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KISALTMALAR

A : Adenin

bp . Basepair

C : Sitozin

DNA : Deoksiribonukleikasit
DNTPs: Deoksinukleotittirifosfat
EDTA : Etilendiamintetraasetikasit

G : Guanin

kbp : kilo basepair
M : Molar

m : Mili

PCR : Polimeraz Chain Reaction

RFLP : Restricted Fragment Long Polimorfism
rpm : Revolution per minute

SDS : Sodyum Dodesil Sulfat

STR : Short Tandem Repeat

T : Timin

TAE : Trisasetik asit

TBE : Trisborik asit

TPE :Trisfosforikasit

Uv  : Ultraviole

VNTR : Variable Number Tandem Repeat

= ~
|=———



Tablo 1.

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.

TABLO VE SEKIL LISTESI

insan Genomundaki DNA siniflari

DNA'nin Watson Crick Modeli

Purin ve Pirimidin Bazlari Pentoz $ekeri Fosfat MolekUli
DNA'nin yapisi

PCR reaksiyon sartlari

4A) Ornekler; 1a-4a, 1b-4b

4B) Ornekler; 5a-10a,5b-9b

4C) Ornekler; 10a-15a,10b-15b

PCR reaksiyon sartlari

5A) Ornekler; 1-4

5B) Ornekler; 5a-8a; 5b-8b

(o)}

28
28
29

30
30




1. GIRIS VE AMAG

Molekuler genetik, gecmiste basa ¢ikilamayan bazi problemlerin
Ustesinden gelmekte ve adli tip da bu bilimsel gelismelerden olumlu bir sekilde
yararlanmaktadir. Bireylerin kimliklendirilmesi. supheli cinayetlerin aydinlatiimasi.
ebeveyn/akrabalik tespiti toplu kazalar veya postmortem vakalarda ¢ozime
ulasmada, yeni bir ¢igir acan kisiye 6zel DNA yapisini inceleme teknigi (DNA
fingerprinting) bugun pratikte daha guglt ve guvenilir bir teknik olarak

kullaniimaktadir [1].

PCR'In (Polimerase Chain Reaction) klinik laboratuvarlara girmesi ile

devamli gelisme go6steren molekuler biyoloji teknikleri, bilimin sinirlarini
zorlamistir. Adli tip son on yil iginde DNA tiplendirme metodu ile tanistiriimis, bu
konuda kaydadeger basari ve tartismalara yol aciimistir [2]. Bu yéntemle, var olan
¢ok kuguk delillerden yararlanilabilecek ¢ok oénemli gelismeler saglanmistir.
Bunlarin DNA parmak izi teknigine yeni boyutlar kazandiracagr muhakkaktir.
Diger bir yandan, hayatin alfabesini olusturan “A G, T,C" nukleotidleri Gzerine
yapilan insan genom projesinin sonlanmis olmasi, belki de yakin bir gelecekte
yanitsiz soru birakmayacaktir. Cunka canlyr olusturan ana prensipler tek tiptir ve

6zgunluk bireyin genetik haritasini da ¢zellestirmektedir [2,3].

Bu galismada, birbiri ile akraba olmayan 135 kisinin alinan kan dokusundan
elde edilen DNA'lar kullanildi. Daha sonra bu kalip DNA'lar rastgele segilmis

nukleotid dizileri esas alinarak PCR teknigi ile hazirlanan primer ile ¢ogaltildr.




3]

Boylece her DNA, elde edilen PCR Gruntne gére kimliklendirildi. Ayrica ayni DNA

farkl primerler ile de gogaltilarak kisisel farkliliklar ortaya gikariimaya ¢ahsildi.

Bu temel Uzerine yapilandirilan c¢alismada amag¢ 2 ayri primerin birey
ayirrminda kullanilabilirligini test etmek ve PCR tamponlarindaki kimyasal madde
ilavelerinin ve PCR'da 1s1 ayarlayicimin dongulerinin sonuglari olumlu ydnde

degistirip deg@istirmedigini arastirmaktir.

Ayrica bu c¢alisma, rastgele secilmis primerler ve PCR teknigi ile bireysel
kimliklendirme ¢alismalarina sagladigi kolaylk ve kesinligi gostermesi bakimindan
da Universitemiz bunyesinde, adli tip alaninda DNA parmak izi tekniginde yapilan

ilk ¢calismadir.



2. GENEL BILGILER

1977 yilinda DNA teknolojisi kullanilarak, ilk insan proteininin sentezi
gerceklestirildikten hemen sonra 1985 yilinda PCR “polimeraz zincir reaksiyonu’
teknigi gelistirilmistir. Takiben, 1993 yilinda gen yapisinin kesintisiz bir butun
degil, bélunmus oldugu ve gen calisma prensibi R.Roberts ve P.Sharp tarafindan

ortaya konmustur [4].

2.1. Nukleik Asitler

1860 yilinda F.Niescher hucre ¢ekirdeginden izole ettigi asit karakterli
maddeye “nukleik asit” adini vermistir [4]. DNA'nin gorevini yapabilmesi yani
protein sentez ve yapisini denetleyebilmesi icin gerekli olan nukleik asitler
deoksiribonukleik asitler (DNA) ve ribonukleik asitler (RNA) olarak ikiye ayrilir.
Nukleik asitler, nukleozid monofosfatlarin (Nukleotidlerin) polimerlesmesinden
olusurlar. Her bir monomerik birim purin veya pirimidin gibi azotlu bir baz. riboz
veya deoksiriboz gibi bir pentoz seker, ve sekere ester bagi ile bagh bir fosfat
grubundan meydana gelir. Bazin pentoz sekeri ile birlesmesi sonucu nukleozid.
nukleozidin fosforlanmasi ile oldukga kompleks molekul olan nukleotid olusur [5].
DNA’nin uzun bir polimerik oldugu gercegi 1930'larin sonunda ilk defa acgik¢a
anlasiilmistir ve bu da DNA'nin gerekli genetik materyalin potansiyel
degisebilirligine sahip oldugunun farkedilebilmesine kilavuzluk etmistir [1]. Insan
DNA’'st 3 milyar baz ¢iflinden olusmaktadir ve her organizmanin her bir
hicrelerindeki DNA miktari sabittir [1,6]. 1947-1953 vyillarinda Chargaff ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalardan elde ettikleri sonuglara gére DNA baz
dizilimi tUrden ture degisiklik géstermektedir, bir tartn muhtelif organtarindan izole

edilen DNA'lardaki baz dizilimi aynidir, bir tiriun DNA’sindaki baz kapsami o tarun



yasi, beslenmesi ve cevre dedistirmesi ile degismez, devamli sabittir. Incelenen
hemen hemen butiun DNA'larda Adenin'in Timin'e (A=T), Sitozin'in ise Guanin'e
esit oldugu bulunmustur. Birbirine yakin turlerden elde edilen DNA'larin baz
diziliminin birbirine yakin, ve tur gelisim ve degisimi bakimdan uzak olan turlerin

DNA'larinin baz kapsaminin birbirine hi¢ benzemedigi gérulmustar [5].

1953 yilinda Watson ve Crick, Franklin ve Wilkins'in X 1sini kirilma
bulgularini kullanarak DNA'nin gift sarmal yapili oldugunu 6ne surmuslerdir. Cift
sarmalin ¢apinin 20 nm olup, her 3.4 nm’'de tam bir dénus yapar. Her donus te 10
nukleotid cifte isabet ettigine gore, her baz ciftin buyuklugu 0.34 nm dir. Bazlar
arasinda orta eksene gore 36°C’lik bir a¢i vardir. DNA ¢ift sarmali sabit omurgada
(disa bakan tarafta) herbiri suyu seven (hidrofilik) deoksiriboz sekeri ve fosfatlar,
suyu sevmeyen (hidrofobik) pirimidin ve purin baz ¢iftleri ise sarmalin i¢ yuzunde
ana eksene dik olarak yerlesir. Zincirin ntkleotid baglari bir sirada 5-3" yonlu
iken diger sirada tam tersi 3'-5" yénundedir. Bu iki sirada purin bazlari yalnizca
pirimidin bazlari ile esleserek simetrik bir sarmal ortaya ¢ikar. Sarmali olusturan
baz ciftleri kendi aralarindaki hidrojen bagla en ust enerji duzeyine ¢ikarak
baglanirlar. Bdylece adenin yanhzca timin’le guanin yanhzca sitozinle gift yapar.
Bir baska deyisle, A=T, C=G'ne ve yine A+G=T+G'ne esittir. Ancak (A+T)/(C+G)
orani farkl olup, bu oran turlere gére degisiklik gostermektedir [4,5,7]. Okaryotik
hucreler, prokaryotik hucrelerden daha buylk ve daha ¢ok DNA molekulu
icermektedir. Viras, bakteri ve insanlarin dahil oldugu c¢ok hucreli canlilardaki
DNA molekdlunin ihtiva ettigi baz c¢ifti sayisi ve uzunlugu cok degiskenlik
gostermektedir.insan genomunda GC orani AT oranina gére daha dusuktir
[5].DNA c¢ift sarmalinin en 6nemli ¢6zelligi bazlar arasindaki eslesmenin sadece

kendine 6zgu olusudur [4].
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Decksirizoz
Fodfat
‘Baz

Sekil 1:DNA'nin Watson Crick Modeli

2.1.1 Primidin Bazlan

Yapilarinda 2 azot (N) ve 4 karbon bulunan altigen (siklik) halkaya sahip
bilegiklerdir. Bunlardan timin ve sitozin DNA yapisinda, urasil ve sitozin ise RNA

yapisinda yer almaktadir [1,5].
2.1.2 Piirin Bazlar

Altigen pirimidin halkasina besli bir imidazol halkasinin baglanmasi ile
purin bazlarinin ana halka yapisi olusur. Bunlar adenin ve guanin'dir. Ksantin,
hipoksantin ve Orik asit ise daha az siklikla rastlanan diger purin bazlardirlar
[1,5].




2.1.3. Pentoz Sekerleri

Nukleik asitlerin omurgasi boyunca DNA'da deoksiriboz, RNA'da ise riboz
sekeri bulunur. Her iki seker arasindaki fark 2 nolu karbona bagl hidroksil (-OH)
grubundaki oksijenin deoksiriboz sekerinde bulunmayisidir. Her iki sekerde 5'li bir
furan halkasina sahiptir. Riboz veya deoksiriboz sekerlerinin pirimidin veya purin

bazlarina baglanmasi ile nukleozidler meydana gelir [1,5].

2.1.4 Fosfat Molekiilii

Nukleotidler, nukleozidlerin birer fosfat esterleridir ve
deoksiribontkleotidlerin polimerize olmasi ile DNA, ribonikleotidlerin polimerize

olmasi ile de RNA meydana gelir [1,5].

I Purin Bazlar

| Pirirnidin Bazlar

Sekil 2:Plrin ve Pirimidin Bazlari Pentoz Sekeri Fosfat Molekiili

2.2. DNA Molekiiliiniin Yapisi ve Tipleri

DNA bir polimerik nukleik asit makromolekilll olup nitrojen kapsayan
bazlar, bes karbonlu gekerler ve fosfat gruplari olarak 3 bélimden olusmaktadir
[4,8].
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Sekil 3:DNA'nin Yapisi

Genel olarak, A~-DNA, B-DNA ve Z-DNA olmak (zere uc tip DNA molekilt
vardir. Bunlardan A-DNA ve B-DNA modellerinde sarmal saga doénuslu, fakat Z-

DNA modelinde sola dénusludir [9].

A-DNA: DNA suspansiyon halinde iken ortamdan suyun uzaklastiriimasi
ile (dehidrasyon) veya %70-75 etanol iginde olusmaktadir. Béyle ortamlarda
DNA'da buzllmeler meydana geldiginden, herbir déntse 10.7 baz cifti isabet
eder. Saga donlsli bir omurgaya sahip olan bu tip DNA'da bazlarin birbirine
uzakhigr 0.26 nm ve orta eksenine gére bazlar arasinda 32.7° ‘ik ac! bulunmakta
ve tam donis 2.8 nm kadardir. Bu sarmalin capi 2.3 nm’dir. Biyolojik énemi

bilinmemektedir [4].




B-DNA: Hicrede en yaygin bulunan DNA tipidir ve Watson-Crick
tarafindan onerilen DNA modeli de B-DNA tipindedir. Cift zincirin bir tam

donusunde yapida 10 baz bulunmaktadir [5,9].

Kimyasal olarak sentez edilen yapay DNA molekulleri ancak 1970'lerden
sonra elde edilebilmistir. DNA molekullerinin solusyon igindeki yapilarinin kati
olarak ¢6zUmu ise ancak bu tarihten sonra (1979) mumkun olmustur ve bu

DNA'larin buytk gogunlugunun B-DNA formunda bulundugu ortayé crkariimistir
(5).

Z-DNA: Bazi organizmalarin kromozomlarinda bulunan Z-DNA'nin
omurgasinin yonu sola donuslu ve zigzag'dir [9]. Herbir dénuste 12 baz cifti
bulunur. Bazlar arasi uzakhk 0.37 nm heliks ¢api 1.8 nm'dir. Sentetik DNA
fragmani d(CGCGCG) sol donuslu bir heliks olarak kristalize olmaktadir. Biyolojik
islevi bilinmemektedir. Bazi spesifik proteinlerin DNA'daki G-C'den zengin

bolgelere baglanmas: ile B'den Z'ye dénusebilecegi dusuntulmektedir [4].

2.3. insan Genomu

2.3.1. insan Genomundaki DNA Simiflar

DNA'nin insan genomundaki organizasyonu ¢ok karmasiktir. Genomdaki
DNA'min % 10'dan az bir kismi genleri olusturmaktadir. Toplam lineer genom
uzunlugunun yaklagik dortte Ggluk bir bolumu tek kopya veya 6zgun olup
genomda bir kez temsil edilmektedir. Geri kalan genomun hemen tamami
tekrarlayan DNA bolgelerinden olugsmaktadir. Genomda 50-100.000 genin tek
kopya DNA olarak bulundugu dusunilmektedir. Tekrarlayan DNA kisminin ise

kromozom yapisinin korunmasinda rold aldigi saniimaktadir [4,5].



Tablo 1: Insan genomundaki DNA sinifiari

Genomdaki . ]
DNA Tipi Ozellikleri
Orani
N2qi] a) Birgok geni kapsamaktadir.
Ozgun DNA veya —_— ) Bircok g v
Tek kopya DNA b) Tum genoma dagiimistir.

Tekrarlayan DNA
a) Genler ve diger tek kopya DNA arasinda

I Daginik % 15 dagimistir,
b) Iki ana aileden olusur.(Alu ve L1)

c) Tum genoma dagiimistir.

, a) Yuksek tekrarli diziler.
Il Satellite % 10

b) Birgok aileden olusurlar.

c) Lokalizasyonlari sentromer ve telomer gibi

0zel yerlerdedir.

2.3.2. Satellit (uydu) DNA’s: :

DNA'nin sezyum klorid, yogunluk gradient santrifugasyonunda ana bazlar
diginda G¢ ek bant meydana gelir. Bu bantlarda "CG” igerigi daha az oldugundan
yoguniugu da daha azdir. Bu diziler satellit DNA'si adini alir. insan genom
DNA'sinin  yaklasik %10 kadari satellit DNA'sidir. Satellit DNA’si belirli
kromozomlarin sentromer ve terlomerleri gibi 6zel yerlerde ileri derecede ve cok
sayida yer almaktadir. Ribozomal RNA ve tRNA'yi kodlayan bélgeler satellit
DNA'si iginde yer alir. Minisatellit, mikrosatellit ve makrosatellit olmak tzere 3

tara vardir [4].

2.3.3. Gen Yapisi ve Organizasyonu

Belirli bir baz dizi uzunlugundan meydana gelmis, bir polipeptid zincirinin

veya bir RNA zincirinin sentezinden sorumlu ve bu sentezleri duzenleyen
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regulator ve operator bolge ihliva eden kromozom Gzerindeki DNA dizilerine gen
denilmektedir [5].

insan hiicresinde, ortalama buytklugi 5000 baz ciftinden daha az olan
30.000 ile 40.000 arasinda farkli gen oldugu hesaplanmistir [1]. Genlerin buyuk
bir bélumi, bir ya da birkag kodlamayan bélgelerle bélunarler. Aminoasitleri
kodlamak Gzere sifrelenmis nukleotid segmentine ekson, kodlama yapmayan
kisimlara ise intron denir. insan genomunda DNA sekanslarinin ancak %10u

protein kodladigi saniimaktadir [4].

Genlerin birbirleri ile ve gevre ile etkilesimi ¢ok énemlidir. insanda ilk gen
nakil girisimi 1990'da ABD'de gergeklestirilmistir [6]. Bugun ise calismalari en az
2010 yilina kadar surecegi planlanan ancak 26.06.2000 tarihinde yapilan basin
agiklamasi ile umulandan erken bir zamanda insan genom sifresi aciklanarak.

insandaki 23 ¢ift kromozomun sahip oldugu baz dizisi agiklanmistir.

2.3.4. Genlerin Haritalanma Yontemleri

2.3.4.1. Hucresel Metod

Insan gibi ¢ok hucreli organizmalarin uzun DNA'lari. az sayida soylari
vardir. Bu nedenle somatik hucrelerin bir kismi hizlica ve gok miktarda yeniden
elde edilip incelenebilir. Belirli bir protein sentezleyen genin ¢zel enzimiyle kesilip.
tagtyici vektor ile alici hucreye transfer edilmesiyle. bu alici hucrenin gen
actklamasi saglanmis olur. Bu yontemle genetik degisiklik ve defektin gésteriimesi
mumkin olmustur. Ancak bu yontemle yalnizca gosterilebilen otozomal dominant

genler, soy hakkinda bilgi igin yeterli degildir [10].

2.3.4.2. Molekiiler Metod

Genlerin haritalanmasinin temelinde, DNA'nin belli ve &zel bélgelerinin
kesilebilmesi yatar. Bu kesimi yapan enzimler genellikle bakteri kokenli olup

‘restriksiyon endonukleazlar” olarak isimlendirilir. Bakteriler bu enzimlerle yabanci
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DNA'y1 ya rastgele ya da 6zel baz bolgelerinden kesarek kendilerini viral vaya
baska infektif DNA'lardan korurlar. Restriksiyon endonUkleazlarla 1970'li yillardan
beri genlerin fonksiyona bagli olmadan detayl haritalandiriimalari mumkun

kilinmis ve gen eldesi, ¢cogaltiimalari ve degdistirmeleri yapilabilmistir [4.11].

2.4. Genetik Gesitlilik ve Polimorfizm

Her yeni zigotun anne ve babasinda bulunmayan 100 yeni baz ciftine (bp)
sahip oldugu dusuntlmektedir. Bu degisimin ¢ogu kodlanmayan baz dizilerinde
bulunur. Bu bazlardaki degisim yuksek derecede genetik cesitlilige ve bireysel
6zgulluge yol agmaktadir [1]. Kisi genotipini atasina bor¢lu olduguna gobre,
toplumu meydana getiren genotiplerin, daha dogrusu genlerin cesit ve frekanslari
dnceki kugaklar kadar olacagini kabul eden ve bunlarin sikhdini ortaya koyan
yasaya Hairdy-Weinberg yasasi denir [12]. Bu yasaya gére belli toplumlar icin
bazi allelerinin frekanslarinin istatistiksel olarak hesaplanmalari ile o alelin toplum
igin kimlik tesbitinde yuksek oranda guvenirlilik sagladigr gésterilmistir [13]. Daha
once yapilmis olan bir calismada birbiri ile iliskisiz rastgele secilmis 157 Turk
bireyinde “LDLR, GYPA, HBCG, D7S8 ve Gc lokuslarinda allel ve genotip sikligi
arastinlmis  ve sonuglar Afrika, Amerika ve Kafkas populasyonu ile
karstlastiriimigtir. Tark, Afrika ve Amerika populasyonlari arasinda LDLR. HBCG

ve Gc lokuslarinda gok anlamli farkhiliklar géraimustar [14].

2.4.1. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

llk RFLP tamimi Kan ve Dozy tarafindan 1978 yilinda yayinlanmistir. Beta
globin geni gevresinde yer alan Hpa | enzimi kesim bolgesinden ayni enzimle

kesilerek gdsterilmek sureti ile RFLP klinik uygulamaya girmistir [4].

Bir restriksiyon enzimi tanima bolgesindeki kayip ya da kazanctan dolayi
RFLP'ler yer polimorfizmi (site polimorfizm) adini da almaktadir. Genellikle iki

alternatif parga uzuniuguna sahip olan RFLP'lerin bu ikinci polimorfizmi farkl
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kromozomlar Uzerindeki ki tamma bdélgesi arasinda tandem tekrarlann
sayisindaki degiskenlikle kendilerini gdsterirler [15]. Genel olarak kullanilan DNA

markerleri RFLP'dir [15,16].

DNA Uzerinde hastaliga neden olmayan suskun nukleotid degisimleri
olarak tanimlanan DNA polimorfizmi, bir restriksiyon enzimi kesme bolgesinin yok
olmasina ya da yeniden olusmasina neden olursa. kolaylikla saptanabilirler. DNA
bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta pargalar olusur ve analizlerde degisik
pozisyonlarda goérulurler. Bunlara ‘“restriksiyon enzimi uzunluk polimorfizmleri”
denir [11]. Bugun igin 400'den fazla restriksiyon enzimi tanimlanmistir [17] ve
bunlarin 100 kadar degisik tanima bélgeleri bulunmaktadir. Bu enzimlerin herbiri
DNA (Uzerindeki 4-8 baz ciftlik uzunluktaki ¢zel bolgeleri (tanima bélgesi) tanir ve
bu bélgeden keserler. Kesilen pargalarin uglari endontkleazin tipine gére kunt ya

da yapiskan olur [9].

RFLP analizinin temeli iki ayri alleli tasiyan iki kromozomun biribirinden
ayirt edilmesine ve aile iginde daha énceden hangi kromozomunun mutasyona
ugramig aleli tasidiginin bulunmasina ve risk guruplarinin tesbitine dayanir. Eger
kisi RFLP igin heterezigot ise, o takdirde birey bilgilendirici olarak tanimlanir.
Boylece kromozomlarda, isaretlerin nesilden nesile gecmelerini incelemek

mumkun hale gelir [4].

RFLP analizinde ¢ok farkh teknikler kullaniimakla beraber baslica iki temel
teknik uygulanmaktadir. Bunlardan birisi Southern teknigi digeri ise PCR teknigidir
[5]. Southern blot teknigi zahmetli ve yogun uygulama ve analiz gerektirmektedir.
Buna karsilik PCR ile yapilan polimorfizm analizi Southern blot ile yapilan
polimorfizm analizinden daha duyarli ve daha hizli sonug vermesi bakimindan

Gstanduar [9].

Genetik baglanti haritalarinin yapiimasi genetik varyantlarin kalitsalliginin
orneklenmesini géstermektedir. Genetik haritalar icin RFLP kullaniiabilmektedir,

gunkd farkh buykltklerde fragman, kisilerde kalitsaldir [11).
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2.4.2. Degisken Sayida_Ardisik_Dizi_Polimorfizmi (VNTR-Variable Number

Tandem Repeats polymorphisms)

Iki restriksiyon enzimi kesim noktasi arasinda bulunan ve ard arda
(tandem) tekrarlayan (repeat) farkh sayida (variable) DNA dizileridir. Bu diziler 2-
60 nukleotid uzunlugunda olup, bir lokustaki alel sayisinin 2-20 arasinda degistigi

gozlenmistir [4,17].

Ard arda tekrarlayan diziler (VNTR) ilk defa RFLP analizleri ile ortaya
konmustur. DNA profil ¢ikariimasinda kullanilan bu degisken bélgeler insan
DNA'sinin heterozigotluk seviyesinin fazlaligi ve alellerin sayisi hakkinda oldukca
fazla bilgi vermektedir [18]. Heterozigotiugun fazla olusu bu dizilerin bir
isaretleyici olarak kullaniimasini da saglar [19]. Polimorfizmin kisa bir DNA
dizisinin ardarda tekrarlama sayisina bagll oldugundan pek ¢ok kisi bir lokusta
heterozigot olabilir [17]. Bazi VNTR lokuslarinda 14 ile 500 tekrar sayisina ve
80'den fazla alele rastlanmistir. Southern Blot teknigi ile radyoaktif materyale
gerek duymadan D1S80 ve D17S30 VNTR lokuslar ile yapilan ve oligonukleotid
primerleri kullanilan DNA parmak izi PCR c¢alismalarinda, bireysel ayirt edicilik
tespit edilmistir [20]. Bu ydntem o&zellikle adli tip uygulamalarinda ¢ok

kullamimaktadir [21].

2.4.3. Mikrosatellitler

Birgok Okaryotik genomda bulunan basit dizilerdir. Bunlar genellikle 100
bp'den daha kisa ve benzersiz dizi olduklarindan kolaylikla cogaltilirlar ve
klonlanmasi da kolaydir. 4-20 bp motifleri gésteren 400'Un Uzerinde mikrosatellit
tanimlanmigtir. Yapilan hesaplamalara goére; tum insan genomunun hemen her 6
kbp'lik bir ortalama ile gorulmesi halinde, toplam olarak 745 kbp'ini
kapsamaktadir. Insan tekrarlama motifleri A, AC, AAAN, AAN veya AG
seklindedir. AC tekrarlari, hemen her 30 kbp'da bir olusur ki; en sik kullanilan
mikrosatellit tipidir [22]. Bu yéntemde &ncelikle, secilen genom bélgesi dizi

vektorlerine sik kesen enzimlerle baglanirlar (Alu 1, Rsa 1, Hae 111) ve basit tekrar
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oligonukleotidleri ile hibridize edilerek pozitif klonlar dizi analizine tabi tutulurlar
[4,23].

Mikrosatelitler, kalitim haritalarinin c¢ikarilmasinda, adli tipta. babalik

tesbitinde, kemik iligi transplant takibinde kullaniimaktadir [24,25].

2.4.4. Kisa Ardisik Tekrarlar (STR)

Kisa ardisik tekrar dizileri [Short Tandem Repeats (STR)] genetik
kimliklendirme g¢alismalarinda yaygin olarak kullaniimaya baslanmistir [26-30].
Insan genomunda bu tipte 2-7 bp'lik tekrarlar cok yaygindir [18.31]. STR
lokusunda tekrar sayisindaki degisiklige bagli polimorfizm seviyesi yukselir [22].
Kisa ardisik 12 farkli tekrar lokusu ile 151 Kafkasli'nin genotip ve allel sikhdinin
gosterildigi bir galismada bu yéntem, ¢ok duyarl ve ayirt edici bulunmustur [31].
Polimorfik 4 STR lokusunun (HUMOSFIPO, HUMTPOX, HUMTHOI,
HUMVWFA31, HUMF13A01, HUMFESFPS, HUMBFXIlI ve HUMLXPOL) PCR
¢ogaltim Grnleri, flioresan verme niteligine sahip cok yonlu STR sistemleri ile
tekrar Gretilebilen, adli kimlik ve diger genetik analizler i¢in ¢ok uygun DNA profil

metodunu olusturmustur [30].

2.4.5. PCR’In kesfi ve kullanimi_ile DNA Polimorfizminin Kisa-Rastgele Tek

Primerler Kullanilarak Gésterilmesi

Kary MULLIS'in bulusu olan ve kendisine 1993 yilinda NOBEL &dulu
kazandiran PCR, nukleik asitlerin in vitro ¢ogaltimasini sagdlayan bir yontemdir.
Ik kez 1985 yilinda bilim dunyasina sunulan PCR hem arastirmada hem de klinik
laboratuvarlarda tanida yeni bir ¢igir agmistir [4,32]. Hucre icinde gerceklesen
DNA replikasyonu PCR ile tup iginde taklit edilmektedir. 1990'li yillardan itibaren
kisa, tamamen rastgele primerler kullanilarak, genis bir tur gesitliliginden alinan
genomik DNA'larda polimorfizm calismalari yapiimis ve soya ¢zel genomik DNA
yapisinin polimorfik kiyaslamalarla tanimlanabilecegi gosterilmistir. Bu yonteme.

DNA cogaltim parmak izi (DNA Amplification Fingerprinting) veya diger adi ile
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rastgele primerlerle gogaltiimis DNA (Random Amplification Polimorfic DNA )
metodu denilmektedir [16,33,34].

Bu teknikle bir DNA hedefini 10°-10'"* arasinda cogaltmak mumkundur.
Yontemin temeli ¢gogaltiimak istenen boélgenin iki ucuna 6zgu, bu bdlgedeki baz
dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligonukleotid primer (18-20 baz uzunlugunda)
kullanilarak;, bu iki primer ile sinirlandirilan  bdélgenin  enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir [4]. PCR teknigi ¢ok az miktarda DNA ile calismaya
olanak saglamakta, laboratuvar tanisinda g¢ok buytk bir hiz ve kesinlik

kazanilmaktadir, ayrica radyoaktivite kullanimini da gereksiz hale gelmistir [34].

PCR yoéntemi ile DNA'nin gogaltiimasi icin karisimda, c¢ogaltilacak olan

kalip DNA, kalip DNA'dan c¢ogaltiimasi planlanan bélgenin iki ucundaki DNA

3" ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan isiya dayanikl DNA
polimeraz, sentezde kullanilacak olan deoksiribontkleotid trifosfatlar (dNTP).
polimerazin calismasi igin gerekli tampon gorevi yapacak maddeler ve tuzlar
(genellikle tris ve KCI), enzimin ¢alismasi igin gerekli kofaktér olan Mg ** iyonlari

yer almalidir:

PCR U¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir déngi halinde (devri-
daim) tekrarlanmasi ile gergeklestirilir. Denaturasyon 94°C'ye dek 1sitilan DNA'nin
iki zincirinin birbirinden ayrilmasi. Annealing (yapisma). sicakligin dusurtimesi ile
primerlerle gogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan ve primerlerle dzgul eslesme
saglayan bolgelerin primerlerle hidrojen baglari kurmasidir. Primerlerin ozgul
olarak baglamasi igin kullanilan sicaklik genelde 40-70°C  arasinda
degisebilmektedir. Primerlere nikleotid eklenmesi, karisim DNA Polimeraz'in
calistigr optimum sicakliga getirildiginde, primerlere baglanmis olan enzim 3'

ucundan kalip DNA'ya uygun nukleotidleri ekleyerek DNA sentezini gerceklestirir.

Bu G¢ basamak bir dongluyu olusturur ve her tekrarlanista iki primer
arasinda kalan 6zgul DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur
[35,36].
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2.4.51. PCR elemanlar

DNA, PCR reaksiyonuna tek veya ¢ift zincirli olarak eklenebilir. DNA'nin
uzunlugu énemli bir faktér olmamasina karsin eger DNA'yl seyrek olarak kesen
(sa I veya Not I) bir restrikted enzim ile kesilirse, o takdirde sonu¢ daha basarili

olur.

Oligonukleotidler genellikle PCR'da 1uM konsantrasyonda bulunur ve bu
miktar 30 siklusluk bir PCR igin yeterlidir. Yuksek konsantrasyonda olmalari
halinde ektopik noktalara yapisma olabilir ve boylece istenen hedef DNA disinda
boélgelerde ¢ogalmaya baslar. Eder yeterli konsantrasyonda degilse bu takdirde
PCR Grand ¢ok azdir. PCR'da uzun oligonukleotidler kullanilirsa poliakrilamid jel
elektroforezi gerekebilir.

Bazi DNA polimerazlarda 3'-5' ekzontkleaz aktivitesi vardir. Bu 6zellik
‘proofreading” olarak tamimlanir. Proofreeding. selektif olarak uygunsuz yapisan
nukleotidleri dogru olanla yer degistirme 6zellikleri tasir. Tag DNA polimerazin
optimal termal aktivitesi 55-75 ° C'dir. Sicaklik arttik¢a ortaya ¢ikacak hata orani
da artacaktir.

PCR siklus sayisinin arttirimasi ile de hata orani artar. Bir PCR

reaksiyonunda 35-45 siklus yeterli goruimektedir [4.35.36].

2.452. PCR Kullanim Alanlari

PCR'in kullanim alanlari su sekilde siralanabilir.

¢ Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi,

e Prenatal tanida,

e Kilinik érneklerde patojen organizmalarin saptanmasi,
e Adli tipta,

e Onkogenesisin arastiriimasinda,
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e Prob’larin olusturulmasinda, klonlamada, gen ekspresyon

arastirmalarinda,

e DNA dizi analizinde, baylk  miktarda DNA  6rneklerinin

olusturulmasinda,
o Bilinmeyen dizilerin tayininde,
e Gegmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda,
e Restriksiyon parga uzunluk polimorfizm analizinde,

o Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede implantasyon éncesi genetik
testlerin yapiimasi ve sonra implantasyon gergeklestiriimesi ile bebegin

normal dogmasinin saglanmasinda,

o DNA protein interaksiyonunun aragtirimasinda  (footprinting)
kullanilabilmektedir [4,8,11,34,37-39].

2.4.5.3. PCR'in Kimlik Tanimlanmasinda Kullaniimasi

PCR &ncesinde molekiler sistematige yaklagim oldukea farklyd: [4]. DNA
parmak izi yénteminden 6nce kisilerin kimlik tesbiti ile ebeveyn/akraba tayininde
Landsteiner’in ilk kez tanimladi§i ABO kan gruplari ile daha sonra kesfedilen Rh,
M,N, Kelly, Duffy, Lewis gibi kan grublari, HLA doku antijenleri, antikorlar, protein
kompleksleri, haptoglobulinler ve PGM (fosfo-glukomutaz) gibi kan ve enzim
sistemleri  kullaniimigtir. Kana kimlik kazandiran bu yéntemlerin bireyselligi
belirleme orani kigiye 6zel DNA yapisinin ortaya ¢ikariimasi tekniginin yaninda
¢ok az glvenilirdi. DNA profilinin 6zgullugl istatistiki terimlemede o kadar
blyUktdr ki dinyadaki insan sayisi bu rakam yaninda kiguk kalir. Mesela birbiri
ile iligkisiz iki bireyin ayni DNA dizisini paylasma sansi trilyonlarda birdir, hatta bu
kardesler arasinda bile onmilyonda birdir [1,4,12]. Paabé ve arkadaslari yaklasik
2500 yillik bir mumyadan, bazi bilim adamlari 7000 yillik bir beyinden, diunyada
ornegdi kalmamig Mamut ile Guagga'dan elde edilmis DNA'lari inceleyerek gecmisi
gunumuzde degerlendirmiglerdir. Evrimin aydinlatimasinda degerlendirilen bu

calismalarda evrimin yavas oldugu ve insan genetik yapisindaki % 0.4lik
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degigiklik icin yaklagik bir milyon yillik bir sirecin gecmesi gerektigi gercegi
goralmustar [4].

Son yillarda adli tip ve kriminal arastirmalarda PCR teknidi ile DNA
tiplendirmesi standart bir laboratuvar teknigi olarak giclu bir yéntem olmustur
[3,20,32,38-41]. Kompleks genomlarin basit ve Gretilebilir parmak izleri, dnceki
dizi bilgisine gerek duyulmadan, rastgele secilmis primerler ile PCR yéntemi
kullanilarak karakterize edilebilmektedir [8,16,33,42-44]. Bu konuda ilk calismalar
Caetano ve arkadaglar [7] tarafindan yapiimistir. Herhangi bir 6n bilgiye sahip
olmadan, kisa rastgele primerler ile DNA polimorfizmi gésterilmistir. Organizmalar
arasindaki genetik farkliliklari bulmak icin, insan, viris, bakteri, mantar, bitki ve
hayvan orjinli DNA’lar en az 5 en fazla 21 nukleotid uzunlugundaki
oligonukleotidler primer olarak kullanilarak , bir genomun ayri ve sinirh parcalari
codaltiimigtir. Bu yaklagimla her primer, amplifikasyon triinlerinin karakteristik bir
boIimUnG Gretmig, bdylece organizmanin genomik DNA’sinda yuksek oranda
tekrar Uretilebilen parmak izleri elde edilmistir [6]. Bu metot ile Gkaryot ve
prokaryotlar arasindaki polimorfizmin, DNA parmak izlerindeki polimorfizmin
kiyaslanmasi ile tanimlanabilecegi gésterilmistir [15,42]. PCR teknolojisi, adli tibbi
tamamen degistirmistir. Bir viicut hiicresinin DNA icerigi kadar, kigUk bir parcasi
6zel, bireysel isaret vermek icin yeterlidir. insana ait biyolojik érneklerden elde
edilen DNA'nin belirli bazi bélgelerinin incelenmesi ile “barkod” niteliginde bir
sonuca ulagilarak elde edilen DNA profili, tek yumurta ikizleri diginda kisiye
OzgUdur.Ayni insana ait her hiicrenin DNA’sI ayni oldugundan, hangi doku yada

biyolojik siviyla ¢aligilirsa, ¢alisilsin elde edilen DNA profili de aymdir [45,46].

2.5. Agaroz Ve Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Elektroforez, agaroz veya poliakrilamid jele elektrik akimi uygulandigi
zaman negatif elektrik yOkli DNA veya DNA parcalarinin nétral pH'da anoda
dogru gégmesi esasina dayanir. Bu gécme hareketinin miktari bazi degiskenlere

baghdir.
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Molekdlin Bayukliga: Buyuk molekuller yavas hareket ederler gunki

kuguk agaroz deliklere girme kabiliyetleri az ve surtinmeleri fazladir.

Jel Konsantrasyonu: Jel konsantrasyonunun artmasi ile ¢6zme guci
(Resolving Power) artar. Ornegin % 0.3'luk jel 5-60 kb'lik DNA'yI
¢ozerken, %2'lik jel 0.1-2 kb'lik DNA'y1 ¢ozer.

DNA’nin Sekli. DNA superheliks, sirkuler ve lineer olmasina gére
farkli hareket eder. Ornegin superheliks DNA. lineer DNA'dan hizli

hareket eder.

Voltaj: Yuksek voltaj agir fragmanlarin hareketini artirir. ama bu etki
jelin molekUlleri ayirma gucunt dusurur. 2 kb'dan daha buyuk

parcalarin ayrilmasinda jelin cm’'si basina en fazla 5V kullaniimahdir,

Elektrik Alani: DNA molekult 50-100 kb'dan buylikse agaroz jel
icerisinde yurimesi igin ayni seviyede direk elektrik akimina ihtiyac

vardir.

Baz sirasi ve Sicaklik: Akrilamid jellerin aksine agaroz jel
elektroforezi bu degiskenlerden pek etkilenmez. Normalde 4-30
°C'de, genellikle de oda sicakliginda elektroforez yapilabilir.
%0.5'ten daha az agaroz igeren veya dusUk I1sida eriyen agarozla

hazirlanmis jel elektroforezinde 4°C kullaniimalidir.

DNA Bazlari Arasina Girmis Boya Varlidi: Etdyum bromar flioresanl
bir boyadir.Bir kisim negatif yuki nétralize eder. Agaroz ve
poliakrilamid jelde DNA'min hareketini % 15 azaltir. Bunun icin
etidyum bromurtn kritik konsantrasyonu 0.1-0.5 mg/m| arasinda
olmalidir. Yine etidyum bromr kanser etkeni oldugu icin bu madde

ile bulagik tim kaplar kullanilip atilabilen cinsten olmalidir.

Elektroforez Tamponunun Igerigi: DNA'nin elektroforetik hareketini
tamponun igerigi ve iyonik gucu belirler. iyonun yoklugu elektrik
iletkenliginin en az olmasi ve DNA'nin ¢ok yavas hareket etmesine

neden olur. Eger iyon yogunlugu cok fazla ise iletkenlik ¢cok artar ve
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belirgin miktarda 181 enerjisi ortaya ¢ikar Boylece jel erir ve DNA

denature olur.

Gift sarmal DNA igin birkag gesit tampon vardir. Bu tamponlar etilendiamin
tetraasitik asit (EDTA) (pH 8.0) ile, tris-asetat (TAE), tris-borat (TBE) veya tris-
fosfatin (TPE) ortalama 50mM (pH 7.5-7.8) yogunlugundaki karisimlari ile
olusturulur. Tamponlar genellikle oda sicakhiginda saklanir. En ¢ok kullanilan TAE
tamponu, TPE ve TBE'den daha ucuzdur, ancak TBE ve TPE'den tampon

kapasitesi daha azdir.

PCR ile elde edilen drunler oranj-G ile karistirilarak agaroz jel
elektroforezinde ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum bromur ile boyanarak U.V.

Isik kaynaginda floresans vererek gérunar hale getirilir [35].



3. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma deneysel ve tanimlayici tip bir arastirmadir. Deneyler akraba
olmayan saglikh toplam 135 gonulliden elde edilen kanlardan ayristirilan DNA ile
yapilmistir. Kan vermek gonullulik esasina dayandiqi icin ¢alismada herhangi bir
orneklem hacmi ve yoéntemi kullaniimamistir. Deneylerin timdU Farmakoloji ve
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dallari'ndaki mevcut imkan ve aletler
kullanilarak gergeklestirilmistir.  Sarf edilen kimyasal maddeler Gaziantep
Universitesi Arastirma Fonu Saymanhigi tarafindan saglanmistir. Calismaya
baslamadan 6nce belirtilen Anabilim Dallari’'nin kendi arastirmalari incelenerek bir
on egitim alinmis, daha sonra bu arastirmaya gecilmistir. Ayrica pilot veya diger
on calisma yapilmamistir. Elde edilen PCR Grunleri UV. altinda gérunur hale
getirilmis ve fotograflari c¢ekilmistir. Kimyasal maddeler kisith miktarlarda
alindigindan ancak belirtilen sayidaki kisinin DNA's incelemeye alinmis. bdylece
deneyler bunlarla sinirl tutulmustur. Calisma laboratuvar olanaklarinin sunuldugu
Anabilim Dallari'yla koordineli bir sekilde organize edilmis ve yuratalmustar.
Calismada kullanilan kimyasal maddeler. cozeltiler ve aracglar asagida

sunulmustur:

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Agaroz (lot no: 031216PR, Prona, Ispanya), Amonyum asetat ( Sigma. Steinheim).
DMSO((Dimethyl sulfoxide) Sigma, Steinheim), DNA Taq polimeraz (Fermentas.
Lithuania), DNTPs (2mM) ( Fermentas, Lithuania), Etanol 96 vol (%100) (Carlo



Erba, Radona ), Etidyum bromur (Sigma, Steinheim ), Marker 100 bp (DNA
Ladder Plus) (Fermentas, Lithuania), MgCl, (25mM) (Fermentas. Lithuania).
Orange-G Tozu (Merck, Damstadt), Proteinaz K (Boehringer. Mannheim).
Sodyumdodesilsulfat (SDS) (Sigma, Louis). TBE tamponu (Sigma. Steinheim).
Tris-EDTA tamponu (Sigma, Steinheim), Oligonukleotid Primer 1 (8 bp'lik)
(Fermentas, Lithuania ), Oligonukleotid Primer 2 (10 bp'lik). (Fermentas.

Lithuania).

3.1.2. Cozeltiler

Buffer 10XPCR Nonidet P40 (% 0 8) KCI (500 mM )
Tris HCI (100 mM. pH 8 8)

Buffer((NH,),SO,) 10XPCR (NH4),SO. (200 Mm) Tween 20 (%0.1)
Tris HCI (750 mM. pH 8 8)

DNTPs Gozeltisi DATP (0,002 mol/L) DCTP (0.002 mol/L)
DGTP (0,002 mol/L) DTTP (0.002 mol/L)
Etidyum bromiir ¢ozeltisi 10 mg/ml
NLB(Niicleus pargalama tampon ¢ozeltisi) Tris HCI (10 Mm)
NaCl (400 mM)

Na,EDTA (2mM)

Oranj-G ¢o6zeltisi Fikol (%20) pH=7.5 Tris (0.01 mol/L)
Orange-G (1mg/ml)
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SDS ¢ozeltisi Sodyumdodesilsulfat (200 g/L)  pH=7.2
TBE gozeltisi Tris (0.9 mol/L) Borik asit (0.9 mol/L)
EDTA (0.025 mol/L) pH = 8,0-8.3
3.1.3. Araglar
Isi Ayarlayici Genius Cambridge
Elektroforez Tanki E-C App.Corp Newyork
Elektroforez Gug Kaynagi Bio Rad Power Pac1000 California
Video-Grafik Printer Sony Koeln
Goruntuleme Sistemi VilberlLourmat Torcy
Mikropipet Takimi Eppendorf Hamburg
0.2ml'lik Santrifuj Tupleri Eppendorf Hamburg
Sog.Santrif( Selecta Barcelona
inkubater Biometra Gottingen
Hassas Terazi Shimadzu Kyota
Mikrodalga Firin Arcelik Istanbul
Buzdolabi Arcelik Istanbul
Manyetik Karistiric Labinco Hollanda
Vorteks Labinco Hollanda
3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

Toplanan kanlarin -20°C'de kan hucreleri parcalandi. 2.5 ml kan Gzerine 10

ml soguk steril distile su ilave edildi. 2-3 dakika boyunca ters duz calkalandi ve
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2000 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Ust sivi yavagca dokulerek kalan ¢okelti
tzerine 6,5 ml soduk saf su eklendi ve érnekler hizli ¢alkalanma ile 2000 rpm’de
10 dakika santrif(jj edildi. Yeniden Ustte kalan sivi dokilerek pelet Gzerine 0,75 ml
NLB (nukleus pargalama tampon g¢ézeltisi), 37,5 pl Proteinaz K (10 mg/ml) ve 50
ul SDS (% 10 sodyumdodesil stifat) ilave edildi. Tupler hizli calkalama ile
37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra tzerlerine 0,5 ml amonyum asetat ilave
edilerek 30 saniye hizla calkalandi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletilen
drnekler 3500 rpm’de 15 dakika santriftj edildi. Ustte kalan sivi bir bagka tlpe
alindi ve ¢okelti atildi. Ustte kalan sivi Gizerine iki kati hacimde saf etanol (% 100)
konularak DNA ¢okturildi. Otomatik pipet ucuyla alinarak, igerisinde 250 pl TE
tamponu bulunan eppendorf tuplerine konuldu. DNA &érnekleri 24 saat oda

sicakliginda bekletilerek goziinmeleri sadlandi ve +4°C’de saklandi [36].

3.2.2.PCR Protokolleri

3.2.3.1. PGR1

1 6rnek igin:
2,5 pl(2mM)dNTPs,
25 ul 10xPCR Buffer,
1,5  pl(25mM) MgCls,
1 ul primer,(8 bp’lik 1. Primer (CGCGCCGG))
0,15 ul Tag DNA polimeraz
1,25 pl DMSO
16,1 pl H,O
Toplam 25,0 ul karisim hazirland.

3.2.32. PCR2
1 érnek igin:
25 pl(2mM)dNTPs,
2,5 ul 10xPCR Buffer, ((NH4).SO4h)



1.5  pl(25mM) MgCl,,
1 ul primer, (8 bp'lik 1. Primer (CGCGCCGQG))
0,15 pl Tag DNA polimeraz
1,25 ul DMSO
16,1 ul H0
Toplam 25,0 ul karisim hazirlandi.

Birinci ve ikinci PCR karisimlari ince ceperli 0.2 ml'lik eppendorf tuplere
25yl oraninda konuldu ve karisim Uzerine 1ul DNA eklendi. Isi ayarlayici 1 déngi
94 °C'de 2 dk denaturasyon, 35 déngt 94°C'de 1dk denattrasyon. 40 °C'de 1 dk
annealing, 72 °C'de 2 dk uzama ve son olarak 1 dongu 72 °C'de 7 dk uzama
olarak programlandi. Déngulerin tamamlanmasiyla olusan PCR Gruntnden 15 pl
alinarak Oranj-G solUsyonu ile karistirildi ve ornekler %2'lik normal agaroz jelde
olusturulan kuyucuklara pipetle yerlestirildi. Bantlari belirlemek icin Marker 5
kullanildi. Ornekler igerisinde %1 etidyum bromurlii TBE (tris borik asit EDTA)
tamponu bulunan elektroforez tankinda 100 volt akimda 80 dk yurutaldo. UV
géruntuleme sistemi yardimiyla PCR Urunlerinin - bantlasan fragmanlarinin

fotograflari ¢ekildi (Sekil 4).

3.2.3.3. PCR 3

1 6rnek igin:
25  pl(2mM)dNTPs,
25 ul10-PCR Buffer,
1.5  pl (26mM) MgCl,,
1 ul primer (10 bp'lik 2. Primer (TGCCGAGCTG))
0,15 pl Taq DNA polimeraz
1,25 pl DMSO
16,1 ulH,0
Toplam 25,0 pl karisim hazirlandi.



26

3234 PCR 4
1 6rnek igin:
25 pl(2mM) dNTPs,
2,5 pl10-PCR Buffer, ((NH4),SO4')
1,5 pl (25mM) MgCl,,
1 ul primer (10 bp'lik 2. Primer (TGCCGAGCTG))
0,15 pl Tag DNA polimeraz

1,25 ul DMSO
16,1  ul H,O
Toplam 25,0 pl karisim hazirland.

Uglinct ve doérduncu PCR karisimlar ince ceperli 0.2 mllik eppendorf
tiplere 25 pl oraninda konuldu ve Gzerine 1pl DNA eklendi. Isi ayarlayici 1 déngu
94 °C'de 2 dk denatirasyon, 35 dongu 94 °C'de 1dk denaturasyon. 40 °C'de 1 dk
annealing, 72 °C'de 1 dk uzama ve son. olarak 1 déngu 72 °C'de 7 dk uzama
olarak programlandi ve PCR urunlerine uygulanan elektroforez islemi 1. ve 2.
PCR protokolindeki gibi yapildi ve UV géruntiuleme sistemiyle DNA'larin
fotograflari ¢ekildi (Sekil 5).

3.2.3. % 2'lik Agaroz Jel Hazirlanmas

Bir behere aktarilan 150 ml 1«TBE tamponuna 3 g normal agaroz ilave edildi.
Mikrodalga firinda 1-2 dakika tutularak ¢ézinmesi saglandi. Manyetik karistiric
da tutulup iliyinca igerisine 15 pl etidyum bromur eklendi, Buyuk tankta kuyucuklar
icin taragin kuguk disleri kalip kullanilarak donduruldu. Buzdolabinda 1-2 saat

tutularak PCR Grana elektroforezi icin kullanildi,



4. BULGULAR

Calismamizda 135 drnekten alinan kanlardan DNA izole edilmistir. Elde
edilen DNA'larin hepsi 8 bazlik (CGCGCCGG) kisa rastgele primeri ve iki farkl
PCR reaksiyon protokolu ile gogaltiimistir. 8 bazlik primer ile yapilan birinci PCR
uygulamasinda 135 DNA'min hepsinden bant elde edilerek %2’lik agaroz jelde
10xTBE tamponlu elektroforezde 3 kbp'lik isaretleyici kullanilarak yGrtiimustor.
Elde edilen bantlar goruntileme ekraninda tek tek sayilarak isaretleyiciye gore
seviye farklari degerlendirilmistir. Bu siniflanmis verilerin aritmetik ortalamalari
hesaplanmigtir. En fazla 15, en az 4 olmak Uzere ortalama 9 belirgin bantin 500
bp ile 1500 bp arasinda yogunlastigi gozlenmistir. Kisiler arasinda %61.5
oraninda ayirt edicilik tesbit edilmistir. Ayni primer ile yapilan tek degiskenli ikinci
PCR uygulamasinda en fazla 16, en az 5 olmak Uzere ortalama 10 belirgin bant
gozlenmistir. Kisisel ayirt edicilik %86.7 oraninda tesbit edilmistir. Deneme
yanilma yéntemi ile amonyum sulfath tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
calismalarda daha net ve verimli sonuglar elde edildigi tespit edilmistir. PCR
karigsimindaki tek tampon ¢ozeltisi farkliliginin yani 10<-PCR tampon cozeltisi ile
10xPCR ((NH4)2S04) amonyum sulfatli tampon ¢ézeltisinin ayni DNA. ayni kisa
rastgele primer ve ayni PCR protokolu kullanilarak ortaya koydugu kisisel ayirt
edicilik ve her iki yéntemin tek yontem olarak degerlendirilebilmesi avantaji bize

kigisel ayirt edicilik oraninda %92 basari saglamistir (Sekil 4).

. Bu yontemle akraba olmayan 135 kisinin DNA parmak izi cikariimis.
yanlizca 11 kiside bireyler arasi kesin ayirim yapilamamistir. Bunun sebebi izah
edilememekle birlikte muhtemelen bu bireyler akraba olmadiklarin soylemelerine

ragmen akrabadirlar veya DNA tuplerinde bulasma vardir.
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Sekil 4A

Sekil 4B
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Sekil 4: PCR reaksiyon sartlari amonyum sulfat ihtiva eden (PCR 1a) gruplari ile
amonyum sulfat intiva etmeyen (PCR 2b) gruplari A) Ornekler; 1a-4a ile 1b-4b, B)
Ornekler; 5a-10a ile 5b-9b, C) Ornekler; 10a-15a ile 10b-15b.

Ayni. DNA’lar ikinci 10 bazlik (TGCCGAGCTG) kisa rastgele primeri
kullanilarak ayni ve farkli PCR reaksiyon protokolleri ile cogaltilmistir. PCR
kosullarinin izin verdigi uygun amonyum stlfatli ((NH,),S0.)) tampon cézeltisi,
taq polimeraz aktivitesini arttirarak sonugta anlamli bir geligme gosterir dusuncesi
ile 2. Grup PCR reaksiyonunda da kullanildi. Elde edilen cogaltim triinlerinde
kullanilan 10xPCR tampon ¢ozeltisi ile 10xPCR ((NH,),SO4) amonyum suilfatli
Atampon ¢ozeltisi farkliigina ragmen, birinci PCR protokolinde kisisel ayirt edicilik
tesbit edilemeyen 11 kisi de dahil olmak Uzere bantlar benzer olarak

degderlendirildi, kigisel ayirt edicilik tesbit edilemedi. (Sekil 5).
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Calismamizin basinda ayni kisi DNA'st icin her iki farkli primer dizisi ile kisgi
farlihgini géstermeyi amaclarken yaptigimiz deneyler bizi tek primer kullanarak
yanlizca tampon c¢ozeltisi farkhligr ile spesifik verimli ve farkli sonuglara

goturmustar (Sekil 4)



5. TARTISMA

Gunumuzde molekuler biyolojik yontemlerle en kugik delillerden dahi
yararlanarak bireysel farkliik 6ne ¢ikarilmakta ve toplumdan farkli olan
belirlenebilmektedir [4]. Tibbin molekuler duzeyde ilerledigi gunumuzde DNA
parmak izi teknigi ile DNA baz dizilimindeki degisimler ve bireyler arasindaki
genetik farklilik tayin edilebilmektedir [17]. Genetik sifremiz DNA. kan. kan lekesi.
semen, semen lekesi, organlar, dokular, kemik. dis, sag, tirnak. tukaruk. idrar ve
diger biyolojik sivilar gibi c¢ekirdek igeren tum biyolojik materyalden. hatta
postmortem degisime ugramis analiz igin uygun olmayan dokularda dahi.
gunumuzde basarili bir sekilde izole edilip tiplendirilmektedir [2.25.47-50]. DNA
eldesi igin en uygun kaynak sivi kan, sperm, tukurtktur.Yapilan calismalarda
DNA en ¢ok semenden, en az tukurtkten elde edilmistir [2,45]). DNA parmak izi.
geleneksel parmak izinden daha guglu bir ayirim ve uygulama teknigidir. Cunku
bir olay yerinde failin parmak izi her zaman bulunmaz. Halbuki biyolojik bir
kalintiya (sag, kil, tikaruk, sperm, idrar, kan yada bunlarin lekelerine) rastlanmasi
daha buyUk bir olasiliktir. Dolayisiyla batin bu biyolojik delillerden de gunumuzde

DNA izole edilerek profillemek mumkundur [2,4].

DNA parmak izi teknigi bireysel kimliklendirme. babalik tespiti. baglant
haritas), antenatal tani, cinayet olgularinin aydmlahlma‘sL toplu kazalarda
kimliklendirme, hastalik lokusu lokalizasyonu, genetik farkhlik, molekuler arkeoloji
ve epidemiyoloji olgularinda yaygin olarak kullaniimaktadir [2,7,15.41,42.46.51-
53]. DNA parmak izi teknigine birgok farkli yaklasim metotlari arasinda en ucuz ve
kolay, uygulanim yolu olan ayrica normal laboratuvar sartlarinda calisilabilen.
keyfi secilmis oligonukleotid primerleri ile PCR teknigi bu avantajlari ile ¢alismada

oncelik almistir. PCR tekniginin hassasligi ve elde edilen DNA'y1 amplifiye etmeye
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muktedirligi ve az miktarda kuguk numune miktarlar ile adli laboratuvarlarda
profile edilen DNA igin analitik bir metot elmustur [18). Bu calismada basit ve hizli
olan DNA'nin elde edilebilecegdi her 6rnege uygulanabilecek bir metot uyguland.
Primer segiminde calismaya referans olarak. Caetano ve arkadaslarinin [6]
uygulanabilirligini test ettigi primerleri alindi. 8 bp'lik primer ile daha basaril
sonuglar elde edilirken, 10 bp'lik primer ile elde edilen bantlarda bireysel ayirt
edicilik tespit edilemedi. PCR ile DNA g¢ogaltiimasinin basarili olmasinda en
6nemli etkenlerden biri primerlerin dogru segimidir [16,43]. Primerlerin uzunlugu.
nukleotid igerigi gibi etkenler sonucu degistirmektedir. Primer se¢imindeki amagc
¢ogaltilan PCR pargasinin  uzunlugunun degisiminin  polimorfik 6zellikten
kaynaklanabilecegidir ki bu durumda elde edilen veriler mukayese edilebilir. Bu
calismada 8 bazlik "CGCGCCGG" primeri ile yine bu primerle netlik kazanmayan
durumlarda bagka bir primerle yapacagimiz ¢alismada bireysel ayirt edicilik adina
basarimiz ne olabilir dustuncesi ile ayni DNA 6érneginde 10 bazlik
“TGCCGAGCTG” primeri kullanildi. Ancak yaptigimiz calismalar sonucunda en
optimal kosullara ragmen bu primer ile ayirt edici bantlar elde edilemedi. Bu bizi
kullandigimiz tag DNA polimerazin ya da primer dizisinin ¢alismamiz icin 6zgul
olmadigr kanisina vardirdi. Sonug olarak 8 bazhik primer ile elde edilen DNA
parmak izinde yUksek oranda ayirt edicilik elde edilirken, 10 bazlik primer ile
insan genomu Uzerinde ayirt edicilik elde edilemedi. 8 bazlik primer dizisi ile

sinirli, net ve 6zgun bantlar elde edildi (Sekil 4, Sekil 5).

Yine benzer sekilde rastgele segilmis primer dizisi baz uzunlugu ile
amplifikasyon yetenegi arasinda korelasyon ya da tezat iliskiye dair bircok
calisma yapilmistir. Williams ve arkadaslarinin [16] yaptidi calisma da. her primer
nukleotid dizisi sinirlamalar iginde segilmis ve her primer tek baz degisikliklerine
gore ayrilmistir. Yapilan galisma ile tek baz degisikliklerinin, bantlarin diziliminde
tam bir degisiklige sebep olacagdi sonucu desteklemistir. Bu calismada baz ve sayl
icerigi degisik 8 baz uzunlugundaki primer ile daha fazla ve daha 6zgun bantlar

elde edilirken, 10 bazlik primer ile nisbeten daha az bantlar elde edildi.
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1994 yilinda Zhang ve arkadaslari yeni bir PCR tampon ¢cozeltisini
kullanmislar. Standard bufferdan KCI igermeyisi ile ayrilan bu tampon cozeltisi ile
yUksek verimi, Ureyebilirligi ve spesifikligi ile tatmin edici amplifikasyon Grinleri
elde etmiglerdir [54]. Moretti ve arkadaslari ise 1998 yilinda yaptiklari calismada
baglangicta inaktive olmasi nedeni ile reaksiyon hazirlama, PCR isi dengesi ve
otomosyonuna kolaylik saglayan, Ampli Taq Gold DNA polimerazi kullanarak elde
edilen amplifikasyon Gran  verimi  ve spesifitesinde anlamli  gelismeler
gostermislerdir [55]. Bizde buna benzer bir gérusle, PCR kosullarinin izin verdigi
yeni uygun amonyum sulfat'i ((NH.),SO4)) tampon ¢ozeltisini, taq polimeraz
aktivitesini arttirarak sonugta anlamli bir gelisme gésterir dustincesi ile PCR
reaksiyonunda kullandik. Deneylerimizde diger btin protokoller sabit tutulduy,
amonyum sulfat'li buffer (10xPCR buffer (NH.),S0,)) ile standart 10xPCR tampon
¢ozeltisinden elde edilen PCR drlnleri karsilastirildi. Ayrica her iki farkli primer ile
her iki tampon ¢ozeltisi ayri ayri galigildi. Amonyum sulfat'li tampon ¢ézeltisinin
tag polimeraz aktivitesini daha ¢ok kuvvetlendirdigi distncesinden yola cikarak
yaptigimiz calismada 200 mM (NH,),SO.) ilaveli amonyum silfatli tampon
cozeltisi galismasi ile PCR UrUnlerinden, en fazla 16 bant elde edildi. Yalnizca
sayl karsgilastirmasi ile ¢ok anlamli fark ve ayirim gézlemlenmezken, ayni DNA
orneginde bantlarin dizilim ve seviye farki yani standart tampon cézeltisinin
tanidigr dizilim ile amonyum sulfat'li tampon ¢ozeltisinin tanididi dizilimin farkli
oldugu tesbit edildi. Bu bulgu bize taq DNA polimerazin, amonyum sulfat'li tampon
¢ozeltisinin aktivitesini arttirmasi yaninda islevligini de degistirerek, Gretilememis
bantlarin dretilebilirligini sagladigini da gosterdi. Ayrica her iki tampon ¢ézeltisi ile
yapilan caligmada elde edilen bantlar arasinda yiksek yogunluk farki gorulda.
Amonyum sulfat'li tampon ¢ozeltisinin taq DNA polimeraz aktivitesine yardimci
etkisi sonucunda yuksek yogunluklu bantlar elde edildi. Bu énemli fark yaptigimiz
calismada kisiler arasi ayirt ediciligin ¢ok net olmadigi 6rneklerde, ayni DNA
orneginde tek primerle ve her iki tampon ¢ozeltisi ile ¢alisarak elde edilen bantlari
Kargilagtirma yolu ile kesin sonucu elde etmemizi sagladi. Sonugta amonyum

sulfat’l tampon ¢ozeltisi ile elde ettigimiz bantlarin daha fazla sayida, daha verimli

ve daha spesifik oldugunu, standard tampon gozeltisi ile Gretilememis bantlarin
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uretildigini, elde edilen bantlardaki seviye ve sayi farki ile PCR protokoltnde tek
degisken ile farkli ve anlamli sonuglar elde edildigi ve amonyum sulfat'li tampon
¢Ozeltisinin tag polimeraz aktivitesini etkiledigi tesbit edildi. Bu sekilde elde

ettigimiz DNA parmak izi teknigi oldukga verimli, spesifik ve tatmin edici oldu

(Sekil 4),

Her primerle sinirlandiriimis DNA bolgesi ¢odaltilarak genom bélgesine
ozgun primer ise genomun ayri ve sinirli pargalari gogaltilir [6]. Hedef DNA icin en
lyl DNA dizilimini segmek ve PCR amplifikasyonu metodunu olusturmak oldukca
zaman alici bir yontemdir [56]. Bassam ve arkadaslari [57] yaptiklari bir calismada
amplifikasyon parametlerini optimal UGretim igin siralamiglar. PCR siklusu kadar
karisimdaki magnezyum, primer ve enzim konsantrasyonlari iyi olan gavenli bir
pencere kurarak artiimig yontemle daha fazla toleransli, verimli ve bilgi verici
sonug elde etmiglerdir. Yaptigimiz deneyler sonucunda en optimal diizeyde PCR
reaksiyon karisimi ile her iki primer igin farkli iki PCR metodu olusturuldu. Cunk
PCR protokoluntn bir sistem igin ¢alisirken, digeri icin sonug¢ vermedigi, bilindigi
gibi her primer igin farkli bir PCR amplifikasyon metodu gerektigi icin bu
galigmada da buna ydnelik uygulamalar yapildi. Her primere gére PCR metodu

uyarlandi.

Yapilan birgok ¢alismada PCR'I kolaylastirmak icin PCR ortamina bazi
maddelerin eklenmesi (cosolvent) ile PCR'dan elde edilen Grin miktar
arttiriimaktadir [4]. Bu maddelerin konsantrasyonlari primer bdélgelerine gére
degisiklik gostermekte ve deneme vyanilma vyoluyla saptanmaktadir. PCR
reaksiyonuna % 5-10 oraninda DMSO eklenmesi PCR'1 iyilestirmektedir. Ancak
bu yontem her PCR sistemi i¢in uygun degildir [4,58,59]. DMSO bir taraftan
amplifikasyon etkinligini ve hizini duzenleyip, kalip DNA'nin iki boyutlu yapisini
sabitlerken diger taraftan taq polimerazin aktivitesini kararli kilmaktadir [60,61].
Bu nedenle PCR reaksiyon karigsimina %5 oraninda DMSO ekleyerek, DMSO’lu
ve DMSO’suz yapilan galisma sonuglari karsilastirnldiginda, %5 oraninda DMSO

kullanilan reaksiyon karigimlarindan daha iyi sonuglar elde edildi. Boylece DMSO
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iceren PCR reaksiyonu kullandigimiz her iki primer ile uygunluk gésterdi. DMSO
kullanimina bagli elde edilen net bant géruntuleri ¢alismamizda degerlendirildi.

(Sekil 4, Sekil 5).

DNA parmak izi galismalarinda en ufak bir kontaminasyon dahi DNA
tiplendirme surecini ve PCR'In seyrini etkileyebilmektedir [61]. DNA analiz
metodlari teknik galisma grubu ve Amerikan sosyal sug laboratuvari yénetimi gibi
adli organizasyonlar, PCR analizi esnasinda kontaminasyon olasiliyini minimize
etmek igin dizayn edilmis kurallari onaylamiglardir [62]). PCR tek bir molekdl
DNA'yI dahi gogaltabileceginden reaksiyon karisimlarinin farkli DNA molekulleri
lle bulagsma olmasinin engellenmesi gerekmektedir (61,62]. Dogaldir ki, duyarliligi
bu kadar yuksek olan bir yéntemin yalanci pozitif sonu¢ verme olasihgl da
yUksektir. En fazla yalanci pozitifik kalip DNA veya daha 6nceki ¢ogaltma
urtnlerinin - kontaminasyonundan kaynaklanmaktadir [4]. Bu nedenle gerek
orneklerin toplanmasinda gerekse bunlari laboratuvarlara génderme ve calisma
asamalarinda, bulasma ve Kirliligin 6nlenmesi igin ciddi énlemlerin alinmas! sart
olmaktadir [62]. Bu g¢aligmada guvenli steril ortami saglamak icin PCR'In btin
asamalarinda bir kez kullanilip atilabilir malzemeler kullanildi. Kalip DNA ile PCR
karigiminin hazirlandigi, elektroforez yapildigi yerler ayri tutuldu. Kontaminasyonu
elimine etmek igin her zaman pozitif kontrol kullanmak yapilan islemin gtvenirlili§i
acisindan onemli olmustur. Calismamizda bu konuya gdésterdigimiz titizlik ve

uyguladigimiz yontem bize problemsiz ve guvenilir sonuglar kazandirmistir,

Calismanin sonucunda elde edilen PCR Urunleri %2'lik normal agaroz jele
yuklenip etidyum bromurlt, TBE tamponu bulunan elektroforez tankinda
yurGtulerek, UV. goranttleme sistemi ile fotograflandi ve kisisel farkliligin ortaya
konmasinda normal agaroz jel elektroforezinin yeterli olacagini tesbit edildi.
Ancak bu g¢alismada kisisel fark agaroz jelde ortaya konulmasina ragmen agaroz
jele gore 50-100 kat daha fazla hassas ve analitik glict olan poliakrilamid jelin
ebeveyn/akrabalik teshiti ve bazi genetik hastaliklarin tesbitinde kullaniimasinin

daha avantajli oldugu Bassam ve arkadaglari [63] ile Blum ve arkadaslarinin [64]
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yaptiklari calismada gdsterilmis, poliakrilamid jelde, gelismis gumis boyama

teknigi daha hassas ve hizli olarak tanimlanmistir.

DNA polimorfizmi Gzerine ilk galismalar, RFLP analizi ile yapimistir [18].
Bununla restriksiyon enzim kesim diizeni mukayese edilmektedir. VNTR [19] ise
insan DNA'sindaki ylksek heterozigotiuga ve alellerin sayisina bagl olarak bilgi
verici olmustur. VNTR'dan daha kisa ve benzersiz dizi oldugundan dizi analizinin
yapiimasi daha kolay olan mikrosatellitler insan genomunun aydinlatiimasini
hizlandirmistir  [17,19,65]. VNTR ve mikrosatellit markerleri sonraki tip
polimorfizmin temel o&rnekleri olmustur [15,66). Son yillarda STR olarak
ismlendirilen kisa ardigik tekrar DNA dizileri bireysel kimliklendirme igin yaygin
olarak  kullanilmaya basglamistir  [18,22,28,67]. Bu yéntem ile PCR
amplifikasyonunda gereken DNA miktari % oraninda daha azdir. Bu yéntem kimlik
tesbiti, populasyon galismalari, bag analizi ve genom haritasi ¢alismalari icin

kullanigh bir yaklagimdir [29,30,66].

Bu galigmada, akraba olmayan 135 bireyin kan dokusundan elde edilen
DNA'lar, 8 bazlik ve 10 bazlik kisa rastgele primer dizileri ile PCR teknigi
kullanilarak ¢ogaltildi. Rastgele segilmis primer dizileri ile taninan DNA
molekulunun, rastgele bir bolgesi ¢ogaltilarak elde edilen DNA parmak izi ile
kisilerin gen kimligi ¢ikarilmaya c¢alisildi. Belki de insan genom projesinin
tamamlanma surecine paralel olarak gelisen teknoloji ile énimuzdeki yillarda

Insan genomunun tamaminin incelenmesi rutin bir islem haline gelecektir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

Universitemizde ilk olarak DNA parmak izi teknigi uygulandi.

DNA parmak izi tekniginde yeni bir yaklasim olarak kullanilan Amonyum

sulfath buffer ile daha verimli, spesifik ve anlamli bantlar elde edildi.

8 bazlhk "“CGCGCCGG” primeri ile %92 oraninda kisisel ayirt edicilik elde
edildi.
10 bazlik “TGCCGAGCTG" primert. ile kisisel ayirt edicilik elde edilemedi.

Tek primer ve iki farkli buffer kullanilarak yapilan PCR calismasinda daha

guvenilir sonuglar elde edildi.

DNA  parmak izi teknigi ile ilgili yapilan diger calismalar da
degerlendirildiginde, standart veri olusturabilmek icin tum laboratuvarlarda

ayni yéntemin kullaniimasi gerektigi tesbit edildi.

Boylesine modern tekniklerin adli tip, klinik, temel bilimler igin getirecegi
avantajlar degerlendirildiginde g¢ok amachh DNA-PCR laboratuvarlarinin

gerekliligi ve 6nemi ortaya ¢ikarildi.

Fakultemiz mevcut olanaklarinin en Ust seviyede kullaniimasi ve benzeri
¢alismalarimizin mahkemelere ve pratik hayata kazandirilabilmesi icin bundan

sonraki projemize daha fazla kaynak aktariimasi énerildi.



7. OZET

DNA parmak izi ile kisi farklihklarinin gésterilmesi, parmak izi teriminden
esinlenerek adlandirilan gen iziyle kimlik saptama teknigi olarak. adli tip ve
kriminal arastirmalarda guglu bir yéntem olarak yerini almistir. Molekuler biyolojik
yontemlerle, kan, kan lekesi, semen, semen lekesi, organlar, dokular. kemik. dis.
sag, tirnak, tukartk, postmortem degisime ugramis dokular ve en kuguk
delillerden dahi DNA izole edilebilmektedir. Elde edilen genomlarin basit ve
uretilebilir parmak izleri ile bireysel farklilik ¢ne g¢ikariimaktadir. DNA parmak izi
yontemi adli tip alaninda babalik tesbiti, baglanti haritasi, cinayet olgularinin
aydinlatiimasi ve toplu kazalarda kimliklendirme amaci ile kullanilabilmektedir
Gunumuzde, DNA parmak izi teknigine yonelik gesitli calismalar yogun bir sekilde
devam etmektedir.

Calismamizda, DNA'nin elde edilebilecegi her 6rnege uygulanabilecek.
ucuz, hizli ve gavenli bir metodu kullandik. Herhangi bir 6n bilgiye sahip olmadan
secilmis kisa rastgele primerler ve PCR vyontemi kullanlarak. DNA profili
karakterize edildi.

Calismada, birbiri ile iliskisiz toplam 135 kisiden alinan kanlardan izole
edilen DNA'lar kullanildi. DNA'larin hepsi, 10 <PCR buffer ile 10vPCR ((NH4),S0.)
amonyum suUlfath buffer gibi iki farkli buffer ile. 8 bazlik "CGCGCCGG" ve 10
baz'lik "TGCCGAGCTG" kisa rastgele primerleri ve PCR teknigi ile cogaltild
PCR ile elde edilen Grunler agaroz jel elektroforezi ile ayristirihip U.V.isik
kaynaginda floresans vererek gérunur hale getirildi.

Sonug olarak, PCR karisiminda kullanilan tek buffer degiskenligi. kisisel
ayird edicilik de basari oranini arttiriken, 8 baz'lik tek primer kullanilarak. her iki
yontemin tek ydntem olarak degerlendirilebilmeside ayri bir avantaj saglamistir.
Ayni DNA'larin farkli 10 bazlik kisa rastgele primer ile ayni ve farkli protokollerde
hazirlanan PCR yénteminde dahi ayni bantlan verdigi, kisisel ayird edicilik
saglayamadigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelime: DNA Parmak Izi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Adli Tip.



8. INGILIZCE OZET

Detection of identity based on genetic squencing called DNA finger printing
has been one of the major options in the criminal and forensic medicine
investigations. By means of moleculer biology techniques it has become possible
to isolate DNA from the blood, blood clot, cemen, cemen clot. organs. tissues.
bones, teeth, hair, nail, saliva, decayed tissues of a flesh as well as even minor
samples. Individual differences can be identified by means of the genomes
obtained. DNA fingerprinting may be used in the field of forensic medicine for
paternal identification, linkage mapping, identification in crowded accidents also
as an ancillary technique in murders. Recently. numerous studies have been
conducted regarding this technique.

In this study, we used a rapid, cheap and safe method which can be
applied for any sample where DNA can be isolated. In the absence of any
presumption and using selected short random primers and PCR technique. we
aimed to find out individual differences according to DNA fingerprints being
obtained. In the study, DNA's isolated from the blood of 135 unrelated subjects
were used. On PCR study, using 8 base CGCGCCGG and 10 base
TGCCGAGCTG short-random primers. DNA's were replicated and two different
buffers which were 10xPCR buffer and 10xPCR ((NH4),S04) (ammonig-sulphate)
buffer were used. PCR products were seperated by agorose gel electrophoresis
and visualized under UV fleuresent light.

In conclusion, single buffer alteration on PCR mixture increased the
success rate in individual differention while the use of 8 base single primer gives
the advantage of evaluation of both methods as a single method. It was found that
with 10 base short random primer of the same DNA even if the same or different
PCR protocol is used, identical bands can be obtained, but this can not provide
individual differentiation.

Key Words: DNA Fingerprinting, polymerase chain reaction. Forensic
science.
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