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Demonstrations of Differences Between Individuals by DNA Fingerprinting

SUMMARY .

The aim of study was to determine the differences between individuals by using DNA fingerprinting method.
For this purpose DNA samples from a total of 75 people made up from medical student and staff were obtained. In
cach individual, DNA were extracted from hair root and blood by phenol-chloroform extraction. DNA fingerprinting
was carried oul in order to gencrate DNA fingerprint, DNA were subjected to Polimerase Chain Reaction (PCR) am-
plification with an eight nucleotide long primer specific for short-arbitrary repeat sequences of the genome. When
these products examinated by electrophoresis on the 2% agarose, the result has shown that DNA fingerprint from dif-
ferent subject hair roots and bloods demonstrated variability.

These result indicate that DNA fingerprinting with short-arbitrary repeat primers can be used to determine the
polymorphism of individuals. But, the number of bands required for determination of paternity and relativity among
people are much larger. Therefore, in paternity and relativity determination cases, PCR products should be analyzed by
electrophoresis on polyacrylamide gel which is known to have more resolving power than agarose gel electrophoresis.

Key Words: DNA Fingerprinting and Forensic Medicine.

OZET

Bu galigmda DNA parmak izi yontemi ile kisi farkliliklarinin gosterilmesi amaglanmistir, Bu maksatla Tip
Fakiiltesi ogrencileri ve galisanlarindan olmak iizere toplam 75 kisiden DNA tayini igin 6rnekler alinmusur. Her
kisinin DNA ‘s1 kil kokii ve kandan fenol-kloroform ile 6ziitlenmistir. DNA parmak izi, 8 baz uzunlugunda kisa-
rastgele primerin, genomda tekrar eden dizilerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile gogaltilarak elde edilmistir.
Bu iiriinler %2'lik agaroz jelde incelendigi zaman, kan ve kil kékiinden elde edilen DNA parmak izinin, kisilere gore
farklr bantlara sahip oldugu gériilmiigtiir.

Bu sonuglar kisa-rastgele tekrar eden primerler ile elde edilen DNA parmak izinin kigi farkhiligim ortaya koy-
mada kullanilabilineccgini gosterdi. Fakat cbeveyn/akraba incelemesinde daha fazla bant gereklidir. Bundan dolay:
cbeveyn/akraba ogularinda, PCR iiriinleri, ¢6ziimleme giicii agaroz jelden fazla oldugu bilinen poliakrilamit jel elek-

troforezinde incelenmelidir.

Anahtar Kelime: DNA Parmak Izi ve Adli Tip.

GIRIS

insan myoglobulin geninde 33 bazlik tekrar eden konulmugtur (1,2). Bu tekrar eden benzer diziler uydu
dort adet dizinin oldufu ve buna benzer tekrar eden (satellit) DNA olarak isimlendirilir. Bu sekanslarin pro-
dizilerin, insan genomu boyunca bir ¢ok bélgede bulun- blarla incelenmesi neticesinde, ardisik tekrar eden
dugu ilk kez Jeffreys ve arkadaslan tarafindan ortaya dizilerin sayilarimn degiskenligi (Variable Number

* Bu galisma Firat Universitesi Aragtirma Fonu (FUNAF) tarafindan desteklenmistir, (FUNAF-Proje No:230)
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Tandem Repeat) bulunmugtur (3.4). Bunun lizerine
DNA analizinde. daha onceleri restiriksiyon cnzimler-
inin kesim iiriinlerinin boylara gore polimorfizminin
(RFLP) yerine, bu  yontem kullanilmaya baslandi
(5.6,7.8.9).

1985 vilindan bu yvana, PCR'm laboratuvarlarda
kullamima girmesiyle (10,11), DNA analizinde yeni
ufuklar acildi (12). Daha sonra 1990'h yillarda cok kisa
ve tamamen rastgele primerler kullamlarak farkit or-
ganizmalar ve insan genomunun polimorfizmi, DNA
cogaltim parmak izi (DNA Amplification Fingerprint-
ing) veya diger adiyla rastgele primerlerle cogaltlnug
DNA (Random Amplification Polimorfic DNA) yontemi
ilc DNA analizi ¢ok daha kolay, daha fazla bilgi veren
ve olomasyona uygun hale gelmistir
(13,14,15,16,17,18,19).

MATERYAL VE METOT

Bu c¢alisma FUNAF tarafindan 230 numarah
proje kapsaminda desteklenerek, tiim deneyler F.U. Tip.
Fak. Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlannda
gergeklestirildi.

Calismada F.U. Tip. Fak. 6grencisi ve personeli
olan 75 kisiden 0.5 ml kan ve viicudun gesitli yerlerin-
den kokleriyle gekilen ortalama 15 adet kil ornekleri
kullanildi. Kanlar ETDA'l1, killar ise bos eppendorf
tiiplere konuldu. Daha sonra bu iki omekten farkh
soliisyonlar kullamlarak DNA  dziitleme islemine
gecildi.

Kil kokleri bulunan 1.5 ml'lik eppendorf tiipler-
ine, 10 mM Tris-HCI (pH:8), 10mM EDTA, 50mM
NaCl, 0.04mM DDT (Di Tiyo Tretiol) ve 50pl/ml pro-
teinaz K konularak 37 °C 1 gece bekletildi. Fenol ile
proteinler ve RNA ortamdan uzaklastinldi. DNA bulu-
nan st faz kloroform/izoamil alkol ile muamele edil-
erck DNA'min geri kalan proteinlerden ve fenolden
ayrilmasi saglandi. Elde edilen DNA'ya 1/10 hacminde
3M Na asetat (pH:5.0) eklenip, 20 kat saf etil alkol ilave
edilip -20°C'de 1 gece bekletildi. Sonra DNA %70'lik
etil alkol ile yikandi. Daha sonra DNA'min alkolu ugu-
rulup distile suda ¢oziildi.

EDTA'lI tiiplerc alinan  0.5ml kan, 10mM Tris
(pH:7.6) 10mM KCI, 10mM MgCl, 10ml suya tamam-
lanmus soliisyon I ile 1ml'ye tamamlandi. Bunun iizerine
12l triton-X100 konularak eritrosit ve lokosit zarlar
pargalandi. Sonra 10mM Tris (pH:7.6) 10mM KCI,
10mM MgClp, 0.5M NaCl, %0.5 SDS 2mM EDTA
iceren soliisyon 11 ile ¢oziilen materyal daha sonra kil
kokii dokusuna uygulanan fenol, kloroform/izoamil
alkol, Na asetat ve etil alkol safhalan aynen tekrarlandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) igin her tipe
1l kalip DNA, 2pl primer [TUB 127 (5-CGCGCCGG-
3], 4ul 10mM dNTPs, Sul 10X PCR tamponu. 5pl
25SmM MgCly. Tl Taq Polimeraz (10/ml), 32ul steril
saf su konulur. Bu karigim 1sisal dongii cihazina konu-
larak (MJ Rescarch USA) 94°C'de ldakika, 36°C'de |
dakika. 72°C de 2 dakikadan olusan 40 dongiide son-
landinldu.

BULGULAR

Toplam 75 ornekten DNA elde edilerek, %0,7'lik
agaroz jel clektroforezinde incelendi. Marker olarak
Hae III enzimi ile kesilmis pBR32 DNA kullamldi
(Sekil 1). Ayrica clde edilen DNA'larin miktar tayinleri
260 nm dalga boyunda optik dansiteleri olgilerek
yapildi. Bunun igin 10ul alman ornekler 1 ml' y¢ ta-
mamlanmus, cift sarmal DNA'nin OD,gp=1 olmasinin
50pg/ml' ye tekabiil edecegi bilindiginden, basit orant
kullanilarak eclde edilen DNA miktarlar1 hesaplandi.
Olgulardan alan 0.5 ml kan oémeklerinden ortalama
5.33pg, yaklasik 15 adet kil kokiinden ise 5.22 ug DNA
elde edildi (Tablo 1).

Tablo 1- Sag ve kan érneklerinde elde edilen DNA mik-
tarlan

KOD KAN (ug) KIL (1)
01 6.24 4.60
02 5.62 4.46
03 4.79 6.24
04 2.26 35.07
05 4,08 5.37
06 2.60 4.37
07 10.9 0.89
08 2.73 4.02
09 372 1.21
10 8.29 5.77
1 3.72 8.96
12 7.45 9.67
13 6.50 7.25
14 4.90 2.05
15 9.84 2.60
16 4.98 3.89
L7 7.90 1.05
18 6.36 7.80
19 14.8 2.76
20 2.45 9.00
21 6.06 2.89
22 2.64 8.50
23 1.23 4.60
24 9.60 5.90
25 4.37 4.00
26 4.69 8.30
27 1.04 2.32
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KOD KAN (pg) KIL (pg)
28 5.78 3.90
29 8.90 5.98
30 4.56 6.98
31 7.00 5.02
32 4.50 5.57
33 7.89 2.53
34 2.30 3.45
35 6.70 2.00
36 4.67 8.90
37 1.24 6.43
38 5.66 0.97
39 7.64 3.55
40 7.66 7.90
41 3.00 8.92
42 6.05 4.56
43 6.81 4.01
44 4.42 7.90
45 3.31 5.68
46 3.66 6.00
47 5.67 5.26
48 6.01 6.50
49 2.44 9.55
50 4.08 3.46
51 5.97 5.61
52 2.08 5.05
53 5.32 4.54
54 14.0 9.08
55 2.00 9.55
56 5.07 8.00
57 2.90 5.55
58 1.98 3.43
59 8.88 9.22
60 5.60 4.44
61 5.29 6.71
62 5.62 3.87
63 3.30 7.95
64 4.56 1.66
65 4.80 6.13
66 6.22 0.97
67 2.24 3.55
68 5.04 4.55
69 7.00 2.38
70 7.90 5.76
71 1.70 4.0
72 8.76 3.0
73 3.69 7.05
74 4.50 6.31
75 6.08 5.05
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Sekil 1- Genomik DNA'nin %0.7'lik agaroz jel elektro
forczinde incelenmesi (marker: pBR32 DNA'min Hae 111
enzimiyle kesimi)

Elde edilen PCR ¢ogaltim iiriinleri %2'lik agaroz
jelde incelendiginde PCR sonucunda érneklerin sadece 7
tanesinden, PCR iiriinii elde edilememistir. Geri kalan
PCR iiriinleri ile kisi farklilhiklan goésterilmistir. Marker
olarak Eco RI- Hind III ile kesilmis Lamda DNA  kul-
lanilda (Sekil 2).

Sekil 2- Bes ayn bireyin kil kokii ve kan DNA gogaltim
parmak izlerinin %2'lik agaroz jel ektroforezinde
incelenmesi (Marker: Lamda DNA'mn Eco RI-Hind III
enzimiyle kesimi a: Kil kékii b: Kan dokusu)

TARTISMA

DNA parmak izi tekniginden ¢nce insanlann
kimlik ve ebeveyn/akraba tayininde ABO, Rh, NNSS
gibi kan grubu ve HLA doku antijenleri, antikorlar,
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proteinler ve enzimler gibi, frekanst %1'den fazla olan
ve birden fazla alel gen ile kalitillan genetik polimorfizm
kullamlmaktaydi (5,20). Bunlardan son zamanlarda
ozellikle HLA antijen sistemi nispeten daha yiiksek bir
olasthkla cbeveyn/akraba testinde kullanilmaya baslan-
migti. Ama bu yéntemle bile yirmiser kodominant aleli
olan HLA igin kiside haploid oram 204 = 160.000
olarak  hesaplanmaktadir. Bu kadar fazla polimorfik
genle kalinlan HLA'min bireyselligi belirleme oram
DNA parmak izi yaninda ¢ok az hassastr (20).

Aynca postmortem birgok analiz igin uygun ol-
mayan dokulardan yapilabilen DNA parmak izi yontemi
sayesinde. adli vakalann aydinlatilmasi miimkiin olmak-
tadir (21.22,23.24). Oyle ki Piiibo Misir'daki mumyalar-
dan, 3.5 kb dan kiigiik molekiil agirhklt DNA elde et-
meyi bile basarmustir (25).

Son yillarda diger tekniklere ustiinligii nedeniyle
DNA parmak izi, akrabalik testlerinde, cinayet olgu-
lanmim aydinlaulmasinda, tecaviiz olaylaninda, diisiik
olgularinda fetusun anne ve babasin belirlenmesinde,
go¢men  haklar/soy iddialarinin ortaya konmasinda
yaygin olarak kullamlmaktadir (26,27,28,29,30).

Onceleri RFLP (31,32,33,34,35,36) ile yapilan
DNA analizinde 50-500 ng gibi nispeten fazla miktarda
DNA'ya ihtiya¢ duyuluyordu. Ayrica deneyler daha uzun
zaman almakta ve radyoaktif problara ihtiya¢ duyulmak
taydi. Bundan dolay1 bu yontemle DNA tiplendirilmesi
zahmetli ve otomasyona uygun degildi.

Oysa bugiin PCR teknigi sayesinde tekrar eden
mikrosatelitler iizerinde durularak eski ve alisilan yén-
temlere nazaran daha giivenilir ve daha kolay kimlik-
lendirme miimkiin olmustur (37,38,39).

Bazi minisatelitlerin ve tiim mikrosatelitlerin tek-
rar eden sayisimn degiskenligi, PCR idaresinde kolayca
gosterilmektedir. Bunlar gogaltilmg tiriinlerin boy poli-
morfizmi (AMP-FLPs veya DAF) (4,10) veya ¢ok kisa
tekrar eden ardigik sekanslarin polimorfizmi (STR)
(11,12,13) olarak isimlendirilmektedir. Bu yontem saye-
sindg insanlarin kimliklendirilmesi, kalitimu ve hastalik-
lannin teshisi kolayca yapilabilmektedir Insan geno-
munun yaklagik 500.000 STR igerdigi tahmin edilmekte
ve bunlar tig-bes baz gibi kisa tekrar unitelerden mey-
dana gelmektedir (14,37,40,41, 42,43,44,45,46,47).

Herhangi bir 6n bilgiye sahip olmadan tamamen
kisa-rastgele primerler ile DNA polimorfizmini ilk or-
taya koyanlardan Cactano ve arkadaslan (18) 5-21 baz
uzunlugunda dizileri primer olarak kullamip, pro-
karyotlar ve okaryotlar arasindaki polimorfizmi goster-
diler. Yine bu ¢alismada "CGCGCCGG" dizisini primer
olarak kullanarak poliakrilamit jelde Amerikali Zenciler

62

ve Beyaz aile iiyelerinin DNA parmak izlerinin farkli
oldugunu ortaya koydular. Bu primerle dort kardeste
2kb uzunlugundan daha kisa 46 bant elde edilmis, bu
bantlarin 40 tanesi ebeveyn tarafindan paylagilirken 3
tanesinin anneden, 3 tanesinin babadan kalitimla gegmis
oldugu tespit edilmistir. Ayrica 7 tane olmasi gereken
bantlarin transfer edilmemis oldugunu ve belirgin farkli
bantlarin bulundugunu da tespit etmislerdir. Farklt ban-
tlara bir ve birkag nesil geriye déniiliip bakildiginda o
aileye ait olduklan gorilmistiir. Cok sik olarak tekrar-
layan, kisisel olan 2-3 bandin ise, bu aile igin genetik
hastaliklarin kaynag olabilecegi bildirilmistir (18).

Bizde c¢alismamizda insan genomunda GC
oranimn AT oramuna goére diigiik olmas: sebebiyle (7),
hem daha sirli hem de daha 6zgiin bantlarin izlenme-
sini saglamak i¢in "CGCGCCGG" dizisini primer
olarak kullandik.

Cahgmamzda kisisel farki agaroz jelde ortaya
koymamiza ragmen, belirgin bantlarin ortalama sayis:
ancak 12 civarindadir ($ekil 2). Oysa poliakrilamit jelin
¢éziimleme giicii (Resolving Power) agaroz jele gore SO-
100 kat fazladir (48). Bu nedenle kisisel farkliliklarin
ortaya konmasinda agaroz jel elektroforezinin kullanila-
bilecegi ancak ebeveyn/akrabalik testi ve bazi genetik
hastaliklann tespitinde géziimleme giicii fazla olan poli-
akrilamit jel kullanmanin gerekli oldugu gorilmiigtiir.

Aym zamanada poliakrilamit jele daha fazla
miktarda DNA yiiklenmesi ve jelden ¢esitli amaglar igin
kullanilmak iizere daha saf olarak DNA elde edilmesi,
bu jelin diger avantajlan olarak kabul edilmektedir (48).

Erdag tarafindan yapilan bir calismada (49) 10
ml kandan ortalama 120 pg, Diilger ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada ise (5) 0.5 ml kandan 2.85 Hg DNA
elde edildigi bildirilmigtir. Her iki arastirmayla 0.5 ml
kandan elde ettigimiz 5.33ug DNA miktan karsilastir-
diginuzda; aymi miktarda kandan yaklasik 6pg DNA
elde edilen Erdag'in calismasina ¢ok yakin iktarda
DNA elde ettik, yine aym1 miktar kandan 2.85ug DNA

elde eden Diilger ve ark. caligmasia gore ise, yaklasik
iki kat1 DNA elde ettik (Tablo 1),

Ortalama 15 adet kil kokii dokusunda elde et-
tigimiz  5.22ug  DNA  miktar, aym sayidaki kil
kokiinden Erdagin (49) ¢alismasinda elde edilen yak-
lagik 2jig DNA miktar: ve Diilger ve ark.(5) tarafindan

elde edilen 235pg DNA miktanmn iki katindan
fazladir (Tablo 1). ‘

Kan ve kil kékii dokularindan tamamindan DNA
clde elilmis ve bunlar %0.7'lik agaroz jelde gosteril-
mistir
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(Sckil T). Bu DNA'lart PCR ile gogalup agaroz
jelde inceledigimizde, farkh kisilerin gerck kanlarin-
dan, gerekse kil kéklerinden elde cdilen bantlarin
farkhihklan ile kisi polimorfizmi agikga gorilmiistiir
(Sckil 2).

Orneklerin 7 tanesinden PCR iiriinii clde edileme-
mesinin - scbebinin, DNA  6ziitleme  sirasinda  fenol
pH'siin zamanla bozulmasma bagh olarak protein ve
niikleazlannn  DNA'dan uzaklagtinlamamas: veya fe-
noliin DNA'dan tam olarak ayrilmamast nedeniyle PCR

rcaksiyonun  galismamast  sonucu oldugu kamisina
vardik.

Sonug olarak:

1-) Universitemizde DNA parmak izi yapilabile-
cegi kamitlanmus,
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