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ADLI TIP VE POLIMERAZ ZINCIR RAKSIYON TEKNIGI
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GIRIS:

Polimeraz zincir reaksiyon teknigi (PCR) molekiiler ¢alismalara yeni bir
boyut kazandirnugtir. Bu teknik 1985 de ortaya ¢ikmig olup aragtirma ve klinik la-
boratuvarlarinda DNA yi analiz etme imkamn saglanmignur. PCR spesifik bir
DNA segmentinin enzimatik invitro senteziyle milyonlarca kopyasini ihtiva eder.
Bu reaksiyon dublexs DNA da hedef bolgeyle iist liste gelen iki oligoniikleotid
primerlerinin genislemesine ve istenilen reaksiyonlarin-meydana gelmesi igin

degisen sicakliklara bagimlidir. Makalemizde bu teknigin 6zellikle adli npta nasil
kullamulabilecegi hakkinda bilgi vermeyi amagladik. '

ADLI TIPTA DNA TEKNOLOJISI

, Adli tiptaki aragtincilar vucut sivilannin yada kan lekelerinin orjinini tesbit
etmek icin elektroforetik ve serolojik metodlan yillardan beri kullanmaktadirlar
(1). Bu sistemleri potansiyel olarak ayirt edebilme giicii belli DNA polymorphism
ile kiyaslandi$1 zaman disiiktiir. DNA polymorphismi bir proteinin bir bilesininin
de fiziksel bir degisikligi tesbit edebilme ihtimaline ve polymorphik proteinlerin
ekspresyonuna bagimhdir (2). DNA seviyesinde kodlanan genetik markerler kod-
lama siralarindaki genetik degisiklikle simrlandinlmamusur. Gergekte, insan geno-
munda polymorphik bélgelerin ¢cogu amino asid kodlayan bélgelerin disinda
uzantr. Biitlin ¢ekirdekli hiicrelerdeki DNA nin.varligi ve DNA seviyesinde po-
tansiyel bilginin yiiksck olmasmdan dolayi, adli up alanindaki arastinicilar 1980 li
- yillann ontalaninda vaka galisma 6rneklerinde rekombinant DNA teknolojisini kul-
lanmaya bagladilar.

O yillarda, Alcc Jeffrey polymorphik DNA segmentilerinin diisiik sicaklik
sartlan alundaki hibridizasyonundan sonra tck, spesifik DNA 'fingerprint' lerinin
meydana getirilebileceini gosterdi (3). Daha ilerki yillarda tekrar meydana getiri-
lebilir genetik profillerin farkli ¢evre sartlanina expose olmug kan lekelerinden, sag
- koktinden ve meni Ickelerinden tretilebilecegide gosterilmistir (4,5). Belkide

DNA teknolojisinin adli up'a Ven biiyiik yardim1 tecaviiz edenlerin bulunmasinda

olmustur. Vdjinal bolgeden alinan 6meklerde, sperm hiicrelerinin yaninda epithel

hiicrelerde bol bulunmaktadir, fakat sperm DNA sini epithel hiicre DNA sindan

. A.U Tip Fak. Biyokimya Bol. Aras Gor.

485



ayirmak miimkiindiir (6). Sperm hiicresinin bag kismindaki protein kilif dithiot
reitol (DTT) ile kiralabilir distilfid kopriilerini ihtiva eder. Cesitli deterjan ve pro-
teinazlar kullanilarak kontamine eden hiicrelerin DNA s1 sperm hiicresinin bag
kisminda hig bir degisiklik olmadan saliverilir (sekil 1). Bu islemden sonra semen
hiicreleri santrifiijle toplanir (epithel hiicrelerden ayirmak igin) ve DTT ile muame- -
le edilir. : :

Yiksek polymorfik 'Loci' i¢in baglangigtaki yontemler Southern blots ve ra-
dyoaktif olarak isaretlenmis DNA Proplara bagimliydi. Bu metodlar yiikse
-molekiiler agirhkli DNA 6mcklerindeki farkl alellerin 69 ng kadar tesbitini yapa
cak kadar hassastir (7). Ozellikle bu metodlar babalik davalarinda ka
ornekleriden ekstrakte edilmig DNA 6mekleri igin kullanilir. Bununla beraber, sug
vakalanndaki forensik 6mekler degisken birgok sirali tekrar loci (variable numbe
of tandem repeats (VNTR) nin yeterli miktarda yikilmamis DNA sint herzaman
ihtiva etmeyebilir. Yapilan ¢alismalar vakalarda bakilan DNA nin stabilitesinin %
48 olduBunu ve 6meklerin ya yikilmig DNA veya tesbit edilemeyecek miktarda
DNA nin olabilecegini gostermistir (8). Diger mevcut olan problem fragment
biytikligiine gore yapilan ayrim i¢in kullanilan agorose jelin diisiik ayirabilme
kapasitesidir. Iki allel arasinda buiyiikliik fark1 9 ile 70 baz ¢itfi biiyiikligiinde ola-
bilir ve boyle bir farka sahip DNA [ragmentleri bir birine yakin gé¢ edecek ve iki
allel yerine tek bir allel olarak tiplendirilebilir (9).

- FORENSIK DNA TIPLERI VE PCR-

Forensik biyolojik 6rneklerin DNA tipleri ile ilgili problemleri (mesela, ye
tersiz DNA, yikilmig DNA, Jel reziliisyonu) polymeraz zincir reaksiyonu teknigi
ile (PCR) ¢oziilebilir. PCR dayanan tipleri ayirma basit ve cok hassastir (10)
Buna ilave olarak bu teknik analiz zaman aralif1 ¢ok daha azdir. Yikilmig veya bo
zulmug DNA bir DNA  fragmenti oldugu middetce amplifikasyon icin yeterli bir
substratir. .Primer bolgeden VNTR loci de dirckt olarak tekrarlanan bolgelerde
yamnda olarak dizayn olabilirler, boylelikle bir tekrar tinitesinin kiigiik farkliliklan
- yiiksek ayrnmli jellerde biiyiikliige gére aynnmdan sonra tesbit edilebilirler. Bu al
leleri ayirmadaki problemi minumuma indirirve daha dogru allelleri tahmin etme
imkan saglar. Ilave olarak, bir populasyonda gozlenmis amplifiye edilmig allel-
lerden meydana gelmig bir referans biiytikliik markerleri herbir VNTR locus'u
i¢in meydana getirmek mimkiindiir (11). Bu markerler bdylece analiz edilmek

icin PCR (irtinleriyle biiyiikliiklerine gore aynlirlar.

PCR in ytksek hassashgindan dolayi, polylmorphizmi belirlemek igin fazla
miktarda DNA ya ihtiya¢ yoktur. Bu tckralanan analizler teknik basansizliklarm
meydana gelme ihtimalinden dolay: biiyiik bir avantajdir. Veya sonuglann tekrar-
lanmas, tastik edilmesi gercktiginde az DNA ya ihtiyac duyuldugundan iyi bir
avantajdir. R :

Kamt olusturacak 6melerden DNA anilizi i¢in PCR kullanimi bir sugla ilgili
olarak diger materyallerin kullanilabilmesini miimkiin kildi. (Tablo 1). Stipheli ve
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kurbanlardan DNA dmek referanslart her zaman kan olmak zorunda degildir, agiz
ici epithel hiicreleri, sag, idrardan epithel hiicreleri, hatta timak DNA kaynag ola-
rak kullanabilir (12). Sigara izmaritleri tikriigi ihtiva eder, bu sadece kiiglik bir
miktar DNA dir (10 ile 100 ng arast) ve Sauthern blot analizi igin yeterli degildir.
Mektup tizerindeki ve puldaki tiikriik (az bir miktarda olmasina ragmen) fidye is-
teme mektuplannda, santajlarda bunu yapan sahislarin bulunmasinda biyolojik
-materyal kaynag olabilir

Tablo 1: inceleme icin toplanmig biyolojik omckler

: %
1. Kangik 6rnekler (Semen+kan yada biyolojik 6rmekler) . 41.4
2. Sag . _ 6.8
3. Semen veya kan Ickeleri (Elbise, bardak, bigak vs.) 40.9
4. Tikrik (Sigara izmariti, zarf, pul vs.) 2.8
8.1

5. Digerleri (Kemik, dig vs)

PCR TEKNIGI ONEMI

Polimeraz zincir reaksiyonunun hassash@ DNA orneklerinin yada PCR
reaksiyonlarinin kontamine olmast ilgili siipheleri artinyor. Kontaminasyonun en
gnemli formu Onceki amplifikasyondan amplifiye edilmig DNA daki bulugmadir.
Yanhs blir pozitif sonucun neticeleri dogru olmayan sonuglara yol agabilecek ve
‘onem arz eden vakalarda siipheliyi suclu veya sucsuz gosterebilecek durumlari
olusturabilir. Bu yiizden kontaminasyonun ortadan kaldiriimasi olduk¢a dnemli
bir konudur (sekil 2). Bu sadece adli tip oldukca nemli bir konudur (Sekil 2).
Bu sadece adli tip laboratuvarlan i¢in degil ayn: zamanda PCR'nin kullanildig la-
boratuvarlarda da énemlidir. Diger potansiyel kontaminasyon kaynagi numunenin
alinmasi esnasinda veya numunenin incelenmeye baglamasindan evvel hiicredeki -
DNA'nm bulagmaya maruz kalmasidir. Bazi ckspertler bu kontaminasyon prob-
lemlerini PCR'1n tesbit edemceycece@i sevideki kontaminasyonlart bu hassalikta -
DNA ¢rnekleri ile calisarak minimuna indirirler. Bunlar da gosteriyor ki PCR
calismalan kontaminasyon kaynaklanndan iyi haberdar olmay: ve bunlara kargi
tedbir almayi oncelikle gerektiren aragtirmalardir.

SONUC

Poimeraz zincir reaksiyon teknigi, degisken bir ¢ok sira tekrarlan gibi pol-
morfik 'loci'lerin tesbiti i¢in Souther blothing teknigine gegerli bir altematil olarak
kullanilmaktadir. Teknik sadece genctik poliformizimin analizini kolaylagtirmadig
~ gibi mitokondrial kontrol bolgeleri ve mikrosatelitler gibi yeni markerlerin kul-
lanimi igin yeni bir yol agmistir. Protokoliin basitli§inden dolay:, PCR diger adli
tiplaboratuvarlan ile veri degisimi ve standardizasyonu saglar PCR ile yapilan tek-
niklerde yukanda da bahscdilen kontaminasyon kaynaklarn da minimuma indiril-
diginde yiiksek standart ve hassaslikta DNA analizleri yapmak miimkiindiir. Er-
zurum'da yeni oturtmaya ¢alisugimiz PCR tcknigini kullanarak ‘yapacagimiz
cahslmalarnmiz Biyokimya, Genetik ve Pediatri bdliimlerince yiiriitilecektir. Bu
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rada bu teknigin 6zellikle adli upta ne gibi faydalar sa
oldugu hakkinda bilgi vermek amaciyla ele aldik.

glayacagim ve teknigin n

Sekil 1: Kurbanin epithel hucrelerinin saldirganin
~ spermlerinden ayirma i§lemi
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FORENSIC MEDICINE

polymerase chain reaction 1echmcjue has become a valid alternative to
otung for the detection of highly polymorphic loci such as variable




number of tandem repeats. It has not only facilitated the analysis of genetic poly-
morphism but 1t has also opened the way for the use of new markers such as mic- -
* rosatellites and the mitochondrial control region. Because of the simplicity of the

rotocols, 1t allows for standardisation and exchanﬂe of data with other research
and forensic loborotorics. 1t is possible obtain DNA at hi ghrcencevity by minimi-
zing contamination sources. In our laborotory, we are triying to set up PCR tech-
nique by coopareting with genetic and pediatric departments. In here, we planed
to indroduce the technique which is going to wiedly use in different areas.
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