DNA PROFILLEME, ADLI ve DIGER
UYGULAMALAR
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DNA profilleme
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DNA profilleme ne icin kullanilire

Kayip insanlarin arastinimasi

Yakin genetik iliskilerin belirlenmesi
Tibbi tan

Evrimsel iliskilerin kurulmasi
Genetik cesitliligin belirlenmesi

[ZLE Adli arkeoloji

Bitki ve hayvanlarnn akrabaliklarnnin belirlenmesi
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Kisiler arasindaki farkliik ne kadardire

Herhangi iki insan arasindaki DNA benzerligi % 99.0-% 99,9
arasindadir.

DNA profilleme metotlannda % 0.1-% 1.0’k DNA dizi
farklihgr kullanilir.

Bu fark kisive 0zgu parmak izi, kimlik vs. belirlenmesinde
kullanilir,
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Protein polimortizmlerine dayall

farkhlik

Protein polimorfizmleri bireyler arasindaki genetik farklihgl
belirlemek icin kullanilabilir.

Ornegdin;

O ABO kan gruplar

O MHC (Magjor Histocompatibility Complex) antijenleri
O HLA (Human Leukocyte Anfigen) anfijenleri

O Kirmizi kan hUcresi enzimleri
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Safellit DNA

Insan genomu 3 milyar baz ciftinden

olusur.
Insan genomunun bUyUk kismini Ardisik
tekrarlayan DNA olusturur. tekrarlayan
diziler
Bu tekrarlayan DNA'nin fonksiyonu
belirenememistir ya da herhangi bir
fonksiyonu yoktur.
Serpistiriimis
tekrarlayan

diziler
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Safellit DNA

Ardisik tekrarlayan diziler: e Teome
Genomun yaklasik % 10'unu 4 Contan satelite DNA)
olusturur.

—=4—— Repetitive DNA

Serpistiriimis tekrarlayan diziler:
Genomun % 5-20’sini olusturur. <
Chromosome

+— Centromere

(Contain satellite DNA)

Uzun ve kisa dizilerle
bOlUNMUsTUr.

500 bpden daha kisa dizilere

j:ZLE M' 500 bpden dOhO \ +— Telomere
uzun dizilere ise LINE'ler denir. (Contain satellite DNA)




Safellit DNA

Satellit DNA ilk olarak CsCl

- . +—— Telomere
yod U.nlu k gara d IS nT /' (Contain satellite DNA)
santrifbgasyonu sirasinda =
ke§fed|lm|§hr. m==+4—— Repetitive DNA

Genomik DNA'nin GC iceridi,
CsCl santrifUgasyonu sirasinda o <

+— Centromere

tUpteki DNA pozisyonunu efkiler.

(Contain satellite DNA)

Okaryotik DNA genellikle
santrifUgasyon sirasinda birden
fazla bant olusturur.

\ +— Telomere
(Contain satellite DNA)

En kOcUk bantta ‘satellit DNA'
bulunur.




Safellit DNA

Ardisik tekrarll DNA;
O senfromer
O mikrosatellit ve

O minisatellit DNA'larin
yanindaki uzun makrosatellit

bolgelerinden olusur.

Bunlar genom boyunca
dagilmistir.

Chromosome <

-~

)
Bt

o

+—— Telomere

(Contain satellite DNA)

—=4—— Repetitive DNA

+— Centromere

(Contain satellite DNA)

+— Telomere

(Contain satellite DNA)




VNITR'ler

(Variable Number of Tandem Repeats)

Tekrar sayilar bireyler
arasinda degisen ardisik
tekrarll cekirdek dizileridir.

Insan DNA'sInin cogu,
kodlama yapmayan kisa
ardisik tekrarll dizilerden
olusur.

VNTR, en sik gorUlen DNA dizi
uzunluk polimorfizmidir.

Polimorfizmler, bir VNTR'de bir
cekirdek dizinin tekrar

SCIVISII’]II’] fCIFk|I|Ié]IV|CI huiman
O|U§TU|’U|UI’, ':.'th[T]U‘;'U[HE‘

restriction
endonuclease
cutting sites

VNTR
region

Variable

Mumber of
o o Tandem

Repeats

VTR regm dre meaning
they frave "many forms". The number of
tandem repeats of a sequence is highly
wariable within a population.



VNTR'lerdeki polimorfizmler nasil tespit

edilire

Polimorfizmleri tespit etmek icin;

= DNA, VNIR bdlgesi disinda uygun restriksivon enzimleri ile
kesilir.

= DNA fragmentleri jel elektrofezi ile ayrlir.
= Bir naylon membrana emdirilir.

= Komplementer bir prob ile bir bant deseni (parmak izi)
olusturur.




VNTR'lerdeki polimorfizmler nasil tespit

edilire

Spesifik bir restriksiyon endonukleaz ile kesilen DNA, iki
birey arasindaki bir VNTR lokusunun uzunlugundaki
farkliigin belirlenmesine izin verir.

Uzunluk farkliliklarini gérmek icin PCR kullanilir.

Enzimin kestigi yerdeki fragment uzunluklarnin farkliliklar
dizi birimlerinin tekrar sayilarnna baghdir.
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Polimorfizm sonuclarn nerede kullanilire

Uzunluk polimorfizmleri;

=  Bireylerin ayirt edilmesinde,

= Soy belirlenmesinde ve

= Diger yakin akrabaliklarin belilenmesinde
kullanilir.

Bir bireyin fakli lokuslarnndaki degiskenlikler toplandiginda,
bireyin bilesik profili, o birey icin spesifik hale gelir.

Kan, doku ve sac kdkunden izole edilen DNA, bireyin
spesifik DNA profilini olusturmak icin kullanilir.

13
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VNTR cesitleri

Satellit DNA sadece dkaryot organizmalarda bulunur,
prokaryotik organizmalarda bulunmaz.

VNTR'ler buyuklogUne gore uc sinifa ayrilir:

n M|krOSOTe”|ﬂer x,» Chromosome

O Minisatellitler ']
[|IDAA) =

e 3§ N

—— -

Microsatellites (1-9 bp) Minisatellites (10-100 bp) Macrosatellites ( >100bp)

O Makrosatellitler

TRs (tandem repeats)

14
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Mikrosatellitler (STR)

Genom icinde rastgele dagilimis kisa ardisik tekrarlardir.

Bireyler arasindaki kopya sayilari yuksek oranda degiskenlik
gOsterir.

Oldukca kisadirlar, 2-5 bp’'den olusur.

Tekrar uzunlugunun toplami genellikle 1 kb'dan daha kisadrr.,

STR birimlerinin uzunlugu genellikle 70-200 bp arasinda
deqgisir.

Replikasyon kaymasi nedeniyle uzunluklari degiskendir.

15
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Mikrosatellitler (STR)

Insan genomunda goézlenen bir cok ortak motif (CA),, -
(GT),,'dir (n : tekrar sayisi ).

Bu motif tUm Okaryotlann genomu boyunca dagilmistir ve
cok sayida kopya icerir.

En iyi bilinen tekrarlardan biri (AC),,'dir (n : 10-60 arasinda
degisebilir).

Insan genomunda yaklasik olarak 50.000 tekrari
mevcuttur.

16



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Mikrosatellitler (STR) ne amacla kullanilire

Polimorfizmler insan genomunun haritalanmasinda onemli
marker olarak kullanilir.

Oldukca cok degiskenlik gdsteren (cok fazla allelik formu
bulunan) STR'ler, ailesel genetik hastalik calismalarinda ve
soy tartismalarinda kullanilirlar.

17
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Mikrosatellitler (STR) ne amacla kullanilire

(AGC),, ve (AATG), gibi bir cok mikrosatellit tanimlanmistir.

Tekrarlar U¢ ya da dort nukleotide dayali oldugu icin allel
cesitliligi daha fazladirr.

Multipleks PCR denilen yontemle birkac lokus ayni anda
incelenebilir.

18



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM

Prof. Dr. Bektas TEPE

FBI mikrosatellitflere (STR) guvenir

FBI (The Federal
Bureau of
Investigation), DNA
profillemede Iyi
tanimlanmis 13 STR
lokus setini kullanir.

GUnumuUzde, STR
dizileri ozellikle adli
DNA profillemede
kullanilmaktadrr.

13 CODIS Core STR Loci
with Chromosomal Positions

rx
TPOX
=
D351358 E g
B 'm
THO1 8
D5S818 ;881179 i
FGA ™ Fprse
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E D16S539 » D18S51 D21S11 AMEL
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13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y
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Minisatellitler (telomer dizileri)

Minisatellitler ilkk olarak 1986-1987 villar arasinda
karakterize edilmistir.

16. kromozomdaki a-globin gen lokusu ve 14.
kromozomdaki immunoglobin gen lokusu ile yakin iliskide

oldugu belirlenmistir. i
Quickly  /Minisatellites
understand

20
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Minisatellitler (telomer dizileri)

Telomerler olarak adlandinlan minisatellitler genellikle
kromozomlarin uclarna yakin bolgelere yerlesmislerdir.

Alleller arasindaki rekombinasyon nedeniyle degiskenlik
gOsterirler.

Quickly  /Minisatellites
understand

21
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Minisatellitler (telomer dizileri)

Bir cok minisatellit yaklasik olarak 20 bp iceren bir cekirdek
diziyi paylasir.

Bu cekirdek dizi her bir minisatellit lokusundaki tekrar
birimlerinin bir parcasidr.

Quickly  /Minisatellites
understand

22
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Minisatellitler (telomer dizileri)

Her bir lokus farkl bir tekrar birimine sahip olmasina
ragmen bu lokuslarnn sayisi binlerce olabilir.

Bu diziler genom boyunca dagilmis uzunluk
polimorfizmlerini belirlemek icin kullanilir.

Bdylece multilokus profilleri olusturulur.

23
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Makrosatellitler

Makrosatellit DNA'lar sentromer ve telomerlerin
yakininda bulunurlar,

Bu DNA dizileri olduk¢a buyuktir (Mb bUyUklogunde).

Ayirmak icin ozel bir eletroforez ydntemi gerekir (Pulse
Field Gel Electrophoresis-PFGE)

Boyutlan nedeniyle adli uygulamalarda kullanimazlar.

24
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VNTR'lerin adli analizlerdeki onemi

Adli analizlerde VNTR'ler kullanilr.

Bu VNTR'ler 100 ya da daha fazla allele sahip olabilir.

Bir homozigot, birbiriyle ayni uzunlukta bir VNTR'nin iki
kopyasina sahipken, bir heterozigot birbirinden farkli
uzunlukta iki kopyaya sahiptir.

25
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Allellik polimortizmler

Bir populasyondaki allelik
polimorfizmler, rastgele genetik
sUruklenme ya da dogal
seleksiyonla saglanir.

Populasyonda bireye 6zgu
diziler olarak bilinen veriler,
milyarlarca insanin birbirinden
farkll DNA parmak izine sahip
oldugunu gosterir.

Benzerlik ancak birkac
milyarda bir gorulur.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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Mahkemelerde kullanilan minisatellit

problar

Mahkemelerde kullanilan ve A. Jeffreys tarafindan
gelistirilen ilk minisatellit problart;

O 33.6-33.15
O 18 kez tekrar eden (AGGGCTGGAGQG)

O 29 kez tekrar eden (AGAGGIGGGAGGTGG)
cekirdek birimlerinden olusur.

27
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DNA parmak izinin diger alanlardaki

kullanimi

DNA parmak izinin,

O Bitki ve hayvan
yetistiriciligi,

O Koruma biyolojisi ve

O Populasyon genetigi

gibi uygulama alanlari
vardir.

DNA parmak izi ayrica,
ad¢ ve soy
tartismalarinda yeterince
gUvenilir oldugu icin
siklikla kullanilir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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Mikrosatellitlerin tek-lokus VNTR desenleri

Mikrosatellitlerin (STR) tek-lokus VNTR desenleri, tek bir DNA
fragmenti (homozigot birey) veya iki DNA fragmenti
(heterozigot birey) olusturur.

Bu desen, bir bireyin imzasi olarak kullanilabilen 6zgin
parmak izidir.

29
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Tek-lokus allellerini cogaltmak

GUnUmUzde tek-lokus allellerini cogaltmak icin PCR en
cok tercih edilen yontemdir.

Bu allelleri bir multilokus probu ile cogaltmak icin en az 4-5
tek-lokus primer seti kullanilir (multiplexing PCR).

Multipleks PCR, tek reaksiyon ile coklu STR'lerin
(mikrosatellitlerin) profilenmesine olanak verir.

30
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FBI STR (mikrosatellit) lokuslarini kullanir

13 CODIS Core STR Loci

FBl, suclan saptamada with Chromosomal Positions

kulianmak i icin n

gelismekte olan DNA TROK,

profilleme CRGHERR

teknolojisinde bir lider E g - -

konumundadir. R THot M

D5S818 - VWA

1997'de FBI, CODIS Fea M 0758203 E 5

(Combined DNA Index LSSFIROS B

System) olarak bilinen 18 A &8 T B WAENIE

Birlesik Devletler e

veﬂfr%lbqr)lr)ml ’r y E = %

cekirdegini olusturma - -

icin 13 STR lokusy 01383173 D165539 ?magssn 021-5113 E AMEL

belirlemistir. OB O B U U
13 14 156 16 17 18 19 20 21 22 X Y

31



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

STR'ye (mikrosatellit) dayall profillemenin

avantagjlari

STR’ye dayall DNA profilleme birkac hedenden dolayi
diger metodlardan daha ustundur:

O STR andlizleri, RFLP analizlerinden daha az emek gerektirir.
O Bozulmus DNA'larin profilleri elde edilebilir.

O Cok kUcUk miktarlarda (0.5-1.0 ng) DNA gerekmesine
ragmen, hedef DNA'nin 0.2 ng'dan daha az olmasi yeterlidir.

O KocuUk miktarlardaki kontaminantlar, anormal PCR UrUnlerinin
olusumuna neden olmaz.

O Karnsik DNA ornekleri birbirinden avirt edilebilir (6rn; karisik kan
lekeleri).

32
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RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk

elllaglelsivdggl)

Tek baz degisikliklerini veya farkl bUyUklUkte minisatellitleri
belirleyebilen bir tekniktir.

Restriksivon endonukleazlarla DNA'nIN farkl

bUyUklUklerdeki fragmentlere ayrilarak incelenmesine
dayanmaktadirr.

Inheritance of Parents
RFLPF markers
| Sihlings
e ‘ ﬁ ﬁ
AA aa Aa

Aa Aa a3 Aa AA
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RFLP ki yolla gerceklestirilelbilir

Agaroz el elekiroforezi ve ardindan southern blot
hibridizasyonu

Bir DNA fragmentinin PCR amplifikasyonu, ardindan
secilen bir restriksiyon enzimi ile kesimi ve agaroz jel

elektroforezi

&

AL
GDNA | I ' l
I=
< |=
-\ Elad
Gel

]
RO
2N’
Genomic
fragments
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RFLP ne amacla kullanilire

Basit RFLP analizleri, bir DNA dizisindeki tek baz
degisimlerinin (polimorfizmlerin) belirrenmesine izin verir.

DNA dizi polimorfizmleri, hayvan populasyonlarnnda
ortaktir ve kalitilabilir markerlar olarak kullanilabilir.

Bu polimorfizmler, analik-babalik testleri icin genetik
haritalamaya izin verir.

_ Bircok modern STR metodu bulunmadan édnce, bir sucta
IZLE supheliyi temize cikarmak icin adli uygulamalarda
: kullanilimistir.
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Ornek bir RFLP analiz sonucu

- = COCUK

- ™ - | N
s BABA
| e ADAYI
! "I
- -; - W0 -
e = BABA
: ADAYI
(' A
o - o0
'J_JJIA’L_L%J_IJJ‘QIIIA:'ALl__“j‘~ALL' :Al i llll;' j_L;;ul,l;
LR "4 " " 1 ‘s 00 o no ns

SwHe vy
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RFLP hastaliklarin teshisinde de kullanilir

NOEMAL  DISEASE NORMAL  DISEASE
NORMAL

Mzil resimcbon siles

I -
: : Digpst, separaie T
DISEASE -
Mutation des iroys

el electrop horesis southern hlot
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DNA parmak izi elde etmek icin kullanilan
metotlar

Southern blot hibiridizasyon (restriksiyon enzimleri ile kesim,
jel elektroforezi, bir VNTR probu ile hibridizasyon ve
otoradyografi)

PCR

38
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Hangi dokulardan ornek alinire

Idrar,

Sperm,

TUkUruk vb. vucut sivilar veya
Kan,

Kemik veya

Deri
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Southern blot hibridizasyon

X-ray film Uzerindeki DNA profili, bantlarnn veya DNA
fragmentlerinin pozisyonlarnni belirlemek icin analiz edilir.

Beraberinde, bUyUklOQU bilinen DNA standartlan (marker)
ayni jelde yorUtolor.

Goc mesafesi, buyUklUk ya da fragmentlerin uzunlugu ile
ters orantilidir.
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Southern blot hibridizasyon

lled t
ONA shplierito.ge Salt solution‘blots' DNA on to Salt solution

/ l \\ filter by capillary action

773 BT Paper Towel
Electrophoresis \
-+

Probe hybridize to Nitrocellulose

Migration

omplementary
DNA sequence  civarin 'Seal-in- Sponge DNA transfer
Meal' bag tofilter
Expose X-ray
film to filter
Gel Filter
- _ Remove unbound Hybridize with
- probe Unique nucleic
acid probe

Autoradiogram
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DNA profillemenin amaci

Bir sUpheliden ve
suc mahdallinden 'i@g %
toplanan ornekler LEds

I
I
I
I
(]r(]5|nd(]|(i OlCIS| Victim Crime Scene : Suspect 1 Suspect2  Suspect 3
eslesmeyi :
belirlemektir. e | — —
e s— | —_— — —
c— | =1 SE—
< | =
— I ——
] I e — ST
I -_— —
—— o : — T
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Yanlis analizler adli kaoslara neden olur!

DNA parmak izinin tekrarlanabilirligini saglamak icin,
standart metotlann izlenmesi gerekmektedir.

Bu yontemler takip ediimediginde, DNA profilleri, yanlis
suclamalarin yani sira, bir supheliyi ych|§I|I<Ic: olay disinda

tutabilir.

MERT BAYI(AI- mm SENSOY
ic BU KADAR KOMIK ANLATILMADL...
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Hatalan onlemek icin

Insan kaynakll hatalan dnlemek ve tutarliid saglamak icin
dikkat edilmesi gereken hususlar:

O DNA'nin butOnligUnun korunmasi

O Restriksiyon enzimlerle DNA'nin tfamamen kesilmesi
O Hibridizasyonun standartlastinimasi

O Uygun problarin secimi
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Hata kaynaklarn nelerdire

Hatalarin olusum nedenleri:
O Ornek kontaminasyonu
O DNA'nin yapisal butinlgunin bozulmasi

O X-ray filmi Uzerindeki bantlarnn yorumlanmasindaki zorluklar
(fazladan bant olusumu, bantlarin kaybolmasi, bantlarin
kaymasi)

O Bir eslesmenin istatistiksel olarak yanlis yorumlanmasi
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DNA'nIN miktar ve kalitesi

Orneklerdeki DNA'niN tUMU ayni kalite ve miktarda
deqildir.

DNA miktar sinirl olabilir ve DNA kismen veya tamamen
bozulmus olabilir.

Bir bireyin DNA Orneqi, digerlerininki ile, hatta bakteriyal
DNA ile, kontamine olabilir.

DNA sicak ve nemli kosullarda kolayca degrade olmasina
ragmen, bazi ortamlarda binlerce yil bozulmadan
kalabilir.

46



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM

Eski DNA ornekleri

Eski DNA ornekleri;
O Bitki fosilleri

O Kehribardaki bdocek ve
bakteriler

O Mumyalar
Kemik fosilleri

O Donmus insan ve
hayvan dokularindan

izole edilmistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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DNA kesim islemindeki hatalarnn muhtemel

nedenleri

Restriksiksiyon enzimleriyle DNA'nin tamami
kesilemediginde, DNA profillerinde yanlishk olabilir.

DNA'nIn eksik kesiminin nedenleri;
O dusUk enzim aktivitesi
O optimal olmayan kosullar

O kesim solUsyonundaki reaktifler veya
O dokudaki kontaminantlar
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Metilasyon, DNA kesimini etkileyebilir

Metillenmis DNA, enzim kesimini etkileyebilir.

DNA, secilmis restriksiyon enzimleri tarafindan taninan
bdlgelerinden metillenmisse, bu bolgeler enzimlerle
kesilemeyebilir.

DNA parmak izinde kullanilan enzimler metilasyondan
etkilenmemelidir.

\7),

DNA Methylation
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Ortam kosullar, DNA kesimini etkileyebilir

(star aktivite)

Optimal olmayan kosullarda (6rn; famponun iyonik
kuvvetindeki degisimler), enzimler normal tanima
bolgelerinden farkl bir bdlgeyi keser.

Bu da DNA profillerinde hataya neden olur.

DuUsUk tuz konsantrasyonlarinda, ECoR1 enzimi GAATTIC'ye
ek olarak AATT dizilerini ve diger dizileri tanur.

Bu yanlislik ‘star’ aktivite olarak adlandinlir.
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Elektroforez, bant profilini etkileyebilir

DNA profillerinin bant modelini etkileyen faktorler:

Jel matriksinin secimi

Agaroz/poliakrilamid konsantrasyonu

DNA fragmentlerinin ayriimasinda kullanilan elektrik akim
Tampon secimi ve konsantrasyonu

Jelin kalinhgl

Jeldeki DNA'nINn pozisyonu

DNA orneginin miktari

Kuyucuklardaki DNA konsantrasyonu
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Kullanilan jelin bant profillerine etkisi

Poliakrilamid, kucUk DNA fragmentlerini ayirmada
kullanilir.

STR (mikrosatellit) fragmentlerini ayirmada kullanilan en
yaygin polimerdir.

Agaroz/poliakrilamid konsantrasyonu, DNA
fragmentlerinin gdcunu eftkiler.

_ BUyUk DNA fragmentlerini ayristrmak icin dusuk bir
{ZLE konsantrasyon gerekirken, daha kUcuUk fragmentleri
: ayirmak icin daha yuksek jel konsantrasyonu kullanilir.
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Elekirik akimi, sicaklik ve tuz

konsantrasyonunun etkisi

Jelde DNA fragmentlerinin goc¢u, jele uygulanan voltgj
gradiyentinden etkilenir.

YUksek voltaj kucuk fragmentleri iyi aynistinrken, dUsuk
voltaj daha bUyUk fragmentlerin aynimasinda tercih edilir.

Yuksek tuz konsantrasyonu, bantlarin ayrnilmasini azaltir ve
sicakhgr yukseltir.

Sicaklik, DNA profillerinin kalitesini etkiler, cUnku sicaklik
artistyla goc¢ hizi artar.
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Jel kalinligl ve boyamanin etkisi

Jel kalinligr gé¢ hizini etkiler.

nce jeller cok iyi aynsma saglar.

Etidyum bromit ile boyama DNA fragmentlerinin gdcunu
oldukca eftkiler.

Ornekleri jele yUklerken, yakin kuyucuklardaki drneklerin
kansmamasina dikkat edilmelidir.

Bu da DNA profillerinin hatall yorumlanmasina neden
olabilir.
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Prob secimi

VNTR dizileri tam olarak bilindiginde, genellikle sentetik
oligonUkleotid problar kullanilir.

Bu prob, VNTR birimlerinde tUm bilinen dizi varyantlarini
icermelidir.
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DNA, bakteriyal diziyi belirlemek icin bir bakteriyal prob ile
hibridize olabilir.

Genellikle, adli dokular bakterilerle kontamine olmustur ve
VNTR problarinin bakteriyal DNA ile hibridize oldugu
bilinmektedir.

Bu da hatali DNA profillerinin olusmasina neden olur.
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PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

VNTR DNA bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu
polimorfizmleri belirler.

PCR kolay uygulanir ve sonuclar hizl bir sekilde elde edilir.

Degrade olmus DNA cogaltilabilir, cUnkU PCR
amplifikasyonunda kullanilan primerler DNA'nin kUcuk bir
fragmentine baglanabilir (orn; iskelet kalintilan, posta pulu
Uzerindeki tUk0ruk vb.).
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PCR sonucunda ilgilenilen bantlarnn tespiti

(dot blot hibridizasyonu)

PCR UrUnleri membran Uzerine tespit edilir ve etiketli
problar ile hibridizasyona birakilrr.

Genetik varyasyonlar belilemede, diziye spesifik problar,
allellerin dizi farkliliklarnni belilemek icin kullanilir.

Diziye 6zguU kisa oligonukleotidler (15-30 baz), dot blot
hibridizasyon ile s6z konusu lokusun PCR UrUnleriile
hibridize olur.
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PCR sonucunda ilgilenilen bantlarnn tespiti

(dot blot hibridizasyonu)

X-ray filmine maruz birakildiktan veya renk olusumundan
sonra, olusan spotlar, hibridizasyonun olustugu yeri

gosterir.

Bu metodun duyarliidi, PCR uUrunlerinin tek nukleotid
farkliiginin belirrlenmesine izin vermesidir.
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PCR'de basariyr etkileyen diger faktorler

PCR'da etkili amplifikasyon icin ideal marker alleller 100-
500 bp olmalidrr.

Ayrica tUm dlleller, elektroforez ve hibridizasyon ile
ayrnisabilmelidir.

Ornek toplama metotlannin yani sira, PCR testlerinin
kontrolleri ve standartlara uygunlugu guvenilirligi arttinr.
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Dijital DNA tiplendirmesi

Dijital fiplendirme, minisatellitler icin, 1991'de Jeffreys
tarafindan gelistirilmistir.

Dijital fiplendirme metodunda temel olarak PCR kullanilir.

Lokusun PCR amplifikasyonundan sonra, DNA Haelll
restriksiyon enzimi ile muamele edilir.

Biri Haelll enzimi (5’GGCC3’) ile kesilen, digeri Haelll
tanima bolgesi mevcut olmadigi icin kesilemeyen iKi
tekrar sinifi elde edilir.
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Dijital DNA tiplendirmesi

Her bir tekrar icin numaralar belirlenir:

O amplifiye edilmis PCR fragmentleri Haelll tarafindan kesilirse
‘1" olarak,

O kesiimemis fragment ‘2
olarak adlandinlir.

Bir lokusta bir allel, Haelll tarafindan kesilir ve diger allel
kesiimezse ‘3’ olarak adlandinlir (1 ve 2'nin ikisinin de
mevcut oldugu anlamina gelir).

Ornek olarak; 7 lokus kullaniimis ise barkod numarasi 7
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Ornekleri barkodlamanin avantajlar

Bir birey veya bir érnek icin (kan veya doku) olusturulan
barkod, digerleriyle kolaylikla karsilastinlabilir.

Bu yontemin baslica avantajlarn,
O DNA bantlannin boyutlandirimasindaki ihtiyaci karsilamasi ve

O bant kaymasi, bantlann ortak gdcu nedeniyle olusan
belirsizligi ortadan kaldirmasidir.

Species DNA Barcode
s N

e 2 4 N
%@
ik > I

- %/\ AN /
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AdIl davalarda bilimsel kanitlarin
kabul edilebilirligi

TUm mahkemeler. kanitlarin kabul edilebilirligini belirlemek
icin bir dn durusma yapar.

On durusmalar bilimsel kanitlann uygunlugu, dogrulugu
ve kabul edilebilirligini belirlemek icin yapillr.

Bu durusmalarda hakim, jUriye sunulmadan dnce
davadaki gerceklere uygun kanitlar olup olmadigini
belirlemek icin tUm kanitlan degerlendirir.

Savunma ve iddia makaminin her ikisi de bilirkisi, kanitlar
degerlendirir.
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DNA ve DNA profillemeye dayal durusmao

standartlari

DNA ve DNA profilemeye dayall kanit adliyede ik
kullanildigindqg, bu kanitlara izin veriimeden dnce belli
standartlarnn olusturulmasi gerekmistir.

Bu standartlar sunlardir:

O Daubert standardi: Connecticut, Hindistan, Kentucky, Yeni
Mexico, ve Teksas

O Frye standardi: Alaska, Arizona, Colorado, Kansas ve
Pennsylvania
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DNA ve DNA profillemeye dayal durusmao
standartlari

Standardin ya da testin cesidi Ulkeye bagl olarak
degiskenlik gosterebilir.

Diger Ulke ya da eyaletler, kabul edilebilirlik icin kendi
testlerini kullanabilirler (6rn; Montana, Utah, Arkansas
veya Georgia).
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DNA ve DNA profillemeye dayal durusmao
standartlari

Mahkemelerde genis capta kabul goren DNA profillerine
ragmen, bir davadaki taraflar, alaninda cok iyi
kurgulanmis bir bilimsel prensibin oldugunu kanitlamak
icin, Frye ya da Daubert durusmasindan birini sunmak
zorunda kalabillir.

Her ne kadar kisilerin tanikligr ikna edici bilgiler icerse de,
DNA kaniti Frye veya Daubert’ten biri altinda kabul
edilebillir.

DNA kanitinin reddi, drneklerin olasi kontaminasyonu ve
DNA toplamak icin kullanilan yontemler gibi faktdrlere
baglidir.
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Frye standardl

Bu standarda gore,

O delil olusturmak icin kullanilan
metot veya teknikler guvenilir
olmalidrr,

O bilimsel cevreler tarafindan
kabul edilmelidir ve

O bilimsel ilkeler ile
desteklenmelidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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Frye standardl

GuUvenllir olmayan bilimsel prosedurler ya da kanitlara
dayal gecersiz gorUslerin [Uriye sunulmasini Onlemek icin
tasarlanmis bir standarttir.

Davada, DNA profilleme ile olusturulmus kanitlarin
guvenilir oldugunu savunur.

—~
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Frye standardl

Bilirkisi, metodun guvenilirligini iceren herhangi bir
tartismayi ve kapsadigil bilimsel prensipleri anlamak icin,
onlara izin veren akademik ve profesyonel kimliklere sahip
olmall ve alaninda uzman olmalidir.

Bir yontemin genel kabul gdrmesi, onun guvenilir
oldugunu kanitlamaz.

GUvenilirligin ispatlanmis olmasi gerekmektedir.

Ornek toplama, profilleme metotlan ve istatistiksel
yorumlama standartlastinimalidir ve metotlar titizlikle
uygulanmaldir.
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Daubert standardi

Daubert standardi, bir bulanti ilacinin kusurlu doguma
neden oldugu iddiasini iceren bir davada, Birlesik
Devletler YUksek Mahkemesinden alinan bir karardan
dogmustur.

Davaci Daubert, kusurlu dogumun Benedict adliilacin
kullanimina bagl gelistigini iddia etmistir.

Daubert Standard
All You Need To Know
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Daubert standardi

Yerel mahkeme, Daubert tarafindan sunulan bilimsel
kaniti reddetmistir.

Ancak Yuksek Mahkeme, Frye standartlarinin yetersiz
oldugu kanisina vararak yeni standartlarin gelistiriimesine
hUukmetmistir.

Daubert Standard
All You Need To Know
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Yuksek Mahkemenin dikkate aldigli noktalar

Bilimsel uzman tarafindan sunulan hipotez sinanabilir mie

Teori veya meftof, elestiriye aciimis ya da yayinlardg
incelenmis midire

Metodun bilinen veya potansiyel hata orani nedir?

Uzmanin, bilimsel cevrelerdeki niteligi, kisiligi ve yeri nedir?

Metot bir uzmanin donanimi ve ozel becerilerine dayanir mig

Metot ve sonuclar, mahkeme ve |urinin kanitlar
anlayabileceqi ve degerlendirebileceadi sekilde aciklanmis
midire
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Daubert standardi

Daubert davasi, Daubert standartlarinin ortaya ¢cikmasini
saglamustir.

Burada standartlar, bilimsel metotlar kullanilarak Uretilmis
olmalidir ve bilimsel cevrelerce yapilan elestiriler ile
desteklenmelidir.

Uzmanin tanikligl, iddia ve savunma makaminda, sdzde
‘'uzmanlarnn catismasini’, hafifletmeye yardimcei olabilir.
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Verl tabanlar

Bireyler hakkindaki bilgiler (DNA veya kimlik) gelecekte
kullanmak icin veritabanlarinda depolanabilir.

Populasyonlar hakkindaki genetik bilgi, DNA veri tabanlari
veya veri bankalarinda toplanabilir.

Veri tabanlari, tibbi kayitlarda, sigorta ve finansal
raporlarda bireyler hakkindaki detayli kisisel bilgileri
depolar.
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Verl tabanlar

Veri tabanlarn, doku uyusmazlik antijenleri ve kan gruplar
gibi genetik Ozellikler ve dis kayitlar, parmak izleri, fiziksel
Ozellikler (gbz rengi, boy ve kilo) gibi bir kisi hakkinda
tanimlayici bilgileri icerir.

HUkUmet, kayip birevylerin kimliginin belirenmesinde ve
cinayetlerin aydinlatimasinda bu bilgileri kullanir.
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Verl tabanlar

Veri tabanlari;

ameliyat ve biyopsi sirasinda alinan doku dérnekleri,
kan drnekleri,

neonatal taramalar,

silahll kuvvetlerin Uyelerinden alinan ornekler ve
O adli koleksiyonlardan gelen verileri
icerir.
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Verl tabanlar

Veri tabanlarn ayrica, farkl etnik gruplarda DNA profil
eslesmelerinin istatistiksel olasiliklarini hesaplamak icin ¢cok
degerli bilgiler saglar.
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DNA profilleme metotlar su alanlarda
kullanilir

Hastalikla iliskili genlerin haritalanmasi
Hastaliklarin tanisi

Vahsi hayvan ve kuslarin iliskilerinin belirlenmesi

Hayvan populasyonlannin genetik olarak karakterize
edilmesi,

Bitki fUrlerinin genetik cesitliliginin belirlenmesi
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RAPD

(Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA)

Cesitliligi belirlemek icin kullanilan bir yontemdir.

PCR ile rastgele DNA dizilerinin amplifiye edilmesi ve jel
elektroforezi kullanilarak rastgele amplifiye edilmis bu
polimorfik DNA dizilerinin varliginin veya yoklugunun
belilenmesine dayantr.

RAPD dizileri, PCR ile amplifiye edilen bdlgedeki
polimorfizmleri veya cesitliligi belilemek icin kullanilir.
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RAPD

(Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA)

Genellikle 8-10 nUkleotid iceren primerler kullanilir.

Bu primerler, rastgele secilirler.

Populasyondaki bireylerin cesitli boyUklUkteki DNA dizileri
uygun primerler ile cogaltilr.

Bir populasyondaki her birey icin jeldeki bant profili ayni
degildir.
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RAPD

(Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA)

RAPD Principle
Random Amplified Polymorphic DNA

RAPD-PCR ~
— 5 —> e
<+ *r <+ e
RAPD-Products
1 | —| |
2 1 |
3 / I
4 (E— —
Caracteristicas Temp. Tempo
Electrophoresis  Size 1 2 I gerais CC (seg.)
; 24 150
- i o2 20
Temp. amealmg 38 15
[— | = 38 72 @l
== B ==
Eamp: 108 sez. ?42 s
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AFLP

(Cogaltiimis fragment uzunluk polimorfizmi)

AFLP, DNA profillemede oldukca hassas bir ydntem olarak
bilinir.

Bir cok alanda (tibbi tani, bitki ve hayvan yetistiriciligi, adli
analizler, bakteriyal tiplendirme) kullanilir.

AFLP, RAPD andlizlerinin gelistiriimis bir cesididir.

AFLP genellikle RAPD metoduna gore, reaksiyon basina
daha cok polimorfizmi belirler.

Restriksiyon enzimleriyle kesilmis genomik DNA'nin PCR
amplifikasyonuna dayalidrr.
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AFLP

(Cogaltiimis fragment uzunluk polimorfizmi)

Bu metot, hedeflenen spesifik lokustan ziyade tum
genomdaki polimorfizmleri belirler.

Tekrar edilebilirligi oldukca yuksek bir analiz ydntemidir
(>%99).

Bu durum, AFLP'yi, populasyon genetigi calismalariicin
kusursuz bir marker yapar.
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AFLP

(Cogaltiimis fragment uzunluk polimorfizmi)

Restriction
Enzymes Adapters =
g o | —— At =—
Genomic DNA  DIGESTION _ LIGATION -
Restriction Ligated DNA
Fragments Fragments
Samples
A B C

AMPLIFICATION | gelective

Polyacrylamide Gel

—-— _—

Fingerprint Pattern Amplified Fragments

Fisnra 1 A crhamatie dienlawnna the Fanr haci~ ctance AF ABRT P dinqee
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AFLP nerelerde kullanilire

Dogal bitki ve hayvan populasyonlarinin genetik
cesitliligini belirlemek

Yetistirme programlari icin yakalanan hayvanlarin
genotipini belirlemek

Bitki tUrlerinin genetik cesitliligini degerlendirmek
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SSCP

(Tek iplik konformasyon polimorfizmi)

DNA dizilerindeki modifikasyonlar, DNA konformasyonunu
ya da stabilitesini degqistirebilir.

Bu, jel elektroforezi sirasinda hareketteki degisimler yoluyla
belirlenebilir.

Bu degisimler cift iplikli DNA dizisinden genellikle
bagimsizdir.

Bu yUzden tek iplikli DNA kullanilir.

Bu durum, tek iplik konformasyon polimorfizminin
temelidir.
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SSCP

(Tek iplik konformasyon polimorfizmi)

T o

interest

O— A — Heat denature in O_G
[ () Hi-Di Formamide e . )

¢ Rapidly chill and ¢

A T electrophorese under G c
:g % non-denaturing conditions @ %

Wild Type

Prof. Dr. Bektas TEPE
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SNP (Tek nUkleotid poliforfizmi)

Populasyondaki bireylerin
genomunun cesitli bdlgelerinde tek
nukleotidlik degisimlerin meydana
gelmesine bagl polimorfizm
durumudur.

SNP’ler, kromozomlardaki hastalikla
iliskili genlerin haritalanmasinda ve
genlerdeki mutasyonlarin
pbelilenmesinde dnemlidir.
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Mitokondriyal DNA dizi calismalart

Cesitliinsan populasyonlarinda mitokondriyal DNA
calismalan sonucunda asagidaki bulgulara ulasiimistir:

O Modern insanlarin atalar Afrika’dan kdken almistir.

O Modern insanlar, kurucu bir populasyondan meydana
gelmistir.

O En yakin atalarmiz yaklasik 171.500 yil dnce evrimlesmistir.

O Anatomik olarak modern insanlar, diger hominid’lerin yerini
almak icin dunyanin diger bdlgelerine go¢ etmislerdir.

(Hominid: Bipedal olarak da bilinir. Dik duran primatlardir ve
erken akrabalar ve nesli tUkenmis atasal formlaricerir.)
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Mitokondriyal DNA dizi calismalart

EUROPE . | H, U, X }

TUVW ‘
1, J, K asa Amp”
> ind

AUSTRALIA

| A* D*
X

B ,
NORTH ACD
AMERICA

X?
B1" [ac,D
SOUTH

AMERICA
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‘Mitokondriyal Eve’

Mitokondriyal DNA dizilerini calisan bircok
bilim insani, tUmM modern insanlarin
yaklasik 171.500 yil &nce bir kadindan
ortaya ciktigina inanir.

Y-CHROMOSOME ~ MITOCHONDRIAL

Bu kadin ‘Mitokondriyal Eve' olarak
adlandirilir.

ADAM

& EVE
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‘Mitokondriyal Eve’

Mitokondri, insanda yaklasik 16.500 bp
uzunlugundadir ve kendi genomuna
sahipfir.

Y-CHROMOSOME ~ MITOCHONDRIAL

Bu genom, 13 adet protein kodlayan
aen, 22 IRNA ve 2 rRNA geniicerir.

ADAM

& EVE
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Neden mitokondiyal genomye

Insan ve hayvanlarnn evrimsel tarihini arastrmada
kullanilan mitokondriyal DNA'nin birkac avantaj vardir:

O Mitokondriyal DNA, nuklear DNA'dan daha yuksek bir hizda
mutasyon gecirir.

O Mitokondriyal DNA maternal kalitilir,
O Mitokondriyal DNA rekombinasyon gecirmez.
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Y kromozomu uzerindeki calismalar

Y kromozomu yakin zamanda dizilenmistir.

Adli arkeoloji ve insan evrimi calismalannda kullaniimak
icin yeni firsatlar sunar.

Y kromozomu babadan erkek cocuga (paternal) kalitilr.

Olusan kUcUk polimorfizmler, insanlarnn evrimsel tarihini
belirlemek icin kullanilir.

Y kromozomu, profilleme icin marker bolgeler icerir.
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'Y kromozomal adam’

X kromozomu, mayoz ve gamet olusumu
esnasinda DNA degisimi gecirir.

Y kromozomu ise sadece kromozomun uc — '

bdlgelerinde DNA degisimi gecirir.

Y kromozomunun, ortak bir erkekten (Y
kromozomal Adam) kdken aldigl
dusUnUlmektedir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Y-CHROMOSOME ~ MITOCHONDRIAL
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'Y kromozomal adam’

DNA analizlerinden elde edilen bilgiler,
tUm erkeklerin 'Y kromozomal Adam’in
soyundan geldigini ve

Y-CHROMOSOME ~ MITOCHONDRIAL

Y kromozomal Adam’in, 35.000-20.000
yil dnce yasayan tek bir erkek ata
oldugunu gosterir.

ADAM

& EVE
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'Y kromozomal adam’

BugUn Afrika’da yasayan insanlarn
DNA'sina gore, Y kromozomal Adam ve
mitokodriyal Eve'nin Afrika’da yasamis
olduguna inanilimaktadir.

Y-CHROMOSOME ~ MITOCHONDRIAL

Dolayisiyla, mitokondriyal DNA
sonuclarina benzer sekilde, Y kromozomu
da Afrika’dan kdken almistir ve
Afrika’dan cikis teorisini destekler.
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Adll arkeoloji

Adli arkeoloji, arkeolojik kesifler
hakkinda cikarimlar ve incelemeler
yapmak icin adli bilimlerin
kullaniimasidir.

Ayrica arkeolojik metotlar, suclari
arastirmak icin kullanilir.

Adli Bilimler Tarihi

Antik kalintilar icin DNA profileme
yontemlerinin gelistiriimesi, arkeolgji (
alaninda cok yararli olmustur. '

% ~
NIGEL MECRERY

/ ‘
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DNA bilgilerinin arkeolojide kullanimi

Bireylerin kimliklendirilmesi

Insan ve hayvan evrimi calismalarn (6rn; 10yl mamutlar ile
filler arasindaki akrabaligin arastinimasinda)

Insan ve hayvanlarn (soyu tUkenmis gruplar da dahil)
ad¢ yollarinin izlenmesi

Dunya capindaki farkl etnik gruplarin akrabalik iliskilerinin
ve kOkenlerinin izlenmesi

Antik kalintilann aile iliskilerinin belirlenmesi
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Spesitik arastirma ornekleri

Misir’ daki arkeologlar,
OlU firavunlar ile diger
bilinen insan
kalintilarndaki
iliskilerin nasil
oldugunu belirlemek
icin DNAlari
karsilastirmislardir.
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Spesitik arastirma ornekleri

Yakin atalarnmizin kim oldugunun belirlenmesinin yani sira,
insanlarin nerede ve nasil evrimlestigini belirlemek icin
Afrika ve diger bdlgelerdeki eski insan DNA'larn calisiimistir.
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Spesitik arastirma ornekleri

Kuzey Amerika'daki gruplarnn goécu DNA kullanilarak
calisiimustir.
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