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OZET limler acisindan onemi hakkin-
da degerlendirmelere yer veril-

Dislerden genetik materya- mistir.

lin ekstraksiyonu ozellikle adli

arastirmalarda DNA analizleri- Anahtar Kelimeler: DNA eks-

nin onemli bir parcasidir. Disler traksiyonu, disler, adli bilimler

insan viicudunun en sert yapisi

olmasi, nem, yiksek 1si ve mik-

robiyal olaylar gibi sert cevre

kosullarina karsi dayanikli ol-

masi nedeni ile adli olaylarda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Dislerden DNA ekstraksiyo-

nunda bircok yontem olmasina

karsin, son zamanlarda disin ta-

mamen ogutilerek kullanildig

metotlar yerine disleri koruyucu

metotlar 6nem kazanmaya bas-

lamistir, bu sekilde arkeolojik

ipuclari ve mize ornekleri de

korunmus olacaktir. Dislerde

koruyucu metotlarin kullanil-

masinin avantaji nispeten dusuk

maliyetli olmasi ve adli arastir-

malarda disin bitinliginin ko-

runmasidir. Bu derlemede Ters

Kok Kanal Metodu, Dogru Kanal

metodu, Kemik Tozu Hazirlama

Metodu'nun ve bazi diger me-

totlarin avantaj ve dezavantajlari

aciklanmaya calisilmis, adli bi-
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ABSTRACT

The extraction of genetic material
from teeth is an essential part of
DNA analysis especially in forensic
investigations. Teeth are widely
used in forensic cases because
they are the hardest structures of
the human body that is resistant
to adverse conditions such as
humidity, high temperature and
the microbial action. There are
currently many DNA extraction
methods from teeth, however,
more conservative methods are
gaining  importance  recently
rather than grinding the whole
tooth because the tooth samples
of archaeological evidence or
museum samples have to be
preserved. The advantages of
conservative technique are its
simplicity, relatively low cost
and preservation of the tooth
integrity which can be considered
in forensic investigations. In this
report we aimed to clarify the
advantages and disadvantages of
Retrograde Reverse Root Canal
Technique, Orthograde Entrance
Technique, Bone Mill Preparition
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Technique  [Traditionall  and
some other methods. Besides
assessments on their importance
in terms of forensic science are
given.

Key words: DNA extraction, teeth,
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DNA analizi, kisinin kesin ta-
nimlanmasini yaparken Kkisinin
fiziksel karakteri, etnik kokeni
ve cinsiyeti hakkinda detayli bil-
giler vermektedir. Ginimizde
kullanilan DNA analizleri yik-
sek glivenilirlige sahip oldugu
icin uzun suredir mahkemeler-

de yasal deliller olarak kullanil-
maktadir (1,2,3). Adli Bilimlerde
kisilerin kimliginin tespitinde
biyolojik materyaller Uzerinde
DNA analizleri bugline kadar
yapilmis olan en onemli gelis-
melerden birisi olarak kabul
edilmektedir.

Kitlesel afetler, savas suclari,
trafik ve ucak kazalar ile te-
rorist saldirilari gibi olaylarda
kimligi tespit edilemeyen oli
bireylerin kimliklendirilmesi
gerekmektedir (4,5). Bir insanin
taninmasinda, tanimlanmasinda
ve diger insanlardan ayirt edil-
mesinde etkin olan 6zelliklerin
timine “kimlik” adi verilmek-
te, yasayan ya da olu bir kisinin
bu ozelliklerinin ortaya konul-
masina ise “kimlik tespiti” de-
nilmektedir. Bircok nedenden
oturd hem canlida hem de 6lide
kimlik tespiti yapmak gereklidir
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(6). Adli tip ve hukuk uygulama-
larinda iki tir kimlik tanimlan-
maktadir. “Adli kimlik™ kisinin
nifus kayitlarinda bulunan, cin-
siyet, yas, baba adi, anne adi,
dogum yeri ve yili gibi bilgilerin
olusturdugu bitin olarak kabul
edilmektedir. “Tibbi kimlik” ise
vicut ozelliklerinin  timdnin
birlikte degerlendirilmesinin

sonucu ortaya cikan kimliktir.
Yas, cinsiyet, parmak izi, kemik
ve disler bir bireyin tibbi kimli-
gini olusturan fiziksel yapilarin
basinda gelmektedir (6).

Adli kimliklendirme, dlen kisinin
yakinlari tarafindan taninmasi
ile saglanmakla beraber, cese-
din taninamayacak derecede ol-
dugu durumlarda, DNA temelli
adli genetik calismalari on pla-
na cikmaktadir. ileri derecede
clirimis ve yanmis cesetlerde
kimliklendirme iskelet dokusu
veya dis orneklerinden saglana-
bilmektedir (4).

Yapilan calismalar, dis ornekle-
rinde kemige oranla daha faz-
la genomik DNA bulundugunu
gostermektedir (7). Bu nedenle,
kisilere ait dis orneklerinden
daha fazla bilgi edinmek mim-
kiin olabilmektedir. DNA analiz-

“

lerinde kemik ornekleri yerine
dis orneklerinin tercih edilmesi-
nin diger bir nedeni ise dislerin
gozenekli bir yapiya sahip olma-
mas! ve disleri saran, koruyan
kuvvetli mine tabakasi sayesin-
de kontaminasyon riskinin az
olmasidir. Olen kisilerden ali-
nan dis ornekleri ile aile birey-
leri olabilecek sahislardan ali-

Adli kimliklendirme, 6len kisinin yakinlari tarafindan taninmasi ile
saglanmakla beraber, cesedin taninamayacak derecede oldugu
durumlarda, DNA temelli adli genetik calismalari 6n plana cikmaktadir.
Ileri derecede clrimus ve yanmis cesetlerde kimliklendirme iskelet
dokusu veya dis orneklerinden saglanabilmektedir

nan biyolojik materyallerin, DNA
analizi profillerinin karsilastiril-
masiyla kimliklendirme sagla-
nabilmektedir (7,8). Adli olaylar
icin DNA belirleme teknikleri,
temel olarak PZR (Polimeraz
zincir reaksiyonu) drind dizisini
elde etmeye dayanmaktadir (9).
Dis ornekleri adli calismalarda
delil niteligi tasimasinin yaninda
tarihi oneme sahip antropolojik
calismalar icin de onemli delil
kaynaklaridir.Bu derlemede dis
orneklerinden farkli DNA izo-
lasyon metotlarinin karsilasti-
rilmasi, metotlarin avantajlari,
dezavantajlari ve adli bilimler
acisindan onemi hakkinda de-
gerlendirmelere yer verilmistir.

Disin Yapisi

Dis, sindirim sisteminin bas-
langicinda; besinlerin kesilme-
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si, ufalanmasi, koparilmasi ve
kendini destekleyen dokularin
korunmasina ve gelismesine
yardimci bir organdir.

Dis, klinik olarak tac, boyun
(kole, collum dentes) ve kok
(radix dentes] kisimlarindan
olusur. Tac kisim, agizda goru-
nen ve mineyle kapli bolumdur.
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Mine, dentin ve sement disin
sert tabakalarini olustururken
pulpa [dis 6zi) disin yumusak
olan tek tabakasidir (10). Kole
yani dis boynu, disetiyle sarili
mine-sement birlesimidir.

Ektoderm kokenli sinir hicre-

leri icermeyen mineral bir do-
kudur. Dislerdeki mine dokusu
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yapisinin %96-97'lik kisminin
inorganik olmasi nedeni ile vi-
cudun en sert ve dayanikli do-
kusudur (Sekil 1). Bu da disleri
DNA'nin degrede olmasina se-
bep olan nem, yiiksek isi, man-
tar ve bakteriyel bozunma gibi
kosullara karsi oldukca daya-
nikli kilmaktadir (11,12).

Resim 1: Olim zamani ile olgu sayilari arasindaki iliski

Dentin, dislerin en buyuk bo-
limiunu kaplayan, insan vicu-
dunda kimyasal yapisi, fiziksel
sertligi ve biyolojik ozellikleri
acisindan kemik dokusuna en
benzer ozellikleri tasiyan mine-
ralize bag dokudur. Dentin ice-
risinde, dentin tibdlleri pulpa
boslugundan dentinin dis ylze-
yindeki semente dogru uzanir.
Pulpa dis cevresi, odontoblast
hicreleri ile kusatilmis, iceri-
sinde kan dolasimini saglayan

disi besleyen yumusak bag do-
kudur (13). Kok ise periodon-
tal ligament tarafindan kemige
baglandigi icin cene kemiginin
icinde kalan kisimdir (10].

Dislerden DNA
Izolasyonu

DNA izolasyon calismalarinda
en dogru sonucu elde edebil-
mek icin viicudun en dogru yapi-

‘

si orneklenmelidir. Ginimizde
ticari olarak satilan kitler cok
dislik miktarlardaki DNA varli-
ginda dahi sonuc verebilmekte-
dir (11).

Kimliklendirme calismalarinda
DNA molekilinidn tamami de-
gil, ancak belirli bazi bolgeleri
incelenmektedir. DNA molekii-
lindn baz dizisinin timu, prote-
in Uretiminden sorumlu degildir
(14,15). Protein kodlayan kisim
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tim genomun yaklasik % 3'tudur
(16). Geri kalan kisim ise prote-
in kodlamasi gerceklestirmez.
Bu kismin biylk cogunlugu son
derece polimorfik ve oldukca
ylksek ayrim gicine sahip tek-
rarlardan olustugu bilinmekte-
dir. Bir tekrar dizisinin ardisik
olarak tekrarlanmasi sonucu
olusan uzunluk polimorfizmi bu
bolgelerdeki diziden degil tekrar
sayisindaki farkliliktan kaynak-
lanmaktadir. Ardisik tekrarlar,
tekrar eden baz dizisinin bi-
yikliglne gore cesitli gruplara
ayrilmaktadir. Minisatelitler (de-
gisken sayida ardisik tekrarlar,
Variable Number of Tandem Re-
peats: VNTR’ler) 15-70 baz cifti
(be)'lik, mikrosatelitler (Kisa
Ardisik Tekrarlar; Short Tan-
dem Repeats: STR'ler) 2-5 bc’lik
bir Unitenin tekrarlanmasindan
olusmaktadirlar (16). Kisa zin-
cir tekrar (STR] lokuslari insan
kalintilarinin ~ kimliklendirilme-
si ve kriminal arastirmalarda
toplanan biyolojik orneklerin
tanimlanmasinda kullanilan en
yaygin ve en gicli metot olarak
bilinmektedir (17,18). Bu basari-
U uygulama kan, tukurik, epitel
hicre ve sert kemik orneklerin-
de dahi kullanilmaktadir (19).
STR’larin adli bilimlerde kulla-
nilmasinin nedenleri, kiictk par-
calar olmalari nedeniyle oldukca
hasar gormuis DNA 6rneklerinde
bile sonuc vermesi, eldeki cok
az miktardaki DNA'dan cogalti-
labilmesi, elde edilen sonuclarin
tekrarlanabilir olmasi, yiksek
polimorfizme bagli olarak ayrim
gucinin yiksek, mutasyon ora-
ninin dusik olmasi ve otomas-
yona ya da coklu analize imkan
vermesi olarak siralanabilir (20).

Adli Tip Dergisi Cilt / Vol.:26, Sayi / No:1

SNP’ler (single nucleotide poly-
morphism) tek nikleotid poli-
morfizmidir. SNP insan geno-
munda oldukca fazla miktarda
olup, 300 baz ciftinde 1 SNP
olmak Uzere yaklasik 17 mil-
yon SNP vardir. insanlarda-
ki varyasyonlarin % 85i SNP
nedeniyle olusmaktadir. DNA
parcalari 150 b¢’den az olan or-
neklerde, STR analizi yapilama-
digi durumlarda, ozellikle yiik-
sek oranda bozulmus dis gibi
biyolojik orneklerde rahatlikla
SNP analizi ile kimliklendirme
yapilabilmektedir. SNP’lerin ko-
lay cogaltilabilmesi veya mikro-
varyantlarin olmamasi, verilerin
yorumlanmasinin STR'a gore
daha kolay olmasi, yiiksek ve-
rimli  teknolojiler kullanilmasi
ve bu nedenle otomasyona uy-
gun olmasi gibi nedenlerle adli
bilimlerde kullanilmaya baslan-
mistir (14).

Kisinin olimu ile DNA analizi

arasinda gecen zaman sureci
uzadiginda yumusak dokular-
dan DNA analizi imkansiz hale
gelmekte, ancak kemik ve dis
ornekleri gibi sert dokulardan
saglanabilmektedir (11).

Antik iskelet kalintilarinda DNA
bulunmasina ragmen, oldukca
bozuk ve hasarli oldugu gorul-
mektedir. Bu orneklerde bu-
lunan DNA'nin, kemik yapila-
rindan ziyade dislerde daha liyi
korunmus oldugu kanitlanmistir
(11). Disler yanma, bogulma,
travma, bozulma, cirime gibi
kotd kosullara dayanikli, insan
vicudunun en sert yapisi ola-
rak adli arastirmalarda kulla-
nilmaktadir. Kitlesel afetlerde

“

vicudun tim vyapilari bozuldu-
gunda dis orneklerinden elde
edilen DNA onemli bir kaynak
olusturmaktadir (11, 21). Antik
dis orneklerinden DNA analiz-
leri arkeolog ve antropologla-
ra gecmise yonelik bilgi verme
acisindan da yepyeni bir olanak
saglamaktadir (22, 23, 24). DNA
dis icerisinde cok uzun siure
korunabilen, degerli bir bilgi
kaynagidir. Antik DNA analizle-
ri (aDNA]) yiz ile onbinlerce ya-
sindaki iskelet kalintilarindan az
miktardaki DNA ekstraksiyonla-
rini kapsamaktadir. Disin dentin
ve pulpa yapisinda oldukca yiik-
sek miktarda DNA bulunmakta
ve kolaylikla ekstrakte edilebil-
mektedir. Yapilan calismalar di-
sin govde, kok ve kok ucundan
yeterli miktarda DNA elde edile-
bilecegini gostermistir. Tim dis
veya dis kokleri rutin DNA ca-
lsmalarinda kullanilmaktadir,
sert mine tabakasi ve sement
disi dis etmenlerden koruyarak
DNA'nin  kontamine olmasina
da engel olmaktadir (10, 25,
26). Fakat en yliksek miktarda
DNA'nin dis kokiine yakin govde
kismindan elde edildigi saptan-
mistir (10).

Ancak DNA analizleri icin sade-
ce elde edilen DNA'nin miktari
degil ayni zamanda DNA kalitesi
ve safligi da énemlidir (10,11).
DNA miktari ve yapisi disin bol-
gelerine gore farklilk goster-
mektedir. Ornegin, dentin icin-
de kék bdlgesinde (65x103mm?
/ 20x103mm?]  apekse gore
(15x103mm? / 20x103mm?) 3-4
kat daha fazla odontoblastik
hiicre bulundugu belirtilmistir
(10).
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Dis Orneklerinde
Mitokondrial DNA
Analizinin Onemi

Genomik DNA icermeyen ya da
degrede olmus kemik, dis, sac
kili gibi 6rneklerde kimliklendir-
me, mitokondrial DNA (mtDNA)
analizi ile saglanabilmektedir
(1,11).

Disler yiiksek molekil agirtigin-
da mtDNA icermedigi icin adli
calismalar icin ideal bir kay-
naktir (27). insan kalintilarimin
kimliklendirilmesinde  mtDNA
analizleri cok onemlidir. DNA
hiicre cekirdegi disinda diger
bir organel olan mitokondriden
DNA'nin elde edilerek kullanil-
masina imkan vermektedir. (28)

Akrabalik derecelerinin belir-
lenmesinde de mtDNA analizi
on plana cikmaktadir. Cinki
ayni aileye mensup her cocugun
mtDNA’sI annenin yumurta hic-
relerinden gelmekte, cekirdek
DNA'si ise baba kaynaklidir (28).
Spermin sitoplazma icerme-
mesi ve mitokondrilerinin fer-
tilizasyona katilmayan kuyruk
kisminda toplanmasi nedeniyle
zigotdaki mitokondriler sadece
ovuma aittir. Anne tim cocuk-
larina  mtDNA’sini  aktarirken,
sadece kiz cocuklar bunu ikinci
kusaga aktarabilir.

Annenin mtDNA'sinda var olan
polimorfizm cocuklarina aynen
aktariir. mtDNA'nin bu ozelligi
sayesinde maternal ornek ile
slipheli érnegin karsilastiritlma-
si sonucunda kimliklendirme
yapilabilir (28).

Dis Orneklerinden
DNA Elde Etme
Metotlari

Dis orneklerinden DNA'nin elde
edilerek izole edilmesinde ce-
sitli metotlar kullanilmaktadir
(4, 29, 30, 31). Burada temel
amac; hucrelerin  parcalan-
masi, ortamdaki inhibitorlerin,
nikleazlarin ve en oOnemlisi
kontaminantlarin  giderilmesi,
maksimum miktarda ve kalite-
de DNA elde edilmesidir. DNA
izolasyonunu takip eden asama-
da DNA'nin cogaltilarak, kisinin
DNA'sina karsilik gelen sifrelen-
mis numara dizileri olan profilin
elde edilmesi gerekmektedir.
PZR (Polimeraz zincir reaksiyo-
nu) reaksiyonunda ortalama 1
ng DNA yeterli olmaktadir.

Dis ve kemik ornekleri dahil
olmak lizere tim dokulardan
DNA izolasyon calismalarinda
karsilasilan en onemli problem
kontaminasyondur. Antik DNA
calismalarinda ise karsilasilan
iki onemli problemden birincisi
DNA'nin zamanla bozulmasi, di-
geri ise modern DNA ornekleri
ile kontamine olma olasiligidir.
Bu durum yanlis pozitif sonuc-
lara sebebiyet verebilmektedir
(22, 32). Kontaminasyonu azalt-
mak veya korunmak icin en iyi
yol koruyucu tedbirlerin en kisa
surede alinmasi, ornek toplan-
mas! asamasinda konuyu bilen
arkeologlarla birlikte calisilma-
si gerekmektedir (22).

Laboratuar kosullarinda kon-

taminasyonu azaltmak icin bazi
dezenfektanlar kullanilmakta-

“

dir. SDS (sodyum dodesil siilfat),
H202 (Hidrojen peroksit), NaOCl
(Sodyum hipoklorit),C4H100
(eter]) gibi dezenfektanlarla veya
UV 1sigr gibi fiziksel etmenlere
tabi tutularak dis orneklerinin
dis ylizeyi temizlendikten sonra
ekstraksiyon islemine devam
edilmelidir (33).

Dis ve antik dis orneklerinden
DNA elde etmek icin bircok
yontem kullanilmasina ragmen
standart bir metot yoktur. Gu-
nimiz dis orneklerinden DNA
analizinde disin tamamen kay-
bedilmesi sorun yaratmazken,
antik dis ornekleri ve mize ko-
leksiyonu gibi korunmasi gerek-
li orneklerde dis kayiplarina izin
verilmemektedir (13).

Dis ve kemik orneklerinin tama-
men parcalanarak DNA'nin elde
edildigi “Kemik Tozu Hazirlama
Metodu” yaygin olarak kulla-
nilan geleneksel bir metottur.
“Ters Kok Kanal Metodu™ Cobb
(2002) tarafindan isimlendiril-
mistir. Bu yontemde dis ornek-
lerinin tamamen kaybi soz ko-
nusu olmadan sadece disin kok
kismindan bir kanal acilarak
alinan materyalden DNA elde-
si s6z konusudur. “Dogru Giris
Kanal Metodu”(Alakog, 2009)
disin mine kismindan kok ucuna
dogru bir kanal acilmasi ve bu
sekilde alinan materyalden DNA
izolasyonu ile saglanmaktadir.
Benzer vyollarla farkli isimlen-
dirilmis bircok metot bulun-
maktadir. Jakubowska (2011],
tarafindan onerilen kristal agre-
gatlardan DNA ekstraksiyonu ile
toplam deminerilizasyon da ke-
mik orneklerinde kullanilan bir
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metottur. Bu tip calismalarda
genetik materyal olan DNA'nin
izole edilmesi en onemli asa-
madir.

1-Kemik Tozu
Hazirlama Metodu

Kemik tozu hazirlama metodun-
da dis ylzeyi kontaminantlar-
dan temizlenen dis ve antik dis
ornekleri, dis 6gutme cihazinda
farkli devirlerde carpma hizla-

rinda ogutilmektedir. Toz hali-
ne getirilen dis ornekleri 10 mg/
ml Proteinaz K, 10mM Tris ile 56
oC’de bir gece inkiibasyona bi-
rakilmakta, inkiibasyon sonrasi
11000 rpm’de 5 dakika santrifij
ile olusan uc farkli fazdan, orta
faz alinarak esit hacimde fenol
kloroform yontemi uygulanmak-
tadir (Sekil 2). Bu ekstraksiyon
yonteminde; fenol proteini bag-
lamakta ve etkili bir sekilde de-
natiire etmekte, kloroform ise
fenoll baglamaktadir (34).

Ozlem iRamarin, KARANE Ka CxpitZ, BRENAK boyun

2-Ters Kok Kanal
Metodu

Cobb tarafindan onerilen disin
tamamen kaybi s6z konusu ol-
madan DNA'nin elde edildigi
metotdur. Antropolojik olarak
degerli, korunmasi gerekli dis
orneklerinin orjinalligi bozul-
madan yeterli DNA elde etmek
mimkindir (Sekil 3). Dis or-
neklerinden kontaminantlari
uzaklastirmak amaci ile derisik
NaOCl ile temizlendikten sonra

Resim 2: Kemik tozu hazirlama metodunda kullanilan kemik 6gitme cihazi

yumusak dis fircasi ile fircala-
ma, steril suda bekletme, acik
havada kurutma, H3PO4 (Fos-
forik asit) iceren jelde bir sire
bekletildikten sonra steril su
ile yilkama asamalari gibi bir-
kac islemden gecirilmektedir.
Kontaminatlardan uzaklastiri-
lan disten DNA ekstrakte etmek
icin, kanal aletleri ile apeksten
vertikal olarak girilmektedir.
Bu islem mimkin olan en ince
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kanal aleti ile baslatilip, gittikce
artan kalinliktaki kanal aletleri
ile kanala giris genisletilmek-
tedir.  Genisletilen kanaldan
dentin doku ornekleri alinmak-
tadir. Acilan bolge kompozit
materyallerle doldurularak, bu
sekilde dis orneklerinin orjinal-
ligi korunmus olmaktadir. Elde
edilen dentin ve doku materyali
1 M Tris-HCL, 0.5 M EDTA, Twe-
en 20 ve 75 pl proteinaz-K ile bir

“

gece 55 0C'de inkibasyona bi-
rakilmakta ve silika-spin kolona
transfer edilerek DNA izolasyo-
nu saglanmaktadir.

3-Dogru Giris
Kanal Metodu

Alakoc, tarafindan gelistirilen
bu metotta dis ornekleri once-
likle SDS (Sodyum dodesil sil-

Resim 3: Ters Kok Kanal metodunda disin kok ucundan kanal acilmasi

fat) ile yikanmakta daha sonra
UV isiginda bir siire bekletildik-
ten sonra sterilizasyon madde-
si ile temizlenmektedir (Sekil
4). Dezenfeksiyon isleminden
sonra dis ornekleri farkli capta
elmas uclu delici aletler araci-
ugi ile disin mine tabakasindan
pulpa cikarilmakta, bosaltilan
bolge dolgu materyali ile doldu-
rularak, halojen isik ile sabitlen-
mektedir. Alinan pulpa ornekleri
500 ml lizis cozeltisi (%10 SDS,
TM NaCl, 10 mg/ml Proteinaz

K, 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA
pH: 8,0] ile 560C'de bir gece
inkubasyona  birakilmaktadir.
Ornek iizerine esit hacimde fe-
nol-kloroform eklenerek santri-
fuj edilmekte ve Ustteki berrak
faz alinarak Uzerine sirasi ile
Tml %100°luk ve % 70'lik alkol
eklenmektedir. Tipler santri-
fij edilerek alkol uzaklastiril-
diktan sonra elde edilen pelet
ile DNA izolasyon asamalarina
devam edilmektedir. Antik dis
pulpalarindan DNA elde edilir-

ken lizis oncesi bir dekalsifikas-
yon asamas! uygulanmaktadir.
Dekalsifikasyon asamasi EDTA
icerisinde 400C'de 10 dk'lik
inkubasyon sonrasi EDTA'nin
uzaklastirilmasi ve iki kez steril
distile su ile durulandiktan son-
ra dis orneklerinden DNA elde-
sinde kullanilan sirec tekrar-
lanmaktadir. Dis orneklerinden
elde edilen, DNA ekstraksiyon
asamas! sonuclandirilan pelet
miktar tayini icin kullanilabilir
hale gelmektedir.

Resim 4: Dogru Giris Kanal Metodunda disin mine tabakasindan kanal acilmasi

“

Adli Tip Dergisi Cilt / Vol.:26, Sayi / No:1



) Dis Ornekkdmiachem BidAaE LA E ditree Mt ktlaresim fa Gikdsten veaSone Adhiddilian @irers Sdala De feraéiadirilmesi

TARTISMA ve
SONUC

Tarihi olaylarin aydinlatilmasin-
da, dogal afetler sonucu kay-
bolan kisilerin kimliklendiril-
mesinde genetik uygulamalar
oldukca 6nem kazanmaya bas-
lamistir.

Adli Bilimciler, dogal afetler gibi
kayiplarin cok oldugu olaylarda
kimliklendirme icin kullanilan
DNA analizlerinin tek guvenilir
kaynak oldugunu distinmek-
tedirler (8). Kriminal olgularda
bulunan biyolojik materyaller-
den DNA'nin elde edilmesine
yonelik calismalar sirekli de-
vam etmekte ve DNA'nin korun-
masi, incelenmesi, elde edilme-
si ve miktarinin belirlenmesine
yonelik yeni metotlar gelistiril-
meye calisilmaktadir. Dis or-
nekleri  bircok  postmortem
olayda varligini korurken, diger
biyolojik yapilar ya bozulmakta
ya da degismektedir. Disler yiik-
sek sicaklik, nem ve mikrobiyal
aktiviteler gibi DNA degredasyo-
nunu engelleyen kot kosullara
dayanikli yapilardir. istatistik-
ler, dental kayitlarin yangin, sel
gibi dogal felaketlerde ve teror
saldirilari gibi insanlarin ne-
den oldugu olaylarda en onemli
kaynak oldugunu gostermistir
(10, 11, 35, 36). 2004 yilinda,
Tayland'da meydana gelen Tsu-
nami felaketinde, kaybolan kisi-
lerin kimliklendirilmesi, 4 ay gibi
kisa bir stirede dental kayitlara
basvurularak tespit edilmistir.
Bu bolgede dental kayitlarla
kimliklendirme en onemli rolu
oynamis % 46,2 oraninda kim-
liklendirme bu yolla saglanmis-
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tir (36). Eski olarak nitelendiri-
lebilecek antik orneklerde DNA
miktari oldukca azdir. Cesetle-
rin maruz kaldigi nem, ortam
Isisi, mikroorganizmalar ve cok
sayida organik bilesik DNA'nin
bozulmasina neden olmaktadir.
Biyolojik ornekler arasinda uzun
sureli korunmasindan dolayi ke-
mik ornekleri yerine dis ornek-
leri tercih edilmektedir (1, 10,
37). Yapilan calismanin basarisi
biylik olcide kullanilan yon-
temlere baglidir.

mtDNA'nin  genomik DNA'ya
gore eldesinin yiksek olmasi
aile agaci calismalari gibi bircok
arastirmada basvurulan bir yon-
tem olarak on plana cikmaktadir
(38,39). mtDNA toplam DNA'nin
% 0,5'ni olusturmakta ve 16569
baz cifti uzunlugundadir. mtDNA
adli genetik calismalarinda sa-
dece anneden kalitim sagladigi
icin cok onemlidir (38).

Pulpa ve dental dokular
mtDNA'nin potansiyel kaynakla-
ridir. Dis ornekleri sert cevresel
kosullarda degredasyona daya-
nakli olmasina ragmen, pulpa
dokusu hemen hemen bu sart-
lara hic maruz kalmamaktadir.
mtDNA analizi icin disin dentin
tabakasi da kullanilabilmekte-
dir.

Dis orneklerinde en cok karsi-
lasilan sorun kontaminasyon-
dur. Kontaminasyon nedeni ile
DNA'nin biytk bir kismi kaybe-
dilmektedir. DNA analiz calis-
malarina baslamadan once dis
ve antik dis orneklerinin cesitli
dezenfektanlarla temizlenmesi
gerekmektedir (33).

“

Dis orneklerinden gecmisten
bugline kadar kullanilan Kemik
Tozu Hazirlama Metodu bilinen
en iyi DNA elde etme yontemidir.
Bu metot dis orneklerinin tama-
men ogitilmesi ve toz haline
getirilmesi esasina dayandigi
icin tarihi onemi olan ornekler
icin kullanilmasi uygun degil-
dir. Diger bir dezavantaji dis or-
nekleri tamamen parcalandigi
icin isleme baslanmadan once
dekontaminasyon asamasi dik-
katlice uygulanmalidir. Metodun
uygulanmasi kolay olmasina
ragmen disin 6gutilmesi asa-
masinda uygulanan fiziksel gic
ile 1si arttigindan DNA'nin dena-
ture olma riski de artmaktadir.
Disin ogutilmesi aninda uygu-
lanan carpma hizinin mumkin
oldugunca azaltilmasi oneril-
mektedir (40). Ayrica bu meto-
dun DNA'nin kalite ve miktarini
nasil etkiledigi de tam olarak
bilinmemektedir (29). Bu metot,
antik orneklerde DNA calisma-
lari yapan uzmanlar ile antik
dislerden morfolojik analizler
yapan arastirmacilarin birlikte
calisma olasiligini azaltmakta-
dir. Ayrica,dis orneklerinin bu
metotla calisilmasi sonucun-
da mize koleksiyonlarinda yer
alan ve ait oldugu doneme ait
degerli bilgiler saglayan antik
dis orneklerinin geri donlisim-
sliz olarak yok edilmesine sebep
olacaktir (29).

DNA'nin ekstraksiyonunu taki-
ben uygulanan fenol kloroform
yontemi cok basamakli bir metot
olmasi dolayisiyla DNA kayipla-
rinin olusmasini ve kontaminas-
yon riskini arttirmasi acisindan
uygulamasi zor bir yontemdir.

Ozlem iRamazan, KARANE iKa Cxirlz, BRENAKboyun

Dis orneklerinden DNA izolas-
yonuna imkan veren, Ters Kok
Kanal metodunun, Kemik Tozu
Hazirlama metoduna gore bir-
cok avantaji bulunmaktadir. Bu
metotta elde edilen ornek dis
icerisindeki pulpadan alindigi ve
dis etkenlerden korunmus oldu-
gu icin kontaminasyon sorunu
cok azdir. Elde edilen DNA'nin
kalitesinin daha iyi oldugu di-
stinilmektedir (29). Bu metodun
kullanim avantajlari tarihsel
olarak ©nemli orneklerin bir-
den fazla bilim adami tarafindan
farkli yonlerinin degerlendirile-
bilecegi sekilde analiz edilebil-
mesi disiplinlerarasi calisma-
lar icin onemlidir. Bu sekilde
molekiler calisma yapan bilim
adamlari ile morfolojik calis-
ma yapan bilim adamlari bir-
likte arastirma yapabilmektedir
(29). Miize Grnekleri icin uygun
bir yontem olmasinin yani sira
dis morfolojisi calismalarina da
olanak saglamaktadir. Ancak bu
metot antik dis kokunun kirilgan
ve yapisinin zayif olmasi nedeni
ile bazi dezavantajlara sahiptir.
Uygulama sirasinda antik disin
zayif yapisi nedeni ile kokiin za-
rar gorme riski yuksektir. Ayrica
kullanilan sterilizasyon araclari
pulpa kanali, sement tabakasi
ve dentini tahrip edebilmektedir
(13).

Dogru Giris Kanal metodu, disin
korunmasi yoninde gelistirilen,
Ters Kok Kanal metoduna alter-
natif bir diger DNA ekstraksiyon
metodudur. Ters Kok Kanal me-
todu ve Dogru Giris Kanal me-
todu dise zarar vermeden dis
icerisindeki dentin ve pulpaya
ulasmayi saglamaktadir. Her iki

metot da birden fazla arastirma
icin dental kalintilar kullanmaya
izin vermekte antik dis ornek-
leri antropolojik uygulamalarda
kullanilabildigi gibi mize kolek-
siyonlarinda da kullanilabilmek-
tedir.

Ters Kok Kanal metodunun,
Dogru Giris Kanal metoduna
gore bazi dezavantajlari bulun-
maktadir. Bunlardan birincisi
Ters Kok Kanal metodunda dise
zarar verme olasiliginin daha
yliksek olmasidir. Ikincisi pulpa
kavitesi odontoblast hucreleri-
ni icerirken sement minerali-
ze dokusu cekirdekli hicreler
icermektedir. Dis pulpasinin
mineralize olmus tibdllere gore
daha hizli bozuldugu bilinmek-
tedir. Sonuc olarak pulpasiz bir
diste dentin icindeki tim DNA
odontoblastik tibullerdedir yani
ters kok kanal teknigi ile yeterli
ornek saglanamayabilir. Ancak
Dogru Giris Kanal metodu ile
direk olarak mine ylzeyinden
girilerek daha fazla pulpa elde
edilebilir.Ayrica kok ylzeyini
kompozit materyal ile doldur-
mak, mine ylizeyine gore daha
zor bir islemdir. DNA ekstrak-
siyon metotlari icerisinde Dogru
Giris Kanal metodu'nun diger
metotlara gore daha uygun ol-
dugu gortiinmektedir.

Arastirmacilar dis  yapisinin
farkli boliumlerinin pulpa odasi,
dentin tozu, dentin-sement tozu
ve periodontal liflerin DNA ana-
liz calismalari icin ornek olarak
kullanilabilecegini  gdstermis-
tir. Arastirmalar dentin tozu ve
pulpanin dis icerisinde korundu-
gu icin mitokondriyal DNA veya

¥

genomik izolasyon icin en iyi
ornekler oldugunu gostermistir
(38).

Antik dis ornekleri cesitli cev-
re etkenlerine maruz kaldigi
icin zarar gormis olabilir, bu
nedenle DNA izolasyon asama-
sinda ylksek sicakliklara maruz
birakilmamali  kontaminasyonu
gidermek icin sert deterjanlar
kullanilmamalidir. Bu asama-
lar DNA izolasyonunu kolay-
lastirmasina ragmen DNA mo-
lekUlinid bozdugundan DNA'ya
zarar vermektedir. Ayrica antik
dis ornekleri buyiuk miktarlar-
da PZR inhibitori icermekte,
DNA saflastirilirken bu inhibi-
torlerin ayrilmasi imkansiz hale
gelebilmektedir. PZR inhibitor-
lerinin etkisini azaltmak icin
N-phenacylthiazolium bromide
(PTB) veya ekstraksiyon solus-
yonuna 50 mM dithiothreitol
eklenebilir (40).

Dis orneklerinden genomik
DNA veya mtDNA izolasyonu
icin hangi yontemin kullanilaca-
gl, orneklere ve dogrudan DNA
izolasyonundan sonra elde edi-
len DNA'nin hangi amac ve/veya
amaclar icin  kullanilacagina
baglidir. Uygun ekstraksiyon ve
izolasyon metotlarini belirlemek
icin laboratuar kosullari ve kul-
lanilan kimyasal maddeler de
dikkate alinmalidir. Ayrica elde
edilen DNA'nin miktari ve saflik
derecesi de DNA izolasyon yon-
temini belirlemede en onemli
parametrelerdir.

Deprem, sel gibi dogal afet-

lerde, ucak kazalari gibi toplu
olimlerin yasandigi olaylarda
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bircok yasal islemin gercekles-
tirilebilmesi icin kurbanlarin en
kisa surede kimliklerinin tespit
edilmesi gerekmektedir. Olayla-
rin aciga kavusturulmasi icin tek
bir dis dérneginin kaldigr durum-
larda en dogru sonucu verebile-
cek metotlara ve Adli Bilimlerin

farkli dallarinda calisan ekiplere
ihtiyac bulunmaktadir.

DNA kimliklendirme sirecini en
kisa sirede, en ucuza gercek-
lestiren ve en dogru profili veren
yeni arastirmalar oldukca hizli
devam etmektedir.

Dip not: 02-05 Haziran 2011 ta-
rihinde Pristina’da diizenlenen
“The 8th Annual Meeting of Fo-
rensic Sciences” kongresinde
poster olarak sunulmus, Abs-
tract kitabinda 6zet olarak basil-
mistir.
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