age determination in today. Many different
methods of determining age is an important criterion that can be used in different studies.
Especially in forensic cases, age determination is important as a determination of both
paternity and legal rights. The issue of identification is very important for judicial cases.
Despite the availability of more than one age determination method, these methods can not
be used due to some factors. Environmental conditions, gender differences, cost are some of
these factors. One of the immune system organs is the thymus T lymphocytes are
responsible for the production and diversity. This variety is provided by the VDJ
combination. A circular DNA fragment called TREC is formed in this combination. TREC
is a stable construct and does not replicate in cell proliferation. The main purpose of this
study is to provide the age determination quantitatively via of TREC. The aim of this study
was to investigate the use of TREC analysis by real-time quantitative PCR in age estimation.
Our study consisted of 203 people and ranged between 15-65 years. Our sample group
consisted of 10 different age groups in order to evaluate the number of TREC copies well. It
is known that the number of copies of TREC decreases with age, but our thesis study is the
first one doing quantitative PCR TREC analysis in our country. The average number of
TREC copies was determined for 10 age subgroups for our own population. Our research
results support the current literature. The TREC breakpoint, which was 60 years in Korea
and over 55 in China, was determined in the 55-59 age group in our study. When the
relationship between gender and this break point is examined, it is observed that it
corresponds to 45-49 age group in men and 55-59 age group in women. Within the scope of
our study, it was concluded that the chronological age cannot be estimated by the
quantitative TREC analysis of the individuals who need to be determined, but the age group
category can be determined. The number of samples can be expanded for a better correlation

on the effects of TREC copy numbers and Cp on age.

Key Words: PCR, TREC, Age estimation
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Ek-2. Serpil Akdag Kan Merkezi izin Belgesi
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