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OZET

Silika Metodu ile Kemikten DNA Ekstraksiyonu

Adli uygulamalarda ©6lim olaylarimin incelenmesinde en o6nemli
asamalardan biris kisinin kimliginin tespitidir. Kimliklendirme igin ¢ssitli
biyolojik delillerden DNA’ya ulasmak mumkindir. Cesetlerin maruz kaldig
farkh fiziksel ve kimyasal faktorler sonras DNA'min en iyi korunabildigi ve
kontaminasyondan en az etkilenen doku kemik dokusudur.

Bu calismada kemik dokudan silika esash DNA ekstraksiyon metodu ile
DNA elde edilebilirliginin arastirilmas amaglanmistir. Calismada Adana Adli Tip
Kurumunda otopsis yapilan olgulardan alinan 15 adet kosta kemigi kullanilmastir.
6 ay oda sicakhginda bekletilen kemik orneklerinde silika temelli ticari kit olan
Qiagen DNA Mini Kit ile 16 STR (D8S1179, D21S11, D7S820, CSFIPO, D3S1358,
THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19433, VWA, TPOX, D18S51, AMEL,
D5S818 ve FGA) sisteminin tamimlanabilmes igin yeterli kalite ve kantitede DNA
elde edilebilmistir. Calismada kullamlan 15 taze kemik 6rneginden DNA eldesinde
dekalsifikasyona ger ek olmadig gor tlmustir.

Cahismada kullamlan ¢ eski kemik orneginin ikisinde dekalsifikasyonlu ve
dekalsfikasyonsuz basarii DNA ekstraksyonu yapilamamustir. Birinde
ekstraksiyonda tamimlanabilir miktarda DNA bulunmamasna karsin 16 STR
sisteminin cahsildigi multiplex reaksiyonda relatif floresans tinites 50’ nin altinda
olmakla birlikte D3S1358, THO1, D19$433, TPOX, AMEL ve D5S818 STR
sstemleri tammlanabilmistir. Bu durum eski ¢rneklerin toz haline getirilme
asamasnda sogutma sistemli bir diizenegin olmamasina bagland.

Elde edilen sonuclar kemik dokudan silika temelli DNA ekstraksiyonunun
Cukurova Universites Tip Fakultes Adli Tip Anabilim Dal Adli Seroloji ve
Genetik Laboratuvarinda rutin hizmette kullamlabilirligini gosterilmistir.

Anahtar SoOzcikler: Kemik, DNA Ekstraksyonu, Adli Bilimler, Silika,
Kimliklendime



ABSTRACT

Silica Based DNA Extraction From Bone

Deter mining the identity of a dead person isone of the most important steps
in the practise of Forensic medicine. DNA can be retrieved from a variety of
biological material for the correct identification. DNA is best preserved and least
likely to be contaminated in the bone tissue after a range of physical and chemical
impacts on the corpse.

In this study, the feasbility of a silica-based method of DNA extraction
from bone has been investigated. A total 15 costal bones obtained from autopsy
cases at the Adana Forensic M edicine I nstitute has been used. Sufficient amount of
good quality DNA to successfully run a 16 STR (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSFIPO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19433, VWA, TPOX,
D18S51, AMEL, D5S818 and FGA) test has been extracted with a slica-based
commercial kit, Qiagen DNA Blood Mini Kit) from six months old bones left in
room temperature. It was also observed that decalcification was not necessary for
the extraction of DNA from 15 fresh bones.

In three old bones, the DNA extraction failed with or without
decalcification. In one case, although there was not a recogniziable amount of
DNA, we were able to determine D3S1358, THO1, D195433, TPOX, AMEL and
D5S818 in a 16 STR multiplex reaction, despite the relative fleurosence unit being
below 50. Thisis explained by not using a system with a cooler during grinding of
old samplesin this study.

Theseresults demonstrate that a silica-based metod of DNA extraction from
bone can be employed for routine diagnostics at the Forensic Serology and
Genetics Laboratory of the Cukurova University, Faculty of M edicine, department
of Forensic Medicine.

Key words: Bone, DNA Extraction, Forensic Sciences, Silica, | dentification

Xi



1. GIRIS VE AMAC

Adli Tipta 6lum olaylarinin incelenmesinin en 6nemli boyutlardan birisi kisinin
kim oldugunun yani kimliginin tespitidir. TUm stpheli 6lUm olaylarinda, incelemeye
Olen kisinin kimliklendirilmesi ile baslanir.

Tarihge olarak bakacak olursak kimliklendirme igin 6nce ana kan grup ve
subgruplar1 kullamlmis, daha sonra ise ¢esitli polimorfik eritrosit enzim ve serum
proteinleri ile insan |6kosit antijenleri de bu amacla kullanilmistir.

Kimliklendirmede Deoksiribontikleik asit (DNA) dizeyinde analiz ilk olarak
1985 yilinda Jeffreys ve arkadaslar: tarafindan yapilmistir'. DNA ilk kullanimindan bu
yana kimlik belirleme testlerinde gugli bir aa¢g haline gelmistir. DNA
polimorfizmlerini elde etme ve onaylama calismalar1 Uzerine teknolojinin gelismesi ¢ok
hizl1 olmustur®. 1985 de gdcmenlik vakasi icin ilk adli DNA analizinin yapilmasinin
ardindan, 1986’'da ABD’de bir cinayet vakasinda delil olarak kullamlmis ve hizli bir
sekilde diger tlkelere yayilmistir®.

DNA analizi icin uygun deliller, nikleuslu hicreleri igeren biyolojik
materyallerle simirlidir. Adli arastirmalarda en sik karsilasilan doku tipi kandir. Bununla
birlikte, semen, semen lekeleri, dokular, organlar, kemikler, disler, saclar, tirnaklar,
tukardk, idrar ve diger biyolojik sivilar da adli kimliklendirme ve paternite amacli
kullanlabilmektedir®.

Degradasyonun yogunluguna bagli olarak analiz amagli kullamlan doku tipi
degiskenlik gosterebilmektedir. Adli olaylarda tercih etme sansimin olmadigi, mevcut
biyolojik deliller ile analiz yapilmasi gerektigi durumlar oldukga siktir. Kadavralarda
erken postmortem periyotta dzellikle yumusak dokularda DNA c¢ok hizli bir sekilde
parcalanmaktadir®.  Genellikle sicak iklimlerde bakteriyel —kontaminasyonla
dekompozisyon ¢ok hizli gergeklesmekte ve kisa bir siirede kemik dokusundan baska
doku kalmamaktadir. Ugak kazalari, terdrist saldirilari, dogal afetler gibi toplu
Olumlerde vicut batunligd  bozuldugu durumlarda hem biyolojik  materyalin
dekompozisyonu ¢ok hizli olmakta, hem de 6rnekler tamamen birbirine karisik halde
bulunabilmektedir®’. Ayrica mikroorganizmalar, bakteriyel enzimler, 1si, ultraviyole

15181, nem ve mevcut nikleazlar gibi etkilerle degisime ugrayan veya parcalanan
1



biyolojik Orneklerde analiz icin her zaman yeterli miktarda DNA elde
edilemeyebilmektedir. Bu tip durumlarda DNA’nin en iyi korunmus oldugu ve

kontaminasyonun en az oldugu doku kemik dokusudur®*°.

Populasyon ve evrim calismalarinda da kemik dokusu DNA kaynagi olarak
kullamImaktadir',

Birgok kriminal laboratuarinda kimliklendirme amagli kemik dokudan DNA
analizi rutin uygulamalar arasinda yer almakta ve elde edilen bilgi mahkemelerce delil
olarak kullaniimaktadir.

DNA ekstraksiyonunda fenol kloroform, tuz ile ¢oktirme, kelatlastirict ve
misellestirici yontemler, monoklonal antikorlar ve silika yontemleri kullaniimaktadir.

Bu calismada, diger ekstraksiyon yontemlerine gore avantgjli oldugu ifade
edilen silika yontemine dayal1 ekstraksiyon yontemi ile DNA elde edilebilirligi, elde
edilen DNA’'nin kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmesi ve bunun sonucunda
yargiya bilirkisilik hizmeti veren Cukurova Universitesi Adli Tip Anabilim Dalr’ nda
kullanilabilirliginin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokunun Genel Ozellikleri

Organizmadaki diger bag dokularinda oldugu gibi kemik dokuda yapi, hiicreler,
kollgen lifler ve amorf maddeden olusmustur. Kemik ara maddesine kalsiyum
¢OkmUstir ve bu nedenle vicudu olusturan dokular arasinda en sert olamdir. Sertlik
Ozelliginden dolay1 beyin, omurilik, akcigerler gibi hayati organlari korumaya almakta
ve aym zamanda vicuda destek gorevi yapmaktadir. Kemik dokusu beslenme,
metabolik, endokrin ve mekanik kosullara ¢ok duyarli bir dokudur. Bu nedenle aktif
doku olma 6zelligini tasir*?*3. Ayrica kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini icermesi
ve metabolik 6nemi olan kalsiyumu depolamasi da kemigin destek dokusu olma disinda
onemli rolleri oldugunu gosterir™,

Bunlar disinda dokuda kan ve kemik iliginin oldugu bir de kanal sistemi
bulunur. Lameller kemigin tipik yapilari olup Havers kanallari etrafina konsentrik
olarak yerlesmiglerdir. Lakiina, kemik hicrelerinin yerlestigi kovuklardir ve kanalikdl
adi verilen ince kanallarla diger lameldeki kovuklarla temastadirlar. Matriksin sert

olmasi difflizyona olanak vermemektedir.

2.2. Kemik Yapia ve Organizasyonu

Kemik doku organik ve inorganik komponentlerden olusmustur. Ayrica yapisal
olarak da sert (kompakt) ve siingerimsi (spongiy6z) kemik olmak Uzere iki farkli

formda bulunur.

2.2.1. Sert Kemik (Kompakt K emik)

Kompakt kemik siki diizenlenmis, bosluk icermeyen bir dokudur. Organizmada
bulunan tiim kemiklerin dis yiizeyleri sert kemikle kaplidir*®. Ciplak gézle bakildiginda
homojen ve dolgun bir yapida gorilen sert kemigin mikroskopta dizenli yerlesim
gosteren lameller ve kanal sistemleri icerdigi gorullr. Sert bir matrikse sahip olan kemik
dokusunda diffiizyon olanag: olmadigindan kanal ve kanalikillerle kemigin disindan
icine kadar iliski kurulur ve bu sekilde metabolizma icin gerekli maddeler damar ve



kanalikilllerle hiicrelere kadar ulasir®*®. DNA’min cogu kompakt kemikte osteositler

icinde bulunur®.

2.2.2. Singerims Kemik (Spongiyoz K emik)

Spongiydz kemigin dizensiz bosluklu ve dokusu gevsek bir yapist vardir.
Birbirleriyle kesisen kemik trabekuillerinden olusur. Bu gorinim ile siingere benzer.
Trabekullerde bulunan kemik lamelleri birbirine paralel seyreder. Trabekllerin
aralarinda birbiriyle iliskili labirent gibi diizensiz bosluklar vardir. icleri kemik iligiyle
doludur. Bunlar gerekli olan maddeleri kemik iligindeki damarlardan kanalikiller
vasitasiyla sitoplazmik uzantilari ile alirlar.

Sert kemikten olusmus ince bir tabakayla oOrtilu olarak bulunur. Kemik
trabekdillerinden olusmasi nedediyle goriniimi stingerimsidir. Kisa ve uzun kemiklerin

metafiz ve epifizlerinin ic kisimlart ile yassi kemiklerin ic yiizlerinde bulunur?*34,

2.2.3. Kemik Matriks

Kemik matriksi iki esas 6geden olusmustur. Bunlardan birisi organik matriks,
digeri ise inorganik matrikstir. Kemik matriksinin zemin maddesi glikozaminoglikanlar
(kondroitin slilfat, keratan sllfat ve hiyaluronik asit), osteokalsin, osteonektin ve

osteopontin gibi kiiciik glikoproteinler ve birkag sialoproteinden olusur™.

2.2.3.1. Organik Bélum

Organik bolim kemigin %30’unu olusturur. Kollajen ve kollajen disi
proteinlerin olusturdugu matriks ve kemik hicreleri bu bolimun parcalaridir. Organik
bolimin %98'ini matriks, %2’sini hicreler olusturur. Matriksin %95’ini tendon ve
derinin de major yapisal proteini olan tip 1 kollajen ve daha az miktarda da tip 5
kallojen olusturur’®. Kollajen fibriller, hidroksiapatit kristallerinin birikmesi icin
organik cerceve gorevi gorurler. Kemigin yiksek seviyedeki dayanikliligi ve esnekligi
basta kollajen olmak (izere organik matrikse baglidir. Organik elemanlarin

eksikliginde kemigin esnekligi ve saglamligi bozulur ve kolay kirilir hale gelir®®,



2.2.3.1.1. Kollajen

Kollajen hareket sisteminin temelini olusturan biyik yapisal bir proteindir. TUm
viicuttaki proteinin yaklasik dortte biri kollgjendir. Ozellikle kemik, kikirdak, eklem ve
liflerde bulunur. Bu protein birbiri tzerine sarilmis U¢ alfa zincirden meydana gelir. On
dokuz degisik tipi tantmlanmustir'’.

Kollajen fibriller; bag dokusununtim cesitlerinde degisik miktarlarda yer
alan, kollgjenden yapilmus fibrillerdir. En c¢ok fibroblastlar tarafindan sentezlenir.
Bununla beraber osteoblast, odontoblast, kondroblastlar tarafindan da sentezlenirler.
Belirli bir uzunluklar1 yoktur, gerilme ve cekilmelere karsi ¢ok dayaniklidir. Bu
Ozelliklerinden dolay: tendon, ligament, kemik, dis ve deride goralUrler.

Kollajen tip 1, tip 2, tip 3, tip 4 ve tip 5 olmak Uzere bes tip kollojen fibril
bulunur. Vicutta en fazla bulunam tip 1 olup toplamin %30 kadarini olusturur.
Osteoblast ve odontoblastlar tarafindan sentezlenir. Kemik ve tendonlarda bulunurlar®®,

Kemikteki kollajen, bag dokusundakine benzer. Organik kemik matriksinin
temel yapisal birimini olusturan kollajeni cogunluklatip 1 kollajen, daha az miktardatip
5 kollajendir. Cok sert olmasina karsin, kemiklerin kolay kirilmamasini saglayan 6geler
bu kollagjen fibrillerdir. Kollajen fibriller, hidroksiapatit kristallerinin birikmesi igin
organik cerceve gorevi gorur. Bu kristaller, kollajen fibriller Gzerinde minik tabakalar
ve cubukguklar olusturacak sekilde birikir. Protein-kristal kombinasyonu kemigin

gucli, yerine gore esnek ve kirilmaya ¢ok dayanikli saglam bir doku olmasina yol
14

acar™,

2.2.3.2. inorganik Bolim

Kemigin inorganik bolimia bitin kemik dokusunun %70’ini kaplar. Kemik
dokusuna inorganik maddeler sertlik kazandirir. Bulyidk cogunlugu kalsiyum
hidroksiapatit ve az olarak da fluorapatit icerir’®. Bunlardan baska sitrat ve karbonat

iyonlar1 da yer glyr®14162021

. Vicuttaki kalsiyumun hemen hemen timu burada
bulunmaktadir. inorganik maddeler kemigin kuru agirhgimn yaklasik %50'sini

olusturmaktadirlar®.



2.2.3.2.1. Kalsyum

Insanda, viicuttaki atomlarin yaklasik %60.31'ini ve yetiskin bir insan agirliginin
yaklasik kirkta birini (1.2 kg) olusturacak miktarda bulunur. Toprak akali metali
olmasindan dolay viicutta kararl1 Ca'® iyonlar: halindedir?.

Kemik doku blyik miktarlarda kalsiyum ve fosfor deposu olarak énemli rol
oynar*®. insan viicudundaki yaklasik 1 kg kalsiyum meveuttur ve bunun %99’ u fosfat
ile birlikte kemiklerde ve diste bulunur.

Kemiklerde inorganik komponentler kuru agirligin % 65’ini olusturur. Bunun
%85'i kalsiyum fosfat, %10'u kalsiyum karbonat ve kalamimi da kalsiyum florid,
magnezyum florid, hidroksit ve siilfat bilesikleri ile sodyum ve potasyumdur. Kalsiyum
ve fosfor hidroksiapatit kristallerini olustururlar®.

Kalsiyum iyonlarimin temel rolii kemik mineralizasyonuna katilmaktir. Kemik
mineralizasyonu, kalsiyum tuzlarinin hidroksiapatit kristalleri seklinde kollgjen fibriller
tizerinde birikmesi ile gerceklesmektedir®.

D vitamini yagda eriyen ve kemik saglig: icin gerekli olan bir vitamindir. Ince
bagirsaklardan kalsiyumun emilmesini ve kemik yapiminda kullamlmasin: kontrol eder.
Vicutta normalden fazla D vitamini bulundugu durumlarda kemiklerde sertlesme ve
yumusak dokularda kireglenme gorulebilir. Yetersizliginde ise kemik mineralizasyonu
bozulur ve blyume ¢agindaki cocuklarda rasitizm, yetiskinlerde osteomalasia (kemigin
yumusamasi), daha ileri yaslarda osteoporoz olusur. Bu durum kemik agrilari ve

deformitesine neden olur.

2.2.3.2.1.1. Hidroksiapatit

Dislerin dentin ve mine tabakasi ile kemikte bulunan bir ¢esit kalsiyum tuzudur.
Kimyasal formilt Cayo(PO4)s(OH), olan hidroksiapatit, dogada elmastan sonra bilinen
en sert molekildir. Organik ¢oziicllerde ve asit ¢ozucller hari¢ inorganik ¢ozlculerde
de coziinmez. Biyoaktif yapida bir biyomateryaldir?”.

Y Uksek derecede kristalize olan hidroksiapatit in vivo olarak stabildir ve %5-10
oraninda rezorbe olur®. 2001 yilinda Gotherstrom ve arkadaslari kristallesme ve
DNA’nin korunmast arasinda yiiksek korelasyon oldugunu bulmustur®.

6



2.2.3.2.1.2. Fluorapatit

Kimyasal formiltu Cas(POa)sF olan fluorapatit, hidroksiapatit ile birlikte dislerde
ve kemiklerde bulunur®®. Minerilizasyondarol alan bir bilesendir.

2.2.3.2.2. Magnezyum

Insan viicudunda yaklasik 20 - 28 gr magnezyum vardir. Bir erigkinde ortalama
24 gr magnezyum bulunur (1 mol veya 2000 mEq). Bunun % 1’inden az1 plazmada, %
50'den biraz fazlasi kemikte depolanmistir. Ana deposu kemikler olup vicuttaki
magnezyumun % 60'1 kemik ve dislerdedir. Kalan % 40’1 kan, doku ve diger vicut
sivilarinda yer alir. Vicut bu minerali disardan yeteri kadar alamadigi takdirde
kemiklerde depolanms olan magnezyumu tiiketmeye baslar®.

2.2.3.2.3. Fosfor

Kemik ve dislerdeki kalsiyum tuzlarinda yer alan 6nemli bir elementtir.
Viicuttaki fosforun %901 kemik ve dislerde fosfat iyonu, PO* 4 seklinde bulunur.

Fosfat iyonu fosforik asidin ti¢ hidrojen iyonu (H") vermesi ile olusur. Fosforik
asit ayni zamanda bir fosfat esteri olusturmak Uzere viicutta alkol gruplariyla reaksiyona
girer. Bu organik fosfat esterleri, hicre zarlarim ve sinir dokularim olusturan
fosfolipidlerde, protein sentezini ve kalitimi denetleyen DNA ve RNA ile koenzimlerde

bulunur?®,

2.3. Dekalsifikasyon

Kemigin %70’ ini olusturan inorganik bolum kalsiyum hidroksiapatit kristallerini
icermektedir®®. Temel rolii kemik mineralizasyonuna katilmak olan Ca™ iyonlari
kemik dokusu icgerisinde genis mineralizasyon alanlarint olusturur. Ekstraksiyon
ayraglarina karst fiziksel bariyer durumundaki bu bolgeler DNA igeren hicrelere
ulasmay1 zorlastirir. Saglikh bir sekilde DNA'’ya ulasabilmek icin Ca"™ iyonlarinin
materyalden uzaklastirilmas: gerektirdigi disunilmektedir. Kemik ve dis gibi yapisal
olarak sert olan DNA kaynaklar: igin giinimiz ekstraksiyon protokollerinin gogu toz
haline getirilmis materyalin yiksek hacimdeki etilen diamin tetra-asetik asit (EDTA)



iceren ekstraksiyon tamponunda inkiibasyonunu ve ardindan siipernatantin toplanmasi
esasini temel alir®,

2.4. DNA Ekstraksiyon Yontemleri

Deoksiribonikleik asit (DNA), tUm organizmalar ve bazi virlslerin canlilik
islevlieri ve biyolojik gelismeleri icin gerekli olan genetik bilgileri tasiyan bir nikleik
asittir.

Mitokondrial DNA analizleri disinda, DNA analizi icin uygun deliller, nikleuslu
hiicreleri iceren biyolojik substanslarla sinirlidir®. Adli bilimciler, olay yerinde
bulunmus olan kan, semen, deri, tikirik ve sagin yam sira dis ve kemik gibi
biyolojik kalintilardaki DNA'y1 kullanarak genetik parmak izine ulasabilirler.

Genel olarak genomik DNA ekstraksiyon protokolleri; hiicrelerin parcalanmasi
ile baglar, ardindan deoksintkleoproteinler ve RNA’lar ortamdan uzaklastirilir.
Selatlama yapan maddeler, yiksek tuz konsantrasyonu, deterjanlar ve kimyasal
denaturantlarin kullaniimas ile son bulur?” %,

DNA ekstraksiyonunda temel amag; ortamdaki inhibitorlerin ve nikleazlarin
giderilmesi, maksimum miktarda ve kalitede DNA elde edilmesidir.

PCR reaksiyonunda ortalama 1 ng DNA’ya ihtiyag vardir. Bu miktar yaklasik
olarak 1/20 ul kan veya 350 spermden elde edilen DNA miktarina denk gelmektedir. En
iyi sekilde izole edilen DNA 50-150 kb arasindadir.

Adli tiptaen ¢ok kullamlan DNA ekstraksiyon yontemleri; organik, inorganik ve

iyon degisimi esasina dayanan metotlardir.

2.4.1. Organik Ekstraksiyon Y ontemleri
Organik ekstraksiyon yonteminin en ©nemli adim proteinlerin  ortadan
kaldirilmasidir. Tuz ile goktirme yapilarak veya basitge fenol kloroform izoamil alkol

ile uygulanabilir.

2.4.1.1. Fenol Kloroform Y dntemi
Bu yontem protein komponentlerini uzaklastirarak nikleik asitleri saflastirmayi
hedeflemektedir™.



Temel olarak fenol kloroform ekstraksiyon yonteminde; fenol proteini baglar ve
etkili bir sekilde denattire eder. Kloroform ise fenolti baglar.

Fenol benzen halkasina OH™ molekiliniin baglanmasiyla olusan bir kimyasaldr.
Iyi bilinen bir kanserojen olmasinin yan: sira son derece asindiricidir ve ciddi yaniklara
neden olabilir. Kimyasal adi triklorometan olan kloroform ise yaglari ¢zen ve toksik
etkis yiksek bir maddedir®. Bu nedenle fenol ve kloroform hem DNA’min
bozulmasina neden olabilir hem de kullaniciya zarar verebilir. Ayrica fenol kloroform
ekstraksiyonunun ¢ok basamakli bir metod olmasi dolayisiyla DNA kayiplarinin
olusmasini ve kontaminasyon riskini arttirmast agisindan uygulamasi zor bir yontemdir.

2.4.2. Iinorganik Ekstraksiyon Y éntemleri

Fenol velveya kloroform gibi organik aywraglarin kullamlimadig: ekstraksiyon
metodudur. Monoklonal antikorlar ve DNA’ya 6zgu tasarlanmis manyetik etkilesimli
silika boncuklarimn kullanildig: yontemlerdir. Inorganik ekstraksyon ortamdaki tuzlarin

atimiyla proteinlerin parcalanmasi esasina dayanir.

2.4.2.1. Silika Y 6ntemi

Silika yonteminde hiicre parcalayici olarak Guanidium izotiyosiyanat
kullanilmaktadir®™®. Guanidium izosiyanat hiicrelerin parcalanmasi ile agiga cikan
RNA’'nmin degradasyonunu engelleyen bir kimyasaldir. Silika yontemi ile DNA
ekstraksiyonu guanidium izotiyosiyanatin pozitif yUkli amin guplart igeren ucuna
DNA, diger ucuna da silika pargaciginin baglanmasi esasina dayanan bir metotdur.
DNA'nin silikaya baglanmasi sonrasi yapilan yikama isleminde ortamda bulunan
protein ve istenmeyen komponentler uzaklastirilir ve DNA ortamdan daha saf halde
elde edilir. Bu sayede PCR inhibitérlerinin bir kismi da ortamdan uzaklastirilmis olur ve
PCR icin daha yuksek kalitede ve miktarda DNA izolasyonuna imkan saglar. Fakat
fazla kontaminasyon olmasi ve/veya farkli iyon degisimi DNA’ nin silikaya baglanmasi
engelleyebilir ve bu gibi durumlarda pozitif sonu¢ alinamayabilir. Yine de yiksek
molekul agirlikli DNA geri kazanimlar: igin tercih edilecek en uygun metod silika
yontemidir'.

Fenol kloroform ve son yillarda kullanimi giderek artan silika yontemi ile kemik
dokudan DNA eldesinde basaril1 sonuglar alinmaktadir. Altungul’a gore silika ile %77,
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fenol kloroform ile %59 oraminda basarili sonuc alinmstir™. Yapilan farkli bir
arastirmada silika metodu ile %94, fenol kloroform ile %77 ve chelex ile de %20 basari
saglanmustir®’. Bir baska arastirmada silika ile %65, sodyum asetat yontemi ile de %55

oraninda basaril1 sonug alinmstir®,

2.5. DNA Kantitasyonu
2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, elektriksel bir alamin etkisi altinda sivi bir ortamda yUkli
partikllerin gocudur. Farkl: tipte elektroforez yontemler olmasina karsin nikleik asitler
icin iyi sonug veren ve 200-50.000 bg boyutlar arasindaki DNA ve RNA molekillerini
tamimlamakta kullanilan standart yontem agaroz elektroforezidir™.

Agaroz jel elektroforezi ile oOzellikle degisik kaynaklardan izole edilen
DNA’larin veya enzim kesim trtnlerinin molekdl agirliklart ve miktarlar: belirlenebilir.
Ayni zamanda proteinlerin yilklerine gore ayrilmasinda da kullanil maktadir**°.

Nukleik asitlerin aywrimu icin en etkin agaroz konsantrasyonlar: %0.3-2.0'dir.
Nukleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile nikleik asit
molekillerinin boyutlar1 ve seklinden etkilenir. Jel uygun sekilde hazirlanirken ya da
ornekler yuklenip elektriksel olarak ayrildiktan sonra boyamir ve 6rneklerin
goruntilenmesi gerceklestirilir.

Agaroz jel oldukga hizli ve kullargl bir teknik olmasi ve az miktardaki protein
ya da nikleik asit karisimlarim (ayrica nikleoprotein ve polisakkarit karigimlarini)
saflagtirmakta ve analiz yapmakta yaygin olarak kullaniimaktadir.

2.5.2. Gergek Zamanh PCR

Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongileri saglamak icin kullanilan
cihazlarin (Thermal cycler) hassas 6lgiim aletleriyle birlestirilmesi, gergcek zamanli PCR
(real-time PCR) olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesini saglamustir.

Gergak zamanli PCR Urunlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye
0zgun olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgin problardan yararlanmlmaktadir.
Gercek zamanli PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR dongusiinde yeterli miktarda
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drinin verdigi floresans 1s1ga gore calisip reaksiyonu her asamasinda olusan Urdn

kontrol eden bir sistemdir®®?'.

Gergek zamanli PCR teknolojisinin; reaksiyon boyunca verinin toplamp aninda
analiz edilebilmesi, spesifik olmayan amplifikasyonlardan etkilenmemesi, duyarliliginin
yuksek olmasi, PCR sonrasi ikincil bir islem gerektirmemes sayesinde yuksek
verimlilik ve dusik kontaminasyon riski icermesiyle klasik PCR yontemine gore bircok
avantgja sahiptir. Ayrica gen ekspresyonunun kantitasyonunda, DNA hasarlarinin
tespitinde ve genotiplemede kullamlan guvenilir bir yontem olmasi sonucunda adli

seroloji laboratuvarlarda yerini al mistir®®%.

2.6. PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR, Saiki ve arkadaslari tarafindan insan genomik DNA’simin spesifik bir
parcasinin enzimatik amplifikasyonu olarak tammlanmistir®®*!. PCR'1n kesfi Kary B.
Mullise 1993 yilinda nobel 6dulii kazandirmistir. Uygun laboratuvar kosullarinda
nikleik asitlerin cogaltilmas: sayilabileceginden bir gesit in vitro klonlamadir.

PCR'in gerceklesebilmesi icin; kalip olarak kullamilacak DNA  0rnegi,
cogaltilacak bolgeye uygun sekilde tasarlanmis ve bdlgeyi 5 ucundan 3 ucuna
cevreleyen yaklasik 18-20 baz uzunlugunda bir cift primer dizisi, dinukleotid
trifosfatlar (ANTPs), yiksek 1siya dayaniklit DNA polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon
derisimini (Mg*?) saglayacak tampon cozelti gerekmektedir®.

Sirasi ile denatiirasyon, primer baglanmas: ve yeni DNA’ nin sentezi seklinde U¢
asamada gerceklesir®.

Denatiirasyon: Cogaltilacak DNA’'nmin denatire edilerek tek zincirli hale
getirilmesidir. Denatlirasyon asamasinda ¢ift zincirli DNA’min tek zincirli hale gelmesi
94-98°C 151 araliginda yaklasik 5 dakikada gerceklesir. Sonugta DNA'min iki ipligi
birbirinden ayrilir ve kalip olarak kullanilacak hale gelir®#4*°.

Primer baglanmas: Sicakligin 37-65°C araligina dusurdlmesi ile tek iplikli
DNA'ya primerlerin baglanmast saglamir. Bu primerler yapay oligonikleotidlerdir ve
cogaltilacak DNA bolgesinin uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgul olarak baglanirlar.
Primerlerin gorevi kalip DNA sentezi igin baslangic noktas: olarak gorev yapmaktir.
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Primer baglanmasi asamasinda sicaklik derecesi primerlerin baz icerigine ve
uzunluguna bagli olarak degismektedir.

DNA’'nin sentezi: Polimeraz enziminin ortamdaki noikleotitleri, kalip DNA
zincirinin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru eklemesi ile primerin uzamasim saglanir ve hedef
DNA’nin kopyasini olusturulur. Sentez asamasi 72°C’ de gergeklesir.

Bu dongui yaklasik olarak 20-30 kez tekrarlanabil mektedir.

PCR igleminin teorik olarak verimliligini degerlendirecek olursak; n=1s1 donguisi
say1si, y=baslangictaki kopya sayisi kabul edildiginde sonucta 2" x y kadar DNA elde
edilebilir.

Hizla gelisen PCR teknolojisi molekller biyoloji ve genetik alamnin temel tasi
sayilmaktadir. PCR teknigi cok az miktardaki DNA ile ¢calismayr mimkin kilmaktadir.
Teorik olarak tek bir nikleuslu htcrenin varligi bile PCR'in uygulanabilirligi igin
yeterlidir?’. Kisa siirede basarili sonuc elde edilmesi sayesinde laboratuvar calismalari
blylk hiz kazanmustir. Yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirmalarda kalitsal ve
bulasict hastaliklarin teshisi, klonlama calisgmalari ve gegcmis DNA’larin incelenip
evrimsel slreclerinin aydinlatiimas: gibi genis ve degisik konularda kullamlmaktadir.
Adli bilimlerde ise; genetik parmak izlerinin tammlanmasi, 6lim sebebinin ve
zamanimin arastirilmasi, genetik bozukluklarin belirlenmesi, babalik testi ve diger
akrabalik iliskilerinin  saptanmast gibi  spesifik konularda PCR  teknolojisi
kullaml maktadir*®4°,

2.7.Ki1sa Ardisik Tekrar Dizileri (STR)

Adli DNA calismalarinda herhangi bir protein kodlamayan ve bu sebeple kisiden
kisiye farklilik gosterebilen aym baz gruplarinin belirli sayilarda tekrarlanmasiyla
olusmus kisa tekrar dizileri kullanilmaktadir™.

Mikrosatellitler, insan genomu boyunca dagilmis olarak bulunan ve 2-7 baz
ciftlik, kisa ardarda tekrar eden (short tandem repeat, STR) DNA dizilerinden
olusmaktadir. STR’lerin her 6-10 kb'de bir goriildigii ve yaklasik 4x10° adet STR

bulundugu saptanmustir*®°*.
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STR lokuslar1 insan genomunda 2-7 baz cifti uzunlugundaki DNA dizilerinin
birbirlerine bas-kuyruk olacak sekilde ardarda tekrarlanmas: ile 100-400 baz cifti
uzunlugunda baz dizilimlerini iceren bolgelerdir™.

Farkli alanlarda degisik amaglarla kullamlan STR lokuslarindan, adli serolojide,
biyolojik materyallerin adli amacli kimliklendirilmesinde ve babalik arastirmalarinda
yararlanilmaktadir. Gunimizde STR lokuslar:, adli Orneklerin analizinde sagladigi
cesitli avantajlar nedeniyle adli serologlar tarafindan kullamlan yontemlerin basinda
gelmektedir.

Insan genomunda heterozigotluklar: % 70'in Uizerinde olan 1300’ den fazla STR
lokusu tammlanmustir. Adli seroloji calismalarinda, DNA’nin intron boélgelerinde yer
alan STR lokuslar1 tercih edilmektedir. Uzun sire sadece otozomal STR’ler
kimliklendirme ve babalik tayini amaci ile kullamlmis son yillarda ise gonozomal
STR'ler adli amagli kimliklendirmede kullanima girmistir. Adli amaglarla rutinde
kullamlacak STR lokuslarinin segiminde; lokusun bireyleri ayrim gucl, kromozomal
lokalizasyonu, yapisi, diger STR lokuslar: ile birlikte aymi anda tek bir PCR tiptinde
cogaltilabilmesi, glvenilir ve tekrarlanabilir sonuclarin elde edilebilmesi gibi kriterler

g6z 6niine alinmaktadir™>>*°,

2.8. Kapiller Elektroforez

Farkli boyutlardaki DNA parcalarinin saptanmasinda elektroforetik yontemler
kullanilmaktadr.

Kapiller elektroforez teknolojisi son onbes yilda protein ve nikleik asitleri de
kapsayan cok cesitli molekillerin ayiriminda etkin ve ekonomik bir yontem olarak genis
bir kullanici kitlesine sahip olmustur®.

Bu cihazlar anot ve katot kutuplar arasinda uzanan bir kapiller, sicakligi sabit
tutacak bir 1sitict bolge ve anot uca yakin bir bolmede lazer 151k kaynagi ile CCD
kameradan olusur. Kapillerin icine polimer dolduran bir siringa ve her iki kutupta
elektrik gecirgenligi saglayacak tampon hazneleri bulunmaktadir. Her bir érnek igin
yeniden polimerle doldurulan kapiller, 6rnek tlptne girdiginde PCR ile ¢ogaltilmis ve
denatiire edilmis DNA fragmanlarint elektrokinetik yontemle kapiller igerisine alir ve
bu asamadan sonra sabit voltaj ve sabit sicaklikta anot kutba dogru hareket eden DNA

fragmanlart kapillerin silika ile kaplanmamis bolgesinden gecerken lazer 1s181m
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baglandiklar: primerin rengine gore degisik dalga boylarinda yansitarak CCD kamera
tarafindan algilanirlar. Uygun bilgisayar yazilimu tarafindan degerlendirilen bu veriler
ekranda blyuklik ve yogunlugu ifade eden pikler seklinde belirir. Bu pikler bahsedilen
yazilim tarafindan daha Once bu yazilima tantilan floresan boyali ve fragman
bUyUklGgl bilinen standartlarla karsilastinlarak degerlendirilmektedir.

DNA dizilemesi, mutasyon ve genetik polimorfizmin saptanmasi gibi analizlerde
kullanilmiyla adli serolojide yerini almustir. LIF (laser-induced fluorescence) ile
desteklenmesi sonucu ileri derecede hassaslasan kapiller teknolojisi tek bir molekilt
dahi saptayabilir hale gelmis ve DNA fragmentlerinin ayriminda en hizli gelisen yontem
olmustur. Bu sayede DNA dizileme tekniginde biyuk yarar saglanmistir. Ayrica analiz
icin ¢ok az miktarda Ornege ihtiyag duymasi, hizli ayrim guci, amnda pik
goruntdlenebilirligi, otomatizasyon ve ek cihazlarla uyumu ile de avantajl bir sistemdir.

Y Uksek hassasiyetinden dolay1 eski yontemle zayif dahi olsa sinyal vermeyen
ornekler yeni yontemde olcilebilir pikler olusturmakta ve pikler degerlendirmeye
alinmaktadir. Tipleme sonrasi sonuclanan piklerin bilgisayar ortaminda muhafaza
edilerek istendiginde yeniden degerlendirmeye imkan vermesiyle geriye yonelik olarak
pik sonuclarinin degerlendirilebilirligi cok 6nemli bir olanaktir™.

Gunumiizde DNA ve RNA temelli nikleik asit uygulamalarinda STR temelli
insan kimliklendirme en sik ve yaygin kullanmilan kapiler elektroforez yontemlerinden
birisidir. Adli bilimlerde kapiler elektroforez uygulamalari, kamtlarin hukuksal agidan

analizi icin avantaj saglamaktadir®’®,
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada otopsisi Adana Adli Tip Kurumu’'nda yapilan 15 olgunun kosta
kemiklerinden ornekler alinmustir. Pozitif kontrol olarak da olgulardan alinan kan
ornekleri kullanilmustir. Arastirmada kullamlan kemiklerin fiziksel temizligi bistiri ve
zimpara kagidi ile, kimyasal temizligi sodyum hipoklorit, distile su ve etanol ile
yapilmistir. Temizlik asamasindan sonra kemik o6rnekleri matkapla mekanik olarak
parcalanip sivi nitrojen ile muamele edilmistir. Daha sonra dekalsifikasyon islemi
uygulanmis ve kemikler DNA ekstraksiyonu igin kullanima uygun hale getirilmistir.
Fenol kloroform izoamil alkol ile veticari olarak elde edilen silika temelli Qiagen DNA
Mini Kit ile DNA ekstraksiyonu yapilmis; ekstrakte edilen DNA’da D8S1179, D21S11,
D7S820, CSFIPO, D3S1358, THOL, D13S317, D16S539, D2S1338, D19433, VWA,
TPOX, D18S51, AMEL, D5S818, FGA STR sistemlerinin Perkin Elmer 9700 PCR
cihazi ile multiplex PCR amplifikasyonu ve amplifiye edilen 6rneklerin ABI 3130
otomatik kapiller elektroforez cihazi ile elektroforezi yapilmstir. Elektroforez sonrasi
pikler incelenmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Bu calismamin projesi ve olgulardan alinan kemik o6rnekleri icin hazirlanan
bilgilendirme ve riza formlar;, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'na
sunularak onay alindi. Bu calismanin gerceklestirilebilmesi icin Cukurova Universitesi
Arastirma Fonunda TF2009Y L3 no’ lu proje ile parasal destek alindh.
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Form 1. Bilgilendirme ve riza formu
Bilgilendirme Formu

Calismamizda, Anabilim Dalimizda kemik dokudan DNA analizi yaparak,
kimliklendirmede DNA duzeyinde tum biyolojik Orneklerde calisma yapabilen bir
merkez olunabilmesi amaglanmaktadir.

Bu amagla postmortem alinacak kemik dokularindan DNA ekstraksiyonu
yapilacak ve kemikten DNA ekstraksiyonu yonteminin Cukurova Universitesi Tip
Fakiltesi Adli Tip Anabilim Dalr’ nda rutin hizmette kullanilabilirligi arastirilacaktir. Bu
nedenle yakinimizdan vicut bittnligl bozulmayacak sekilde, otops islemleri sirasinda
kesilen kemiklerin ug kismindan 3gr. kadar kemik dokusu 6rnegi alinacaktir.

Ornek alma islemi 6ncesi bu calismaya onay verdiginize dair riza formunu
imzalamanz gerekmektedir.

Ri1za Formu

Yapilacak ornekleme islemi tarafima detayli sekilde anlatilmistir. Bu islem
sonucunda yakinimin viicut bittinlugiinde herhangi bir bozulma olmayacagindan dolayy,
bu galisma icin yakinimdan kemik ornegi (3 gr.) alinmasina onay vermekteyim.

ONAY VEREN
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3.1. Kemik ornekleri
Otops esnasinda kostadan yaklasik 5 cm. uzunlugunda kemik 6rnegi alindi.
Steril kapakli kavanozlara koyulup, her 6rnege bir protokol numarasi verildi.

3.2. Kan ornekleri
Otops esnasinda alinan yaklasik 2cc kan o6rnegi alindi. Steril EDTA’ 1 tiplere
aktarilip her 6rnege bir protokol numaras verildi.

3.3. Deneylerde Kullamlan M alzemeler
3.3.1. Kullanillan Kimyasal M addeler

- Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA): Sigma, E5134.

- Amonyum Oksalat

- Sodyum hidroksit (NaOH): Merck, art. 6462.

- Sivi azot

- Etanol %96’ lik: Delta.

- Fenol: Sigma, P4161.

- Kloroform: Sigma, E2432.

- TBE tampon: Fermentas.

- Sodyum hipoklorid

- Etidyum Bromur: Merck, 1.11615.0001.

- Formamid: Applied Biosystems.

- Agaroz: Nusieve.

3.3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

- Tupler: 0.2, 0.5, 1.5ul’ lik steril ependorf tipler kullanildi.

- Mikropipet: 10ul, 200p! ve 1000 hacminde volumi ayarlanabilir Eppendorf marka
mikropipetler kullanild.

- Mikro Santriftlj: Dakikada maksimum 18000 x rpm devir hizina ulasan, 12 tipe
uygun baslikli, zaman ve hiz ayar gostergesi bulunan, Hettich EBA 12 santrifd
kullanld.
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- Makro santrif(lj: Dakikada maksimum 5000 x rpm devir hizina ulasan 4 tiipe uygun
baglikli, zaman, hiz ve 1s1 ayar gosterges bulunan Eppendorf 5810 R sogutmali
santrif(j kullanildi.

- Vorteks (Elektro-mag M 16)

- Manyetik karistirict (Janke & Kunkel)

- PCR cihazi (Perkin Elmer 9700)

- Kapiller elektroforz cihazi (Applied Biosystems 3130 Genetic analyzer)

- Ultrasonifikasyon cihazi (Bandelin Sonorex)

- DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen)

- Falcon tip: 50ml hacimli

- Matkap (Globus 111305)

- Derin Dondurucu (Bosch)

- Buzdolab: (Philco)

- Enjektdr: 10 ml’lik standart enjektor

- Filtre Kagidi (Whattman)

- pH ayrracit (Merck)

- Jel tanki (Thermo)

- UV transluminator (Syngene)

- Bistlri: 22 numara

- Balonjoje

- Etav (Binder)

- 50'lik rack: Axygen

- Saf su (deiyonize, RNAaz free, DNAaz free)

- Steril gazli bez

- Pastor pipeti (Isolab)

- Zimparakagich

3.4. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. EDTA Soliisyonunun Hazirlanmas (0.5M 500 ml EDTA)

93.05 gr EDTA 500 ml’ye tamamlanacak sekilde balon joje igerisinde distile
suda ¢ozildu. Cozelti pH'mn 7.5 e ayarlanmasi igin yaklasik 10 gr NaOH c¢ozelti
icerisinde eritildi. Hazirlanan EDTA +4°C’ de muhafaza edildi.
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3.5. Calisma orneklerinin hazirlanmasu

3.5.1. Kemiklerin Temizligi

DNA’min maksimum korunabildigi doku olan kemik doku ile calismak kontaminasyon
gibi bazi zorluklar1 beraberinde getirdiginden bunun minimuma indirilmesi i¢in caligmanin
biitiin basamaklarinda eldiven, maske, sa¢ bonesi ve 6nlik kullamldi®. Kemikler icin
kullanilacak bitin malzemeler steril edildi. Kemik ornekleri once fiziksel, ardindan
kimyasal olarak temizlenerek toz haline getirme islemi icin hazirland:®.

Adana Adli Tip Kurumunda otopsisi yapilan vakalardan alinan taze kemik
ornekleri fiziksel temizligi yapilarak yumusak dokularindan uzaklastirildi. DNA analizi
Oncesi temizlenmis kemik 6rnekleri 6 ay oda 1sisinda bekletilerek kurutuldu. Toz haline
getirme isleminin 6ncesinde kemiklerin kimyasal temizligi yapild.

3.5.1.1. Fiziksel Temizlik

Arastirmada kullanilan kemik drneklerinin dis ylzeyi toprak, yumusak dokular
ve diger kontaminantlardan whattman kagid: Gzerinde bisturi ile temizlendi. Dis ylzey

tizerinden 2-3 mm' lik kisim zimpara yardimiyla kemikten uzaklastirilch®®%°16293

3.5.1.2. Kimyasal Temizlik

Fiziksel temizligi tamamlanan kemik ornekleri literatiirde gosterildigi sekilde
oncelikle %6’ ik sodyum hipoklorit iginde 5 dakika ultrasonifikasyonda tutuldu. Daha
sonra 5 dakika didistile suda ultrasonifikasyon yapildi. Son asama olarak da saf etanolde
(%096-100) 5 dakika ultrasonifikasyonda tutulan ornekler gece boyu oda 1sisinda

kurumaya blrak1|d16'8'60'61'62'64,

3.5.1.3. Toz Haline Getirme (Pulverizasyon)
Kemikten DNA ekstraksiyonu icin kullamlan metodlar, numunenin sertligi
yiiziinden toz haline getirme islemini icermektedir®™. Fiziksel ve kimyasal temizligi
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yapilan kemik ornekleri matkap yardimi ile pulverize edilip DNA ekstraksiyonu igin
hazir hale getirildi.

Pulverizayon isleminin sivi azot ile birlikte yapilmas: icin gerekli alt yapi
noksanligi nedeni ile matkap ve sivi azotun aynm anda kullamlimast mimktin olmadi.
Kemik miktar1 blender’da 6gutmeye yeterli olmadigindan celik blender icinde sivi
azotta bekletildikten sonra matkapla toz haline getirildi. Toz haline getirme islemi

sirasinda kemik parcasi ara ara sivi azottatutularak sogutuldu®> .

3.5.2. Dekalsifikasyon protokoli

1 gr kemik tozu 50'lik falcon tupl igerisine koyuldu ve Uzerine 10 mL EDTA
eklendi, hafifce karistirildi.

Gece boyunca +4°C’ de bekletildi.
3000 x g'de +4°C’ de 15 dakika santriftij edildi, Gst faz atildh.

Ust faz drnekten steril enjektor ile uzaklastirildi. Atilan st faz amonyum oksalat
ile karistirilarak dekalsifikasyon kontrolii yapilch. Ust faz ve amonyum oksalat karigimi
berraklasincaya kadar dekalsifikasyon islemine devam edildi®>. Dekalsifikasyon
ortalama 3-5 giin siirmektedir.

Dekalsifikasyon sonunda Ust fazin atilmasinin ardindan 6rnege 10 mL deiyonize su
eklendi.

5000 x g'de +4°C’ de 15 dakika santrifj edilerek yikama yapildi.

Bu islem 3 kez tekrarlandi. Kemik Ornekleri DNA ekstraksiyonu igin hazir hale
getirildi.

3.6. DNA ekstraksiyonu

3.6.1. QlAamp DNA Mini Kit ile DNA Ekstraksiyon Protokoli®’

1 gr kemik tozu Gizerine 500 pl ATL Buffer ve 40 pl Proteinaz K eklendi.
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56°C’ de gece boyunca bekletildi.

500 ul AL Buffer eklendi, vorteksle karistirildi.

70°C’ de 10 dakika bekletildi. (her 3 dakikada bir vorteksle karistirilds.)
500 pl saf etanol (%96-100) eklendi, vorteksle karistirildh.

Karisim kolona aktarildi.

6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifdj edildi.

Filtreden gecen kisim atildi.

Kolona 500 pl Buffer AW1 eklendi.

6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifdj edildi.

Filtreden gecen kisim atildi.

Kolona 500 pl Buffer AW2 eklendi.

20000 x g’ de (14000 rpm) 3 dakika santriflj edildi.

Filtreden gecen kisim atildi.

Kolon bos sekilde 20000 x g’ de (14000 rpm) 1 dakika santriftij edildi.
Kolon temiz 2 ml’lik eppendorf tiptine alindh.

30 pl distile su veya Buffer AE eklendi.

Oda sisinda 5 dakika bekletildi.

6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifdj edildi.

DNA 6rnegi -20°C’ de sakland.

3.6.2. Fenol Kloroform ile DNA Ekstraksiyon Protokoli

Karigimin toplamina esit hacimde fenol (pH 4) eklendi.
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Y aklasik 15 saniye vorteksle karistirildi.
4°C’ de 4500 x g’ de 15 dakika santrirQj edildi.
Iki faz olustu ve alt faz atildh.
Karisimin yar1 hacminde fenol ve yar1 hacminde kloroform eklendi.
Y aklasik 15 saniye vorteksle karistirildi.
4°C’ de 4500 x g’ de 15 dakika santriftj edildi.
Alt faz uzaklastirildi.
Karisimin toplamina esit hacimde kloroform eklendi.
4°C’ de 4500 x g’ de 15 dakika santriftj edildi.
Iki faz olustu, alt faz atilch.
Hacmin iki kat1 kadar etanol eklendi.
Y aklasik 15 saniye vorteksle karistirildi.
-20°C’ de 30 dakika bekletildi.
4°C’ de 18000 x g'de 30 dakika santriflj edildi.
Ust faz atildh.
TUpe %70’ lik etanol eklendi ve karistirildi.
Dipte pellet kalacak sekilde tiipteki alkol dokildo.
TUpUn kurumast igin 37°C’ de etlivde bekletildi.
Kuruduktan sonra 30 pl distile su eklendi.

DNA 6rnegi -20°C’ de sakland.
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3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

3.7.1. Jelin haairlanmas
Balon jojeicerisine 150 ml 1 x TBE jel tamponu ve 5.25 gr agaroz eklendi.
Karistirilip ortaisida 7 dakika mikrodalga firinda eritildi.
Isisi yaklasik 50°C’ ye distince icerisine 5ul etidyum bromir eklendi.
Karistirilip jel plagimin igerisine dokulda.
Hava kabarciklar: giderildikten sonrataraklar yerlestirildi.
Oda isisinda 30 dakika katilasmasi igin bekletildi.

Jel katilastiktan sonra taraklar dikkatlice cikarilarak orneklerin yiklenecegi kuyucuklar
belirlendi.

3.7.2. Orneklerin Jele Y iiklenmesi
5ul ekstrakte edilen DNA 6rnegini 2ul boya ile karistirildi.
10ul’lik eppendorf pipet yardimiyla boya ve DNA karisimi kuyucuklara aktarildh.

Bos bir kuyuya 5ul marker koyuldu.

3.7.3. Elektroforez K osullar:
Akim: 40 mA
Gerilim: 120V
Glc: 5W
Ist: Oda sicakligi

Sire: 1 saat
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3.7.4. Elektroforezin Y apihist

Elektroforez tankinin kenarindaki bosluklar elektroforez tamponu ile dolduruldu.
Jel plag: tank koprusinin tzerine duz bir sekilde yerlestirilerek kapag: kapatildi. Gig
kaynag1 120 V, 40 mA, 5 W ve 60 dakikaya ayarland: ve elektroforez cihazi galistirildh.
1 saat sonunda guc kaynagi kapatilarak jel tanktan cikartildi. UV transluminator
cihazinda gorunttleme yapilarak sonuglar degerlendirildi.

3.8 Gergek Zamanh PCR’da DNA Kantitasyonu

Ekstrakte edilen 6rneklerin DNA miktar1 Quantifiler Duo DNA Quantification
Kit kullanilarak gergek zamanli PCR cihazinda 6lguldi.

Calismada kit icinde bulunan 200ng/ul stok sollisyonundan 50, 16.7, 5.56, 1.85,
0.62, 0.21, 0.068 ve 0.023 ng/ul konsantrasyonlarda standard diltisyon serisi hazirlandh.
Daha sonra her 6rnek igin

Quantifiler Duo Primer Mix 10.5 pl
Quantifiler Duo PCR Reaction Mix 12.5ul

oranlarinda konularak karistirilch. Optik plate Uzerindeki kuyucuklara bu karisimdan
23ul konuldu. Uzerine toplam hacim 25 pl olacak sekilde standartlar icin isaretli
kuyucuklara 2'ser pl standard DNA dillisyonlar: ve ornekler icin isaretli kuyucuklara
2'ser 1l 6rnek eklendi. Daha sonra platein Uzeri plate ortict ile kapatildi, hava kabarcigi
varsa santrifij edildi. DNA miktar tayini igin uygulanan PCR protokoll asagidaki
sekildedir.

Gergek Zamanli PCR Protokoli
50°C'de 2 dk
95°C'de 10 dk
95°C’'de 15 sn 40 dongu

60°C'de 1 dk
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Sekil 3.8. Gergek Zamanli PCR Cihazi

3.9. PCR

Ekstrakte edilen orneklerde DNA miktarina bakildiktan sonra amplifikasyon
asamasina gegildi. PCR’da 16 STR tiplendirmesi icin AmpFISTR® Identifiler® PCR
Amplification Kit protokolii izlendi. PCR reaksiyonu her 6rnek igin;

AmpF STR® PCR Reaction Mix: 10.5ul
AmpF STR® Identifiler® Primer Set: 5.5pl
AmpliTag Gold DNA Polymerase: 0.5ul

steril eppendorf tupte karistirildi ve 0.2ul’lik eppendorf tiplere her 6rnek icin bu
karisimdan 15 pl karisimdan konuldu. Uzerine DNA miktar1 2-10 ng olacak sekilde
dilUe edildikten sonra 10ul DNA 6rnegi eklendi. Daha sonra 6rnekler thermal cycler’a
konuldu. Thermal Cycler cihazi agagidaki parametrelere gore ayarland:
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95°C’de 11 dk

94°C'de 1 dk
59°C’de 1dk 28 dongu
72°C’ de 1dk

60°C'de 1 saat
4°C' de «©

ssple B0 Cgals i4 st 00

L =1

Sekil 3.9. Therma Cycler Cihazi

3.10. Kapiller Elektroforez
Amplifiye olan DNA ornekleri 16 STR sistemini (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSFIPO, D351358, THO1, D13S317, D16S539, D251338, D193433, VWA, TPOX, D18S51,
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AMEL, D5S818 ve FGA) tiplendirmek icin otomatik kapiller elektroforez cihazina
(Genetic Analyzer) konuldu. Cihaza konulmadan 6nce plate Gzerindeki kuyucuklara;

9.5 pl Formamid
0.5 pl GeneScan 500 L1Z Size Standard
0.5 pl DNA ornegi

koyuldu. Her yiritmede kuyucuklardan birine 0.5 ul AmpFLSTR® Identifiler® Kit
Allelic Ladder konuldu ve kuyucuklarda hava kabarcigi olup olmadig: kontrol edildi.
Eger hava kabarcigi varsa plate santrifilj edilerek kabarciklarin gitmesi saglandi. Daha
sonra plate Uzerine septa kapatilarak Ornekler 95°C’'de 3 dakika denatlire edildi.
Denatiirasyon sonrasi plate sogutucuya konularak 3 dakika buzdolabinda bekletildi.
Plate, plate tasiyiciya konularak cihaza yerlestirildi. Her yiUritmede elektroforezin
saglikli olabilmesi icin elektroforez ortaminda hava olup olmadigi, polimerin,
tamponlarin ve yikama sularinin seviyeleri kontrol edildi. Elektroforez bittikten sonra
sonuclar GeneMapper ID v3.2 programi ile analiz edildi.

Sekil 3.10. Kapiller Elektroforez Cihazi
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4. BULGULAR

Cizelge 4'te 15 adet taze kemik dokusunda Qiagen DNA Blood Mini Kit ile
ekstrakte edilen ve gercek zamanli PCR ile belirlenen DNA miktarlar1 sunulmaktadir.
100 mg kemik dokuda belirlenen DNA miktarlar: ortalama 19.2 ng’ dur.

Cizelge 4. Taze kemik dokusundan elde edilen DNA miktar

Ornek Ornek Male Human Total DNA Cinsiyet
no miktari/gr (nglu) (ng/100m)

1 1.0 - 10.85 325.50 K
2 0.1 - 0.64 19.32 K
3 0.1 0.72 0.61 18.45 E
4 0.1 0.44 0.22 6.60 E
5 0.1 - 0.72 21.65 K
6 0.1 - 0.32 9.63 K
7 0.1 1.35 1.06 32.02 E
8 0.1 0.26 0.18 5.40 E
9 0.1 - 0.81 24.50 K
10 0.1 - 0.76 23.02 K
11 0.1 0.61 0.47 14.26 E
12 0.1 - 0.43 13.06 K
13 0.1 - 0.70 21.17 K
14 0.1 - 1.00 30.29 K
15 0.1 1.24 1.07 32.13 E

Bir numarali kemik 6rneginden 1 gr. kullanilarak yapilan ilk calismada elde

edilen degerin yiksek olmasi sonucu kemik tozu miktar1 100 mg'a dusurilerek
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calisgmalara devam edildi. Gergcek zamanli PCR’da alinan sonucglar dogrultusunda,
PCR’1 yapilan taze kemik orneklerinde 16 STR sistemi (D8S1179, D21S11, D7S820,
CSFIPO, D3sS1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D195433, VWA, TPOX,
D18S51, AMEL, D5S818 ve FGA) tanimland:.

Bu calismada kullanmilan eski kemik orneklerinden; su altinda yaklasik 3 ay
kaldig1 belirtilen bir olgudan alinan femur kemiginden 5 gr kemik tozu cikartilarak
calisildi. Ornege hem dekalsifikasyon islemi yapilarak hem de yapilmadan Qiagen
Blood DNA Mini Kit ile DNA ekstraksiyonu yapildi. Ayrica agik havada yaklasik 3 yil
kaldig1 belirtilen bir olgudan alinan femur kemiginden 1 gr. kemik tozu cikartilarak
dekalsifikasyon islemi yapilmadan Qiagen Blood DNA Mini Kit ile DNA ekstraksiyonu
yapildi. Ekstrakte edilen orneklerin DNA miktar1 kimyasal malzemenin yetersizligi
nedeniyle gercek zamanli PCR’da degerlendirilemedi. Kantitasyonunun belirlenmesi
amaciyla ornekler %3.5lik Nusieve agaroz jelde ydrdtuldi. DNA’'nin
gorundrlestirilmesi amaciyla etidyum bromid kullanidldi. Her iki Ornekte de jelde
gorulebilir dizeyde DNA saptanmadi. Buna ragmen orneklerin PCR’1 yapildi. PCR
sonucu alinamadi.

Eski 6rneklerdeki basarisizligin nedeninin DNA ekstraksiyon stratejisine bagli
olup olmadigini test etmek icin ayrica fenol kloroform yontemi de denendi. Ancak
sonucta bir degisiklik gozlenmedi.

Bununla birlikte, 7 yillik bir olguya ait 6n kol kemigi kullamlarak 2'si silika
metodu ile ekstrakte edilen 1'er gr'lik kemik tozu ve digeri fenol kloroform yontemi ile
ekstrakte edilen 2 gr kemik tozundan elde edilen DNA drnekleri birlestirilip konsantre
edildi. Yeni konsantre drnegin PCR’1 yapildi. Relatif floresans tnitesi 50" nin altinda
olmakla birlikte bu 6rnekte D3S1358, THO1, D19433, TPOX, AMEL ve D5S818
STR DNA sistemleri tammlanabildi.

29



5. TARTISMA

Adli uygulamalarda DNA tipleme metotlar1 son on bes yildan beri biyolojik
kanitin incelenmesinde biiytik bir ilerlemeyi olusturmustur®. Genetik identifikasyon
teknikleri adli tipta gucli bir avantg] saglar ve kimliklendirme calismalarinda basarili
bir sekilde kullanilabilir.

Savaslardan ve buyik afetlerden geriye kalan insan kalintilarinin kimliklerini
tespit etmek icin devamli olarak blyuk bir caba sarf edilmistir. Modern toplumlarin
sosyal hareketliliginden dolayr kimligi tespit edilememis kadavralara, bulunan insan
kalintilarina ve kayip sahis vakalarina rastlamak her zaman mimkinddr. Bunlarin yan
sira 0nceki yillarda, 6zellikle hukuki siireclerde babalik davast Uzerine yapilan genetik
arastrmalar igin mezardan gikarilan insan kalintilarindan biyolojik 6rneklerin alinmasi

isteminde de bir artis olmugtur®”®°.

Tarihsel olarak, iskelet kalintilart DNA ekstraksiyonun yapildigi en ilgi gekici
biyolojik 6rneklerden biri olmustur®®. Romanov ailesine ait oldugu iddia edilen toplu
mezardaki kalintilarin, Josef Mengele'nin ve Amerikan i¢ savasinda olen askerlerin
kimlik tespiti gibi tarihi agidan énemli olaylarin aydinlatilmasinda kemik dokudan elde
edilen DNA bilgisi kullanlmustir*".

Insan kalintilarinda ya da yeni kadavrada biyolojik materyalin bozulmasindan
dolay: yuksek molekiler agirliklt DNA ¢ok azdir. Cesetlerin maruz kaldigi nem, ortam
1s1s;, mikroorganizmalar ve ¢ok sayida organik bilesim gibi dis etkenler de mevcut
DNA’nin bozulmasinda rol oynamaktadir. Biyolojik drnekler arasinda uzun sireli
korunumundan dolay: kemikler en avantajli 6rneklerdir. Eski 6rneklerde, sonuglardaki
nicel ve niteliksel farkliliklar, hikim suren ilgili gevresel faktorlerle veya saklama
kosullartyla ilgilidir. Elde edilen bilgi, DNA korunmasiyla zaman arasinda hichir
iliskinin olmadigini gésterir. Olumlu kosullar, binlerce yi1l sonrasinda bile ttm DNA
turlerinin incelenmesini ve tespitini mimkin kilarak kimyasal ve fiziksel hasarlar: belli
bir dlclide yavaslatabilir?.

Yapilan galigmanin basarist buyik 6lglide kullanilan yontemlere baglidir. Bu
nedenle calismamizdaki kemik 6rneklerine dekalsifikasyon yapilarak ve dekalsifikasyon
yapilmadan ekstraksiyon islemi uygulandi. Ayrica fenol kloroform ve silikaya temelli
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ticari Qiagen DNA Mini Kit ekstraksiyon Kkiti kullanillarak kemikten DNA
ekstraksiyonu gercgeklestirildi.

Genomik DNA ekstraksiyonu igin hangi yontemin kullanilacagi, dogrudan DNA
ekstraksiyonundan sonra elde edilen genomik DNA’nin hangi amag ve/veya amaglar
icin kullamilacagina baghdir. Uygun genomik DNA ekstraksiyon yontemlerini
belirlemek icin laboratuar kosullari ve kullamilan kimyasal maddeler de dikkate
alinmalidir. Ayrica elde edilen genomik DNA’nin miktar1 ve saflik derecesi de DNA
ekstraksiyon yontemini belirlemede 6nemli parametrelerdir .

Kemik ve dis tozu Orneklerine tam bir deminerilizasyonu kapsayan DNA
ekstraksiyon protokolti uygulandiginda DNA eldesinde verimin arttigi ifade edilmistir.
Ancak, dekalsifikasyon islemi yapilirken slipernatantin toplanmasi asamasinda hentiz
ekstrakte edilmemis DNA’y1 iceren toz halindeki materyalin de EDTA yikama ¢ozeltisi
ile atilmast sonucu érnek kaybr olabilmektedir®,

Baz1 calismalarda kemikte dekalsifikasyon islemi yapilmasina gerek olmadigi
belirtilirken, bazi calismalarda kemikte total dekalsifikasyon isleminin DNA verimini
Onemli Olgide arttirdigi ve dekalsifikasyonun gerekliligi ifade edilmistir. Kemik
dokusundaki yiiksek mineral igeriginin DNA kazancimi engelleyebildigi icin biriken
iyonlarin giderilmesi amaciyla dekalsifikasyon yapilmaktadir™. Taze kemik dokusu
fazla miktarda DNA igerdiginden, yapisindaki yiksek mineral icerigine ragmen DNA
ekstraksiyonu icin dekalsifikasyona gerek yoktur.

Calismamizda kullandigimiz oda sicakliginda 6 ay bekletilmis kemik
orneklerinin 0.1 gr'indan 16 STR sistemini tammlayabilecek miktarda DNA elde
edilebildiginden dekalsifikasyon islemine gerek olmadig: gorilmistr.

Bosna-Hersek Savas kurbanlarimin arasindan 3'Unin (6lumden 1,5 yil sonra)
uzun kemik orneklerinden hazirlanan 5-20 gr. kemik tozundan yapilan organik DNA
ekstraksiyonu sonucunda her 1 gr kemik igin yaklasik 100 ng DNA elde edildigi ve
HLA DQAL1 ile PM lokuslarinin saptanabildigi belirtilmektedir® .

3 gr kaburga kemigi ve omur kemiginden yaklasik 1 pg DNA, 2 gr kafatast
kemiginden ise yaklasik 800 ng DNA elde edildigi belirtilmektedir. Bu miktarlarin rutin
olarak slingerimsi veya sert taze kemikten elde edilen DNA degerlerin yaklasik 3 ya da

4'te biri kadar oldugu ifade edilmektedir’®. Silika temelli DNA ekstraksiyon Kiti
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kullanilarak yapilan calismamizda 6 ay oda sicakliginda kurutulan 15 kosta kemiginin
100 mg'indan ortalama 19.2 ng DNA elde edilmistir. Bu sonucun literatirle uyumlu

oldugu goralmistr.

3 yillik kemik 6rnekleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada kosta kemiklerinden
DNA eldesi basar1 oram %96.15 iken bu oran kafatasi kemiklerinde %51.37, kol
kemiginde ise %66.67 olarak gosterilmistir. Kosta kemiklerinden DNA ekstraksiyon
sansinin yuksek olusu ve normal otopsi prosediiriinde vicut bitinlUginin bozulmasina

yol acmamasi nedeniyle calismarmizda kosta kemigi kullanldi™.

Bu projede silika temeline dayal1 ve ticari olarak elde edilen Qiagen Mini Kit
kullanlmigtir. Karsilastirma amaci ile uygulanan fenol kloroform DNA ektraksiyon
yontemini kullamlmistir. Kontaminasyona daha agik olan ve zararli kimyasallarin
kullanildig1 bu yontem tercih edilmemistir.

Eski kemik ornekleri ile yapilan ¢alismalarda pulverizasyon asamasinin eldeki
olanaklar dogrultusunda sogutuculu sistemle yapilamamas: nedeniyle DNA kayiplar:
olusmus ve DNA eldesi olmamustir. Ayrica dekalsifikasyon isleminde Ust fazin
gekilmesi ile her asamada mevcut DNA kayiplar: gerceklesmektedir.

Temel bilimler ve tibbi bilimlerde rutinde g¢esitli amaglarla kullanilan DNA
analizleri, adli bilimlerde mahkemelere objektif deliller sunabilmek amaciyla
kullaml maktadir>®™,

Kemik, enzimlerin ve swvilarin olmadigi bir materyaldir. Bu nedenle kemik
icindeki hticreler otolitik islemlerden daha az zarar gorurler ve muhtemelen kemikler
diger dokular ve hticrelere gore diagenetik etkilenmelerden dahaiyi korunurlar.

Sonu¢ olarak  disler ve kemikler dogal  kontaminasyonlardan
(mikroorganizmalar, mantarlar vs.) fiziksel ve kimyasal bariyerleri sayesinde diger

biyolojik materyallere gére daha az etkilenirler®2°2.

32



6. SONUC VE ONERILER

1. Bu calisma kemik dokudan DNA ekstraksiyonun Cukurova Universitess Tip
Fakultesi Adli Tip Anabilim Dali Adli Seroloji Genetik Laboratuvarinda rutin hizmette
kullarilabilirliginin arastirilmas: amaciyla yapil mistir.

2. Deneylerde Adana Adli Tip Kurumunda otopsisi yapilan olgulardan alinan 15 adet
kosta kemik ornegi ile 2 adet eski femur Ornegi ve bir adet de 6n kol kemigi

kullanil mastur.

3. Caligilan taze kemik drneklerinden 9'u kadin, 6’si erkektir. Eski olgulardan 2si kadin
1'i erkektir.

4. 6 ay oda sicakliginda kurumaya birakilan kemik orneklerinde silika temelli ticari kit
olan Qiagen DNA Blood Mini Kit ile 16 STR (D8S1179, D21S11, D7S820, CSFIPO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19433, VWA, TPOX, D18S51,
AMEL, D5S818, FGA) sisteminin tammlanabilmesi icin yeterli kalite ve kantitede
DNA elde edilebilmistir.

5. Silika temelli DNA ekstraksiyon kiti ile 6 ay oda sicakliginda kurutulan 15 kosta
kemiginin 100 mg’ inda ortalama 19.2 ng DNA elde edilmistir.

6. Deneyler sonunda elde edilen hilgilere dayanarak taze kemik dokudan DNA
ekstraksiyonu yapilabilmesi icin dekalsifikasyon islemine gerek olmadigi goralmaistr.

7. 7 yillik bir olguya ait 6n kol kemigi ile silika temelli ticari kit olan Qiagen DNA
Blood Mini DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak yapilan calismada 16 STR sisteminden
6's1 (D3S1358, THO1L, D195433, TPOX, AMEL ve D5S818) tanimlanabilmistir.

8. 3 ay su altinda ve 3 yil agcik havada kaldig:1 belirtilen olgularda yapilan calismalar
sonucu STR tiplemesi yapilacak diizeyde DNA elde edilememistir.

9. Eski kemik orneklerininden DNA ekstraksiyonunun uygun ve basarili sekilde
yapilabilmes igin pulverizasyon asamasinin mutlaka sogutma islemi ile beraber
yapilmas: gerektigi gorulmustir.
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10. Bu caligma plam ile Anabilim Dalimizin ihtiyag duydugu kemik dokudan DNA
ekstraksiyonu icin gerekli arag, gerec ve malzemeler belirlenmis ve bir kismi temin
edilmistir. Boylece Anabilim Dalimizda kemik dokudan DNA ekstraksiyonu
yapilabilecek bir alt yapi olusturulmustur.

11. Kemik dokudan silika metoduna dayali DNA ekstraksiyonun rutin hizmete yonelik
olarak kullanilabilecegi gorulmuistir. Boylece Anabilim Dalimizda kimliklendirme
amacina yonelik olarak calisilan diger tim biyolojik doku ve sivilara ilaveten kemik
dokudan da DNA ekstraksiyonu yapilabilecek ve rutin hizmete gecilebilecektir.
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