DNA FINGERPRINTING

Ayn1 zamanda DNA Typing (tiplemesi) olarak da adlandirilan DNA
fingerprinting DNA dizilerini izole etme ve goriintileme metodudur.
Teknik 1984’te Ingiliz genetikgi Alec Jeffreys’in, minisatellitler olarak
adlandirilan; genin fonksiyonuna etkisi olmayan fakat gen iginde ve bir
DNA ornegindeki diger genlerde tekrarlanan, belirli DNA dizilimlerinin
varligimi fark etmesinden sonra gelistirilmigtir. Jeffreys aym1 zamanda her
organizmanin 6zgiil minisatellit kaliplar1 oldugunu belirlemistir, tek istisna
tek bir zigottan olugan ¢oklu bireylerdedir, 6r: tek yumurta ikizleri.

Bir DNA fingerprinting prosediirii sunlardan olugur: éncelikle DNA igeren
hiicre 6rneklerinin (6r.; deriden, kan veya sagtan) eldesi, DNA izolasyonu ve
saflagtirilmasi. Daha sonra DNA, restriksiyon enzimleriyle zincirin 6zel
noktalarindan kesilir. Bu agamda gesitli uzunluklarda DNA fragmentleri
olusur ve bunlar elektroforez sisteminde uzunluklarina goére ayrilirlar; daha
kisa fragmentler pozitif kutba daha ¢abuk hareket ederler.

Ayrigsmsg, ¢ift zincirli DNA fragmentleri daha sonra bir blotlama teknigine
maruz birakilir. Blotlamada DNA alkali uygulamasiyla tek zincirli hale
getirilir ve bir naylon tabakaya transfer edilir. Radyoaktif problarla hibridize
edilir ve problar minisatellitlere baglanirlar, daha sonra otoradyografisi
alinir. Radyoaktif problarin baglandig1 noktalarda koyu izler olusur. Bu
izlerin olugturdugu sonug kalip analiz edilir.

Eger fingerprinting igin az miktarda DINA o6rnegi mevcutsa, bir DNA
segmentinin binlerce kopyasim1 {iretebilen polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) uygulanabilir. Yeterli miktarda DNA iretildiginde, gesitli
biyomolekiiler sekans analizi metotlar1 kullanilarak DNA segmentindeki
niikleotid ¢iftlerinin tam dizilimi belirlenebilir. Yeni otomatiklestirilmis
malzemeler sayesinde DNA sekans analizinin hizi biiyiik miktarda
arttirilmagtir ve bu genetik hastaliklara yol agan gen segmentlerinin yerinin
tam olarak belitlenmesi, insan genomunun haritalanmasi, kurakliga
dayanikli bitkilerin miihendisliginde ve genetik olarak miidahalede
bulunulmug bakterilerin biyolojik ilaglar1 {iretmesi gibi bir¢ok yeni pratik
uygulamalarin yapilabilmesini miimkiin kilmistir.

DNA fingerprinting asil olarak genetik hastaliklarin varligin1 aragtirmak igin
kullanilmigtir, kisa zaman sonra cinayet aragtirmalarinda ve adli tipta
kullanilir olmustur. Ilk DNA kanitina dayana cinayetten mahkumiyet
Amerika’da 1988 yilinda olmustur. Kriminal aragtirmalarinda, sug
mahallinden toplanan delillerden elde edilen DNA parmak izi giiphelilerin



DNA parmak iziyle karsilagtirilir. DNA kanit1 siipheliyi sugsuz ¢ikartabilir
veya iligigi oldugunu gésterir.

Genellikle mahkemeler DNA testlerinin giivenilirligini kabul etmigtir ve
DNA test sonuglarini kanitlara dahil etmigtir. Fakat, DNA fingerprinting
birkag alanda tartigmalidir: sonuglarin dogrulugu, testin maliyeti ve teknigin
olas1 suiistimali.

DNA fingerprintingin dogrulugundan c¢esitli sebeplerden dolay1 siiphe
edilmisgtir. 1k olarak, tiim DNA zincirinden gok, DNA pargalarinin parmak
izi ¢ikartildigindan, bir DNA parmak izi 6zgiil olamayabilir; DNA parmak
izi test sonuglariin 6zgiil oldugunu goésteren, genisg-6lgekli bir arastirmada
bildirilmemigtir. Ek olarak, DNA parmak izi analizleri genellikle 6zel
laboratuarlarda yapilmaktadir ve burada testin standart prosediirii takip
edilmeyebilir ve kalite kontrolii yapilmiyor olabilir. Ayrica, testin yorumunu
bir insan yaptigindan, olabilecek bir insan hatasi yanlig sonuca yol agabilir.
DNA parmakizi analizi pahalidir. Kendi DNA ekspetlerini saglayamayan
suglular, kendilerini DNA kanitlarina dayanarak verilen cezalar kargisinda
yeterince savunamayabilirler.

Amerika Birlesik Devletlerinde, Federal Bureau of Investigation (FBI)
Ulusal DNA index Sistemi olarak adlandirilan ulusal genetik veritabanini
olusturmusgtur. Veritabani, mahkum edilmig suglular ve sug¢ sahasinda
bulunan kanitlardan elde edilmis DNA’lar1 igerir. Bazi eksperler bu
veritabaninin AIDS gibi damgalayici hastaliklar1 tasiyan bireylerin
belirlenmesi gibi izinsiz amaglar i¢in kullanilmasindan korkmaktadar.

DNA FINGERPRINTING’IN KULLANIM ALANLARI

1- Kalitsal Bozukluklarin Tanisinda:

DNA fingerprinting tiim diinyada, hastanelerde hem prenatal hem de yeni
dogan bebeklerde kalitsal bozukluklarin tanisi i¢in kullanilmaktadir. Bu
bozukluklar cystic fibrosis, hemofili, Huntington’s disease, ailesel
Alzheimer, orak hiicre anemisi, thalesemi ve diger birgoklar1 olabilir. Bu tip
bozukluklarin erken teghisi tibbi personelin ve ailenin ¢ocugun uygun
tedavisi i¢in kendilerini hazirlamalarin1 olasi kilar. Bazi programlarda,
genetik danigsmanlar DNA fingerprinting bilgisini, ebeveyn adaylarim
hastalikli bir bebege sahip olama riskini anlamalarinda kullanir. Diger
programlarda DNA fingerprint anne-baba adaylarinin hasarli hamileliklerin
devamiyla ilgili karar vermelerinde kullanilir.

2- Kalitsal Bozukluklar icin Tedavi Yontemleri Gelistirmekte:




Kromozom iizerindeki, kalitsal hastaliklarin yerini belitlemek igin yapilan
aragtirma  programlart DNA  parmak izlerinde bulunan bilgiye
dayanmaktadir. Ayni belirli bozukluk geg¢misine sahip olan akrabalarin
DNA parmak izlerini ¢aligarak veya hastalikli veya saglam olan genis insan
gruplarini kargilagtirarak, s6zii edilen hastalikla ortak olan DNA kaliplarim
tanimlamak miimkiindir. Bu g¢alisma, béyle hastaliklarin belirlenmesi ve
genetik bir tedavinin gelistirilebilmesindeki gerekli olan ilk adimdar.

3- Kriminal Tanimlama ve Adli Tipta Biyolojik Kanit Olarak:

FBI ve U.S. cevresindeki polis laboratuarlart DINA parmak izlerini
stuphelilerle, biyolojik kanitlar (kan ve semen, sag vs.) arasindaki baglantiy1
kurmada kullanilmaya baglamigtir. 1987°den beri yiizlerce dava DNA
parmak izi kamitinin yardimiyla karara baglanmistir. Sug¢ sahnesinde
birakilan kan, sag,deri hiicreleri ve diger genetik kanitlardan izole edilen
DNA, stphelinin DNA’s1yla, VNTR kaliplar: kullanilarak karsilagtirilabilir
ve suglu olup olmadig1 belirlenebilir.

4- Analik ve Babalik Testlerinde:

Bir insanin VNTR’lar1 annesinden veya babasindan kalitildig: icin, VNTR
kaliplar1 analigin veya baligin belirlenmesinde kullanilabilir. Bu
uygulamalarda DNA parmak izleri esi goriilmemis, neredeyse mitkemmel
dogruluk gostermistir. Ebeveyn-cocuk VNTR kalip analizleri standart
babalik davalarin1 ¢6zmekte, daha karmagik yasal uyruk dogrulama
vakalarinda ve evlatlik, biyolojik anne-baba belirlenmesi olaylarinda
kullanilmaktadar.

5- Bireysel Tanimlama:

Bir bireyin her organ ve dokusu ayn1 DNA fingerprintine sahip oldugu igin,
U.S. askeri servisleri, harekat sirasinda kaybolan insanlarin veya oliilerin
tanimlanmasinda gerekebilecegi icin tiim personelinden DNA parmak izi
toplama programi baglatmigtir.

6- Bitki Varyetelerinin Patentini Almada:

DNA fingerprinting’in bir diger kullanim alani1 da sivil mahkemelerdeki
misir ve domates davalarinda olmustur. Insanlar eski melezleme tekniklerini
kullanarak, uzun siireli ¢abalar1 sonucunda yeni misir irklari geligtirmis
fakat bu bitkilerin kendilerine ait oldugunu ispatlayamadiklar: igin asla
ozelliklerini koruma hakkini veya patent korumasini alamamiglardi. Tiim
cgaligmalarini 1irki gelistirmek igin harciyorlar ve biri irki galiyor ve bunun



karsisinda higbir seyi kanitlayamiyorlardi. Artik miasir bitkisinde DINA
fingerprinting yapilabilmektedir ve birgok biiyiikk tohum girketleri rutin
olarak kendi o6nemli varyeteleri igin DINA fingerprint veritabanlar
olusturmaktadir, bdylece mahkemeye gidip, kendilerinin oldugunu
ispatlayabilitrler. Bu ekonomik bir koruma yaratmaktadir ve insanlar1 bir
seyler gelistirmek i¢in tegvik etmektedir.

DNA FINGERPRINTING ILE iLGILI PROBLEMLER

Bilim diinyasindaki hemen her gey gibi, DNA fingerprinting hakkinda da
higbir sey %100 kesin degildir. DNA parmak izi terimi bir bakima yanlhs bir
adlandirmadir ve parmak izi gibi, VNTR kaliplarinin verilen insan igin
kesinlikle 6zgiil oldugu izlenimi yaratmaktadir. Gergekte, Bir VNTR
kalibinin tiim yapabilecegi, VNTR kalibinin ait oldugu (gocuk, kriminal
kanit vs.) insanin, s6zii edilen insan olma olasiligim1 gostermektedir. Bu
olasilik 20 milyonda 1 olabilir ki, bu insanin DNA fingerprint ile makul bir
uyum gosterdigini belirtir ve yine bu olasilik 20°de 1 olabilir ki bu VNTR
kalibinin sahibinin spesifik kimligi hakkinda biiyiik miktarda stiphe birakir.

1- Yiiksek Olasilik Uretmek :

Bir DNA parmak izinin belirli bir insana ait olma olasiliginin makul sekilde
yiiksek olmasi gerekmektedir- 6zellikle kriminal davalarda, ortaklik bir
siphelinin suglu veya masum oldugunu belitleyecekken. Belirli nadir
VNTR’lar1 veya VNTR  kalibim1  yaratmak igin VNTR’larin
kombinasyonlarini kullanmak iki DNA 6rneginin gercekten uyum veya
baglant1 gésterme olasiligini arttirir.

2- Olasilig1 Belirlemede Problemler:

A- Populasyon Genetigi:

VNTR’lar genetik kalitmin  sonuglart oldugundan tiim insan
populasyonlarinda esit olarak dagilmiglardir. Bu nedenle verilen bir VNTR
sabit bir goériilme olasiligina sahip olamaz, bireyin genetik zeminine bagh
olarak degisir. Olasiliklardaki farkliliklar 1rk hatlar1 boyunca kismen
goriiniirdiir. Bazi  VNTR’lar Hispaniklerde (Ispanyollar) siklikla
goriiniirken, Kafkaslarda veya Afro- Amerikanlar da ¢ok nadir gériiniir. Su
anda, etnik gruplarda VNTR siklik dagilimi hakkinda, bu gruplardaki
bireylerin kismi olasiliklarini belirlemek igin yeterli bilgi bulunmamaktadir,
saytlart1 hizla artan 1rklar arasi1 bireylerin heterojenik  genetik
kompozisyonlari, yeni bir takim sorular olusturmaktadir. Populasyon
genetigi olarak bilinen, bu alandaki ileriki aragtirmalar, tartigma ile



cevrelenmis ve engellenmektedir. Cinkii insanlar, irksal hatlar boyunca
genetik anomalilerle tanimlama fikri yakin ge¢misteki insanlar1 6jeni ( insan
itkinin soyagekim yoluyla islahina galigan bilimdali) ve etnik saflagtirma
hareketlerine tehlikeli bir sekilde yaklagtirmaktadir ve irksal ayrim igin
bilimsel bir temel saglayabilecegi tartigilmaktadir.

B- Teknik Zorluklar:

Hibridizasyon veya problama islemindeki hatalar olasiliga dahil edilmelidir
ve genellikle hata fikri basit olarak kabul edilemezdir. Cogu insanin hemfikir
olacag1 gibi bir laboratuar teknisyeninin deneyi dogru yiiriitmemesi
yiiziinden masum bir insanin hapse giderken, suglu 6zgiirce dolagmamali
veya bir biyolojik annenin g¢ocugunun yasal velayet hakkini
kaybetmemelidir. Elde edilebilen DNA 6rnegi ¢ok az oldugunda, bu 6nemli
bir husustur. Ciinkii hataya ¢ok fazla yer yoktur, 6zellikle eger DNA
orneginin analizi 6rnegin amplifikasyonunu igeriyorsa, ¢iinkii eger yanlig
DNA (6r.; lab. teknisyeninin deri hiicresi) amplifiye edilirse sonuglar son
derece zararli olabilir. Su ana kadar, hatay1 en aza indirgemek i¢cin DNA
fingerprinting uyumlarinin (match) belitlenmesi ve laboratuar giivenligi ve
dogrulugu i¢in standartlar ne kesindir ne de diinya ¢apinda bir sisteme gore
diizenlenmigtir, bu da biiyiik miktarda halka itirazlarina yol agmaktadir.

VNTR’lar

Her DNA zincirinin organizmanin geligsmesiyle ilgili genetik bilgiyi igeren
parcalar1 (exonlar) ve goériiniiste higbir genetik bilgiyi tasgimayan pargalari
(intronlar) vardir. Her ne kadar intronlar gereksiz gibi goriinse de DNA’nin
3-boyutlu konformasyonunun olugsumunu ve heniiz kesfedilmemis 6zellikleri
kontrol etmektedir. Bu gen olmayan DINA bélgelerinin tekrarlayan baz ¢ifti
dizilerini igerdikleri bulunmusgtur. Bu diziler, Variable Number Tandem
Repeats (VNTRs) degisken sayida sirali tekrarlar olarak adlandirilir ve
20’den 100’e kadar baz cifti igerebilirler.

VNTR’lar1 ayirt etmek igin en sik kullanillan adli tip metodu Southern
Hibridizasyonudur. Eger bir VNTR’1n iki yanindan DNA, bir restriksiyon
endoniikleazla kesilirse, sonu¢ DNA fragmentlerin boyu degisiklik
gosterebilir, RFLP yani restriksiyon fragment boy polimorfizmi ile
sonuglanir. Bu sematize olarak sekilde gosterilmektedir, kirmizi kutular
tekrar birimlerini temsil ederken, mavi lolipoplarda bir restriksiyon
endoniikleazin kesim bdélgelerini temsil etmektedir. Bu sekilde, VNTR
lokusu igin yanlizca ti¢ farkli varyantlar (alleller) resmedilmistir, fakat
genellikle insan VN'TR lokuslarinda 50 veya daha fazla farkl1 allel bulunur.
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Bir VNTR lokusunun Southern Hibridizasyonu ile analizi ¢ogunlukla her
ebeveynden kalitilan bir bant1 igeren iki-bant kalib1 geklinde sonuglanir.
Eger iki ebeveyninde bant boyutlar1 ayn1 veya neredeyse ayniysa tek bir bant
kalib1 olugabilir. Basit bir 6rnekle gosterilecek

olursa A, B ve C olarak isimlendirilen ve yukarida

sematize edilmis ti¢ farkl allel igin, 6 6zgiil DNA A > oo
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Verilen bir insanin VNTR’lar1 onun anne-babasi tarafindan verilen genetik
bilgiden gelmektedir, kisi annesinden veya babasindan veya her ikisinin
kombinasyonundan kalitilan VNTR’lara sahip olabilir, fakat asla annesinde
veya babasinda olmayan bir VN'TR’a sahip olamaz. Asagida gosterilen Mrs.
Nguyen’in (mavi), Mr. Nguyen’in (sart) ve onlarin dért cocugunun VNTR
kaliplaridir. D1 (Nguyenlerin biyolojik kizlar1), D2 (Mr. Nguyen’in iivey kizi,
Mrs. Nguyen ve onceki kocasmmin [kirmzi] g¢ocugu), S1 (NNguyenlerin
biyolojik oglu) ve S2 (Nguyenlerin evlat edindikleri oglu, biyolojik olarak
iligkileri yok [anne babasi1 koyu ve acik yesil]).
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VNTR kaliplar: genetik olarak kalitildig: igin, verilen bir insanin VNTR
kalib1 daha fazla veya daha az 6zgiil olabilir. Bir insanin VNTR kalibinin
analiz etmek icin daha ¢ok VNTR problar1 kullanilirsa, daha 6zel ve
bireysellestirilmig pattern veya DNA parmak izi elde edilir.

DNA fingerprinting’de ¢ogunlukla kullanilan ii¢ tip DNA degiskenligi
vardir: restriksiyon fragment boy polimorfizmi, VNTR’lar ve kisa sirali
tekrarlar (STRs). STR analizi DNA fingerprintingin popiiler bir metodudur.
STR’lar ayn1 zamanda mikrosatellit tekrarlari olarak bilinirler ve iki ila yedi
baz diziliminin tekrarindan olusurlar. Ornegin, [GT], tekrart GTGTGTGT
ve [CAG], CAGCAGCAG...seklindedir. Insan genomu tiim kromozomlarda
esit dagilmis olan bu STR’lardan yiizlercesini, binlercesini igcermektedir.
Sonug olarak, her cesit tekrarlarin binlercesi vardir, bunlar binlerce [GT],,
[CAG],, [CTG]n, [GATA],,... vs.dir. Sonugta, acgik anlammda DNA
fingerprinting tekrarin her iki yaminda bulunan 6zgiill DNA dizilerine
dayanmaktadir. Bu o6zgiil flanking diziler aralarinda kalan bdlgenin
amplifikasyonu igin kullanilir.

Fingerprint  teknigi  proteinin  peptid fragmentlerine enzimatik
parcalanmasim igerir. Karigim daha sonra emici kagit lizerine yerlestirilir ve
net yiike gore gogiin olustugu bir elektrik alnina maruz birakilir. Kagit daha
sonra dik agida gevirilir ve bir ¢6zelti igine yerlegtirilir. Kromatografik etki



peptidlerin  ikinci yodnde yiiriimesine neden olur. Sonug¢ peptid
fragmentlerinin 6zel kaliplarda benekler veya “parmakizleri” geklinde iki-
boyutlu ayrigmasidir.

1954 ve 1957 yillar1 arasinda yuriittiigii ¢aligmasinda Vernon Ingram,
fingerprinting teknigini kullanarak, Hbs’in beta zincirinde 6.pozisyonda (N-
terminalinden) tek bir aminoasit degisimi oldugunu géstermistir. Ingram’in
¢alismas1 HbS ve HbA’nin sadece tek bir fragmentle birbirinden ayrildigim
ortaya c¢ikartmigtir. Sonraki analizler tek bir amino asit degisiminin
oldugunu géstermistir. Beta zincirinin altinci pozisyonundaki valin glutamik
asidin terini almgtur.



