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1. Ozetler
1.1. Ozet

Adli olgularin aydinlatiimasinda, yanmis olan kemik ve dis kalintilarindan magdurun
kimliginin belirlenmesine yonelik bilgilerin elde edilmesi kritik 6nem tasir. Kemik ve dislerin
yandiklarinda hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri énemli 6lglide degisir ve bu durum,
idantifikasyon amacli antropolojik degerlendirmeler ve basarili deoksiribonukleik asit (DNA)
profillemelerine engel olur. Isi, maruz kalinan sicaklik derecesine bagl olarak, kemik ve dislerin
kullanildigr kimliklendirme tekniklerinde zorluklara yol acar. Bu sebeple, yanma esnasinda
kemik ve dislerde meydana gelen degisimler ile, gozlem ve analiz sonuglarinin dogru
degerlendirmesi ve elde edilen bilgilerin belli bir sira dahilinde kullaniimasi gerekir.

DNA’nin azalmis olan kalite ve kantitesi nedeniyle yanmis kemik ve dislerden DNA
cekitlenmesi adli bilimlerde daima zor bir siire¢ olmustur ve gunimizde de bu zorlugunu hala
strdirmektedir. DNA’nin asiri derecede degradasyonu ve PCR inhibitorlerinin varhigi, dzellikle
yanmis iskelet kalintilarindan DNA idantifikasyonunu son derece komplike bir hala
getirmektedir. Yangin, patlama, motorlu ara¢ ve ucak kazalari ile diger travmatik olaylarda elde
edilen drneklerden geleneksel yontemlerle DNA’nin tiplendirilmesi oldukga zordur.

Kitlesel 6lim olaylari, savaslar veya sosyo-politik olaylar gibi farkli durumlarda kayip
kisilerin ya da bilinmeyen kalintilarin tiplendirilmesi ve soybaginin belirlenmesi icin mevcut tek
biyolojik materyal sikhkla sadece dis ve kemik gibi insan kalintilari olmaktadir. Kemikten
cekitlenen DNA siklikla dusiik kopya sayisi (LCN) halinde mevcut olup, kemigin i¢c ve dis
Ozelliklerinden kaynaklanan kimyasal ve fiziklsel birtakim hasarlar nedeniyle farkli degradasyon
asamalariyla karsilasiimaktadir. Etkili DNA cekitleme prosedirleri ve yani sira dogru DNA
cogaltma teknigi, iskelet kahintilarinin basarili DNA analizindeki kritik asamalardir. Kemik

icindeki heterojeniteye bagli DNA’daki varyasyonlar nedeniyle, literatlirde yanmis kemik ve dis

8



gibi asiri derecede degrade olmus 6rneklerden DNA’nin elde edilebilecegi tek, givenilir bir
yontem maalesef hala mevcut degildir. Bu gercek temel alinarak, bu tez ¢alismasinda, yaslari 18
ile 71 arasinda degisen 22 kadin ve 28 erkekten alinmis 25 kemik ve 25 dis érneginden olusan
toplam 50 6rnek ile ayni kisilere ait 50 adet agiz ici surtintl kontrol drnekleri kullanilarak,
mevcut cekitleme yontemleri karsilastiriimis ve kemik ve disten DNA’nin elde edilebildigi
maksimum sicakhk dereceleri belirlenmistir. Sonug¢ olarak adli genetik kimliklendirmede,
etkililik ve verimliligin artirilimasi agisindan, yeni gelistirilen modifiye bir prosedir ile ¢ekitleme
amacityla fenol-kloroform ve Qiagen DNA Mini Kitinin rutinde birlikte kullanilabilecegi
onerilmis, kemik 6rneklerinden maksimum 190°C, dis 6rneklerinden ise 400°C’ye kadar DNA
cekitlemesi yapilarak basarili profilleme elde edilebilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli Genetik, Idantifikasyon, DNA Cekitleme, Profilleme, Yangin,
Degrade Kemik ve Dis

1.2. ingilizce Ozet (Abstract)

In the identification of forensic cases, it is critical to obtain information on the victim’s
identity from burnt bone and teeth remains. When bone and teeth are burned, both their physical
and chemical properties change significantly, which prevents anthropological evaluations and
successful DNA profiling. Heat causes difficulties in the identification techniques in which
bones and teeth are used, depending on the degree of temperature exposure. Therefore, it is
necessary to evaluate the results of observation and analysis, and the information obtained in a
certain order, with the changes occurring in bone and teeth during burning period.

The identifcation of burnt or buried bones and teeth has always been a difficult process
due to the diminished quality and quantity of DNA, and it is still a challenge. Excessive
degradation of DNA and the presence of PCR inhibitors still result in a highly complicated DNA

identification, especially from burnt skeletal remains. DNA profiling by conventional methods
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from fire, explosion, motor vehicle and aircraft accident and other traumatic events is very
difficult.

The only biological material available to identify the missing persons or unknown
remains in different situations, such as mass death events, wars or socio-political events, is often
human remains. DNA extracted from the bone is usually present in low copy number (LCN) and
is subject to different degradation steps due to chemical and physical damage caused by internal
and external properties of the bone. Effective DNA isolation as well as accurate DNA profiling
are critical steps in successful DNA analysis of skeletal remains. Due to heterogeneity in DNA
due to the heterogeneity within the bone, unfortunately, the only reliable method for obtaining
DNA from highly graded specimens such as burnt bones and teeth in the literature is still not
available. Based on this fact, in this thesis study, 50 samples consisting of 25 bones and 25 teeth
obtained from 22 females and 28 males aged between 18 and 71 were used and 50 samples of
oral swabs belonging to the same persons were also used to compare current extraction methods
and the maximum temperatures at which DNA from bone and teeth can be obtained were
determined. As a result, a new modified extraction method is proposed for increasing the
effectiveness and efficiency in routine forensic genetic identification processes and DNA
extractions could be carried out in bone samples exposed to a maximum temperature of 190°C
and teeth samples exposed to a maximum temperature of 400°C.

Key Words: Forensic Genetics, Identification, DNA Extraction, Profilling, Fire, Degraded Bone

and Teeth
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2. Giris ve Amag

Adli bilimler, farkh bilim dallarinin multidisipliner bir yaklasimla ¢ozim bekleyen adli
sorunlara yanit bulmak amaciyla birlikte calistii uygulamalari kapsamaktadir. ilk zamanlardan
beri adli vakalarin aydinlatilmasinda Oncelikli olarak fiziksel delillerin incelenmesi ve bu
delillerin yorumlanmasi yontemi Oncelikli olmustur. Fiziksel delillerin bilimsel birtakim
tekniklerle de@erlendirilmesi ondokuzuncu yizyilin sonlari itibariyla gindeme gelmis, sug
olgularinin incelenip aydinlatilmasinda farkli disiplinlere ait bilimsel veriler ve analiz yontemleri
kullanithp adalete hizmet edilmeye baslanmistir. Nihayetinde de biyoloji, toksikoloji, patoloji,
antropoloji, dis hekimligi, muhendislik, fizik, jeoloji, matematik, psikoloji, psikiyatri gibi farkli
disiplinleri kapsayan “adli bilimler” kavrami ortaya ¢ikmistir (1,2).

Suclu ve sug potansiyeli olan kisilerin her gegen giin kendilerini gelistirdikleri cagimizda,
mevcut sugla micadele yontemleri yeniliklere agik olmalidir. Bertillon tarafindan gelistirilen
antropometrik sistem ve sonrasindaki parmakizi uygulamalari ile devam eden sireg, ginimizde
bircok alt disiplinin katilmasiyla yeni bir boyut kazanmis ve nihayetinde adli bilimler kavrami
ortaya ¢ikmistir (1-3).

Kemik ve dis dokularinin ytksek 1s1, nem ve mikroorganizma aktivasyonu gibi gevresel
kosullara dayanikliligi, ceset cirtise de uzun bir stre boyunca yapisal 6zelliklerini korumalari ve
yani sira magdura ait birtakim Kkisisel 6zellikleri ortaya koymalari nedeniyle bu dokular
kimliklendirmede dénemli bilgiler saglamaktadir (6-8).

Ozellikle dis dokusu etrafini cevreleyen epitel, bag, kas ve kemik dokular sayesinde, dis
ortamin olumsuz etkilerine karsi oldukga korunmustur ve basta pulpa olmak Uzere sementum,
dentin ve periodontol ligament, DNA analizi i¢in STR olarak bilinen Kisa Ardisik Tekrarlar
acisindan oldukca zengin yapilar olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Kemik ve dis, cesedin

curimesinin tzerinden uzun yillar gecse bile, diger dokulara gére DNA’nin en iyi korundugu
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dokulardir (9-11).

Genetik kimliklendirmede 6nemli bir delil olan kemik ve disler farkli ortam kosullarina
maruz kalabilmektedir. Yangin gibi ceset butinluginin ileri derecede bozuldugu olaylarda,
yanmis kemik ve dis kalintilarindan kimliklendirme amaciyla DNA’nin ¢ekitlenerek bir profil
elde edilmesi ile ilgili olarak literatiirde ¢ok sayida calisma mevcut olmasina ragmen, 6zellikle
yuksek ve ekstrem derecede yuksek sicakliklara maruz kalmis dis ve kemik dokularinda mevcut
DNA cekitleme yontemlerini Kkarsilastirarak uygulanabilirlik ve diger faktorler agisindan en
uygun yontemi belirlemeye calisan kapsamli bir arastirma mevcut degildir (12-18). Bu bilgiler
temel alindiginda, olay yerinde idantifikasyon amaciyla yalnizca yanmis ve asiri derecede
degrade olmus kemik ve dis oOrneklerinin elde edilebilecegi adli olgular s6z konusu
olabilmektedir.

Patlayici ile gerceklestirilen kitlesel 6ltim olaylari, intihar girisimleri, araba ya da ucak ile
gerceklesen ara¢ kazalari, ev tipi yanginlar veya bir sucu gizlemeye yonelik kasitli olarak
gerceklestirilen asiri derecede 1sinin ortaya ¢iktigi yangin olaylarinda, DNA analizi amaciyla
olay yerinde sadece sert doku olarak bildigimiz kemikler ve disler kalmaktadir. Yanmis olan
kemik parcalarindan ve dislerden cekitlenen DNA, genetik belirteclerin amplifikasyonunu
zorlastiracak ve hatta imkansiz hale getirecek sekilde asiri derecede degrade olmus
olabilmektedir. Ayrica, yanmis olan kemik ve disler dis kaynakli DNA kontaminasyonuna da
oldukga aciktir.

Bir viicut yandiginda, deri dokusu kismen veya tamamen yanar ya da tamamen yok olur.
Isi nedeniyle, maruz kalan kas dokusunda da siklikla riptir ve bozunma goralur. Ayni sekilde
yuzdeki yumusak doku da yanar ve kafatasi agiga ¢ikabilir. Bu nedenle kisi gorsel olarak

tanimlanamayabilir. Eller ve ayaklar da yandi§i icin parmak izi analizi de yapilamayabilir.
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Antemortem dis kayitlari ve parmak izleri mevcut olmayabilir. Bu durumda kalintilarin
idantifikasyonu amaciyla sadece genetik analiz segenegi kalmaktadir.

Calismamizda, farkli derecelerde isilara maruz birakilan iyi korunmus, yarin yanmis,
siyah renkte yanmis, mavi-gri renkte yanmis ve mavi-gri-beyaz renkte yanmis kemiklerde, farkh
DNA cekitleme yontemlerini karsilastirip, yeni modifiye bir ¢ekitleme yontemi gelistirmeyi ve
6zgin DNA profilleri elde edilip edilemeyecegini belirlemeyi amacladik.

Bu oOrneklerden DNA cekitlemesi ve basarili PCR amplifikasyonunun halihazirda
zorlugunu strdirmesi, bazi yontemlerin komplike ve zaman alici olmasi, henliz herhangi bir
yontemin rutinde kullanilacak bir kabul diizeyine ulasmamasi nedeniyle, bu calismada mevcut
yontemler arasinda kullanima en uygun olani belirlemeyi ve gesitli modifikasyonlarla daha iyi
bir yontem gelistirmeyi amacladik. Yanmis dis ve kemik kalintilarinda DNA ¢ekitlemesi ve
basarili PCR amplifikasyon, olayin aydinlatilmasi agisindan hayati 6nem tasiyip, mevcut
yontemlerin yeterli ve tatmin edici olmamasi nedeniyle 6zellikle zordur. Yontemlerin ¢ogu
komplike ve zaman alicidir ve hicbir yontem rutinde kullanilabilecek diizeye ulasmamistir. Adli
laboratuvarlarda gerceklestirilen kemik cekitleme protokolleri, 6zellikle kemiklerin uzun bir sire
boyunca cevresel kosullara maruz kaldigi olaylarda tekrarlanabilir ve c¢ogaltilabilir sonuglar
verememesi nedeniyle sinirhdir (35,36).

Cahismamizda femur, humerus, tibia, kosta gibi farkli kemikler ile buyik ve kiguk azi
disleri, kesici disler ve kdpek disleri gibi farkh dis érneklerini kullandik. Hangi tip kemigin en
iyi kalitede ve en fazla DNA’yr verdigini dogrulamak amaciyla, maruz birakildiklari 1si
derecelerini de degerlendirerek, kemiklerden DNA cekitlemesine yonelik yari-standardize bir
protokol olusturduk. On farkli DNA ¢ekitleme yodntemini degerlendirerek ve dusiik miktarda
kemik tozundan baslayarak (50-100 mg) insan iskelet kalintilari ve dislerinde elektroforetik

urtnlerin kalite acisindan bir karsilastirmasini gerceklestirdik. DNA ¢ekitlemesi amaciyla
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konvansiyonel fenol-kloroform organik yontemine ek olarak, QlAamp® DNA Mini kit (Qiagen,
Hilden, Almanya), DNA 1Q™ System (Promega, Milan, italya) ve Genorise Bone DNA
Extraction Kit (Genorise Scientific, PA, ABD), HiPurA™ Bone DNA Extraction Kit (HiMedia,
India) ve Stratec Invisorb Spin Forensic Kit (Stratec Biomedical AG, Almanya) olmak (zere bes
farkln ticari kitin etkinligini ve verimliligini degerlendirdik. Ayrica, deneysel calismalarimizda,
esas amacimiz olan ve ornekleri daha iyi saflastirmak amaciyla fenol-kloroformun kullanildig
ve DNA’nin proteinler ve atik materyalden uzaklastirildigi yeni gelistirdigimiz modifiye bir
protokoll de gerceklestirip diger cekitleme yontemleri ile karsilastirdik. Modifiye protokolde
yeni asamay!1, farkli kit soltisyonlarini lizis tamponu iginde inkiibe ederek gergeklestirdik. Fenol-
kloroform asamasli, yakilan orneklerde atik materyalin kolonlar veya manyetik boncuklarla
etkilesmesini onleyerek orneklerin temizlenmesini sagladi. Tim 6rnekler, adli genetikte siklikla
kullanilan AmpFISTR® Identifiler”” PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD),
AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve
GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) yaninda Qiaquick PCR
Purification Kit (Qiagen, ABD), Stratec Invisorb Spin Forensic Kit (Stratec Biomedical AG,
Almanya), GeneMATRIX Bone DNA Purification Kit (EURx Ltd., Polonya) ve HiPurA™ Bone
DNA Purification Kit (HiMedia, Hindistan) ile ¢ogaltildi.

Yeni DNA cekitleme yontemlerinin gelistirilmesi ve mevcut ticari kitlere ilaveten artan
miniSTR sayisi, adli bilimlerde asiri derecede degrade Ornekler igin etkili bir ¢6ztim olabilir.
Belirli sureler boyunca belirli sicakliklara maruz birakilan distk miktarlardaki taze kemik ve dis
ornekleri icin fenol-kloroform kullanimina dayanan DNA ¢ekitleme protokolliniin uygulanmasi,
beklenen iyi sonuclari vermistir.

Tum bunlar dogrultusunda, bu calismadaki amag, bir yangin similasyon ortami

olusturarak disuk, orta, yuksek, cok ylksek ve ekstrem derecede yilksek sicakliklara maruz
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birakilan kemik ve dis dokularinda literatirdeki mevcut DNA c¢ekitleme ydntemlerini
karsilastirip, DNA elde edilmesi, ¢ogaltilmasi ve bu DNA’lardan STR profilleri ¢alisiimasi ile
kisilerin kimliklendirme basarisinin karsilastiriimasi ve nihayetinde rutinde kullanilabilecek daha
iyi bir yontemi gelistirebilmek ve ayrica DNA’nin elde edilebilecegi maksimum sicaklik
derecelerini belirlemektir.
3. Genel Bilgiler

3.1. Adli Bilimlerde DNA Uygulamalari

Adli bilimler, ¢cok farkl bilim dallarinin multidisipliner bir yaklasimla ¢6zim bekleyen
adli sorunlara yanit bulmak amaciyla birlikte calistigi uygulamalari kapsamaktadir. ilk
zamanlardan beri adli vakalarin aydinlatiilmasinda oncelikli olarak fiziksel delillerin incelenmesi
ve bu delillerin yorumlanmasi yontemi 6nde gelmistir. Fiziksel delillerin bilimsel birtakim
tekniklerle degerlendirilmesi ondokuzuncu ytzyilin sonlari itibariyla giindeme gelmis, sug
olgularinin incelenip aydinlatilmasinda farkli disiplinlere ait bilimsel veriler ve analiz yontemleri
kullanithp adalete hizmet edilmeye baslanmistir. Nihayetinde de biyoloji, toksikoloji, patoloji,
antropoloji, dis hekimligi, muhendislik, fizik, jeoloji, matematik, meteoroloji, psikoloji,
psikiyatri gibi farkl disiplinleri kapsayan “adli bilimler” kavrami ortaya ¢ikmistir (1,4,5,79).

Bu antropometrik 6l¢clim ¢alismalari devam ederken, Hindistan’da memur olarak gorevli
olan ingiliz kokenli William Herschel, resmi bir akim belgelerin iizerine kisilerin parmakizlerini
alip farkinda olmaksizin, bugiin DNA ile birlikte en 6nemli kimliklendirme araci olan parmakizi
yonteminin temellerini atmistir. Ayni donemlerde Henry Faulds isimli arastirmaci da
parmakizinin bireye 6zgl oldugunu ve yaslanma ile degismedigini ortaya koymustur. Daha
sonra, Francis Galton mumyalarda yapti§i ¢alismada daktiloskopi yani parmakizi biliminin
kurucusu olmus ve mumyalarda parmakizlerinin 6lim sonrasi bes yil boyunca degismedigini

kanitlamistir (4,5).
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Suclu ve sug potansiyeli olan kisilerin her gegen giin kendilerini gelistirdikleri cagimizda,
mevcut sugla mucadele yontemleri yeniliklere agik olmalidir. Bertillon tarafindan gelistirilen
antropometrik sistem ve sonrasindaki parmakizi uygulamalari ile devam eden sireg, ginimizde
bircok alt disiplinin katilmasiyla yeni bir boyut kazanmis ve nihayetinde adli bilimler kavrami
ortaya gikmistir.

3.1.1. Adli Bilimlerde Kimliklendirme ve Onemi

Bir kisinin taninmasi, tanimlanmasi ve diger bireylerden ayirt edilmesinde faydalinilan

Ozelliklerin tamamina “kimlik” adi verilir. Adli bilimlerin bir alt disiplini olan adli tip ve hukuk
uygulamalarinda kimlik iki sekilde tanimlanir. ilki “adli kimlik” dedigimiz Kisinin nifus
kayitlarindaki, yas, cinsiyet, anne ve baba adi, dogum vyeri ve tarihi gibi bilgilerden olusan
kimliktir. ikincisi ise “tibbi kimlik” olarak bilinen, kisinin vicut 6zelliklerinin hep birlikte
degerlendirildigi kimliktir. Tibbi kimlik altinda yas, fiziksel 6zellikler, cinsiyet, parmakizi,
kemik ve dis yapisi gibi ozellikler yer ahr (86,87). Adli bilimlerde, gerceklesen bir 6lim
vakasinin arastirilmasinda atilan ilk adim cesedin kimliginin tespit edilmesidir.
Olay yerindeki bir cesedin kimliklendirilmesi sirecinde, cevresel kosullarin da g6z Onilinde
bulunduruldugu farkh teknikler kullaniimaktadir. Guniimuzde en sik bagvurulan ve kullanilan
dort yontem, 6len Kisiyi taniyan Kisi ve/veya Kisilerin magduru dogrudan tanimlamasi, viicut
Uzerindeki yara izi ve dovme gibi kisiye 6zgu birtakim isaretlerden yararlaniimasi, parmakizi
alinip karsilastiriimasi ve DNA analizi seklindedir (30,77).

Adli vakalarin ¢ogunda kimliklendirme, magduru taniyanlarin gorsel tanimlamasi ile
yapilir. Yangin, ucak ve motorlu tasit kazalari, vahsi cinayetler gibi cesedin ¢lridugi ya da
viicut butunlugundn ileri derecede bozuldugu vakalarda tanik veya tanidik ifadelerini temel alan
gorsel kimliklendirme her zaman mimkin olmamaktadir (80). Bu gibi durumlarda, adli bilimler

semsiyesi altindaki farkli disiplinler devreye girmekte ve multidisipliner takim calismasi ile
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kimliklendirme dedigimiz sire¢ baslamaktadir (78). Bu tir kimliklendirme calismalari kemik ve
dis dahil insan kalintilarindan erisilebilecek bdtin veriler kullanilarak gergeklestirilir ve 6lim
sekline ve belirlenen yaklasik 6lim zamanina bagh olarak farkh bir takim uygulamalari
gerektirir.

lleri derecede ¢iirimiis ya da yanma sonucu iskeletlesmis, yani yapisal biitinligi son
derece bozulmus kalintilarda kimliklendirme blyuk Olctide kemik ve disten olusan iskelet
aracthgiyla yapilir. Ornegin Krogman tarafindan ortaya konan antropolojik kimliklendirme
sisteminden faydalanilarak, iskelet kalintilarindan blyuk dortlt olarak bilinen cinsiyet, yas,
Kisinin ait oldugu topluma ait biyolojik ve fiziksel 6zellikler belirlenebilir.
Iskelet kalintilari iginde gevresel kosullara, zamana ve yanma gibi ekstrem kosullara en dayanikli
olan doku dis dokusudur. Bu bakimdam olay yerinde bulunan disler kimliklendirme igin buyuk
oneme sahiptir. Buna paralel olarak, adli bilimlerin bir alt disipini olarak adli odontoloji ortaya
cikmis, dislerden faydalanilarak kisinin cinsiyeti (90), yasi, ait oldugu populasyonun irk gibi
biyolojik 6zellikleri (93), mevcut beslenme aliskanlklari, egitim seviyesi ve sosyal statisd,
herhangi bir disine kanal tedavisi uygulanip uygulanmadigini gosteren dental bilgileri ve
anomalileri, kronik hastaliklari, disleri ile ilgili kazanilmis olabilecek bir takim 0Ozellikler ve
insan eli ile daha sonra olusturulmus degisiklikler, fonasyon, yasam yeri ve de yasadigi donem
belirlenebilmektedir. Bu sekilde antropologlar, adli dis hekimleri, adli biyologlar veya adli
genetikciler 6len kisinin bilgilerinden karsilastirma yapilabilecek referans 6rnek sayisini azaltip
olayin aydinlatilmasina yonelik arastirmalarda bir yon belirlerler. Sayisi azaltilmis olan referans
numuneler icinden, &len Kkisinin birinci derece yakinlarindan alinacak numunelerle
gerceklestirilecek DNA analizi kimliklendirmede kesin ve son asamay! olusturmaktadir (97).
3.1.2. Kimliklendirmede Dis Kalintilarinin Onemi

Kimliklendirmede 6Imis olan kisinin durumuna ve olayin gerceklesme sekline gore
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uygulanabilecek iki yontem mevcuttur. ilk yéntem, 6len Kisiye ait antemortem olarak bilinen
olim oncesi kayitlarin, cesedin incelenmesinin ve bir takim analizlerin gergeklestirilmesinin
ardindan, elde edilen postmortem olarak bilinen 6lum sonrasi kayitlarla karsilastiriimasi temeline
dayanir. Bu yontem 0Ozellikle felaket kurbanlarinin kimliklendirilmesinde kullanilir ve belli bir
hiyerarsiye dayanan islemlerin dikkatli bir sekilde ve titizlikle takip edilmesi énemlidir. ikinci
yontemde ise antemortem kayitlarin elde edilememesi sonucu ve 6lenin kim oldugu ile ilgili
herhangi bir ipucu olmamasi durumu s6z konusudur. Bu durumda adli dis hekimi, magdurun
dislerinden elde edilebilecek bdtiin verileri toplayarak bu verilerin karsilastirmasinin yapilacagi
referans numune arahigini mimkin oldugunca daraltmaya calisir (80).

Yanginlar, ugak ve motorlu arag kazalari, kitlesel 61im olaylarinin gerceklestigi felaketler
ve cesetlere ulasmanin zor oldugu ve zaman aldi§i olaylar, cesedin parcalandigi ve ileri derecede
bozuldugu cinayet vakalarinda, bireyin yakinlarinin ya da tanidiklarinin kisiyi kimliklendirmesi
cogu zaman olanksiz hale gelir veya psikolojik nedenlerden 6turti boyle bir kimliklendirmeye
gidilmesi tercih edilmez. iste bu gibi durumlarda dislerin viicuttaki en dayanikli doku
olmasindan dolayi, arastirmacilar 6zellikle disleri kullanarak 6nemli veriler elde eder (80).
Dislerden genellikle Kkisinin yasini, cinsiyetini ve biyolojik bir takim farkliliklarini belirlemede
yararlanilir. Yas tayini esnasinda ozellikle iki énemli veri kullanilmaktadir. ilki dislerin
kalsifikasyonu iken, ikincisi dislerin surme zamanlari seklindedir. Kalsifikasyonun
saptanabilmesi icin mandibula ve maksilla kemiklerinden olusan ¢enenin radyografileri gekilir.
Strme zamaninin saptabilmesi icin ise mandibula ve maksillada bulunan mevcut tim disler
dikkatlice incelenir ve dis stirme ile ilgili atlaslara gére degerlendirme yapilir. Dislerde cinsiyetin
belirlenmesi asamasinda kullanilabilecek farkliliklar ise oldukca degiskenlik gostermektedir.
Literatlire gore kadin dislerinin kismen daha kicik oldugu ifade edilebilse de yalnizca dislerin

kullaniimasi ile cinsiyet saptanmasi riskli oldugundan tercih edilmemektedir.
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Eriskin bir bireyin agzinda 32 adet dis bulunup her bir disin 5 yizeyi mevcuttur. Sonug
itibariyla incelenebilecek 160 farkli yuzey bulunmaktadir ve tek yumurta ikizlerinde bile birbiri
ile tamamen ayni olan dis dizisi bulmak olanaksizdir.

Ozellikle gectigimiz son on yilda dis dokusu kullanilarak kimliklendirmede 6nemli
asamalar kaydedilmistir. Cesedin Uzerinde bulunabilecek isirik izlerinin incelenmesinde daha
once kullanilan iki boyutlu c¢alismalarin yerini G¢ boyutlu dijital teknikler almistir ve
kimliklendirme amaciyla dis dokusundan DNA’nin elde edilmesi, kaydedilen bu ilerlemelere en
iyi 6rneklerdir (75).

3.2. idantifikasyon Amacli DNA Analizleri

Locart tarafindan ortaya konan “Her temas bir iz birakir” teorisine dayanilarak, olaya karismis
olan fail veya faillerin olay yerinde kendilerine ait DNA &rneklerinin bulundugu bir biyolojik
delil birakmamasi imkansiz gérinmektedir. Eser miktardaki viicut sivisi, yalnizca tek bir sa¢
veya vicut kil 6rnegi ya da konvansiyonel parmakizi, olayla ilgisi olabilecek kisi veya Kisilerin
baglantisini gosterebilecek DNA delili ortaya koymaya yetebilmektedir. DNA analizleri, yillar
once gerceklesmis olan adli olaylardan elde edilmis olan delilerin giinimiizde de yeniden
degerlendirilebilmesini saglayabildiginden retrospekstif bir kisim degerli bilgileri de bize
sunmaktadir (81).

Adli olgularin aydinlatilmasinda kullanilan DNA parmakizi veya DNA profilleme
calismalarinin esasini yerytziinde tek yumurta ikizleri hari¢ hicbir bireyin DNA molekulunin
tamamen ayni olamayacagi olusturmaktadir. insanlarda DNA molekiilii bireyler arasinda biiyiik
olclide birbirine benzerlik géstermektedir (97). DNA iplikciklerinde yer alan genler belirli bir
dizilimde ve sirada bulunmakta olup, organizma genomunda ayni zamanda polimorfizm olarak
adlandirilan varyasyonel bolgeler mevcuttur. Yillar suren calismalarin neticesinde, genom

uzerinde kimlik tespiti amaciyla kullanilabilecek polimorfik bolgeler saptanmistir (28,31).
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DNA parmakizi ve DNA profili kavrami, ilk kez 1985 yilinda ingiliz genetik bilimci Sir
Alec Jeffreys tarafindan ortaya konmustur. Bu arastirmact DNA’nin belirli bolimlerinde
birbirini tekrarlayan diziler oldugunu ve bu dizilerin tekrar sayilarinin Kisiler arasinda farklilik
gosterdigini tespit etmistir. DNA tekrar dizileri olarak bilinen, degisken sayida ardisik
tekrarlarin, yani VNTR’lerin (Variable Number Tandem Repeat), uzunluklarinda Kkisisel
varyasyonlarin saptanmasini saglayan bir yontem gelistiren Jeffreys, bu sekilde adli bilimlerde
kimliklendirmeye yonelik ¢igir acan bir siirece onculuk etmistir. Jeffreys’in VNTR’ler igin
kullandig1 yontem, restriksiyon endoniikleaz enzimleri araciligi ile 6zgun dizilerden DNA’nIn
belirli bolgelerinin kesilmesini saglayan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism-
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi) teknigidir. Bu yontemin prensibi, genomda
daginik sekilde bulunan tekrar birimlerinin analiz edilmesine dayanir. Bu diziler, farkl Kkisilerin
genomunda farkl tekrar sayilarinda ve farkli yerlerde bulunur. DNA parmakizi olusturabilmek
icin bireye ait DNA 6rneginin belirli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi gerekir. Daha 6nceki
yillarda ve ginumizde ¢ogu laboratuvarin uygulamay biraktigi yontemde, elde edilen DNA
parcalarl agaroz jelde yuritulmekte, sonrasinda Southern Blot teknigi ile gorintilenmekteydi.
Boylece bir dizi DNA bandindan olusan, barkod goérinumiunde bir jel gorintist elde
edilmekteydi. Farklihgin arandigi bireyde tekrar birimlerinin genomun farkl yerinde olmasi
beklendiginden, ikinci bireye ait DNA fragmentlerinin southern blot géruntist farkh sekilde
elde edilerek yorumlamaya gidilmekte, elde edilen bantlar o kisilerin DNA parmakizi olarak
adlandirilmaktaydi. Kesfedilmesiyle adli bilimlerde yeni bir devrimi baslatan bu teknik ilk kez
bir cinayet vakasinin ¢ozilmesinde kullaniimis ve bu vakada elde edilen basarisinin sonucunda
kimliklendirmede artik vazgegilmez bir yontem olarak rutine gecmistir. Belirtilen bu
ozelliklerine ragmen bu yontemin nispeten kisitlayici birtakim yonleri bulunmaktadir (28,31).

1. Mevcut yontemlere gore bu yontem, kismen daha fazla DNA gerektirir. Bu yiizden 6zellikle
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kan lekesi ve sa¢ numunesi gibi eser miktarda DNA elde edilen biyolojik delillerde
kullanilamaz.
2. Southern Blot tekniginde bantlar arasi yogunluk farkli gdzlenebilecegi icin degerlendirme
sirasinda problemle karsilasilabilir.
3. Southern blot tekniginde saglik igin riskli olabilecek radyoaktif isaretli problar kullanilir.
4. Tamamlanmasi en az bes gtin surer.
5. Sonuglar incelediginde bir varyasyon icerip icermedigi ve dislama guicti tam olarak bilinmez.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun (PCR) 1994°teki kesfi ve sonrasinda, bireyler arasi
varyasyonel bélgelerin STR analizyle saptanabileceginin bulunmasi adli genetik kimliklendirme
olgularinda RFLP ydnteminin dezavantajlarini ortadan kaldirmistir. PCR igin olay yerinden
sadece bir hucrenin elde edilmesi yeterli olabilmektedir. Radyoaktif isaretli problarin kullanimi
s0z konusu olmadig icin, uygulamayi gerceklestiren kisinin sagligi agisindan bir risk s6z konusu
degildir. PCR ile kisa bir sure icinde saf ¢ogaltilmis trin elde edilebilirken, yeni gelistirilen
insan hatasini en aza indiren otomatize multipleks STR sistemleri ile birka¢ saatte ayrim giicl
yuksek sonuglar alinabilmektedir (81).
3.3. Dis ve Yapisal Ozellikleri
Disler sindirim sisteminin baslangicinda yer alan, st ¢cene kemigi olan maksilla ve alt
¢ene kemigi olan mandibulanin hareketleri ve ¢igneme kaslarinin yardimi ile agiz iginde alinan
besinlerin parcalanmasini ve o6gutilmesini saglayan organlardir. Fonksiyonlari arasinda
savunma, beslenme ve fonasyon yer almakta, ayrica estetik agidan ©Gnem tasimaktadirlar.
Alveolus dentales adi verilen alt ve Ust c¢ene bosluklari icinde bulunup ve destek amacli
paradontium ile cevrelenmislerdir.
Makroskopik olarak incelendiginde disin disetinin disinda kalan ve mine ile ortulmus

kismina kron, ¢ene kemigi icinde gomuli kismina kok, kronla kokun birlestigi yere ise boyun
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veya kole denir. Disin biyuk kismi dentinden olusmakta, dentini kron bolgesinde mine, kok
kisminda ise sement denilen tabaka ortmektedir. Dentinin merkez bdlgesinde ise disin diger
kisimlarini foramen apikale araciligiyla birbirine baglayan pulpa bulunmaktadir (Sekil 1 ve 2) .

Canli kalsifiye dis dokusunun %69 ila %99’luk kismini, biylik bir bolimi apatit
formunda olan kalsiyum fosfat minerali seklindeki inorganik materyal meydana getirmektedir.
Apatit, klor veya fosfor apatit seklinde dogadaki kayalarda bulunur ve cift fosfath kalsiyum
molekdllerine verilen isimdir. Kemik ve dis dokusundaki apatit molekullerinin ¢ogu, karsihkl
yildiz kuyrugu seklinde dizilim gosteren hidroksiapatit adi verilen farkli bir formda
bulunmaktadir. Tek basina hidroksiapatit ¢cok sert bir molekil degilken, minenin yapisinda son
derece kuvvetli bir yapinin olusumunu saglar.

Mine, insan vicudunda bulunan en sert doku olup ektoderm kokenlidir ve kron
bolgesindeki dentin tabakasini ortmektedir. Asit ortama dayaniksizdir ve dis curtklerinin
nedenidir. Kalinhgi dis boynuna gidildikce azalir, kesici kenarlara dogru gidildikce ise 2,5 mm
kalinliklara cikar. Kisinin yaslanmasi ile kalinhigi azalir. Vicuttaki en sert doku olsa da son
derece kirilgan bir yapiya sahiptir ve altinda yer alan dentin tabakasi tarafindan desteklenmeye

gereksinim gosterir. Yapisinda ameloblast hicrelerinin olusturdugu prizma gubuklar yer alir.
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Sekil 2. Dis Pulpa Boslugu ve Kok Yapisi
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Dentin, dislerin en biyik kismini kaplayan boélimdir ve mineralize bag dokusu
yapisindadir. Gegmiste, sertligi, kimyasal ve biyolojik yapisinin benzerligi nedeniyle kemik
dokusunun yapisi ile ayni kabul edilmistir. Ancak, daha sonralari kemik dokusu incelediginde,
metabolizmasinin daha aktif ve kan damarlari agisindan daha zengin oldugu gortlmustur. Kemik
dokusundaki 6nct hiicreler osteoblastlar iken, dis dokunun énci hiicreleri 6zellikle dentindeki
dentinogenezden sorumlu odontoblastlardir. Dentin yapisinda kollajen bulundugu icin, mineyle
karsilastirildiginda daha yumusaktir ve ¢urimeye daha egilimlidir. Ayni minede oldugu gibi yar
gecirgen Ozelliktedir ve iginde dentin kanalciklari bulunmaktadir. Dolgu, kaplama gibi bir islem
icin dis kesildiginde bu kanalciklar agiga c¢ikmis olur ve sicak-soguk, tatli-tuzlu-eksi gibi
uyarilara karsi agri esigi diser. Yaslandikca bu kanalciklar mineralize olup daralma gdsterir ve
bu yeni dentine sklerotik dentin adi verilir. Dentin yapimi hayat boyu suren bir olay olup,
beslenmesini saglayan doku pulpadir. Pulpanin 6lmesi ya da bir islem sonucu ¢ikariimasi halinde
dentin artik kirilgan duruma gelmis olur.

Sement denilen kisim disin kdk kismini kaplar ve kalsifiye olmus bad dokusu
yapisindadir. Dentin gibi kimyasal yapi acisindan kemige benzer. Blylk bir kismi (%65)
hidroksiapatitten olusan inorganik materyalden, kalan kismi (%20 ila %24) organik materyalden
ve az bir kismi da (%15) su molekdllerinden olusur. Sementi sentezleyen ve onarimini saglayan
hiicreler kokteki 6ncli sementoblastlardir. En kalin oldugu yer kok ucudur.

Pulpa, disin merkezinde bulunan yumusak bag dokusu seklindeki bir yapidir (Sekil 2).
Dis dokulari i¢inde kan dolagiminin oldugu tek yer burasidir. Kan damarlari ve sinirler agisindan
zengin olup, bu damar ve sinirler pulpa bosluguna apikal foramen ile ulasmaktadir. Baslica
gorevi dentini olusturmak oldugu icin etrafi 6nci odontoblast hucreleri tarafindan ¢evrelenmistir.
Pulpanin ikinci gorevi ise, besinler ve nem ile yapisini korudugu organik materyal ile disi

beslemektir. Pulpa boslugunda ayrica immin sistem hiicreleri yer alip, bakteriyel enfeksiyonlara
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karsi savunmayi saglarlar. Pulpanin diger gorevleri ise duyusal olarak, sicaklik ve basing
degisikliklerini algilamak ve ikincil dentini yaparak koruyucu fonksiyon tstlenmektir.
3.3.1. insanda Dentisyon

Eriskin bir insanda ust maksiller ve alt mandibuler ¢enede dizilmis olan 32 adet dis
bulunmaktadir. Bu arklar normal kosullarda simetrik bir yapiya sahiptir. Her bir arkin esit

sekilde ortadan boélinen bir yarisina kuadran adi verilir. Her kuadranda 1 kanin, 2 kesici, 2

premolar ve de 3 molar olmak (zere toplam 8 adet dis bulunur (Sekil 3).

Klinik olarak incelendiginde 3 tip dentisyon oldugu goérulmektedir;

1. Primer/Gegici Dentisyon: Agizda 20 adet dis mevcuttur. Bu disler ayrica bebek, sit ya da
gecici disler olarak da adlandiriimaktadir. Yenidoganda ilk alti ay icinde olusmaya baslarlar
ve 12 yas civarinda yerlerini kalici disler alir.

2. Karisik Dentisyon: Gegici ve kalici disler bir aradadir. Alti yas civarinda ilk kalici disler
belirir ve 12 yas civarinda gegici tim disler dokulur.

3. Kalici dentisyon: Ust cenede 16 ve alt cenede 16 olmak tizere toplam 32 adet kalici disten
meydana gelir.

3.3.2. Dis Tipleri
A. Kesici Disler: Ust cenede 4 ve alt cenede 4 olmak tizere toplam 8 adet kesici dis mevcuttur.
Alinan besinlerin kesilmesini ve konusma artikllasyonunu saglarken, ayni zamanda agizda

estetik gortintste ve dudaklarin desteklenmesinde 6nemlidirler.
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Ust Digler Slrme

Orta Keauc Diy 7-8 yay
Yan Kesicr Diy B9 rmy
Kasrmin 1112 yay
| Premaobar (oY v
lomci Prosmwolar 10-12 yay
e | Mobr &7 yay
i Maolar 12-13 yay
Uguncy Maler 17-21 yay
Alt Digler

Weunou Molar 17-21 yay
Bimei Molar 1213 yas
Birwsc) Mok &7 Yy
fkinc Promodsr 10-12 yay
B | Presnobsr Q=110 yuy
Farnen 1112 yiry
Tan Kewo Diy 8-% ya3
Orta Keiici Diy T8 yay

Sekil 3. insanda kalici dislerin dentisyonu

B. Kanin Disleri: Alt cenede 2, (st ¢cenede 2 adet bulunur. Bu dislerde kesici disler gibi dudaklari
desteklerler ve alinan besinlerin pargalanmasini saglar.
C. Premolar Disler: Alt cenede 4, Ust ¢cenede 4 adet bulunur. Besinlerin 6gutilmesine yardimci

olurlar.

D. Molar: Alt ¢cenede 6, st ¢enede 6 adet bulunur. Besinlerin ¢ignenmesi ve 6gutilmesinde rol
oynarlar.
3.3.3. Kalici Dislerde Pulpa ve Pulpa Boslugunun Morfolojik Yapisi

Kron ve kok dentini igerisinde yer alan bosluk pulpa boslugu olarak adlandirilirken, bu
bosluktaki mezensimal kdkenli bag doku yapisi da pulpa dentis olarak adlandirilir.
Kron olarak adlandirilan bélgede sekillenen bosluga pulpa odasi, kdk olarak adlandirilan bolgede
sekillenen bosluga ise pulpa kanali adi denir. Pulpa boslugu farkli nedenlere bagh olarak
kigulebilir ya da buyuyebilir ve farkh dis pulpa morfolojik agidan farkliliklar gosterir.

3.4. Molekuler Analizler

Iskelet ve dis kalintilarinda DNA analizi ile cinsiyetin belirlenmesinde en kolay yol, Y
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kromozomuna 0zgu primerler kullanip PCR ile DNA’nin cogaltilmasidir. X ve Y
kromozomundaki ortak bir kisim diziler nedeniyle, bu asamada titizlikle calisilmasi énemlidir.
Boylece Y kromozomuna isaret eden PCR bandi ya da kapiller elektroforez elektroforegram piki,
ilgili DNA’nin bir erkege ait oldugunu gosterir. Herhangi bir bant goriinttisiniin olmamasi da
ornegin disi oldugunu gosterir. Kullanilan biyolojik 6rnek yeterli miktarda DNA i¢ermiyorsa ya
da elde edilen DNA asiri derecede degrade ise ya da tlp i¢cinde PCR asamasini basarisiz kilacak
kontaminant faktorler bulunuyorsa, bu 6rnek bir erkek bireye ait olsa da bant veya pik elde
edilemeyebilir. Bu durum 6zellikle antik érnekler icin gecerlidir (28,31).

Bu dezavantajlari bulundurmayan, cinsiyetin belirlenebilecedi bir diger yontem,
amelogenin denilen bolgenin PCR ile ¢ogaltiimasidir. Amelogenin geni, disin mine tabakasinda
yer alan bir proteini kodlayan gendir. Bu gen X ve Y kromozomunun ikisinde de yer almasina
ragmen, X ve Y kromozomu Uzerinde bulunan iki kopya birbirinden farklidir ve boyutlari ayni
degildir. Mevcut primer setleri kullanildiginda X kromozomu uzerinde 106 bg’lik ve Y
kromozomu Uzerinde ise 112 b¢’lik bir bolge ¢ogaltilabilmektedir. Amelogenin geni PCR ile
analiz edildiginde, kadinlardaki yalnizca X kromozomu bulunmasi nedeniyle tek bir bant ya da
pik, erkeklerde ise X ve Y kromozomunun ikisi de bulundugundan, iki bant ya da pik goriintisu
gozlenir. Elde edilen DNA yeterli kalite ve kantitiye sahip degilse ya da farkli bir nedenle
amplifikasyon basarisiz olduysa, kullanilan yonteme gore farklilik gostermek tizere, herhangi bir
bant ya da pik meydana gelmez. Bu sekilde kadin ve erkek ayriminda bir hata ile karsilasiimaz
(28,31).

3.4.1. DNA’nIn Yapisi

DNA, canh organizmalarda kalitim materyali olup nikleotid olarak adlandirilan

yapitaslarindan meydana gelir. Nukleotidler bes karbonlu seker olan deoksiriboz, bir azotlu baz

ve bir de fosfat grubundan olusur. DNA’nin yapisinda dort farkh tipte nikleotid mevcuttur.
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Nikleotidlerin farkini belirleyen deoksiribozun yapisindaki ilk karbona baglanan dort farkh
bazdir. Cift azot halkali olan bazlar adenin ve guanin olup bunlara pirin adi verilir. Tek bir azot
halkasina sahip bazlar timin ve sitozin bazlari olup bunlar da pirimidin olarak adlandirtlir (97).

DNA cekirdekte uzun kromozom adi verilen yapilar seklinde organize olmustur ve
islevsel DNA molekald iki zincir halinde bulunur. DNA yapisi ilk kez 1953’te Watson ve
Crick’in ortaya koydugu bir modelle tanimlanmistir. Karsilikli DNA zincirlerinde purin ve
pirimidin bazlari birbirini tamamlar ve DNA molekull bu sekilde bir arada tutulur. Bu eslesmede
adenin bazi timin bazi ile iki hidrojen bagi yaparken, sitozin bazi guanin bazi ile tg hidrojen bagi
yapip bir araya gelmektedir. Buna paralel olarak, DNA’nin GC bazlar yoéninden zengin
bolgeleri AT bazlari yoniinden zengin olan bolgeleriyle karsilastirildiginda daha kuvvetli sekilde
bir arada tutulmaktadir. Bu baz eslesmeleri DNA molekultnun temelini olusturur ve DNA
profilellemesinde ¢esitli manipulasyonlara olanak verir (81).

DNA’daki bilgi, dort nikleotidin dogrusal sekilde ardarda siralanmasiyla meydana gelir.
Gen, kalitimin islevsel ve fiziksel olan birimidir ve DNA’nin islevsel bir proteine yonelik bilgi
tasiyan kismi olarak ifade edilir. insan genomunda tahminen 100.000 gen oldugu tahmin
edilmektedir ve toplam baz cifti sayisi 3 milyardir. Gen denilen fonksiyonel birimler 46
kromozom (zerindeki lokus denen bolgelerde yer alir. Proteinleri kodlayan bdlgelerin
cogunlugunda yalnizca tek bir gen formu mevcuttur. Bu sekilde ¢cogu gen, mutasyon toleransi
gostermez. Bazi genlerde mutasyonlarin gortulmesi daha olasidir ve bu genler birden fazla
formda bulunabilmektedir. Bu varyasyon genetik polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. Her
birey tek bir gen icin sadece iki alel bulundurur. Buna karsin bir populasyonda mevcut bir gen
bolgesine yonelik ¢cok sayida alel mevcuttur ve adli olgularda DNA profillemesi bu gercegi temel
almaktadir. Ornegin, kan gruplari, transplantasyon antijenleri ve serum proteinleri DNA

dizeyinde genetik farkliliklar gosterir. Gunumizde DNA teknolojisi son derece gelismis olup,
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belirli DNA dizilerindeki varyasyonlarin saptanmasini sa§layarak adli olaylarda DNA’nin
basariyla kullaniimasina olanak vermektedir.
3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR teknigi ilk kez 1985’te Kary Mullis adl arastirmaci tarafindan ortaya konmustur.
Birka¢c saat suren bir zaman diliminde DNA’nin belirli bir dizisinin milyonlarca kez
kopyalanmasini saglayan bu yontem molekiler biyoloji calismalarinda c¢igir acmis, adli
bilimlerle de olaylarin aydinlatiimasinda kullanimina yer verilerek Mullis’e 1993 yilinda Nobel
odulini kazandirmistir (81).
PCR, sekansi bilinen bir DNA bolgesinin dizayn edilen primer kullanilarak in vitro ortamda
cogaltiimasina olanak verir. Bu yontemde 1siya olduk¢a dayanikli olan Thermus Aquaticus
bakterisinden elde edilen Taqg Polimeraz enzimi kullanilir. Bu enzimin molekdler agirhdi 80.000
dalton olup, polimeraz etkinligini 72°C’de gosterir. 94°C’de bekletildiginde de islevsel 6zelligini
kaybetmez. Polimerazlar aktivite gostermek igin serbest magnezyum iyonlarina ihtiyag gosterir.
Basarili DNA c¢ogaltma islemi igin uygun magnezyum miktarinin bilinmesi gerekir. PCR
tekniginin temeli, amplifiye edilmek istenen dizinin iki ucuna 6zel ve buradaki baz dizilimine
komplementer, 18-20 bg¢ uzunluga sahip bir ¢ift primer kullanilip bu bélgenin enzimatik olarak
sentezlenmesi seklindedir.
Baslangic DNA miktari PCR dongu sayisinin kag¢ olacagini belirler. Bu sekilde PCR’da dongi
sayisi 20 ila 45 arasinda degisir. PCR’in temelinde birbirini izleyen (¢ asama bulunur:
1) DNA’nin iki zincirinin, genellikle 95°C’nin kullanildigi bir yiksek isida birbirinden ayrildig

denaturasyon asamasi
2) Yine 37°C ile 72°C arasinda degilen belirli bir 1sida primerlerin kalip DNA’daki tamamlayici
bolgelerle eslestigi annealing (baglanma) asamasi

3) Taq Polimeraz varliginda DNA’nin 72°C’de polimerize oldugu uzaman asamasi
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Sekil 4. PCR’da denatiirasyon, primer baglanmasi (annealing) ve Taq polimeraz ile uzama
asamalari

Bu (¢ asamanin gerceklesmesi ile komplementer DNA zincirleri kendilerini kopyalar
(Sekil 4). Birbirini izleyen bu reaksiyonlar sonucunda, istenen DNA bolgesinin ¢ok sayida
kopyasi elde edilmis olur. Ornegin 25 dongiiden sonra kopya sayisi 106’ya ulasir.
3.4.3. Degrade ve Antik Orneklerde DNA Analizi

Ozellikle antik DNA calismalarinda DNA kaynagi olarak kemik ve dis dokulari
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kullanihr. Bu tip calismalarda DNA’nin korunmus olma derecesi, 6rneklerin bulundugu gevresel
kosullarla dogrudan iliskilidir. Disler vicutta bulunan en sert doku olup, olumsuz cevre
kosullarina diger biyolojik 6rneklerden daha direnclidir ve avantajlidir. Bu avantaji, etraflarini
saran ve koruyucu bir tabaka olusturan sert mine tabakasi saglamaktadir. Kemikler de disler gibi
cevresel kosullara oldukga dayaniklidir ve hicre sayisi dise gore ¢cok daha fazladir. Bu nedenle
dislerle kiyaslandiginda daha verimli DNA sonuglari elde edilmektedir (12).

Ik kez 1985 yilinda Misir mumyalarinda gerceklestirilen DNA analizleri evrim, genetik
ve enfeksiyon hastaliklarin ortaya konmasi, go¢ yollarinin belirlenmesi gibi belirli antropolojik
ve arkeolojik sorulara 11k tutmustur. Ancak uygulamayla ilgili giniimizde de suren birtakim
teknik guclukler s6z konusudur.

Degrade ve antik 6rneklerde 6zellikle kontaminasyon, DNA molekalunin asiri derecede
degradasyonu ve bir kisim PCR inhibitorlerinin varhigi gibi dezvantajlar s6z konusudur (12).
Kontaminasyon esasen bitin DNA analizlerinde titizlik gosterilmesi gereken bir sorundur.
Cagdas orneklerde DNA miktari yeterli miktarda oldugu icin, olasi eser miktardaki kontamine
olmus DNA baskilanir ve analiz sonuglarini etkilemez. Ancak eski ve degrade 6rneklerde DNA
genellikle eser miktardadir ve dis ortamdan kaynaklanan nukleik asitlerle PCR sirasinda bir
yarisma s6z konusu olup, yarisi kazanan genellikle kontamine DNA 6rnedi olmaktadir.

insan DNA’sinin kullanildii analizlerde, bakteri gibi mikroorganizmalara ait DNA
kirliligi kontaminasyon olarak kabul edilmez, ¢linkil insana 6zgl primerler kullanildi§i igin diger
DNA'’lar ¢ogalmayacaktir. Degrade orneklerde insan DNA’sI ile kontaminasyon énemli bir
sorundur ve PCR’In farkli asamalarinda meydana gelebilmektedir. Bu tip kontaminasyonlarin
kaynagi genellikle analizin gergeklestirildigi laboratuvardaki personeldir. Dikkat edilmesi
gereken diger énemli bir kontaminasyon riski ise 6nceki PCR 6rneklerinden kaynaklanan ve

PCR sirasinda meydana gelen kontaminasyondur.
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Kemik dokusu gozenekli yapisi sebebiyle dis dokusuna kiyasla kontaminasyona daha
acik bir dokudur. Dis dokusunda kemik dokusundaki Haversian gibi kanallar olmadigi igin ve
sert mine yapisi sayesinde kontaminantlar daha az etkilidir. Ancak dis dokusunda kék kismi son
derece gecirgen bir yapiya sahiptir. Genellikle pulpa dental tlpler araciligiya kok dis kismi ile
dogrudan baglantihdir. Bu nedenle cekilmis bir dis ile ¢ahisilirken minenin koruyuculugunun
onemi yoktur. Degrade dis ve kemiklerin kullanildigi calismalarda karsilagilan
kontaminasyonlarin nedeni bu sekilde agiklanabilir.

Degrade o©rneklerde genellikle mitokondriyal DNA (mtDNA) dizinleme yontemi
kullaniimaktadir ve ¢ekirdek DNA’sI ile gergeklestirilen yontemlere kiyasla kontaminasyon daha
olasidir. Bunun nedeni kontaminasyona neden olan hiicrede sadece bir ¢ekirdek DNA’sI varken,
binlerce kopya mtDNA kopyasinin olmasidir.

3.4.5. Degrade DNA’da PCR amplifikasyonu

Kemik o&rnekleri, farkli nedenlere baglh olarak yilksek derecede fragmente DNA
molekiilleri icerebilir. insan kalintilarinin modern adli amagch analizi, PCR driinlerinin
blyukligine veya dizi analizine dayanir. Son derece etkili ve verimli olmasina ragmen PCR
temelli protokollerde, kalip DNA’nin distik kopya sayilari ya da degradasyon surecleri sirasinda
cesiti  modifikasyonlara  maruz ~ kalmasi  nedeniyle  birtakim  komplikasyonlarla
karsilasilabilmektedir. Tukurik veya kan gibi taze Orneklerden modern DNA hazirlama
teknikleri ile karsilastirildiginda, eski ve yipranmis kemik ve dislerde DNA genellikle daha kisa
uzunluktadir. PCR ile ¢ogaltilabilecek DNA dizilerinin uzunlugu, sadece iplik kirilmalari degil,
ayni zamanda Taq polimeraz ile DNA ipliklerinin uzatiimasina yonelik engellerin varligi
nedeniyle sinirlidir. Diploid bir insan hiicresi yaklasik olarak 6,6 pg genomik DNA igerir ve 100
pg genomik DNA’nin (nikleer DNA’nin yaklasik 15-17 diploid kopyasi) altindaki kalip DNA

konsantrasyonu Dusuk Kopya Sayisi (Low Copy Number-LCN) olarak kabul edilir (26). PCR
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sirasinda dusuk sayida kalip DNA ile calisiliyorken, stokastik (rasgele) etkiler meydana gelebilir.
Boyle bir durumda da, alelik dropout (alel diismesi), alel dengesizligi, artmis stutter veya kalip
olmayan DNA’nin eklenmesi olaylari ile karsilastlabilir.

Heterozigot bireylerde, iki alelden birinin dizgln sekilde c¢ogaltilmasi basarisiz
oldugunda, tercihli amplifikasyon durumu meydana gelebilir. Bu etki alelik dropout olarak
bilinir ve sonug heterozigot bireyin homozigotmus gibi genotiplendirilmesidir (23). Belirli bir
heterozigot lokusta 2 alelin ekspresyon orani 1:1 degilse, nihai etki alelik dengesizliktir.

Meydana gelen ve sik karrsilasilan diger artefaktlar, DNA replikasyonu sirasinda Taq
polimerazdaki kaymalardan kaynaklanan stutter drlnlerdir. Bu nedenle, tetraniikleotid tekrar
uniteleri icin, stutter Urtnler esas alelden 4 baz ¢ifti daha kisa veya daha uzundur ve ana pikin
%10’undan azdir (27).

Kalip olmayan DNA’nin eklenmesi sik karsilasilan diger bir artefakt tipidir ve PCR
rtiniintin 3' ucuna fazladan bir nikleotidin eklenmesi seklinde izlenir. Kalip olmayan eklenme
genellikle adenin (A) bazindan kaynaklanir ve bu nedenle bu olay adenilasyon olarak
adlandirilir. Bu modifikasyon primer spesifiktir ve hedef diziden bir baz ¢ifti daha uzun bir
urtinle sonuclanir (28).

Optimum kalip DNA miktarlari iyi tanimlanmis olup genellikle 28-30 PCR ¢ogaltma
dénglsunin oldugu 200 pg ila 2 ng baslangic DNA miktari arahginda degisim gosterir (cogu
ticari kitte optimum miktar 1 ng olarak kabul edilir) (29, 99-101). Bir nanogram DNA yaklasik
660 kopya genomik DNA’ya esittir ve baslangic DNA miktari 60 kopyadan az oldugunda, artmis
sikhikta PCR hatalari gd6zlenir (30). DNA amplifikasyonu, adli amach kullanilan lokuslar igin
500 b¢’den kisa bir uzunluk ve %45-56 oraninda bir GC igerigi ile karakterize olan benzer bir

etkinlik gosterir. Adli DNA tiplemede kullanilan ticari multipleks kitler, 100-450 bg araliginda
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uzunluga sahip DNA fragmentlerini ¢cogaltir ve PCR reaksiyonunun multipleks hale getirilmesi,
analiz icin gereken drnek miktarini, calisma stiresini ve maliyetleri en aza indirir.

Dlsuk kopya sayisinin oldugu orneklerde, sonuclarin dogrulugunu ispatlamak igin
cekitleme ve c¢ogaltma islemlerinin tekrarlanmasi ve ayrica, PCR hacminin azaltilmasi, PCR
dongl sayisinin artirilmasi ve nested (ic ice) PCR gibi diger analitik yaklasimlar dnerilir.

Dustk kopya sayisi ile tiplendirme kayip kisiler ve insan kalintilarinin idantifikasyonu igin
uygunken, diger uygulamalardaki sinirlamalarin (stesinden gelinmesi gerekmektedir. PCR’
baslatmak icin kalip DNA fragmentlerinin birka¢ yiz baz ¢ifti icerdigi gosterilirse, s6z konusu
artefaktlarin varhgi azaltilabilir. Kahp molekillerin miktar tayini Kompetetif PCR veya
Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) kullanilarak yapilabilir (23).

3.4.6. Degrade Orneklerde miniSTR’lerin Kullaniimasi

Adli amacli DNA tiplendirmesinde kullanilan mevcut ticari multipleks STR kitleri, 100
ila 450 bg araliginda amplikonlar elde edilmesini saglayabilmektedir. Glnumizde adli olgularda,
cesitli STR belirteg setleri ile Combined DNA Index System (CODIS) gibi biyuk veritabanlari
kullaniimaktadir. STR analizinin mimkin olmadigi asiri derecede degrade olmus 6rneklerde,
olayin aydinlatilmasi amaciyla genellikle mtDNA ¢ok degisken (hypervariable) bolgelerine (HV-
1 ve HV-2) yonelinmektedir (32,74). Ancak, mtDNA analizi zaman alici bir yontemdir ve
mtDNA’nin haploid, Mendel disi kalitimi nedeniyle, idantifikasyon amaclarina yonelik veriler,
CODIS’in 13 lokusluk tam STR eslesmesi kadar giclt degildir. Ayrica, daha kigik bir hedef
bolge gerektigi icin, degrade DNA 0&rneklerinden elde edilen bilgilerin teorik olarak tek
nikleotid polimorfizmi (SNP) ile elde edilmesi de miumkiindir. SNP belirtecleri ile ilgili en
onemli dezavantaj, STR belirtecleri ile karsilastirildiklarinda ayrim guclerinin dusiik olmasidir.
Gunimuzde esdeger ayrim gici icin yaklasik 40-60 SNP Onerilmekte veya 13-15 STR

lokusunun rasgele eslesme olasiligi kullaniimaktadir (31,32).
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PCR hedef uzunlugunun azalmasi amplifikasyon etkinligini ve verimini artirmasina
ragmen, 6zellikle asiri derecede degrade olmus 6rnekler basta olmak tizere, kontamine DNA’nIn
cogalma olasihgini da artirabilir. Degrade DNA 6rneklerinden bilgi elde etmeye calismaya
yonelik diger bir yaklasim, primerleri STR tekrar bélgesine mimkiin oldugu kadar yakin olacak
sekilde tasiyarak PCR drinlerinin boyutunu azaltmaktir (Sekil 5). Azalmis boyutta olan bu

hedefler miniSTR’lar olarak adlandiriimaktadir (33).

mil:]'islf-ﬂ | CTAG Conventional
primers \ / PCR
_— — Primers

Conventional
PCR mmSTR
primers primers

Sekil 5. miniSTR Primerleri
miniSTR’ler, degrade DNA 0&rneklerinden daha fazla bilgi elde edilmesini saglayan kugik
boyutta PCR amplikonlari olusturur ve geleneksel STR primerleri ile karsilastirildiginda STR
tekrar bolgesine daha yakindir.

DNA degradasyonu ile ilgili baslica problemin kalip DNA’nin fragmentasyonu olmasi
nedeniyle, daha kiiglik PCR drinleri olusturan primerlerin daha kisa DNA fragmentlerinden bir
profil elde edebilme olasiligi daha yiksektir. miniSTR’lerin avantaji, DNA fragmentlerindeki
degradasyona ragmen, standart sayida PCR dongusu ile tam bir DNA profili elde edilmesini
saglamalaridir. Genis kullanim alanlarini nedeniyle, CODIS STR belirtecleri, daha kiicik PCR
urtinleri olusturabilen yeni primerlerin tasarlanmasinda ideal adaylardir. Yeni tasarlanan
primerler, minipleks olarak adlandirilan genellikle her bir boya renginde tek bir lokusun oldugu
cesitli multipleks setlerle birlestirilmistir. Bu miniSTR’larin majér bir avantaji, veritabani

uyumlulugunun, ticari STR multipleksler kullanilarak analiz edilen faile ait 6rneklerle
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surddrilebilmesidir. Ancak, bazi CODIS lokuslarinin blyik alel araliklari (6rn. FGA) olmasi
nedeniyle, CODIS lokuslarindan birkaci daha kuglik amplikonlara kicultilememektedir (34).
Sonug olarak, miniSTR analizleri, mevcut STR multipleks analizleri ile kismi profillerin elde
edildigi orneklerden yararli bilgilerin elde edilmesi icin potansiyel yeni bir ara¢ ortaya
koymaktadir.

Yanmis kemik ve dislerde, isiya bagli bizisme ve ki¢ilme nedeniyle meydana gelen
deformasyon ve fragmentasyon gibi fiziksel degisimler tir, cinsiyet, yas ve kisinin boyunun
antropometrik analizi igin kritik olan morfolojik 6zellikleri degistirir. Fiziksel degisimlere
ilaveten, yanma surecinde ortaya ¢ikan 1si, mevcut kimyasal maddelerin yanmasi, patlamasi ve
pirolizisi nedeniyle kemiklerde kimyasal degisim olaylarini da baslatir. Artan 1si ile birlikte bu
degisimlerin derecesi artar ve DNA’nin degrade olmasina kadar ilerler. Bu nedenle, bu etkilerin
ayrintilarini iyi bilinmeli ve dokunun maruz kaldigi sicaklik derecesini degerlendirebilmelidir.
Boylece, adli bilimler uzmanlari yanmis kemiklerden elde edilen bilgileri ve analiz sonuglarini
daha dogru yorumlayabileceklerdir.

Yanmis kemiklerin idantifikasyonu ile ilgili literatirde birgok yayin bulunmaktadir. Bu
yayinlarin bir kismi bu tir kemiklerin laboratuvar analizi ile ilgili basliklardan olusurken, bir
kismi olay yerinden delillerin toplanmasi (13-16), kontamine ortamlardan bu kemiklerin
toplanma stratejileri (16,17) ve yani sira yanma ve kremasyon olaylarinin temelleri (17-19) gibi
laboratuvar oncesi sureglerle ilgili konulari ele almaktadir.

1980°li yillarin basinda DNA teknolojisi ile tanisiimasinin ardindan adli olgularin
aydinlatilmasinda baytk yol katedilmistir. DNA, vicuttaki tim c¢ekirdekli hicrelerde
bulunmaktadir ve kan, tikuruk, doku ve doku sivilari, semen, sag, dis ve kemik olmak (izere
farkli vicut bolgelerinden adli amacli olarak elde edilebilmektedir (16). Adli DNA analizinin

temel uygulamasi, DNA molekull boyunca baz cifti dizilerindeki kalitiimis genetik farkliliklarin
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incelenmesine dayanir (17). DNA analizi, daha az miktarda 6rnek baslangi¢c miktari gerektirecek
sekilde ayrim gucuni cok daha ileri bir boyuta tasimis ve sire veya cevresel kosullara bagl
olarak degrade olan drneklerin karakterizasyon ve idantifikasyonuna olanak vermistir. DNA’nin
blylk boyutu ve dizide yer alan olasi farkli polimorfizmlere bagl olarak, DNA analizi ile elde
edilen populasyon istatistikleri (4), olasi katki saglayanlari daha kesin bir sekilde belirlemeyi ve
sucla iliskisi olmayanlari dislamayi saglamistir.

PCR teknolojisinin ilerlemesi ile birlikte asiri derecede degrade olmus 6rneklerden elde
edilen DNA cogaltilabilmistir. Kemik ve disler, bozunmanin kolayca gerceklesebildigi tipik bir
cevresel ortamda bulunabilen ve adli agidan ©6nemi olan o6rneklerdir. DNA’nin insan
kalintilarindan basarili bir sekilde cekitlenip cogaltilabildigi, Vietnam Savasi ve Amerikan ig
Savasi askerlerine ait DNA 6rnekleri dahil olmak Gzere, ¢cok sayida calisma s6z konusudur. Bu
tip calismalarin cogunda analiz amaciyla mitokondriyal DNA (mtDNA) kullaniimistir (32,74).
mtDNA’nin nikleer DNA’ya kiyasla hicrede ¢ok daha fazla kopya halinde olmasi nedeniyle,
mtDNA analizinin kemik érneklerinden DNA cekitlenmesine yonelik etkili bir yontem oldugu
kanitlanmistir (32). Bilindigi Uzere mtDNA sadece anne tarafindan kalitilmaktadir. Anne
tarafindan akraba olan herkes ayni mtDNA profiline sahip oldugu icin, bireylerin idantifikasyonu
acisindan niikleer DNA’ya gore ayrim glicli daha dustktir. mtDNA, karsilastirma agisindan anne
tarafindan akraba olan bireyler mevcut oldugunda idantifikasyon amaciyla siklikla
kullaniimaktadir, ancak yabanci DNA ile kontaminasyon riski daha yiiksektir (74).

3.5. PCR inhibitérleri

Eski ve degrade kemik veya dis orneklerinden niikleer DNA c¢ekitlenmesi, diger
orneklerle calismaya gore daha zordur. DNA’nin degradasyonu, siklikla ¢cogaltilabilecek ¢ok
kiglk fragmentlere neden olmaktadir. Birgok kez, DNA analizinin basarisi vicudun maruz

kaldigi kosullara ve cevreye bagh olmaktadir (18). Ayrica, analiz sirasinda gercgeklestirilen PCR
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reaksiyonunu inhibe eden bir takim faktorler de séz konusudur (72,77,89). PCR inhibitorleri
TagDNA polimeraz olarak bildigimiz enzimin etkinligini bloke etmektedir. insan kalintilarindan
DNA’nin c¢ogaltilmasini etkileyebilen olasi bazi PCR inhibitorlerine 6rnek olarak toprak
bilesenleri, hem molekilleri ve kollajen verilebilir. DNA’nin ¢ogaltilabilmesi icin bu PCR
inhibisyonu sorununun ¢ozulmesi gerekmektedir (39,88).

Calismamizda, olasi bir PCR inhbitériniin olup olmadigini gérmek agisindan yetersiz
cogalmanin oldugu bazi drnekler, ¢cogalmanin yeterli oldugu bazi 6rneklerle bire bir oraninda
karistiriimistir. Ornegin 90°C 1siya maruz birakilmis fenol-kloroform ile cekitlenen 6rnek,
180°C’de istya maruz birakilmis sodyum asetat/izopropanol ile cekitlenen Grnekle
karistirllmistir. Bu sekilde, fenol-kloroform iginde bir inhibitdr mevcutsa, teorik olarak yeni
karisimi da inhibe etmesi beklenmistir, ancak tim sterik kosullara uyuldugu igin bdyle bir
durumla karstlastimamustir.

3.6. Kemigin Yapisi

Kemik dokusu kemik hcreleri, kollajen, kemik iligi ve bir inorganik kalsiyum
matriksinden meydana gelmektedir (40-42). Osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositler olmak
uzere Uc¢ tip kemik hicresi bulunmaktadir. Bu hicre tiplerinin her biri, kemik dokusunun
gelisiminde farkli gorevlere sahiptir. Bu hticrelere ait niikleuslar iginde yer alan DNA, inorganik
kalsiyum matriks icine siki bir sekilde hapsedilmis gibidir. Optimum DNA elde edilmesi igin bu
hlcrelerin etkin bir sekilde serbestlestirilmeye calisiimasi karsilasilan 6nemli bir glgliktdr.

Kemik; kompleks, son derece organize ve 6zellesmis olan bir bag dokusudur. Fiziksel
olarak sert ve dayanikli olup, mikroskobik olarak nispeten az sayida hticre ile kollajen lifler ve
destek maddelerinden olusan, daha fazla miktardaki interseliiler maddenin varligi ile

karakterizedir. Kemik doku baslica proteinler ve mineraller ile kemige sertlik ve dayaniklilik
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veren organik ve inorganik maddelerin bir araya geldigi kemik matriksinden olusur. (43,45,46)

(Sekil 7).
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Sekil 7. Kemigin Genel Morfolojisi

Kemiklerin siniflandiriimasi incelendiginde, insan vicudunda uzun, kisa, yassl, diizensiz

(irregiler) ve sesamoid olmak tizere bes tip kemik bulunmaktadir.

Uzun kemikler, kemigin primer ossifikasyon merkezinin sonucu olarak uzun bir safta (diafiz)

sahiptir. Saftin, yani govdenin genislemis olan uclari metafiz olarak adlandirilirken, en ug

kisimlari sekonder ossifikasyon merkezinden gelisen epifiz olarak adlandiriimaktadir. Uzun

kemiklerin dis kismi, insan iskeletinin %80’ini olusturan kompakt kemikten olusmaktadir.

Mikroskobik olarak kompakt kemik, sinirler, kan damarlari ve lenfatik damarlarin gectigi

kanallar icerir. Kompakt kemigin yapisal Unitesi, kemidin uzun ekseni boyunca diizenlenmis

olan uzamis silindir seklindeki osteon ya da Haversian sistemi olarak adlandirilir. Osteonlar,

birbirlerinin icine yerlesmis, kemik matriks iceren bosluklu tiiplerden olusan (lamella) ince
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agirlik tastyan yastikciklar seklinde bir goruntilye sahiptir. Her bir osteonun iginde, kan
damarlari ve sinir liflerinin gectigi bir kanal (merkez kanal ya da Haversian kanali) bulunur.
Uzun eksene dik ag¢i ile uzanan kanallar, periostun vaskuler ve sinir yapisini santral kanallara ve
meddller kaviteye baglar ve Volkmann kanallari olarak adlandirilir.

Uzun kemigin i¢ bolimd, kirmizi kemik iligini iceren kiiglk, irreguler kavitelere bitisik
plakalar (trabekiller) ve cubuksu yapilar bulunduran stingerimsi yapidan olusur. Kanalciklar,
santral Haversian kanal yerine, kan akimini aldiklari bitisik kavitelere baglanirlar. Trabekulalarin
gorinimi gelisiguzeldir, ancak bunlar bir binay destekleyen kolon ve kirislere benzer sekilde
maksimum gii¢ saglamak (zere organize olmuslardir. Stingerimsi kemigin trabekdllerinde stres
hatlari bulunup stresin yoninin degismesi halinde yeniden siralanabilirler.

Kisa kemikler kabaca kip seklindedirler ve sungerimsi i¢ kismi cevreleyen ince bir
kompakt kemik tabakasina sahiptirler. EI ve ayak bileginin kemikleri kisa kemikler olup
sesamoid kemiklerdir.

Yassl kemikler, ince ve genellikle egimli olup, bir singerimsi kemik tabakasini ¢evreleyen
sandvic seklindeki iki paralel kompakt kemik tabakasindan olusurlar. Kafatasinin ¢ogu kemigi
ile sternum yassi kemiklerdir.

Diizensiz (irregiiler) kemikler, diger kemiklerin 6zelliklerine uymazlar. Siingerimsi ic
kismi gevreleyen ince kompakt kemik tabakalarindan olusurlar. isimlerinden anlasilacag tizere,
sekilleri duzensiz ve komplikedir. Omurga ve kalca kemikleri diizensiz, irregiler, kemiklere
ornektir.

Sesamoid kemikler, tendonlar icine goémulmds olan kemiklerdir. Bu tendonlar, membran
ve ligamentler seklinde, yogun fibroz doku bantlari ile birlesen kemikler arasindaki siki, esnek

olmayan fibroz eklemlerdir. Sesamoid kemiklere patella ve pisiform kemik 6rnek verilebilir.
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Kemik matriksin organik yapisi incelendiginde kollajen, kemik matriksin organik
iceriginin yaklasik %90’ in1 olusturdugu ve tip | kollajen liflerini meydana getirmek Uzere,
osteonektinin  kollajen ve hidroksiapatit kristallerine baglandigi  proteoglikanlar  ve
glikoproteinlerden yapilmis olan amorf madde icinde yer almaktadir. Tip | Kkollajen,
tropokollajen olarak sentezlenir ve ardindan fibriller olusturmak uzere disari verilir. Kollajen
molekdlleri, zincir basina yaklasik 1000 aminoasitten olusan U¢ polipeptid igerir. Bu
aminoasitlerin  biyuk bir kismi glisin ve hidroksiprolin seklindedir. Zincirler hizalanip
sonrasinda mineral kristaller seklinde depolanan tabakalar seklinde yeniden duizenlenen fibrillere
baglanir. Kollajen molekdlleri, elastik fiberler olusturarak kemige guc ve esneklik kazandirmak
uzere birbirlerine sartlirlar. Tip | kollajene ek olarak kemigin organik matriksi, organik matriksin
yaklasik %3’Uni olusturan 32.000 Dalton molekiler agirliga sahip osteonektin, osteokalsin ve
kemik sialoproteini (BSP) icerir.

Osteonektin kollajen, hidroksiapatit ve biyme faktorlerini baglar; hiicre proliferasyonunu
diizenler ve anjyiogenezi ve matriks metalloproteinazlarin retimini uyarabilir.

Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve mineralizasyon ve kalsiyum iyon
homeostazisinde gorevi oldugu, hidroksiapatit ile etkilestigi kalsiyum fosfat minerallerinin
maturasyonunda etkili oldugu dustnulmektedir. Ayrica osteokalsinin tam olarak gorevi
bilinmese de kemik formasyonunda negatif bir diizenleyici islevi olabileceg@i kabul edilmektedir.

BSP, hem mineral hem de arjinin-glisin-aspartik (RGD) integrin baglanma bdlgeleri
icermektedir. Mineralizasyondan 6nce, mineralizasyon sirasinda ve mineralizasyondan sonra bu
proteinin ortamda oldugu belirlenmistir, dolayisiyla mineralizasyonun her asamasinda gorevli
oldugu varsayilmaktadir. Tip | kollajen ve hidroksiapatite afinitesine bagl olarak, BSP’nin bir de

novo nlkleatér olduguna inaniimaktadir. BSP’nin diger olasi islevleri arasinda hiicre
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tutunmasina aracilik etmesi yer almakta olup, kemikte timor hucrelerinin metastazinda roli
oldugu ileri strilmektedir.

Kemik matriksin inorganik bilesimi degerlendirildiginde, kemigin mineral kisminin
yaklasik %70’inin kalsiyum fosfat, kalsiyum karbonat, kalsiyum fluorur, kalsiyum hidroksit ve
sitrat iceren hidroksiapatitten olustugu gorulir. Yeni kemigin baslangictaki majér mineral
icerigi, amorf formda bulunan kalsiyum fosfattir. Daha sonraki asamada, matir kemikte, kollajen
matriks icine gomdilen hidroksiapatit kristalleri halinde organize olur. Kalsiyum karbonat,
genellikle vertebrasiz canlilarin sert dokularinda bulunanan bir mineraldir. Kemigin mineral
matriks bilesimi, yasla ve cesitli diyetsel faktorlere bagh olarak degisim gosterir. Mineral
kristalleri, kollajen fibriller boyunca partikiller halinde dagilim ortaya koyar ve fibrillerin
kalinlastiklari bolgelerde kimyasal olarak birbirleri ile birlesirler.

Kemik dokusunun yapisal diizenlenmesinde, mineral kisim protein kisma destek olarak,
zararl olabilecek eksojen/ekstraseliiler ajanlarin/enzimlerin protein kisma fiziksel olarak gegisini
engeller. DNA’nin hidroksiapatite karsi yiksek bir afinitesi s6z konusudur ve degrade olmasi, bu
hidroksiapatit kristal yapinin bozulmasina ve ayrica kollajen dokunun kaybina baglidir.

Kemigin hicresel bilesimine bakildiginda, kemigi olusturan farkl tipte hlcreler sz konusu olup
baslica hucreler osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir.

Osteoblastlar, osteoprogenitér hiicre soyundan gelir ve kemik materyalini sentezleyip
depolar. Kollajenden zengin kalsifiye olmamis organik bir matriks olan ve osteoid olarak bilinen
kemik materyalinin yapimindan sorumludurlar. Kemigin Kalsifikasyonu, hidroksiapatit
kristallerinin osteoid matriks icinde depolanmasi seklinde gergeklesir. Kemiksi matriks
tarafindan cevrelendiginde, osteoblastlar laktnalar iginde yer alan osteositler olarak adlandirilir.
Osteositler kemik dokunun devamliligini sadlarlar. Osteoblastlar ayni zamanda kemigin kendi

uzerinde etkili olan prostaglandinler gibi hormonlari Uretirler. Kemik yizeyini doseyen hiicreler
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esas itibariyla inaktif osteoblastlardir. Tim kemik yuzeyini Orterler ve belirli iyonlar icin bir
bariyer olarak islev gordrler.

Osteositler igeri dogru go¢ edip kendileri tarafindan Uretilen kemik matriksi tarafindan
cevrelenen osteoblastlardan koken ahirlar. icinde bulunduklari bosluklara lakiina adi wverilir.
Osteositlerin farkli gorevleri olup, bunlar arasinda kemik formasyonu, matriksin devamliligi ve
kalsiyum homeostazi yer alir. Ayrica, kemigin stres ve mekanik yiike karsi yanitini diizenleyen
mekano-sensoryel reseptorler olarak da gorev gordikleri gosterilmistir. Osteositler matir kemik
hicreleridir.

Osteoklastlar, kemik yikihmi olarak bilinen kemigin hacminin azaltilarak remodelize
edilmesinden sorumludurlar. Kemik yuzeyindeki Howship lakinleri veya rezorpsiyon cukurlari
icinde bulunan blyik, cok cekirdekli hiicrelerdir. Bu laktnalar ya da rezorpsiyon gukurlari
kemik yuzeyinin yikilmasindan sonrada varhgini surdirmektedir. Tim iskelet elemanlari
organizmanin gelismesi sirasinda dramatik olarak degisim gosterir ve bu degisim ¢ocukluk
caginda da devam eder. Kemik formasyonu yasam boyu devam eder. Kemigin remodelizasyonu
ise osteoklastlar kemik dokuyu uzaklastirdikca ve osteoblastlar yeni kemik doku urettikce
hlicresel seviyede gergeklesmeyi surdirir. Kemik olusumu ve rezorpsiyonu, biiylime ve gelisme
sirasinda kemiklerim sekil ve boyutlarinin strduriilmesini veya degistirilmesini saglar.

3.7. Kemikten DNA Cekitleme Yontemleri

Literaturde, insan kemik ve dis orneklerinden DNA’nin cekitlenmesine yonelik olarak
kullanilan cesitli yontemler mevcuttur. Fenol-kloroform (21,26,48) yontemi, molekiler biyoloji
laboratuvarlarinda ve ayrica adli laboratuvarlarda uzun yillardir kullanilan organik bir ¢ekitleme
prosediridur. Kan, tikuruk ve semen dahil, farkl 6rneklerde DNA cekitlenmesinde oldukca

basaril bir yontem olmasina ragmen, kemik drneklerindeki basarisi diger érneklerde oldugu gibi
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tutarlilik gostermemektedir. Bu yontemle birlikte gekitlenen PCR inhibitorleri diger bir sorunu
teskil etmektedir (31).

Literaturde bildirilen diger DNA ¢ekitleme yontemleri, silika temelli yontemler, sodyum
asetat/izopropanol cekitleme yontemi ve manyetik boncuk temelli yontemlerdir. Silika temelli
yontemlerin temel prensibi, silika partikillerinin yuksek DNA baglama afinitesi ve birlikte
saflastirilan PCR inhibitorlerinin insidansinin az olmasidir. Manyetik boncuk temelli yontem de
benzer sekilde boncuklarin DNA molekillerine afinitesinin artirilmasi mekanizmasina dayanir.
Sodyum asetat/izopropanol ¢ekitleme yontemi, tuzla ¢okelme olarak bilinen salting-out teknigi

ile nlikleik asit disindaki materyalin uzaklastiriimasini temel alir.

Orneklerin Hazirlanmasi

y
Dekalsifikasyon

U

DNA’nin Cekitlenmesi
U

DNA Miktar Tayini

U

DNA’nin Cogaltilmasi

U

DNA’nin Tiplendirilmesi

Sekil 7. Her bir ¢ekitleme yonteminde izlenen genel asamalar
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3.8. Adli Olgularda Yanmis Kemikler ve Disler
Yanmis kemik ve dislerin, analiz amaciyla adli birimlere ulastirildigi farkli tipte olaylar
s0z konusudur (12,16,30). Bu olaylar 0zellikle ara¢ kazalari, kitlesel 6lum olaylari ve ev tipi
yanginlar olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu tur kaza olaylari yaninda, bir cinayet olayini
gizlemek amaciyla magdurun yakildigi olgularla da karsilasiimasi mimkanddr (29). Yanmis
kemik ve dislerdeki 1si ile indlklenen fragmentasyon ve parcalanma antrolopolojik incelemeleri
oldukca zorlastirmakta, bununla birlikte, ileri derecede yanmis kemik ve dislerde DNA analizi de
son derece gug hale gelmektedir.
3.8.1. Yanmis Kemik ve Dislerde Renk Degisimi
Kemik ve dislerin rengi, yanmalari ile birlikte 6nemli oranda degisir. Kemik ve dis
ylzeyinin rengi 1stya maruziyetle birlikte degistigi igin, bircok arastirmaci analiz edilen kemik ve
dis orneklerinin maruz kaldiklari isilarin hesaplanmasi ya da dngdrilmesine yonelik bir indeks
belirlemek amaciyla kemik ve dis rengi ile yanma sicakhgi arasinda bir iliski kurmaya ¢alismistir
(38,39). Bu renk degisimi ayni zamanda yanma suresi ile iliskili olup, uzun bir sire boyunca

yanma, beklenildigi Gizere daha siddetli renk degisimleri ile sonuclanmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Yanmis olan insan iskeletinde renk degisiklikleri

Anaerobik yanma kosullari renk degisimi strecini geciktirmektedir. Cesede ait yumusak
dokular, yanma olayinin basladigi yerde alevlere karsi fiziksel bir bariyer olarak rol oynamakta
ve kemikleri anaerobik kosullarda tutmaktadir. Vicutta yumusak doku kalinliginin esit olmamasi
ve yanma olayi sirasinda isinin esit dagilmamasi siklikla, ayni kiside farkli derecelerde yanmis
kemiklerle karsilasiimasina neden olmaktadir. Renk degisimi ile ilgili olarak, yumusak doku
icermeyen kompakt kemikler ve kanal tedavisi yapilmamis dislerde yapilan deneysel
calismalarin her birinde nispeten farkli sonuclar goézlenmistir. Bu farkliliklarin nedenleri
arasinda, kemik ve dislerin boyutu, kullanilan firinin tipi, oksijen seviyesi ve yer degisimi,
yanma siresi ve yani sira her bir ¢calismada kullanilan renk isimlendirmeleri yer almaktadir. Bu
farkhihklar g6z ardi edilmemesine ragmen, kemik veya dis 6rneQi rengi ile sicaklik arasindaki

iliski genel itibariyla, 200°C’de sari-kahverengi, 300°C ve 400°C arasinda koyu kahverengi-
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siyah, 500°C ve 600°C arasinda kil benzeri bir renk ve 700°C’nin Uzerinde tebesir beyazina
benzer bir renk seklinde degerlendirilmektedir. Bu renk degisiklikleri farkli yayinlarda
fotograflar ve renkli semalarla daha 6ncesinde bildirilmistir (64). Ozellikle yanmis kemiklere ait
renklerin, CIELAB (Comission Internationale de I’Eclairage, CIE, tarafindan uyarlanan LAB
temelli renk modeli) renk alanina dayanan bir kolorimetre yontemi kullanilarak dijital olarak
Olcilmesine yonelik calismalarda s6z konusudur. Fredericks ve ark. yanmis kemiklerde renk
degisimi ve DNA tiplendirme basarisi arasinda iligski kurulmasina dair bir ¢alisma yayinlamistir
(64,65). Kemik renginin tanimlanmasi i¢in CIELAB kolorimetri ve konvansiyonel Munsell renk
skorlama yodntemini kullanmiglar ve DNA analizi igin rengin tanisal bir ara¢ olabilecegi
sonucuna varmislardir. Kolorimetri teknigi son derece objektif ve tekrarlanabilir bir analiz ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla, gelecekte yanmis kemiklerin idantifikasyonunda bu tir bir
uygulamanin gerceklestirilebilecegi umulmaktadir.
3.8.2. Yanmis Kemik ve Dislerde Agirlik Degisimi

Yanma sirasinda, kemik ve dis agirhgr suyun buharlasmasi ve baslica karbondioksit
olmak UGzere karbon salinimi seklinde gozlenen organik materyallerin yanmasi nedeniyle
azalmaktadir (13,70). insan viicudunun tam olarak kremasyona ugramasi, kadinlarda yaklasik
2000 gram, erkeklerde ise yaklasik 3000 gram kadar kremate, yani yanmis kemigi geride
birakmaktadir. Yanmis kemiklerde agirlik azalmasini deneysel olarak degerlendiren cesitli
calismalar gerceklestirilmis ve i1sinma sonrasi hemen bir agirlik azalmasinin oldugu gézlenmistir.
Bu azalma 400°C’ye kadar keskin ve etkili bir sekilde meydana gelmesine ragmen, yaklasik
700°C civarinda bir plato cizmekte ve orijinal agirhdin yaklasik %60’1 bir oranda
sabitlenmektedir. Ortner ve Turner-Walker adl arastirmacilarin galismasina gore, kompakt
kemik agirhk olarak %14 su ve %24 organik matriksten olusmakta ve kalan %62’lik kismi

yanma ile azalma gostermeyen kemige ait mineral kisim olusturmaktadir (110). Bu nedenle,
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400°C’ye kadar kemikte su ve onemli miktarda organik matriks kaybi oldugu ve yaklasik
700°C’de organik matriksin tamaminin yok oldugu sdylenebilir. Fredericks ve ark., kemikte
amid-fosfat oranini 6lcerek kollajen miktarinin azalmasini degerlendirmek tzere, yanmis kemik
tozunda kizil otesi spektroskopi (FTIR) yontemini gerceklestirmistir (65), kollajen miktarinin
200°C ve 400°C arasindaki sicakliklarda 6nemli oranda azaldigini, 700°C’ye dogru ise kollajenin
yikilarak ortadan kalktigini tespit etmislerdir. Bu bulgu, yanmis kemiklerde organik matriksin
azalmasi ile ilgili onceki tanimlamalari desteklemektedir. DNA kemig@in organik bir bileseni
oldugu icin, yanmis kemiklerde DNA analizi gerceklestirirken organik matriksin bu erken
azalmasi durumunu g6z 6niinde bulundurmalyiz.
3.8.3. Yanmis Kemik ve Dislerde Buztusme ve Deformasyon

Kemik ve dislerde yanma stireci boyunca hacimde bir azalma meydana gelir. Bu durum
kemik ve dislerde meydana gelen baslica degisikliklerden biri oldugu icin, catlamis ve kirilmig
formda kesin hacim o6l¢iminin zor olmasi nedeniyle, hacim azalmasi ile ilgili kantitatif bir
analiz yontemi ortaya konamamistir. X-isini bilgisayarli tomografi (BT) teknolojisi kompleks
sekillerin dijital hacim 6lgumiine olanak tanimistir ve yanmis kemik ve dislerin hacim analizinde
kullanilmistir (28,46). Mikro-BT ile analiz kiibik olarak kesilmis, yanmis kompakt kemikte
dogru hacim azalmasi élcuimleri saglamistir (67). Tanimlanan diger agirhk degisimlerinin aksine,
hacim 600°C’ye kadar degismemekte ancak bu sicakhgin tzerinde ve kemik hacminin ikiye
boliindiigi sicakhk olan en az 1100°C’ye kadar olan sicakliklarda énemli Glgiide azaldig
gozlenmistir. Bu blziusme Kkollajenin ortadan kaybolmasi, hidroksiapatitin  yeniden
kristalizasyonu ve dolayisiyla kristallesmenin artmasi, hidroksiapatitin kimyasal olarak beta-
trikalsiyum fosfata degismesi ve bu kristallerin flzyonu seklinde bir takim olaylarin

kombinasyonu seklinde gerceklesir.
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Bu biziusme ve sonrasinda meydana gelen 6nemli deformasyon antropometrik testlerde
problemlere neden olmaktadir. Morfoloji Uzerindeki etkisi c¢ok bulyuk olabilecedi gibi
mikroskobik diizeyde de olabilmektedir. Goncalves, modern bir krematoryumda yakilmis olan
84 eriskine ait femur, talus ve kalkaneusta antropometrik analizler gerceklestirmistir (111).
istatistiksel olarak anlamli olan bu sonuglar, seksiiel dimorfizmlerin, yani cinsiyetlere ait
kemiklerdeki farkliliklarin, isi etkisi ile blztusmis olan kemiklerde korundugunu gostermistir.
Ancak, yanmamis olan normal kemiklerde cinsiyet belirlenmesine yonelik bu antropometrik
standartlar, erkek bireylerde blziisme olayi él¢limlerin azalmasina neden oldugu icin etkili bir
cinsiyet tespiti saglamamistir. Ayrica, yanmis kemiklerde deneysel olarak histomorfolojik
degisiklikler de ¢alisiimistir (55). Hem Nelson hem de Bradtmiller ve Buikstra, yanmis kompakt
kemikte Orneklerin histomorfolojik yas tahminlerini yapabilmistir. Bu g¢alismalarda mikroskop
altinda osteonlar ve Haversian kanallari incelenmistir. Yanmis olan bu kemiklerde, 538°C ve
816°C arasinda ve 600°C’de histolojik incelemeye dayanilarak yas tahmininin yapilabilecegi
belirtilmistir. Nelson tarafindan yapilan Onceki bir c¢alisma, yanma sonrasi mikroyapisal
elemanlarin énemli oranda bizuldigini ve kiculdiginu ortaya koyarken, sonraki calismalar
blzilmenin yas tahmini Gzerine 6nemli bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur.

Agirlhik azalmasi bittikten sonra bile bizilme ve kicilme olayr devam ettigi icin,
kompakt kemigin yogunlugu daha yiiksek sicakliklarda (>500°C) artar ve bu durum kemigin
sertlesmesine neden olur. Yanmis kemigin sertligi, Fredericks ve ark. tarafindan Vickers sertlik
olcme yontemi kullanilarak olctlmistir (65). Elde ettikleri sonuglar, 150°C’nin altinda meydana
gelen ilk hafif sertlesmenin ardindan, kollajen yapisinin zayiflamasina bagll olarak kompakt
kemigin kolay kirihr hale geldigi ve 400°C’de sertlesmenin basladi§ini gostermistir. Sertlesme
olayl, ayni zamanda meydana gelen artmis kristallesme ile birlikte, 700°C’nin (zerinde

hizlanmistir. Yeniden kristallesme strecinde ise, taramali elektron mikroskobunda, yuksek
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buyitmede farkli boyut ve sekillerde kristaller gozlenmistir. Kristal yapisinda 600°C’nin
uzerinde sferik, hegzagonal, yassi tanecikler ve rozetler gibi dramatik sekil degisiklikleri ortaya
ciktigr belirlenmistir. Bu benzersiz sekillerin olusumu sadece 1stya maruziyetle iliskili degil, ayni
zamanda kisinin yasi ile de iliskilidir. Bu yeninden kristallesme olayini kristal kimyasi agisindan
degerlendiren ¢alismalar ortaya konulmustur (56,57).

Buzusme mekanizmasi yanmis kemikte catlaklar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Isik
mikroskobu altinda incelendiginde, 500°C’nin tzerindeki sicakhklarda Haversian kanallarindan
kaynaklanma egilimi gosteren ¢ok kicuk catlaklar gozlenmekte ve daha yiiksek sicakliklarda bu
tlr catlaklarin sayisi ve boyutu artis gostermektedir. Literatiirdeki diger calismalarda, bu tor
catlaklarin daha diistik sicakhklarda (100°C-300°C) ve daha yiiksek sicaklklarda da (>1000°C)
gozlendigi belirtilmektedir. Sicakhk 1150°C’ye yilkseltildiginde catlaklar taramali elektron
mikroskobu altinda multipl fisstrler seklinde izlenmektedir (42).

3.8.4. Yanmis Kemik ve Dislerde Fragmentasyon

Sertlemis olan kemik ve diste catlaklarin olusumu fragmentasyon denilen kirilma olayini
tetiklemektedir. Yanmis kemik ve disler farkli derecelerde fragmentasyonlar ortaya koymaktadir
ve bu durum idantifikasyonda zorluklara neden olmaktadir. idantifikasyon siirecinde kemik
fragmentlerine siklikla uygulanan tekniklerden biri rekonstriiksiyondur. Grevin ve ark. yanmis
kemik parcalarindan basarili bir sekilde rekonstrikte edilen bir insan mandibulasinin oldugu bir
olay bildirmiglerdir (112). Waterhouse ise yanma sonrasi fragmentasyonu inceledigi bir
calismada fragmentasyon oraninin 24 saatlik bir siire sonunda arttigini belirlemistir. Ayni
arastirmact, dondurucu soguklar, artip azalan sicakliklar veya yagmur gibi hava olaylarinin yine
kemik fragmentasyonunu artirdigini saptamistir (113). Bu iki ¢alismanin sonuclari, 6zellikle
bizim konumuz olan DNA analizi agisindan yanmis kemiklerin olay yerinden vakit

kaybedilmeden toplanmasi gerektigini vurgulamaktadir.
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Cinayet vakalarinda ayrica yanmis kemik tzerinde olasi bulanabilecek travma bulgularinin da
tespit edilmesi 6nemlidir. Pope ve Smith yakilmis cesetlerde kafa bolgesinde deneysel olarak
olusturulmus balistik, kunt ve kesici-delici alet yaralanmalarina ait travma izlerinin yanma olay!
sonrasinda bile tespit edilebildigini belirlemistir (114). Ayrica, yanma olay! sirasinda meydana
gelen 1stya bagh kiriklari incelemis ve kenar keskinligi agisindan dnceden var olan travmatik
kiriklardaki farkliliklara dikkat cekmislerdir. Amadisi ve ark.’na ait bir ¢alismada, atesli silahla
vurulan kosta kemikleri arastirmacilar tarafindan deneysel olarak yakilmis ve 800°C’lik
sicakhkta yakildiktan sonra bile, renk olarak bir miktar daha sarimsi olmasina ragmen, is
lekelerinin hala tanimlanabilir oldugunu bildirilmistir (115).
3.8.5. Yanmis Kemik ve Dislerde DNA Analizi

DNA analiz tekniklerinde son yillardaki gelismeler, DNA’nin ayrim gucli ve
hassasiyetini surekli olarak daha ileri gotirtp tur teknikler, iskelet ve dis kalintilarinin
idantifikasyonu igin giderek rutin hale gelmeye baslamistir (82-84). Morfolojik testler
deformasyon ve fragmentasyon nedeniyle basarisiz oldugunda, ileri derecede yanmis kemiklerin
tanimlanmasinda DNA profillemesi tek secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak, yanmis
kemiklerle ilgili olaylar ve yayinlanan ¢alismalar, bu uygulamanin esasen zor oldugunu ortaya
koymaktadir. Daha dnce bahsettigimiz gibi, DNA da dahil olmak Uzere organik matriks yanma
strecinin erken safhalarinda kismen ortadan kaybolmaktadir.

Yanmis kemiklerin arastirilmasina yonelik olarak, kimliklendirmede DNA tiplendirme
yonteminin kullanilabilecegi cesitli calismalarla ortaya konmustur. Bu alanda 6ncu
calismalardan biri olan Cattaneo ve ark.’nin yaptigi bir arastirmada, deneysel olarak yakilmis
insan kompakt kemiklerinde (20 dakika stireyle, 800°C-1200°C) ve ayrica yanma sonucu
kdmirlesmis olan ve gercek adli olaylardan elde edilmis kemiklerde, insan mitokondriyal DNA

bolgesi V’in 120 b¢ uzunlugundaki Granlerinin ¢ogaltiimasi degerlendirilmistir (116). Bizim
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calismamizin sonuglari bu ¢alismanin sonuclari ile paralellik gostermektedir. Yakilmis ya da
yanmis olan bu kemiklerin hicbirinde gogdaltilabilir DNA elde edememisler ve yanarak komdar
haline gelmis kemiklerde DNA tiplendirmesinin basarili olamayacag! sonucuna varmislardir.
Gergek yangin olaylarinda sicaklik 800°C-1200°C arasi bir sicakliga ulastigi icin, arastirmacilar
bu sicaklik araligini segmislerdir. Bu nedenle, biz de calismamizda 6rnekleri bu araliktaki
sicakliklara da maruz birakmayi dikkate aldik. Diger calismalarda, yakilma sicakliklar ve
sreleri degistirilerek ve yani sira amplifikasyon trtini uzunlugu degerlendirilerek daha ayrintilh
arastirmalar gerceklestirilmistir (18,38,39). Ozellikle bu calismalarda bovin kompakt kemikleri
kullanihip, 10°C ila 50°C arahginda degisen sicaklik artislari uygulanip, kemikler maksimum
250°C bir sicakhkta yakilmistir. Sonrasinda, DNA cekitlenip, niikleer ya da mitokondriyal
DNA’yl hedefleyen PCR asamasi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, 2 saat slreyle
210°C’de ve 45 dakika stireyle 200°C’de yakilmis kemiklerde bile DNA’nin gogaltilamadigini
gostermistir (18). Bunun nedeni yakilma surelerinin uzun olmasina dayandirilabilir. Bu
calismalarla, hedef uzunlugu ve PCR basarisi arasindaki iliski de degerlendirilmistir. Buna gore,
PCR hedef uzunlugu ne kadar kisa olursa, yuksek yanma sicakliklarina o kadar dayanikl
olundugu sonucuna varilmistir. Tsuchimochi ve ark. disleri kullanarak benzer bir ¢alisma
yapmistir  (70). Isitilmis  ve yakilmis dislerde, dental pulpadan cekitlenen DNA Y-
koromozomunu c¢ogaltmaya calismislar, 2 dakika streyle 400°C’de yakilmis dislerde bile
coglatma isleminin basarisiz oldugunu ortaya koymuslardir. Buna gore, dislerde DNA’nin
cogaltilmasi basarisina yonelik esik deger sicakhginin, kemiklere gore daha yiksek oldugu
sOylenebilir. Cunkl dental pulpa, etrafini geviren enamel ve dentin ile kismen korunmaktadir.
Ancak 2 dakika gibi kisa bir siire boyunca 400°C gibi ortalama bir sicaklikta bile DNA’nin asiri
degrade olup cogaltilamamasi, DNA’nin disin bu kisminda bile 1siya karsi yeterince direncli

olmadigini gostermektedir.
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Schwark ve ark.’nin ¢calismasinda ise, gercek adli olaylara ait yanmis kemiklerden elde
edilen DNA amplifikasyon sonuclarinin daha iyi oldugu gézlenmistir (60). Yanma derecesini
kemik rengine gore siniflandirmislar ve mavi-gri-beyaz olarak bilinen en ileri derece yanma
derecelerinde  DNA’y1 basarili bir sekilde ¢ogaltabilmislerdir. Bu renk degisimi, yanma
sicakhginin 500°C ve Ustlinde oldugunu gostermektedir ve diger calismalarin sonuglari ile
celismektedir. Ancak, bu geliskinin olasi mantikli bir agiklamasi mevcuttur. Schwark ve ark.,
PCR i¢in hedef uzunlugu kisaltarak asiri derecede degrade olmus DNA’nin ¢ogaltilmasi igin
optimize edilmis kendilerinin gelistirdigi multipleks bir PCR sistemi ve bunun yaninda
hassasiyeti artirmak amaciyla PCR dongl sayisinin yiksek oldugu ticari bir niikleer DNA
tiplendirme kitini kullanmislardir (72). Buna gore, oldukga hassas olan bu tiplendirme sisteminin
asiri derecede degrade olmus DNA’da iyi ¢alismasi mumkin gorinmektedir. Ancak, yangin
olayinda elde edilen bir kemik drneginde farkl bélgeler, alevlerin farkli ve esit olmayan dagilimi
nedeniyle farkli sicaklik derecelerine maruz kalmis olabilmektedir ve gekitleme igin secilen
kemik bolgesinin, yanma renginin siniflandiriimasi i¢in kullanilan esas bolgeye gore daha distik
bir 1s1 ile karsilasmis olmasi mumkindur. Dolayisiyla, bu konuya aciklik getirmek acgisindan
daha siki sicaklik kontrolleri altinda yanmis olan kemik drneklerinde calisilmasi gerekmektedir.

3.9. Adli genetik sorusturmalarda insan iskelet ve dis kalintilarinin tiplendirilmesi

insan kalintilarinin tiplendirilmesine yonelik yeni DNA analiz teknikleri adli
sorusturmalarda yeni bir gelismedir. Ozel esyalarin veya diger fiziksel 6zelliklerin incelenmesi
ile kisinin tanimlanmasi mumkin olmadiginda, DNA analizine dayanan bir idantifikasyon
yonteminin gerceklestirilmesi kaginilmazdir. Kitlesel 6lum olaylari, savaslar, sosyo-politik
olaylar gibi farkli durumlarda, bulunan insan kalintilarini tanimlanmak, siddet suclarindan
sorumlu kisileri belirlemek ya da neseb tayini amaciyla, son yirmi yilda blyik cabalar ortaya

konmustur.
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Adli olgularda DNA polimorfizminin kullanimi ilk kez 1985 yilinda Jeffreys ve ark.
tarafindan gerceklestirilmistir ve bu ve benzeri polimorfizmler ilk kullanimilarindan bu yana
idantifikasyon analizlerinde guclu bir ara¢ olmuslardir. DNA polimorfizmlerinin belirlenmesi
icin yeni teknolojilerin gelistirilmesi ve bu yeni teknolojilerin validasyonu ¢ok hizli olmustur.
Gegtigimiz yirmi yil boyunca, adli amach insan, hayvan ve bitki idantifikasyonunda ve
mikrosatellit bolgeleri olan kisa tekrar dizisi ya da kisa ardisik tekrar olarak adlandirilan STR
lokuslarinin -~ kullanima  baslamasiyla, rutin  soybagi tayini ve yani sira insan
kimliklendirilmesinde DNA profillemesi baslica yontem olmustur.

Genetik arastirmalar genellikle sirastyla PCR teknigi ve DNA sekans sistemlerinin
kullanildigr enzimatik amplifikasyon ve STR bdlgeleri ile gercgeklestirilir. Bilinen herhangi bir
ozelligi kodlamamalari nedeniyle, adli genetik uygulamalarda genellikle DNA intron bolgeleri
kullanthir. Bir STR bolgesinin polimorfizmi, esas itibariyla kisiler arasinda STR bolgelerinin
toplam uzunlugunda varyasyonlara neden olan tekrarlayan dizi sayisindaki farkliliklardan
kaynaklanir. DNA tiplendirmesi ile elde edilen veriler son derece guvenilirdir ve adli olgulari
aydinlatmada guclu bir aractir. Spektral olarak c¢ozinur olan fluoresan boyalarin kullanildig
ticari STR Kitleri ile bu STR belirteclerinin timdnin ya da bir kisminin miltipleks PCR
amplifikasyonu mimkunddr. Ayrica, ticari STR kitlerinin gelistirilmesi, STR’larin kullanimini
blyuk o6lglide kolaylastirmis ve DNA popllasyon veritabanlarinin gelistirilmesini saglamistir.
STR belirteglerinin DNA profillemesi amaciyla kullaniminin, yiksek derecede polimorfik
yapilari, genotipleme kolayliklari ve degrade veya eser miktardaki DNA’dan sonuglarin elde
edilebilmesi gibi, daha 6nce kullanilan yontemlere karsi bir takim avantajlari mevcuttur. Farkl
Avrupa ulkeleri arasinda DNA profillerinin karsilastiriimasi igin, Avrupa Adli Bilimler Ag

(ENFSI-European Network Forensic Science International) tarafindan Avrupa Standart Seti
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(European Standard Set-ESS) ya da interpol Standart Lokus Setini iceren DNA Kitlerinin
kullaniimasi 6nerilmektedir.

DNA polimorfizminin belirlenmesi amaciyla 6rnek materyal olarak insan iskelet ve dis
kahintilarinin - kullanimi, adli amacgh idantifikasyonda nispeten son ilerlemelerden Dbiridir.
Cevresel bozunma ve biyolojik saldirilara fiziksel ve kimyasal dayaniklilik gibi kemige ait
intrensek Ozellikler, yiz tanima, daktiloskopi ya da dental kayitlar gibi geleneksel yontemlerle
ortaya konamadiginda, Kkisinin belirlenebilmesi icin DNA analizini tek secenek haline
getirmektedir.

insan kahintilarinin adli amagch idantifikasyonu, genellikle farkli ortamlarda bulunan
iskelet ve dis kalintilarinin idantifikasyonu ve feth-i kabir sonrasi elde edilen 6rneklerin, Kisilerin
Ozellikle ebeveyn-cocuk iliskisinin belirlenmesi amacini tasiyan neseb tayinine yonelik olarak
gerceklestirilir. Bu tur analizlerde sik karsilasilan sorun DNA’nin korunmus olup olmamasidir.
Kemikteki DNA’nin blyik kismi osteositlerde yer almakta olup, Hochmeister ve ark.,
mikrogram olcllerdeki DNA’nin bir gram DNA’dan c¢ekitlenebilecegini belirtmislerdir (117).
Osteositler, gekitleme islemi sirasinda DNA’ya ulasilmasi icin bir bariyer olan kalsifiye matriks
icine gomulmuslerdir. Bu nedenle, elde edilmeye calisilan DNA miktarini artirmak icin bu
matriksin uzaklastiriimasi gerekmektedir. Ayrica, kitlesel 6lim olaylarindan elde edilen iskelet
kalintilar1 siklikla hem nikleer DNA’nin hem de mitokondriyal DNA’nin degrade olmasina
neden olan bir takim dekompozisyon degisikliklerine ugramaktadir. Bu sebeple, degrade
kemiklerdeki DNA kalitesi son derece degiskendir ve genellikle 6nemli 6lgude sinirlidir. Bu tir
ornekler elde edildiginde, 6ncesinde sicaklik, UV radyasyon, nem ve hayvan, bocek ve
mikroorganizmalar gibi bir kisim farkli ekstrensek cevresel faktorlere maruz kaldiklari kolayca
sOylenebilir. Farkli degradasyon kosullari, farkh toprak tiplerine gémtlme, kalintilarin su icine

tam veya kismen batmasi ya da istya maruziyet seklinde olabilmektedir. Mikrobiyal
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degradasyon, eski kemiklerde hem morfoloji ile hem de 6rnekler arasinda degiskenlik gdsteren
mikrobiyal DNA miktari ve DNA inhibitorlerinin birlikte c¢ekitlenmesi seklinde karsimiza
cikmaktadir (31). Farkh orneklerin DNA icerigindeki kalitatif farkliliklar, stutter bantlar ya da
alelik drop-out ya da drop-in gibi artefaktlarin olup olmamasi gibi alel determinasyonlarinin
cogaltilabilirlik derecesi ile belirlenebilmektedir. Kemik tozu ile calisilirken havadan
kaynaklanan kontaminasyon s6z konusu olabileceginden, bu tur érneklerin islenmesi esnasinda
cok siki kontaminasyon kontrol onlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Ozellikle kitlesel 6lim
olaylari gibi farkli kemik 6rneklerinin ayni zamanda islendigi kemik tozu érnekleri kullantlirken,
laboratuvar kontaminasyonu olasilgi da géz éniunde bulundurulmalidir.

DNA’nin saflastiriimasi icin kullanilan ideal yontem, DNA eldesini en yuksege
cikarirken, PCR inhibitorlerinin  ko-purifikasyonunu en aza indirmelidir. Kantitatif
karsilastirmada dusik DNA eldeleri, disik kalip DNA miktarlarina veya yiksek inhibitor
miktarlarina isaret edebilmektedir. Bakteri ve diger mikroorganizmalarla dekompozisyona
ilaveten, cevresel ajanlara es zamanl maruziyet, postmortem dokularda DNA degradasyonu ile
sonuglanir. DNA’nin korunma derecesi, cesedin ¢irtimus olup olmamasi, kemiklerin az miktarda
yumusak doku icermesi ya da hi¢ yumusak doku icermemesi arasinda degiskenlik gosterir (12).
Cesetlerde DNA erken postmortem donemde bile ¢ok hizli degrade olmaktadir. Yumusak
dokularin degradasyonu 6zellikle yuksek isilara maruz kalanlar basta olmak Uzere, dekompoze
cesetlerde dogal olan hizl bakteriyel gogalmanin bir sonucu olarak élimden Kkisa bir sure sonra
belirgin hale gelmeye baslamaktadir.

Sonug olarak, kemik ve dislerin makroskobik ve mikroskobik seviyede morfolojik
bozunmalara dayanikli olmalari ve uzun sure bozunmadan kalmalari, DNA’nin da korunup

bozunmadan kalmasini ve dolayisiyla idantifikasyon amaciyla ¢ekitlenebilmesini saglamaktadir.
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3.9.1. Degrade Kemiklerde DNA Hasari: DNA Degradasyon Sureci

Kemigin major bilesenleri proteinler ve kollajen lifler olup, bu bilesenler arasindaki iliski
kompleks bir takim &zellikleri ve kimyasal baglari icerir. Kemik proteinlerindeki degisim,
kemikteki postmortem degisikliklerden sorumlu olan yapisal ve kimyasal yikim olaylarina neden
olur. Enzimatik onarim streci canli organizmalarda ve organizma o6ldukten sonra DNA’nin
batnltgund korur. Postmortem donemde, DNA fragmentasyon surecini baslatan ilk ajanlar olan
lizozomal niikleazlar ve endojen niikleazlar gibi enzimler tarafindan DNA hizla degradasyona
ugrar (72,97). Ayrica, mikroorganizmalar, nem ve cesitli organik bilesikler gibi eksojen ajanlar
nedeniyle de DNA miktari 6nemli miktarda azalir. Hidroliz ve oksidasyon ile spontan
degradasyon da ¢ok daha yavas bir hizla DNA yapisini degisiklige ugratir. Olim sonrasi doku
hizh bir sekilde kurumasi veya DNA’nin mineral bir matrikse emilmesi gibi nadir durumlarda,
DNA enzimatik ve mikrobiyal degradasyondan uzaklasmis olur. Bu gibi durumlarda, DNA’yi
etkileyen kimyasal siirecler daha yavas baslar ancak siirekliligini korur. in vitro kosullarda DNA
degradasyon sureglerinin ¢ogu, canli hiicrelerdekine benzerdir ya da ayni sekildedir, ancak
postmortem donemde bu sirecler hicresel onarim islemleri ile dengelenememektedir. Hasarlar,
DNA batinlGguni kaybedinceye kadar ilerleyen sekilde birikir ve nihayetinde nikleotid dizisi
bilgileri geri donlstimslz olarak kaybedilmis olur (Tablo 1). PCR gibi modern molekiler
biyoloji teknikleri ile, heniz tam degrade olmus olandan olmasa da DNA’dan kismi veya tam
bilgi elde etmek mimkdnddr.

Eski degrade iskelet kalintilarinda en sik rastlanan DNA hasari genellikle uzunlugun 100
ila 200 bg arasina distugu degradasyonlardir. Uzunluktaki bu kisalmanin nedeni, 6limden kisa
bir sure sonra meydana gelen enzimatik bir takim olaylar ile, fosfat-seker omurgasinda bulunan
fosfodiester baglarinda tek iplikli ¢entiklerin olustugu enzimatik olmayan hidrolitik bélinmeler

ve yarilmalardir. Azotlu bazlar ve seker omurgasi arasindaki glikozidik baglar, apurinik ve
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apirimidinik bdélgelerin meydana geldigi depirinasyon ve depirimidinasyona neden olan
hidrolitik bélinme ve yariimaya en duyarh baglardir. Bir nlkleotid serbest kaldiginda, abazik
bolge hemen tamir edilmemesi halinde iplikcik kesilmesine neden olabilen bir kimyasal yeniden
diizenlenmeye gidebilir.

Bu modifikasyonlara ek olarak, DNA bazlari ayni zamanda, DNA polimeraz tarafindan
yeni DNA iplikleri sentezlendiginde, bazlarin yanhs insersiyonuna neden olduklarindan (G
yerine A ve T yerine C), DNA amplifikasyonu icin 6zellikle 6nemli olan sitozin (urasil), 5-metil-
sitozin (timin) ve adeninin (hipoksantin) hidrolitik deaminasyonuna da duyarli hale gelirler.
DNA’nin endojen hasari, iyonize radyasyon ya da postmortem dokuda kolonize olan
mikroorganizmalarin aerobik metabolizmasi tarafindan Uretilen slperoksit radikalleri (O;"),
hidrojen peroksit (H20) gibi oksidatif reaksiyonlarla da baglatilir. iyonize radyasyon, hiicre
icindeki su ile etkilesime girerek hiicre ve dokularda hidroksil radikallarinin (OH) olusmasina da
neden olabilir. Pirimidinler, 6zellikle de timin, plrinlere kiyasla oksidatif hasara daha duyarlidir.
Oksidatif hasar en cok seker rezidiulerinin modifikasyonu, sitozin ve timinin hidantoinlere
donlsmesi, bazlarin uzaklastiriimasi ve ¢apraz baglanmalar seklinde olmaktadir. Farkli ¢evresel
kosullardan gelen ve farkli yaslarda olan iskelet kalintilarinin okside baz rezidileri igerdikleri
gosterilmistir. Ozellikle, Taqg DNA polimerazi bloke edecek sekilde iki okside pirimidinin (5-
hidroksi-5-metilhidantoin ve 5-hidroksihidantoin) yiiksek oranda bulundugu 6rneklerden PCR ile
DNA dizilerinin ¢ogaltiimasi mimkun olamamaktadir.

Diger bir hasar tipi, cesitli eksojen veya endojen ajanlar DNA’da iki farkli pozisyonla
etkilestiginde meydana gelen capraz baglanmalardir. Bu baglanmalar ayni iplikte (iplik ici
capraz baglanma), DNA’nin karsi ipliginde (iplikler arasi capraz baglanma) ve de DNA ve
protein arasinda gerceklesebilmektedir. iki DNA ipligi arasindaki capraz baglanma reaksiyonu

Istya duyarlidir ve disuk sicakliklarda daha yavastir. Ayrica, DNA iplikleri, abazik bolgelerin
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olusmasindan sonra, enzimatik olmayan bir glikozillenme reaksiyonunda bazlari aracihigiyla
indirgen sekerlerle reaksiyona girerler. Capraz baglanmanin etkisi, antik fekal kalintilar ya da
fosillesmis diski olarak bilenen koprolitlerde, gaz kromatografisi-kutle spektroskopisi ile
tanimlanmis olan Maillard driinleri ile gosterilmistir. Maillard Grlnleri, proteinler ve nikleik
asitlerde, sekerler ve primer amino-gruplari arasinda kondensasyon reaksiyonlari ile olusur.
Maillard GrGnlerini yikima ugratan N-fenasiltiazolium bromid reaktifi ile muamele, ¢ogaltilmaya
uygun olmayan bazi antik kalintilardan DNA dizilerinin ¢cogaltiimasini saglar.

Tum DNA modifikasyonlarinda, PCR sirasinda bazlarin hatali eslesmesine ya da PCR
amplifikasyonu esnasinda elde edilmesi beklenen DNA fragmentinin tam kaybina neden

olabildigi icin bir takim sorunlarla karsilasiimaktadir.
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Tablo 1- Degrade DNA’da Farkli Hasar Tiplerine Genel Bakis

HASAR TIiPi NEDENLER DNA  UZERINE | PCR UZERINE | COzZUM
ETKILER ETKILER
iplik Kirilmalari Nkleaz aktivitesi Tim kalip DNA | PCR hatasi; Yeniden ornek
kopya sayilarinin toplama
kaybi;
Iplik Kirilmalar Mikroorganizmalarla DNA uzunlugunun | Artmis stutter ve | Birden ¢ok PCR
degradasyon azalmasi pikler reaksiyonu
iplik Kirilmalar Mikroorganizmalarla DNA uzunlugunun | Tutarsiz PCR | Boyutun
degradasyon azalmasi sonuglari kigllttilmesi
Oksidatif Hasarlar | Bakteriyel Baz ve seker | PCR hatasi Mini-STR
Metabolizma fragmentasyonu
Oksidatif Hasarlar | Radyasyon Nikleotid PCR hatasl mtDNA
Modifikasyonu
DNA capraz | Hidrolitik baz kaybi DNA-DNA, DNA- | PCR hatasi, | SNP’ler
baglanmalari Diger Molekil | Maillard drtinleri
Baglanmasi
Hidrolitik Hasarlar | Amino grubunun | Kodlama PCR yanlis | PCR dongu
hidrolitik kaybi potansiyelinin kodlama hatalari sayisinin 34’e

degismesi

cikarilmasi, Ekstra
Taq Polimeraz
kullanilmasi, DNA

Tamiri

3.10. Yangin Kavrami, Yanginlarin OzelliKleri ve Siniflandirmalari

3.10.1. Yangin Kavrami

Yangin kavramini tam olarak anlayabilmek icin o©ncelikle 1s1, sicaklik ve yanma
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terimlerini bilmek gerekmektedir.

Isi, maddenin tim molekillerinin sahip oldugu hareket enerjileri toplami olarak ifade
edilmekte olup birimi kalorimetredir (cal). Isi ile birlikte madde igindeki molekiller titresmeye
baslar. Bu titresim maddenin sicak bdlgelerinde hizli iken soguk bdlgelerinde yavastir. Bu
sekilde meydana gelen hizli titresimler sayesinde enerji sicaktan soguga dogru iletilmektedir.
Sicaklik, maddenin ortalama hiza sahip bir molekulinin sahip oldugu hareket enerjisi olarak
ifade edilir. Avrupa ulkelerinde oldugu gibi Ulkemizde kabul ettigimiz deger Celsius (C)
derecedir (40,45).

Yanma, yanabilme 6zelligi olan bir maddenin bir oksitleyici madde ile birlikte, genellikle
dumanin yayildigi, kizil pariltilarin ortaya ¢iktigi ve/veya alevlerin meydana geldigi ekzotermik
bir reaksiyondur. Bu reaksiyon yavas ya da hizli olabilmektedir. Yanabilme 06zelligi olan
maddeler kati, sivi veya gaz halinde olabilir ve yanma olayinda oksitleyici olarak hava en sik
karsimiza ¢ikan ajandir. Hava ile temas eden yanabilme 6zelligine sahip bir madde, genellikle
ortam sicakliginda herhangi bir tepki gdstermemektedir. Yanma olayinin baslayabilmesi igin
yanicl madde ile birlikte genellikle hava olarak karsilastigimiz oksijenin ve tutusmaya yetecek
bir enerji kaynaginin ortamda bulunmasi gerekmektedir. Bahsettigimiz bu (¢ bilesen, yani yanici
madde, oksijen ve 1isi, yanma ucgeni olarak bilinmektedir (24,25) (Sekil 9). Yanma
reaksiyonunun siddeti, yayilan 1siya gore belirlenmektedir. Yanma olayinin yayilma hizi
saniyede 10 cm’yi gecgerse bu yanma olay artik patlama olayi olarak ifade edilir. Bulunulan
ortamda sicakhgin yukseldigi hissediliyor ancak isik yayilimi olayr meydana gelmiyorsa bu
durum, igin icin yanma seklinde nitelendirilmektedir. Kati bir maddeden 1sik yayilabilmesi igin,
ortalama sicakhigin 500°C civarlarinda olmasi gerekmektedir. 350°C ve 400°C arasindaki
sicakliklarda yanmakta olan kati maddeler artik igin igin yanma evresine ulasmis kabul

edilmektedir. Sicakligin hissedilebilir derecelerde ylkselmedigi ve ilgili maddenin yavas bir
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sekilde, kismi veya tam olarak tepkimeye girdigi durumlara ise oksitlenme adi verilmektedir.

YANICI MADDE e OKSIJEN

ISI
Sekil 9. Yangin Uggeni

Alev kavrami ise gaz durumunda maydana gelen bir oksitlenme reaksiyonudur. Bir Kibrit
veya mumun yanmasl sirasinda gazli alevin isisinin bir kismi kati maddeye aktarilmakta ve
aktarilan bu 1s1 katl maddenin buharlasmasina neden olmaktadir. Bu buharlasma olayi sirasinda
maddenin yapisindaki molekdller kimyasal ayrismaya ugrayabilmekte veya bu kimyasal ayrisma
olayi meydana gelmemektedir. Dolayisiyla, yanma dedigimiz olay alev olmadan da
gerceklesebilmektedir.

Yanma 1sisi kavramina gelindiginde, bu olay 1 kg yakici maddenin yanmasi ile ortaya
cikan kilokalori (kcal) cinsinden 1si miktari olarak ifade edilmektedir ve birimi kcal/kg
seklindedir. Ates kavrami ise yanma olayinin goérindr bir sonucu olarak nitelendirilmektedir.
Belirli bir maddenin mevcut isisinin o maddeyi kendi kendine tutusturacak ve yakacak dereceye
yukselmesi tutusma olarak adlandiriimaktadir. Genellikle yanginin ilk asamalarindaki 1s1, gaz ve
buharin tutusmasi icin yeterli degildir. Yangin esnasinda mevcut bir kivilcim ya da yanmis bir
parca, 1sinin iletilmesi olayi ile 0 maddenin isisini tutusma derecesine ulagincaya kadar yukseltir

ve ardindan maddenin ytzeyinde bir ates parlamasi gercgeklesir. Yanmanin bir maddeden diger
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bir maddeye gegcisi I1sinin iletkenlik olayi ile molekuller arasinda iletilmesi, yiizeyde ortaya ¢ikan
sicak gaz akimi ile temas ve havada ucan ve yanmakta olan parcalar sayesinde meydana gelir.
Yangin esnasinda ortaya c¢ikan isinin, yanan malzemelerin ve yakici maddenin 6zelliklerine bagl
olarak 1200°C’ye kadar yiikselebildigi belirlenmistir (23,24).
3.10.2. Isi Transferi ve Turleri
Yanma olayr ekzotermik bir reaksiyon olup, yanma olay! sirasinda sirekli olarak 1si
uretilmesi s6z konusudur. Belirli bir surenin ardindan, zincirleme reaksiyon seklinde yanmakta
olan maddenin bitisigindeki veya yakin cevresindeki maddeler tutusma sicakligina erisir ve bu
maddeler de yanmaya baslar. Bu olaylarda 1si ¢ degisik sekilde yayilmaktadir. Bu 1sI yayllma
sekilleri tasinim (konveksiyon), iletim ve 1sinim biciminde gerceklesmektedir.
3.10.2.1. Tasinim/Konveksiyon
Maddenin yapisindaki molekdllerin akiskan hareketi ile enerji tasinimi olayidir. Ortam
sivl ya da gaz ise, 1sI enerjisi sicaklik farkindan dolayi akiskan hareket ile bir bolgeden diger
bolgeye aktarilmaktadir. Akiskanlar, kati ylzeylerle birbirlerinden ayrilmis olduklari igin,
konveksiyon olayi, bir madde yizeyi ile akiskan arasinda enerji tasinimi sirasindaki en 6nemli isi

transfer mekanizmasidir.

Sekil 10. Tasinimla Isi Transferi
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Tasinim olayi ile 1sinin iletimi bir yanginin yayilmasindaki en 6nemli olaydir ve yangin
sirasinda yayilan enerjinin yaklasik %80 kadari bu sire¢ i¢in harcanmaktadir. Basit bir ifadeyle,
IsI kaynagi olan bir maddenin bir akiskana uygulanmasi halinde, sicak olan ylzey bélgesine en
yakin akiskan tabaka isinmaktadir. S6z konusu akiskan tabaka bir miktar 1s1 enerjisini
sogurmakta ve yerini daha soguk ve daha yogun olan diger bir akiskan tabakaya birakmaktadir.
Bu olayda verimlilik, akiskan maddenin dinamik viskozitesi, sicakhigi ve hareket hizi gibi
faktorlere baghdir.

Yangin olayr esnasinda, tutusma sonucu ortaya ¢ikan sicak gazlar, batma kuvvetleri
nedeniyle hareket edip daha soguk gazlarla yer degistirmektedir. Sicak gazlar genellikle cevrili
oldugu yerin tavanina yakin konumlanmakta ve cevreledigi ylzeylerin radyan kaynaklari gibi

davranmaktadir (Sekil 11).

Hapsolmus
Soguk Hava

Sekil 11. Tavan dizeyinde bulunan sicak gaz tabakasi
3.10.2.2. iletim/Kondiiksiyon
Isi iletimi, kati, sivi ya da gaz bir ortamdaki mevcut bolgeler arasinda veya dogrudan
fiziksel temas halindeki farkli ortamlar arasinda, atom ve/veya molekillerin fark edilebilir
dizeyde bir yer degisikligi olmaksizin dogrudan temaslari sonucu ortaya c¢ikan i1si yayilimi

olayidir. Bir bolgede bulunan atom veya molekullerin ortalama kinetik enerjisi, bitisik bir
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bolgedeki atom veya molekillerin ortalama kinetik enerjisinden daha fazlaysa, mevcut
enerjilerini komsu olan atom ve molekillere iletirler. Kati maddelerde enerji transferi, elektron
yayilimina ek olarak o maddenin yapisini olusturan kafes titresimleri aracihgiyla da bitisik
komsu bolgelere iletilir.

lletim yoluyla 1si transferi o maddenin mikroskobik yapisi ile dogrudan alakalidir.
Ozellikle kati maddeler ile akiskanlarda iletim yoluyla isi aktarimi olayi farkl sekillerde
meydana gelebilmektedir. Ornegin elektrik iletkenligi cok iyi olan kati metallerin gok iyi birer 1si
iletken olmalarinin da nedeni budur. Hem elektrik iletimi hem de 1sI iletimi olayinda enerji
tastyicilari mevcut serbest elektronlardir.

3.10.2.3. Isinim/Radyasyon

Yiksek katl bina ve yapilarda genellikle giydirme cephe sistemleri kullaniimaktadir. Bu
tir sistemlerde acikhiklar fazla oldugu icin meydana gelen olasi bir yanginin yayiliminda 1sinim
ya da radyasyonun etkisi 6n plandadir.

Bir maddeyi olusturan atom ya da molekillerin meydana getirdigi 1sil hareket,
elektromanyetik 1simaya ve sonucusunda enerji yayilimina neden olmaktadir. Sicaklik arttikca,
atom ve molekullerin hareketi ve 1sima siddeti artmaktadir. Boylece ilgili maddenin artan
sicakhg ile birlikte olusan 1sil 1s1ma, dalga boylari disinda, 151k, radyo dalgalari ve X isinlari ile
ayni tipte olmaktadir. Maddelerin bir kismi meydana gelen bu 1sima enerjisini sogururken, bir
kismi yansitmakta, bir kismi ise bu enerjinin i¢ yapilarindan daha serbest gecisine olanak
vermektedir (Sekil 10).

Yayllmakta olan bu 1sima enerjisi dalgalari sogurgan ozellikte farkli  bir ortamla
karsilastiginda, mevcut enerjilerini yeni bulunduklari ortama aktarir ve netice itibariyla yeni
ortamin 1sil hareketi artar. Bu sekilde, olusan isi yayildigi ortamdan i1simanin sogruldugu yeni

ortama transfer edilir. Ortamlardan birinin sicakligi diiserken yeni ortamin sicakligi yukselir.
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Tim maddeler strekli sekilde 1sil 1sima yayarlar. Bu enerji yayilimi olaylr, madde yizeyinin
sicakligina ve yizeyinin 6zelliklerine gore degiskenlik gosterir. Yani Ozetle, birbirleri temas
halinde olmayan sicakli§i yiiksek olan bir ortamdan dustik olan bir ortama dogru gergeklesen 1si

transferi olayina i1sima yoluyla isi transferi denilmektedir.

Sekil 12. Yapilar Arasi Isinim Yoluyla Isi Transferi
3.10.3. Yangin Yayilim Evreleri
Tum tipteki yanginlarda ¢ikis noktasi sinirlari dardir ve kiigk bir bolgedir. Yanma olayi
esnasinda agiga bir enerji ¢ikar ve aciga ¢ikan bu enerji 1s1yr yikselterek yanma hizini artirir.
Yanmakta olan bolgeden etrafa dogru dagilan 1s1 ve o bolgeden ¢ikip etrafa yayilim gosteren
sicak bir takim gazlar, mevcut yanmakta olan hacimdeki hava ile bu hacmi cevrelemekte olan
kolon, sttun, duvar, doseme gibi bilesenlerin yuzeylerini isitir. Bu arada yanici maddeler 1si

etkisi ile birlikte kimyasal olarak ayrisir ve ortama yanici gazlar ¢ikar (Sekil 14).
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Sekil 13. Yangin Yayilim Hizi

Yangin blyuyerek ilerlemesi esas itibariyla 3, genel olarak 5 evrede incelenmektedir (Sekil 14).

tam blyume
ani parilama
zehirli duman

alev gikisi
alevli tutusma
duman ve i1si

igin igin yanma
|

/\

1

tutusabilirik  tutusma baytme dengeli sonme
yanma
Baslangic Tam Gelisme S6nme

Sekil 14. Yanginda ilerleme Siireci ve Yangin Dalgas!

3.10.3.1. Baslangi¢ Evresi; Bu evre hazirlik evresi ve alev evresi olmak tzere iki evrede

incelenir.

3.10.3.1.1. Hazirhk Evresi; Yanma olayinin baslamasindan dnceki stredir. Bir kisim Kati
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maddelerin igin i¢in yanma olarak ifade edilen yanma sekli, hazirlhk evresinde
gerceklesmektedir. Bu evrenin suresi yanici madde veya maddelerin Ozelliklerine ya da
bulunulan ortamin 6zelliklerine gore degiskenlik gosterir (24-25).
3.10.3.1.2. Alev Evresi; Alevin ilk kez gortlmesi ile baslayan evredir. Bilindigi tzere alev

hava ile ne kadar temas ederse o kadar biyir. Yanmakta olan maddeden yayilan isi, dncelikle
iletim olayi ile ortamdaki diger maddelere yayilir. Ardindan yayilma olayi 1sinim ile devam eder.
Bu evrede maddeler arasinda bulunan mesafe fazlaysa ya da ortamdaki mevcut hava miktari
yetersizse ates kendi kendine soner.

3.10.3.2. Tam Yanma Evresi

3.10.3.3. Genel Kavusma Evresi; Bu evre ortamdaki bitun yanici cisimlerin yandigi, yanginin
tim ortami sardi§i ve isinin hizl bir sekilde yikseldigi evredir. Bu evreden 6nce ortamin farkl
noktalarinda 6nemli sicaklik farklihklari gorilebilmektedir. Ancak i1sinim olayina bagli olarak
mevcut sicaklik farki giderek ortadan kalkmaktadir. Kapali ortamda tavan kismina dogru
yukselen sicak hava konveksiyon dedigimiz tasima olayi ile odada dolasip tim yanici maddeleri
tutusma sicakliklarina yikselmekte ve tim maddeler bir anda hep birlikte tutusmaktadir. Bu evre
ayni zamanda literatlirde ani parlama olarak da ifade edilmektedir (24). Bu olay, tutusma 6zelligi
olan maddelerin bulundugu bir yanginin bittn yizeye ani gegmesidir.

3.10.3.4. Surekli Yanma Evresi; Bu evrede sicaklik hizl bir sekilde ylkselir ve siddetli bir
sekilde yayilir. Ayni zamanda bu evrede yapi bilesenleri de zarar gormeye baslar. Surecin
ilerlemesi ile birlikte gati ve zemin ddsemeleri ¢oker. Camlarin kirildigi pencerelerden disariya
alevler yayilir (26).

3.10.3.5. Sénme Evresi; Bu evre, ortamdaki yanici maddelerin azalmasini ve sicakhgin yavas
bir sekilde diismeye baslamasini igerir. Alevler boyca kisalir ve azalarak kaybolur. Ancak, bu

evrede sicaklik disust son derece yavastir ve yapi bilesenlerinde meydana gelen zarar bu evrede
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esnasinda da stirmektedir.
3.11. Yangin ve Malzeme iliskisi
Yangin ve malzeme iliskisi ortamdaki yangin guvenligi agisindan olduk¢a énemlidir.
Ortami meydan getiren malzemelerin yangin sirasindaki davraniglari, 6zellikle yapr mimari
tarafindan bilinmelidir.
3.11.1. Yap! Malzemesi i¢ Yapisina Karsi Etkiler
Yangin, yapi malzemelerinin i¢ yapilarini fiziksel ve kimyasal olmak Gzere iki sekilde
etkiler.
3.11.2. Fiziksel Etkiler
Sicakligin artmasina baglh olarak, yapi malzemesinin i¢ yapisinda molekil baglar uzar,

elastikiyet artar ve nihayetinde i¢ yapida kristal sistem dagilir ve malzeme kati halde ise sivi hale

gecer (23,24).
Metal 2320(; - 18000C
Seramik 10000(; - 14000C
Cam 700°C - 800°C
Termoplastik 90°c - 327°¢C

Sekil 14. Farkl Malzemelerin Ergime Sicakliklari
3.11.3. Kimyasal Etkiler

Yanginda kimyasal etki, ilgili malzemede kimyasal ayrismaya, gaz ve duman ¢ikisina
neden olur. Kimyasal ayrisma, yangin sonucu malzemenin kimyasal yapisinda degisiklikler

meydana gelir ve molekil yapisi bozularak karbonlasma olayi gerceklesir. Yapidaki inorganik
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malzemelerden tas ve beton biinyesindeki CaSO, CaCO3, Ca(OH), ve organik malzemelerden
plastik ve ahsap bunyesindeki C, N2, Hp ve Sp yangin aninda kimyasal bir degisime ugrar ve
ilgili malzemenin molekil yapisinda bozulma gerceklesir. Bu esnada CO2, SO2, CO ve SO gibi
bir kisim zararh ve toksik gazlar da meydana gelir. Bu tlr malzemelerin kimyasal yapisinda
gerceklesen diger bir olay ise karbonlasma olayidir. Bu olay daha ¢ok organik malzemelerde
gerceklesmekte olup ortamdaki oksijen ilgili malzemede kimyasal yapida bulunan karbon
atomlarini yakmaktadir ve sonucunda bir yanma sicakligi olusturmaktadir (24,25)

Bilindigi Uzere azotlu bilesikler ylksek sicakligin oldugu ortamlarda karbon atomlari ile
birlesip asit siyanojen ve/veya asit siyanitrik olusturmaktadir. Karbonla birlesen bu azotlu
maddelerle 6zellikle yun, ipek ve deri gibi dogal maddelerin yani sira, poliamid, polilretan ve
poliakrilonitril gibi yanmis plastik malzemelerden ¢ikan dumanda karsilasilir (26).

Duman kavramina gelindiginde, dumani bir yanma merkezinden acgiga ¢ikan sicak gaz ve
buharin icindeki kati ve sivi halde bulunan partikillerin olusturdugu bir bulut olarak
tanimlayabiliriz. Yangin mevzuati ve isci saghgi ile ilgili TSE yayinlarindan TS 7486'da ise
duman, yanma ve piroliz olayindan dolayr meydana gelen kati ve/veya sivi taneciklerin havadaki
g06zle gorulebilir olan stspansiyonu seklinde tarif edilmektedir.

Bir kisim maddeler alevsiz yanmalarina ragmen ¢ok yogun duman cikarirken, diger bir
kisim madde ise dumani sadece alevle birlikte yandiklari zaman ¢ikarmaktadir. Yine bir kisim
malzeme ortamdaki kuvvetli hava akimi ya da havalandirmaya bagl olarak fazla duman
cikarmaksizin alev alev yanmaktadir. Ancak, bu malzemeler oksijenin yetersiz oldugu bir
ortamdayken havalandirmaya maruz kalirlarsa fazla miktarda duman ¢ikarirlar ve dumanin bol
oldugu ve alevin olmadi§i yavas yanma dedigimiz bir olay gerceklesir (26).

Yangin ve 6lum genellikle birbirine eslik eden olaylardir. Yangin 6limin esas nedeni
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olabisecegi gibi, ayni zamanda bir cinayeti olayini 6rtbas etmek veya fiziksel delilleri yok etmek
icin kullanilan bir araci da olabilir. Yanginlar ayni zamanda kaza sonucu oOlumlerin baslica
nedenleri arasinda da yer almaktadir. Olimiin nedeni ya da sekli ne olursa olsun, viicut cok
cesitli postmortem etkilere neden olacak sekilde yangina maruz kalabilir. Yangin, bir yakit ve
oksitleyici (sikhikla ortamdaki oksijen) arasindaki ekzotermik bir oksidasyon reaksiyonu olup,
kendi kendine devam etmeye yetecek kadar i1si Uretir. Yangin uygun bir yakit, oksijen, is1 ve
reaksiyonun kendi kendine devam etmesini saglayan bir kimyasal oksidasyon seklinde dort temel
bilesene sahiptir. Bu dort bilesen olmadan yangin gerceklesemez. Yangin parlama-alevlenme ve
icin icin yanma olmak Uzere iki temel sekilde gerceklesir. Alev, oksijen varliginda yanan gaz
halindeki bir yakitin gérindr tranaddr. Isi tarafindan Gretilen etkilerle gorinir hale gelen bir
gaz-gaz reaksiyonudur. Tersine i¢in i¢in yanma seklindeki yangin olayi, kati bir yakitin oksijenle
dogrudan temasl sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yakitin yizeyinde (ve Ornegin komdar gibi
gOzenekli kati bir yakitin matriksi igcinde) meydana gelen bir kati-gaz reaksiyonudur. Bu
reaksiyon hizli bir sekilde devam ederse, yakitin sicakhgi 500°C’yi geger ve ylzeydeki akkor
ciplak gozle gorulebilir. Gortndr renk Tablo 2’de agiklandigi gibi yanan ylzeyin sicakhgi ile
ilgilidir.

Tablo 2. Sicaklik maruziyetlerine gore kemik ve dislerde gorunur renk degisiklikleri

Renk Yaklasik Isi (°C)
Koyu Kirmizi (gorandr ilk alev) | 500-600

Mat Kirmizi 600-800

Parlak Visne Kirmizisi 800-1000
Turuncu 1000-1200

Acik Sari 1200-1400
Beyaz 1400-1600
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Yanmakta olan sigara, renk degisimini agiklamak icin iyi bir Ornektir. Sigara ice cekilip
solunursa, kil 1sikli odada bile sari renkte bir korlasma seklinde gorunir olan yiiksek sicakliga
ulasir ve bunu surdurdr. Ardindan sigara kil tablasina birakildiginda, kalin yizey sicakhgi
neredeyse tam karanlkta gorilebilen kirmizi renkte korlasmaya diser. Normal oksijen
seviyelerinde icin icin yanma denilen alevsiz duman c¢ikarma seklindeki bir yangin olayinda,
hemen hemen tum vyakitlar g6zenekli olmahdir ve yandikca sert gozenekli komurlesmeyi
surdirmelidir. Bu yakitlar yandikca termoplastikler erir, bu sekilde artik sert gdzenekli
kémarlesme olusturmazlar ve yiizeyleri disinda veya baska bir alevden kaynaklanan ¢ok yogun
radyant bir 1stya maruz kalmalari haricinde bu icin i¢in yanma olayi son bulur.

Alevli yangin yikici ve tahrip edici yangin olayinin en sik sekli olup, ¢ok hizli bir sekilde
yayilir ve son derece yuksek istlarin salinmasina neden olur. Alev gaz formunda bir yakit
gerektirir. Bu yakitlar gaz formundaki metan olabilece@i gibi, pentan veya benzin gibi sivi bir
yakitin buharlari ya da kati bir yakitin bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan buharlar seklinde olabilir.
Yanici gaz en basit olaydir. Cunki yakit gaz halindedir ve 1s1 sadece bir molekildeki atomlarin
ayrilmasini tetikler (genellikle hidrojen ve karbon). Metan asagidaki gibi basit bir ayrisma
reaksiyonuna ugruyor gibi goriinse de, bu reaksiyonda yiizden fazla ara basamak s6z konusudur.
CH4 +20; > CO;, + 2H,0

Bazi dokularin kendi kendine tutustugu oztutusma noklari sz konusudur. Ornegin
hayvanlardaki kuyruk yaginin éztutusma noktasi yaklasik 350°C’dir, ancak bu kuyruk yaginin

buharlari  6rnegin ~250°C gibi cok daha dusuk sicakliklarda tutusabilmektedir. Benzin

buharlarinin parlama noktasi -40°C iken, 6ztutusma noktasi 280-456°C’dir (40).
Sodyum ve potasyum gibi reaktif metal yakitlar disinda, kati yakitlar yanmak icin buhar haline

gecmek zorundadir. Bu buharlasma olayi stblimlesme (6rn., naftalin), erime ve evaporasyon
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(6rn., mum) ya da termal dekompozisyon (pirolizis) seklinde olabilmektedir. Pirolizis, hemen
hemen tum kati yakitlardan kaynaklanan yanginlarda gerekli olan temel asamadir. Kati yakita ait
molekuller, oksijenle temaslarini saglamak (zere yeterince kicik parcalara ayrilmalidir.
Yanginda dretilen 1sinin bir kismi bu prolizis asamasina tekrar ugrar. Cok fazla enerji gerekirse
(6rn., yanginin uretebileceginden daha fazla), bu durumda yangin kendi kendine séner.

Alevler laminar veya tirbulans seklinde olabilir. Ornegin mum alevi gibi kiigiik alevler,
bir soganin (st Uste binen katmanlari gibi laminardir. Laminar bir alevdeki bazi bélgeler ¢ok
yuksek sicakliklara ulasabilir. Mum alevinde 1400°C isiya ulasabilen bir bolge s6z konusuyken,
asetilen kaynak torkundaki karisik bir alevde 3000°C’den yiiksek isilara ulasabilen bir bdlge s6z
konusudur.

Bir alev bulyuduikce, laminar yapisi tirbulans nedeniyle bozulur. Gunlik yasamimizda
karsilastigimiz yanginlarin ¢ogu (ev ve bina yanginlari, ¢op yanginlari ve kirsal alandaki
sondurilmesi gi¢c orman yanginlar) tirbilanslidir. Bu tip yanginlardaki alevler ayni zamanda
diftizyon alevleri seklindedir. Burada sivi veya Kkati yakit ylizeyinden kaynaklanan buharlar, dis
ortama dogru diffiize olur ve patlamak icin uygun konsantrasyonlarda karisana kadar havadaki
oksijenle karisirlar. Bu tirbilans nedeniyle, herhangi bir noktada alevin sicakligini dlgmeye
calistigimizda, sicakligin hizli bir sekilde yukselip al¢aldigini gorlriz. Yapabilecegimiz en iyi
sey ortalama alev sicakligini 6lgmektir. Yakitlarin yanma isisi biylk o6l¢tide degisiklik gosterse
de (Tablo 3), cogu yakit tirbilansh bir yangin seklinde havada yanarken ortalama 800-1000°C
Isi Uretir. Bunun en sik Karsilasilan istisnalari alev sicakliklari 1400°C’ye ulasabilen metanol,
yine Olculen alev sicakliklari yaklasik 1400°C olabilen kémir ile stiren ve politretan gibi
plastiklerdir. Benzin kaynakli alevler, odun veya plastik gibi siradan tutusturuculardan
kaynaklana alevlerden gok daha yiksek sicakliklara sahiptir. Bu nedenle, yiksek sicakhiga bagli

etkilerin bu tdr bir petrol Griininden kaynaklandigi dustndlebilir, ancak bu artik dogru degildir
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(Tablo 3). Benzinle dolu yanan bir havuzdaki alevin sicakhgl ile bir odun yiginindan

kaynaklanan alevin sicakligi benzerdir. Diger istisnalar ¢cok daha nadirdir; piroteknik karigimlar

veya reaktif metaller (6rn., magnezyum vb.) 3000°C ve Usti sicakliklara ulasabilen alevlere

neden olur. Oksijenden zengin atmosferlerdeki yanginlar da cok ylksek alev sicakliklari

Uretebilir.

Yanginlar 1s1 salim hizlarina (heat release rate (HRR), 1s1 cikisi veya isi giicu) gore

degisiklik gosterir. Tum boyut ve tipteki yanginlar, saniyede 6lcilen kilojoule (kJ/s) veya

kilowatt HRR degerlerine gore siniflandirilir.

Tablo 3. Farklh yakitlarin yanma isilari

Odun veya Kagit 16 kl/g
Metanol 20 kd/g
Polilretan Koplk 24 kdlg
PMMA (akrilik plastik) 25 ki/g
Naylon 30 kd/g
Hayvansal Kuyruk Yagi 32 kg
Komdir 30-33 kd/g
Polietilen/Polipropilen 44 Klg
Benzin 46 kd/g
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Tablo 4. Ortam Havasinda Olgiilen Maksimum Difiizyon Alev Isilari

Odun 1027°C
Benzin 1026 °C
Metanol 1200°C
Kerosen 990°C
Hayvansal Kuyruk Yagi 800-900°C
Koémdar 1390°C

Tablo 5. Tipik IsI Salim Hizlari

Sigara Atesi 5W

Kibrit 50 W

Kiguk Cop Sepeti Alevi 50-150 kW
Kiglk Dosemeli Sandalye 150-250 kW
Pamuklu Yatak Siltesi 100-970 kW
Ddsemeli Koltuk 350-750 kw
Sentetik Désemeli Televizyon Koltugu 500-1000 kW
Kanepe 1-3 MW
Beton Uzerindeki Benzin Birikintisi 0,9-1,0 MW

Bir alev veya yanginin HRR’si bu 1s1 kaynaginin temel 6zelligidir. HRR bize alevin

yuksekligi, icindeki odada sicakhgin ne kadar hizli yikselecegi, odanin ne kadar siirede dumanla

dolacagi ve en onemlisi yanginin yakinindaki veya temas halinde oldugu maddeleri nasil

etkileyecegi hakkinda fikir verir.

Isi konduksiyon, konveksiyon ve radyasyon (veya bunlarin bir kombinasyonu) olmak
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Uzere U¢ sekilde aktarilir. Cop sepeti icindeki bir yangin gibi kicuk bir yanginda isinin gogu
konveksiyon yolu ile (hareketli sicak gazlar) aktarilir ve sadece alevlere ¢ok yakin olan ylzeyler
alevlerden kaynaklanan radyant isidan etkilenir. Yangin ne kadar blyukse, HRR o kadar
yuksektir ve radyant Isi yakinindaki yizeylerde o kadar etkilidir. Alevlerle dogrudan temas
halinde olan nesneler hem radyant hem de konvektif streglerle isinir ve sicakliklari hizla yukselir
(21-23).

Ist bir nesneye aktarildiginda, bu nesnenin sicakhgi, ilk olarak 1sinan yilzeyde ve
ardindan 1sinin konduksiyon ile penetre olmasiyla daha i¢ kisimlarda ylkselme gosterir. Isinin
yogunlugu, birim alan basina yiizeye carpan isi orani ile 8lculir ve ki/s'm? ya da kW/m? olarak
ifade edilir. Sure ile carpilan oran, nesneye ne kadar isinin aktarildiginin bir 6l¢tisudir. Nesnenin
kitlesini, 1s1 kapasitesini ve konduktif, konvektif veya radyatif streclerle nesneden kaybedilen isi
oranini kontrol eden yalitim faktorlerini biliyorsak, nesnenin denge sicakhigini hesaplayabiliriz.
Bu durumda, yangina maruziyetten sonra gérdigumuiz fiziksel ve kimyasal etkiler, is1 aktarimi
(1s1 akist), stire ve nesneye ait fiziksel parametrelerin bir sonucudur. Ornegin bir kamp atesine 4
m uzakliga bir ahsap gubuk koyarsak, Uzerine diisen radyant 1si bu cubugun isisini élgtlebilir bir
dereceye yiikseltmeyecektir, c¢tinkii bu ahsap cubuk Uzerine 1s1 eklendikge bu 1Syl gevresine
yayip hizli bir sekilde kaybedecektir. Cubugu ayni atese 2 m mesafeyle yaklastirdigimizda,
herhangi bir degisiklik gérmeyiz, ancak cubugun aleve doéniik olan kenarina dokundugumuzda
(ya da sicakligini olgtiigimizde), 1sinmis oldugunu goririz. Cubudu bu kez 1 m mesafeye
getirdigimizde, ylzeyi isinir ve Uzerinde esasen uzaklastirilan su olan beyaz bir dumanin
yukseldigini gorebiliriz. Cubugu 0,5 m uzakhga yerlestirdigimizde yizey sicakhgi artik ahsabin
pirolizisine, buharlarin salinmasina ve kémirlesmeye yetecek kadar yiksek oldugu igin hafifce
yanma veya alazlanma goruriz. Cubuk 0,25 m’de iken, kdmirlesme goruriz ve olusan buharlar

tutusabilir. Cubugu alevle yakin temasa maruz biraktigimizda, konektif 1s1 aktarimi 6nem kazanir
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ve Isinan yuzey tutusur. Cubugu dogrudan alevlerin arasina koydugumuzda ise, saniyler icinde
sirastyla hafifce yandigini, kémdarlestigini ve tutustugunu goruriz.

Odun veya plastik gibi kati yakitlarin yiizey sicakhgi yaklasik 350-400°C’dir (24). Bu
sicaklik, yukari kisimdaki alevlerden kaynaklanan radyant isinma ile elde edilir ve ylizeydeki
alevsiz dumanlara bagli icten yanma radyatif ve konektif kayiplar ve ugucu pirolizis trtinlerinin
buharlasmasina karsi dengelenir.

3.12. Ev Tipi Yanginlar

Adli 6nem tasiyan yanginlarin ¢cogu ev tipi yanginlardir. Yanginin baslangi¢ noktasindan
hareketli gazla yikselerek tavanda birikir ve yukaridan asagiya dogru odayi doldurur. Bu duman
tabakasi elbette pencere ve kapilardan veya havalandirmalardan sizabilir. Yangin ne kadar
blyukse, yani HRR degeri ne kadar ylksekse, duman tabakasi o kadar hizli olusup odayi
doldurur ve sicakhgi o kadar hizli yikselir. Yangin ilerlerken, odadaki etkilerin ¢ogu yukari
kisimlarda ve yanginin baslangi¢ noktasinda gergeklesir. Yanginin blyukligu yakit kaynaginin
yapisina veya havalandirmalarin boyutuna baghdir. Tim kapi ve pencerelerin tamamen kapali
oldugu bir odada yangin cok sinirlidir. Tek bir acik kapi, yangini yaklasik 3 MW artiracak kadar
oksijenin iceri girmesine neden olabilir ve bdylece yangin tim odaya yayilabilir. Normal
boyuttaki bir odada (tavan yiiksekligi 2,4 m), ortalama tavan katma sicakligi yaklasik 600°C’ye
yukselir, radyant 1si akisi (yogunluk) 20 kW/m?ye ulasir ve bu sekilde tim mobilyalar, duvar
kaplamalari ve dosemeler tutusur. Ani alevlenme sonrasi, zeminden tavana dogru 800-
1000°C’lik bir 1si olusur ve 1si akislari 150 kW/m?ye ulasabilir. Bu durum yogdun tirbiilans ile
iceri giren hava ve sicak yanici gazlarin karismasi sonrasi gerceklesir.

3.13. Yanginin Etkileri
3.13.1. Yangin ve Malzeme iliskisinin Kisi Uzerindeki Etkileri

Yangin sirasinda, olay yerinde canli organizmalari etkileyebilecek farkli tipte zararli
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atiklar ortama yayilir. Bu atiklarin canhilarin Gizerindeki etkileri alev ve 1si, duman ve gaz olmak
Uzere Ug gruba ayrilmaktadir.
3.13.2. Alev ve Isinin Etkileri
Alev canlilar Uzerinde, dogrudan etki ve i1sinim ile etki olmak tzere iki sekilde etkilidir.
Hem alevin dogrudan etkisi hem de 1sinim yoluyla etkisi canlilarda farkli derecelerde yaniklara
ve nihayetinde 0lime neden olabilmektedir. Ayni zamanda yuksek derecelere ulasan 1si canli
organizmlarin su kaybetmesine ve bunun sonucunda tikenmislik, biling kaybi ve nefes alip
vermede gugclik ile ileri derece yaniklara yol acabilmektedir.
3.13.3. Gazlarin Etkileri
Yangin sirasinda olayin gerceklestigi ortama, canli organizmalari cesitli derecelerde
etkileyen farkli gazlar yayilir. Azot ya da Kklor iceren maddelerin yanmalari halinde olay yerine,
olumcil etkili asit siyanidrik ve asit klorhidrik toksik gazlari salinir. Ayni zamanda, yangin
sirasinda ortama santral sinir sisteminde suprese edici etkileri olan aseton, asetilen veya etil alkol
gibi maddeler ile toksik toluen, benzen, kursun, civa, arsenik, karbondistlfit ve metil alkol gibi
bogucu ve zehirleyici maddeler de yayilr.
3.13.4. Dumanin Etkileri
Yangin sirasinda ortami kaplayan duman, igerideki Kkisilerin disari ¢ikis yolunu
bulmalarina engel olabilmektedir. Dumanin en énemli 6zelligi bogucu olup nefes alip vermeyi
engellemesi ve ayrica Kisinin gérmesini engelleyerek panige yol agmasidir. Sonug itibariyla,
yangini sondirmeyi amaglayan itfaiyecilerin yangina miidahale etmelerini ve magdurlari bulup
disari ¢cikarmalarini 6nlemektedir.
Yanginin  yumusak doku veya kemik gibi bir materyal (zerindeki etkisini
degerlendirirken, sadece sicaklik degil, ayni zamanda 1sinan boélgenin etrafindaki atmosfer

(esasen 1sinan ylzeyle temas halinde olan atmosfer) ve temas siiresi de 6nem tasimaktadir. Mum
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ve tlip gaz alevi gibi laminar bir alev bir yizeye dogrultulursa, 1sinan gazlarin etkisi yanma

urtnlerini ortamdan uzaklastirir ve atmosferdeki oksijenin isinan yiizeye ulasmasini engeller.

Ardindan, 1sinan ytzeydeki kimyasal reaksiyonlar oksijen olmadan gergeklesir. Turbdlansh

alevlerin oldugu bir yanginda ise, yanan bir ahsap cubugun Uzerine Uflendiginde, hava akimi

oksijeni sicak ylzeyde tutarak pirolizis Urtinlerinin yerini degistirir ve 1sinan oksijen icerigi, kat

yakitin yizey sicakliginda ani bir artisa neden olur. Bu durumda, alevin kériiklenmesi sonucu

parlak bir akkor gorilur. Tipik tlrbilansh bir yanginda, yanmakta olan yakitin ylzey sicakhgi

artip azalir ve ortamdaki atmosfer zaman zaman rediiksiyona ve zaman zaman ise oksidasyona

neden olur.

Yangin maruziyeti ile ilgili degiskenler su sekilde 6zetlenebilir:

1.

Yanginin bayaklaga (1s1 salim hizi)

Tek bir maddenin yanmasi

Birden fazla maddenin yanmasi

Tim odanin yanmasi (ani alevlenme-kuru kivilcim)
Uzun sireli, ani alevlenme sonrasi yanma

Vicudun yangina maruz kalmasi

. Yangin boyunca alev almayan-tutusmayan zeminde

. Yanan maddelerin Uzerinde

. Yangin esnasinda ¢oken ve tutusma 6zelligi olan zeminde
. Metal iskelet Uizerinde kalma (6rn., ara¢ koltugu)

. Her taraftan ve yonden yangina maruz kalma (ticari kremasyon)

Maruziyet stresi
Antemortem

Postmortem
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4. Kemigin veya disin durumu

a. Taze/Yeni

b. Kurumus

Canh bir kemik komplike bir matriks icinde su, kan, yad ve diger dokulari igerir.
Kemigin 1sinmasi ile birlikte, bu bilesenlerin her biri, buharlasarak veya pirolizis ile
komdarleserek, bizuserek, sivilasarak ya da genisleyerek, yanmaya karsi ytzeydeki bir sivi yakit
ya da gozenekli sert bir fitildeki yakit gibi yanit verirler. Yag vicuttaki en iyi yakittir ancak
yalnizca hava ile temas halinde olan uygun bir absorban madde uygulanmasi halinde yanacaktir.
Kemigin kendisinin dehidrate olma, kalsinasyona ugrama, kigilme ve bizilme, delamine olma
ve kirilma 6zelligi vardir. Organik igerigin kémurlesmesinden sonra ilk olarak dehidrasyon
gerceklesir. Alevlerin temas Isisina (550°C veya Ustil) stirekli maruziyet ile komir okside olup
uzaklastirtlir. Kemik, tipki asiri 1sinmasi durumunda disen beton gibi i¢ kismindaki nemin
buhara donlsmesi ile parcalanabilir. Osteoporozu olan magdurlara ait kemiklerin osteoporozu
olmayanlara kiyasla ¢cok daha hizli degrade oldugu ve ¢ok daha yaygin sekilde yandig
gosterilmistir (20). Ev veya ara¢ yanginlari siirekli olabilecegi gibi, ani 1sinma ve sogumanin
oldugu kisa ve aralikh surelerde de olabilir. Oksidatif ya da rediktif etkiler ortaya ¢ikabilir.
Yanginin neden oldugu hasarin yorumlanmasi sirasinda bu degiskenler @bz Onlinde
bulundurulmalidir. Yumusak doku Uzerindeki etkiler, ylzeye uygulanan isinin yogunluk ve
siresine ve de maruz kalan dokunun kalinlik ve termal 6zelliklerine bagli olarak degisir.
Epidermis ¢ok kisa sureli yanginlarda bile (ani parlama seklindeki yanginlar) dermis
dokusundan kolayca ayrilabilir. Alttaki deri tabakalarinin kalinhgi, termal iletkenligi ve 1sil
eylemsizlik dzelligi 1sinin penetrasyonunu yavaslatir.
Yanginin sondurilmeye baslamasi ile, yanan kemikler etkilenmeye baslar ve gozlenen

tim hasarin Is1 ya da alevlere bagh olmadigi séylenebilir. Hortumla ani sogutma islemi, sicak
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olan kemiklerin kirilmasina ya da pargalanmasina neden olabilir. Bu durum, 0zellikle kemikler
delaminasyon veya kalsinasyon asamasindayken gergeklesir. Dogrudan hortumdaki su akisina
bagh olarak mekanik hasar, molozlarin dismesi veya yangin sonrasi tasima ve onarim ya da
kurtarma operasyonlarina bagli olarak da meydana gelebilir.

Yanginin insan kalintilarina verdigi hasari degerlendirirken, kalintilar ve yangin
arasindaki iliski kritiktir. Yangin boyunca fiziksel ve termal iliskiler ve kosullar sabit degildir.
Hicbir yangin birbiri ile ayni degildir. Sicakhklar asiri degiskenlik gosterebilir, 1s1 akislari
siklikla ve hizlica degisir ve ventilasyon kosulllari da sirekli ve bazen dramatik olarak degisir.
Kemik ve dis degiskenlik gosteren kompleks kompozit maddelerdir. Yangin olay yeri ve
kalintilarinin yangin oncesi ve sonrasi dikkatli bir sekilde kayit altina alinmasi ¢ok 6nemlidir.
Mumkinse, kalintilar ilk olarak bulunduklari olay yerinde incelenip degerlendirilmelidir. Bazi
yanlis kanilardan ve fazla basitlestirme olaylarindan kaginilmasi 6énem tasimaktadir.

Yangin, biyolojik ve igeriksel rekonstriiksiyonlar i¢in hayati 6nemi olan degerli kanitlara
zarar verebilen, bunlari degistirebilen veya ortadan kaldirabilen yikici bir guctur. Cesitli
arastirmalar, viicudun konumu ve kremasyon sirasinda dekompozisyon asamasli, yanginin nasil
ve ne boyutta kemige zarar verdigi ve de kemik termal olarak degistikten sonra perimortem ve
antemortem travmanin yangindan veya kremasyondan sonra biyolojik parametrelerin elde
edilemeyeceginin belirlenmesi tizerine odaklanmistir.

Kalintilarin degismesine neden olan yikici gicler ayni zamanda arastirmacilarin 6limcul
yangin olaylarini daha dogru ve daha kapsamli degerlendirmelerini de saglayabilmektedir. Bu
artefaktlarin dogru yorumlanmasi, yanmis kemiklerle ilgili olarak adli genetik ve antropolojik
arastirmalarda arastirmacilar icin yeni bir itici gu¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir. Adli genetik ve
adli antropolojik literatir incelendiginde, yanmis insan kemik ve dis kalintilarina yonelik

analizlerin siklikla zaman alici ve tutarsiz oldugu da gorilmektedir.

81



Olay yerinde bulunan yanmis iskelet kalintilari ve disler icin temel hedef, magdurun
kimligini ve su¢ faaliyet ile ilgili potansiyel kanitlari tespit etmek amaciyla, termal etkilesimler
sonucu degismis olan kemiklerin ve dislerin toplanmasi, korunmasi ve yorumlanmasina yonelik
yontemleri belirleyip gelistirmek ve nihayetinde 6lumin nedenini ve seklini ortaya ¢ikarmaktir.
Delillerin etkin bir sekilde toplanip korunmasi, bu tir yanmis 6rneklerle ilgili calismalarin
basarisinin temelini olusturmaktadir (45,51). Bunun yaninda, bir¢ok arastirmacinin bu tip yangin
olaylari ile ilgili calismalarda sadece sicakligi géz éninde bulundurdugu, atmosfer ve sire gibi
diger degiskenleri dikkate almadi§i gortlmektedir (21). Bunun nedeni, kemiklere ulasmaya
yetecek kadar tim vicut dokularinin yanginda yikima ugramasina bagl olarak vicut
pozisyonunun, vicudun yiiz Ustl veya yizl koyun olup olmamasinin ya da maruziyet siresinin
arttk onem tasimamasidir. Yangin esnasinda gergcek zamanh dinamik parametreler dikkate
alindiginda, vicuttaki yanik paternlerini siniflamak (zere G¢ tanisal prosesin kullaniimasi
mimkunddr. Bu parametreler;

1) Vicut pozisyonu ve kemigin izerini 6rten koruyucu dokular
2) Termal olarak degisim gosteren kemikteki renk degisikligi
3) Yanmis kemikteki kirik biyomekanigi

Bu U¢ dinamik degerlendirildiginde, termal yikimin normal bir yanma paternine ya da
stpheli anormal bir yanma paternine uyup uymadigi soéylenebilmektedir (24). Bu tlr olgularin
degerlendirilmesinde sicaklik ve i1stya maruz kalinan siire yaninda, yanma sekli, kemigin maruz
kaldigi maksimum sicaklik, iskelet kalintilari ve dislerin kuru, taze olup olmamasi veya yumusak
doku icerip icermemesi, renk degisiklikleri, kirik bulunup bulunmamasi ve kirik varsa Kkirik
paternleri de 6nem tasimaktadir. Bu tlr arastirmalar ilerledikge, termal etkilesimler sonrasi
kemik capindaki degisimler gibi kantitatif degerlendirmeler de g6z 6niinde bulundurulmaya

baslanmistir.
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Yanmis insan kalintilarindan basarili DNA’nin elde edilmesi ile ilgili olarak literattrde
cesitli yayinlar mevcuttur. 1991 yilinda Sajantila ve ark. (15,27) ekstrem derecede yanmis olan
10 yangin kurbanina ait iskelet kalintilarindan basarili  DNA tiplemesi yaptiklarini
bildirmiglerdir. Brown ve ark. (31) erken Bronz Cagi’na ait krematasyonla yakilmis insan
kemiginden DNA’y elde edebilmislerdir.

Tsuchimochi ve ark. 2002 yilinda (29,70) dislerin 300°C’ye kadar sicakliklara maruz
birakildiktan sonra dental pulpadan DNA cogaltilabilecegini ve basarih  olarak
tiplendirilebilecedini, 300°C’nin (zerinde sicakliklara maruz birakilan dislerde ise DNA
tiplendirmesinin basarili olmadigini belirtmislerdir.

Yangina bagh 6lim terimi, yasamsal bulgulardan bagimsiz olarak 1si etkisi ile doku
hasarinin ortaya ciktigi insan cesetleri icin kullanihir. Adli rutin analiz bazi durumlarda olay
yerinde sadece kemik ve kemik parcalarinin kaldigi yanmis cesetlerin idantifikasyonunu
gerektirir. Bu durum 6zellikle yiksek isilarin Gretildigi kitlesel 6lum olaylari, intiharlar, araba
kazalari veya ev yanginlarinda gegerlidir. Bazi olgularda ise, yangin bir sucu gizlemeye yonelik
olarak da ¢ikariimis olabilmektedir (40).

Ciddi sekilde yanmis kemikler dokunulduklarinda parcalara ayrilir, dagdilip ufalanir.
Kortikal yuzeyde ince yizeysel kirik aglari gozlenir (42). Isinin artmasi ile birlikte, kemikte bir
renk spektrumu ile karsilasilir. Bu renk spektrumu bej renkten baslayarak, koyu kahverengi siyah
renge ilerler, ardindan mavi-yesil renge donisur ve nihayetinde de beyaz renk ile son bulur. Bu
farkli renkler, kemigin maruz kaldig1 yaklasik sicakligi tahmin etmekte kullanilir. Buna gore,
sarimsi veya kahverengimsi renk degisikligi 200-300°C, siyah renk degisikligi 300-350°C, gri
renk degisikligi 550-600°C ve beyaz renk degisikligi 650°C’nin (zerindeki sicakliklarla
iliskilendirilir (Sekil 16). Organik maddelerin tutusmasi ve ilerleyici sekilde yanip kil olmasi

siyah bir renk degisimine ve kemigin kirilganhiginda bir artisa neden olur. Yiksek sicakliklara
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uzun bir siire boyunca maruziyet kemigin kristal yapisini bozar ve kemikte gri-beyaz bir renk
degisikligi ve biizilmeye neden olur.

ic organlarin korundugu yangin kurbanlarinin genetik idantifikasyonu genellikle sorunsuz
olarak yapilabilmektedir. Ancak, ekstrem sicakliklarda yanmis olan cesetlerde siklikla DNA elde
edilememekte ya da elde edilse bile asiri derecede degrade oldugu icin STR tiplemesine engel
olmaktadir. Son yillarda, asiri derecede degrade olmus DNA’ya yonelik olarak, s6z konusu
miniSTR’ler (81,82), SNP analizi veya mitokondriyal DNA’nin (mtDNA) c¢ok kisa

fragmentlerinin dizilenmesi (74) ile ilgili ¢esitli calismalar yaymlanmistir.

ﬂ:m— | —EDD“C-EUD“C

300°C - 350°C —p d— 5500 - G00°C

{Organik materyalin (Kristal
yanmasi, artmig Yapsinm
frajilite) artmasi)

>E50°C  oe—
(Kristal yapisinin
artmasi, kemigin
biiziistp kiglimesi)

Sekil 16. Yuksek Sicakliklara Maruz Kalan Kemiklerde Renk Degisimi Asamalari

Yanmis kemiklerin DNA analizinde Karsilasilan diger sorunlar arasinda, DNA
cekitlemesi sirasinda, kemik igine infiltre olmus olan benzin vb. yakitlar, erimis plastik veya
tekstil Grind ve yani sira mikroorganizmalar gibi yabanci DNA ile kontaminasyon gibi PCR

inhibitorlerinin birlikte gekitlenmesi gelmektedir. Ozellikle kemik veya dis yiizeyi poroz ve frajil
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oldugunda, ilgili kemik veya disin temizlenmesi mimkin olamamaktadir ve polis, paramedikler
veya itfaiye memurlari gibi Gcunct sahislar tarafindan kontaminasyon g6z Onilinde
bulundurulmalidir.

Yangin vakalarinda kemikler incelenirken, DNA miktari ve kalitesi agisindan spongiy6z yani
sungerimsi kemik yerine kompakt kemik tercih edilmelidir (12). Bizim c¢alismamizda da

belirtilen tim uygulama kosullari dikkate alinmistir.
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4. Gereg ve YOontem

Calismamizda, yaslari 18 ile 71 arasinda degisen 22 kadin ve 28 erkekten alinmis 25
kemik ve 25 dis drneginden olusan toplam 50 6rnek ile ayni Kisilere ait 50 adet agiz ici strintu
kontrol 6rneklerini kullandik. Deneklere ait Aydinlatilmis Onam Formu Ek 2’de ve Etik Kurulu
onayi Ust yazilarl Ek 3’te verilmistir. Bilindigi Uzere, dzellikle patlayici ile gerceklesen kitlesel
olum olaylari, intihar girisimleri, ara¢ kazalari, ev yanginlari veya bir sugu gizlemeye yonelik
bilingli gerceklestirilen asiri derecede 1sinin Gretilebildigi yangin olaylarinda DNA analizi
amaciyla sadece sert doku olarak bildigimiz kemikler ve disler kalmaktadir. Yanmis olan kemik
parcalarindan ve dislerden ¢ekitlenen DNA, genetik belirteclerin amplifikasyonunu zorlastiracak
ve hatta imkansiz hale getirecek sekilde yuksek oranda degrade olmus olabilmektedir. Ayrica,
yanmis olan kemik ve disler dis kaynakli DNA kontaminasyonuna da oldukca agiktir.

Calismamizda, farkli derecelerde 1silara maruz birakilan iyi korunmus, yari yanmis, siyah
renkte yanmis, mavi-gri renkte yanmis ve mavi-gri-beyaz renkte yanmis kemiklerde, farkli DNA
cekitleme yontemlerini karsilastirip, yeni modifiye bir gekitleme yontemi gelistirmeyi ve 6zgin
DNA profilleri elde edilip edilemeyecegini belirlemeyi amagcladik.

Bu oOrneklerden DNA cekitlemesi ve basarili PCR amplifikasyonunun halihazirda
zorlugunu strdirmesi, bazi yontemlerin komplike ve zaman alici olmasi, henliz herhangi bir
yontemin rutinde kullanilacak bir kabul diizeyine ulasmamasi nedeniyle, bu calismada mevcut
yontemler arasinda kullanima en uygun olani belirlemeyi ve cesitli modifikasyonlarla daha iyi
bir yontem gelistirmeyi ve ayrica kemik ve dis orneklerinden DNA’nin elde edilebildigi
maksimum sicaklik derecelerini belirlemeyi amagcladik.

4.1. Materyal
Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim Arastirma Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi,

istanbul Egitim ve Arastirma hastanesi, Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi ile Beyin ve Sinir

86



Cerrahisi Klinigi’nden ve Cerrahpasa Tip Fakdltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi ile Beyin
ve Sinir Cerrahisi Klinigi’nden topladigimiz 25 kemik 6rnegi; femur basi, femur diafiz parcalari,
tibia medial ve lateral kondil parcalari ile diafiz pargalari, ulna safti parcalari, laminektomi ve
herni ameliyatlarinda eksize edilen vertebra parcalari ile kemik tumoéri ameliyatlarinda eksize
edilen vertebra govdeleri ve kosta kemiklerinden olusurken, 25 dis 6rnegi ise Okmeydani Agiz
ve Dis Saghgl Hastanesi’nden toplanmis olan sit disleri, kesici disler, kii¢lik azi ve blyuk azi dis
orneklerinden olusmustur.

Orneklerin toplanmasi asamasindan ardindan, cekitleme asamasina gegmeden once her
bir kemik ve dis 6rneginde oncelikle %10’luk ¢camasir suyu ile steril hale getirilmis firca, cerrahi
makas, skalpel ve bisturi ile mekanik temizleme islemi gerceklestirilerek, sert doku tzerinde
bulunabilecek gorindr tim yumusak doku uzaklastirildi ve tim 6rnekler zimparalamaya tabi
tutularak 5 giin boyunca ceker ocakta kurumaya birakildi. 25 kemik 6rnegi Planmed Kemik
Kirict ve Dremel Multipro cihazi ile kuiguk pargalara ayrildi. Dis 6rneklerinin halihazirda kuguk
olmasi ve dogal sert yapisi nedeniyle parcalama islemine tabi tutulmalarina gerek duyulmadi.
Ardindan, tum ornekler %0,5’lik sodyum hipoklorit ile ylzey sterilizasyonuna tabi tutulup,
distile su ile 5’er dakika yikandi. Daha sonra drnekler oda sicakhginda kurumaya birakildi ve 1
saat sureyle UV-C i1simaya tabi tutuldu. Kontaminasyonu 6nlemek igin International Society for
Forensic Genetics (ISFG-Uluslararasi Adli Genetik Dernedi) DNA Komisyonu’nun kalite
standartlari ve Onerileri dikkate alindi.

Bu asamanin ardindan kemik ve dis ornekleri 50°C’den baslanarak 6nce 10°C’lik
artislarla ardindan 50°C bir artis ve en son 100°C’lik artislarla kil firininda asagidaki sekilde
50°C-1000°C arasI yilksek, cok yiiksek, ultra yiiksek ve ekstrem derecede yiiksek Isilara maruz
birakildil. Isi araligi secilirken 06zellikle ev veya arabada gerceklesen yangin olaylarinda

sicakligin 800-1000°C’ye kadar yiikselmesi dikkate alind.
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Kemik ve dis 6rnekleri, kil firininda 7 farkh siirede (10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 dakika) 25 farkh
IsI derecesine (50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ve 1000°C) tabi tutulup bir yangin olay yeri simulasyonu

gerceklestirildi (Tablo 6 ve 7).
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Tablo 6. Kemik érneklerinin kil firininda maruz birakildigi farkl sicaklik dereceleri

1) 50°C...
2) 60°C...
3) 70°C...
80°C...
5) 90°C...
6) 100°C...
7) 110°C...
8) 120°C...
9) 130°C...
10) 140°C...
11) 150°C...
12) 160°C...
13) 170°C...

4)

Tablo 7. Dis érneklerinin kil firininda maruz birakildigi farkli sicaklhik dereceleri

1) 50°C...
2) 60°C...
3) 70°C...
80°C...
5) 90°C...
6) 100°C...
7) 110°C...
8) 120°C...
9) 130°C...
10) 140°C...
11) 150°C...
12) 160°C...
13) 170°C...

4)

...60 dakika
...50 dakika
...40 dakika
...30 dakika
...30 dakika

.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika

.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika

...60 dakika
...50 dakika
...40 dakika
...30 dakika
...30 dakika

.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika

.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika
.30 dakika

14) 180°C....30 dakika
15) 190°C....30 dakika

16) 200°C.....
17) 250°C...
18) 300°C...
19) 400°C...
20) 500°C...
21) 600°C...
22) 700°C...
23) 800°C....
24) 900°C...

20 dakika

.20 dakika
.15 dakika
.15 dakika
.10 dakika
.10 dakika
.10 dakika

10 dakika

.10 dakika

25) 1000 °C..10 dakika

14) 180°C.
15) 190°C.

16) 200°C....
17) 250°C....
18) 300°C....
19) 400°C....
20) 500°C....
21) 600°C....
22) 700°C....
23) 800°C....
24) 900°C....

...30 dakika
...30 dakika
.20 dakika
20 dakika
15 dakika
15 dakika
10 dakika
10 dakika
10 dakika
10 dakika
10 dakika

25) 1000 °C..10 dakika



Kemik tozu elde etme asamasi icin yapilan o6n calismalar sirasinda, elde edilen
kigultilmis kemik ornekleri ile saglam dis 6rneklerinden, mevcut égutuculer kullaniimadan
once el matkabi ile disuk hizda 1 ila 3 gr kemik ve dis tozu elde edilebildigi goruldi. Yukarida
belirtilen kul firnninda uygulanmis olan sicaklik ve streler hem saglam kemik ve dis drneklerine
hem de o6gutilmis kemik ve dis orneklerine uygulandi. Calismamizda her ne kadar Kit
protokollerinde belirtilen miktarlar uygulansa da, 3 gr 6rnek kullanimi ile daha yogun ve
kullanilabilir DNA elde edildigi tespit edildi. Bu nedenle tim cekitleme reaksiyonlari icin 3 gr
kemik ve dis tozu 6rnegi standart olarak kabul edilip kullanildi.

Ogitme islemi icin sonrasinda Dentreal Kemik Ogiitiicii “Bone Mill” ve Retsch
“Cryomill” Ultra Santrifilj Kemik Ogiitiicii ile érnekler toz haline getirildi. Bilindigi (izere,
kemigin %70’ini olusturan inorganik bolim kalsiyum hidroksiapatit kristallerini icermektedir.
Temel rolii kemik mineralizasyonuna katiimak olan Ca* iyonlari kemik dokusu igerisinde genis
mineralizasyon alanlarini olusturur. Ekstraksiyon ayiraglarina karsi fiziksel bariyer durumundaki
bu bolgeler DNA igeren hiicrelere ulasmayi zorlastirir. DNA’ya en verimli sekilde ulasabilmek
icin Ca*? iyonlarinin materyalden uzaklastiriimasi gerekmektedir. Kemik ve dis gibi yapisal
olarak sert olan DNA kaynaklari i¢in glinimiz ekstraksiyon protokollerinin ¢cogu da toz haline
getirilmis materyalin yiksek hacimdeki etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA) iceren
ekstraksiyon tamponunda inkibasyonunu ve ardindan slpernatantin toplanmasi esasini temel
alir. Literatirdeki birgok yayinda, yanmis kemik 6rneklerine yonelik DNA c¢ekitleme yontemleri
arasinda farklhihklar mevcuttur. Yayinlarin ¢cogu, toz haline getirilmis kemigin bir lizis tamponu
icinde inkibasyonu ve ardindan slpernatantin atilip kalan materyalin calisilmasi gerektigini
savunurken, bazi yayinlar ise kemik tozunun tam olarak fiziksel ¢oziinmesini ve tim DNA’nin
elde edilebilmesini saglayacak olan tam demineralizasyon isleminin yapilmasi gerektigini

savunmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda, isiya tabi tutulan pulverize 6rneklerin her biri 1,5 mL
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0,5 M EDTA icinde dekalsifikasyon icin 56°C’lik su banyosu icinde bir gece boyunca
inklibasyona tabi tutuldu. Bu islem, sollsyonun degistirilmesi ile iki gece boyunca daha
tekrarlandi. Ardindan ornekler santrifij edilip Ustte kalan supernatant atildi ve geriye kalan
dekalsifiye pelette gekitleme yontemlerinin uygulanmasina gegildi.
Kemik ve dis 6rneklerini ¢gekitleme amaciyla asagidaki 10 farkli prosedir kullanildi:

1) Fenol-Kloroform Organik Cekitleme Yontemi

2) CTAB + izoamil Alkol- Kloroform Organik Cekitleme Yontemi

3) Sodyum Asetat Cekitleme Yontemi

4) Silika Cekitleme Yontemi

5) Chelex® 100 inorganik Cekitleme Y6ntemi

6) QlAamp® DNA Mini Kit inorganik Silika Temelli Cekitleme Yontemi

7) QIAamp® DNA Mini kit + Fenol-Kloroform Modifiye Bilesik Yontem

8) Qiaquick Temelli inorganik DNA Cekitleme Ydéntemi (Bosna Y 6ntemi)

9) Invisorb Spin Forensic Kit inorganik Temelli Cekitleme Yéntemi

10) DNA 1Q System inorganik Temelli Cekitleme Yontemi
Her cekitleme prosedirinden sonra elde edilen DNA miktarlari Qubit Fluorometre ile belirlendi.
Buna gore, en iyi sonuglarin 7. prosedir olan QlAamp® DNA Mini kit + Fenol-Kloroform
Modifiye Yontemi ile elde edildigi gorildi. Elde edilen DNA konsantrasyonlari Tablo 9 ve
Tablo 10°da gosterilmistir.
Calismamizda hem silika hem de manyetik boncuk temelli yontemler, lizis tampon inkubasyonu
ve fenol-kloroform-izoamil alkol ile pirifikasyon islemi sirasinda modifiye edildi.

4.2. Kullanilan Kit ve Kimyasallar

A. Cekitlemede Kullanilan Kitler:

1) Genorise Bone DNA Extraction Kit
91



2) HiPurA™ Bone DNA Extraction Kit
3) Qiagen QIAamp® DNA Mini Kit
4) Invisorb Spin Forensic Kit
5) Hibrigen Blood Genomic DNA lIsolation Kit
B. Cekitlemede Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler:
1) Fenol-Kloroform
2) CTAB + izoamil Alkol- Kloroform
3) Sodyum Asetat
4) Silika
5) Qiaquick Kolonlari
C. DNA Miktar Olgimunde Kullanilan Kitler:
Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Invitrogen, USA)
D. PCR Urunlerinin Saflastiriimasi Amaciyla Kullanilan Kit ve Kimyasallar:
1) NaOH
2) EMD miliAmicon Ultra-4 santrifuj filtreleri
3) Qiagen Qiaquick PCR Purification Kit
4) Sefadex G50
5) Stratec Invisorb Spin Forensic Kit
6) GeneMATRIX Bone DNA Purification Kit
7) HiPurA™ Bone DNA Purification Kit
E. PCR Amplifikasyonunda Kullanilan Kitler
1) AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit
2) AmpFISTR® Identifiler PCR Amplification Kit

3) GlobalFiler™ PCR Amplification Kit



F. Elektroforezde Kullanilan Kimyasallar:
Hi-Di™ Formamide (Thermo Fisher, Applied Biosystems)
GeneScan™-500 LIZ™ Size Standard (Thermo Fisher, Applied Biosystems)
G. PCR ve Elektroforez isleminde Kullanilan Cihazlar
Fluorometre Cihazi-Quibit® (Life Technologies, Invitrogen™)
Ist Déngu Cihazi (PCR)-GeneAmp® 9700 (Thermo Fisher, Applied Bioststems)
Mikrosantrifuj-ALC Multispeed-PK121
Vortex-Harmony Mixer Uzusio- VTX- 3000L
Genetik Analizator-ABI 3130 (Thermo Fisher, Applied Biosystems)

4.3. Kit Uygulamalari

4.3.1. Orneklerden DNA Cekitleme

I) Genorise Kemik DNA Cekitleme Kit Protokol

Bu kit, 20 mg kemikten genomik ve mtDNA’y: cekitleyebilmektedir ve DNA kantite ve
kalitesini artirmaktadir.

Kit icerinde tedarik edilen malzemeler:

120 ml 5 x Lizis Cozeltisi

220 ml Protein Presipitasyon Cozeltisi

220 ml DNA Hidrasyon Cozeltisi

1.5 ml 10 x DNA Ornek Yiikleme Tamponu

Gerekli Olan Ancak Kitle Birlikte Tedarik Edilmeyen Malzemeler:

Proteinaz K (6ncesinde 20 mg/ml olarak hazirlanip -20°C’de saklanmistir)

izopropanol (2-propanol)/Etanol
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Hucre Lizisi

1) 1,7 mL’lik mikrotup icindeki 20 mg toz kemik tzerine 0,4 mL DNA su ¢Ozeltisi ve 0,1 mL 5

x Lizis COzeltisi eklendi. 20 saniye boyunca vortekslendi ve 3 pL Proteinaz K ¢ozeltisi (20

mg (mL) eklendi, 20 saniye sireyle vortekslendi.

2) Hucre lizati tamamen seffaf oluncaya kadar 55°C’de gece boyunca inkibe edildi.

Protein Cokttirme

1. Ornekler 1 dakika stireyle buz tizerine konulup oda sicakli§ina getirildi.

2. Lizata 0,2 mL Protein Presipitasyon Cozeltisi eklendi.

3. Ornekler 20 saniye siireyle vortekslendi ve 5 dakika boyunca bir buz banyosu icine
yerlestirildi.

4. 5 dakika boyunca 15.000 g hizda santrifijlendi.

DNA Coktirme

1. DNA’yi iceren supernatant yeni bir 1,7 mL’lik mikrosantrifuj tipune aktarildi.

2.

5 dakika boyunca 15.000 g hizda santrifijlendi.
Slpernatant yeni bir mikrosantrifiij tipine aktarildi; herhangi bir pellet gériinmeyene kadar 1

ve 2. adimlar tekrarlandi.

. DNA’y1 iceren supernatant %100 izopropanol (2-propanol) iceren yeni bir 1,5 mL’lik

mikrosantifiyj tlplne aktarildi.

Ornekler 50 kere hafifce ters diiz edilerek karistirildi ve 10 dakika siireyle oda sicakliginda
inkiibe edildi.

5 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifijlendi.

Siipernatant dokuldi ve tip icerigi seffaf bir absorban kagit Gzerine stiziildi. 1 mL %70’lik

etanol eklendi ve DNA pelletini yikamak icin tip birkag kez ters duz edildi.
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8. 5 dakika sureyle 13.000 rpm’de santrifijlendi, DNA pelletini bozmadan etanol dikkatlice
dokdlda.

9. Tup seffaf absorban bir kagit Gzerine ters ¢evrilip stizildl, kalan sivi bir pipet ile tamamen
uzaklastirildi ve 5 dakika stireyle oda isisinda kurumaya birakildi.

DNA Hidrasyonu

1. 50 pL DNA Sulandirma (Hidrasyon) Cozeltisi eklendi.

2. DNA bir pipet ile 5 dakika boyunca restispanse edildi ve oda sicakhginda 10 dakika boyunca
inktibasyon ile DNA rehidrate edildi.

3. Kullanmadan @nce kisa bir stire vorteksleme yapildi ve -20°C’de saklandi.

1) HIPurA™ Kemikten DNA Cekitleme Kiti

Prosedur:

1. Saklama kosulu oda sicakligi olan kit icindeki reaktifler, dncelikle presipitasyon agisindan
g0zden gegirilip iyice karistirildi. Cokelti bulunan reaktifler, ¢okelti ¢Oziinene kadar su
banyosunda isitilip kullaniimadan dnce oda sicakliginda sogumaya birakildi.

2. 22 mL olan yikama solisyonuna %96’ lik etanolden 22 mL karistirtlip sulandirildi.

3. Prosedir sirasinda kullanilacak steril tipler ve pipet uclari hazirlandi.

4. Kit iginde tedarik edilip 2-8°C’de parafilmle siki bir sekilde kapatilip saklanan Glass Powder
Suspension (GPS) kullanilmadan dnce iyice karistirildi.

5. Birinci gun kemigin dekalsifikasyon islemi ile baslandi. Protokol dncesi kemik ve dislerde

mekanik temizligi kolaylastirmak igin ornekler bir gece boyunca 959C’lik su banyosunda
bekletildi. Bu asama ile Orneklerin yumusak doku ve diger kalintilardan temizlenmesi

kolaylasti.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Ornekler calisiimadan 6nce bir bélumii 1siya maruz birakilmadan 6nce bir bolimii ise isiya
maruz birakildiktan sonra 6guttci cihazlar kullanilarak toz haline getirildi.

Orneklerden 500 mg tartilarak steril 15 mL’lik bir polipropilen tiipe aktarild.

Bu orneklerin Uzerine dekalsifikasyon amaciyla 10 mL Bone Extraction Buffer (Kemik
Ekstraksiyon Tamponu) eklendi.

Ornekler parafilmle kapatildi ve bir gece boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bir tiip
cevirici rotatorda cevrildi.

ikinci giin kemikten DNA cekitleme asamasina gegildi. Elde edilen DNA miktarini artirmak

icin, 56°C’de 3 saat daha inkiibasyon gerceklestirildi.

Ornekler 5000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij edildi. Stipernatant 20 mL Binding Buffer
(BBH-Baglanma Tamponu) iceren 50 mL’lik bir polipropilen tiipe aktarildi.

Tipe 100 yL GPS eklendi ve lizatin pH’1 4.0’a ayarlandi.

GPS, icindeki dibe ¢Okmus olabilecek partikillerin karismasi igin pipetlenmeden 6nce
vortekslendi.

Tupler parafilmle kapatilip, karanlikta ve oda sicakhginda 1 saat streyle inkibe edildi.
Ornekler 5000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Stipernatant atild.

Silika pelet Uzerine BBH eklendi ve asadi yukari pipetlenerek slspansiyon saglandi.
Tampon ve silikadan olusan suspansiyon ¢6zelti 2 mL’lik bir toplama tiipune aktarildi.
Ornekler 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santriftijlendi. Stipernatant tamamen atild.
Ellisyon tamponu igindeki ¢ok yiiksek olup eliisyon sirasinda DNA’nin silikadan ayrilmasini
engelleyecegi icin BBH’In tam olarak uzaklastiriimasina dikkat edildi.

Silika pelete seyreltilmis Yikama Cozeltisinden 1 mL eklendi ve asad! yukari pipetlenerek

stispansiyon saglandi.
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Ornekler 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santriftjlendi. Stipernatant tamamen atild.

1 mL daha Yikama Cozeltisi eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifujlendi.

Slpernatant tamamen atildi.

Silika pelet oda sicakhginda 15 dakika streyle kurutuldu.

Kurumus olan silika pelet Gzerine 100 pL Elisyon Buffer eklendi ve asadi yukari

pipetlenerek slispansiyon saglandi.

Ornekler 10 dakika siireyle oda sicakliginda ara sira ters diiz edilerek inkiibe edildi.

Ardindan 13.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifuj islemi gerceklestirildi.

DNA’y! iceren stipernatant yeni steril bir tiipe aktarildi.

I11) Invisorb Spin Forensic Kit

Kit Icerigi (50 Test)

Bone Lysis Enhancer 50 mL Lysis Buffer M 3 x 2 mL Carrier RNA 1,2 mL

RNase Free Water 2 mL Binding Buffer B6 4 mL (final volume 15 ml)
Proteinase K (550 L) Wash Buffer | 30 mL (final volume 60 mL)
Wash Buffer Il 18 mL (final volume 60 mL) | Elution Buffer 15 mL

RTA Spin Filter Set 50 RTA Receiver Tubes 50 1,5 ml Receiver Tubes 50

Hazirhk Asamasi:

1) Binding Buffer B6’ya 11 mL %99,7’lik izopropanol eklendi.

2) 1 dakika boyunca ters diiz edilerek karistirildi.

3) Proteinaz K’ya 550 yL ddH20 eklenip tamamen ¢6ziinene kadar iyice karistirildi.

4) Carrier RNA’ya 1,2 mL RNase Free Water (RNaz icermeyen Su) eklendi ve tamamen

¢ozlinene kadar iyice karistirildi.

97




5)

6)

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Wash Buffer I’e 30 mL %96°lik etanol eklendi.

Wash Buffer 11’ye 42 mL %96’ 11k etanol eklenip iyice karistirildi ve sisenin kapagi her zaman

sikica kapali tutuldu.

Ornek Lizisi Asamasi:
Kemik ve dis drnekleri igin drnek lizisi asamasinda toz haline getirilmis her bir 6rnekten 250
mg alinip steril bir tip igine aktarildi ve 1 mL Bone Lysis Enhancer ile karistirildi. Oda
sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tiipiin dip kisimda toplanan her bir
ornekten 300 pL supernatant alinip yeni bir Receiver (Alict) Tup igine aktarildi. Normal
protokolde alinmasi gereken siipernatant 100 pL olarak belirtilmis olmasina ragmen, bizim
orneklerimiz degrade ve asiri derecede degrade oldugu icin ve elde edilmesi beklenen DNA
miktari az oldugundan 300 pL supernatant kullaniimasi tercih edildi. Bu durumda Lysis
Buffer M, Proteinaz K ve Binding Buffer B6’dan 1:1 oraninda kullanilmasina dikkat edildi.
Ayrica RTA Spin filtre iki kez yuklendi. Kemik ve dis ¢ekitine 100 pl Lysis Buffer M, 20 pl
Carrier RNA ve 10 pl Proteinaz K eklendi. Ornekler rotasyonlu bir calkalayici kullanilarak
56°C’de gece boyunca inkiibe edildi.
Ornekler 1,5 mL’lik reaksiyon tiiplerine aktarild.

100 pL Lysis Buffer M, 100 pyL ddH20, 20 yL Carrier RNA ve 10 pL Proteinaz K eklendi.

10 saniye sureyle vortekslendi.

Doner calkalayicida 56°C’de 30 dakika stireyle inkiibe edildi.
200 pL Binding Buffer B6 eklendi.

iki kez yukari asadi pipetlenerek karistirildi.

Elde edilen lizat RTA Spin Filtre membrani Gizerine aktarildi.

11.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi.
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10) 300 pL Wash Buffer I eklendi.

11) 11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifijlendi.

12) RTA Spin Filtre yeni bir RTA Receiver (Alict) Tip icine yerlestirildi.

13) 600 yL Wash Buffer Il eklendi.

14) 11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifijlendi ve filtrat atildi.

15) RTA Spin Filtre tekrar RTA Receiver (Alict) Tlp icine yerlestirildi.

16) Maksimum hizda 4 dakika boyunca santrifiijlendi.

17) RTA Spin Filtre 1,5 mL’lik RTA Receiver (Alict) Tlp icine yerlestirildi.

18) Onceden 56°C’de 1sitilmis 30 - 200 uL Elution Buffer eklendi.

19) Oda sicakliginda 1 dakika sureyle inkiibe edildi.

20) 11.000 rpm’de 1 dakika boyunca santriftijlendi ve RTA Spin Filtre atildi.

Ayrica, Invisorb Spin Forensic Kit protokolt modifiye edilirek, DNA konsantrasyonunu
artirmak icin hicre lizisi gece boyunca gergeklestirilip, ellisyon hacmi 50 mL’ye disurulmustr.

IV) Kemik Orneklerinden Qiaquick Temelli DNA Cekitlemesi — Bosna Yontemi
1. Toz haldeki kemik, dis numuneleri Gzerine (500 mg) 8 mL 1M EDTA cozeltisi ve 100 ml

Proteinaz-K eklenip vortekslendi.

2. 56 °C’de hibridizasyon firininda 1 gece sureyle inkibe edildi.

3. Daha iyi verim alindigi icin normal protokolde 20 dakika olan santriftlj siiresi 10 dakikaya
cikarilip 4000 rpm hizda santrifij islemi gerceklestirildi.

4. Santrifujden alinan drnek barkod etiketli veya tizerine érnegin DNA numarasi yazili Amicon
filtreye aktarildi.

5. 10 dakika 2500 rpm hizda santrifj edildi ve filtrelerde 300 pL — 450 pL arasinda sivi
kalmasina dikkat edildi.

6. Sivinin istenilen miktari filtreden gecmemis ise santrifiij basamagi tekrar edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Filtrede kalan 150 pL — 250 pL arasinda sivi barkod etiketli veya lzerine DNA numaralari
yazilmis 2 mL’lik tlplere 200 pL’lik pipet kullanarak transfer edildi.

200 pL’den az kalmis 6rnekler distile su ile 200 pL’ye tamamlandi.

Uzerlerine 1000 uL PBI Buffer eklendi. 5-10 saniye vortekslenerek PBI Buffer ve DNA’nIn
karismasi saglandi.

Her bir 2 ml tipten 600 ul PBI Buffer-DNA karisimi Qiaquick kolona aktarilir. 1 dakika
13000rpm’de santrifuj edilir. Atik tlpine gegen sivi bosaltilir. Bu basamak 2 ml tip igindeki
ornek bitinceye kadar bir kere daha tekrarlanir.

Qiaquick kolonlara 500 yl PE Buffer eklenir. 1 dakika 13000rpm’de santriftj edilir. Atik
tlplne gecen sivi bosaltilir. Bu basamak bir kere daha tekrarlanir.

Atik tupune gecen sivi bosaltilir, kolonlar bos sekilde 3 dakika 13000rpm’de santrifiij edilir.
Spor (zerine temiz atik tdpleri dizilir. Santrifujden alinan Qiaquick kolonlar bu tiplere
yerlestirilir.

50ul EB Buffer dogrudan Qiaquick kolonunun ortasina gelecek sekilde her bir kolona eklenir,
1 dakika sureyle bekletilir.1 dakika 13000rpm’de santrifiij edilir.

Stzilen materyal barkod etiketli veya Gizerinde DNA numarasi yazili olan temiz tipe aktarilir
ve +4 C’de saklanir.

Bu kit prosedri fenol-kloroform-izoamilalkol c¢ekitleme yontemi ile birlestirilerek modifiye

bir yontem gelistirildi. Lizis tamponu i¢inde inkiibasyon isleminin ardindan, herbir érnege esit

hacimde fenol-kloroform-izoamilalkol eklendi. Ornekler vortekslenmis, ardindan niikleik asitleri

iceren ustteki akdz fazi ve alttaki fenol kloroform iginde ¢ozinmdus proteinleri ve lipidleri iceren

acik pembe fazi ayirmak icin 3 dakika streyle 14.000 rpm’de santrifujlendi. Bu asama, kemik ve

dis orneklerinin tabi tutuldugu 1sI derecesi arttik¢a iki veya u¢ kez tekrarlandi. Akoz faz daha

sonra yeni bir tiipe aktarildi ve ayni hacimde fenol-kloroform-izoamilalkol eklendi. Ug dakika
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boyunca 14.000 rpm’de santrif(ij isleminin ardindan akoz faz baska bir tlpe aktarildi ve 500 pL,
%96’ 11k etanol eklenerek 20 saniye siireyle vortekslendi. Ornekler ardindan kit protokoliine gére
yeni bir tipe aktarildi.

V) Sodyum Sitrat Sodyum Klorir yontemi
1. 2 gr 6rnek tartilarak 2 mL eperdorf tiipe koyuldu. Ornegin tizerine 750 pL 1XSSC eklendi ve 1
dakika vortekslendi. Ornek 56°C’de 45 dakika inkube edildi.
2. Slpernatan dokildi ve 6rnede tekrar 1XSSC eklendi, vortekslendi ve inkiibe edildi. Temiz bir
faz elde edilene kadar bu islem tekrar edildi.
3. Ornekler 14000 rpm de 8 dakika santrifiijlendi. Supernatan kismi dokildi. Tupin dibinde
kiglk bir pellet kaldi.
4. Pellete, solisyonun inaktivasyonu ve Orneklerden proteinlerin uzaklastiriimasi igin 0.2 M
sodyum asetat (pH =5.2), %10 SDS, Proteinaz-K (2U/ul; 40 mg/mL) eklendi.
5. Karisim 56°C’de 2 saat veya tiim gece inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 6rnegin toplam
hacmine (400-450 pL ), 120ul Fenol:kloroform:izoamil-alkol eklendi ve karistirildi. Ornek
14000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi.
6. Ust faz dikkatlice baska bir tiipe aktarildi ve 1000 puL %95’lik sogutulmus etanol eklendi.
Karisim 10 dakika karistirildi ve 14000 rpm hizda 10 dakika santrifujlendi.
7. Pellete 500l %70 etanol ¢Ozeltisi eklendi ve 14000 rpm de 5 dakika santrifiijlendi.
8. Kurumus pellete 120 uLTE buffer (pH 8.0) eklendi.
9. 56°C’de 30 dakika inkibe edildi. Ornekler kisa streli kullanim igin +4°C’de, uzun streli
kullanim igin -20°C” de saklandi.

V1) %0.9 Sodyum Klorir-Sodyum Asetat Yontemi
1. Ornekler 2 mililitrelik eperdorf tiipe kondu. Ornegin tizerine %0.9Sodyum kloriir ¢ozeltisi

eklendi ve vortekslendi. Supernatantin karismasi icin drnekler 60°C’de 2 saat inkube edildi.
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2. inkiibasyon siiresi boyunca érnekler 2-3 defa karistirildi.
3. Ornekler 14000 rpm’de 4 dakika santrifiljlendi. Ust fazlar atildi. Pellet tizerine 1ml %70’lik
etanol eklendi, vortekslendi.14000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
4. Ust faz atildi ve birkag dakika tiplerin kapaklari acik olarak bekletildi. Tiiplere 120 pL AE
tamponu eklendi.
5. Inkiibasyon yapildi ve 6rnekler kisa siireli kullanim igin +4 °C’de, uzun sireli kullanim igin -
20°C’ de saklandi.
6. Bu islemde bazi modifikasyonlar da yapildi. 3. asamadan sonra érnege Proteinaz K, 0,6 M
Sodyum asetat ve %20°lik SDS c¢ozeltileri eklendi. Bir gece inkubasyonda birakildi. Normal
isleme bu asamadan sonra devam edildi.

VI1) Chelex Yontemi
1. 3 gr kemik ve dis 6rnegi ependorf tiipe alindi ve 1 mL steril distile su eklendi. 45 dakika oda
Isisinda inkiibe edildi.
2. Ornekler 5 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi ve ust faz atild.
3. Tekrar 1 ml distile su eklendi ve 5 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi ve Ust faz atildi.
4. Supernatan kismi dikkatlice dokuldu. Tupun dibinde kiguk bir pellet kaldi.
5. Pellete 100 pL distile su eklendi ve 1 dakika 15000 rpm’de santrifij edildi.
6. Son hacmi 300 pL olacak sekilde %5 Chelex 100 ¢ozeltisi eklendi. Bir saat 56°C’de inkiibe
edildi.
7. Inkiibasyondan sonra 5-10 saniye yilksek hizda vortekslendi. 8 dakika 100°C’de kaynatildi.
8. Ornekler 3 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi.
9. Daha sonra ornekler +4 °C’de saklandi.

VI11) DNA 1Q™ System Purification Method
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1) 1,5 mL’lik bir test tlpine DNA ¢ozeltisi ve kit icerisindeki lizis tamponundan esit hacimlerde
eklenip iyice karistirildi.

2) Ardindan ornek Uzerine 7 pL resispanse edilmis rezin eklenip 3 saniye sireyle vortekslendi
ve 5 dakika boyunca oda sicakligindan inkibe edildi.

3) inkiibasyondan sonra, 6rnek 2 saniye boyunca yeniden vortekslendi ve hemen manyetik stand
uzerine alindi.

4) Rezin tzerindeki ¢ozelti rezini bozmadan atildi.

5) Rezin 100 pL lizis tamponu ile yikandi ve 2 saniye vortekslenip tiip tekrar manyetik stand
uzerine yerlestirildi.

6) Rezin Uzerindeki ¢ozelti rezini bozmadan atilip ayni yikama prosedirt toplamda G¢ yikama
seklinde tekrarlandi.

7) Son yikama isleminin ardindan, tlp kapagi acgik bir sekilde manyetik stand Uzerinde ortam
havasinda 5 dakika boyunca kurumaya birakildi.

8) Daha sonra 20-40 pL deiyonize su eklenip tiipin kapagi kapatildi.

9) Karisim 2 saniye vortekslendi ve 5 dakika boyunca 65-C’deki su banyosunda isitildi.

10) Tupler su banyosundan ¢ikarildiktan sonra 2 saniye vortekslendi ve manyetik stand Gzerine

yerlestirildi.
11) Elde edilen DNA’nin da icinde yer aldigi sivi faz -20°C’de kullanilincaya kadar saklandi.
Genetik Analiz Amaciyla Kemik Ve Dis Orneklerinden DNA Saflastirma Protokolleri
(1) Kemik Ve Dis Orneklerinin Hazirlanmasi

A. Malzemeler

1.  Kemik ve dis numunesi (kompakt kemik ve kanal tedavisi gérmemis disler)

2. Eldiven, koruyucu gozIik & laboratuvar onligu

3. %10’luk camasir suyu (v/v)
103



&

kagit havlu

5. Dremel kemik 6gutiict & bicaklari

6.  Kilitli rnek toplama posetleri

7. Asetat kalemi

B. Prosedur

1. Ornek hazirlama asamasinin genetik analiz yapilacak alandan farkli olmasina dikkat edildi.

2. Oncesinde ¢eker ocaga konulan tim malzemeler ceker ocaktan kaldirildi.

3. Ceker ocak %10’luk ¢camasir suyu ile yikandi.

4.  Eldiven ve koruyucu gozluk takildi.

5. Cahisilacak olan kemik ve dis 6rnegi alindi.

6.  Oncesinde mekanik olarak temizlenmis ve zimparalanmis olan kemik ve dis érneklerinin
dis yizeyi 9%10’luk camasir suyu ile nemlendirilmis kagit havlularla yizey
dekontaminasyonu islemine tabi tutuldu.

7. Ayni sekilde %10’luk camasir suyu ile Dremel 6glticu ve bigaklari temizlendi.

8.  Dremel cihazi ile 2,5 cm x 1,25 cm olgusiinde kiglk bir parga kesildi. Her 6rnek igin

bigaklarin degistirilmesine dikkat edildi.

9.  Kesilen parga steril kilitli bir posete alindi ve posetin Uzeri etiketlendi.

(2) Kemik Ve Dis Orneklerinin Cekitleme igin Hazirlanmasi
A. Malzemeler
o Steril kilitli poset icinde saklanan kemik ve dis drnekleri
e Steril bisturi bicaklar

o Steril petri kutulari (her numune icin 2 adet)
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2 steril plastik poset

Kagit havlu

Cekic

Kemik égutlci cihaz

15 mL konik santriftj tupu (agirligr 6nceden olcildi)

Aplikator ve pamuklu ¢ubuk (steril, ayri ayri paketlenmis)

DNA icermeyen dekontaminasyon ¢ozeltisi

Terazi

Sivi azot

Masa

Stratofor bardaklar

Steril forseps

. Prosedur

. Kemik ve dis orneklerinin daha 6nce PCR drlnleri ile calisiima yapilmayan bir alanda
islenmesine 6zen gosterildi.

. Steril eldiven takilarak 6rnekler steril posetlerinden ¢ikarildi ve petri kutularina yerlestirildi.

. Yeni steril bir bisturi bigagi acildi.

. Her 6rnegin dis yuzeyi, 0,5 ila 2 mm dis kortikal ylizey uzaklastirilincaya kadar dikkatlice
tekrar tiraslandi. Tiraslanan kisimlarin petri kutularina dokilmesine dikkat edildi.

. Kemik ve dis fragmentleri daha derin temizlenmek uzere ikinci bir petri kutusuna aktarildi.
ilk petri kutusu atild.

. Sivi azot kullanma asamasina gecildi.
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7. Laboratuvar tezgahi Uzerine sivi azot dokulmesini engellemek icin stratofor buz kabi igine
stratofor bir bardak yerlestirildi.

8. Kuguk sivi azot tanki Dewar icindeki sivi azot stratofor bardaga 2/3’U dolana kadar bosaltildi.
Buharlasmayi 6nlemek icin yavasca dokilmesine 6zen gosterildi.

9. Steril forseps kullanilarak kemik 6rnedi hemen bu bardak icine daldirildi. Kabarciklanma ya
da koplklenme son bulana kadar 5 ila 10 dakika boyunca donmasi saglandi. Donmus olan
kemik ve dis 6rnegi steril kilitli plastik poset icine konuldu. Bu posette yine steril ve Kkilitli
ikinci bir poset icine yerlestirildi. Ardindan posetler birkag kat kagit havlu ile sarildi.

10. Bu kemik ve dis parcalari bir ¢ekicle 6zenli bir sekilde ezilerek kugulttldd.

11. Bu 0Ornek parcalari ardindan steril 6gutiicliye aktarilarak ince kum taneleri halinde toz
haline getirildi.

12. Toz haline gelmis olan 6rneklerin her biri, steril pamuklu cubuk veya bir aplikatorlerle
agirligi bilinen 15 mL’lik steril konik santrifuj tuptne alindi.

13. Tipln kapag! kapatildi ve agirhgi tekrar olcullp igine konan 6rnek agirligi belirlenip not
edildi.

14. Ogitici cihaz DNA icermeyen dekontaminasyon cozeltisi ile silindi ve oda isisinda

kurumaya birakildi.

(3) Kemik Ve Dis Orneklerinin Dekalsifikasyonu

Bu islemin gerekli olup olmadigi hala tartismalidir. Bazilari dekalsifikasyon sirasinda
DNA’nin kaybedildigi ve/veya daha da degrade oldugunu belirtmekte ve bu asamanin
gerceklestirilmemesi gerektigini savunmaktadir. Bazilari ise, DNA kaybini kabul etmekte ancak

dekalsifikasyon islemi yapildiginda DNA c¢ogaltilmasi sirasinda nadir alellerin ¢ogaltilmasinda
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daha basarili olundugunu ileri surmektedir. Biz ¢calismamizda hem dekalsifiye edilmis hem de

dekalsifiye edilmemis 6rnekleri kullanarak bu iki durumun gecerliligini degerlendirdik. Buna

gore dekalsifikasyon yapiimamis érneklerimizde basarili bir alel gogaltma islemi gézlemlemedik

ve dekalsifikasyon asamasinin gerekli oldugu kanaatine vardik. Calismamiz sirasinda steriliteden

emin olmak i¢in su adimlara dikkat ettik:

1. Tup acikken 0&rnegi tuttugumuz sirada eldiven giydik ve eldivenlerimizi olasi DNA
kontaminasyonunu dnlemek icin sik sik degistirdik.

2. Pipetleri laboratuvar tezgahlarina ve diger steril olmayan yiizeylere temas ettirmemeye 6zen
gosterdik.

3. Pipetlere eldivensiz kullanmadik.

4. Reaktiflerin aerosol kontaminasyonunu en aza indirmek igin stok cozeltilerini kullandiktan
sonra hemen kapaklarini kapattik.

5. Kontamine oldugunu disundigumuz ¢ozeltileri attik.

A. Malzemeler

1. Kemik ve dis tozu (0,4 ila 2 g)

2. 0.5 M EDTA, pH 8.0

3. 10 mL’lik pipet uclari & pipetorler

4. Calkalayici (shaker/rocker) platform

5. Transfer pipetleri

6. Atik kabi

7. Sogutmali santrifj

8. Doymus amonyum okzalat ¢ozeltisi

B. Prosedur

1. Her 3 gram kemik ve dis 6rnegi icin 5 mL 0,5 M EDTA eklendi.
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2. Tupun kapagi kapatildi ve orta hiza ayarlanmis bir calkalayici Gzerine yerlestirildi.

3. Gece boyunca bu sekilde inkiibasyon islemine birakildi.

4. Ardindan, 5 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifujlendi.

5. Steril bir transfer pipeti kullanilarak stipernatant dikkatlice uzaklastirilip atild1.

6. Uzerine yeninden 5 mL 0,5 M EDTA eklendi.

7. 2-6 arasi adimlar tekrarlandi.

8. 0,5 M EDTA ile uglincu inkiibasyonun ardindan supernatant alinip steril bir tiip igine konuldu.

9. Supernatant Uzerine birka¢ damla doymus amonyum okzalat ¢Ozeltisi eklendi. Cok bulanik
olmasi halinde (kalsiyum okzalat ¢oziinmeyen bir bilesiktir), EDTA asamasi tekrar edildi.
Seffaf veya hafif bulanik ise EDTA uzaklastirma ve deproteinasyon asamasina gecildi.

(4) EDTA’nin Uzaklastiriimasi

A. Malzemeler

1. EDTA’l stpernatantin uzaklastirildigr dekalsifiye kemik ve dis tozu
2. DNA icermeyen dH»>O
3. Vorteks

4.  Santrifdj

5. Transfer pipetleri

6. Atk kabi
B. Prosedur
1.  Dekalsifiye kemik ve dis tozu érnekleri Gizerine 5 ml dH»O eklendi.

2. Bu karisim kisa bir stire vortekslendi.
3. 5 dakika boyunca 1500 rpm hizda santrifijlendi.

4.  Sipernatant atildi.
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(5) Deproteinasyon

A. Malzemeler

1.

2.

Proteinaz K, 10 mg/ml (taze hazirlandi & alikuotlara boltnd)
Hucre lizis tamponu (CBL) (10 mM Tris, pH 8.5, 10 mM EDTA, 10 mM NaCl, %0,1

Sodyum Sarkozin)

Icinde plastik tiip sporu olan 55°C"lik su banyosu

1 mL ve 5 mL’lik pipetler ve pipetorler

Bircok protokolde Proteinaz K ¢ozeltisinin énceden hazirlanip sogutucuda saklanmasi ve

gerektiginde cikarthp kullaniimasi gerektigi belirtilirken, biz gereksinim duydugumuz zaman

Proteinaz K stok cozeltilerimizi hazirladik ve hazirladiktan sonra 3 guln iginde kullanmaya 6zen

gosterdik.

B. Prosedur

1. 5mL CBL’yi dekalsifiye kemik tozu tzerine ekledik.*

2. 50 pL, 10 mg/mL Proteinaz K ekledik.*

3. En az 2 saaat boyunca inkiibe etmek tizere plastik bir tiip sporunu 55°C deki su banyosuna
yerlestirdik.

4. Hala ¢zunmemis olan materal varsa, ilave 50 pL, 10 mg/mL proteinaz K ekledik.

5. 2 saat daha inklbasyon islemi gerceklestirdik.

6. Materyalin cogu c¢Oziinmisse, asagidaki organik cekitleme asamasina gectik. Degilse,
Proteinaz K adimini bir kez daha gerceklestirdik.

7. Proteinaz K isleminin ardindan materyal hala tamamen c¢oziinmemisse, artik

cozlinmeyecegini kabul ederek organik ¢ekitleme asamasi ile devam ettik.
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*Alternatif Prosedur: Her 2 gramlik kemik ve dis tozu igin, 5 mL CBL ve 0,5 mg Proteinaz K
(PK) ekledik. PK’y1 ¢ozindirduk, ardindan asagidaki tabloyu dikkate alarak her 2 gram oérnek

icin 5 mL ekledik.

Kemik/Dis

) CBL (mL) PK (mL)

Ornegi (gram)
1 2,5 0,25
2 5) 0,5
3 7,5 0,75
4 10 1
5) 12,5 1,25
8 20 2
10 25 2,5
12 30 3
15 37,5 3,75
20 50 5
30 75 7,5

(6) Organik Cekitleme
A. Malzemeler
1. Su ile doyrulmus fenol (normalde asidik olan fenole 1/100 hacminde 1 M Tris, pH 8.0

eklendi).

2. Kloroform:izoamil Alkol (Cl), ), 24:1 (24 ml CHCI3 + 1 ml IAA)
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3. Fenol:Kloroform:izoamil Alkol (25:24:1) (PCI) (25 mL su ile doyrulmus fenol, 25 mL CI)

4. Tert-Butanol

5. Sterile 15 mL’lik tlpler (her 6rnek icin 3 adet)

6. Calkalayici platform

7. Cam pipetler (plastik pipetler kloroform igeren ¢ozeltilerde ¢ozindigu icin kullaniimadr)

8. Pipet pompasi

9. Atik kutusu

B. Prosedur

Tum adimlar organik cozuculerle cahsildigi icin ceker ocakta ve her seferinde eldiven

degistirilerek gergeklestirildi.

1. Bircam pipet kullanilarak, deproteinize kemik ve dis 6rneklerine 5 mL PCI eklendi.

2. Ornekler uygun bir tiip icerisine konulup tiiplerin kapaklari kapatildi ve 6rnekler 5 dakika
boyunca sallandi.

3. Ardindan 5 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiijlendi.

4.  Santrifdyj isleminin ardindan Ustte DNA’yI igeren akdz ve altta PCI, lipidler ve peptidleri
iceren organik faz olmak uzere iki fazl elde edildi.

5. Sdpernatant, yani DNA’yi iceren st faz, steril 15 mL’lik bir tlpe alinarak saklandi.

6.  Alttaki faz (organik faz, PCI) atik kutusuna atildi.

7.  DNA’ya5 mL CI (kloroform:IAA) eklendi.

8. 5 dakika boyunca 5000 rpm hizda santrifujlendi.

9.  Sipernatant (Ust faz) steril 15 mL’lik bir ttpe alindi.

10. Alttaki faz (organik faz, PCI) atik kutusuna atildi.

11. Bir plastik tip kullanilarak 6rneklere 5 mL butanol eklendi.
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12. Tlpin kapagr kapatildi, 5 dakika sireyle sallandi ve 5 dakika boyunca 5000 rpm hizda
santrifiijlendi.

13. Bu asamada (st fazda yer alan butanol degil, alttaki tabaka steril 15 mL’lik bir tlpe
aktarildi.

14. Nihayetinde DNA’nin tuzsuzlastirma (fazla tuzun, c¢ozicllerin uzaklastirilmasi ve
DNA’nin 10 mM TE ve 1 mM EDTA’ya esitlenlenmesi) asamasina gegildi.

(7) Organik Olarak Cekitlenen DNA’da Tuz Giderme Asamasi

Bu asamada DNA iceren ¢ozelti ¢cok kiiglik boncuklardan olusan bir kolonda gegirilir. Bu

boncuklar 6zel porlara sahip olup, sadece 50.000 FW’den kii¢tik molekuller ve iyonlar bu porlara

girerek burada kalmaktadir. Buna gdre, 50 b¢’nden kiiciik olan DNA ve diger kiicik molekiller

(kloroform, fenol, EDTA) ve iyonlar (Ca*® ve Na*) bu boncuklar iginde tutulmaktadir. Kolon,

TE tampon icginde pH 8 ila 9’a (10 mM Tris ve 1 mM EDTA) dengelenir ve bu sekilde prosedir

tamamlandiginda DNA TE icinde ¢6ztnms olur.

A. Materyaller

1. 3veya5 mL’lik enjektor

2. Steril pamuk ve steril forseps (her ikisi de otoklavlanmis)

3. 15 mL’lik tup

4.  Parafilm

5. TE Tampon (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) iginde dengelenmis Sefadeks G50

6. 1 mL’lik pipet

7. Organik olarak ¢ekitlenmis DNA 6rnekleri

8.  Transfer pipeti ve pipet pompasi

9.  Santrifij cihaz

B. Prosedur
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10.

11.

12.

13.

Eldiven giyildikten sonra, enjektor paketi agilarak piston ve kapak kismi ¢ikarilip atildi.
Enjektor govdesi icine 1 mL’lik bir pipet kullanilarak kiglk bir parga pamuk yerlestirildi.
iginde pamuk olan enjektdr 15 mL’lik bir tiip icine yerlestirildi ve dikey olarak bir tiip
sporuna konuldu.

Sefadeks boncuklari hizli bir sekilde dondirtldi ve boncuk hacmi enjektoriin Ust kismina
gelene kadar enjektore dokulda.

Parafilm ile kapatildi.

Fazla TE tamponu uzaklastirmak icin tup ve enjektor 1500 rpm hizda 1 dakika sireyle
santrifiij edildi.

Tupln kapag! acilarak enjektor cikarildi ve TE tupten uzaklastirildi.

Enjektor 15 mL’lik tipe yeniden yerlestirildi.

Kolona damla damla DNA &6rnegi eklendi.

Parafilmle kapatildi.

3 dakika slreyle 1500 rpm hizda santriftjlendi.

Enjektor cikarilip atildi. Bu sekilde tip icinde DNA kalmis oldu.

DNA'’yI konsantre etmek igin mikrokonsantrasyon asamasina gegildi.

113



(8) Mikrokonsantrasyon

A. Materyaller

1. Tuzsuzlastirma isleminden gegmis DNA

2. Amicon Ultra Santrif(j Filtresi (Merck Millipore)

Amicon filtresinden 10.000 MW’den buyiik molekuller ile DNA > 100 b¢ veya GC > 80 bg
olan DNA’lar filtre iginde kalmaktadir. Daha kugctk olan molekiller ve iyonlar ise filtreden
gecerek atilmaktadir. Amag, DNA’y1 50-100 pL’ye kadar konsantre etmektir.

B. Prosedr

1. Ornek Amicon Ultra Santriftj Filtresi icine aktarild.

2. Ureticinin belirttigi 5000 ila 8000 rpm arasi uygun hizda 20 dakika boyunca santrifiij
islemi gerceklestirildi.

3. Tupdn alt kisiminda toplanmis olan hacim (¢ogunlukla TE ve ¢ok kiglk degrade DNA)
ile Gst kismindan eksilen hacim kontrol edildi (DNA). Bu sekilde, her dakikda ne kadar hacim
azalmasi oldugu belirlendi.

3. Her 20 dakika i¢in azalmis olan hacim oranindan gereken santriflij stiresi hesaplandi.
Ornegin her 20 dakikada 1 mL azalma oluyor ve Ust kisimdan ilave bir 2 mL uzaklastirmak
durumunda kaldigimizda ekstra 40 dakika daha santriftj islemi gercgeklestirildi.

4.  Buadimlara gére hacimler tekrar kontrol edilerek gerekiyorsa tekrar santriftij yapildi.

5. Uretici protokoliine gore toplam prosediir siiresi 3 saatti. Bu siireye gore tiim 3 saat
boyunca tek bir santrifij islemine tabi tutulabilirdi. Ancak, st faz tamamen kuruyabilir ve
DNA filtreden ayrilamayabilirdi.

6. Hacim 50-100 pL arasinda oldugunda, Ust kisimdaki DNA dikkatlice alinip 0,5 mL’lik
mikrosantrifuj tipu icine aktarildi.

7. DNA alinmadan onceki tip agirligi ile alindiktan sonraki tip agirligi olgilerek DNA

miktar belirlendi.
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8. Qubit ile DNA miktari belirlendi.
9. Tup etiketlenerek ve sogutucuya yerlestirildi.

Genematrix Bone DNA Purification Kit Protokolu:

Genematrix nikleik asitleri secici olarak kompozit silika yapilara baglayan yeni nesil
bir DNA ve RNA baglama membranidir. Matriks spin formatinda kullanima hazir bir kit
seklindedir. Genematrix Bone DNA Purification Kit, insan kemik ve dis 6rneklerinden hizl
DNA (genomik, mitokondriyal) saflastiriimasina olanak veren bir kittir. Saflastirllan DNA
proteinler, lipidler, boyalar, deterjanlar, organik enzimatik reaksiyon inhibitorleri, tamponlar,
tuzlar, iki degerlikli katyonlar ve diger inhibitorlerden arindiriimis olur. Kit igindeki Proteinaz
K kollajen ve diger proteinlerin sindirilmesini saglar. Optimize edilmis tamponlar ve etanol,
santrifij sirasinda DNA’nin  baglanmasi icin secici ortama Kkatkida bulunurken,
kontaminantlar spin kolondaki Genematrix re¢ine membranin i¢inden geger. Reginede kalan
eser miktardaki kontaminantlar ise iki ayri yikama asamasi ile uzaklastirilir. Sonug itibariyla
da distk tuz tamponu iginde yiiksek kaliteli DNA elde edilmis olur.

Protokol

1. Spin kolon igine 40 uL aktivasyon Buffer N eklenip lizat spin kolona aktarilana kadar oda
sicakliginda bekletildi.

2. Kemik ve dis 6rneklerinin ylzeyinin Kkir ve kalinti icermemesine dikkat edildi.

3. Onceden elde edilmis olan kemik tozundan 0,4 gram alinarak kit icinde tedarik edilen 2
mL’lik vida kapakl ttplere konuldu.

4. Bu tipe 800 uL Lyse BN tamponu eklendi ve 6rnek slispansiyon haline getirildi.

5. 40 pL Proteinaz K eklendi ve tup vortekslenerek icerik karistirildi.

6. Calkalayici tizerinde bir gece boyunca 56°C’de inkiibasyona birakild.

7. 800 uL Sol BN tamponu eklendi ve tip vortekslenerek icerik karistirildi.

8. 10 dakika boyunca 56°C’de inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Lizat bir mikrosantrifiijde 14.000 rpm hizda 3 dakika boyunca santriftjlendi.

1200 pL stpernatant yeni bir 2 mL’lik mikrosantrif(yj tiptne aktarildi.

600 uL %96’k etanol eklendi ve ve tup vortekslenerek igerik karistirildi.

Tup kapagindaki olasi damlalarin giderilmesi icin kisa bir stire santriftjlendi.

Bir toplama tiipd icine yerlestirilen spin kolona 600 pL lizat aktarildi.

12.000 rpm hizda 30 saniye sureyle santriftj edildi.

Spin kolon ¢ikarildi, icerik dokuldi ve spin kolon toplama tipi icine tekrar yerlestirildi.
14-16. Asamalar tekrar edildi.

Kalan stipernatant toplama tuptne yerlestirilen spin kolona aktarildi. Recine icinde kalan
lizatin stiztlmesini saglamak icin 12.000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi.

Spin kolon ¢ikarildi, icerik dokildi ve spin kolon toplama tipiine tekrar yerlestirildi.
Spin kolona 500 puL Wash BNX1 tamponu eklenip 12.000 rpm’de 1 dakika boyunca
santriftjlendi.

Spin kolon ¢ikarildi, icerik dokildi ve spin kolon toplama tiipiine tekrar yerlestirildi.
Spin kolona 500 puL Wash BNX2 tamponu eklenip 12.000 rpm’de 2 dakika boyunca
santriftjlendi.

Spin kolon yeni bir toplama tipd (1,5-2 mL) icine yerlestirildi ve baglanmis olan DNA’yi
ayirmak icin 6nceden 70°C’ye 1sitilmis 30-100 uL Elusyon tamponu (10 mM Tris-HCI,
pH 8.5) eklendi.

Spin kolon ve toplama tlipl birlikte oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkdibe edildi.
Spin kolon 12.000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifijlendi.

Spin kolon atildi ve toplama tupinun kapag! kapatildi. Ve nihayetinde DNA elde edilmis

oldu ve daha sonra analiz edilmek (izere -20°C’de saklandi.
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GlobalFilerO PCR Amplication Kit Protokolii

Applied Biosystems™ GlobalFiler™ PCR Amplication Kit, insan genomik DNA’sInIn
cogaltiimasina yonelik 6 boyali bir STR multipleks analiz kitidir. Kitin ¢cogalttigi lokuslar; 21
otozomal STR lokusu (D3S1358, VWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11,
D18S51, D25441, D19S433, THO1, FGA, D2251045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33,
D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S1338), 1 Y-STR (DYS391), Y kromozomu Uzerindeki 1
insersiyon/delesyon polimorfik belirteci (Y indel) ve Amelogenin (cinsiyet belirleyici lokus)
seklindedir. GlobalFiler™ kit, 13 orijinal CODIS lokusunu, genisletilmis European Standard
Set of Loci (ESSL-Avrupa Standart Lokus Seti) ve son derece ayirt edici olan SE33 lokusu ile
bir araya getirmektedir. Kit, mevcut kitler arasinda 24 lokusun bir arada oldugu en yuksek
ayrim gucine sahip insan idantifikasyon kitidir. Tamami 220 b¢’nin altinda olan 10 mini-STR
lokusunun konsantrasyonu, asiri derecede degrade &rneklerde maksimum performans
saglamaktadir. Bir enzimi iceren optimize edilmis tampon formilasyonu ¢ogaltma isleminin
yaklasik 80 dakika icinde tamamlanmasini saglamaktadir. GlobalFiler™ kit icindeki
gelistirilmis amplifikasyon pirmerleri yorumlamayi kolaylastiran net elektroforetik arka
planlar ortaya koymaktadir.
Kit, 29 dongu icin 1,0 ng DNA (15 uL baslangic hacmi) ve distk konsantrasyondaki
orneklerde hassasiyetin artirilmasi amaciyla 30 déngi icin 500 pg DNA (15 uL baslangig
hacmi) ile valide edilmistir. GlobalFiler™ kit primerleri, NGM SElect™ ve Identifiler™ Plus
kitlerindeki primerlere benzer sekilde ayni sentez ve saflastirma iyilestirme teknikleri
kullanilarak Gretilmistir. Bu iyilestirmeler analiz sinyal-glraltu oranini artirir ve sonuclarin
yorumlanmasini kolaylastirir. Kitte kullanilan primerler; vVWA,D16S539, AMEL, D2S441,
D22S1045, D8S1179, DYS39, Y indel, TPOX ile 8 yeni D3S1358, VWA, D18S51, D19S433,

THO1, FGA, D5S818 ve SE33 seklindeki lokuslara 6zgl olarak tasarlanmistir.
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Gerekli Olan Standartlar ve Kontroller

GlobalFiler™ kit, PCR ile ¢ogaltma, PCR Urininln uzunlugunu ayarlama ve genotipleme
islemi icin gereken standart paneli; ¢cogaltma asamasinin etkinligini degerlendirmeye yonelik
pozitif kontrol olan DNA Control 007, bir i¢ uzunluk belirleme standardi olan GeneScan™
600 L1Z™ Size Standard v2.0 ve kit ile ¢ogaltilan alellerin dogru sekilde karakterizasyonu
icin gelistirilmis GlobalFiler™ Alelic Ladder seklindedir.

Protokol:

DNA’nin Cekitlenmesi

v

DNA Miktar Tayini

v

PCR Asamasi

v

Elektroforez Asamasi

v

Orneklerin Elektroforez icin Hazirlanmasi (3130 Serisi Cihaz icin)

v
Verilerin Analizi (GeneMapper™ ID-X Yazilimi)

1. DNA miktar tayini ile protokole baslandiktan sonra, optimum sonuglar elde edebilmek igin
orneklerin hazirlanmasi amaciyla low-TE tamponu hazirlandi. Tamponu hazirlamak igin
10 mL,1M Tris-HCI pH 8.0, 0,2 mL 0,5 M EDTA PH 8.0 ve 990 mL distile su steril bir
balon joje icinde karistirildi.

2. Ardindan alikuotlara ayrilip ¢ozeltiler otoklavlandi.

3. Bu alikuotlar oda sicakliginda saklandi.

4. Kit kullanilmaya baslanmadan 6nce Master Mix ve Primer Seti ¢6zuldu. Kullaniimayan
primer seti, cogaltilan DNA, alelik ladder ve size standard isiga duyarli oldugu igin
aliminyum folyo ile sarilarak i1siktan korundu.

5. Master Mix ve Primer Seti 3 saniye streyle vortekslendi. Tup veya siseler agiimadan 6nce,
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10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

kapaklardaki olasi damlaciklar tlpleri kisa bir stre santrifijlenmesiyle ve laboratuvar
tezgahi Uzerinde siselere hafifce vurularak giderildi.

Uygun boyuttaki renksiz polipropilen tipe 7,5 uL Master Mix ve 2,5 uL Primer Set
konuldu.

Reaksiyon karisimi 3 saniye vortekslendi ve ardindan kisa bir stire santrifujlendi.

Her bir MicroAmpTNI Optik 96-Kuyucuklu Reaksiyon Plagina 10 uL reaksiyon karisimi

alindi.

. Ornek baslangic miktari en az 1.0 ng oldugundan 29 PCR dongusti icin, 15 pL baslangic

hacmi elde etmek Gizere low-TE buffer ile dillisyon yapildi.

. Ornekler asagidaki tabloda oldugu gibi hazirlandi and uygun tiipe aktarildi. (Nihai

reaksiyon hacmi 25 ulL).

MicroAmpTM Optikal 96-Kuyucuklu Reaksiyon Plagt, MicroAmpTNI Optik Adheziv Film
ile kapatildi.
Plak, santrifiijle 3000 rpm’de 20 saniye boyunca santrifijlendi.

Asagidaki kosullara gore érneklerin ¢ogaltilmasi asamasina gegildi.

MicroAmp™ Optik Adheziv Film ile kapatilan Mi(:roAmpTM Optical 96-Kuyucuklu
Reaksiyon Plagin (zerine bubarlasmayr o6nlemek icin  MicroAmp™ Optik Film
Kompresyon Pedi yerlestirildi.

Plak 1sil donguleyici cihaza yiklendi, 1sinan kapak kapatildi, ardindan ¢alisma baslatildi.
Calisma tamamlandiginda cogaltiimis olan isiktan korunacak sekilde kapatilarak DNA -
20°C’de saklandi.

Ornekler kapiller elektroforez cihazinda genotiplenmek tizere derin dondurucudan
cikarildi.

Ornekler kapiller elektroforez asamasi icin hazirlandi. Bu amagla uygun boyuttaki

polipropilen tupe asagida belirtilen hacimlerde gereken bilesenler aktarildi.
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19. Tup vortekslenip, ardindan kisa bir sure santrifiijlendi.

20. Her MicroAmp Optik 96-Kuyucuklu Reaksiyon Plagina 10 pL formamid/size standard

karisimi ve 1 yL PCR urlnu eklendi.

21. Kor kuyucuklar igin 10 yL Hi-Di Formamid eklendi.

22. Reaksiyon plagi, her kuyucuk iceriginin iyice karistigindan ve tipln en alt kisminda

toplandigindan emin olmak i¢in kisa bir stre santrfujlendi.

23. Reaksiyon plagi 1sil dongul cihazinda 95°C’de 3 dakika boyunca isitildi.

24. Plak ardindan hemen 3 dakika streyle buz tizerine yerlestirildi.

25. Ornek tepsisi otomatik 6rnekleme bélmesi (autosampler) izerine yerlestirilip

elektroforez galismasi baslatildi.

26. Elektroforez asamasinin tamamlanmasindan sonra, otomatik genotipleme programi olan

GeneMapper ID-X Yazilimi v1.4 ile verilerin analiz edilmesi asamasina gegildi.
QIAquick® PCR Purification Kit

1) Kullaniimadan 6nce PE Tampona %96’lik etanol eklendi.

2) Tum santrifij asamalari oda sicakliginda 13.000 rpm’de standart bir santriftijde
gerceklestirildi.

3) PB Tampona 1:250 oraninda pH indikator | eklendi. Sari renk olustugunda pH’in <7.5
olarak kabul edildi.

4) PB Tamponu ile PCR reaktifi 5:1 oraninda karistirildi. Elde edilen renk turuncu ya da mor
ise, 10 yl 3 M sodyum asetat, pH 5.0 eklenip karistirildi ve rengin sariya dondigu
gozlendi.

5) 2 mL’lik toplama tiipu icine bir QlAquick kolonu yerlestirildi.

6) DNA’nin baglanmasi icin, QIAquick kolonu 60 sn santrifujlendi.

7) Supernatant atildi ve QlAquick kolonu ayni tup igine yerlestirildi.
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8) Yikama islemi icin, QlIAquick kolona 0,75 mL PE Tamponu eklenip 60 sn santrifij
edildi.

9) Supernatant atildi ve QIAquick kolonu ayni tiip icine yerlestirildi.

10) Kalan yikama tamponunu uzaklastirmak icin QlAquick kolonu kit iginde verilen 2 mL’lik
toplam tlpu iginde 1 dakika sureyle santrifujlendi.

11) Her bir QIAquick kolonunu 1,5 mL’lik bir mikrosantriftj tupu icine yerlestirildi.

12) DNA elisyonu icin, QIAquick membraninin orta kismina EB Tamponundan (10 mM
Tris-Cl, pH 8.5) 50 pL eklendi ve kolon 1 dakika boyunca santrifijlendi. Daha fazla
DNA konsantrasyonu elde etmek igin, QIAquick membraninin orta kismina 30 pL
elusyon tamponu eklendi ve kolon 1 dakika bekletilip santrifuj islemi gerceklestirildi.

13) Elde edilen DNA calisilmak (izere buzdolabinda saklandi.

Agiz ici Surunti (Swab) Orneklerinden DNA Cekitleme:

Hastalardan alinan a@iz ici striint 6rneklerinden islem yapilincaya kadar +4°C’de

saklanmistir.

AQgiz ici striintl orneklerinden DNA cekitleme amaciyla Hibrigen Blood Genomic DNA

Extraction Kit kullantimustir.

Hibrigen Blood Genomic Extraction Kit ile Agiz ici Suruntd (Swab)

Orneklerinden DNA izolasyon Prosediirii:

1. AQiz ici striinti 6rnekleri sapindan kesilerek 1,5uL’lik tipe konuldu.

2. Tuplere 800 pL RS ilave edilerek vortex yapildi.

3. 5000 rpm hizda 3 dakika santrifuj yapilarak stupernatant uzaklastirildi.

4. 200 pL DS eklenerek tekrar vortex yapildi.

5. Tum orneklere 20 pL proteinase K ve 220 uL MS ilave edilerek vortexlendi. 10 dak.

65C° de inkiibasyona birakildi.

6. 220 pL etanol ilave edildi.
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7. Tuplerin icerisindeki agiz ici srtintt 6rnekleri baslari dikkatlice ¢ikarilarak, karisim
tiplerden kolona aktarildi..
8. Kolona aktarilan karisim 1dak 12.000 rpm hizda santrifiij yapildi. Alt taraftaki ¢ozelti
atildi.
9. Yeni tupe takilan kolona 500 puL wash PS ilave edildi. 1 dakikak 12.000 rpm de santrifj
edildi ve alt tarafa gegen ¢ozelti uzaklastirildi.
10. Toplama tipu tekrar degistirilerek 500 pL wash PE ilave edildi. 1 dak. 12.000 rpm hizda
santriftj edildi.
11. 12.000 rpm hizda 3 dakika bos santrifiij yapildi.
12. Son olarak filtre kolon steril 1,5 mL’lik yeni mikrosantriftlj tuptne yerlestirildi ve 30-100
ML elusyon tamponu ilave edildi.

4.3.2. DNA Miktar Analizi
Orneklerin DNA miktarlari The Quant-1T dsDNA HS Assay Kit kullanilarak fluorometrik
yontemle belirlendi. islem basamaklari asagida belirtildigi gibidir.

The Quant-1T dsDNA HS Assay Kit ile DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
1. Olgiilecek 6rnek sayisi ve cihazin kalibrasyonu icin gerekli 2 adet standart ile birlikte
toplam sayi belirlenerek, 0,5 mlI’lik steril tiipler hazirlandi.
2. Miktar tayin kitinin iceriginde bulunan Quat-IT dsDNA HS reaktifi 6lcimu yapilacak
her 6rnek icin 200:1 oraninda “Quant-1T working” ¢Ozeltisi ile seyreltildi. Tiplere bu
cozeltiden 200 pl’lik karisimlar hazirlandi.
3. Hazirlanan bu karisimdan standartlarin élgtlecegi tuplere 190 pl, 6rneklerin dl¢ilecegi
tiplere ise 199 ul konuldu.
4. ki standarttan da 10 pl alinarak 190 pl’ lik karisim igeren tiiplere eklendi.
5. 2 dakika oda sicakhginda bekletildi.

6. 12.000 rpm de 2 dakika santrifuj edildi. Kolon atildi. Tipteki izolat +4 C° de saklanmak
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Uzere buzdolabina kaldirildi.
7. incelenecek orneklere ait dziitlerden de 1 pL alinarak, 199 pL’lik karisim igeren tiiplere
eklendi.
8. Elde edilen karisimlar kisa siire vortexlenerek, 5 dakika oda isisinda bekletildi.
9. Oncelikli olarak standartlarin Quibit fluorometre cihazinda DNA konsantrasyonlari
belirlenerek aletin kalibrasyonu saglandi.
10. Kalibre edilen Quibit fluorometer cihazinda sirasiyla érnekler dlgtlerek miktarlari not
edildi.

4.3.3. PCR Asamasl

AmpFISTR- Identifiler PCR Amplification Kit ile PCR Amplifikasyonu

Calismamizda PCR i¢in AmpFISTR- Identifiler PCR Amplification Kit kullaniimistir.
Her bir 6rnek igin:
5,25 pL Tampon
2,25 pL Primer
0,25 uL Taq gold
5uL 6rnek DNA’sI
Toplamda 12,25 pL’lik karisim hazirlanarak érnekler GeneAmp® 9700 (Thermo Fisher,
Applied Biosystems) PCR Cihazi’na yerlestirildi.
Kullanilan PCR Programi:
95 C° de 11 dakika
94C°de 1 dakika
59 C° de 1 dakika 28 ve 32 Siklus
72 C° de 1 dakika
60 C° de 60 dakika

4 C°de o
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Elde edilen PCR drtnleri kapiller elektroforez cihazi kullanilarak tiplendirildi.
AmpFISTR- Minifiler PCR Amplification Kit ile PCR Amplifikasyonu
Calismamizda PCR i¢cin AmpFISTR- Minifiler PCR Amplification Kit kullaniimistir.
Her bir 6rnek igin:
5,25 pL Tampon
2,25 pL Primer
0,25 uL Taq gold
5uL 6rnek DNA’sI
Toplamda 12,25 pL’lik karisim hazirlanarak drnekler GeneAmp® 9700 (Thermo Fisher,
Applied Biosystems) PCR Cihazi’na yerlestirildi.
Kullanilan PCR Programi:
95 C° de 11 dakika
94C°de 1 dakika
59 C° de 1 dakika 28 ve 32 Siklus
72 C° de 1 dakika
60 C° de 60 dakika
4 CCde 00
Elde edilen PCR drtnleri kapiller elektroforez cihazi kullanilarak tiplendirildi.
4.3.4. Saflastirma Asamasi
Amicon Ultra -4 Santrifiij Filtre ile PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi
Calismamizda PCR drtnlerini saflastirmak amaciyla Amicon Ultra-4 Santrif(j Filtre Cihazi
kullanilmistir. islem basamaklari asagida belirtildigi sekildedir.
1. Her bir 6rnekten 4mL alinarak Amicon Ultra filtre cihazi igine konuldu.
2. Filtre 4000 rpm hizda 10-40 dakika arasi santriftj edildi.

3. Filtrenin altinda kalan soltsyon bir pipet yardimiyla ¢ekip alindi. Baska bir santriftj tiplne
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aktarild.

4.3.5. ABI 3130 Genetik Analizor Cihazi ile DNA’larin Analizi
Ornek Hazirlanmasi
ABI 3130 Genetik Analizor cihazinda analiz edilecek her bir 6rnek igin asagidaki gibi karigim
hazirlandi:
1. 12,5 yl Hi-Di™ formamide (Thermo Fisher, Applied Biosystems)
2. 0,5 pl GenScan™ 500 LIZ™ Size Standard (Thermo Fisher, Applied Biosystems)
3.1 ul PCR Urunu
Orneklerin Elektroforezi

Analiz i¢in hazirlanan karisim, 5 dakika 95 C° de denature edildi, hemen ardindan 3
dakika
buzda bekletildi. Yukarida hazirlanan PCR driin karisimi ABI PRISM 3130 cihazina
yerlestirildi. Ornekler, 36 cm kapilerle, POP-4 polimeri kullanilarak, enjeksiyon siiresi 5
saniye, ylritme sresi 24 dakika olacak sekilde 60°C de 15000 V’de DS-33 Matrix standardi
ve GS POP-4 (1ml) — C RFiltresi secilerek yuratuldu.
Orneklerin Analizi

Orneklerin elektroforezi sonrasi elektroferogram goériintileri elde edilerek, kemik ve

dis drnekleri hangi sicaklik derecesine kadar profilleme yapilabildigi yorumlandi.
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5. Bulgular

Bu arastirmada dusuk, orta, yuksek, ultra yiksek ve ekstrem sicaklik derecelerinde
yanmaya maruz birakilan, kemik ve dis Orneklerinden DNA cekitlemesi ve profillemesi
yapilarak, mevcut cekitleme yontemleri karsilastiriimis ve yanmis dokulardan elde edilen
cekirdek DNA’sInin genetik kimliklendirmede ne kadar etkili ve basarili oldugu belirlenmeye
calisilmistir. Bu amacla, kemik ve dis érneklerinin alindigi ayni Kisilerden kontrol amagclh agiz
ici surunt ornekleri de alinip DNA gekitlemesi yapilmis ve elde edilen iki profil arasinda
karsilastirma yaptimistir.

Calismamizda femur, humerus, tibia, kosta gibi farkli kemikler ile buyik ve kiguk azi
disleri, kesici disler ve kopek disleri gibi farkl dis érneklerini kullandik. Hangi tip kemigin en
iyi kalitede ve en fazla DNA’yl verdigini dogrulamak amaciyla, maruz birakildiklari 1si
derecelerini de degerlendirerek, kemiklerden DNA cekitlemesine yonelik yari-standardize bir
protokol olusturduk. On farkli DNA cekitleme yontemini de@erlendirerek ve disik miktarda
kemik tozundan baslayarak (50-100 mg) insan iskelet kalintilari ve dislerinde elektroforetik
urunlerin kalite agisindan bir karsilastirmasini gergeklestirdik. DNA c¢ekitlemesi amaciyla
konvansiyonel fenol-kloroform organik yontemine ek olarak, QlAamp® DNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, Almanya), DNA IQ™ System (Promega, Milan, italya) ve Genorise Bone
DNA Extraction Kit (Genorise Scientific, PA, ABD), HiPurA™ Bone DNA Extraction Kit
(HiMedia, India) ve Stratec Invisorb Spin Forensic Kit (Stratec Biomedical AG, Almanya)
olmak Uzere bes farkli ticari kitin etkinligini ve verimliligini degerlendirdik. Ayrica, deneysel
calismalarimizda, esas amacimiz olan ve ornekleri daha iyi saflastirmak amaciyla fenol-
kloroformun kullanildigi ve DNA’nin proteinler ve atik materyalden uzaklastirildigi yeni
gelistirdigimiz modifiye bir protokoll de gerceklestirip diger cekitleme yontemleri ile
karsilastirdik. Modifiye protokolde yeni asamayi, farkli kit soltisyonlarini lizis tamponu iginde

inklibe ederek gerceklestirdik. Fenol-kloroform asamasi, yakilan drneklerde atik materyalin
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kolonlar veya manyetik boncuklarla etkilesmesini ©nleyerek 6rneklerin temizlenmesini
safladi. Tum ornekler, adli genetikte siklikla kullanilan AmpFISTR® Identifiler” PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD), AmpFISTR® MiniFiler™ PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve GlobalFiler™ PCR Amplification Kit
(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen, ABD), Stratec
Invisorb Spin Forensic Kit (STRATEC Biomedical AG, Almanya), GeneMATRIX Bone
DNA Purification Kit (EURx Ltd., Polonya) ve HiPurA™ Bone DNA Purification Kit
(HiMedia, Hindistan) ¢ogaltildi.

Yeni DNA cgekitleme yontemlerinin gelistirilmesi ve mevcut ticari Kitlere ilaveten
artan miniSTR sayisi, adli bilimlerde asir derecede degrade ornekler icin etkili bir ¢dzim
olabilir. Belirli streler boyunca belirli sicakliklara maruz birakilan disik miktarlardaki taze
kemik ve dis ornekleri icin fenol-kloroform kullanimina dayanan DNA c¢ekitleme
protokolunun uygulanmasi beklenen iyi sonuglari vermistir.

Bu boélimde arastirma sonucunda elde edilen bulgular 6zetlenmekte, bu bulgular

yorumlanmakta ve sonuclar siralanarak bunlara dayali bazi 6nerilere ortaya konmaktadir.
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Tablo 8. Kemik Orneklerinden Qubit Fluorometre Sonuglarina Gore Fenol-Kloroform

+ QIAQuick Kiti Modifiye Yontemi ile Elde Edilen DNA Miktarlari

A) Kemik Orneklerinden Elde Edilen
DNA Miktarlari: 13) 170°C....30 dakika....4,13 ng/pL

1) 50°C......60 dakika....11,68 ng/uL | 14) 180°C....30 dakika....3,32 ng/uL

2) 60°C......50 dakika....13,48 ng/uL | 15) 190°C....30 dakika....1,17 ng/uL

3) 70°C......40 dakika....12,30 ng/uL | 16) 200°C.....20 dakika....0,29 ng/uL

4) 80°C......30 dakika....12,32 ng/uL | 17) 250°C....20 dakika....0,21 ng/uL

5) 90°C......30 dakika....10,79 ng/uL | 18) 300°C....15 dakika....0,21 ng/uL

6) 100°C.....30 dakika....9,99 ng/pL 19) 400°C....15 dakika....0,082 ng/uL

7) 110°C.....30 dakika....9,72 ng/uL | 20) 500°C....10 dakika....0,041 ng/uL

8) 120°C.....30 dakika....7,56 ng/uL | 21) 600°C....10 dakika....0 ng/uL

9) 130°C.....30 dakika....7,27 ng/uL | 22) 700°C....10 dakika....0 ng/uL

10) 140°C.....30 dakika....6,15 ng/pL 23) 800°C....10 dakika....0 ng/pL

11) 150°C....30 dakika....6,01 ng/pL 24) 900°C....10 dakika....0 ng/uL

12) 160°C....30 dakika....5,70 ng/pL 25) 1000°C..10 dakika....0 ng/uL
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Tablo 9. Dis Orneklerinden Qubit Fluorometre Sonuglarina Gore Fenol-Kloroform +

QIAQuick Kiti Modifiye Yontemi ile Elde Edilen DNA Miktarlari

B) Dis Orneklerinden Elde Edilen

DNA Miktarlari:

13) 170°C....30 dakika....0,90 ng/uL

1) 50°C......60 dakika....5,67 ng/uL | 14) 180°C....30 dakika....0,72 ng/uL
2) 60°C......50 dakika....2,95 ng/uL | 15) 190°C....30 dakika....0,68 ng/uL
3) 70°C......40 dakika....2,71 ng/uL | 16) 200°C.....20 dakika....0,53 ng/uL
4) 80°C......30 dakika....2,55 ng/uL | 17) 250°C....20 dakika....0,31 ng/uL
5) 90°C......30 dakika....1,65 ng/uL | 18) 300°C....15 dakika....0,29 ng/uL
6) 100°C....30 dakika....1,47 ng/uL | 19) 400°C....15 dakika....0,11 ng/uL
7) 110°C....30 dakika....1,42 ng/uL | 20) 500°C....10 dakika....0,02 ng/uL
8) 120°C....30 dakika....1,29 ng/uL | 21) 600°C....10 dakika....0 ng/pL
9) 130°C....30 dakika....1,09 ng/uL  |22) 700°C....10 dakika....0 ng/pL
10) 140°C....30 dakika....1,05 ng/uL | 23) 800°C....10 dakika....0 ng/uL
11) 150°C....30 dakika....1,02 ng/uL | 24) 900°C....10 dakika....0 ng/uL

12) 160°C....30 dakika....1,011 ng/pL

25) 1000 °C..10 dakika....0 ng/uL
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Tablo 10. Agiz ici Suriinti Orneklerinden Qubit Fluorometre Sonuglarina Gore

Hybrigen Kiti Kullanilarak Elde Edilen DNA Miktarlari

1) 62,80 ng/uL 14) 66,90 ng/uL |27) 21,00 ng/uL | 40) 85,10 ng/uL
2) 65,23 ng/uL 15) 63,20 ng/uL |28) 48,02 ng/uL | 41) 75,60 ng/uL
3) 67,81 ng/uL 16) 56,90 ng/uL |29) 70,63 ng/uL | 42) 75,70 ng/uL
4) 76,90 ng/uL 17) 41,40 ng/uL |30) 18,30 ng/uL | 43) 71,63 ng/uL
5) 66,80 ng/pL 18) 62,90 ng/pL |31) 70,60 ng/uL | 44) 58,30 ng/pL
6) 90,52 ng/uL 19) 63,90 ng/uL |32) 77,00 ng/uL | 45) 60,60 ng/uL
7) 52,40 ng/uL 20) 36,90 ng/uL |33) 71,60 ng/uL | 46) 73,24 ng/uL
8) 46,20 ng/uL 21) 21,25 ng/uL |34) 70,80 ng/uL | 47) 71,90 ng/uL
9) 57,40 ng/uL 22) 68,10 ng/uL | 35) 62,61 ng/uL | 48) 50,80 ng/uL
10) 67,70 ng/pL 23) 42,70 ng/uL | 36) 55,34 ng/uL | 49) 60,61 ng/uL
11) 42,20 ng/uL 24) 53,34 ng/uL 37) 61,11 ng/uL | 50) 35,44 ng/uL
12) 67,30 ng/uL 25 68,20 ng/pL 38) 85,30 ng/uL

13) 32,30 ng/uL | 26) 45,30 ng/pL | 39) 84,30 ng/uL
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5.2. Kemik, Dis ve Agiz ici Sturiintii Orneklerinde STR Profillemeleri
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Sekil 17. 100°C’de yakilmis kemik orneginde Minifiler Kiti ile elde edilen

elektroforegram ve lokuslarin gorintusa
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Sekil 18. 33 numaral

agiz ici surantd o6rneginde Minifiler Kiti ile elde edilen

elektroforegram ve tam profil lokus goruntusu
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Sekil 19. 400°C’de yakilmis dis 6rneginde Minifiler Kiti ile elde edilen elektroforegram

ve tam profil lokus goruntist
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Sekil 20. 400°C’de yakilmis dis orneginde Identifiler Kiti elektrogforegram gorintusi ve

elde edilen lokuslar
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Sekil 21. 300°C’de yakilmis dis 6rneginde Identifiler Kiti ile elde edilen elektroforegram

ve tam profil lokus goruntust
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Sekil 22. Adiz ici surtntii 6rneginde Identifiler Kiti ile elde edilen lokuslar
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Sekil 23. 190°C’de yakilmis kemik &rneginde Globalfiler Kiti ile elde edilen

elektroforegram gorintisu
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Sekil 24. 250°C’de yakilmis kemik &rnedinde Globalfiler Kiti ile elde edilen

elektroforegram gorintasi
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Sekil 25. 300°C’de yakilmis dis 6rneginde Globalfiler Kiti ile elde edilen elektroforegram

goruntasu
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Sekil 26. 450°C’de yakilmis dis 6rneginde Globalfiler Kiti ile elde edilen elektroforegram

goruntasi
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Sekil 27. 150°C’de yakilmis kemik orneginde Globalfiler Kiti elektroforegram ve tam

profil lokus gérantisu
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Sekil 28. 150°C’de yakilmis dis 6rneginde Globalfiler Kiti ile elde edilen elektroforegram

ve tam profil gériantusa
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6. Tartisma

Kemik ve dis gibi olay yerinde elde edilen insan kalintilarindan kimliklendirmede ilk
asama cinsiyetin ve yasin saptanmasidir. Adli bilimlerde kimliklendirme amaciyla viicudun en
dayanikli dokusu oldugu icin énemli bir yeri olan dislerden morfolojik yontemler kullanilarak
yas ve cinsiyet ile ilgili ipuclari elde edilebildigi bilinmektedir. Mevcut morfolojik
yontemlerin kimliklendirmede yetersiz kaldigi durumlarda ise, yine sert dis ve kemik dokusu
icerisinde korunmus olarak bulunan DNA materyali adli olgularin aydinlatiimasinda 6nemli
bir yonlendirici olmaktadir (75,80).

Adli olaylarda, 6zellikle ileri derecede hasar gérmdis, vicut bitlnligu bozulmus ve
yanmis, gorsel kimliklendirmenin mimkin olmadigi cesetlerde kemik ve disler yapilarinin
sagladigi avantajlar nedeniyle kimliklendirmeye yonelik en 6nemli materyallerdir (80).
Diglerden cinsiyetin belirlenmesi icin kullanilan tekniklerden birisi iskelet kalintilar
uzerindeki metrik calismalardir. Disler (zerinde yapilan odontometrik calismalar ise
osteometrik calismalar kadar yaygin degildir (90). Ayrica, dislerle ilgili olarak odontometrik
analizlerin populasyon diizeyinde gerceklestirildigi ve populasyonlar arasindaki farkliliklarin
ortaya kondugu kapsamli c¢alismalar mevcut degildir. Bu nedenle, bu tip drneklerde DNA
analiz tekniklerinin uygulanmasi cinsiyetin kesin olarak belirlenmesi agisindan da son derece
onem tasimaktadir. Bunun yaninda, 6zellikle adlki dis hekimleri olmak tizere, DNA analizleri
ile cinsiyetin saptanmasinin her zaman tercih edilmemesi gerektigini savunan arastirmacilarda
mevcuttur. Bunu, DNA analizlerinin énemli bir maddi harcama, ekipman, konusunda 6zel
olarak uzmanlasmis bir ekip ve laboratuvar kosullari gerektirmesine baglamaktadirlar. Bu
acidan sadece hassas bir kumpas ve dis boyutlarini belirleyebilen bir dis hekiminin varhiginda
gerceklestirilebilecek odontometrik analizlerin DNA analiz yontemlerine alternatif
olabilecegini savunanlarin oldugunu da belirtmek gerekmektedir. Bir baska ifadeyle, dislerden

cinsiyetin belirlenmesi ile ilgili 6nemli tartismalar mevcuttur. Disler, dider iskelet
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dokularindan farkli olarak olustuktan sonra buylime ve gelismeye bagl olarak yeniden
sekillenmemektedirler ancak zaman gegtikgce asinmaya bagl olarak boyutlarinda bir miktar
azalma meydana gelmektedir. Bu nedenle, cinsiyet tespitinde kullanilan diger iskelet
kalintilarinin aksine, ilgili birey cinsel olgunluga erismeden 6nce ve eristikten sonra farkl
Ozellikler ortaya koymazlar. Buna bagli olarak, 6zellikle cinsel olgunluga heniiz erismemis ve
iskeletinde cinsiyete bagh 6nemli degisimler ortaya ¢ikmamis bir bireyin kimliklendirilmesi
ve cinsiyetinin belirlenmesi asamasinda dislerin énemli oldugu, maliyetli ve zahmetli DNA
analiz yontemlerine gerek kalmadan basit odontometrik o6lgctimler ve morfolojik
degerlendirmelerle dislerden cinsiyet tespiti yapilabilecegi belirtilmektedir. Ancak,
odontometrik verilerin cinsiyeti ortaya koyacak kadar ayirt edici olmadigi olgularda,
cinsiyetin belirlenmesi amaciyla kullanimasi gereken yontem DNA analizleridir. Cagdas
orneklerin degerlendirdigi adli olgularda, 6rnek ileri derecede zarar gérmus bir Kisiye ait
oldugunda bile, disin koruyucu dogal yapisi DNA’nin zarar gérmesini 6nlediginden cinsiyet
tayini igin sorun teskil etmemektedir. Ancak antik veya ileri derecede degrade Orneklerle
yapilan calismalarda amelogenin bolgesinin amplifikasyonu agisindan cagdas 6rneklerde elde
edilen basari yizdesinin elde edilmesi son derece zordur. Bu tip 6rneklerin igerisinde
barindirdigi DNA’yl ne kadar koruyabildigi, érnegin ne kadar eski olduguna ve icinde
bulundugu cevresel kosullara baglidir. Arastirmalar kemik ve dis drneklerindeki bozulma
derecesinin cesitli etkenlere bagl oldugunu gostermektedir. Bu bozulmanin zaman ve
cevresel etkenlere bagl oldugu ve her etkenin etkisinin farkli boyutlarda olabilecegi
belirtilmektedir (77,83,89). Ayni olay yerindeki ornekler icerisinde bile korunma agisindan
onemli farkliliklar olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (83).

Dis ornekleri ile diger iskelet kalintilarinin DNA molekultnd koruyucu 6zellikleri
acisindan kiyaslandiklari birgok calisma yapilmistir. Bu calismalarin  ¢ogu, dislerin

koruyuculuk agisindan diger tim dokulardan daha avantajli olduklarini séylemektedir (12,80).
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Bizim calismamiz da bu galismalarla paralel sonuglar ortaya koymustur. Her ne kadar disler
vicudun en sert ve dayanikli dokusu olsa da kok kisimlari olduk¢a gegirgendir. Cogunlukla
pulpa boslugu bircok dentin kanali aracthgi ile kdkiin disi ile direkt baglantili durumdadir. Bu
yuzden cene disindaki izole bir dis 6rnegi ile calisilirken minenin ne kadar koruyucu
oldugunun pek ©Onemi kalmamakta, 6zellikle kontaminasyonun meydana gelmeyecegi
kosullarin olusturulmasi 6n plana ¢ikmaktadir. Antik ve degrade dis 6rnegi calismalarinda
karsilasilan kontaminasyonlarin sebebi budur.

Yasin ilerlemesiyle birlikte dislerde pulpa boslugunun daraldii dikkati cekmektedir. ileri
derecede degradasyonun stz konusu oldugu orneklerde de pulpa boslugunun daraldigi ve
zaman zaman yeterli miktarda pulpanin elde edilemedigi gortilmektedir. Degrade ya da antik
orneklerde, kazima asamasinda yeterli pulpa elde edilemedigi dustndlen drnekler icinde DNA
analizlerine pozitif sonu¢ verenler vardir. Burada, kullanilan PCR yonteminde 1 - 2,5 ng
DNA’nin varhgi yeterli gorilmektedir. Calismalarda, DNA miktar tayini sonuclar ile
nanodrop cihazinin sonuglar karsilastirildiginda pozitif amplifikasyon sonuglarinin yiksek
DNA konsantrasyonu ile ilgili olmadigi, miktardan c¢ok kalitenin sorun oldugu
varsayllmaktadir.

Dis orneklerinden DNA analizi gerceklestirilirken farkli teknikler igin farkh dis
dokularindan faydalanilmasi s6z konusudur. Ozellikle degrade ve antik 6rneklerden DNA igin
doku elde edilmesi gerektiginde, sivi nitrojen icinde bekletilen dis drnekleri ufalanarak toz
haline getirilmektedir. Bu sekilde hem dentin dokusu hem de pulpa dokusunun iginde yer
aldigi bir 6rnek elde edilebilmektedir. Bu sistemde, arastirmacilar arasindaki calisma sirasi
dogal olarak oncelikle morfolojik ve metrik analizler olmali, bu ¢alismalarin ardindan DNA
analizleri gerceklestirilmelidir. Bu tip calismalar, antik ve ileri derecede degrade dis
orneklerinin geri donusimsuz olarak yok edilmesine sebep olabilmektedir. Bu asamada Cobb

adli arastirmaci geleneksel ufalama yontemlerinin yerine, ters kok kanal sisteminin
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kullaniimasi gerektigini 6nermektedir (118). Bu sistemde dental kalintilarda yikim meydana
gelmemekte ve kolayca DNA elde edilebilmektedir. Ters kok kanal sisteminde degrade ve
antik dislerin bir 6n temizlik asamasindan gecirilmesinden sonra uygun biyuklukteki kanal
aletleri ile apeksten dis icine giris yapilmaktadir. Bu islemde mimkin olan en ince kanal aleti
ile baslanmakta olup gittikce artan kalinhktaki kanal aletleri ile kanala giris yeri
genisletilmektedir. Genisletilen kanal giris yeri sayesinde, kanal egeleri yardimiyla doku
ornekleri kazinip steril tiplere aktarilabilmektedir. Bu yontem ile yeterli amplifikasyon trini
elde edilmektedir. Ayrica bu teknikte, 6rnegin kanal icinden kazinarak alinmasi nedeniyle
ufalama yontemiyle karsilastirildiginda kontaminasyon agisindan daha avantajli bir sistemle
calisildigr da belirtilmektedir. Bu sayede, morfolojik calismalar yapan antropolog ya da
arkeologlar ile molekuler calismalar yapan arastirmacilar multidisipliner olarak uyumlu
sekilde calisabilmektedir.

Bu sonuglara gore, miktar olarak 1ng’dan daha yiksek konsantrasyonlarda DNA
elde edilmesi halinde, amplifikasyondan pozitif sonu¢ alinmasi mimkin olabilmektedir.
Ancak Nanodrop cihazindaki kalite gostergesi olan 230 ve 280 nm’lerdeki spektrofotometrik
absorbanslarin, amplifikasyon sonuglarini 6nemli bir oranda etkilemedigi saptanmistir. Distik
DNA konsantrasyonu ve protein kontaminasyonlarinn oldugu durumlarda pozitif sonu¢ veren
STR analizlerini en c¢ok etkileyen faktorlerden birisinin  DNA degradasyonu oldugu
belirtilmektedir. Ancak, DNA’daki bu degradasyon spektrofotometrik ydntemlerle
belirlenememektedir.

Eser miktarda DNA molekulinin elde edildigi degrade DNA calismalarinda
kullanilan PCR teknigi 6n plana ¢ikmakta, bu teknik daha da blyik bir 6nem kazanmaktadir.
Az miktarda DNA molekilu ile yapilan calismalarda PCR tekniginin hassasiyetinin
arttirlimasina yonelik olarak, PCR dongu sayisinin arttirtlabilece@i bilinmektedir. Bizim

calismamizda kit protokollerinde belirtilen standart PCR dongulerine ragmen, prosedirler
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modifiye edilerek dongu sayilari artirifimistir. Ancak doéngi sayisinin  arttirilmasinin,
kontaminasyon ve alel dismesi olasthgini arttirdigi da g6z oOnlnde bulundurulmstur.
Calismamizda, kullandigimiz yiiksek sicakliklara maruz birakilarak yakilmis 6rneklerde,
kalite olarak dusuk ve az miktardaki DNA amplifikasyonlarinda bu gercek g6z oOnune
alinarak, hem uretici firmalarin 6nerdigi ideal PCR sartlari kullaniimis hem de bu PCR sartlari
modifiye edilerek dongl sayisi degistirilmis ve amplifikasyon basarisinin  arttig
gozlemlenmistir. Ozellikle Identifiler ve Minifiler Kitleri icerisinde bulunana Amplitag Gold
DNA polimeraz enzimi 95°C’de belli bir stire bekletildikten sonra aktif hale gecebilmektedir
(99-101). Bu da amplifikasyon kosullari tam olarak kurulmadan isleme baslanmasinin ve
spesifik olmayan bantlarin olusmasinin dnune ge¢gmektedir.

Zorlu cevre sartlarina maruz kalan DNA 6rnekleri kiiguk fragmentlere ayrilmaktadir.
Bu parcalanmada baslica su ve nikleazlarin varhgmnin sorumlu oldugu bilinmektedir.
Gegmiste kullanilan RFLP teknikleri ¢ok miktarda parcalanmamis DNA 6rnegi gerektirdigi
icin, bu sekilde degrade olup pargalara ayrilan 6rneklerden cogu vakada sonuc¢ elde
edilememistir. Ancak gunumizde kullanilan PCR tekniklerinde, herhangi bir biyolojik
ornekten elde edilen DNA’nin icerisindeki parcalanmamis yapisini koruyan tek bir DNA
molekull bile kalip gorevini Ustlenebilmektedir. Gunimdizde adli olgularda kullanilan STR
tekniklerinde ¢ok kigik DNA parcalari kullanabilmektedir. Gergeklestirilen calismalarda gen
bdlgesinin boyutu biyldikece, o bolgeden sonug alma olasihginin da o kadar azaldigi ortaya
konmustur. Ozellikle eser miktarda DNA iceren degrade orneklerle yapilan calismalarda,
analiz edilen STR bdlgesi ne kadar blyukse alel diismesi olasiliginin o kadar yiiksek oldugu
belirlenmistir. Calismalara gore, ileri derecede fragmente bir DNA 0Ornegi (zerinde
gerceklestirilen STR analiz sistemlerinde D18S51 ve FGA bdlgelerinde diger bolgelere gore
daha fazla alel diismesi olasiligi oldugu saptanmistir. Bu acgidan 106-112 bg’lik iki alele sahip

amelogenin bdlgesinin, mevcut sistemlerde kullanilan diger tim STR bdlgelerine kiyasla daha
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basarili amplifikasyon ortaya koydugu gézlenmektedir. Bizim ¢alismamizda benzer sonuclar
gozlemlenmistir. Ornedin, Neolitik Bronz Cagi’na ait antik orneklerde gerceklestirilen bir
DNA analizi ¢alismasinda, amelogenin bolgesinin pozitif sonu¢ verme yiizdesinin %90’larda
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢calismada ilgili kisiye ait farkli kemik ve dis érneklerinde yapilan
amelogenin amplifikasyon c¢alismalari sonuclarinda birebir uyum oldugu saptanmistir. Bu
sekilde stiphe gotirmeyen kesin bir cinsiyet tayini yapilabilmistir. Bu ¢alismada, X bandina
yonelik alel dismesinin 6nemli olmadigi belirtilmistir. Ancak bilindigi Uzere, Y bandinin
dismesi yanlis bir takim yorumlamalara sebebiyet verebilmektedir. Ekstrem ¢evre kosullarina
maruz birakilan dis ornekleri ile gerceklestirilen baska bir calismada, cok bolgeli prob
analizlerine uygun olmayan DNA drneklerinin tamamindan olumlu cinsiyet sonuclari elde
edilmistir. Bizim calismamizda yuksek derecede sicakliklara maruz birakilan kemik ve dis
orneklerinde amelogenin lokusunun profillemesi ile bireylerin cinsiyetleri tespit edilebilmistir.

Eski ve uzun sire olumsuz gevre kosullarina maruz kalmis orneklerde DNA
analizlerinin basarisi, DNA molekilinin ne derece degrade olduguna, kontaminasyon olup
olmadigina ve PCR inhibitorlerinin varhgina baglidir. Adli olaylarda, DNA analizi amaciyla
ileri derecede degrade Grneklerle calisilirken dis 6rneklerinin tercih edilmesi kaginilmazdir.
Dis, DNA’nin buldugun pulpayi ¢evresel bozulma etkilerinden koruyan, dogal mineralize sert
dokularla kaplidir. Ortamda PCR inhibitorleri bulunsa da dis 6rnekleri daha olumlu sonuglar
vermektedir (12).

PCR teknigi, distik miktarda DNA o6rnekleri ile galismaya uygun hassas bir sistem
olup, genellikle bu hassasiyet sistemin disaridan kolayca kontamine olma olasiligini ortaya
cikarmaktadir. Olasi bu kontaminasyon riskini engellemek igin, olay yerinden 6rnek elde
edilirlen olay yeri o6rnek toplama prosedirlerine dikkat edilmesi yaninda, 6rneklerin
calisilacagi laboratuvar sartlarininda kontaminasyon acisindan titizlikle diizenlenmesi énem

tasimaktadir.
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Bahsedildigi gibi, kemik ve dis dokulari disaridan gelebilecek olasi kontaminantlara
karsi diger dokulara gore nispeten daha korunakl bir bélge ortaya koymaktadir. Morfolojik
yapilari geregi kemik ve dislerin izerinde kontaminantlarin uzaklastiriimasi da daha kolaydir.

Calismamizda tum laboratuvar asamalarinda, standartlar dikkate alinarak
kontaminasyonu Onlemeye yonelik gerekli dnlemler alinmistir. Ayrica, kemik Orneklerinin
ameliyathane ortamlarindan ve dis 6rneklerinin kliniklerden toplanma asamalarinda da olasi
kontaminantlar elimine edilmeye calisiimistir. Laboratuvar asamasina gecildiginde (zerinde
onemle durulan nokta, orneklerin DNA cekitleme asamasina alinmadan once olasi dis
kontaminantlardan mimkin oldugunca temizlenmesi olmustur. Temizlik asamasinda sodyum
hipoklorit (NaOCI) kullaniminin bazi dezavantajlari olabilecegini sdyleyen calismalar olsa da
cogu calismada NaOCI kullaniimasi nedeniyle, bizim calismamizda da 6rneklere yapilan 6n
islem sirasinda NaOCI kullaniimistir. Ornekler, Ricaut’in 2005 yilina ait bir calismasinda
onerdigi sekilde UV 1sik altinda 1 saat sireyle tutulmustur (119).

Degrade DNA analizleri ile ilgili calismalarda kontaminasyon varligini kontrol etmek
icin, bireye ait farkli drneklerden birden fazla DNA c¢ekitlemesi yapilmasi Onerilmektedir.
Bizim calismamizda kontrol amacli her olguya ait agiz strintist ornekleri kullaniimistir.
Degrade DNA analizlerinde hedef DNA bdlgesinin farkl derecelerde bozunmaya ugrayip
fragmente olmasi, eser miktarlarda bulunmasi ve bu tip analizlerin yiiksek kontaminasyon
riski tasmasi nedeniyle calismanin giivenirliliginin anlasiimasi son derece giictir. Ozellikle
200 b¢’den daha uzun olan bélgelerin ¢cogalmasi, degrade DNA’nin baska bir DNA ile
kontamine olmus olabilecegini gosterebilmektedir. mtDNA sekans analizi gergeklestirilen bir
calismada da antik dis 6rneklerinden 200 bg¢’den daha uzun olan bir bolgenin sekans
analizinden sonu¢ almanin gi¢ oldugu belirtilmektedir. Calismamizda tim 6rneklerde
Ozellikle amelogenin ve D8S1179 lokus bolgesinde pozitif sonuclar elde edilmistir.

Amelogenin lokusunun bir aleli 106 b¢ iken, digeri 112 b¢ uzunlugundadir. D8S1179 gen
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lokusunun farkli alelleri de 123 ve 153 bg uzunluklari arasinda degisen PCR Urinleri elde
edilmesini saglamaktadir. Her iki durumda da elde edilen Griinler 200 b¢ uzunlugu
gecmemekte ve bu da modern DNA ile kontaminasyon riski ihtimalini elimine etmektedir.
Kontaminasyona yonelik stratejiler dikkatli bir sekilde gerceklestirildiginde, kemik
ve dis orneqi ile ilgili cahsmalarda dis DNA kontaminasyonu riski, diger érneklere gore daha
rahat Onlenebilirdir. Laboratuvar oncesi olasi kontaminantlardan arindirma asamalarinin
dikkatli bir sekilde uygulanmasi ve sonrasinda laboratuvarda asamasinda da kontaminasyona
yonelik gerekli Onlemlerin alinmasi analizleri buyuk o6lgtude glvence altina almaktadir.
Degrade DNA o6rneklerinden bahsederken en 6nemli kontaminasyon riski, daha 6nce analiz
edilmis DNA’nin ya da analizi yapan kisiye veya diger laboratuvar calisanlarina ait PCR
urtnleri ile meydana gelen kontaminasyondur. Bu tip PCR drlnleri ile kontaminasyonlar
laboratuvar icerisinde alinacak o©nlemlerle ortadan kaldirilabilmektedir. Kontaminasyon
analizi ile ilgili bir ¢alismalarda, kontaminasyonun basit dikkatsizliklerle ortaya ¢ikan bir
durum olmaktan ziyade, belirgin 6nemli hatalar sonucu meydana geldigi ortaya konmaktadir.
Bu calismalarda, DNA 0&rnekleri ve PCR (rlnlerinin tupleri dondurucuda agik olarak
bekletilmis, buna ragmen Ornekler arasinda bir kontaminasyonun meydana gelmedigi
gosterilmistir. Degrade biyolojik ornekler ve antik 6rneklerle yapilan ¢alismalarda 6rnekler
icerisindeki DNA miktar1 o kadar dustktur ki kendi iclerinde birbirlerini kontamine etme
olastliklari son derece dusuktir. Bu tur drneklerle gergeklestirilen DNA ¢alismalarinda 6nemli
problemler olarak siralanan kontaminasyon, PCR inhibitorleri ve DNA degradasyonu
arasinda, 6nlem alinamayan ve engellenemeyen en biyik problem esasen DNA degradasyonu
olarak gorulmektedir. Kontaminasyon DNA analiz laboratuvarlarinda her zaman 6nemli bir
sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir, ancak sistematik bir takim dnlemlerle bu sorunu biyik
olclde ortadan kaldirmak mumkundur. Bu 6nlemler arasinda en énemlileri su sekildedir;

Laboratuvarda calisan personel, kendi biyolojik ornekleri ile delil niteligindeki materyalleri
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kontamine etmemek icin koruyucu tek kullanimhik kiyafet, maske, boneler ve eldiven
kullanmalidir.
DNA’nin c¢ogaltilmasindan o6nceki islemler ile coglaltma sonrasi islemler birbirinden
ayrilmali, gerceklestirildikleri bolgeler fiziki olarak birbirinden ayrilmalidir.
PCR’dan 6nce ve PCR’dan sonraki islemlerde kullanilan laboratuvar ekipmanlar farkli
olmalidir.
Tum reaksiyonlar sterilize edilebilir olan laminer hava akimina sahip bir kabin icerisinde
gerceklestirilmelidir.
Sivi transferi nedeniyle meydana gelebilecek kontaminasyonu engellemek icin steril filtreli
pipet uclari kullaniimalidir.
Analizlerin gerceklestirildigi alanlar her analizen sonra UV 1sig1 ve %210’luk hipoklorit
cozeltisi kullanilarak sterilizes edilmelidir.
Amplifikasyon asamasinda negatif kontrol ornekler de calisiimalidir. Bizim g¢alismamizda da
negatif ve pozitif kontrol 6rnekleri kullaniimistir.
Laboratuvarda calisanlarinin DNA profili ¢ikartiimali ve analiz edilen 6rneklerde bu kisiler
tarafindan gerceklestirilmis herhangi bir kontaminasyon olmadigi kontrol edilmelidir.
Calismamizda tiim bu kosullar yerine getirilmistir.
ikinci 6nemli sorun olan PCR inhibitorlerinin varhgi da etkin bir cekitleme ve saflastirma
yontemi ile ortadan kaldirilabilmektedir. Yakin ge¢mise ait calismalarda, degrade DNA
orneklerinin  cesitli  endonilikleazlarla onarildiktan  sonra  analizlenmesi  gerektigi
onerilmektedir. Literatlrde bu tur ¢alismalarin sayisinin arttiritimasi ve 6zgin PCR uruni elde
edilmesi acisindan deg@erlendirilmesi, stiphesiz DNA degradasyonu sorunu agisindan olumlu
bir ilerleme saglayacaktir.

Gunumuz teknolojosinde bir damla tikirik, kan, sperm veya herhangi bir biyolojik

sivi veya doku 6rnegi ya da tek bir sa¢ teli kullanilarak adli olayla ilgisi olan bir Kisi i¢in
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genetik kimliklendirme yapilabilmektedir.

Adli bir olgu ile ilgili olarak olay yerinde bulunan herhangi bir insan kalintisi igin
kimliklendirme yapilmasi, magdurun yakinlari arasinda mirasin paylasiimasi ya da sigorta
sirketlerinden tazminat alinmasi gibi durumlar agisindan son derece énemlidir. Savas ve teror
gibi patlama olaylarinin yasanabildigi vakalar ile ara¢c ve ucak gibi motorlu tasit kazalari
durumlarinda olaya dahil olan kisi veya kisilere ait kalintilar genellikle pargalanmis ve
birbirilerine karismis olarak bulunmaktadir. Bu yuzden, geleneksel yontemler olarak
bildigimiz parmak izi karsilastirmasi, kisinin tzerinde bulunan dévme veya dogal izlerin
yakinlarinca sorgulanmasi ya da antemortem ve/veya postmortem dis kayitlarinin
degerlendirilmesi ¢gogu zaman kimlik tespiti amaciyla kullanilamamaktadir. Sonug itibariyla,
kimlik tespiti amaciyla DNA analiz yontemlerini kullanacak adli genetik uzmanlarina
basvurulmaktadir. Disler, iki cene kemigi, dil ve yapilarindaki mine sayesinde, bu tir kasith
veya kazaen gerceklesen olaylarda son derece degerli bir DNA kaynagi olarak kabul
gormektedir. Dis dokusu yapisinda bulunan mine, disi insan vicudundaki en sert doku haline
getirmekte ve son derece olumsuz cevre kosullarinda bile dislerin korunmus ve eksiksiz
bulunmasini, nem, yiksek isi, bakteri ve mantar tremesi gibi durumlarda DNA’nin
bozunmasina karsi doku direnci saglamaktadir.

Bu calismada, yaslari 18 ve 71 arasinda degisen ve aydinlatilmis onamlari alinan,
28 erkek ve 22 kadin olmak (zere 50 kisiden toplamda 100 kemik, dis ve agiz ici surunti
ornedi toplandi. Toplanmis olan tiim érneklerden istanbul Universitesi, Adli Tip Enstitiisii
Ogrenci Laboratuvari ve Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda DNA cekitlemesi ve profilleme
yapildi. Adli olgularda delil niteligindeki ¢rneklerden DNA cekitleme, drneklerin gevresel
kosullara bagl olarak bozulmasi, 6rnek turlerinin gesitliligi, kontaminasyona neden olan PCR
inhibitorlerinin varligi veya kisith miktardaki baslangi¢ materyali gibi sebeplerden 6tiri zorlu

bir surectir.
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Calismamizda kullanmis oldugumuz ticari DNA cekitleme kitlerinin her biri,
orneklerden DNA eldesi sirasinda iyi sonuclar vermis, DNA’nin kolay ve hizli elde edilmesini
saglamistir. Bu cekitleme yontemleri arasinda verimlilik agisindan en uygun olaninin
belirlenmesi bu ¢alismanin temelini olusturmustur. Chelex ¢ekitleme yontemi dis ve kemik
orneklerinin yapisi sert olsa da fenol kloroform izoamil alkol yontemi ise uzun slrmesi,
kontaminasyon riski, kanserojen olmasi ve analizi gerceklestirenlerin sagligi agisindan riskli
olmasina ragmen diger yontemlerle karsilastirma yapilabilmesi agisindan gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen cekitleme calismalari sonucunda kemik ve dis ornekleri ile agiz igi
striintti 6rneklerinden elde edilen DNA miktarlar tablolar halinde verilmistir. Elde edilen
verilere gore dis Orneklerinde en dusik disuk 0,02 ng/uL, en yiksek 5,67 ng/uLolarak
bulunmustur. Kemik orneklerinde elde edilen DNA miktarlari ise sirasiyla en dusik 0,041
ng/uL ve en yiksek 13,48 ng/pL’dir. Kontrol amagh kullanilan adiz ici striinti 6rneklerinde
ise en yuksek 90,52 ng/uL en disuk ise 21,00 ng/uL DNA elde edilebilmistir. Pétsch ve ark.
tarafindan 1992 yilindan gerceklestirilen bir ¢alismada, uzun sure oda sicakliginda bekletilen
dis orneklerinden elde edilen toplam DNA miktarlarinin 6 pg/mL ile 50 pyg/mL arasinda
oldugu belirtilmistir (120).

Dis ve kemik gibi insan kalintilarindan kisinin genetik olarak kimliklendirilmesini
sinirlandiran yangin ve yiksek sicakliklara maruz kalma gibi bas dis kaynakl bir takim
cevresel faktorler soz konusudur. ileri derecede yanmis ve yumusak dokunun elde
edilemedigi insan kalintilarindan genetik parmakizi ile kimliklendirme rutin adli
kimliklendirmede son derece 6nem tasimaktadir. Sicakligin ekstrem derecelere ulastigi yangin
vakalarinda DNA analizi amaciyla sadece sert dokular olarak bildigimiz kemik ve disler
kalmaktadir. Ozellikle dis kimyasal ve fiziksel yapisi nedeniyle daha dayanikli bir doku olup,
sayi itibari ile fazla olmasi sayesinde de genetik materyalin korundugu ve adli olgularda

onemli bir delil niteligindedir.
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Tablo 9 ve 10, 50°C ile 1000°C arasi sicakliklara maruz birakilan kemik ve dis
orneklerine ait elde edilen DNA miktarlarini gostermektedir. Analiz sonuglarina gére DNA
miktarlari 0,02 ila 5,65 ng/uL arasinda degismistir. Toplam 25 yanmis dis 6rneginin 6
tanesinde (%24) elde edilen DNA 6l¢lm miktari sonucunun 0,05 ng/mL’nin altinda oldugu
belirlenmistir. Silva ve ark.’nin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada elde edilen sonuglar da
calismamizdaki sonuglara benzerlik gostermistir (121). Bu arastirmacilar, DNA c¢ekitleme ve
analiz prosedurlerinin  standardizasyonuna katki saglamak (zere, yanmis bir insan
simulasyonu olusturmak amaciyla dis orneklerini yiksek 1silara maruz birakmis ve elde
ettikleri DNA 0Orneklerini degerlendirmislerdir. Calismalarinin sonucunda, &rneklerin
dogrudan 600, 800 ve 1000°C gibi yiksek sicakliklara maruz birakilmasi basarili DNA
amplifikasyonu ortaya koymamis, elde edilen DNA konsantrasyonu sonraki analiz i¢in uygun
olsa da, bu yiksek sicakliklara maruz birakilan dis 6rneklerinden PCR Urlinl elde etmeleri
mumkin olmamustir.

Yapilan baska bir calismada, dis 6rneklerini 60 dakika boyunca 200, 400, 500 ve 600°C
gibi sicakliklara maruz birakarak tg farkh cekitleme yontemini karsilastirmistir. Kullandig
orneklerden 200°C ve 400°C sicakliga maruz biraktiklarinin yarisinda genomik DNA
cekitlemede basarili olurken, daha yiksek sicakliklarda yalnizca gerceklestirdigi
yontemlerden birinde mtDNA cekitlemesinde basari elde edebilmistir (120).

DNA miktarlarinin belirtildigi tablo incelendiginde 6zellikle 0,5 ng/mL ve altindaki
DNA miktalarinin, yiiksek sicakliklara bagli asiri derecede degrade olmus ornekler ve/veya
her ne kadar dis ornekleri toplanirken kanal tedavisi gérmemis olmalarina dikkat edilse de,
curiik ve amalgam dolgulu olabilecekleri 6ngorulmustr.

Ayni kiside genellikle saglikli ve batinligi bozulmamis, curiukli ve endodontik kdk dolgulu
olmak Uzere farkh kalitelerde disler mevcut olabilmektedir. Endodontik dolgu isleminde,

cekirdek DNA’sInin esas kaynagi olan pulpa dokusu ve dentinin i¢ tabakalari ¢ikarilip yerine
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cevre dokular ile uyumlu termoplastik endodontik dolgu maddesi konulmaktadir. Bu sekilde,
kotu cevre kosullarina karsi dentinal tubuller iginde yer alan odontoblast hucrelerinin
devamlili§i saglanmaktadir. Corte-Real ve ark.’nin 2006 yilinda endodontik dis érneklerini
kullanarak yaptiklari bir ¢alismada, endodontik tedavi gormus dis Orneklerinde de STR
profilleri elde edilebilecedi gosterilmistir (122). Sonug olarak disler adli kimliklendirme
olaylarinda son derece énemli 6rneklerdir.

Calismamizda kullandigimiz kemik ve dis ornekleri, DNA cekitlemeleri yapildiktan
sonra AmpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplification Kit, AmpFISTR® Identifiler” PCR
Amplification Kit ve GlobalFiler™ PCR Amplification Kit kullanilarak sirasiyla 8, 16 ve 24
STR lokusu PCR ile cogaltilmistir (99-101). Orneklerimizin timii asiri derecede degrade
orneklerden olustugu icin, muhtemel PCR inhibitorleri ve yabanci DNA olasiliklarina karsi
saflastirma islemi gerceklestirilmistir. Bu amagla EMD miliAmicon Ultra-4 santriftj filtreleri
ve farkli ticari kitler kullaniimistir. Kemik ve dis 6rnekleri gibi zorlu, ve ¢evre kosullarina
bagh olarak degradasyonu ugrayan orneklerde, DNA analizi asamasinda amplifikasyon
sonuglarinin optimize edilmesi ve olasi inhibitor aktivitelerinin azaltilmasi gerekmekte, bu
yiizden ek saflastirma islemi uygulanmaktadir. Ozellikle disler ¢ok sert ve mine tabakasi ile
korunmus olsa da inhibittrlere karsi gecilemez degildir ve pulpadaki DNA’nin ileri derecede
degradasyonu inhibisyona neden olabilmektedir.

PCR saflastirma asamasindan sonra, elde edilen PCR drlnleri ABI 3130 Kapiler
Elektroforez cihazinda yuratulmus, elektroforegramaki pikler analiz edilmis ve ortaya ¢ikan
STR profilleri Bulgular bolimiinde sekiller halinde gosterilmistir. Bu sekillerde ortaya konan
STR profilleri ile olgulardan kontrol amach toplanan agiz ici sirlntu drneklerinden elde
edilen profillerle karstlastiriimistir.

Calismamizda yakilmis dis o©rneklerinden elde edilen profillere bakildiginda,

Identifiler kiti ile yakilmis olan toplam 25 6rnekten 19 tanesinde 16 STR lokusuna ait tam
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profil, 1 tanesinde tam olmayan profil gdzlenmis ve 5 tanesinde higbir sonu¢ alinamamistir.
Minifiler kiti ile yakilmis olan toplam 25 6rnekten 19 tanesinde 8 STR lokusuna ait tam
profil, 1 tanesinde tam olmayan profil gdzlenmis ve 5 tanesinde higbir sonu¢ alinamamistir.
Globalfiler kiti ile ise yakilmis olan toplam 10 6rnek calisiimis ve 4 6rnekte 24 STR lokusuna
ait tam profil, 1 tanesinde tam olmayan profil gozlenmis ve 5 tanesinde higbir sonug
alinamamistir.

Calismamizdaki yakilmis kemik orneklerinden elde edilen profillere bakildiginda,
Identifiler kiti ile yakilmis olan 25 6rnekten 15 tanesinde 16 STR lokusuna ait tam profil, 5
tanesinde tam olmayan profil gézlenmis ve 5 tanesinde hicbir sonug¢ alinamamistir. Minifiler
kiti ile yakilmis olan toplam 25 6rnekten 15 tanesinde 8 STR lokusuna ait tam profil, 5
tanesinde tam olmayan profil gozlenmis ve 5 tanesinde higbir sonug alinamamuistir.
Globalfiler kiti ile ise yakilmis olan toplam 10 6rnek calisiimis ve 4 6rnekte 24 STR lokusuna
ait tam profil, 1 tanesinde tam olmayan profil gozlenmis ve 5 tanesinde higbir sonug
alinamamistir

Calismamizla paralel sonuglar ortaya koyan Corte-Real ve ark.’nin yaptigi calismada,
yakma dahil farkh cevresel kosullara maruz birakilan toplam 30 dis drneginde, ekstrem
derecelerde sicakliklara maruz birakilan drneklerde STR profillerine ulasilamamis ve sonug
itibariyla mtDNA ile calismanin gekirdek DNA’sI ile ¢alismaya gdre daha iyi sonuclar verdigi
belirlenmistir.

Gleisner ve ark.’nin 2004 yilina ait mtDNA ile yaptiklari bir ¢alismada, dentin tozu
ornekleri kullanilmasina imkan veren yontem ile mtDNA dizileri elde edilebilmesi dis tipi,
kullanilan dentin toz miktari, dislerin tedavi gortp gérmedigi, kalintilarin bulundugu ortam
kosullari gibi bircok degisken faktoér agisindan degerlendirildiginde, ilk sonuglar, mtDNA
dizilerinin kimliklendirilmede kullanilabilmesi igin, dis 6rneklerinin bozulmamis durumda

olmak zorunda olmadigini ortaya koymustur (123).
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Literatrdeki birgok calismada, DNA profili elde edilebilmesi igin sadece DNA
miktarinin degil, ayni zamanda DNA’nin safligi ve Kkalitesinin de o6nemli oldugu
vurgulanmistir. Olay yerinde cesede ait dis ve kemik kalintilari, bol miktarda kaliteli DNA
saglamakta, bu tip ornekler DNA analizinde biiyiik avantaj saglamaktadir. Ozellikle dis, diger
vucut kisimlari ile karsilastirildiginda mikemmel kalitede bir DNA kaynagidir ve tim adli
olgularda kullanilabilmektedir.

Tilatta ve ark. yaptiklari bir calismada, dis 6rneklerini ezerek toz haline getirmis, bu dis
orneklerinin dis yuzeylerini delip endodontik giris teknigi ile pulpalarini ¢ikartmis ve elde
ettikleri DNA miktarini ve profillerini karsilastirmislardir (124). Toz haline getirdikleri bu dis
orneklerinde 32 6rnekten 3’linde tam profil (%9) elde etmis, 24 6rnekte ise (%75) hig profil
elde edememislerdir. Endodontik olarak delinerek pulpalari cikarilan dis serisinde ise 32
ornekten 24’(inde tam profil elde ederek %75 basari saglanmistir.

Alakog ve ark.’da yaptiklari calismada, “orthrograte entrance” yontemini kullanarak
72 antik ornekten 58 tanesinde yani %80,1 oraninda ¢ekirdek DNA’sI amplifikasyon uriinleri
elde etmislerdir (125). Bu arastirmacilar kullandiklari yontem ile antik dis Orneklerinin
morfolojik yapilarina zarar vermemislerdir. Bu iki ¢alismaya gore, dis 6rneklerinden DNA
cekitleme asamasinda, dis Orneklerinin maruz kaldigi gevresel kosullar ile dise uygulanan
teknigin de ¢ok énemli oldugu ortaya konmustur.

Bahsedilen bu ¢alismalara ilaveten, literatiirdeki diger calismalar (Pinchi ve ark. 2011)
degerlendirildiginde, gekitleme islemi 6ncesi, 6rneklerin toz haline getirilmesi i¢in uygulanan
yontemin ¢alismanin basari oranini etkiledigi éngdrulmektedir (126). Ancak ¢alismamizda
mevcut cihaz ve aletlerin yetersizligi nedeniyle, endodontik delme teknigi uygulanamamistir.

Calismamizda kontrol amagh olarak kullandigimiz agiz ici suruntti 6rneklerinde eksik
veya hi¢ cikmayan STR profilleri ile karsilasilmamistir. Bu durumun, toplanan agiz igi

surintt  6rneklerinin  gekitleme asamasina kadar gereken kosullarda saklanmasina ve
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cekitleme asamasi sonrasi elde edilen DNA izolatlarinin da yine uygun kosullarda saklanmis
olmasina bagli oldugu géralmastr.

Ayrica tercih edilen kemik 6rneklerinin 0zellikle kompakt kemikler olmasi ve dis
orneklerinin endodontik dolgulu ve/veya c¢lrikli olmamalari, toplanmalari sirasinda
kontaminasyonun minimuma indirilmesi ve bu 6rneklerden DNA ¢ekitlenmesi i¢in en uygun
yontemin secilmesi gibi kosullarin ¢alismanin basari orani Uzerinde etkili oldugu
varsaylmistir.

Sonug olarak calismamizda, literatiirdeki yayinlara paralel olarak, adli bilimlerde
belirli 1s1 derecelerine kadar yiiksek sicakliklara maruz birakilmis kemik ve dis drneklerinin
uygun saklama kosullarina dikkat edilmesi halinde kimliklendirme amaclh kullaniimasinin
mumkin oldugu goéralmastr.

Suclu ve sug potansiyeli olan kisilerin her gecen gun kendilerini gelistirdikleri
cagimizda, mevcut sucla micadele yontemler yeniliklere acik olmahdir. Bertillon tarafindan
gelistirilen antropometrik sistem ve sonrasindaki parmakizi uygulamalari ile devam eden
streg, ginlimuzde birgok alt disiplinin katilmasiyla yeni bir boyut kazanmis ve nihayetinde
adli bilimler kavrami ortaya ¢ikmistir (2).

Kemik ve dis dokularinin yiksek is1, nem ve mikroorganizma aktivasyonu gibi gevresel
kosullara dayaniklihgi, ceset curtisede uzun bir slire boyunca yapisal 6zelliklerini korumalari
ve yani sira magdura ait birtakim kisisel 6zellikleri ortaya koymalari nedeniyle bu dokular
kimliklendirmede dénemli bilgiler saglamaktadir (6,7,8).

Ozellikle dis dokusu etrafini gevreleyen epitel, bag, kas ve kemik dokulari sayesinde dis
ortamin olumsuz etkilerine karsi olduk¢a korunmustur ve basta pulpa olmak tzere sementum,
dentin ve periodontol ligament, DNA analizi i¢in STR olarak bilinen Kisa Ardisik Tekrarlar
acisindan oldukca zengin yapilar olarak karsimiza cikmaktadir. Kemik ve dis, cesedin

curimesinin tzerinden uzun yillar gecse bile, diger dokulara gére DNA’nin en iyi korundugu
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dokulardir (9- 11).

Genetik kimliklendirmede 6nemli bir delil olan kemik ve disler farkli ortam kosullarina
maruz kalabilmektedir. Yangin gibi ceset butlnligiindn ileri derecede bozuldugu olaylarda,
yanmis kemik ve dis kalintilarindan kimliklendirme amaciyla DNA’nin cekitlenerek bir profil
elde edilmesi ile ilgili olarak literatirde cok sayida calisma mevcut olmasina ragmen,
Ozellikle yiksek ve ekstrem derecede istlara maruz kalmis dis ve kemik dokularinda mevcut
DNA cekitleme yontemlerini karsilastirarak uygulanabilirlik ve diger faktorler acisindan en
uygun yontemi belirlemeye calisan kapsamli bir arastirma mevcut degildir (11-16). Bu
bilgiler temel alindiginda, olay yerinde idantifikasyon amaciyla yalnizca yanmis ve asiri
derecede degrade olmus kemik ve dis drneklerinin elde edilebilecedi adli olgular s6z konusu
olabilmektedir.

Patlayici ile gergeklestirilen Kitlesel 6lim olaylari, intihar girisimleri, araba ya da ucak
ile gerceklesen arag kazalari, ev tipi yanginlar veya bir sucu gizlemeye yonelik kasith olarak
gerceklestirilen asiri derecede I1sinin ortaya ¢iktigl yangin olaylarinda, DNA analizi amaciyla
olay yerinde sadece sert doku olarak bildigimiz kemikler ve disler kalmaktadir. Yanmis olan
kemik parcalarindan ve dislerden cekitlenen DNA, genetik belirteclerin amplifikasyonunu
zorlastiracak ve hatta imkansiz hale getirecek sekilde asir derecede degrade olmus
olabilmektedir. Ayrica, yanmis olan kemik ve disler dis kaynakli DNA kontaminasyonuna da
oldukga agiktir.

Bir vicut yandiginda, deri dokusu kismen veya tamamen yanar ya da tamamen yok
olur. Isi nedeniyle maruz kalan kas dokusunda da siklikla rlptir ve bozunma gorilir. Ayni
sekilde yuzdeki yumusak doku da yanar ve kafatasi aciga ¢ikabilir. Bu nedenle kisi gorsel
olarak tanimlanamayabilir. Eller ve ayaklar da yandigi icin parmak izi analizi de
yaptlamayabilir. Antemortem dis kayitlari ve parmak izleri mevcut olmayabilir. Bu durumda

kalintilarin idantifikasyonu amaciyla sadece genetik analiz secenegi kalmaktadir.
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Calismamizda, farkli derecelerde isilara maruz birakilan iyi korunmus, yarin yanmis, siyah
renkte yanmis, mavi-gri renkte yanmis ve mavi-gri-beyaz renkte yanmis kemiklerde, farkli
DNA cekitleme yontemlerini karsilastirip, yeni modifiye bir ¢ekitleme yontemi gelistirmeyi
ve 6zgun DNA profilleri elde edilip edilemeyecegini belirlemeyi amacladik.

Bu orneklerden DNA cekitlemesi ve basarili PCR amplifikasyonunun halihazirda
zorlugunu surdirmesi, bazi yontemlerin komplike ve zaman alici olmasi, hentiz herhangi bir
yontemin rutinde kullanilacak bir kabul dizeyine ulasmamasi nedeniyle, bu calismada
mevcut yontemler arasinda kullanima en uygun olani belirlemeyi ve gesitli modifikasyonlarla
daha iyi bir yontem gelistirmeyi amagladik. Yanmis dis ve kemik kalintilarinda DNA
cekitlemesi ve basarili PCR amplifikasyon olayin aydinlatilmasi agisindan hayati 6nem
tastyip, mevcut yontemlerin yeterli ve tatmin edici olmamasi nedeniyle 6zellikle zordur.
Yontemlerin cogu komplike ve zaman alicidir ve higbir yontem rutinde kullanilabilecek
dizeye ulasmamistir. Adli laboratuvarlarda gergeklestirilen kemik cekitleme protokolleri,
Ozellikle kemiklerin uzun bir sire boyunca cevresel kosullara maruz kaldigi olaylarda
tekrarlanabilir ve ¢cogaltilabilir sonuclar verememesi nedeniyle sinirlidir (35).

Calismamizda femur, humerus, tibia, kosta gibi farkli kemikler ile blytk ve kiicik azi
disleri, kesici disler ve kdpek disleri gibi farkh dis 6rnekleri kullanilmistir. Hangi tip kemigin
en iyi kalitede ve en fazla DNA’y1 verdigini dogrulamak amaciyla, maruz birakildiklari isi
derecelerini de deg@erlendirerek, kemiklerden DNA cekitlemesine yonelik yari-standardize bir
protokol olusturduk. On farkli DNA c¢ekitleme ydntemini degerlendirerek ve diisiik miktarda
kemik tozundan baslayarak (50-100 mg) insan iskelet kalintilari ve dislerinde elektroforetik
urtnlerin kalite agisindan bir karsilastirmasini gerceklestirdik. DNA ¢ekitlemesi amaciyla
konvansiyonel fenol-kloroform organik yontemine ek olarak, QlAamp® DNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, Almanya), DNA IQ™ System (Promega, Milan, italya) ve Genorise Bone

DNA Extraction Kit (Genorise Scientific, PA, ABD), HiPurA™ Bone DNA Extraction Kit
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(HiMedia, India) ve Stratec Invisorb Spin Forensic Kit (Stratec Biomedical AG, Almanya)
olmak Uzere bes farkl ticari Kitin etkinligini ve verimliligini degerlendirdik. Ayrica, deneysel
calismalarimizda, esas amacimiz olan ve Ornekleri daha iyi saflastirmak amaciyla fenol-
kloroformun kullanildigi ve DNA’nin proteinler ve atik materyalden uzaklastirildigi yeni
gelistirdigimiz modifiye bir protokolu de gerceklestirip diger c¢ekitleme yodntemleri ile
karsilastirdik. Modifiye protokolde yeni asamayi, farkli kit solusyonlarini lizis tamponu
icinde inkube ederek gergeklestirdik. Fenol-kloroform asamasi, yakilan Orneklerde atik
materyalin  kolonlar veya manyetik boncuklarla etkilesmesini onleyerek 6rneklerin
temizlenmesini sagladi. Tim ornekler, adli genetikte siklikla kullanilan AmpFISTR®
Identifiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD), AmpFISTR®
MiniFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve GlobalFiler™ PCR
Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile Qiaquick PCR Purification Kit
(Qiagen, ABD), Stratec Invisorb Spin Forensic Kit (STRATEC Biomedical AG, Almanya),
GeneMATRIX Bone DNA Purification Kit (EURx Ltd., Polonya) ve HiPurA™ Bone DNA
Purification Kit (HiMedia, Hindistan) ¢ogaltildi.

Yeni DNA c¢ekitleme yontemlerinin gelistirilmesi ve mevcut ticari kitlere ilaveten
artan miniSTR sayisi, adli bilimlerde asiri derecede degrade Ornekler igin etkili bir ¢oziim
olabilir. Belirli stireler boyunca belirli sicakliklara maruz birakilan disuk miktarlardaki taze
kemik ve dis ornekleri igin fenol-kloroform kullanimina dayanan DNA cekitleme
protokolunun uygulanmasi beklenen iyi sonuglari vermistir.

Tum bu bilgiler dogrultusunda bu calismadaki amag, bir yangin simulasyon ortami
olusturarak dusulk, orta, ylksek, ¢ok yuksek ve ekstrem derecede isilara maruz birakilan
kemik ve dis dokularinda literatirdeki mevcut DNA cekitleme yontemlerini karsilastirip,
DNA elde edilmesi, ¢ogaltilmasi ve bu DNA’lardan STR profilleri ¢alisiimasi ile kisilerin

kimliklendirme basarisinin karsilastiriimasi ve nihayetinde rutinde kullanilabilecek daha iyi
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bir yontem gelistirebilmektir.

Adli olgularin aydinlatilmasinda, yanmis olan kemik ve dis kalintilarindan magdurun
kimliginin belirlenmesi igin degerli bilgilerin elde edilmesi kritik 6nem tasimaktadir. Kemik
ve disler yandiklarinda hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikleri 6nemli degisiklikler
gOstermektedir. Bu durum sonug itibariyla, basarili antroplojik degerlendirmeleri ve DNA
profillemelerini buylk 6lctde engellemektedir. Isi, maruz kalinan sicaklik derecesine bagl
olarak, kemik ve dislerin idantifikasyonunda zorluklara neden olur. Bu nedenle, yanma
esnasinda kemik ve dislerde meydana gelen degisimler ile, gzlem ve test sonuclarinin dogru
degerlendirme Uzerine olan etkileri ile ilgili ayrintili bilgilerin bilinmesi ve bu bilgilerin belli
bir sira dahilinde kullanilmasi gerekmektedir.

DNA’nin azalmis olan kalite ve kantitesi nedeniyle yanmis kemiklerden DNA
cekitlenmesi adli bilimlerde daima zorlu bir sire¢ olmustur ve bu zorlugunu hala
strdirmektedir. DNA’nin asiri derecede degradasyonu ve PCR inhibitorlerinin varhgi,
Ozellikle yanmis kemiklerden DNA idantifikasyonunu son derece komplike hala
getirmektedir. Yangin, patlama, araba ve ucak kazalari ve diger travmatik olaylarda elde
edilen drneklerden geleneksel yontemlerle DNA’nin tiplendirilmesi oldukga zordur.

Kitlesel 6lum olaylari, savaslar veya sosyo-politik olaylar gibi farkli durumlarda kayip
kisilerin ya da bilinmeyen kalintilarin tiplendirilmesi ve soybaginin belirlenmesi icin mevcut
tek biyolojik materyal siklikla sadece insan kalintilari olmaktadir. Kemikten ¢ekitlenen DNA
siklikla dustik kopya sayisi (Low Copy Number-LCN) halinde mevcut olup, kemigin ic ve dis
Ozelliklerinden kaynaklanan kimyasal ve fiziklsel bir takim hasarlar nedeniyle farkl
degradasyon asamalarinda bulunmaktadir. Etkili DNA cekitleme prosedirleri ve yani sira
dogru DNA amplfikasyonu, iskelet kalintilarinin basarili DNA analizinde kritik asamalardir.
Kemik icindeki heterojeniteye bagli DNA’daki varyasyonlar nedeniyle, yanmis kemiklerde

oldugu gibi asiri derecede degrade olmus 6rneklerden DNA’nin elde edilebilecedi tek
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guvenilir bir yontem maalesef hala mevcut degildir. Bu calisma ile yeni bir cekitleme

yontemi gelistirilerek adli bilimlerde rutinde kullaniimak tzere 6nerilmistir.
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8. EKLER

EK 1. Aydinlatilmis Onam Formu

istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisi’nde doktora tezi amaciyla yapilacak bir
arastirmaya katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama karari tamamen size aittir.
Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini
bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri icerdigini ve olasi yararlarini risklerini
ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir. Lutfen asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman ayiriniz. Eger calismaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz icin size
bu Bilgilendirilmis Gonilli Olur Formu verilecektir. Formu imzalamaniz ¢alismanin kapsami
ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi serbestce verdiginizi belirtmektedir. Bu
onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadi§iniz ifadeler varsa
calismadaki arastirmacilara sorarak bilgi edinebilirsiniz.

Gonallinin Adi Soyadi:

Gonillinin imzasi

Tarih:

Yetkin Arastirmacinin Adi-Soyadi: Kadir DASTAN
Yetkin Arastirmacinin imzasi:

Tarih:

EK 2. ETIK KURULU ONAYI UST YAZILARI
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