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OZET

Son yillarda adli up alaninda, elde edilen materyalin
kimliklendirilmesinde, DNA parmak izi biytk bir potansiyel
gostermistir. Bu ¢alisma: DNA parmak izi tekniginde farkl
biyolojik érneklerin kullanilmasi ve sonuglarin yorumlanma-
st amaciyla yapilmigtir. Bunun i¢in, akraba olmayan 3 kisi-
nin farkli 6érnekleri (kan, kil kokii ve tiikriik) ile bir kisinin
bunlara ek olarak tirnak ve semeninden DNA izole edilme-
ye ¢alisilmis, en ¢cok DNA (4.46 pg) semenden, en az da ti-
kurtik (0.82 pg) ve trnaktan (0.90 pg) elde edilmigtir.
DNA'lar genomda sira halindeki tekrarlari (Tandem Repeat)
ortaya ¢tkarabilen bir primer varhiginda Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PCR) ile ¢ogalulmis, %1.4'ltk agaroz jel elektrofo-
rezinde yurttilmistir. Boylece ayni kisinin farkli ornekle-
rinde ayni, farkl kisilerde de ayri motifte DNA Urtinlerinin
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Sonucta, Elazig’da da benzeri ¢a-
lismalarin yapilabilecegi ve gunlik kullanima sunulabilece-
gi gortlmustir.

Anahtar Kelimeler: DNA parmak izi, DNA izolasyonu,
adli up.

SUMMARY

In recent years DNA fingerprinting has shown a great
potential for the identification of samples obtained in the
fields of forensic medicine. The aim of the study was the

utilization of different biological material in DNA
fingerprinting technique. In this study, three DNA samples
obtained from different tissues of 3 individuals who were
non-related to each other were examined. The DNA
samples were extracted from blood, root of hair, saliva,
semen and finger nails. The quantity of DNA obtained from
semen samples were the greatest (4.46pg). The least DNA
extraction was realized from saliva and fingernails
(respectively 0.82pg and 0.90pg). The results of Polymerase
Chain Reaction (PCR) carried out with human tandem
repeat specific primers indicated that regardless of the tissue
from which DNA was extracted, PCR amplified products
from the same individual exhibited an identical migration
pattern on 1.4% agarose gel electrophoresis. However
migration patterns differed in samples whose DNA was
extracted from different individual. As a preliminary study,
the results have shown that the application of DNA
fingerprinting technique could be possible in Elazig.

Key words: DNA fingerprinting, DNA
Forensic medicine.

isolation,

GIRiS
Kisilerin birbirlerinden ayirt edilmesinde, el parma-
g1 izlerinin kullanilabileceginin kesfedilmesinden son-

ra, bu yuzyilin adli bilimler alanindaki en buyik bu-
lusu; DNA parmak izidir (1).
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Kan grubu antijenleri, antikorlar, polimorfik prote-
in ve enzimler ise fenotip isareti olarak kullanilmakta-
dir (2-6). Fakat, Jeffreys ve arkadaglan (7) 1985'de; in-
san genomik DNA’s: tizerinde, bircok kez tekrarlanan
kisa DNA dizileri (satellit) bulundugunu, bunlann po-
limorfik ozellik tasidigini ve Mendel Kanunlarina uya-
rak da, nesilden nesile aktarildigini kanitlayarak, bir-
cok disiplin icin bir dénim noktas: olusturmustur
(1,2,4-5,7-14). Siipermarket ambalajlar Gizerindeki “bar
kod”lara benzeyen bir gorinti elde edilmesi ve bunun
da parmak izi gibi, kisilere 6zgli olmasi sebebiyle bu
teknige DNA parmak izi denilmektedir (1,11-12).

Bugiin DNA genetik isaret olarak “molekiler sevi-
yede”; temel/medikal genetik, populasyon/hayvan ge-
netigi, demografi, epidemiyoloji, taksonomi, onkoloji,
diyagnostik tip ve adli tip gibi cesitli bilim dallarinda
kullanilmaktadir (2-3,8,14-15). Gunumuzde cekirdekli
her hiicreden DNA saflastirilarak incelenebildiginden,
kan, idrar, tikrik, semen, vaginal stvi, menstiirasyon
kani, sa¢/kil koku, koryonik villus ve siit gibi, biyolo-
jik orneklerin her birinden DNA tiplemesi yapilabil-
mektedir (1,2-5,7,9,12,15-17). Nitekim bu bulusu izle-
yen yillarda cinayet, 1rza ge¢cme ve babalik tayini gibi
bir ¢cok adli ve kriminolojik olayda, DNA parmak izi
incelemesinden yararlanilmis ve gittikce artan sayida-
ki adli sorunun ¢6ziimine 151k tutacagina inanilmigtir
(1-7,16).

Temelde her kisinin DNA’s1 digerinden farklidir.
Sahsin DNA modelinin bir primer kullanilarak ¢ogal-
tilmasi, o kisinin 6zelliklerini ¢ok yiksek oranda ser-
gilemektedir. Uluslararas1 Adli Hemogenetik Dernegi
de (International Society for Forensic Hemogenetic),
konuya iliskin bazi kararlar alarak, bu teknigin kulla-
nimint tavstye etmistir (1,2,14). Boylece DNA parmak
izi, ilk defa 1987’de Bristol Mahkemesi'nde kanit ola-
rak kullandmugtir (1).-

Bu calismada amag; farkli biyolojik 6rnekler kul-
lanmak, hatta ayni kisinin 6rnegini farkl kisilerin or-
nekleri gibi degerlendirerek, ortaya cikan sonuclarn
yorumlamak ve ileride bolgemizde de yapmay: plan-
ladigimiz bu deneylere bir baglangi¢c yapmaktir.

GEREC VE YONTEM

Sunulan ¢alisma; Aralik 1995'de TUBITAK Marmara
Aragurma Merkezi, Gen Mithendisligi ve Biyoteknoloji
Arastirma Enstitistit (GMBAE) Laboratuvari’'nda akraba
olmayan 3 kisinin farkh 6rnekleri (kan, kil koki ve ti-
kurik) ile bir kisinin bunlara ek olarak, tirnak ve seme-
ninden DNA elde edilmesiyle yapilmistir. Bunun igin;
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)'li tipe 500 pl
kan alinmug, kil koku icin 15-18 adet sag¢ veya sakal ki-
It ¢ekilmis, yanak mukozasinin lam ile kazinmasiyla da
tikirik alinmistr. Tirnak ise, bir haftalik uzayan her
iki el urnaginin kesilmesiyle elde edilmistir. Tirnaklar
2'ye, semen de 500 pl'lik 4 esit kisma bolunerek farkl
kisilerin 6rnekleri gibi ayr ayr incelenmistir.
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1. Ekstraksiyon Asamasi:

A. Kan ornekleri:

Soltisyon I bazirlanmasi: Son hacimde, 10mM
Tris(hydroxymethy)aminomethane (pH:7.6), 10 mM
KCl, 10 mM MgCl, olacak sekilde hazirlanan bu solis-
yon, 10 ml distile suya tamamlanir. Bundan 6rnekler
lizerine 500 pl ilave edilir. Daha sonra 12 pl nonidet
P-40 eklenerek iyice kanigtirilir. 2 000rpm’de 10 daki-
ka (dak.) ceviilerek dipte cokelti elde edilir. Ust faz
atillarak c¢okelti, 100 pl Solusyon II [son hacimde
10mM Tris (pH:7.6), 10mM KCl, 10mM MgCl,, 0.5M
NaCl, %0.5 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 2mM ED-
TA] ile pipetlenerek iyice ¢oziiliir. Ornekle esit hacim-
de (100 pb fenol ilavesinden sonra vortekslenip,
12000 rpm’de 1 dak. cevrilir ve Ust faz ayn tiipe alinir.
Bu ust faza 100pl kloroform/izoamilalkol (24:1 oranin-
da hazirlanmis) ilave edilip 12 000rpm’'de 1 dak. ¢ev-
rilir. Buradan da alinan st faza, 1/10 oraninda 3M
sodyum asetat (pH:5.0) ve 1ml saf etil alkol ilave edi-
lir ve tupler -20 °C’da bir gece bekletilir. Ertesi giin
tipler 12 000rpm’de 20 dak. cevrilir, ¢okeltinin Ustin-
deki stvi kistm dokulir. Opak renkli dipteki ¢okelti
1ml %70'lik etil alkol ile 12 000rpm’de 15 dak. cevri-
lir. Dipteki ¢okelti korunarak sivi kisim dokilir ve ¢o-
kelti liyofilizatorde kurutulur. Daha sonra da bu DNA
cokeltisi istenilen miktardaki distile su ile sulandirilip
kullanilir.

B. Kan haricindeki 6rnekler, 1.5 ml.’lik eppendorf
tiplerinde; Solisyon III [son hacimde 10mM Tris-HCl
(pH:8.0), 10mM EDTA, SOmM NaCl, 0.039mM dithi-
othreitol (DTT) ve 50pg/ml. proteinaz K olacak sekil-
de hazirlanmus] varliginda bir gece 37 °C'de bekletilir.
Sonra uzerlerine 500 pl fenol konulup, kan 6rnekle-
rindeki fenol ilavesinden sonraki tiim basamaklar ay-
nen yapilir.

2. Optik Dansite Ol¢iimii:

Nitelik ydonliinden DNA’larnin optik yogunlugu (OD)
260nm ve 280nm dalga boylarinda 6lgiliir. DNA'nin
safligt (OD,40/ODygo) orantyla ve derisimi de; [Deri-
sim(ug/pl) = OD,4, degeri X seyretme faktori X 40
(tek iplik DNA icin sabit say1) X 10-3] formiliiyle he-
saplanir (Tablo 1-5).

3. PCR ile Cogaltim:

PCR (Polimerase Chain Reaction) i¢in her tip;
0.1pg DNA, 2yl primer [TUB 127 (5>-CGCGCCGG-3)),
3.5mM MgCI,, 10mM Tris-HCI (pH:8.3), 50mM KCI,
1.2mM dNTP kangimi, 1U. Taq Polimeraz'dan (Boeh-
ringer ManHeim) 1ul icerecek bicimde hazirlanir,
PCR; 1s1sal dongi cihazinda (Coy, USA) 94°C'de 1 da-
kika, 36 °C 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika olmak ze-
re, toplam 40 dongu yapulir.

4. Agaroz Jel Elektroforezi:

Izole edilen DNA’lar 6nce %0.7'lik (Fotograf 1),
PCR durtnleri ise; %1.4'lik agaroz jel elektroforezinde
incelenmistir (Fotograf 2). DNA'lar jellere, ayni Kisinin
farkli 6rneklerinden elde edilen DNA’lari yanyana ge-




lecek sekilde yuklenmis, kiyaslama (marker), Hind III
ile kesilmis p faj DNA’st ile yapilmistir. DNA modelle-
ri, etidyum bromir varhginda mor 6tesi 1s1ikta goriintr
hale getirilerek, fotograflart ¢ekilmistir (Fotograf 1,2).

BULGULAR

Bulgular bes tablo ve iki fotograf haline sunulmus-
tur.

Tablo 1. Deneklerin kan orneklerinden elde edilen DNAlar.

KAN
Derigim Saflik Toplam Miktar
(OD2g0 / OD2go)
DENEK1  0.210 pg/ml 1.00 2.10 pg
DENEK2  0.360 pg/mi 0.93 3.60 pg
DENEK3  0.285 pg/ml 1.00 2.85 ug

Ortalama miktar: 2.85 ug.

Tablo 2. Deneklerin kil kéklerinden elde edilen DNA lari.

KILKOKU
Derisim Saflik Toplam Miktar
(ODsg0 / OD2g0)
DENEK1  0.135 pg/ml 1.25 1.35 pg
DENEK2  0.240 pg/ml 1 2.40 pg
DENEK3  0.330 pg/ml 0.55 3.30 yg

Ortalama miktar: 2.35 pg.

Adli Tip Biilteni

Tablo 3. Deneklerin tiikiiriiklerinden elde edilen DNA lar.

TUKURUK
Derigim Saflik Toplam Miktar
(ODzgo / OD2g0)
DENEK1  0.090 pg/ml 0.75 0.90 pg
DENEK2  0.075 pg/ml 0.8 0.75 ug
DENEK3  0.082 pg/ml 1 0.08 pg

Ortalama miktar: 0.82 ug.

Tablo 4. Denek 1'in tirnaklarimdan elde edilen DNAlari.

TIRNAK
Derigim Saflik Toplam Miktar
(OD2g0 / OD2g0)
DENEK1a 0.135 pg/ml 0.6 1.35 pg
DENEK1b  0.045 pg/mi 0.8 0.45 pg

Ortalama miktar: 0.90 ug.

Tablo 5. Denek 1'in semeninden elde edilen DNA lar:.

SEMEN
Derisim Saflik Toplam Miktar
(OD2go / OD2go)
DENEK1a 0.060 pg/ml 2 0.60 pg
DENEK1b 0.900 pg/mi 1.43 9.00 ug
DENEK1c 0.705 pg/ml 1.02 7.05 ug
DENEK1d 0.120 pg/ml 1 1.20 g

Ortalama miktar: 4.46 ug.

Resim 1. DNA'larin %0.7 lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonraki goriindimii. (m: Hind III ile kesilmis y_faj DNA'st, rakamlar:
ornek numaralari)
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TARTISMA VE SONUC

Adli vakalarda, her zaman hangi tir biyolojik 6r-
nekle karsilasilacagt bilinemeyeceginden, bir baslan-
gi¢ arastirmast olan bu ¢alismada; kan gibi tek bir or-
nek cesidine bagli kalinmayip, DNA elde edilebilecek
ornek cesidi artirilarak, 5 tiir biyolojik 6rnek (kan, kil
kokt, tikriik, urnak ve semen) ile ¢alisiimistir.

DNA parmak izi uygulamalarnin ilk ve en 6énemli
basamag;, incelenen biyolojik 6rnekteki DNA moleki-
lintin saglam bir sekilde izolasyonudur (14). Ornek-
lerden elde edilen DNA’larin butunliklerini koruyup
korumadiklari, %0.7'lik agaroz jelde kontrol edilmistir.
Fotograt 1'de goruldugt gibi; butlin DNA’lar saglam
haldedir. Ayrica bu teknikte elde edilen DNA yeter
miktarda ve uygun saflikta olmahdir. Tablo 5'de de-
nek 1a ornegindeki safligin 2.00 olmas: disinda, diger
orneklerdeki saflik daha alt duzeylerde bulunmustur.
Buna sebep; islemleri ¢cabuklastirmak i¢in fenol/kloro-
form asamasinin tekrarlanmamasi olarak gosterilebilir.
Fakat yine de, her 6rnekten PCR’da ¢ogalulabilecek ve
incelemelerde kullanilabilecek kadar DNA elde edildi-
gi gbrialmiistir.

Kanin mililitre (ml)’'sinde 5-10x106 ¢ekirdekli hiic-
re bulunmakta ve 1ml tam kandan yaklagik 25-50pg
kadar DNA izole edildigi bildirilmektedir (11,14,17).
Fakat benzeri bir calismada (18) 10 ml kandan
yaklasik 120pg DNA elde edilmistir. Bu ¢alismada ise
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Resim 2. Iki kisinin kan, kil kokii ve tikiiriklerinden elde edilen DNA'larin TUB 127 primeri ilePCR ¢ogaltimindan sonraki %1.4 lik aga-

roz jel elektroforezindeki goriintimii. (m: Hind I ile kesilmis p faj DNA'si, 1-2: denek no, a: kandan, b: kil kokiinden, c: tikiiriikten elde
edilen DNA lar.)

2a m

0.5ml kandan izole edilen DNA miktari, bildirilen ra-
kamlardan distik (ortalama 2.85 pg) bulunmustur
(Tablo 1). Burada nedenin, diger metotlara kiyasla da-
ha az miktarda kimyasal madde gerektiren, farkli bir
protokol uygulanmasi oldugu dustntlmistr. ileride
yapilmasi planlanan rutin testlere ge¢cmeden 6nce, bu
protokol ile daha fazla miktarda ve daha saf DNA izo-
le edilip edilemeyecegini amaglayan, standardizasyon
calismalarinin yapilmas: gerektigine inanilmaktadur.

Kil; cinsel saldin, cinayet ve diger adli olaylarda
stklikla karsilasilan ve kisinin taninmasi ile kiyaslanma-
sinda kullanilabilecek énemli bir delildir. Kilin bir ¢cok
olumsuz sartlara (bulundugu ortamin/topragin turdg,
yapist ve mikroorganizmalara) kars: direncli oldugu ve
kolayca bozulmadigi, post mortem vakalarda bile, ko-
kusmadan etkilenmedigi bilinmektedir. Her ne kadar,
kil karakterizasyonu rutin olarak bitin adli tup labora-
tuvarlarinda yapiliyorsa da, kilin delil olarak gtincel
yontemlerdeki degeri sinirlidir ve DNA parmak izi di-
sindaki kil incelemelerinin sonuclart her zaman basari-
I olamamaktadir. Clinki, insan kili bireyselligi giiven-
li gorilmemektedir. Bu yizdén bugtn, adli bilimciler
parmak izi kesinligi derecesinde, tim biyolojik mater-
yalleri bireysellestirme gayreti icindedirler (12).

Erdag (18) 14 sag¢ telinden yaklasik 2ng DNA elde
etmistir. Bu miktar ise, bu ¢alismada bulunan 2.35pg
ile tamamen uyum gostermektedir (Tablo 2). Gunu-



miizde DNA parmak izi teknigiyle, tek kil kokiinden
bile kisi tanimlamas1 yapilabildigi bildirilmekte ise de,
tek kil ile bireysellestirmeye stupheyle bakilmaktadir
(11,12). Yeterli sayidaki kil kokunden veya yillarca es-
ki biyolojik lekelerden ya da eser miktardaki kalinti-
lardan DNA izole edilerek, PCR yardimiyla da bunla-
rn ¢ok sayida kopyalarinin olusturulmasi, bu teknigin
son derece onemli ve degerli oldugunu ortaya koy-
maktadir (2,9).

DNA parmak izi tekniginde amag; kalitm madde-
sinin incelenmesiyle, kisiler aras: iligkileri saptamak
ve/veya farklilasmay: ortaya cikarmaktr (1,3). DNA
modellerinin kisiye 6zgli olmasi, adli olaylarin aydin-
latilmasinda ¢ok faydali olmustur (1,3-4,7). Tesadufi
bir sekilde, iki kisinin aynt DNA parmak izine sahip
olma olasiligi, 30 milyarda bir olarak hesaplanmustir
(1). Bu da diinyadaki nifusunun 6 katt demektir. Tek
yumurta ikizleri disinda, DNA varyasyonlarn birbirine
benzeyen iki kisinin bulunmasi olanaksiz gorilmekte-
dir (1,3,7). Ayrica herhangi bir canliya ait tim hicre-
lerdeki DNA parmak izi de, tamamen birbirinin esidir
(1). Fotograf 2'de goruldugt gibi ayni kisinin farkli bi-
yolojik 6rnekleri aynt DNA bantlarini vermektedir.

Tablolarda gorildugu gibi; en cok DNA semenden
(ortalama 4.46pg), en az da tikirik (ortalama 0.82pg)
ve tirnaktan (ortalama 0.90pg) elde edilmistir. Bu so-
nuclar semenin tiikirige gore hiicreden zengin, tirna-
ga gore de daha kolay DNA izole edilmesinden kay-
naklandigint distindirmektedir. Gill ve arkadaslari (9)
bukkal hiicrelerden 1pg kadar DNA izole etmislerdir.
Bu da bizim buldugumuz rakama ¢ok yakindir (Tablo
3). Az gortlen bu miktara ragmen, yine de testlerin
basartyla yapilabildigi gorilmustir. Hatta glinimuzde,
bir damla kandan bile yeterli miktarda (0.5-5p g) DNA
elde edildigi bildirilmektedir (7). Boylece PCR ile DNA
parmak izi teknigi, adli ve kriminolojik alanda sorun-
lara getirdigi dogru ve kesin ¢ozimleri nedeniyle,
haklt olarak ¢ok ustin bir yere sahip bulunmaktadir
(2,3,9,14). Diger bir avantaji da radyoaktif olmayan ay-
raclar kullanilmasidir (10,14).

Bilindigi gibi 260nm dalga boyundaki ultra viole
15181 DNA'nin, 280nm’de proteinlerin  dl¢tilmesinde
kullanilir. O halde OD,g, / OD,g, orani, elde edilen
DNA'nin safigini yani proteinden ne kadar ayrildigini
belirtmektedir. Ideal saflik 2'dir. Tablo 4 ve S'de go-
raldigi gibi ayni kisinin ayni ¢rnekleri farkli safliklar-
da elde edilmigtir. Bu da deneylerin pipetleme, el ile
yapilan ve fark edilmeyen tim kucuk degisikliklere
karst son derecede hassas oldugunu gostermektedir.
Ayrica ugrasitlan materyalin mikrogram diizeyinde ol-
dugu, boyle kiiciik degisimlerin, molekiler seviyede-
ki bu tir deneysel calismalarda ¢ogunlukla olabilece-
8i gbz onlinde tutulmalidir.

Derisim formilinde izlendigi gibi, derisim ve mik-
tar ODy¢, degerine bagli olarak degismektedir. Tablo
4 ve 5'de ayni kisinin ayni érneginin farkl: tiiplerinden
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farkli miktarlarda DNA elde edildigi gorilmus, miktar
yonunden kisiler arasinda boyle bir ayrim yapilmamus,
orneklerde hep ortalamalar kullanilmustir.

PCR’da herhangi bir bilgiye sahip olunmadan seci-
len tek primerin kullanilmasiyla gerceklestirilen DNA
cogalum parmak izi (DNA Amplification Fingerprin-
ting), tekrar dizilerine dayali polimorfizme, kisa stire-
de ulasabilmeyi saglamis ve bu yontemle, bireye ¢zgi
tekrarlayan dizilerin bulundugu gortlmustir (10,18).
Bu calismada TUB 127 primeri ¢ekirdek (cor) dizi ola-
rak kullanilmis, her bir DNA orneginde 3 kilobaz cif-
tin altinda, farkli buytklikte bantlar elde edilmistir.
Her bireyin kan, kil koku ve tikiirtk 6rneklerinde ay-
ni nitelikte DNA bantlari olustugu izlenmis, farkl bi-
reylerden elde edilen DNA’larin ise; ayn 6zellik goste-
rerek, tamamen kisiye 6zgt bantlar meydana getirdigi
gosterilmistir (Fotograf 2).

Her yeni uygulamanin baslangicinda oldugu gibi,
DNA parmak izi calismalarini gerceklestirirken de, de-
gisik formasyondaki bilim adamlarnnin birlikte c¢alis-
masi ve farkh kuruluslann birbirine destegi, gerekli ve
vazgecilmez kosullardir. Bu calismada gortlen su-
num, bunun cesaret verici kanitidir.

Sonug olarak,

1. Kullanilan biyolojik orneklerden DNA parmak
izinde kullanilabilecek kadar yeterli miktarda DNA el-
de edildigi ve bu testlerin rutinde kullanilabilecegi go-
ralmUstir.

2. Teknigi giinlik kullanima sokmadan 6nce, dog-
ruluk ve guvenirligini gosteren standardize edici calis-
malann yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur.

3. simdilik adli laboratuvarlarda, yeterli sayida bi-
lirkisi yoklugu, alt yap1 yetersizligi ve maddi sikintila-
rn biyiik engel olusturdugu saptanmustir.

4. Adli Seroloji ve Hemogenetik Laboratuvarlart’'nin
bir an 6nce kurularak, gerek rutinde kullanilabilen,
gerekse toplumu yansitan veri tabani olusturacak ca-
ismalarin yapilmasi gerektigi sonuclarna varilmistir.
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