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SIMGELER VE KISALTMALAR

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

H2S04: Siilfirik Asit

HCL: Hidroklorik Asit

HNO3: Nitrik Asit

NaOCI: Sodyum Hipoklorit

PCR: Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyon)
DVI: Disaster Victim Identification

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit

RNA: Riboniikleik Asit

DTT: Dithiothreitol

CE: Capillary Electrophoresis (Kapiller Elektroforez)
STR: Short Tandem Repeats (Kisa ardisik tekrar dizileri)
MtDNA: Mitokondriyal DNA

g: Gram

mg: Miligram

mm: Milimetre

PH: Power of Hydrogen

UV: Ultraviyole (Mordtesi)

°C: Derece

ul : Mikrolitre

Rpm: Revolutions per Minute (Dakikadaki devir say1s1)
ng: Nanogram

kV: Kilovat



Asitlere Maruz Birakilan Diglerinden DNA Geri Kazanimi X

(KARABOGA, Nejla, Master, [stanbul, 2024)

Cesitli Asitlere Maruz Birakilmis Insan Dislerinden DNA Geri Kazaniminin Belirlenmesi

OZET

Adli bilimler sucun aydinlatilmasinda, farkli bir¢ok bilim dalinin bir araya gelip ¢alistigt
uygulamalarin bir biitiin halidir. Eski donemlerden beri adli vakalarin arastirilmasinda dncelikle
fiziksel bulgularin incelenmesi ve yorumlanmasi yapilmistir. Geligsen teknoloji ile bulgularin
calisilma sistemleri degisse de binlerce yildir adli vakalarda oncelikli olarak yapilan islem
kimliklendirmedir. ilk olarak dis goriiniis ile fiziksel kimliklendirme yapilmas1 hedeflenir fakat
sucun cesitliliginden dolay1 genellikle bu sekilde kimliklendirmede giicliik yasanmaktadir.
Diger bircok adli bilimler alaninin bir arada caligmasiyla toplanan bulgular ile tam bir
kimliklendirme profili olusturulabilir. Canlilarin biitiin dokularindan DNA elde edilebiliyor
olusu ve bu molekiiliin kisiye 6zgii bilgiler tagiyor olmasi kimliklendirmede DNA analizlerinin
en sik kullanilan ve en giivenilir yontemlerden biri haline gelmesine neden olmustur. Cevresel,
fiziksel ve kimyasal etmenlere maruz kalmasina ragmen uzun yillar boyunca bozulma oran1 az
oldugu saptanan ve DNA materyalini ¢ok giivenli bir sekilde saklayan disler DNA analizlerinde
en ¢ok kullanilan Orneklerden olmustur. Sugun gelisimiyle sucun saklanmasi ile ilgili
yontemlerde gelismistir. Bedenden kimlik tespitini zorlastirmak amaciyla kasti olarak yapilan
viicut bitlinliiglinii bozacak eylemler 6rnek olarak aside maruz birakma islemleri failler
tarafindan oldukca kullanilmaktadir. Bu sekilde felaket olarak sayilan olaylarda da olusan
fiziksel ve kimyasal etmenler sonucunda kimlik tespitleri ayn1 sekilde zorlasmaktadir. Ancak
yapilan bazi aragtirmalarda belli stirelerde farkli kimyasallara maruz kalan dis 6rneklerinden de
DNA elde edilebildigi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada, kuvvetli asitlere maruz birakilmig
dis orneklerinden DNA geri kazanimi amaglanmistir. Calismaya goniillii kisilerden alinan dis
ornekleri HCL, HNO3, H2SO4 kuvvetli asitlerinde 8 saat, 12 saat ve 120 saat olmak lizere her

stire parametresi ayri ayri olacak sekilde bekletilmis olup sonrasinda DNA izolasyonu miktar
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tayini ve kimliklendirmeye elverisli olanlar1 PCR ve elektroforez yapilarak DNA profilleri elde
edilmistir. Sonug olarak kuvvetli asitlere 24 saate kadar maruz birakilmis dis orneklerinden

DNA izolasyonun basarili oldugu ve DNA profili elde edilebildigi sonucuna ulasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Adli Bilimler, Adli Genetik, Dis Orneklerinden Genetik Kimliklendirme,

Asit Maruziyeti, Hidroklorik Asit (HCI), Nitrik Asit (HNO3), Siilfirik Asit (H2SO4)
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(KARABOGA, Nejla, Master, Istanbul, 2024)
Determination of DNA Recovery from Human Teeth Exposed to Various Acids
ABSTRACT

Forensic Science involves the application of various scientific disciplines working together to
elucidate crimes. Historically, forensic investigations have primarily focused on examining and
interpreting physical evidence. Despite advancements in technology altering the methodologies
for analyzing evidence, identification has consistently been a primary focus in forensic cases
over thousands of years. Initially, physical identification through external appearance is aimed
for, but due to the diversity of crimes, such identification often proves challenging. A
comprehensive identification profile can be established by integrating findings from various
forensic fields. The ability to extract DNA from all tissues and the fact that DNA carries unique
individual information have made DNA analysis one of the most commonly used and reliable
methods in identification. Teeth have become one of the most utilized specimens in DNA
analysis due to their ability to securely preserve DNA over long periods despite environmental,
physical, and chemical factors. With the evolution of criminal techniques to hinder body
identification, such as deliberately exposing bodies to damaging actions like acid exposure,
identifying individuals has become increasingly difficult. However, numerous studies have
demonstrated that DNA can still be recovered from teeth exposed to various chemicalss for
certain periods. This study aimed to recover DNA from teeth exposed to strong acids. Teeth
samples from volunteers were exposed to hydrochloric acid (HCI), nitric acid (HNO3), and
sulfuric acid (H2S04) for periods of 8 hours, 12 hours, and 120 hours, with each time parameter
assessed separately. Subsequently, DNA isolation was performed, and samples suitable for
profiling were analyzed using PCR and electrophoresis to obtain DNA profiles. The results
indicate that DNA isolation was successful, and DNA profiles could be obtained from teeth

exposed to strong acids for up to 24 hours.
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Keywords: Forensic Science, Forensic Genetics, Human Identification from Tooth Samples,

Acid Exposure, Hydrochloric Acid (HCI), Nitric Acid (HNO3), Sulfuric Acid (H2SO4)
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1. GIRIS AMAC

Adli Bilimler; multidisipliner ¢aligsmalarin biitlintidiir. Adli ve idari sorusturmalar boyunca elde
edilen delillerin incelenmesi ve degerlendirilmesi, su¢ ve suglunun saptanmasi ve
kanitlanmasinda kullanilan tiim yontem ve calismalarin biitiinlesmis halidir. Adli bilimler
alanlari, olaylarin ¢oziimlenmesinde birbirlerine katki saglar (1). Bir alanin diger alan ile
baglantisi ile olay ¢oziimlenmesi i¢in yarar saglamaktadir. Adli vakalarda magdur- siipheli- olay
yeri baglantisinin kurulmasi gerekmektedir. Cogu oOliimlii vakada olay yeri baglantisi
kurulabilmesi i¢in cesede ve cesedin kimligine ulagilir. Ulasilamadigi durumlarda adli

bilimlerin ¢esitli alanlar1 bir biitiin halinde ¢6ziim saglar.

Insan kalmtilarinin kimliklendirilmesi igin, kalintilarin i¢inde bulundugu kosullara ve bu
kosullara maruz kalma siirelerine bagli olarak ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Adli vakalarda
oncelikle kolay ve hizli yontemler tercih edilmektedir. Bu yontemler 6len kisinin yakinlart,
akrabalar1 tarafindan teshisi olsa da cesedin ileri derece cliriidiigii zarar dolayisiyla viicut
biitlinliigliniin bozuldugu durumlarda teshis miimkiin olmadigindan adli bilimler alanlarinin

dahil oldugu disiplinler aras1 kimliklendirme ¢alismalar1 yapilmaktadir (2).

Adli Genetik ve Adli Antropoloji adli bilimlerinin alt dallar1 arasinda yer almakta. Adli
vakalarin ¢ézliimlenmesinde, suglu ya da kayip kisilerin belirlenmesindeki, maktul ve magdur
olay yeri arasindaki iligskinin kurulmasinda bu bilim dallarindan genellikle yararlanilmistir. Adli
Antropoloji bunu iskelet kalintilarinin, yumusak doku ile kisisel veriler {izerinden ¢alisma

yaparken Adli Genetik ise DNA materyallerinin PCR tabanli analizi ile yapilmaktadir (3).

1984°te Alec Jeffreys’in her bir bireyin genetik olarak diger kisilerden ayirt edilebilmesinin
teknik olarak miimkiin oldugunu kanitlamasindan sonra DNA analizleri adli bilimlerde
kullanilan en 6n yontemlerden biri haline gelmistir. Adli genetikte analiz edilen 6rneklerden

elde edilen her bireye 6zgili olan DNA profilleri istatiksel metotlar ile degerlendirilir. S6z
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konusu bireyin kimliklendirilmesi, diger bireyler ile biyolojik akrabalik iligkilerinin

saptanmasina veya bir olay yeri ile iligkilendirilmesine olanak saglar (2).

Disler insan iskeletinin en 6nemli kismini olusturmaktadir. Tiim kemikler arasinda disler,
kimyasal ve fiziksel dayaniklilig1 en fazla olan ve en fazla korunan yapilardir. Diger iskelet
kemiklerinden farkli olarak dislerin kron boliimii sadece travma, asinma, tedaviler ve
mineralizasyon bozukluklarindan etkilenebilir. Disler bireye ait pek ¢ok bilgiyi icerir. Cinsiyet,
yas, saglik durumu, tiiketti§i besinler, hastaliklari, meslegi gibi bilgileri edinmemizi
saglayabilirler. Dislerin saglam yapis1 genetik materyalleri korudugundan DNA analizlerinde

profil eldesinde sikc¢a kullanilmaktadir (4).

Bu tez c¢alismasinda amac¢ kisilerin kimliklendirilmesinde dis orneklerinin kullanildig:
durumlarda karsilasilabilecek zorluklar ve bu durumlara gére DNA’nin geri kazanilip
kazanilmadiginin belirlenmesidir. Bu c¢aligmada gerek felaket kurban1 gerekse adli bir
vakada delil karartmak amaciyla cesedin, ceset kalintilarinin yok edilmeye ¢alisildig
durumlarda, ¢esitli kuvvetli asitlere maruz birakilan 6rneklerle kisiye dair DNA bilgilerin
saklandig1 en korunakli ve saglam yapilar olan disler calisilmistir. Daha Once yapilan
caligmalarda belirli asitlere maruz birakilmis dis 6rneklerinde DNA elde edilebildigi goriilmiis
olup, bu ¢alismada ¢esitli kuvvetli asitlere maruz birakilmis farkli dis 6rneklerinden DNA geri

kazanimi hedeflenmistir.
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2. GENEL BILGILER

Adli bilimler; sug ile ilgili tim unsurlar olay yeri basta olmak {izere siipheli ve magdur agini
en dogru sekilde degerlendirerek, adaleti en kisa zamanda saglamak i¢in multidisipliner sistem

tizerine kurulu bir bilim dalidir.
2.1 Adli Bilimleri Tarihgesi

Adli bilimler, ilk su¢ varligindan itibaren gelismeye baslamistir. Sucun varligi ve
cesitlilikleriyle degisime ve gelisime ugramustir. 16. yiizyil ile 18. ylizyillar1 arasinda 6liim
sebepleri olarak zehirlenme tespitleri iizerine adli tip kitaplarindaki zehirler ile ilgili bilgiler yer
almistir. 18. ylizyil sonrasinda adli toksikoloji alant gelisimine devam edilmistir. Sanayinin
giderek gelistigi donemlerde, 18. Yiizyll donem sonlarinda ve 19. yilizyilin baglarinda adli
bilimler bolimiinde gelismeler olmus; mikroskopi, fotografi ile radyolojiden yararlaniimaya
baslanilmistir. Gergeklesen her olayin sonucunda ve giderek gelisen teknolojinin ardindan adli
bilimler alanlarinda gelismeler yasanmistir.19. yilizyilda mahkemelerde profesyonel taniklar
goriilmeye baslanmustir. 1k 6zel taniklar tip doktorlar1 ve operatorler olmustur. 19. yiizyilin
sonlarinda diger alanlardan uzmanlar da mahkemede taniklik yapmaya baslamislardir.

Boylelikle adli bilimler alanlara ayrilmaya baslamistir.
Adli bilimlerde 6ncelik bireyin tanimlanmasi olmustur. Bunun i¢in iki yaklasim yapilmastir.

Birincisi 1800°lii yillarin sonlarinda Henry Faulds tarafindan diisiiniilen ve Francis Galton ile
pratik kullanima alman parmak izi kiyaslamasi olmustur. Diger yOntem ise Alphonse
Bertillon’un Bertilonaj olarak bilinen, bireyin viicudunun c¢esitli kisimlarinin dl¢timlerine
dayanan kimliklendirme yontemidir. 20. Yizyilin baglarinda fotografik ve mikroskobik
islemlerin artmastyla el yazi, balistik, alet izleri gibi adli bilimler alanlar1 gelismeye baglamistir.
Adli bilimlerde en biiylik gelismeler gelisen aletli analizler ile ikinci diinya savasindan sonra

olmustur. 1990’11 yillardan itibaren genetik alanindaki gelismelerle birlikte kan, kil, tiikiiriik,
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sperm, kemikler su¢ olaylarinda kisilerle iliskilendirmede kesin unsurlar olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Diinya lizerinde bitmeyen suglar, olusan felaketler ile adli bilimler giderek
gelismis ve daha fazla alanlara ayrilmistir. Tiim bu disiplinler bir biitiin halinde adli bilimleri

olusturmaktadir (5).

2.2 Adli Bilimler ve Uygulama Alanlar:

Adli bilimler multidisipliner bir bilim dali olarak bir¢ok uzmanlikla birlikte bir biitiin
halindedir. Sugun kavram olarak var olmasiyla birlikte baglayan ve su¢un sonucundan itibaren
devam eden tiim asamalari icermektedir. Sugun tipine bagl olarak yardim alinan bilim dallar1
cesitlenmektedir. Adli bilimler igerisinde adli genetik, adli kimya, balistik, adli antropoloji, olay
yeri inceleme gibi ¢esitli alanlari igermektedir. Uygulama alanlar1 sucun cesidine gore
degismekle birlikte ayn1 zamanda alanlarin ortak calismalariyla da sugun aydinlatilmasinda

faaliyet gostermektedir (1).

2.2.1 Adli Bilimler ve Olay Yeri inceleme

Sugun varligimin tespitinin ardindan ilk incelemeler olay yerinde baslar. Tiim pargalarin

bulundugu yer olan olay yerinde dogru teknikler kullanilirsa ¢ogu sorunu cevabi bulunabilir.

Olay yeri incelemesi, olayin meydana geldigi yerde yapilan incelemeler ile olaymn faili,
magduru ve olay yeri ile arasindaki iligkinin saptanmasi amaciyla c¢esitli teknik, yontem ve

metotlar1 kullanarak yapilan adli inceleme ve delil toplama islemi olarak tanimlanmaktadir (6).

2.3 Adli Bilimlerde Kimliklendirme

Adli bilimlerde bireyin kimlik tespiti ilk ve en 6nemli asamadir. Bireyin diger kisilerden
ayrilmasi ve vaka ile ilgili ¢c6zlim i¢in kimliklendirme siireci biiyiik 6nem tasimaktadir. Her ne

kadar kimlik tespitlerinde aileler ve yakinlar kullanilsa da ¢ogu vakada g¢evre kosullar1 ve
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olaylarin niteligine bakilarak, viicut biitiinliigiinde olusan bozulmalardan sebep kimlik tespitleri

zor bir hal almaktadir.

Pozitif kimliklendirmelerde kullanilan birincil yontemler olarak; parmak izi incelemeleri,
dental analizler ve DNA analizleri kullanilmaktadir. Kimliklendirmede c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. ikincil yontemler olarak kullanilan aile ve yakinlar disinda; viicut iizerinde
olan bireyi diger kisilerden ayiracak dovme ve yara izleri kimliklendirme siirecine yardime1

olmaktadir (5).

2.4 Adli Genetik ve DNA Analizleri

1980’lerin ortalarinda Alec Jeffrey’in, her bir bireyin genetik olarak digerlerinden ayirt
edebilmenin teknik olarak miimkiin oldugunu kanitlamasinin ardindan DNA analizleri adli
bilimlerde kullanilan en 6nemli araglardan biri haline gelmistir. Olay yerinden gelen 6rneklerin

kimliklendirilmesi DNA analizleri ile yapilmaktadir (3).

2.4.1 Temel Adli Genetik Uygulama alanlar

1. Olay yeri/ adli delil incelemeleri: Olay yerinde bulunan fiziksel deliller ile olaya karisan
kisiler arasinda DNA bazli baglanti kurulmasi. Olay yerinde bulunan kurbanlarin
kimliklendirilmesi.

2. Felaket kurbanlarinin kimliklendirilmesi (DVI): Savas veya dogal afetler sebebiyle
kaybolan kisilerin bulunmasi

3. Diger akrabalik testleri: Akrabalik iliskilerinin teyidi (babalik testleri gibi)

4. Insan-disinda diger canli/hayvanlarda ilgili adli uygulamalari: Olay yeri
incelemelerinde evcil hayvanlarla ilgili delillerin ve ayrica yasal olmayan hayvan
ticareti/ihracati ve hirsizlig1 dosyalarinin DNA-bazli ¢6ziimii.

5. Mikrobiyal adli genetik uygulamalar: Biyo-terdrism, biyo-su¢ ve biyoloji etkenlerin

kazara salinimi dosyalarin ¢oziimii (2).



Asitlere Maruz Birakilan Diglerinden DNA Geri Kazanimi 6

2.4.2 DNA

Niikleer genetik materyal, her insan bulunan toplamda 46 kromozomdan olusan bir yapiya
sahiptir. 46 kromozoma sahip her bireyin kalitimsal olarak 23’ii babadan, 23’1 ise anneden
gelmektedir. Bu kromozomlar igerinde bireyin cinsiyetini belirleyen X ve Y kromozomlaridir.
Boylelikle bir kadin 22 adet annesinden otomozomal kromozomu + X kromozomu ve
babasindan 22 adet otomozomal kromozomu + X kromozomu vardir. Erkek bireylerde 22 adet
otomozomal kromozomu annesinden + X kromozomu ve babasindan 22 adet otomozomal
kromozomu+ Y kromozomu vardir. Y kromozomu sadece babadan erkek c¢ocuklarina
aktarilmaktadir. Baba ve ogullarinin Y kromozomlari tamamen aynidir. Ayni durumda insan
hiicrelerinde bulunan mitakondriyal DNA ise anneden cinsiyet ayrimi olmadan tiim ¢ocuklara
aktarilmaktadir. Anne ile tiim ¢ocuklarinin mitakondriyal genetik materyalleri tamamen aynidir.
Bu durumlara gore her bir nesil digerine tiim genetik 6zellikleri nesiller boyunca aktarmaktadir.

Bu sekilde adli genetik metotlar ile ¢calismalar yapilmasina olanak saglanmaktadir.

DNA dort farkli niikleobazin ile olugsmaktadir. Bu dort farkli niikleobazin birbirinden farkli
bazlar1 vardir ve bu bazlar iki ayr1 dizin seklinde kendi aralarinda karsilikli olarak Adenin Timin
veya Guanin Sitozin birbirini esleyerek DNA ¢ift sarmalin1 olustururlar. Bu sekilde dizilen
bazlar genleri ve diger DNA yapilarim1 kodlar. Genler de belli bir sira ile her {i¢ baz dizisi
seviyesinde kodlanmis bulunan amino asitler araciligiyla hiicrelerin temel taglar1 olan

proteinleri kodlar.

Bireysel bakimda bir insandan alinan her hiicre teorik olarak tamamen aymi cekirdek ve
mitakondriyal kaynakli genetik materyale sahiptir. Farkli genetik kodlamalar bireylerin

birbirinden ayiran karakteristik 6zelliklere sahip olmalarini saglar.

Viicuttaki diger molekiillere oranla DNA daha dayanikli bir yap1 olsa da gesitli ¢evresel

faktorlere, gesitli kimyasallara, gilines 1s1nlarina, mor 6tesi 1s1nlara ve insan viicudunda bulunan
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protein ve enzimlere maruz kaldiginda degrade olabilmektedir. Bu sebeple DNA 6rnekleri diger
biyolojik materyallerde oldugu gibi uygun kosullarda koruma altina alinmasi gerekmektedir.
DNA igeren bir 6rnek kuru veya soguk ortamda saklanmalidir. Kisa siirede 1-2 giin igerisinde

buzdolabinda +4°C, uzun siirede -20°C ile -80°C arasinda saklanmalidir (2,8).

2.4.3 DNA Izolasyonu

Hiicre ve ¢ekirdek zari igerisindeki DNA’nin fiziksel ve kimyasal yontemler yardimiyla
cikarilmasi ve hiicresel yapi artiklarindan arindirilmasidir. Saf bir DNA elde etmek amaciyla bu
islem gergeklestirilir. Hiicre zarmin biitiinliiglinii bozmak amaciyla kimyasal olarak tuz,
deterjan, SDS, EDTA, etanol, sodyum siilfat, proteinaz K, Rnaz gibi tamponlar kullanilir.

Boylelikle hiicre zar1 ve ¢ekirdek zar1 parcalanir.

DNA izolasyonu ii¢c asamadan olusmaktadir; parcalama(liziz), ayirma(denatiirasyon),
saflagtirma(piirifikasyon). Liziz hiicrenin par¢alanmasiyla yiliksek molekiil agirlikli DNA nin
aciga ¢cikmasi asamasidir. Denatiirasyon DNA’nin protein kompleksinin ayrilmasi ve DNA’nin
coziiniir hale getirilmesidir. Pirifikasyon ise DNA’nin basit enzimatik veya kimyasal
yontemlerle proteinler, RNA ve makromolekiillerden ayrilmasi islemidir. Boylelikle analiz i¢in

saf bir DNA elde edilir (17).

2.4.4 DNA Miktar Ol¢iimii

Izolasyon basamaklarmin ardindan DNA’nin kimliklendirme ¢alismalarinda kullanilabilmesi
icin belli bir miktarinin {izerinde olmasi gerekmektedir. Bu sebeple DNA’nin miktar ve saflig1
kantitatif 6l¢iim 1ile belirlenmektedir. Yiiksek maliyeti diistirmek ve elde edilen 6rnegin
giivenilirligini arttirmak amaciyla saflik derecesi ve miktar dl¢iimii olduk¢a dnemlidir. DNA
miktar Ol¢climiinde spektrofotometre cihazlar1 kullanilir. Bu cihazlarin ¢aligma prensibi, sivi
orneklere belli dalga boyunda 151k gonderdikten sonra gonderilen 15181n ne kadarinin absorbe

edilmeden gectigini Olger. Sivi 6rnegin i¢indeki madde ne kadar yogun miktardaysa absorbe
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edilen 151k miktar1 o kadar fazla olur. Gonderilen ve gegen 151k miktarinin birbirlerine orani
absorbans adi verilen optik yogunluk degeri ol¢iiliir. Her bir madde kendi kimyasal yapisina
gore farkli dalga boylarindaki 15181 sogurur. DNA ve proteinler sogurmayi kendi kimyasal
yapilarindaki halkalarla gerceklestirir. Isik kaynagindan gelen foton halkasal yapidaki pi
orbitallerini uyarir gelen foton sogurularak enerjiye doniistiiriiliir. Nikleotitlerde sogurma
asamasi azotlu bazlarin {izerinde bulunan halkasal yapilarla gergeklesir. Genellikle
260nanometre dalga boyundaki 15181 sogurur. DNA miktar 6l¢iimlerinde bu dalga boyu baz
alinmaktadir. Spektrofotometrelerde 260/280 oran1 ¢ogunlukla Orneklerdeki protein

kontaminasyonunun gostergesidir. Protein kontaminasyonunun artmastyla 260/280 oran1 azalir
(D).
2.4.5 DNA Amplifikasyonu (PCR)

DNA igerisinde yer alan baz dizisi bilinen DNA bdlgesinin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasini
saglayan teknige PCR denir. PCR DNA molekiiliiniin milyarlarca kopyasinin olugmasini saglar.
Istile ¢alisan PCR yonteminde 1s1ya dayanikli Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen Taq
polimeraz enzim proteini kullanilir. PCR asamasinin ka¢ dongii olacagini baslangigta bulunan
DNA molekiil sayist belirler. PCR teknigi denatiirasyon, hibridizasyon ve polimerizasyon
olarak 3 basamakta gerceklesir. Denatiirasyon, yiiksek sicaklikta (90-95°C) DNA’nin iki
zincirinin birbirinden ayrildig1 basamaktir. Primerlerin hedef DNA’ya baglandig1 ortalama
50°C ile 70°C arasinda gergeklestigi asamaya hibridizasyon denilir. Polimerizasyon ise 70°C
ile 75°C arasinda DNA zincirinin uzay1p belirli sayida tekrarlandig1 asamadir. Dongtiler halinde

kopyalama gergeklesir ve her bir dongiide iki kat1 kadar kopya olusturur (9).
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2.4.6 Elektroforez

DNA izolasyon isleminin sonuglarinin degerlendirildigi son basamagidir. DNA

konsantrasyonunu, DNA safligin1 ve DNA miktarini belirler.

Elektroforez igleminde molekiillerin icerdigi elektrik yiikleri farkli hizlarda hareket ederek
yapisindaki molekiillerin ayrimini saglar. Elektrik yiikii, kimyasal icerigi ve matriks yogunlugu
fazla olan molekiiller yavas ilerleyerek geride kalir boylelikle yiikii ve yogunlugu az olan

molekiiller hizli ilerleyerek one geger. Adli genetikte 3 tiir elektroforez kullanilmaktadir (10).

Bunlar;

e Agaroz Jel Elektroforezi
e Poliakrilamid Jel Elektroforezi

e Kapiller Elektroforezdir

2.4.7 Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez (CE), genellikle 25-75 um ¢apinda ve 100 cm uzunlugunda silika kapiller
borular kullanilarak yapilan bir analiz yontemidir. Bu yontemin farkli modelleri mevcuttur,
ancak genel olarak bir ince silika kapiller boru, iki elektrolit tampon haznesi, bir yiiksek voltaj
giic kaynagi ve bir veri degerlendirme dedektorii icerir. Is1 dagilimi, genellikle 25-30 kV
araliginda bir voltaj uygulamasina izin verir. Bu yiiksek voltaj, kisa slirede daha kaliteli ayrim
yapilmasini ve daha fazla fraksiyonun elde edilmesini saglar. Kapillerin bir ucundan uygulanan
yliksek voltaj, 6rnek molekiillerinin, kapillerin i¢ ylizeyindeki pozitif iyonlarin katoda dogru
hareketi sonucu olusan elektroozmotik akis yardimiyla ayrilmasina yol agar. Elektroozmotik
akis, genellikle tiim 1yonlar katoda dogru tasimak i¢in yeterince giicliidiir, bu yiizden 6rnekler
kapillere anodik ugtan verilir. Bu sistemde net hareket katoda dogrudur ve ayrim, anoda dogru

geri gecis hizlarindaki farkliliklara dayanir. Termal etkiler nedeniyle kapiller duvari ile merkez
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arasinda viskozite farkliliklar1 olusabilir. Pozitif yiiklii iyonlar, elektroozmotik akis ve iyon
hareketinin ayni1 yonde olmasi nedeniyle kapiller ¢ikisa daha erken ulasir. Maddelerin tespiti
ise cesitli dedektorler kullanilarak gergeklestirilir. Yiiksek hassasiyetli dedektorler lazer
desteklidir ve ayn1 anda birkag farkli boyay1 ¢ozebilir ve kapiller elektroforez (CE) aygitlarinin
coklu reaksiyonlar calistirmasina izin vererek verime katkida bulunabilir. Yiiksek voltajin
uygulanmasi boyut farkliliklarinin hizl bir sekilde ¢oziilmesini saglar ve hidroksietil seliiloz ve
polivinil pirolidon gibi maddelerle emprenye edilmis kilcallar, 600 baz ciftine kadar uzun

STR'lerden bir ila {i¢ baz ¢ifti tutarsizliklarini ¢ézebilir (22) .

Adli bilimlerde kapiller elektroforez, birgok farkli alanda etkili bir arag olarak kullanilmaktadir.
Bu teknoloji, 6zellikle adli toksikoloji, adli biyoloji ve adli biyokimya gibi disiplinlerde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ilag ve zehir analizlerinde, kapiller zon elektroforezi (CZE) ve misellar
elektrokinetik kapiller kromatografi (MEKC) gibi yontemler sikca tercih edilmektedir. Atesli
silah artiklarinin incelenmesinde MEKC metodolojisi kullanilarak organik katki parcalari
analiz edilebilirken, CZE yontemi inorganik anyon ve katyonlara odaklanma imkani sunar.
CZE, miirekkep kalintilari, toksik maddeler igerebilecek kii¢iik iyonlar, biyopolimerler ve
proteinler gibi ¢esitli bilesenlerin analizinde etkili bir yontem olarak bilinir. Adli genetikte ise
DNA ve RNA analizleri i¢in kullanilan kapiller jel elektroforez (CGE) yontemi, 6zellikle STR
(kisa tandem tekrarlar1) kimliklendirme uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kapiller elektroforez, DNA analizlerinde yiiksek ¢oziiniirlik ve giivenilirlik sagladigr i¢in

tercih edilir (23).

Kapiller elektroforez uygulamalari, otomasyon agisindan uygun olmasi nedeniyle hizli ve
giivenilir sonuclar elde edilmesini saglar. Gilinlimiizde, kimliklendirme calismalarinda bir¢ok
genetik marker (otozomal-STR, Y-STR, X-STR, indel, mtSNP, otozomal SNP, X-SNP, Y-SNP,

soy belirleme i¢in Ancestry Informative Markers; AIMs, fenotipik markerlar ve mRNA)
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kapiller elektroforez yontemi kullanilarak analiz edilmektedir. Bu yontem, adli bilimlerde

genetik analizler i¢in etkili ve kapsamli bir ¢6ziim sunar (24).

2.5 Adli Bilimlerde Biyolojik Ornekler

Olay yerlerinde bulunan en net ve gilivenilir 6rnekler olarak biyolojik deliller bizlere
kimliklendirme agisinda en verimli sonucu vermektedir. Bir canliya ait olan her delil biyolojik
ornek olarak nitelendirilmektedir. Adli bilimlerde en sik kullanilan biyolojik drnekler; sag, kil,
seminal s1vi, tiikiirtik, idrar, kan, doku parcasi, kemik ve dis olarak siralanabilir. Bu biyolojik
ornekler ile DNA analizleri neticesinde kimliklendirmeler yapilabilmektedir. Boylelikle
magdur, fail ve olay yeri arasindaki baglantt kurulabilmekte ve masum kisiler

saptanabilmektedir (7).

2.5.1. Dis Ornekleri

Yapisal olarak dis, mine, dentin, sement, kok ve pulpadan olusan viicuttaki en sert yapidir. En
distaki tabaka, pulpanin altinda bulundugu dentini doseyen sementi koruyan minedir. Emaye
nedeniyle disler, insan viicudundaki kuronu (agikta kalan beyaz kisim) ve dentini kaplayan en
sert organlardir. Dig minesi nedeniyle disler neme, yliksek sicakliga travma gibi asir1 kosullara
uzun siire maruz kalarak hayatta kalmasin1 saglar (13).

Mine mikrobiyal etkiye kars1 dayaniklidir hidroksiapatit mineralleri (HA), kolajen ve sudan
olusan i¢ ice ge¢mis bir matriksten olusur. Dis kronunun en dig tabakasi olan mine, %97 HA ve
%3 sudan olusur ve bu da onu viicuttaki en mineralli yap1 haline getirir ancak DNA igermeyen
hiicresel olmayan bir kisimdir (14).

Kok, disin dentin, sement, pulpadan olusan hiicresel kismidir ve daha fazla DNA verdigi
gosterilmistir. dentin/pulpa kompleksi disin biiyiik kismini olusturur ve minenin aksine oldukca
hiicreseldir. Pulpa, ¢ok sayida hiicre tipi igeren, zengin damarli ve innerve olmus bir bag

dokusudur. Bunlar arasinda odontoblastlar (dentin olusturan hiicreler), fibroblastlar, savunma


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cementum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/volume
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/odontoblast
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hiicreleri (6rnegin histositler ve makrofajlar), plazma hiicreleri, sinir hiicreleri ve
farklilagmamis mezenkimal hiicreler bulunur. Odontoblastlar, hiicre goévdeleri pulpa siir1
boyunca ve dentin boyunca uzanan uzun doku siirecleri ile yonlendirilir. Pulpa sunda en
fazla sayida bulunan hiicreler, mm'de yaklagik 11.000 adet olan odontoblastlardir ve mm basina
1000 olarak tahmin edilen fibroblastlardir. Bu nedenle, yaklasitk 80 diploid
hiicre, STR tiplemesi i¢in gereken minimum DNA miktarini verebildiginden, pulpa degerli bir
DNA kaynagidir. Pulpa, kok ucu ve kan damarlarinin gectigi aksesuar kanallar araciligiyla
periodontal dokularla (disi alveol kemigine baglayan dokular) birbirine baglanir. Aksesuar
kanallar agirlikli olarak kokiin alt yarist boyunca ve azi diglerinde pulpa odasinin tabanindan
furkasyon alanina (kokler arasindaki alan) kadar meydana gelir. Pulpanin nispeten yiiksek
hiicreselligi goz Oniine alindiginda, bu doku dislerdeki en zengin DNA kaynagini saglar (15).

Bununla birlikte, pulpa siirli miktarda olabilir veya yasli ve/veya hastalikli dislerde bile
olmayabilir. Ozetle, pulpa ve sement acikca disteki en degerli niikkleer DNA kaynaklaridir ve
hem bu dokular hem de dentin iyi mtDNA kaynaklaridir. Dis minesi, dentin ve pulpanin
korunmasinda 6nemlidir ancak DNA'dan yoksundur. Bu nedenle, dis minesi diger dis dokulari
ile 6rneklenirse, muhtemelen bir seyreltme etkisine sahip olacaktir ve kalsiyum da dahil olmak
iizere yiliksek mineral konsantrasyonlart ekstraksiyon islemini karmasiklastirabilir

ve PCR amplifikasyonunu engelleyebilir (13,14,15).

Disten DNA ekstraksiyonu i¢in iki yontem vardir: tahribath ve tahribatsiz. Pudrasiz yontem
olarak da adlandirilan tahribatsiz yontem, disin tiim kisimlari, yani mine, dentin, sement ve
pulpa DNA ekstraksiyonunda yer aldigindan 1yi miktarda DNA verir. Destriiktif yontemde,
disin 6giitiicli veya doku parcalayici ile zorla mekanik olarak yok edilmesi, ¢ikarilan DNA'nin
kalitesini ve miktarmi tehlikeye atabilir. Tam dis taglama ve toz haline getirme tekniklerini

kullanan biiyiik 6l¢ekli caligmalar daha once dislerden yiiksek DNA tipleme basar1 oranlari


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1355030613000579#bb0205
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-body
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microsatellite-dna
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/molar-tooth
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/polymerase-chain-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-extraction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/grinding-machining
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-profiling
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bildirmistir bununla birlikte, DNA ekstraksiyonundan 6nce optimal dis se¢imi ve dislerin alt
orneklenmesinin DNA profilleme basar1 oranlarin1 daha da iyilestirmesi muhtemeldir

(13,14,15).

2.5.1.1 Dis ve Kemik Orneklerinde DNA Analizi

Dis ve kemik dokulardaki DNA analizlerinde gesitli DNA kitleri ve yontemler kullanilmaktadir.
2023 yilinda Anika C. Rancourt ve arkadaslarinin c¢alismasinda domuz kemik ve dis
orneklerinden DNA analizinde, 50 mg kemik veya dis tozu 1 mL demineralizasyon tamponunda
inkiibe edilmistir. Demineralizasyondan sonra, DNA ¢ikarma islemi PrepFiler Express BTA™
Forensic DNA Extraction Kit ve AutoMate Express™ Forensic DNA Extraction System
kullanilarak  gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA ekstraktlarinin  miktarina  gore
demineralizasyon sonrasi DNA miktarinin demineralizasyon asamasi olsun veya olmasin
ekstraksiyon i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p degeri <0.05) sonucuna
varilmistir. Ayrica ¢alismada karsilastirilmas: yapilan dis ve kemik orneklerini toz haline
getirme islemlerinden; kahve 6giitlicii ve havan -tokmak yontemlerinin bu amag i¢in uygun
oldugu kabul edilirken, nester ve doner alet yontemlerinin bu tiir uygulamalar i¢in uygun

olmadig1 sonucuna varilmistir. (16)

2021 yilinda Kumar ve arkadaglar1 6lii bedenlerdeki dis 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu i¢in
organik ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu yontem, Sambrook ve Russell'in klasik organik
ekstraksiyon protokoliine dayanmaktadir. Yontemde disleri kirmak i¢in tozsuz yaklasim
kullanilmigtir. Mikrobiyal kontaminasyonu onlemek i¢in disler sterilize edilmis bigaklarla
kazinarak pargalar haline getirilmistir. Mevcut ¢alismada toplam 95 dis analiz edilmis ve 83
tam DNA profili elde edilirken 10 profil i¢cin parcali profiller elde edilmistir. 2 profil ise sonug

vermemistir. Calismada dis 6rnekleri ¢evresel kosullara maruz kalan 6lii bedenlerden alinmasi


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dna-extraction
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sebebiyle en iyi sonucun iskeletlesmis ve kismen yanmis ancak tamamen yanmamig Oli

bedenlerden elde edilen dislerden tam DNA profilleri elde edilebilecegi sonucuna varilmistir

(13).

2021 yilinda Heatfield ve ark tarafindan yapilan ¢alismada, dis 6rneklerinin ektraksiyonunda
QIAamp® DNA Investigator Kiti kullanilarak ayr1 bir modifikasyon yapmislardir.
Ekstraksiyon islemi, iireticinin protokoliine uygun olarak yapilmig ancak inkiibasyon siiresi 20
saate uzatilmistir. Diger bir yontem olarak dis 6rneklerinden DNA, fenol-kloroform yontemi
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Protokol optimizasyonu kapsaminda, pH 8.0'de fenol
kullanilmig ve ornekler 56°C'de bir gece boyunca firinda inkiibe edilmistir. Fenol-kloroform
yontemi, QIAamp® ydntemine gore onemli Slgiide daha yliksek DNA konsantrasyonlari ve
daha fazla bozulmamis DNA iiretmistir. Ancak fenol-kloroform yonteminden elde edilen
iyilestirilmis DNA biitiinliigli ve konsantrasyonu, dnemli 6l¢lide daha yiiksek DNA profilleme
basarisina doniismemistir. DNA profili basaris1 fenol-kloroform ve QIAamp® Kit arasinda

onemli Ol¢tide fark olusturmadig1 sonucuna varilmistir (17).

2015 yilinda Stam ve arkadaslar1 ¢evresel ¢esitli etkenlere maruz birakilmis dis 6rneklerinden
yaptiklart DNA izolasyonunda, disleri toz haline getirme islemini klasik yontem olarak tiim
disin ogiitiilmesi ile Ters-Kok-Kanal yontemi olarak adlandirilan kdklerin apikal forameninden
pulpa boslugundaki dentine erisim saglanarak dentinin ¢ikarilip toz haline getirildigi yontemin
karsilagtirilma calismasi yapilmistir. Bu calismada, tiim dis kokiinii 6glitmektense ters kok
kanal yontemi kullanilarak daha fazla DNA verimi elde edilmis ve bunu sonucunda daha iyi

STR profilleri elde edilmistir (18).
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2023 yilinda Tamara Lescovar yetigkin ve ¢ocuk dislerinden DNA miktarin1 karsilagtirmak
amaciyla dis 6rnekleri i¢in Zupani¢ Pajni¢’in protokolii uygulanmistir. Ydntemin ana mantigt
orneklerin temizligini ve hazirlanmasini optimize ederek, yiiksek kalitede ve yiiksek miktarda
DNA elde edilmesini hedeflemektedir. Ozellikle bozulmus veya eski 6rneklerde basarili DNA
analizleri yapmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Protokol kontaminasyon riskini minimize eder ve
DNA'nin ekstraksiyon siirecinde en iyi sekilde korunmasini saglamaktadir. Calismada
EZ1&EZ2 DNA Investigator kit (Qiagen) robotize DNA ekstraksiyon sistemi kullanarak
DNA’lar geri kazanilmistir. Calisma, yetiskin olmayan dislerin genellikle yetigskin dislere

kiyasla daha diisiik DNA miktarlari sagladigini ortaya koymustur (19).

2.6 Biyolojik Orneklerden DNA Analizini Etkileyen Faktorler

Olay yerindeki biyolojik 6rneklerden DNA materyali elde etmek, incelemelerdeki en 6nemli
noktadir. Maddi delillerde en fazla niteligi tasiyan DNA uygun sartlar altinda saklanirsa olay
hakkinda giivenilir ve kesin sonucglar vermektedir. Olay yerlerinin farkli 6zellikleri ve hava
kosullar1 sebebiyle veya laboratuvara ulastirilirken yapilan hatalardan sebep DNA 6rnekleri
bozulmaya ugrayabilir. Bu sebeple DNA analizi miimkiin olmayabilir. Biyolojik 6rnekler 6rnek

miktarinin az olmasi, kontaminasyon ve degradasyon faktorlerinden etkilenebilir (1).

2.6.1 Kontaminasyon

DNA igeren delile farkli bir DNA kaynaginin transfer olmasi kontaminasyon anlamina
gelmektedir. Kontaminasyon DNA materyali olay yerinden toplanirken uygun sekilde
toplanmamasindan sebep veya olay yeri ekibinin 6zen goOstermemesi, gerekli Onemleri
almamasi ile olusur. Laboratuvarda materyaller analize hazirlanirken ya da analiz esnasinda
diger ornekler ile karigmasiyla, laboratuvar personelinin kendi DNA’siyla, bir dnceki PCR

isleminin ardindan bir sonraki ornek ile karigmasi durumlarinda kontaminasyon olusur.
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Kontaminasyona ugramis delillerden DNA analizi yapilma orani diisiiktiir ayrica yapilan
analizin giivenilirligi azdir. Bu sebeple elde edilen sonuglar su¢suz bir kisinin su¢lanmasini

saglayabilir (11).

2.6.2 Degradasyon

Cevresel kosullar (sicaklik, nem,pH, toprak yapisi radyasyon) ve kimyasallar bagl olarak
DNA’nin fizikokimyasal 6zellikleri degismesine degradasyon denilmektedir. Oksidatif veya
hidrolitik olarak iki ¢esit zarara ugrar. Oksidatif reaksiyonlar, DNA iizerinde baz degisimlerine
neden olur. DNA analizlerindeyse bazlarin hatali birlesmesi ve DNA ipliginin uzayamamasi
seklinde olur. Hidrolik reaksiyonlarda, DNA’nin fosfodiester baglarinin kirilmasiyla DNA nin
parcalanmas1 ve N-glikozil baglarmin kirilmasi ya da deaminasyon ile bazlarin yanlis

birlesmesine neden olur. (11)

2.6.3 Kemik Dokularda DNA Degradasyonu

DNA molekiiliiniin kemik doku igerisinde hangi zaman araliklarinda nasil bozulduguna dair
arastirmalar yapilmasina ragmen biyokimyasal ve cevresel etmenlerin Ornekleri ne kadar
etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. DNA molekiiliiniin 6rnegin bekledigi zamandan ¢ok
maruz kaldig1 faktdrlere bagh olarak degistigine dair calismalar yapilmustir. Ozellikle soguk ve
kurak kosullarda materyallerin 1yi korundugu, nemli ve sicak bolgelerde daha fazla bozulmaya

ugramistir. Toprak pH’1 ve tuz DNA bozunma siirecini etkilemektedir. Islak ya da nemli

ornekler kurutularak saklandiginda hidrolik hasarlardan korunmaktadir.

DNA analizleri i¢in onceki ¢alismalarda yumusak doku tercih edilmis fakat sonradan uzun
kemikler DNA analizleri i¢in uygun bulunmustur. Daha sonraki ¢aligmalarda farkli iskelet
parcalar calisilmis ve en iyi DNA kaynagi olarak disler belirlenmistir. Dis pulpasi ve
sementumun Ozellikle ¢ekirdek DNA ve hem de mtDNA eldesi icin, disin dentin kisminin ise

mitakondriyal DNA elde etmede verimli oldugu bulunmustur. Ayrica sementumdan elde edilen
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mitakondri DNA’s1 dentinden elde edilen mtDNA miktarindan bes kat daha fazla oldugu

belirlenmistir. Bunun sebebi olarak sementumdaki hiicre yogunlugunun fazla olmasidir (12).

2.7 Dis Ornekleri ve Asit Maruziyeti

Diglerin ¢esitli asitleri iceren ortamlara maruz kalmasinin DNA {izerindeki etkilerini anlamak
hem adli vakalarda hem de c¢esitli felaket durumlari veya arkeolojik ¢alismalarin dogrulugunda

kritik 6neme sahiptir.
Yapilan calismalarda asit maruziyetlerinde dislerin etkilenmesi incelenmis bir konu olup:

Bir calismada cesitli kuvvetli asitlerin dislerin morfolojik yapis1 tizerindeki etkileri
arastirllmistir. Hidroklorik Asit (HCI) %37, Nitrik Asit (HNOs) %65 ve Siilfirik Asit (H2SO4)
%96 derisimlerinde, 8 saat siireyle bekletilen ©6n kesici dis Orneklerinin etkileri
degerlendirilmistir. Hidroklorik asidin disler iizerindeki etkileri, kisa siireli maruziyette bile
belirgin morfolojik degisikliklere yol agmaktadir. ilk 15 dakikada dislerde hafif catlaklar
olusmus, 30 dakika i¢inde ¢atlaklarin ilerledigi ve 1 saat sonunda dislerin morfolojisinin
tamamen bozuldugu gozlemlenmistir. 8 saatlik maruziyet siiresinde disler tamamen
coziilmiistiir. Nitrik asidin disler tizerindeki etkileri ise koklerde renk degisiklikleri ve catlak
olusumlar1 ile kendini gostermistir. 15 dakika i¢cinde kok kisminda sarimsi renk degisiklikleri
gbzlenmis, 1 saat icinde c¢atlaklar ortaya ¢ikmis ve 8 saatlik maruziyette dislerin tamamen
eridigi rapor edilmistir. Silfirik asit digler iizerinde 30 dakikada belirgin bir degisiklik
yaratmazken, 3 saat sonunda mine tabakasinin ¢dziinmesi ve tebesir benzeri bir goriiniim
olusturdugu goézlemlenmistir. 8 saatlik siire sonunda dislerin morfolojisi korunmus olarak

kalmstir (20).

Bir diger ¢aligmada, dis 6rneklerinin farkli kimyasal maddelere maruziyetinin DNA {izerindeki

etkileri incelenmistir. Calismada dis 6rnekleri 4 giin boyunca %37 hidroklorik asit (HCI), %10
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formaldehit ve %2,5 sodyum hipoklorit (NaOCl) kimyasallarina maruz birakilmistir. Bu
kimyasallarin dis dokusu {iizerindeki etkileri ve DNA'nin bozulma derecesi ile DNA
ekstraksiyonunun basaris1 onemli dl¢lide degerlendirilmistir. Hidroklorik aside maruz kalan
dislerin tamamen eridigi gdzlemlenmistir. HCI'nin disler iizerindeki etkisi, kalsiyum iyonlari ile
reaksiyona girerek kalsiyum kloriir ve hidrojen gazi olusumuna yol agmasiyla agiklanmistir. Bu
reaksiyon sonucunda dis dokusunun tamamen ¢dziilmesi, DNA geri kazaniminin imkansiz hale
geldigi belirtilmistir. Formaldehit uygulamasinda ise diglerin morfolojik yapisinda belirgin bir
degisim gozlenmemis ve DNA geri kazanimi basartyla yapilmistir. Ancak formaldehitin DNA
iizerindeki bozucu etkileri vurgulanmistir. Formaldehitin genetik materyalin bozulmasina
neden oldugu ve bu durumun DNA'nin kalite ve miktarini etkiledigi tespit edilmistir. Sodyum
hipoklorit uygulamasinda dislerin morfolojik yapisinda belirgin bir degisim gézlemlenmemis
DNA geri kazanimi basarili olmustur. Buna ragmen klorlu bilesiklerin niikleotid bazlar1 ve

aminoasitleri bozma konusunda zararl etkileri belirtilmistir (21).

Genel olarak, yapilan ¢alismalar kuvvetli kimyasallarin dislerde hizli ve belirgin morfolojik
degisimlere neden oldugunu, bu durumun DNA'min bozulmasini da hizlandirdigim
gostermektedir. Diisiik konsantrasyonlu ve daha az kuvvetli kimyasallarin dis morfolojisini
daha az etkileyebilecegi ancak DNA {izerindeki etkilerinin yine de Onemli oldugu

vurgulanmistir (21).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada; 18 yas iistii calismaya goniillii ve aydinlatilmis onam formu imzalatilmis sagliklt
bireylerden dis hekimi yardimiyla dis 6rnegi toplandi. Kagit zarflara toplanan dis ornekleri
farkli ortamlara maruz birakilmak i¢in hazirlandi. Bu ¢alismada dis 6rnekleri kuvvetli asitlere

8, 12 ve 120 saat maruz birakilmaistir.

e llk kategoride 8’er adet dis 6rnekleri HCL, HNO3, H2SO4 kuvvetli asitlerine maruz
birakilarak 8 saat aside maruz birakilmis dis elde edilmistir.

e ikinci kategoride 8’er adet dis 12 saat HCL, HNO3, H2SO4 asitlerine maruz
brrakilmistir.

e Ugiincii kategoride 2 adet dis 120 saat H2SO4 asidine maruz birakilarak genel toplamda
50 adet aside maruz birakilmis dis elde edilmistir.

e Hicbir maruziyete birakilmadan elde edilecek DNA miktarin1 gérmek tizere 2 adet dis

DNA izolasyonu, miktar tayini yapilarak referans 6rnek olarak kabul edilmistir.

Hazirlanan 6rnekler tek bir DNA izolasyon yontemi kullanilarak DNA izolasyonu yapilmis ve
izolatlardan DNA miktari 6l¢tilmiistiir. DNA miktarlar1 yeterli olanlar insan kimliklendirme Kiti

kullanilarak PCR ve elektroforeze tabi tutulup DNA profilleri elde edilmistir.

Tiim bu islemler; Uskiidar Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligmin 31.10.2023 tarih ve 61351342/ EKIM 2023-39 sayili etik kurul kararina uygun
olarak yapilmistir. Bu tez Uskiidar Universitesi Bagimliik ve Adli Bilimler Enstitiisii
biinyesinde bulunan Adli Bilimler laboratuvarindaki cihaz, ara¢ ve geregler kullanilarak yapilan

deneysel bir ¢calismadir.
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3.1 Kullamilan Kimyasallar ve Malzemeler

Kagit zarf

Cam kavanozlar

Steril Pens

Steril Kurutma Kagitlart

Piset ve cam pipetler

Cam Huni

%S35’lik Camasir suyu NaClO
Etanol

Filtre Kagid1 (UV 1sikta bekletilmis)
Otoklavlanmis Distile su

Tek kullanimlik steril edilmis torpii
Metal Blender

S1vi Nitrojen

Celik kaplar

Spatiil

Eppendorf tiipleri

%37 HCL

%65 HNO3

%95-98 H2S04

Proteinaz K (QIAGEN)

20
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3.2 Kullanilan Kitler

e QIAamp® DNA Investigator Kit (QIAGEN)
e Qubit dsSDNA HS Assay Kit

e (GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Sceinetific)

3.3 Kullanilan Cihazlar

e Buzdolabi1 (Argelik)

e Mikropipet Seti (Eppendorf, Isolab)
e Metal Blender (Sinbo, Awox)

e Vorteks (Velp)

e Santrifiij (Niive)

e Inkiibatér (Four E's Scientific)

e (Cecker Ocak

e Qubit 4 Floroumeter (Thermo Fisher Scientific)
e UV Kabini (Biosan)

e Hassas Terazi

e Otoklav

e Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific)

e 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)

21



Asitlere Maruz Birakilan Diglerinden DNA Geri Kazanimi 22

3.4 Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada; DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in cam ve metal tiim malzemeler otoklavda,
plastik ve kagit malzemeler UV kabininde steril edildi. Tiim asamalarda kontaminasyonu

engellemek amaciyla eldiven, maske, bone kullanild.

Ornekler gruplara ayrildi ve isimler verildi. Gruplar A, B ve C olarak saatlere gore ayrildi. A
grubu 8 saati, B grubu 24 saati, C grubu 120 saati temsil etmektedir. Numaralandirmada ikinci
konumdaki harfler ise asitlerin Tiirk¢e karsiligindaki bas harfleri olarak; N nitrik asidi, H
hidroklorik asidi, S siilfirik asidi temsil edecek sekilde ayrildi. Ornek olarak 24 saatlik nitrik
aside maruz kalan dis 6rnekleri icim BN1 ile BNS8 arasinda numaralandirma yapildi. Referans

ornekler icin REF1 ve REF 2 seklinde gruplandirma yapildi.

e 16 adet dis O0rnegi 8 ve 24 saat olmak iizere 2 grup halinde nitrik asit HNO3’ e maruz
birakildi.

e 16 adet dis 0rnegi 8 ve 24 saat olmak iizere 2 grup halinde hidroklorik asit HCL’ e maruz
birakildi.

e 18 adet dis 0rnegi 8, 24, 120 saat olmak iizere 3 grup halinde siilfirik asit H2SO4’ e
maruz birakild.

e 1 adet kesici | adet az1 disi referans 6rnek olarak hi¢bir maruziyete ugramadan temizlik

asamasina ge¢mistir.

Kullanilan tiim malzemeler tekrar kullanilmadan 6nce kontaminasyon riskini engellemek
amaciyla cam ve metal malzemeler otoklavda, plastik ve kagit malzemeler UV kabinde 3 saat

boyunca steril edildi.
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3.5 Orneklerin Temizlenmesi

Asit maruziyetinin ardindan dis ornekleri steril pens yardimiyla %5’°lik sodyum hipoklorit
icerisine 20 dakika bekletildi. Sodyum hipoklorit icerisinde dis 6rneklerini dis ylizeylerinde
bulunan fazlalik doku parg¢alarinin ¢6ziindiigii genel bir gozlem olarak goriildii. Bunun yaninda

dislerin dis yiizeyinde hafif beyaz katman biraktig1 gézlendi.

Dis drnekleri sodyum hipoklorit igerisinden steril pens yardimiyla bir kurutma kagidi iizerine
birakildi. Steril kagit torpi ile dis yiizeyindeki fazla katmandan ayrilacak sekilde mekanik

temizleme iglemi yapildi.

Zimpara ile temizleme isleminin ardindan sirasiyla %2100°liik etil alkol ve saf su ile huni
icerisinde temizlendi. Tim temizleme islemlerinin ardindan Kkurutma kagitlar1 {izerinde

parcalama islemine hazir olacak sekilde kurumaya birakildi (Sekil 1).
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Sekil 1. Dis Orneklerinin Sodyum Hipoklorit ile Temizligi ve Kurumasi

3.6 Orneklerin DNA izolasyonu

Kurumus dis 6rnekleri QIAamp® DNA Investigator Kit kemik ve dis 6rnekleri prosediiriine

uygun olarak izolasyon yapildi.

. Dis orneklerini nitrojen ve metal blender yardimiyla prosediire uygun sekilde toz haline

getirildi.

Dis 6rnegi kurutma kagidindan gelik bir kap igerisine alindi. Parcalama islemi i¢in UV 151k

altina birakilmis metal blender ve ¢elik kaplar kullanildi.



3.

4.

8.

9.
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Koruyucu eldiven yardimiyla sivi azot tankindan sivi nitrojen ¢elik kap igerisindeki dis
ornegine dokiildii. Uzerine metal blender yerlestirildikten sonra folyo ile sarilip meta blender

dis ornekleri yeterli miktarda toz haline gelene kadar ¢alistirildi.

Parcalanan dis 6rnekleri < 100mg olacak sekilde ol¢iildii.

Istisnai olarak 6l¢iimleri farkli olan dis 6rnekleri miktarlar1 kaydedildi.

Dis ornekleri tartim sonucunda 2ml mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 360 ul Buffer ATL ve 20 ul

Proteinaz K eklendi ve 1 gece boyunca 56°C de inkiibe edildi.

Inkiibasyon isleminin ardindan tiip kapaklarindaki buhar baloncuklarinin tiipe indirmek igin
kisa santrifiij yapildi.
300 Buffer ALpul, 1 ug Tasiyict RNA eklendi ve 10-15 saniye kadar vortekslendi.
Tastyict RNA hesaplamast;
Liyofilize halinde 310 pg kutuda haline 310 pl ATE eklendi
Konstantrasyonu 310 pg/ 310 pl, 1 pg/ 1 pl
1 pg almak icin 1 pl ¢ekildi.
Ornekler 70 °C alinan termomikserde 900rpm’de 10 dakika inkiibe edildi.
Tipler 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlemenin ardindan tiipiin i¢cinde kalan

s1v1 kisim bagka bir 2 ml mikrosantrifiij tiipiine mikro pipetle aktarildi.

150 ul etanol (96-%100) eklendi ve 15 saniye kadar vortekslenmistir.
8000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi.

Lizat, 2ml QIAamp MinElute tiiplerine mikro pipet yardimiyla aktarildi.

10. Tipler 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi. Tiipe ¢oken s1v1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.
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11. QIAamp MinElute tiiplerine 600 pul Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi.
Tiipe ¢oken s1vi atild1 yeni tiip yerlestirildi.

12. QIAamp MinElute tiiplerine 700 pl Buffer AW2 eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi.
Tiipe ¢oken s1vi atild1 yeni tiip yerlestirildi.

13. QlIAamp MinElute tiiplerine 700 pl etanol (96-%100) eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Tlipe ¢oken s1v1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.

14. Tiipler tam hizda 14.000 rpm’de 4 dakika santrifiijlendi.

15. QIAamp MinElute tiipleri 2 ml mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Tiiplerin kapaklar1 agildi
ve 56°C 3 dakika inkiibasyona birakildi.

16. 27 ul Buffer ATE QIAamp MinElute tiipiiniin filtre merkezine eklendi.

17. Tipler 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tam hizda 14.000rpm’de 3 dakika santrifiijlendi.

Asit icerisinde erimis dis érnekleri icin QIAamp® DNA Investigator Kit viicut sivilar

prosediiriine uygun olarak 1zolasyon yapildu.

1. Erimis dis Orneginin igerisinden mikropipet yardimiyla sivi 2 ml santrifiij tiipline
cekildi.

2. 300 pl Buffet Atl ve 20 ul Proteinaz K eklendi.

3. Tiip termomikserde 56°C 900rpm’de en az 1 saat inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon isleminin ardindan tiip kapaklarindaki buhar baloncuklarmin tiipe indirmek
icin kisa santrifiij yapildi.

5. 300 Buffer ALul, 1 pg Tastyict RNA eklendi ve 10-15 saniye kadar vortekslendi.
Tastyict RNA hesaplamast;
Liyofilize halinde 310 pg kutuda haline 310 pl ATE eklendi
Konstantrasyonu 310 pg/ 310 pl, 1 pg/ 1 pl

1 pg almak i¢in 1 pl ¢ekildi.
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6. Ornekler 70 °C alinan termomikserde 900rpm’de 10 dakika inkiibe edildi.

7. 8000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiijjlemenin ardindan tiipiin
icerisinde kalan s1vi kisim baska bir 2ml’lik santrifiij tiipiine mikro pipet ile aktarildi.

8. 150 ul etanol (96-%100) eklendi ve 15 saniye kadar vortekslendi.

9. 8000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlendi.

10. Lizat, 2ml QIAamp MinElute tiiplerine mikro pipet yardimiyla aktarildi.

11. Tiipler 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi. Tiipe ¢oken s1v1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.

12. QlIAamp MinElute tiiplerine 500 pul Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Tiipe ¢oken siv1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.

13. QlAamp MinElute tiiplerine 700 pl Buffer AW2 eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Tiipe ¢oken siv1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.

14. QIAamp MinElute tiiplerine 700 pl etanol (96-%100) eklendi. 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Tiipe ¢oken siv1 atild1 yeni tiip yerlestirildi.

15. Tipler tam hizda 14.000 rpm’de 4 dakika santrifiijlendi.

16. QIAamp MinElute tiipleri 2 ml mikrosantrifiij tliplerine yerlestirildi. Tiiplerin kapaklari
acild1 ve 56°C 3 dakika inkiibasyona birakildi.

17. 27 pl Buffer ATE QIAamp MinElute tiipliniin filtre merkezine eklendi.

18. Tiipler 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. Tam hizda 14.000rpm’de 3 dakika

santriftijlendi.

3.7 DNA Miktarmmn Olgiilmesi

DNA miktar Olgtimleri Qubit 4.0 Fluorometer cihazinda, Qubit dsDNA HS Assay Kit
kullanilarak yapildi. DNA izolasyonunun ardindan, 6rneklerin miktarlari Qubit 4.0 Fluorometer
cihazi kullanilarak o6lciildii. Bu o6lgtim, Qubit dsDNA HS Assay Kit ile gergeklestirildi.

Fluorometre cihazlari, 6rneklerdeki 6zel floresan boyalar1 algilayarak DNA, RNA ve protein
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miktarlarin1 belirler. Bu floresan boyalar, diisiik konsantrasyonlarda bile hedef molekiillerle
baglanarak sinyal liretir ve cihaz bu sinyali algilayarak 3 saniye gibi kisa bir siire iginde miktari

ng/ul cinsinden raporlar (25).

Olgiimler igin 0.5 ml mikrosantrifiij tiipleri drnek sayisi kadar hazirlandi. Ornek tiipleri
numaralandirildi. Olgiim igin Qubit soliisyonu 190uL, 6rnek miktart 10pL olacak sekilde
ayarlandi. (Dusiik veya yiiksek miktardaki 6rnekler igim 1-20uL arasinda degisebilecek sekilde

olgtim igin miktarlar ayarlanabilir. Total hacim 200uL tizerinde olmamalidir.)

Soliisyon i¢in drnek basina 190 pL buffer ve 6rnek basma 1 pL boya eklendi. Olusturulan
sollisyon 0.5 ml mikrosantrifiij tiipiine 190 pL olacak sekilde eklendi ve iizerine izolattan 10

uL eklenerek kisa siire vortekslendi.

Kit igerisinde ¢ikan standartlar cihazin kuyucuguna yerlestirildi ve miktar1 6l¢tildii. Standart
okumasinin ardindan cihaz 6rneklerin okunmasi i¢in hazir duruma getirildi. Ornek okutulmasi
sirasinda cihazda 6rnek miktar1 secimi 1-20 pL arasinda secildi. Ornek kuyucugun icine
yerlestirilip 3sn beklendi ve okundu. Tiip okuma islemleri her 6rnek icin 3 defa yapildi ve

kaydedildi.

3.8 PCR

PCR asamasinda GlobalFiler™ PCR Amplification Kit kullanildi ve kitin talimatlart
dogrultusunda islem yapildi. Kit icerisindeki Master Mix ve Primer Set, kullanimdan 6nce 3
saniye boyunca vortekslendi ve ardindan kisa siireli bir santrifiij islemine tabi tutuldu. PCR
islemi i¢in gerekli DNA karisimi, uygun miktarlarda belirtilen bilesenleri i¢erecek sekilde PCR
tiiplerine aktarildi (Tablo 1). Her bir 6rnek icin 7.5 pul Master Mix, 2.5 pl Primer Set ve 15 pl
DNA 06rnegi kullanilarak toplamda 25 pl hacminde PCR karisimlart hazirlandi ve bu islem 3

ornek i¢in uygulandi (26).
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Tablo 1 : PCR Bilesenleri ve Hacimleri

Reaksiyon Bileseni Reaksiyon Hacmi
Master Mix 7.5 ul
Primer Set 2.5 ul

DNA 15 pl
Toplam Hacim 25 nl

Hazirlanan PCR karigimlari, Veriti™ 96-Well Thermal Cycler cihazina yerlestirildi ve cihazin
GlobalFiler™ PCR Amplification Kit i¢in 6nerilen dongii kosullarina gore ¢alistirildi. PCR
islemi, ilk olarak, 95°C'de 1 dakika 1sindiktan sonra, 94°C'de 10 saniye siiren 32 dongii
uygulandi. Ardindan, 59°C'de 90 saniye siiren 32 dongii yapildi. PCR dongiisii, 60°C'de 10

dakika siireyle tamamlandi ve ardindan 4°C'de saklandi (27).

3.9 Elektroforez
PCR asamasindan ¢ikan 6rneklerin elektroforez asamasina hazirligi saglandi. Negatif ve pozitif
kontroller ile alellik lader g6z 6niinde bulundurularak, her 6rnek i¢in 10 uL. Hi Di™ Formamide
ve 0.5 pL GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 karisimi hazirlandi ve vortekslendi (Tablo

2) Bu karisim, her bir plate kuyucuguna 10 pL olarak eklendi ve tizerine 1 pLL PCR {iriinii ilave

edildi. (28)

Tablo 2: Elektroforez Bilesenleri ve Hacimleri

Reaksiyon Bileseni Reaksiyon Hacmi
Hi Di™ Formamide 10 uL
GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 0.5 uL

DNA 1 uL
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Cogaltilmis PCR iirtinleri, 3500 Genetik Analizor cihazina sirasiyla yerlestirildi. Analiz i¢in 36

cm uzunlugunda kapiller ve POP-4 (Performance-Optimized Polymers) polimer kullanildi.

Boyama islemi icin J6 (Dye Set J6) segilerek, enjeksiyon siiresi 3 kV ve 5 saniye olarak

belirlendi. Caligma kosullart 15 kV ve 1500 saniye, yiiriitme siiresi ise 30 dakika olarak

ayarlandi (Tablo 3).

Tablo 3: Applied Biosystems'in 3500 Genetik Analizor I¢in Standart Boya Setleri

Boya Renk Etiket
6-FAM™ Mavi Ornekler, kontroller, allelik ladder
viCc™ Yesil
NED™ Sar1
TAZ™ Kirmizi
SID™ Mor
LIZ™ Turuncu GeneScan 600 LIZ Size Standard v2.0

Elde edilen veriler, GeneMapper™ ID-X Software kullanilarak analiz edildi. PCR {iriinlerinin

tam uzunluklarinin belirlenmesi,

cihazin elektroforez kosullarima ve kullanilan Size

Standart’ina bagli olarak gerceklestirildi. Bu ¢alismada, GeneScan™ 600 L1Z™ Size Standard

v2.0 kullanilarak her 6rnegin fragman uzunluklari kontrol edildi. DNA profilleri elde edildi.
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4. BULGULAR

Aydinlatilmis onam formu imzalatilan ¢aligmaya goniillii 50 kisiden dis hekimi yardimiyla
alinan dis o6rneklerinden olusan ¢alisma grubunda, disler maruziyet i¢in steril cam kaplara
aktarilip belirlenen asitlere maruz birakilmis DNA izolasyonu, DNA miktar olglimleri,
kimliklendirme i¢in uygun miktarda 6rneklere PCR ve elektroforez islemleri yapilarak sonuglar

elde edilmistir.

4.1 Nitrik Asite Maruz Kalan Ornekler

8 saat nitrik aside maruz kalmig dis 6rneklerinde tamamen ¢6ziinme gozlenmemistir (Sekil 2-
3). Maruz birakildiklart ilk halleri gosterilmektedir. Dislerin yapisinda dis ¢eperlerinde bir
katman azaldig1 gézlenmistir. Asitli stvinin rengi sar1 olarak goriilmiistiir. Dis 6rneklerinin dig
yiizeyinde bulunan kan ve doku pargalari nitrik asit igerisinde eridigi goriilmiistiir. Orneklerin
bulundugu asitli sivilarin renklerinde ¢ok belirgin farklara rastlanmamistir. Temizlik
asamasinda herhangi bir zorlukla karsilasilmamistir. Parcalama o6giitme islemi 6rneklerin

tiimiinde metal blender ve s1v1 nitrojen yardimiyla gerceklesmistir.

24 saat nitrik asitte bekleyen disler dnemli morfolojik degisimlere ugramistir. Dislerin
cekimiyle birlikte dig yiizeylerinde bulunan kan ve doku pargalari nitrik asit igerisinde tamamen
erimis ve ¢aligmanin sonucunda gézlenmemistir. 24 saatin sonunda 6rneklerin bulundugu cam
kabin igerisindeki sivinin rengi sari olarak gozlenmistir (Sekil 4). Dis Orneklerinin
cozlinmesinin ilerlemesine gore sivinin renginin degistigi gozlenmistir. Disin varligini
kaybettigi durumda sivinin rengi daha acik sar1 olarak gozlenmistir. Dis Ornegi sivinin
icerisinden alinirken pens ile aliminda zorluk yasanmis fakat kaygan bir yap1 gézlenmemistir.
Temizlik asamasinda iken bu gruptaki orneklerin morfolojik varligini yitirmek {izere
olmasindan sebep zorluk yasanmistir. Temizlik asamasindan geg¢mis dis Orneklerinden

boyutlar1 ¢ok ufak hale gelmis 6rneklerde toz haline getirme asamasinda zorlanilmistir. Cok
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ufak parga halinde olan BN1 ve BN6 numarali 6rneklerin toz haline getirilme isleminde sivi
nitrojen seramik havana aktarilmis ve bastirilmak suretiyle pargalanip 6giitiilmiistiir. Diger
orneklerde metal blender ve s1vi nitrojen yardimiyla 6giitme gerceklesmistir. BN8 kodlu 6rnek
stvi igerisinde tamamen eridigi i¢in temizlik ve kurutma asamalarinda bulunulmay1ip cam kabin

igerisindeki 6rnek sivist eppendorf tiipiine aktarilmistir (Sekil 5).

Sekil 3.8 Saat Nitrik Asit Maruziyeti Sonrasi
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Sekil 5.24 Saat Nitrik Asit Maruziyeti Sonras1 Sivi Hale Gelmis Ornek

33



Asitlere Maruz Birakilan Diglerinden DNA Geri Kazanimi 34

4.2 Hidroklorik Aside Maruz Kalan Ornekler

8 saat hidroklorik aside maruz kalkmis dis 6rneklerinde tamamen ¢oziinme gozlenmemistir
(Sekil 6-7). Dis 6rneklerinin dis yilizeylerinde bulunan kan ve doku pargalari hidroklorik asit
bulunan sivin igerisinde varligini siirdirmeye devam etmistir. Kan ve doku parcalar1 bazi
orneklerde dislere yapisik halde bulunurken bazilarinda sivinin igerisinde yiizer halde
gozlenmistir. Asitli sivilarin renginde farkliliklar belirgin haldedir. Bu farkliliklar dislerin dis
yiizeyindeki kan ve doku miktarinin fazla oldugu 6rneklerde koyu, az oldugu 6rneklerde agik
olarak g6zlenmistir. Dislerin temizlik asamasinda sodyum hipoklorit ile disler dis yiizeyindeki
fazla dokulardan armmistir. Pargalama 6giitme islemi drneklerin tiimiinde metal blender ve s1v1

nitrojen yardimiyla gergeklesmistir.

24 saat hidroklorik asitte bekleyen dis ornekleri dnemli morfolojik degisimlere ugramistir.
Buna ragmen dislerin ¢ekimiyle birlikte dis yiizeylerinde bulunan kan ve doku kalintilar
varliginm1 yitirmemistir. Sivinin igerisinde bazi 6rneklerde dislere yapisik halde bazilarinda ise
ayr1 bir bicimde asit sivisinin igerisinde varligina devam etmektedir. Disin varligini kaybetmeye
daha yakin oldugu oOrneklerde asit sivisinin renginin daha ag¢ik oldugu gozlenmistir. Dis
orneginin asitli stvinin igerisinden temizlik asamasi i¢in diger kaplara aktarilacagi sirada zorluk
yaganmuistir. Dis orneklerinin dis yiizeyleri hafif jelimsi saydam bir yapida olup kayganlik
gostermistir (Sekil 8,9,10). Sodyum hipokloritte temizlenmesinin ardindan jelimsi saydam
katman varligini yitirmistir. Temizlik asamasinda iken bu gruptaki bazi 6rneklerin morfolojik
varligin yitirmek iizere olmasindan sebep zorluk yasanmistir. Temizlik asamasindan ge¢mis
dis orneklerinden boyutlar1 ¢ok ufak hale gelmis 6rneklerde toz haline getirme asamasinda
zorlanilmistir. Cok ufak parg¢a halinde olan BH3 ve BH4 numarali 6rneklerin toz haline
getirilme isleminde siv1 nitrojen seramik havana aktarilmis ve bastirilmak suretiyle parcalanip

ogiitiilmiistir. BHS kodlu 6rnek sivi igerisinde tamamen eridigi i¢in temizlik ve kurutma
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asamalarinda bulunulmayip cam kabin icerisindeki 6rnek sivisi eppendorf tiipiine aktarilmistir

(Sekil 8).

Sekil 7. 8 Saat Hidroklorik Asit Maruziyeti Sonrasi
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Sekil 9. 24 Saat Hidroklorik Asit Maruziyeti Sonrasi

36
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Sekil 10. Maruziyet Sonrasi Jel Katman Gorlintiisii

4.3 Siilfirik Aside Maruz Kalan Ornekler

8 saat siilfirik aside maruz birakilan 6rneklerde morfolojik degisim gdzlenmemistir. Dis
ornekleri disaridan ve yukaridan bakildiginda net bir sekilde goriilmektedir. Maruz
birakilmadan 6nceki duruma benzer sekilde sivinin netligi bozulmamistir (Sekil 11). Dislerin
dis yilizeyindeki kan ve doku kalintilar1 dislerin {izerinde bulunmaya devam etmis
cozlinmemistir. Asitli sivilarin renginde ilk haline oranla ufak farklilar goriilmistiir. Fakat bu
renk degisimleri sivinin rengini ve netligini fazla bozmamustir. Sodyum hipoklorit ile
temizleme asamasinda dis orneklerinin ¢ogunlukla ta¢ (kron) bolgesinde bir beyaz katman
olustugu gozlenmistir (Sekil 12). Olusan bu beyaz katman yumusak halde olmasi sebebiyle dis

orneklerinden zimparalama isleminde kolayca ayrilmistir.

24 saat stlfirik asitte bekleyen dis drneklerinde onemli morfolojik degisimler olmamustir.
Dislerin dis ylizeyinde bulunan kan ve doku pargalar1 varligini siirdiirmeye devam etmistir. Kan

ve doku pargalar1 asitli sivinin igerisinde ve bazi orneklerde dis ylizeyine yapisik halde
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gozlenmistir (Sekil 13). Ornek sivisinin rengi kan ve doku kalintilar1 sebebiyle koyulasarak
degisime ugramistir. Kalintilar diglerden tamamen ayrilmamis sekilde gozlenmistir. Dis
orneklerinin dis ylizeylerinde kremsi erimis bir katman olusmustur. Bu katman 6rnegin pens ile
aktariminda zorluk olusturmustur. Sodyum hipoklorit ile temizligin ardindan kan ve doku
parcalarindan arinirken erimig kremsi katman da varligin1 kaybetmistir. Sodyum hipoklorit ile
temizleme asamasinda dis 6rneklerin dis yiizeyinde beyaz bir katman olustugu gézlenmistir
(Sekil 14). Sodyum hipokloritin olusturdugu beyaz katman ile zimparalama islemi kolaylasmus,
disler fazla dokudan tamamen arinmistir. Parcalama 6giitme islemi 6rneklerin tiimiinde metal

blender ve s1vi nitrojen yardimiyla gergeklesmistir.

120 saat siilfirik asitte bekleyen orneklerde dis yiizeylerinde kremsi katman olustugu
gozlenmistir (Sekil 15). Pens ile tutuldugunda sert dokusu hissedilebilir halde iken dis yiizeyi
kremsi bir katman ile erimistir. Bu katman kayganligi sebebiyle aktarilma islemlerini
zorlagtirmistir (Sekil 20). Daha 6nce yapilan 8 ve 24 saat siilfirik aside maruz kalan 6rneklerin
asitli stvilarindan farkli olarak sivi, koyu ve igeriginin anlasilmasi gii¢ halde gdzlenmistir.
Dislerin doku ve kan kalintilart asitli sivinin igerisine tamamen ayrilmis ve ¢oziinmiis halde
goriilmistiir. Sodyum hipoklorit ile dis ylizeyinde bulunan kremsi erimis katmandan ayrismis
sert bir hale geldigi gbzlemlenmistir (Sekil 16). Sodyum hipoklorit maruziyeti ve zimparalama
temizlik isleminde bir zorlukla karsilasilmamustir. Ornekler sivi nitrojen ve blender yardimiyla

toz haline getirilirmistir.
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Sekil 12. 8 Saat Siilfirik Asit Maruziyeti Sonrast

Sekil 13. 24 Saat Siilfirik Asit Maruziyeti Sonrasi
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Sekil 16. Orneklerin Sodyum Hipoklorit ile Temizlik Asamasi sonrast Olusan Beyaz
Katmanin Goriintiisti

40
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4.4 DNA Miktar Olciimiiniin Degerlendirilmesi

Calismada toz haline gelmis 50 dis Ornegi ile sivi haldeki 2 6rnegin DNA geri kazanimi
calismasi yapildi. Ornekler, QIAGEN marka QIAamp® DNA Investigator Kit kullanilarak dis
kemik ve viicut sivilarina uygun prosediirlerle spin kolon yontemi ile DNA’lar1 izole edilmistir.
[zolasyon islemi tamamlandiktan sonra, DNA miktarlar1 Qubit 4.0 Fluorometer cihazinda,
Qubit dsDNA HS Assay Kit kullanilarak ol¢iilmiistiir. Her 6rnegin miktari, ii¢ kez Slgiiliip
aritmetik ortalamasi alinarak kaydedilmistir. Calisma 6ncesinde, kit igerigindeki soliisyon ve
boyalarla hazirlanan 2 adet standart cihazda test edilmis ve cihazin kalibrasyon islemleri
tamamlanmistir. 1 6rnek hari¢ 51 adet drnekte DNA geri kazanimi olmustur. Degerler Tablo

4,5,6,7¢de gosterilmistir.

Tablo 4: Nitrik Aside Maruz Kalan Orneklerin DNA Miktarlari

Nitrik Aside Maruz Birakma
8 saat
Bekleme 24 saat
8 saat Bekleme Sonrasi 24 saat Bekleme %el:f;ze
Ornek No Sonrasi DNA Ortalama Sonrasi DNA onrasi
Miktari (ng/ pl) DNA Miktar1 (ng/ ul) Ortalama
s Miktar: g1 | DNA Miktan
(ng/ ul)
(ng/ pl)
1 4,50 0,244
2 0,592 0,167
3 412 0,0260
4 0,194 4,339 0,0768
0,113
5 16,3 0,208
6 0,772 0,0652
7 2,50 0,0888
8 5,74 0,0302
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Tablo 5: Hidroklorik Aside Maruz Kalan Orneklerin DNA Miktarlari

Hidroklorik Aside Maruz Birakma
8 Saat Bekleme 24 Saat 24 Saat Bekleme
Ornek %i?i;iegllsr;e Sonrasi Ortalama Bekleme Sonrasi Ortalama
No Miktar1 (ng/ pl) DNA Miktar (ng/ Sonras1i DNA DNA Miktar (ng/
gH ul) Miktar: (ng/ pl) pl)
1 2,99 0,171
2 5,18 0,154
3 3,15 0,0324
4 1,84 -
2,885 0,0817
5 7,92 0,0398
6 1,05 0,0328
7 0,905 0,112
8 0,0426 0,0301

Tablo 6. Referans Orneklerin (Kimyasala maruz kalmayan) DNA Miktar

. Referans Orneklerin (Kimyasala maruz
Ornek kalmayan) Ortalama DNA Miktari
No (ng/ ul)
DNA Miktar: (ng/ pl)
1 1,72
4,73
2 7,74
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Tablo 7. Siilfirik Aside Maruz Kalan Orneklerin DNA Miktarlari

Siilfirik Aside Maruz Birakma

8 Saat 8 Saat 24 saat 24 saat 120 Saat
Ornek | Sonrasi ! Sonrasi ! Bekleme !
Ortalama Ortalama Ortalama
No DNA DNA Sonrasi
. DNA . DNA DNA
Miktan . Miktan . DNA .
(ng/ pl) Miktan (ng/ pl) Miktan Miktar1 Miktar
(ng/ ub) (ng/ pb) (ng/ pl) (ng/ pb)
1 0,0355 0,255 0,0456
2 2,45 0,0586 0,0318
3 0,0233 0,0338
3,06 0,0210
4
1,870 0,0828 0,0387
5 0,0860 0,0760
6 1,35 0,0310
7 0,310 0,0274
8 7,65 0,160
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Her bir kuvvetli asit ve artan maruziyet siiresi ile DNA miktariin eldesinde azalma oldugu
saptanmustir. 8 saatlik maruziyetlerde DNA miktarlar1 0,0233 ng/ul ile 16,4 ng/ul arasinda 24

saatlik drneklerde 0,0210 ng/ul ile 0,255 ng/ul arasinda elde edilebilmistir.

Nitrik Aside Maruz Birakilan Orneklerin Grafigi
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Grafik 1. Nitrik Aside Maruz Birakilan Orneklerin Grafigi
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Tiim Orneklerin Ortalama DNA Miktarlan
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4.5 Kimliklendirme

GlobalFiler kitin manuelinde yer alan optimizasyon ¢aligmalarina gére minimum 0,125 ng / pl
DNA’dan tam profil elde edilebilir oldugu bilinmektedir (13). 0,125 ng/ ul iizerinde elde edilen
DNA miktarlarindan kimliklendirme i¢in uygun goriilen 24 saat nitrik aside maruz kalan 1, 24
saat hidroklorik aside maruz kalan 1 ve 24 saat siilfirik aside maruz kalan 1 6rnek olmak iizere
toplam 3 oOrnekten kimliklendirme ¢alismasi yapilmistir. Kimliklendirme c¢aligmasinda

kimliklendirme i¢in GlobalFiler™ PCR Amplification Kiti kullanilmustir.

Elde edilen elektroforez sonuglarina gore en basarili profil eldesi nitrik asitte gergeklesmistir.
Nitrik asit 6rneginde 24 STR bolgesinin 17 bolgesinden alel elde edilmistir (Sekil 17, Tablo 8).
Hidroklorik asit 6rneginde ise 24 STR bdlgesinin 5 bdlgesinden alel elde edilmistir (Sekil 18,
Tablo 9). Siilfirik asit ile yapilan ¢alismadan sonug elde edilememistir (Sekil 19, Tablo 10).
Bazi bolgelerde birden fazla pik elde edildiginden kontaminasyon ihtimali géz Oniinde

bulundurulmustur.
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Tablo 8.24 Saat Nitrik Aside Maruz Kalmis Dis Orneklerinde Elde Edilen DNA Profili

Calisilan STR Lokuslari Elde edilen Aleller
D351358 14,15
VWA 14

D16S639 12
CSF1PO -
TPOX -
Y INDEL 2
AMEL XY
D8S1179 13,14
D21S11 30
D18S51 -
DYS391 -
D2S441 11,11.3
D195433 13,13.2
THO1 6,7
FGA 22,24
D2251045 15,16
D5S818 9
D13S317 8,11
D7S820 -
SE33 -
D10S1248 11, 14
D1S1656 12,17,3
D12S391 17
D2S1338 -
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Tablo 9. 24 Saat Hidroklorik Aside Maruz Kalmis Dis Orneklerinde Elde Edilen DNA Profili

Calisilan STR Lokuslari Elde edilen Aleller

D3S1358 -

VWA -

D16S639 -

CSF1PO -

TPOX -

Y INDEL 2

AMEL X-X

D8S1179 -

D21S11 -

D18S51 -

DYS391 -

D25441 11

D195433 -

THO1 -

FGA -

D2251045 -

D5S818 -

D13S317 -

D7S820 -

SE33 -

D10S1248 7,13

D1S1656 -

D12S8391 -

D251338 -
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Tablo 10.24 Saat Siilfirik Aside Maruz Kalmis Dis Orneklerinde Elde Edilen DNA Profili

Calisilan STR Lokuslari Elde edilen Aleller

D3S1358 -

VWA -

D16S639 -

CSF1PO -

TPOX -

Y INDEL -

AMEL -

D8S1179 -

D21S11 -

D18S51 -

DYS391 -

D25441 -

D195433 -

THO1 -

FGA -

D2251045 -

D5S818 -

D13S317 -

D7S820 -

SE33 -

D10S1248 -

D1S1656 -

D12S8391 -

D251338 -
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5. TARTISMA

Digler insan iskeletinin en 6nemli kismini olusturmaktadir. Tiim kemikler arasinda disler,
kimyasal ve fiziksel dayaniklilig1 en fazla olan ve en fazla korunan yapilardir. Bu yapilari
sayesinde dis Ornekleri DNA’y1 muhafaza etme konusunda c¢ok basarilidir. Giiniimiizde
cesitlenen adli vakalarla birlikte adli bilimlerde analizler de gesitlenmektedir. Toplu felaketler
veya kayip vakalarinda, buluntu cesetlerden yapilan kimliklendirme c¢alismalarinda dis
ornekleri hem morfolojik degerlendirmeler hem de DNA analizleri ile kimliklendirilmede en
cok bilgi elde edilen materyal olarak kullanilmaktadir. Dis orneklerinin g¢ene igerisinde
korunakli bir yapida bulunmasi sebebiyle dis faktorlerden daha az etkilenmektedir. Ayrica
diglerin mineral yapis1 DNA'nin uzun siire korunmasini ve analiz edilmesini miimkiin kilar, bu

da 6zellikle uzun siire nce meydana gelmis suclarin ¢oziilmesinde biiyiik bir avantaj saglar.

Degisen sug tipleriyle birlikte ortadan su¢ unsurlarini kaldirmak adina yapilan ¢aligmalar da
cesitlenmektedir. Sugun Ortbas edilmesi i¢in bagvurulan yollar arasinda cesetleri yok etmek
admna cesitli yontemler akla gelmektedir. Kuvvetli asitler ile cesedi yok etmek suglularin
bagvurdugu yontemler arasina girmektedir. Bu yontemi kullandigi tespit edilen kisilerin
cogunlukla sug getesi oldugu hakkinda goriisler sunulmustur. Fakat bu konuda tam olarak bir
orlintii belirlenememistir. Bu konuda kuvvetli asitlerin bir bedeni tamamen yok edebilmesi
hakkinda bir ¢alisma yapabilmek icin en dayanikli yap1 olan dis 6rnekleri tercih edilmistir.
Asitlerin dis orneklerini tahrip etmesi hususunda zaman ve asitlerin kuvvetleri olarak
parametreler bulunmaktadir. Siire ve asidin kuvveti arttik¢a ¢oziinme artmaktadir. Kuvvetli
asitlere maruz birakilan dis 6rnekleri hakkinda yapilan ¢alismalarda dislerin tamamen eridigi

durumlarda DNA analizinin kesin olarak yapilamayacagi sonucuna vartlmistir (21).
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Bu tez ¢alismasinda da buradan hareketle, (%65 HNO3) nitrik asit, (%37 HCL) hidroklorik asit,
(%95-98 H2S04) siilfirik asit kullanilmistir. Caligmada kullanilan asitler elde edilebilir en
kuvvetli derisimlerinde kullanilarak en etkili DNA geri kazanimi elde etmek amaglanmigtir.
Belirlenen saatler arasinda 8 saat, tahribatin etkisinin belirlenmesi ve DNA analizindeki
sonuclar arasinda karsilastirma amaciyla seg¢ilmistir. 24 saat olarak belirlenen siire ise ortalama
olarak dis Orneklerinin eriyecegi tahmin edilen DNA tahribatinin daha etkili olacagi
distiniilerek belirlenmistir. Siilfirik asit i¢in olusturulan 120 saatlik siire, siilfirik asidin
olusturmasi hedeflenen morfolojik degisim i¢in belirlenmistir. Referans orneklerinde ise tim

ornekler ile karsilagtirilma yapilmasi adina ¢aligilmistir.

Flde edilen verilerin degerlendirilmesinde:

Nitrik asit maruziyeti

Dis orneklerinin nitrik asit maruziyeti sirasinda yasadigi fiziksel degisimlerin siireye bagli
olarak belirginlestigini gostermektedir. 8 saatlik maruziyette dislerin yapisal biitlinliigli az
miktarda kaybetmisken, 24 saatlik maruziyette disler biiyiik 6l¢iide erimis ve dis ylizeydeki kan
ve doku kalintilar1 tamamen ¢ozlinmistiir. Nitrik asidin dis Ornekleri iizerindeki etkisinin
maruziyet siiresi ile orantili olarak arttigin1 ve uzun siireli maruziyetin daha etkili bir ¢oziinme
sagladigin1  gostermektedir. Asidin sivi rengi ve dislerin morfolojik degisimleri, dis
materyalinin asit karsisindaki tepkisini ve ¢éziinme siirecindeki ilerlemeyi isaret etmektedir.
Sivinin rengindeki degisimin dis materyalinin ve gevresindeki dokunun ¢éziinme derecesi ile

iligkilidir ve bu da asidin etkisini dolayli yoldan gézlenmesine yol agmustir.

Orneklerin DNA izolasyonlarinda 8 saatlik grup ile 24 saatlik grup arasinda DNA miktarlari
acisindan daha basarili grup tahmin edildigi tizere 8 saatlik bekleyen 6rnekler olmustur. 8
saatlik beklemede 6rneklerde 0,194 ng/ul ile 16,3 ng/pl DNA miktar1 elde edilmistir. 24 saatlik

orneklerde dis morfolojisinin ¢ogunlukla kaybolmus olmas1 disin yapisinda DNA’y1 sakladigi
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kisimlart biiyiik Ol¢lide tahrip ettigi disiiniilmektedir. Buna karsin nitrik asit igerisinde
tamamen ¢oziinme gostermis sivi drnek ile yapilan DNA izolasyonunda 0,0302 ng/ul DNA
miktar1 elde edilebilmistir. 24 saatlik grupta elde edilen DNA miktari sonuglari 0,244 ng/ul ile
0,0260 ng/ul arasinda degistigi saptanmistir. Nitrik asitte bekleyen orneklerden 8 saat
bekleyenlerde ortalama 4,339 ng/ul, 24 saat bekleyenlerde ortalama 0,113 ng/ul DNA geri
kazanimi tespit edilmistir. Kimliklendirmeye gitme acisindan; tiim diinyada ortak kullanilan 24
STR lokuslu kimliklendirme kiti olan GlobalFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher
Scientific) manueline gore tam DNA profili elde etmek icin yeterli olan DNA miktar1 0,125 ng
ul’dir. nitrik asitte 8 saat bekleyen dislerden 8’de 8 kimliklendirme igin yeterli miktarda DNA

geri kazanilmstir.

0,244 ng/ul DNA miktar elde edilen 24 saat nitrik asitte bekleyen 6rnekle kimliklendirmeye
gidildiginde sonugta 24 STR lokusunun 17’sinde alel elde edilerek %70,83 oraninda basarili
bir sonuca ulasilmistir. 24 STR lokusunun tamaminin allelerinin elde edilmemesi ve sonucun
parcali profil olmasina ragmen; bir dnceki jenerasyon kimliklendirme kitlerinin 16 STR
kullanmasi ve bu say1 ile %99,999 kimliklendirme yapilacagi bilinmektedir (29). Bu sebeple
17 STR lokusunda alel tespit edilen DNA profilinin kime ait oldugu belirlenebilecegi kanaatine
varilmistir. Bu sonug Nitrik aside 24 saate kadar maruz kalan dis 6rneklerinden kimliklendirme

yapilabilecegini gostermistir.

Hidroklorik asit maruziyeti

Hidroklorik asidin dis materyali tizerindeki etkileri, maruziyet siiresiyle dogru orantili olarak
artmaktadir. 8 saatlik maruziyette, dislerin yapisal biitlinliigii biiylik 6l¢lide korunmus ve dis
yiizeydeki kan ve doku kalintilart asitli sivida bulunmasina ragmen, tamamen ¢dziinme
gergeklesmemistir. Bu durum, hidroklorik asidin dis materyalinin ¢dziinmesini kismen

sagladigini ancak tam ¢oziinmeye neden olmadigini gostermektedir. 24 saatlik maruziyet ise
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dislerin morfolojik yapisinda belirgin degisikliklere yol agmis ve dislerin dis yiizeyindeki kan
ve doku kalintilarinin varligi, asidin etkisiyle azalmistir. Asidik sivinin rengindeki degisiklikler
dislerin ¢6ziinme derecesiyle iligkilidir; disin daha fazla ¢dziinmesi, sivinin renginin daha acik
hale gelmesiyle sonu¢lanmistir. Temizlik asamasinda yasanan zorluklar, dislerin jelimsi yapist
ve kayganlik gostermesi asidin uzun siireli etkisinin morfolojik biitiinliik tizerinde 6nemli bir
etkisi oldugunu ortaya koymaktadir. Orneklerin DNA izolasyonunda 8 saatlik 6rnekler 24
saatlik orneklere gore daha basarilt DNA miktarlart vermistir. 8 saat maruz kalan 6rneklerde
DNA miktar1 0,0426 ng/pl ile 7,92 ng/ul arasinda elde edilmistir. 24 saatlik 6rneklerde ise
0,0301 ng/ul ile 0,171 ng/ul arasinda DNA miktari elde edilirken 1 6rnekte DNA miktari elde
edilememistir. Hidroklorik asitte 8 saat bekleyen orneklerden ortalama 2,885 ng/ul 24 saat

bekleyenlerde ortalama 0,0817 ng/ul DNA geri kazanimi tespit edilmistir.

24 saatlik orneklerde dislerin dis yiizeyinde bulunan kan ve doku kalintilarinin tamamen
cozlinmemis olmasina ragmen dis Orneklerinde biiyiik 6l¢iide morfolojik degisim ¢oziinme
go6zlenmis 1 6rnek tamamen sivi hale gelmistir. Sivi hale gelen bu 6rnekten dahi 0,0398 ng/ul
DNA geri kazanilabilmistir. Kimliklendirmeye gitme acisindan; 0,171 ng/pl DNA miktar1 elde
edilen 6rnek ile kimliklendirmede 24 STR bélgesinden 5’inde alel elde edilmistir. Bu sonug ile
tam profil elde edilememis olsa da 24 saate kadar hidroklorik aside maruz kalan 6rneklerde
parcalit DNA profili elde edilebilecegi ve kimliklendirmedeki bagar1 oraninin %20,83 oldugu

belirlenmistir.

Siilfirik asit maruziyeti

Siilfirik aside maruz kalan drneklerde tiim etkilerin siireye bagl olarak arttig1 belirlenmistir. 8
saatlik Orneklerde morfolojik degisim goriilmemesiyle birlikte asitli sivinin netligi de
degismemistir. D1s ylizeyde bulunan kan doku kalintilar1 varligini stirdiirmiis etkili bir ¢6ziinme

olmadig1 saptanmistir. 24 saatlik 6rneklerde ise ¢ok az miktarda degisimler yasanmis fakat
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onemli Olclide olmadigr goriilmiistiir. 8 saatlik drneklere benzer sekilde dis yiizeydeki kan ve
doku kalintilar1 varligini siirdiirmeye devam ederek tam bir ¢éziinme olmadigi sonucunu goézle
goriiliir kilmistir. 8 saatten farkli olarak 24 saatlik 6rneklerde sivinin rengi daha koyu goriilmiis
bu da ¢6ziinmenin daha ileride oldugu konusunda gézlem yapmamizi saglamistir. 24 saatlik
orneklerde az olarak belirlenen morfolojik degisim disin dig katmaninin kremsi katman
olusturmasi seklinde bir ¢oziinme olusturdugunu gostermistir. 120 saatlik 6rneklerde durum
biraz daha farkli olarak 24 saate oranla daha fazla ¢6ziinme yasanan dis doku ve gozle
goriilemeyecek kadar koyu renk olugsmus asitli sivi olarak goriilmiistiir. Stv1 igerisinde kan doku
kalintilar1 tamamen ¢oziinmiistiir. Genel olarak siilfirik asidin her maruz kalma agamasindan
sonra sodyum hipoklorit ile maruziyetinde disin yiizeyinde beyaz katman olusturmasi genel bir

etkilesime isaret etmektedir.

Orneklerin DNA izolasyonunda 8 saatlik 6rnekler, 24 ve 120 saatlik drneklere gore daha
basarili DNA miktar sonuglar1 vermistir. 8 saat maruz kalan 6rneklerde DNA miktar1 0,0233
ng/ul ile 7,65 ng/ul arasinda elde edilmistir. 24 saatlik 6rneklerde ise 0,0210 ng/ul ile 0,255
ng/pl arasinda DNA miktar1 elde edilmistir. 120 saat siilfirik aside maruz kalan 6rneklerde ise
0,0318 ng/ul ve 0,0456 ng/ul DNA miktari elde dilmistir. Hidroklorik asitte 8 saat bekleyen
orneklerden ortalama 1,870 ng/ul 24 saat bekleyenlerde ortalama 0,0828 ng/ul 120 saat

bekleyen drneklerde ortalama 0,0387 ng/ul DNA geri kazanimu tespit edilmistir.

Bu grupta kimliklendirmeye gidildiginde igin 0,255 ng/ul DNA miktari olan drnekte 24 STR
lokusunun higbir bolgesinden alel elde edilememistir. Bu durum siilfirik asidin dislerin dig
ylizeyinde 6nemli morfolojik degisimler olusturmamasina ragmen disin materyal yapisini

etkileyerek DNA’y1 bozdugunu diistindiirmektedir.
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Referans Ornekler

Hi¢bir kimyasala maruz kalmadan ayni DNA izolasyon yoOntemleri ile disten geri
kazanilabilcek DNA miktarinin gézlenmesi i¢in az1 ve kesici dis se¢ilmistir. Farkli dig
seciminde dis tipleri arasindaki DNA geri kazanimindaki farkliligin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Sonug olarak genis pulpaya sahip azi dislerinden DNA geri kazaniminin daha
yiiksek miktarlarda elde edilme durumu gézlemlenmistir. Az1 disinden 7,74 ng/ul DNA elde
edilmistir; bu kesici disten elde edilen 1,72 ng/ul DNA’dan belirgin sekilde yiiksektir. Bu

sonug, azi dislerinden daha verimli DNA geri kazanimi saglandigini bir kez daha gostermistir.

Tiim asitler degerlendirildiginde

Nitrik asit ve hidroklorik asit genel olarak dis morfolojisinde en ¢ok degisim gosteren asitler
olmustur. Ikisi arasinda degerlendirme yapilacak olursa dis yiizeydeki kalintilar1 yok etmesi
g6z Oniine alindiginda en etkili olan asit nitrik asit olarak belirlenmistir. Siilfirik asit daha az
morfolojik degisim elde edilen asit olmasina karsin tiim gruplarda en az DNA miktar siilfirik
aside maruz kalan orneklerden elde edilmistir (Grafik 3). Bununla birlikte kimliklendirme
yapilan Orneklerde ise en yiliksek DNA miktarn siilfirik asitte olmasina ragmen

kimliklendirmede basar1 elde edilememistir.

GlobalFiler™ PCR Amplification Kit manuelinde yer alan optimizasyon ¢aligmalarina gore
kimliklendirme ¢aligmasinda bulunmak i¢in minimum 0,125 ng / pl DNA’dan tam profil elde
edilebilir oldugu bilinmektedir. Bu bilgi dahilinde ¢alismamizda 51 6rnekten Nitrik aside maruz
kalan 16 6rnekte toplamda elde edilen DNA miktarlart hesaplandiginda %68,75 kimliklendirme
basarisi, Hidroklorik aside maruz kalan 16 Ornekte toplamda elde edilen DNA miktarlari
hesaplandiginda %56,25 kimliklendirme basarisi, Siilfirik aside maruz kalan 18 Ornekte

toplamda elde edilen DNA miktarlar1 hesaplandiginda %38,89 kimliklendirme basaris1 elde
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edilmistir. 24 saate kadar (%65 HNO3) nitrik aside ve (%37 HCL) hidroklorik aside maruz

kalan 6rneklerde kimliklendirme ¢alismalarinin miimkiin oldugu belirlenmistir.

Literatiirdeki benzer calismalar

Raj ve arkadaslarinin 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada nitrik asit, hidroklorik asit ve
stilfirik asidin dis Orneklerinde olusturduklart morfolojik degisimini incelemislerdir.
Calismamiza benzer sekilde ayni derisimlerde asitler kullanilmiglardir (20). Calismada dis
ornekleri (%37 HCI) hidroklorik aside maruz birakildiginda 15 dakika igerisinde hafif ¢atlaklar
gozlemlenmigtir. 30 dakika sonunda catlaklarin ilerlemesi ve bir saat sonunda disin
morfolojisinin kayboldugu goriilmiistiir. Disin tamamen ¢6zlinmesi ise 8 saat siirmiistiir. Bu

tezde ise 8 saatlik maruziyette tamamen ¢éziinme gézlenmemistir.

(%65 HNO3) nitrik asit ile yapilan deneylerde, 15 dakikada kok kisminda hafif sarimsi bir renk
degisimi gozlenmistir. Bir saat icerisinde c¢atlak olusumu belirginlesmis ve ¢oziinme siireci 8

saatte tamamlanmistir. Bu sonug bu tez verileri ile ortiismemektedir.

(%96 H2S04) ile yapilan deneylerde, 3 saat sonunda digin mine tabakasinda beyazimsi bir
goriiniim ve ¢oziinme gdzlemlenmis, ancak disin morfolojisi 8 saat sonunda bile biiyiik dlciide
korunmustur. Bu bulgu, bu tez ile benzerlik gostermektedir. Siilfirik asidin 8 saatlik
orneklerdeki dis ylizeyinde belirgin bir degisiklik olusturmadigi, ancak zamanla yiizeyde
beyazimsi bir katman olusturarak minede ¢éziinmeye neden oldugu ¢alismamizla paralel olarak

uyum gostermistir.

Damascena ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir ¢alismada, dis 6rneklerinin ¢esitli kimyasal
maddelere maruziyeti sonucunda kimliklendirme ¢aligmasi ve asitlerin DNA iizerindeki etkileri

degerlendirilmistir. Caligmada dis 6rnekleri, 4 glin boyunca %37 hidroklorik asit (HCI), %10
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formaldehit ve %2,5 sodyum hipoklorit (NaOCI) gibi kimyasal maddelere maruz birakilmistir
(21). Bu kimyasallarin dis dokusu tizerindeki etkileri ile DNA'nin bozulma derecesi ve DNA
ekstraksiyonunun basarisi detayli olarak incelenmistir. Hidroklorik asit maruziyeti sonucunda
dislerin tamamen eridigi gézlemlenmistir. HCI'nin disler iizerindeki etkisi, kalsiyum iyonlartyla
reaksiyona girerek kalsiyum kloriir ve hidrojen gazi olusumuna yol agmasiyla agiklanmistir. Bu
reaksiyon sonucunda dis dokusunun tamamen ¢oziilmesi, DNA'nin geri kazanimini imkansiz
hale getirmistir. Bu bulgular, hidroklorik asidin dis dokusu {izerinde etkili bir ¢dziinme
sagladigim1 ve DNA'nin bozulmasina neden oldugunu gostermektedir. Bu tezde ise en fazla
maruz birakilan siire 24 saat oldugundan bu ¢aligmaya benzer olarak tiim 6rneklerde tamamen
¢ozlinme gozlenmemistir. Bunun yani sira bu tezde galisilan tamamen ¢oziinme gostermis 24

saatlik maruziyet ile siv1 hale gelmis olan 2 6rnekten de DNA geri kazanilabilmistir.
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6. SONUC

Bu tez ¢aligmasinda; (%65 HNO3) nitrik aside 8 ve 24 saat, (%37 HCL) hidroklorik aside 8 ve
24 saat, (%95-98 H2S04) siilfirik aside 8, 24 ve 120 saat maruz kalan drnekler ve 2 referans
ornek ile toplamda 52 dis Ornegi incelenmistir. Bu orneklerden 24 saat nitrik aside ve

hidroklorik aside maruz kalmig 1’er 6rnek tamamen ¢oziinme gosterip sivi hale gelmistir.

Nitrik asidin dis ve ¢evresindeki tiim organik yapilar1 gozle goriiliir sekilde tamamen tahrip
etmesi morfolojik degisimde en etkili sonucu gosteren asit oldugunu gostermistir. Hidroklorik
asidin dis yapisim eritmesine ragmen dis yiizeydeki materyalleri tamamen eritmemesi ayr1 bir
durum olarak gozlenmistir. Siilfirik asidin dis yiizeyini goriiniir sekilde eritmemesine ragmen,
dis dokusuna artan maruziyetle daha fazla gozlenecek sekilde kremsi dis yilizey olusturmasi

dikkat edilmesi gereken etkiler arasinda gézlenmistir.

Bu tezde gercgeklestirilen DNA izolasyonlarinda, 52 6rnekten 51’inde basarili bir sekilde DNA
geri kazanilmistir. DNA eldesinde kullanilan QIAGEN marka QlAamp DNA Investigator kit
ile DNA geri kazanimi miimkiin goziikmektedir. Genel olarak nitrik aside maruz kalan
orneklerde 0,0260 ng /ul ile 16,3 ng /ul arasinda, hidroklorik aside maruz kalan 6rneklerde
0,0301 ng /ul ile 7,92 ng /ul arasinda, siilfirik aside maruz kalan 6rneklerde 0,0210 ng /ul ile
7,65 ng /ul arasinda DNA geri kazanilabilmistir. Nitrik asidin morfolojik tahribat etkisinin ¢ok
daha fazla olmasina ragmen DNA geri kazaniminda daha yiiksek sonuclar veren asit oldugu
gbzlenmistir. Tiim ¢alismada en basarili DNA geri kazanimi ortalama 4,339 ng / nl olarak

8 saatlik nitrik asitte bekleyen orneklerde gergeklesmistir. En az DNA miktari elde edilen

grup ise 0,0387 ng/ul ortalama ile 120 saat siilfirik asitte bekleyen érneklerde olmustur.
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0,125 ng/pl tizerinde elde edilen DNA’lar g6z Oniine alinarak 24 saate kadar (%65 HNO3)
nitrik aside ve (%37 HCL) hidroklorik aside maruz kalan orneklerde kimliklendirme
yapilabilecegi kanaatine varilmstir. 24 saat asitlere maruz kalan orneklerin DNA’lar ile
kimliklendirmeye gidildiginde; Nitrik asitte bekleyen dislerden 24 STR lokusunun 17’sinde alel
elde edilerek 9%70,83 oraninda basarili kimliklendirme yapilabilecegine, Hidroklrik asitte
bekleyen dislerden 24 STR lokusundan 5’inde alel elde edilerek 920,83 oraninda basarili
kimliklendirme yapilabilecegine, Siilfirik asitte bekleyen dislerden 24 STR lokusunun hig
birinde alel elde edilemeyerek kimliklendirme yapilamayacagi sonucuna varilmistir. Nitrik
asitte 24 saate bekleyen dislerden 24 STR lokusunun tamaminin allelerinin elde edilmemesi ve
sonucun parcali profil olmasia ragmen; 16 STR kullanilarak dahi %99,999 kimliklendirme
yapilacagi bilindiginden Nitrik aside 24 saate kadar maruz kalan dis 6rneklerinden basarih

kimliklendirme yapilabilecegi kanaatine varilmistir.

Asitte tamamen yok olan s1v1 hale gecen dis numunelerinden dahi DNA geri kazanabildigi
bu miktarlarla tam kimliklendirme olmasa da parcal profil elde edilebilece@i kanaatine

varilmstir.
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