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1985'te, DNA parmak izi kavrami, Ingiliz genetikgi
Alec Jeffreys tarafindan gelistirildi. Jeffreys, insan geno-
munda, degisik lokalizasyonlarda kendini tekrarlayan ve
hibridizasyonla ortaya gikarilabilen bélimlerin bulundugu-
nu ortaya koydu. Bu minisatellit adli bélumlerin, bir kisiyi
digerinden ayirdetmede kullanilabilecegi disintidi. Mini-
satellit bdlgeler bir kisinin kan, semen ve diger dokularin-
daki DNA'da ayni lokalizasyonlardadir ve herbirinden
DNA fingerprint elde edilebilir. Minisatellit bélgelerden ha-
zilanan DNA hibridizasyon problarn, elektroforetik bant
kalibini olusturmak igin kullanilir. Bu problar, dogal ya da
sentetik olarak Uretilmis ve isaretlenmis olan minisatellit
DNA segmentlerinden olugmaktadir. Elektroforetik bant
kalibi, hipervariabiliteyi gésteren ve sahislar igin spesifik
olan DNA parmak izini meydana getirmektedir.

Sonug olarak, DNA parmak izinin, adli tipta 6zellikle
irza gegme olaylarinin ¢éziimiinde devrim yaratacag: du-
sunillmektedir.

DNA PARMAK iZi (DNA FINGERPRINT)

Son yillarda, DNA rekombinasyon teknolojisin-
deki gelismeler; insan genetik 6zelliklerinin géruntd-
sindn elde edilmesini mamkidn kilmigtir. Bu konu-
daki calismalar, genellikle genlerdeki defektleri or-
taya gikarmak amacina ydneliktir. Kusurlu geni ige-
ren DNA segmenti; izole edilip gogaltiimakta, radyo-
aktif madde veya biotinle isaretlenerek DNA problan
haline getirilmekte ve stpheli genetik materyaldeki
kusurlu geni ortaya gikarmak amactyla kullaniimak-
tadir (1,2).

insan genomunu olusturan DNA molekdld, ¢ift
sirall nikleotid polimerlerinden meydana gelmekte-

SUMMARY

In 1985, DNA fingerprinting was developed by British
geneticist Alec Jeffreys. He found that simple repetitive
regions of DNA (minisatellites) which are dispersed in the
human genome can be detected by hybridization. It is re-
alized that these minisatellite regions would be ideal mar-
kers to use in distinguishing the DNA of one person from
that of another. Minisatellite regions of DNA has been
shown to be stable in human blood, semen and other tis-
sues and obtained DNA fingerprints. DNA hybridization
probes for minisatellite regions are used for forming of
electrophoretic band patterns. These probes are naturallly
or synthetically produced and labelled minisatellite DNA
segments. Electrophoretic band pattern is DNA fingerprint
which shows hypervariability and is completely spesific to
an individual.

It is envisaged that DNA fingerprinting will revolutio-
nize forensic biology particularly with regard to the identifi-
cation of rape suspects.

dir (Resim 1). Bazlardan; adenin ile timin, guanin
ile sitozin birbirleri ile eglesmiglerdir. Uygun sart-
lar altinda; tek sirali bir DNA segmenti, kendine
es olan baz dizisini tagiyan diger bir tek siral
DNA segmenti ile kargilagtiinda, hibridizasyon
adi verilen birlegsme iglemi gergeklegsmektedir.
DNA rekombinasyon teknolojisi, bu temel 6zellik-
ten yararlanilarak gelitirilmigtir.

Niikleotidlerdeki bazlarin dizilim sirasi, gene-
tik yapiyr olusturan sifreleri meydana getirmekte-
dir. Bu dizilimin sirasi, minisatellit adi verilen bd-
lamler diginda tim insanlarda aynidir. Junk DNA
adi da verilen bu bélimlerin fonksiyonu tam ola-
rak bilinmemektedir. Bu dizinin DNA boyunca, ki-
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Tymin - Adenin
Guanin - Cytosin

Resim 1: DNA molekilti

siden kisiye degisen lokalizasyonlarda kendini tek-
rarlamasi, rekombinasyon galismalarina degisik bir
boyut kazandirmigtir. Hipervariabilite denilen bu
Ozellik nedeni ile, minisatellit bdlgelerinin tek yumur-
ta ikizleri diginda, iki ayn kiside aymi lokalizasyon-
larda bulunma olasilig: yaklasik olarak 1/30 milyar-
dir (3). Bu da, minisatellit bblgelerinin géruntisi-
nin elde edilmesiyle, ¢calismanin kisiye 6zgi bir
marker olarak kullanilabilecegini akla getirmistir.
Adli tip alaninda, bu yéntemle, insan vicuduna ait
olan ve nikleusu bulunan hiicreler iceren herhangi
bir kalintinin incelenmesi sonucu, suglunun ortaya
¢ikariimas: konusunda galismalar ve uygulamalar
yapilmigtir.

Ik kez 1985'te, Leicester Universitesinden ge-
netik¢i Alec Jeffreys, "DNA fingerprint" adiyla, bu
teknigi ortaya koymustur (4,5,6). Jeffreys, bu yénte-
mi, 5 yil 6nce ortaya attigi, "DNA'nin fonksiyonu bi-
linmeyen (unexpressed) alanlarinda kendini tekrar-
layan dizilerin varli§1® varsayimi (zerine kurdu.
Minisatellit bélgelerinin géruntisinG elde etti ve bu
cahgmanin, kisiye 6zgl, ideal bir marker oldugunu
gosterdi.

Literatlirde, genellikle teknigin irza gegme olay-
laninin ¢dézimiinde kullaniimasina iligkin galigmalar
bulunmaktadir (4,7). Uygulama sirasinda, suglunun
kurban Gzerinde biraktigi semenden faydalaniimak-
tadir. Test igin kullanilacak semende, yeterli miktar-
da DNA, yani; en az 300.000 canli sperm olmaldir.
Semenin yanisira, kan lekesi gibi kalintilarla ilgili ¢a-
hgmalarda bulunmaktadir (8). Alinan érneklerin so-
nuglan, zanh kisilerin periferik kan I6kositlerinden
hazirlanan sonuglar ile karsilastiriimakta ve zanlinin
suglu olup olmadigina karar verilmektedir.

Uygulamalarin temeli, Southern Blot adh hibri-
dizasyon teknigine dayanmaktadir (Resim 2). Bu
teknikte; énce toplanan materyalin DNA's1 izole edil-
mekte, sonra DNA, birlikte bulundugu proteinler ve
RNA'dan ayirdedilmektedir. Izole edilen DNA, rest-
riksiyon endonikleaz adi verilen enzimlerle parga-
lanmaktadir. Restriksiyon enzimleri, DNA'y1 belirli
alanlardan bélen ézel enzimlerdir (Resim 3). 400'e
yakin restriksiyon enziminin varligi bilinmektedir.
Genellikle bakterilerden elde edilmektedirler. Bu en-
zimlerle yapilan pargalama igleminden sonra degi-
sik molekdl agirliklarinda DNA segmentleri ortaya
¢ikmaktadir. Bu segmentler, agaroz-jel elektroforezi
ile molekdl agirliklarina gére siralanirlar. Bu iglemi
kontrol etmek igin segmentler gegici olarak etidium
bromid ile boyanirlar. Kontrol, ultraviole 1gikta yapi-
Iir. Elektroforez iglemi yeterli ise, siralanmig olan
segmentler, nitroselliler kagida ya da naylon filtreye
transfer edilir. Transfer islemi, segmentlerin diizlem-
deki konumlan bozulmadan gergeklegtirilir. Daha
sonra, nitroselller kagit izerindeki DNA segmentle-
ri, hibridizasyon solusyonunda, DNA problar ile hib-
ridize edilir. DNA problarn; gérintr hale getirilecek
olan DNA segmentini, yani; kendini DNA Gzerinde
tekrarlayan segmenti icermektedir. Bu segment
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1. Hedef DNA'nin izolasyonu
2. Polycarmide-gel elektroforezi
3. Nitroselliler kagida transfer

4. Problarin uygulanigi ve hibridizasyon
5. Hibridize olan b8limin gérinir hale getirilisi ve DNA
"fringerprint” kalibinin ortaya gikisi.

Resim 2 : Southern - Blott teknigi.
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Resim 3 : Restriksiyon enzimleri.

daha ¢nceden DNA'dan izole edilmig, bakteriler gibi
uygun konaklarda dretilerek gogaltilmistir. Cogalti-
lan segmentler, ya radyoaktif atomlarla yada biotinle
isaretlenerek DNA problan olarak hazidanmglardir.

Problardaki DNA segmentleri, sentetik olarak ta
dretilebilmektedir. Bu trinlere deoksioligonikleotid-
ler denmektedir. Bunlar, normalin yaklagik 100 kati
agirh@indadir ve benzer gekilde igaretlenerek DNA
probu olarak kullanihiriar (2).

DNA probuna ait olan segmentler, hibridizas-
yon sonrasi, igaretlenme sekline gbre; ya otorad-
yografi ile sayilarak yada kromojenle boyanarak go-
riindir hale getirilirler (Resim 4). Sonug olarak, nitro-
selliler kagit Gzerinde, cesitli tonlarda ve geniglikte
bantlar ortaya gikar. Bu bantlar aranilan segmentin
toplandigi yerlerdir. S6z konusu olan segmentler,
icerisinde bulundugu DNA fragmantimin molekil
agirh@ina gore, degisik bdlgelerde toplanmiglardir.
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1. lsaretlenmis Prob ve Hedef DNA

2. Denatiirasyon

3. Hibridizasyon

Resim 4 : Hibridizasyon

Bantlarin tonunun koyulugu veya acikhg, topla-
nan materyaldeki DNA miktarina baghdir. Minisatel-
lit bolgelerinin, DNA molekulindeki lokalizasyonlari,
kisiden kisiye degistigi igin, sonucta olugan bantlarin
genigligi ve araliklan kigiden kigiye farkl olmaktadir.
Bu nedenle; bantlarin olusturdugu kalip, Kisinin
DNA parmak izini olugturmaktadir. Yukaridada belir-
tildigi gibi, bu kalibin; tek yumurta ikizleri disinda, iki
ayn kiside aym olma osaligi, yaklasik olarak 1/30
milyardr.

Teknigin basamaklarn su sekilde 6zetlenebilir:
A- Ornegin toplanmasi ve analiz igin hazirlanmasi.

I- Hicrelerin hazirlanmasi

a. Periferik kan Iokositlerinin elde edilmesi
b. Doku kiltirinden htcrelerin elde edil-
mesi
c. Diger dokulardan (kan lekesi, sperm,
deri pargasi) hiicrelerin elde edilmesi
1. DNA'nin izolasyonu (ekstraksiyon)
a. Salting-out prosedurii
b. Fenol ekstraksiyonu protokold
lI. Izole edilen DNA'nin kalitesinin kontrol(
a. DNA konsantrasyonunun spektrofoto-
metre ile dlgimu
b. RNA'nin ayriimasi




B- Restriksiyon enzimlerinin uygulanmasi-
I. Kontrol sindirimi :
a. Genomik DNA voliminin hesaplanma-
Sl
b. Restriksiyon enzimlerinin voliimlerinin
hesaplanmasi
c. Plasmid DNA voliiminin hesaplanma-
s
d. Total sindirim voliminin hesaplanma-
sl
e. Su volimiinin hesaplanmasi
f.  Hesaplanan volimlerin kanstinimasi
(Sindirim i¢in 37 C'de, 5 saat ile 1 gece
arasinda bekiletilir)
Il. Southern-Blot analizi igin sindirim (Kontrol
sindirimindeki igslemler tekrarlanir)
C- Agaroz-jel elektroforez
D- Southemn transfer
E- Hibridizasyon
F- Renk olusturulmasi veya otoradyografik sayim

Southern-Blot teknigi ile, uygulama; érneklerin
toplanmasindan, sonuglarin alinmasina kadar yak-
lagik iki haftalik bir streyi gerektirmektedir. buna
ragmen sonuglar given vericidir. Su ana kadar ya-
pilan uygulamalar, "DNA fingerprint“in kigiye &zg,
guvenilir bir marker oldugunu ortaya gikarmistir.

Teknigin ilk kullanimi, 1986 yili sonlarinda, Or-
lando'da bir dizi irza gegme olayinin sorumlusunu
bulabilmek amaciyla gergeklestirilmistir. Ingiltere'de
8 adli olayin ¢éziminde bu yéntem kullaniimig ve
givenilir bir marker oldugu kabul edilmigtir. Unlii kri-
monolog Baird, "DNA fingerprint" in, aynen parmak
izinin ilk ¢ikiginda oldugu gibi, devrim yaratacak bir
olay oldugunu éne slirmektedir.

DNA fingerprint sayesinde su sdylenebilir: "Bir
kiginin su¢ yerinde DNA sini birakmasi, adini soya-
dini birakmasiyla ayni seydir.”
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