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DİŞ ÖRNEKLERİNDEN DNA ELDE EDİLME METOTLARININ KARŞILAŞTIRILMASI VE  

ADLİ BİLİMLER AÇISINDAN 
DEĞERLENDİRİLMESİ

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 

Technique (Traditional) and 
some other methods. Besides 
assessments on their importance 
in terms of forensic science are 
given.

Key words: DNA extraction, teeth, 
forensic sciences

ÖZET 

Dişlerden genetik materya-
lin ekstraksiyonu özellikle adli 
araştırmalarda DNA analizleri-
nin önemli bir parçasıdır. Dişler 
insan vücudunun en sert yapısı 
olması, nem, yüksek ısı ve mik-
robiyal olaylar gibi sert çevre 
koşullarına karşı dayanıklı ol-
ması nedeni ile adli olaylarda 
yaygın olarak kullanılmaktadır. 
Dişlerden DNA ekstraksiyo-
nunda birçok yöntem olmasına 
karşın, son zamanlarda dişin ta-
mamen öğütülerek kullanıldığı 
metotlar yerine dişleri koruyucu 
metotlar önem kazanmaya baş-
lamıştır, bu şekilde arkeolojik 
ipuçları ve müze örnekleri de 
korunmuş olacaktır. Dişlerde 
koruyucu metotların kullanıl-
masının avantajı nispeten düşük 
maliyetli olması ve adli araştır-
malarda dişin bütünlüğünün ko-
runmasıdır. Bu derlemede Ters 
Kök Kanal Metodu, Doğru Kanal 
metodu, Kemik Tozu Hazırlama 
Metodu’nun ve bazı diğer me-
totların avantaj ve dezavantajları 
açıklanmaya çalışılmış, adli bi-

limler açısından önemi hakkın-
da değerlendirmelere yer veril-
miştir.

Anahtar Kelimeler: DNA eks-
traksiyonu, dişler, adli bilimler
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GİRİŞ

DNA analizi, kişinin kesin ta-
nımlanmasını yaparken kişinin 
fiziksel karakteri, etnik kökeni 
ve cinsiyeti hakkında detaylı bil-
giler vermektedir. Günümüzde 
kullanılan DNA analizleri yük-
sek güvenilirliğe sahip olduğu 
için uzun süredir mahkemeler-

de yasal deliller olarak kullanıl-
maktadır (1,2,3). Adli Bilimlerde 
kişilerin kimliğinin tespitinde 
biyolojik materyaller üzerinde 
DNA analizleri bugüne kadar 
yapılmış olan en önemli geliş-
melerden birisi olarak kabul 
edilmektedir.

Kitlesel afetler, savaş suçları, 
trafik ve uçak kazaları ile te-
rörist saldırıları gibi olaylarda 
kimliği tespit edilemeyen ölü 
bireylerin kimliklendirilmesi 
gerekmektedir (4,5). Bir insanın 
tanınmasında, tanımlanmasında 
ve diğer insanlardan ayırt edil-
mesinde etkin olan özelliklerin 
tümüne “kimlik” adı verilmek-
te, yaşayan ya da ölü bir kişinin 
bu özelliklerinin ortaya konul-
masına ise “kimlik tespiti” de-
nilmektedir. Birçok nedenden 
ötürü hem canlıda hem de ölüde 
kimlik tespiti yapmak gereklidir 

(6). Adli tıp ve hukuk uygulama-
larında iki tür kimlik tanımlan-
maktadır. “Adli kimlik” kişinin 
nüfus kayıtlarında bulunan, cin-
siyet, yaş, baba adı, anne adı, 
doğum yeri ve yılı gibi bilgilerin 
oluşturduğu bütün olarak kabul 
edilmektedir. “Tıbbi kimlik” ise 
vücut özelliklerinin tümünün 
birlikte değerlendirilmesinin 

sonucu ortaya çıkan kimliktir. 
Yaş, cinsiyet, parmak izi, kemik 
ve dişler bir bireyin tıbbi kimli-
ğini oluşturan fiziksel yapıların 
başında gelmektedir (6).

Adli kimliklendirme, ölen kişinin 
yakınları tarafından tanınması 
ile sağlanmakla beraber, cese-
din tanınamayacak derecede ol-
duğu durumlarda,  DNA temelli 
adli genetik çalışmaları ön pla-
na çıkmaktadır. İleri derecede 
çürümüş ve yanmış cesetlerde 
kimliklendirme iskelet dokusu 
veya diş örneklerinden sağlana-
bilmektedir (4).

Yapılan çalışmalar, diş örnekle-
rinde kemiğe oranla daha faz-
la genomik DNA bulunduğunu 
göstermektedir (7). Bu nedenle, 
kişilere ait diş örneklerinden 
daha fazla bilgi edinmek müm-
kün olabilmektedir. DNA analiz-

lerinde kemik örnekleri yerine 
diş örneklerinin tercih edilmesi-
nin diğer bir nedeni ise dişlerin 
gözenekli bir yapıya sahip olma-
ması ve dişleri saran, koruyan 
kuvvetli mine tabakası sayesin-
de kontaminasyon riskinin az 
olmasıdır. Ölen kişilerden alı-
nan diş örnekleri ile aile birey-
leri olabilecek şahıslardan alı-

nan biyolojik materyallerin, DNA 
analizi profillerinin karşılaştırıl-
masıyla kimliklendirme sağla-
nabilmektedir (7,8). Adli olaylar 
için DNA belirleme teknikleri, 
temel olarak PZR (Polimeraz 
zincir reaksiyonu) ürünü dizisini 
elde etmeye dayanmaktadır (9). 
Diş örnekleri adli çalışmalarda 
delil niteliği taşımasının yanında 
tarihi öneme sahip antropolojik 
çalışmalar için de önemli delil 
kaynaklarıdır.Bu derlemede diş 
örneklerinden farklı DNA izo-
lasyon metotlarının karşılaştı-
rılması, metotların avantajları, 
dezavantajları ve adli bilimler 
açısından önemi hakkında de-
ğerlendirmelere yer verilmiştir.

Dişin Yapısı

Diş, sindirim sisteminin baş-
langıcında; besinlerin kesilme-

si, ufalanması, koparılması ve 
kendini destekleyen dokuların 
korunmasına ve gelişmesine 
yardımcı bir organdır.

Diş, klinik olarak taç, boyun 
(kole, collum dentes) ve kök 
(radix dentes) kısımlarından 
oluşur. Taç kısım, ağızda görü-
nen ve mineyle kaplı bölümdür. 

Mine, dentin ve sement dişin 
sert tabakalarını oluştururken 
pulpa (diş özü) dişin yumuşak 
olan tek tabakasıdır (10). Kole 
yani diş boynu, dişetiyle sarılı 
mine-sement birleşimidir. 

Ektoderm kökenli sinir hücre-
leri içermeyen mineral bir do-
kudur. Dişlerdeki mine dokusu 

yapısının %96–97’lik kısmının 
inorganik olması nedeni ile vü-
cudun en sert ve dayanıklı do-
kusudur (Şekil 1). Bu da dişleri 
DNA’nın degrede olmasına se-
bep olan nem, yüksek ısı, man-
tar ve bakteriyel bozunma gibi 
koşullara karşı oldukça daya-
nıklı kılmaktadır (11,12).

Adli kimliklendirme, ölen kişinin yakınları tarafından tanınması ile 
sağlanmakla beraber, cesedin tanınamayacak derecede olduğu 
durumlarda,  DNA temelli adli genetik çalışmaları ön plana çıkmaktadır. 
İleri derecede çürümüş ve yanmış cesetlerde kimliklendirme iskelet 
dokusu veya diş örneklerinden sağlanabilmektedir

Resim 1: Ölüm zamanı ile olgu sayıları arasındaki ilişki

Dentin, dişlerin en büyük bö-
lümünü kaplayan, insan vücu-
dunda kimyasal yapısı, fiziksel 
sertliği ve biyolojik özellikleri 
açısından kemik dokusuna en 
benzer özellikleri taşıyan mine-
ralize bağ dokudur. Dentin içe-
risinde, dentin tübülleri pulpa 
boşluğundan dentinin dış yüze-
yindeki semente doğru uzanır. 
Pulpa dış çevresi, odontoblast 
hücreleri ile kuşatılmış, içeri-
sinde kan dolaşımını sağlayan 

dişi besleyen yumuşak bağ do-
kudur (13). Kök ise periodon-
tal ligament tarafından kemiğe 
bağlandığı için çene kemiğinin 
içinde kalan kısımdır (10).

Dişlerden DNA  
İzolasyonu

DNA izolasyon çalışmalarında 
en doğru sonucu elde edebil-
mek için vücudun en doğru yapı-

sı örneklenmelidir. Günümüzde 
ticari olarak satılan kitler çok 
düşük miktarlardaki DNA varlı-
ğında dahi sonuç verebilmekte-
dir (11).

Kimliklendirme çalışmalarında 
DNA molekülünün tamamı de-
ğil, ancak belirli bazı bölgeleri 
incelenmektedir. DNA molekü-
lünün baz dizisinin tümü, prote-
in üretiminden sorumlu değildir 
(14,15). Protein kodlayan kısım 
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tüm genomun yaklaşık % 3’üdür 
(16). Geri kalan kısım ise prote-
in kodlaması gerçekleştirmez. 
Bu kısmın büyük çoğunluğu son 
derece polimorfik ve oldukça 
yüksek ayrım gücüne sahip tek-
rarlardan oluştuğu bilinmekte-
dir. Bir tekrar dizisinin ardışık 
olarak tekrarlanması sonucu 
oluşan uzunluk polimorfizmi bu 
bölgelerdeki diziden değil tekrar 
sayısındaki farklılıktan kaynak-
lanmaktadır.  Ardışık tekrarlar, 
tekrar eden baz dizisinin bü-
yüklüğüne göre çeşitli gruplara 
ayrılmaktadır. Minisatelitler (de-
ğişken sayıda ardışık tekrarlar, 
Variable Number of Tandem Re-
peats: VNTR’ler) 15-70 baz çifti 
(bç)’lik, mikrosatelitler (Kısa 
Ardışık Tekrarlar; Short Tan-
dem Repeats: STR’ler) 2-5 bç’lik 
bir ünitenin tekrarlanmasından 
oluşmaktadırlar (16). Kısa zin-
cir tekrar (STR) lokusları insan 
kalıntılarının kimliklendirilme-
si ve kriminal araştırmalarda 
toplanan biyolojik örneklerin 
tanımlanmasında kullanılan en 
yaygın ve en güçlü metot olarak 
bilinmektedir (17,18). Bu başarı-
lı uygulama kan, tükürük, epitel 
hücre ve sert kemik örneklerin-
de dahi kullanılmaktadır (19). 
STR’ların adli bilimlerde kulla-
nılmasının nedenleri, küçük par-
çalar olmaları nedeniyle oldukça 
hasar görmüş DNA örneklerinde 
bile sonuç vermesi, eldeki çok 
az miktardaki DNA’dan çoğaltı-
labilmesi, elde edilen sonuçların 
tekrarlanabilir olması, yüksek 
polimorfizme bağlı olarak ayrım 
gücünün yüksek, mutasyon ora-
nının düşük olması ve otomas-
yona ya da çoklu analize imkan 
vermesi olarak sıralanabilir (20).

SNP’ler (single nucleotide poly-
morphism) tek nükleotid poli-
morfizmidir. SNP insan geno-
munda oldukça fazla miktarda 
olup, 300 baz çiftinde 1 SNP 
olmak üzere yaklaşık 17 mil-
yon SNP vardır. İnsanlarda-
ki varyasyonların % 85’i SNP 
nedeniyle oluşmaktadır. DNA 
parçaları 150 bç’den az olan ör-
neklerde, STR analizi yapılama-
dığı durumlarda, özellikle yük-
sek oranda bozulmuş diş gibi 
biyolojik örneklerde rahatlıkla 
SNP analizi ile kimliklendirme 
yapılabilmektedir. SNP’lerin ko-
lay çoğaltılabilmesi veya mikro-
varyantların olmaması, verilerin 
yorumlanmasının STR’a göre 
daha kolay olması, yüksek ve-
rimli teknolojiler kullanılması 
ve bu nedenle otomasyona uy-
gun olması gibi nedenlerle adli 
bilimlerde kullanılmaya başlan-
mıştır (14).

 Kişinin ölümü ile DNA analizi 
arasında geçen zaman süreci 
uzadığında yumuşak dokular-
dan DNA analizi imkansız hale 
gelmekte, ancak kemik ve diş 
örnekleri gibi sert dokulardan 
sağlanabilmektedir (11).

Antik iskelet kalıntılarında DNA 
bulunmasına rağmen, oldukça 
bozuk ve hasarlı olduğu görül-
mektedir. Bu örneklerde bu-
lunan DNA’nın, kemik yapıla-
rından ziyade dişlerde daha iyi 
korunmuş olduğu kanıtlanmıştır 
(11). Dişler yanma, boğulma, 
travma, bozulma, çürüme gibi 
kötü koşullara dayanıklı, insan 
vücudunun en sert yapısı ola-
rak adli araştırmalarda kulla-
nılmaktadır. Kitlesel afetlerde 

vücudun tüm yapıları bozuldu-
ğunda diş örneklerinden elde 
edilen DNA önemli bir kaynak 
oluşturmaktadır (11, 21). Antik 
diş örneklerinden DNA analiz-
leri arkeolog ve antropologla-
ra geçmişe yönelik bilgi verme 
açısından da yepyeni bir olanak 
sağlamaktadır (22, 23, 24). DNA 
diş içerisinde çok uzun süre 
korunabilen, değerli bir bilgi 
kaynağıdır. Antik DNA analizle-
ri (aDNA) yüz ile onbinlerce ya-
şındaki iskelet kalıntılarından az 
miktardaki DNA ekstraksiyonla-
rını kapsamaktadır. Dişin dentin 
ve pulpa yapısında oldukça yük-
sek miktarda DNA bulunmakta 
ve kolaylıkla ekstrakte edilebil-
mektedir. Yapılan çalışmalar di-
şin gövde, kök ve kök ucundan 
yeterli miktarda DNA elde edile-
bileceğini göstermiştir. Tüm diş 
veya diş kökleri rutin DNA ça-
lışmalarında kullanılmaktadır, 
sert mine tabakası ve sement 
dişi dış etmenlerden koruyarak 
DNA’nın kontamine olmasına 
da engel olmaktadır (10, 25, 
26). Fakat en yüksek miktarda 
DNA’nın diş köküne yakın gövde 
kısmından elde edildiği saptan-
mıştır (10).  

Ancak DNA analizleri için sade-
ce elde edilen DNA’nın miktarı 
değil aynı zamanda DNA kalitesi 
ve saflığı da önemlidir (10,11). 
DNA miktarı ve yapısı dişin böl-
gelerine göre farklılık göster-
mektedir. Örneğin, dentin için-
de kök bölgesinde (65x103mm2 

/ 20x103mm2)  apekse göre 
(15x103mm2 / 20x103mm2) 3-4 
kat daha fazla odontoblastik 
hücre bulunduğu belirtilmiştir 
(10).

Diş Örneklerinde 
Mitokondrial DNA 
Analizinin Önemi

Genomik DNA içermeyen ya da 
degrede olmuş kemik, diş, saç 
kılı gibi örneklerde kimliklendir-
me, mitokondrial DNA (mtDNA) 
analizi ile sağlanabilmektedir 
(1,11). 

Dişler yüksek molekül ağırlığın-
da mtDNA içermediği için adli 
çalışmalar için ideal bir kay-
naktır (27). İnsan kalıntılarının 
kimliklendirilmesinde mtDNA 
analizleri çok önemlidir. DNA 
hücre çekirdeği dışında diğer 
bir organel olan mitokondriden 
DNA’nın elde edilerek kullanıl-
masına imkan vermektedir. (28) 

Akrabalık derecelerinin belir-
lenmesinde de mtDNA analizi 
ön plana çıkmaktadır. Çünkü 
aynı aileye mensup her çocuğun 
mtDNA’sı annenin yumurta hüc-
relerinden gelmekte, çekirdek 
DNA’sı ise baba kaynaklıdır (28). 
Spermin sitoplazma içerme-
mesi ve mitokondrilerinin fer-
tilizasyona katılmayan kuyruk 
kısmında toplanması nedeniyle 
zigotdaki mitokondriler sadece 
ovuma aittir. Anne tüm çocuk-
larına mtDNA’sını aktarırken, 
sadece kız çocuklar bunu ikinci 
kuşağa aktarabilir. 

Annenin mtDNA’sında var olan 
polimorfizm çocuklarına aynen 
aktarılır. mtDNA’nın bu özelliği 
sayesinde maternal örnek ile 
şüpheli örneğin karsılaştırılma-
sı sonucunda kimliklendirme 
yapılabilir (28).

Diş Örneklerinden 
DNA Elde Etme 
Metotları

Diş örneklerinden DNA’nın elde 
edilerek izole edilmesinde çe-
şitli metotlar kullanılmaktadır 
(4, 29, 30, 31). Burada temel 
amaç; hücrelerin parçalan-
ması, ortamdaki inhibitörlerin, 
nükleazların ve en önemlisi 
kontaminantların giderilmesi, 
maksimum miktarda ve kalite-
de DNA elde edilmesidir. DNA 
izolasyonunu takip eden aşama-
da DNA’nın çoğaltılarak, kişinin 
DNA’sına karşılık gelen şifrelen-
miş numara dizileri olan profilin 
elde edilmesi gerekmektedir. 
PZR (Polimeraz zincir reaksiyo-
nu) reaksiyonunda ortalama 1 
ng DNA yeterli olmaktadır. 

Diş ve kemik örnekleri dahil 
olmak üzere tüm dokulardan 
DNA izolasyon çalışmalarında 
karşılaşılan en önemli problem 
kontaminasyondur. Antik DNA 
çalışmalarında ise karşılaşılan 
iki önemli problemden birincisi 
DNA’nın zamanla bozulması, di-
ğeri ise modern DNA örnekleri 
ile kontamine olma olasılığıdır. 
Bu durum yanlış pozitif sonuç-
lara sebebiyet verebilmektedir 
(22, 32). Kontaminasyonu azalt-
mak veya korunmak için en iyi 
yol koruyucu tedbirlerin en kısa 
sürede alınması, örnek toplan-
ması aşamasında konuyu bilen 
arkeologlarla birlikte çalışılma-
sı gerekmektedir (22).

Laboratuar koşullarında kon-
taminasyonu azaltmak için bazı 
dezenfektanlar kullanılmakta-

dır. SDS (sodyum dodesil sülfat), 
H202 (Hidrojen peroksit), NaOCl 
(Sodyum hipoklorit),C4H10O 
(eter) gibi dezenfektanlarla veya 
UV ışığı gibi fiziksel etmenlere 
tabi tutularak diş örneklerinin 
dış yüzeyi temizlendikten sonra 
ekstraksiyon işlemine devam 
edilmelidir (33). 

Diş ve antik diş örneklerinden 
DNA elde etmek için birçok 
yöntem kullanılmasına rağmen 
standart bir metot yoktur. Gü-
nümüz diş örneklerinden DNA 
analizinde dişin tamamen kay-
bedilmesi sorun yaratmazken, 
antik diş örnekleri ve müze ko-
leksiyonu gibi korunması gerek-
li örneklerde diş kayıplarına izin 
verilmemektedir (13). 

Diş ve kemik örneklerinin tama-
men parçalanarak DNA’nın elde 
edildiği “Kemik Tozu Hazırlama 
Metodu” yaygın olarak kulla-
nılan geleneksel bir metottur. 
“Ters Kök Kanal Metodu” Cobb 
(2002) tarafından isimlendiril-
miştir. Bu yöntemde diş örnek-
lerinin tamamen kaybı söz ko-
nusu olmadan sadece dişin kök 
kısmından bir kanal açılarak 
alınan materyalden DNA elde-
si söz konusudur. “Doğru Giriş 
Kanal Metodu”(Alakoç, 2009)  
dişin mine kısmından kök ucuna 
doğru bir kanal açılması ve bu 
şekilde alınan materyalden DNA 
izolasyonu ile sağlanmaktadır. 
Benzer yollarla farklı isimlen-
dirilmiş birçok metot bulun-
maktadır. Jakubowska (2011), 
tarafından önerilen kristal agre-
gatlardan DNA ekstraksiyonu ile 
toplam deminerilizasyon da ke-
mik örneklerinde kullanılan bir 

Özlem İmamoğlu, Mustafa Karapirli, Nur AkboyunDiş Örneklerinden DNA Elde Edilme Metotlarının Karşılaştırılması ve Adli Bilimler Açısından Değerlendirilmesi



Adli Tıp Dergisi Cilt / Vol.:26, Sayı / No:1 Adli Tıp Dergisi Cilt / Vol.:26, Sayı / No:1

Ramazan KARANFİL, Cem ZERENKahramanmaraş Ağır Ceza Mahkemesi’nde Görülen ve Sonuçlandırılan Cinsel Suçların Analizi

4544

metottur. Bu tip çalışmalarda 
genetik materyal olan DNA’nın 
izole edilmesi en önemli aşa-
madır.

1-Kemik Tozu 
Hazırlama Metodu

Kemik tozu hazırlama metodun-
da dış yüzeyi kontaminantlar-
dan temizlenen diş ve antik diş 
örnekleri, diş öğütme cihazında 
farklı devirlerde çarpma hızla-

rında öğütülmektedir. Toz hali-
ne getirilen diş örnekleri 10 mg/
ml Proteinaz K, 10mM Tris ile 56 
oC’de bir gece inkübasyona bı-
rakılmakta, inkübasyon sonrası 
11000 rpm’de 5 dakika santrifüj 
ile oluşan üç farklı fazdan, orta 
faz alınarak eşit hacimde fenol 
kloroform yöntemi uygulanmak-
tadır  (Şekil 2). Bu ekstraksiyon 
yönteminde; fenol proteini bağ-
lamakta ve etkili bir şekilde de-
natüre etmekte, kloroform ise 
fenolü bağlamaktadır (34).

2-Ters Kök Kanal 
Metodu
Cobb tarafından önerilen dişin 
tamamen kaybı söz konusu ol-
madan DNA’nın elde edildiği 
metotdur. Antropolojik olarak 
değerli, korunması gerekli diş 
örneklerinin orjinalliği bozul-
madan yeterli DNA elde etmek 
mümkündür (Şekil 3). Diş ör-
neklerinden kontaminantları 
uzaklaştırmak amacı ile derişik 
NaOCl ile temizlendikten sonra 

Resim 2: Kemik tozu hazırlama metodunda kullanılan kemik öğütme cihazı

yumuşak diş fırçası ile fırçala-
ma, steril suda bekletme, açık 
havada kurutma, H3PO4 (Fos-
forik asit) içeren jelde bir süre 
bekletildikten sonra steril su 
ile yıkama aşamaları gibi bir-
kaç işlemden geçirilmektedir. 
Kontaminatlardan uzaklaştırı-
lan dişten DNA ekstrakte etmek 
için, kanal aletleri ile apeksten 
vertikal olarak girilmektedir. 
Bu işlem mümkün olan en ince 

kanal aleti ile başlatılıp, gittikçe 
artan kalınlıktaki kanal aletleri 
ile kanala giriş genişletilmek-
tedir. Genişletilen kanaldan 
dentin doku örnekleri alınmak-
tadır. Açılan bölge kompozit 
materyallerle doldurularak, bu 
şekilde diş örneklerinin orjinal-
liği korunmuş olmaktadır. Elde 
edilen dentin ve doku materyali 
1 M Tris-HCl, 0.5 M EDTA, Twe-
en 20 ve 75 µl proteinaz-K ile bir 

gece 55 0C’de inkübasyona bı-
rakılmakta ve silika-spin kolona 
transfer edilerek DNA izolasyo-
nu sağlanmaktadır.

3-Doğru Giriş 
Kanal Metodu

Alakoç, tarafından geliştirilen 
bu metotta diş örnekleri önce-
likle SDS (Sodyum dodesil sül-

fat) ile yıkanmakta daha sonra 
UV ışığında bir süre bekletildik-
ten sonra sterilizasyon madde-
si ile temizlenmektedir (Şekil 
4). Dezenfeksiyon işleminden 
sonra diş örnekleri farklı çapta 
elmas uçlu delici aletler aracı-
lığı ile dişin mine tabakasından 
pulpa çıkarılmakta, boşaltılan 
bölge dolgu materyali ile doldu-
rularak, halojen ışık ile sabitlen-
mektedir. Alınan pulpa örnekleri 
500 ml lizis çözeltisi (%10 SDS, 
1M NaCl, 10 mg/ml Proteinaz 

K, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA 
pH: 8,0) ile 56oC’de bir gece 
inkubasyona bırakılmaktadır. 
Örnek üzerine eşit hacimde fe-
nol-kloroform eklenerek santri-
fuj edilmekte ve üstteki berrak 
faz alınarak üzerine sırası ile 
1ml %100’luk ve % 70’lik alkol 
eklenmektedir. Tüpler santri-
füj edilerek alkol uzaklaştırıl-
dıktan  sonra elde edilen pelet 
ile DNA izolasyon aşamalarına 
devam edilmektedir. Antik diş 
pulpalarından DNA elde edilir-

ken lizis öncesi bir dekalsifikas-
yon aşaması uygulanmaktadır. 
Dekalsifikasyon aşaması EDTA 
içerisinde 40oC’de 10 dk’lık 
inkubasyon sonrası EDTA’nın 
uzaklaştırılması ve iki kez steril 
distile su ile durulandıktan son-
ra diş örneklerinden DNA elde-
sinde kullanılan süreç tekrar-
lanmaktadır. Diş örneklerinden 
elde edilen, DNA ekstraksiyon 
aşaması sonuçlandırılan pelet  
miktar tayini için kullanılabilir 
hale gelmektedir.

Resim 3: Ters Kök Kanal metodunda dişin kök ucundan kanal açılması

Resim 4: Doğru Giriş Kanal Metodunda dişin mine tabakasından kanal açılması 
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TARTIŞMA ve  
SONUÇ
Tarihi olayların aydınlatılmasın-
da, doğal afetler sonucu kay-
bolan kişilerin kimliklendiril-
mesinde  genetik uygulamalar 
oldukça önem kazanmaya baş-
lamıştır. 

Adli Bilimciler, doğal afetler gibi 
kayıpların çok olduğu olaylarda 
kimliklendirme için kullanılan 
DNA analizlerinin tek güvenilir 
kaynak olduğunu düşünmek-
tedirler (8). Kriminal olgularda 
bulunan biyolojik materyaller-
den DNA’nın elde edilmesine 
yönelik çalışmalar sürekli de-
vam etmekte ve DNA’nın korun-
ması, incelenmesi, elde edilme-
si ve miktarının belirlenmesine 
yönelik yeni metotlar geliştiril-
meye çalışılmaktadır. Diş ör-
nekleri birçok postmortem 
olayda varlığını korurken, diğer 
biyolojik yapılar ya bozulmakta 
ya da değişmektedir. Dişler yük-
sek sıcaklık, nem ve mikrobiyal 
aktiviteler gibi DNA degredasyo-
nunu engelleyen kötü koşullara 
dayanıklı yapılardır. İstatistik-
ler, dental kayıtların yangın, sel 
gibi doğal felaketlerde ve terör 
saldırıları gibi insanların ne-
den olduğu olaylarda en önemli 
kaynak olduğunu göstermiştir 
(10, 11, 35, 36). 2004 yılında, 
Tayland’da meydana gelen Tsu-
nami felaketinde, kaybolan kişi-
lerin kimliklendirilmesi, 4 ay gibi 
kısa bir sürede dental kayıtlara 
başvurularak tespit edilmiştir. 
Bu bölgede dental kayıtlarla 
kimliklendirme en önemli rolü 
oynamış % 46,2 oranında kim-
liklendirme bu yolla sağlanmış-

tır (36). Eski olarak nitelendiri-
lebilecek antik örneklerde DNA 
miktarı oldukça azdır. Cesetle-
rin maruz kaldığı nem, ortam 
ısısı, mikroorganizmalar ve çok 
sayıda organik bileşik DNA’nın 
bozulmasına neden olmaktadır. 
Biyolojik örnekler arasında uzun 
süreli korunmasından dolayı ke-
mik örnekleri yerine diş örnek-
leri tercih edilmektedir (1, 10, 
37). Yapılan çalışmanın başarısı 
büyük ölçüde kullanılan yön-
temlere bağlıdır.

mtDNA’nın genomik DNA’ya 
göre eldesinin yüksek olması 
aile ağacı çalışmaları gibi birçok 
araştırmada başvurulan bir yön-
tem olarak ön plana çıkmaktadır 
(38,39). mtDNA toplam DNA’nın 
% 0,5’ni oluşturmakta ve 16569 
baz çifti uzunluğundadır. mtDNA 
adli genetik çalışmalarında sa-
dece anneden kalıtım sağladığı 
için çok önemlidir (38). 

Pulpa ve dental dokular 
mtDNA’nın potansiyel kaynakla-
rıdır. Diş örnekleri sert çevresel 
koşullarda degredasyona daya-
naklı olmasına rağmen, pulpa 
dokusu hemen hemen bu şart-
lara hiç maruz kalmamaktadır. 
mtDNA analizi için dişin dentin 
tabakası da kullanılabilmekte-
dir. 

Diş örneklerinde en çok karşı-
laşılan sorun kontaminasyon-
dur. Kontaminasyon nedeni ile 
DNA’nın büyük bir kısmı kaybe-
dilmektedir. DNA analiz çalış-
malarına başlamadan önce diş 
ve antik diş örneklerinin çeşitli 
dezenfektanlarla temizlenmesi 
gerekmektedir (33).

Diş örneklerinden geçmişten 
bugüne kadar kullanılan Kemik 
Tozu Hazırlama Metodu bilinen 
en iyi DNA elde etme yöntemidir. 
Bu metot diş örneklerinin tama-
men öğütülmesi ve toz haline 
getirilmesi esasına dayandığı 
için tarihi önemi olan örnekler 
için kullanılması uygun değil-
dir. Diğer bir dezavantajı diş ör-
nekleri tamamen parçalandığı 
için işleme başlanmadan önce 
dekontaminasyon aşaması dik-
katlice uygulanmalıdır. Metodun 
uygulanması kolay olmasına 
rağmen dişin öğütülmesi aşa-
masında uygulanan fiziksel güç 
ile ısı arttığından DNA’nın dena-
ture olma riski de artmaktadır. 
Dişin öğütülmesi anında uygu-
lanan çarpma hızının mümkün 
olduğunca azaltılması öneril-
mektedir (40). Ayrıca bu meto-
dun DNA’nın kalite ve miktarını 
nasıl etkilediği de tam olarak 
bilinmemektedir (29). Bu metot, 
antik örneklerde DNA çalışma-
ları yapan uzmanlar ile antik 
dişlerden morfolojik analizler 
yapan araştırmacıların birlikte 
çalışma olasılığını azaltmakta-
dır. Ayrıca,diş örneklerinin bu 
metotla çalışılması sonucun-
da müze koleksiyonlarında yer 
alan ve ait olduğu döneme ait 
değerli bilgiler sağlayan antik 
diş örneklerinin geri dönüşüm-
süz olarak yok edilmesine sebep 
olacaktır (29). 

DNA’nın ekstraksiyonunu taki-
ben uygulanan fenol kloroform 
yöntemi çok basamaklı bir metot 
olması dolayısıyla DNA kayıpla-
rının oluşmasını ve kontaminas-
yon riskini arttırması açısından 
uygulaması zor bir yöntemdir.

Diş örneklerinden DNA izolas-
yonuna imkan veren, Ters Kök 
Kanal metodunun, Kemik Tozu 
Hazırlama metoduna göre bir-
çok avantajı bulunmaktadır. Bu 
metotta elde edilen örnek diş 
içerisindeki pulpadan alındığı ve 
dış etkenlerden korunmuş oldu-
ğu için kontaminasyon sorunu 
çok azdır. Elde edilen DNA’nın 
kalitesinin daha iyi olduğu dü-
şünülmektedir (29). Bu metodun 
kullanım avantajları tarihsel 
olarak önemli örneklerin bir-
den fazla bilim adamı tarafından 
farklı yönlerinin değerlendirile-
bileceği şekilde analiz edilebil-
mesi disiplinlerarası çalışma-
lar için önemlidir. Bu şekilde 
moleküler çalışma yapan bilim 
adamları ile morfolojik çalış-
ma yapan bilim adamları bir-
likte araştırma yapabilmektedir 
(29). Müze örnekleri için uygun 
bir yöntem olmasının yanı sıra 
diş morfolojisi çalışmalarına da 
olanak sağlamaktadır. Ancak bu 
metot antik diş kökünün kırılgan 
ve yapısının zayıf olması nedeni 
ile bazı dezavantajlara sahiptir. 
Uygulama sırasında antik dişin 
zayıf yapısı nedeni ile kökün za-
rar görme riski yüksektir. Ayrıca 
kullanılan sterilizasyon araçları 
pulpa kanalı, sement tabakası 
ve dentini tahrip edebilmektedir 
(13). 

Doğru Giriş Kanal metodu, dişin 
korunması yönünde geliştirilen, 
Ters Kök Kanal metoduna alter-
natif bir diğer DNA ekstraksiyon 
metodudur. Ters Kök Kanal me-
todu ve Doğru Giriş Kanal me-
todu dişe zarar vermeden diş 
içerisindeki dentin ve pulpaya 
ulaşmayı sağlamaktadır. Her iki 

metot da birden fazla araştırma 
için dental kalıntılar kullanmaya 
izin vermekte antik diş örnek-
leri antropolojik uygulamalarda 
kullanılabildiği gibi müze kolek-
siyonlarında da kullanılabilmek-
tedir.

Ters Kök Kanal metodunun, 
Doğru Giriş Kanal metoduna 
göre bazı dezavantajları bulun-
maktadır. Bunlardan birincisi 
Ters Kök Kanal metodunda dişe 
zarar verme olasılığının daha 
yüksek olmasıdır. İkincisi pulpa 
kavitesi odontoblast hücreleri-
ni içerirken sement minerali-
ze dokusu çekirdekli hücreler 
içermektedir. Diş pulpasının 
mineralize olmuş tübüllere göre 
daha hızlı bozulduğu bilinmek-
tedir. Sonuç olarak pulpasız bir 
dişte dentin içindeki tüm DNA 
odontoblastik tübüllerdedir yani 
ters kök kanal tekniği ile yeterli 
örnek sağlanamayabilir. Ancak 
Doğru Giriş Kanal metodu ile 
direk olarak mine yüzeyinden 
girilerek daha fazla pulpa elde 
edilebilir.Ayrıca kök yüzeyini 
kompozit materyal ile doldur-
mak, mine yüzeyine göre daha 
zor bir işlemdir. DNA ekstrak-
siyon metotları içerisinde Doğru 
Giriş Kanal metodu’nun diğer 
metotlara göre daha uygun ol-
duğu görünmektedir.

Araştırmacılar diş yapısının 
farklı bölümlerinin pulpa odası, 
dentin tozu, dentin-sement tozu 
ve periodontal liflerin DNA ana-
liz çalışmaları için örnek olarak 
kullanılabileceğini göstermiş-
tir. Araştırmalar dentin tozu ve 
pulpanın diş içerisinde korundu-
ğu için mitokondriyal DNA veya 

genomik izolasyon için en iyi 
örnekler olduğunu göstermiştir 
(38).

Antik diş örnekleri çeşitli çev-
re etkenlerine maruz kaldığı 
için zarar görmüş olabilir, bu 
nedenle DNA izolasyon aşama-
sında yüksek sıcaklıklara maruz 
bırakılmamalı kontaminasyonu 
gidermek için sert deterjanlar 
kullanılmamalıdır. Bu aşama-
lar DNA izolasyonunu kolay-
laştırmasına rağmen DNA mo-
lekülünü bozduğundan DNA’ya 
zarar vermektedir. Ayrıca antik 
diş örnekleri büyük miktarlar-
da PZR inhibitörü içermekte, 
DNA saflaştırılırken bu inhibi-
törlerin ayrılması imkansız hale 
gelebilmektedir. PZR inhibitör-
lerinin etkisini azaltmak için 
N-phenacylthiazolium bromide 
(PTB) veya ekstraksiyon solus-
yonuna  50 mM dithiothreitol 
eklenebilir (40).

Diş örneklerinden genomik 
DNA veya mtDNA izolasyonu 
için hangi yöntemin kullanılaca-
ğı, örneklere ve doğrudan DNA 
izolasyonundan sonra elde edi-
len DNA’nın hangi amaç ve/veya 
amaçlar için kullanılacağına 
bağlıdır. Uygun ekstraksiyon ve 
izolasyon metotlarını belirlemek 
için laboratuar koşulları ve kul-
lanılan kimyasal maddeler de 
dikkate alınmalıdır. Ayrıca elde 
edilen DNA’nın miktarı ve saflık 
derecesi de DNA izolasyon yön-
temini belirlemede en önemli 
parametrelerdir. 

Deprem, sel gibi doğal afet-
lerde, uçak kazaları gibi toplu 
ölümlerin yaşandığı olaylarda 
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birçok yasal işlemin gerçekleş-
tirilebilmesi için kurbanların en 
kısa sürede kimliklerinin tespit 
edilmesi gerekmektedir. Olayla-
rın açığa kavuşturulması için tek 
bir diş örneğinin kaldığı durum-
larda en doğru sonucu verebile-
cek metotlara ve Adli Bilimlerin 

farklı dallarında çalışan ekiplere 
ihtiyaç bulunmaktadır. 

DNA kimliklendirme sürecini en 
kısa sürede, en ucuza gerçek-
leştiren ve en doğru profili veren 
yeni araştırmalar oldukça hızlı 
devam etmektedir. 

Dip not: 02-05 Haziran 2011 ta-
rihinde Priştina’da düzenlenen 
“The 8th Annual Meeting of Fo-
rensic Sciences” kongresinde 
poster olarak sunulmuş, Abs-
tract kitabında özet olarak basıl-
mıştır.
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