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OZET
Yilksek Lisans Tezi

SUC MAHALLERINDE KAN VARLIGININ TESPITINDE KULLANILAN BiR
KEMILUMINESANT BILESIK OLAN LUMINOL'UN IN-VITRO SITOTOKSIK VE
GENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Melika BEKTAS
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Kriminalistik Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Oliimle sonuglanan veya sadece yaralanmanin gergeklestigi her tiirlii siddet olayinda
olay yerinde eser miktarda dahi olsa kan izine rastlamak mimkundir. Kan lekeleri
olaylarin aydinlatilmasinda en 6nemli biyolojik delillerdir. Kan izinin olusum sekline
gore olayin nasil ve tam olarak hangi noktada meydana geldigini anlamak miimkiindiir.
Ayn1 zamanda yapilan incelemeler sonucu bulunan kandan izole edilen DNA sayesinde
kesin sonuclarla failleri bulmak mimkin hale gelmektedir.

Olay yerindeki en 6nemli bulgulardan biri gézle goriillmeyen ama aslinda ortamdaki en
onemli DNA kaynagi olan silinmis kanlardir. Suglular tarafindan delilleri yok etmek
adina silinerek temizlendigi diislilen kan, olay yeri ekibinin luminol uygulamasi ile
kolaylikla tespit edilebilmektedir.

Bu ¢alismada cinayat veya agir yaralama gibi suc¢larin aydinlatilmasinda ortamdaki
silinmis kanlarin goriilmesini saglayan Luminol'un BEAS-2B insan brons epitel hiicre
hattindaki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir.

Luminol'un sitotoksik etkilerini belirlemek igin Klonojenik Test, genotoksik etkilerini
terpit etmek i¢in ise Komet testi uygulanmistir. Luminol i¢in olusturulan deney gruplari
Kontrol, H202, 16,5 pM, 33 uM, 66 uM, 132 uM, 264 pM, 528 uM ve 1056 pM
seklindedir.

Genel olarak Luminol'un hem sitotoksik hem de genotoksik etkileri uygulanan dozun
artmasi ile artmigtir fakat en yiiksek iki doz olan 528 uM ve 1056 uM dozlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05). Klonojenik test sonucuna
g6re BEAS-2B saglikli akciger hiicrelerinde luminol igin IC50 degeri 153,378uM, R? =
0,972 olarak bulunmustur. Bu durum olay yeri ekibi tarafindan spreylenerek uygulanan
Luminol'un oldukg¢a yiiksek toksisiteye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Luminol, Kemilliminesans, Sitotoksisite, Genotoksisite, Beas-2B
hlcreleri, Kolonojenik Testi, Komet testi.

2016, ix + 69 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis

EVALUATION OF THE IN-VITRO CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
LUMINOL, A CHEMILUMINESCENT COMPOUND USED TO DETERMINE THE
PRESENCE OF BLOOD IN CRIME SCENES

Melika BEKTAS
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Criminalistics
Supervisor: Prof. Dr. Tolga CAVAS

Even in slightly trace amount of blood can be found in crime scene which belongs any
kind of violance from injury to resulting in death. Blood stains are the most important
biological evidence to solving the incident. As the Formation of blood type its possible
to understand exactly how and where the case occurred. Isolated DNA from Blood
makes possible to find perpetrators with high success rate.

Deleted bloods are the most important findings in crime scene to reach DNA. Crime
scene investigators can easily detect cleaned blood by Luminol.

In this study cytotoxic and genotoxic effects of Luminol has been tested on BEAS-2B
human bronchial epithelial cells.

Clonogenic Test is used to determine the cytotoxic effects while Comet test is used to
determine the genotoxic effects of Luminol. Control, H202, 16,5 uM, 33 pM, 66 pM,
132 uM, 264 uM, 528 uM ve 1056 LM were our experiment groups.

Overall Luminol both cytotoxic and genotoxic effects also increased with the increase
of the dose, but no statistically significant difference between the two highest doses,
which are 528 uM and 1056 uM dose, was detected (p> 0.05).

According to Clonogenic Test results, Luminol values for BEAS-2B healthy human
bronchial epithelial cells are 1C50 = 153,378uM, R2 = 0,972.

The results of this study indicate that Luminol, which is spreyed to find cleaned blood
evidence by the crime scene investigators, has quite high toxicity.
Keywords: Luminol, Cytotoxicity, Chemiluminescence, Genotoxicity, Beas- 2B cells,

Clonogenic Assay, Komet Assay.

2016, ix + 69 pages
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1.GIRiS

Bircok adli vakadaki olay yeri incelemenin vazgecilmez kanitlar1 parmak izi ve kan
izleridir. Bir olay mahallinde kan izlerini arayan polisler bazi kimyasallar kullanarak
kan izlerini bulmaya caligirlar. Bir amin tiirevi olan Luminol, olay yerindeki eser
miktardaki ve hatta temizlenmis olan kan izlerini bile buldugunda bulunan kan ile

tepkimeye girerek mavi-yesil renkli 151k sagan kimyasal bir bilesiktir.

Luminol ilk kez 1902 yilinda Almanya’da sentezlenmistir. Teknik adi 3-
aminofitalhidrazit olan bu molekiil, Luminol adin1 1920’li yillarin sonunda almistir.
Adli olaylarda kullanim1 1937°de giindeme gelen Luminol'in, 1942°de bilim insanlari

tarafindan adli vakalarda kan tespitinde kullanilmasi tavsiye edilmistir.

Luminol, bir maddeyle tepkimeye girerek 151k sagma olayinda yalmz degildir,
kimyagerler bu 6zelliklere sahip pek ¢ok madde kesfetmistir. Luminol 6rneginde oldugu
gibi bir tepkime sonucu 151k sagilmasina kimyasal 1s1ldama (kemiliiminesans), 151k sagan
maddeye de kemiliiminisant denir. Ekzotermik tepkimelerde enerji 1s1 olarak, kimyasal
1s1ldamada ise 151k olarak agiga ¢ikar. Is1 olmadan acgia ¢ikan goriiniir 1s1klara soguk
151k denir. Isik sagilmasi sadece cansiz ortamlarda gergeklesmez, atesbocegi gibi bazi
canlilar da benzer sekilde 1sik sacar. Canlilardaki bu olaya ise biyoisildama

(biyoliminesans) denir.

Kemiluminisant bir kimyasal olan Luminol, 6zellikle bir cinayet sonrasi ortamdan yok
edilmek istenen kan izlerini tespit etmek i¢in kullanilir. Luminol o kadar etkilidir ki
ortamda milyonda bir oraninda kan bulunsa dahi bunu tespit edebilir. Bu nedenle bir sug
sonrasi, su¢lu kani ne kadar temizlese de ortamda biiyiik olasilikla Luminol tarafindan
tespit edilebilecek kadar kan kalir. Bununla birlikte luminol sikildiktan sonra gozlenen
her 1s1ldama 1s1ma ortamda kan oldugunu ispatlamaz. Ciinkii tiikiiriik, pas, irin gibi
maddeler; elma, kayisi, yaban turpu, salgam, sogan gibi sebze ve meyvelerdeki
enzimler; bakir, potasyum permanganat, pas, iyot gibi inorganik maddeler de Luminol
ile pozitif sonug verir yani 1sildama gozlenebilir. Ayrica kan lekesi varsa bunun insana

m1 yoksa bir bagka canliya m1 ait oldugunu, insana aitse kime ait oldugunu belirlemek



icin Luminol testinden sonra DNA testi gibi tamamlayici testlerin yapilmasi

gerekmektedir.

Silinmis kan lekelerinin tespiti icin Luminol kullanan olay yeri ekipleri her uygulamada,
Luminol ¢o6zeltisini spreylemeye hazir hale getiritken ve spreyleme sirasinda bu
kimyasala solunum yoluyla defalarca kez maruz kalmaktadirlar. Ancak, luminol'un
sitotoksik ve genotoksik etkileri yeterince arastirilmadigi i¢in karsinojenik etkileri net

olarak bilinmemektedir.

Solunum yolu ile alinan toksik maddeler akciger dokusunda bozulmalara ve sonucunda
da akciger kanserine sebep olabilmektedir. Akciger kanseri, akciger dokularindaki
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogaldigi bir hastaliktir. Bu kontrolsiiz ¢ogalma, hiicrelerin
cevredeki dokulari sararak veya akciger disindaki organlara yayilmalari ile (metastaz)
sonuclanabilir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) raporuna gore akciger kanseri tiim
dunyada kanser tiirleri arasinda, erkeklerde en sik 6liime neden olan birinci, kadinlarda
ise ikinci kanser turudir (http://www.who.int/whr/2004/annex/topic/en/annex_2_en.pdf,
2004) ve tim diinyada her yil yaklasitk 1,3 milyon o&liime neden olmaktadir
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/, 2008). Akciger kanseri birgok
faktore bagli olarak ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu nedenler arasinda; genetik faktorler
(Gorlova ve ark. 2007), radon gaz1 (Catelinois ve ark. 2006), asbest (O'Reilly ve ark.
2007) ve hava kirliligi (Kabir ve ark. 2007) gibi faktorler sorumlu tutulmaktadir. Son
arastirmalarin ~ 1s18inda,  akciger  kanseri  riskini  artiran en  Onemli
faktor kanserojen maddelerin uzun siire boyunca solunumundan kaynaklanmaktadir.
Kronik karsinojen madde maruziyeti sonucunda genetik yapida hasar olugmaktadir.
Hicre ¢ogalmasini kontrol eden genlerdeki hasar, kanser olusumundaki temel unsurdur
(http://www.toraks.org.tr/kisokulu4-ppt-pdf/Tuncay_Goksel.pdf, 2004)

Sitotoksik maddeler, hiicreye toksik sekilde etki edip hicreyi oldiren ya da
fonksiyonunu durduran maddelerdir. Sitotoksisite arastirilmalarinda  kullanilan
yontemlerin basinda klonojenik test , XTT, M30, M65 ve oksidatif hasarlarin
belirlenmesine olanak saglayan ROS testleri gelmektedir. Genotoksik kelimesi DNA’ya
zarar vererek kansere neden olabilecek genetik hasarlara yol agabilen fiziksel ve
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kimyasal etmenleri tanimlamak icin kullanilir. Genotoksik etkilerinin arastirildigi

calismalarda ise mikroniikleus, komet ve y-H2AX testleri siklikla kullanilmaktadir.

Tez ¢aligmasinda olay yeri inceleme ekiplerinin silinmis kan lekelerini tespit etmek i¢in
kullandig1 Luminol'iin, ¢ozeltiyi hazirlarken ve spreyleme sirasinda bu kimyasala
solunum yolu ile maruz kalan kisilerin akciger epitel hiicrelerinde yol agabilecegi olasi
sitotoksik ve genotoksik etkileri, BEAS-2B insan akciger epiteli lizerinde in vitro test
yontemleri kullanilarak aragtirilmistir. Sitotoksik etkilerin analizi icin Klonojenik testi,

tek iplik DNA kiriklarinin belirlenmesi i¢in alkali komet testi uygulanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Olay ve Olay Yeri

Olay sozliik anlami olarak doga giicleri veya insan davranisi sonucu ortaya c¢ikan,
olusan durumdur. Sug¢ kavrami {izerinden tanimlandiginda ise olay; belirli bir zaman ve
mekanda gergeklesmis olan, su¢ olup olmadigr heniiz kesinlik kazanmamis vakalar
olarak tamimlanmaktadir. Emniyet Genel Miidiirliigii Olay Yeri Inceleme ve Kimlik
Tespit Birimleri Yonetmeligi 4. Maddesine gore; Olay, kanunlarda agik¢a su¢ oldugu
belirtilen fiil ve hareketlerin belirli bir zaman ve mekanda gergeklesmesidir. Olay bir
stirectir ve bu siireci sadece olayin meydana geldigi yer olarak nitelendirmek dogru
degildir. Olay fiilin islendigi yerde baglayip, failin gidebilecegi yerleri i¢ine alan genis

bir kavramdir.

Olay vyeri, olayin islenis tarzinin, magdur ve sug¢ saniklarimin iligskisinin saptanabildigi
dinamik bolge, olayin baslangici, takibi ve sonucunda gectigi alanlar1 kapsamaktadir.
Olaym islenis tarzini, yontemini, faillerin kagis yolunu, ugradig: yerleri ve olaya ait iz

ve bulgulari igerir.

01.08.2008 tarihli EGM Olay Yeri inceleme ve Kimlik Tespit Birimleri Y6netmeligi'nin
4uncl maddesine gore olay yeri inceleme; meydana gelen bir olayin aydinlatilmasi
amaciyla, olay yerinde delil niteligi tasiyabilecek her tiirlii iz, eser ve emarenin bilimsel
ve teknik yontemler kullanilarak arastirilmasi, elde edilen bulgularin tespiti, kayit altina
alimmasi ve dokiimantasyonu, toplanmasi, muhafazasi ve ilgili yerlere gonderilmesi

islemlerini kapsayan sorusturma siireci olarak tanimlanmaktadir.

Emniyet Genel Miidiirliigii Olay Yeri Inceleme ve Kimlik Tespit Birimleri Yonetmeligi
4. Maddesinde Olay vyeri;

1) Olayin meydana geldigi yeri,

2) Olaymn islenis tarzinin, fail ve magdurun birbiriyle iliskisinin saptanabildigi yerler ile

maddi delillerin tespit edilebilecegi dinamik alanlari1 kapsar.



Bu kapsamda olayin taraflarinin bedenleri ve elbiseleri ile olay sonrasinda kullandiklari
yerler (ev, isyeri, ara¢ vb) degerlendirilmelidir. Olaylar ¢cok dar bir alanda baslayip
bitmis olabilecegi gibi ¢ok genis alanlara yayilmis olabilecektir. Olayin etkisinin

goriildiigl yerler olay yeri kavrami igersinde degerlendirilmektedir.

Yani kisaca olay yeri, sugun davranisa doniistiigli yerde baslayip failin gidebilecegi

yerleri i¢eren, dinamik bir alandir (Fisher BAJ. 2004).

Olay yeri inceleme; delil arastirmasi, delil tespiti ve delil toplama islemidir. Olay yeri
incelemesi sadece fiilen islenmis suglarla veya meydana gelen olaylarla ilgilidir. Stiphe
lizerine yapilacak delil arastirmasi bir olay yeri incelemesi degil, adli aramadir. Olay
yeri incelemesi, sucun veya masumiyetin ispati amaciyla gerceklestirilir. Ceza
Muhakemesi Kanunu'nun 160mc1 maddesine gore olay yeri incelemeye, siiphelinin
aleyhine ve lehine olan delilleri toplamak, siiphelinin haklarin1 korumak, yiikiimliiliigii
getirilmistir. Dolayisiyla olay yeri incelemesi, sadece bir suga iligkin delil elde etmek
amaciyla gerceklestirilemez. Su¢ olgusunun gergeklesip gerceklesmedigi, meydana
gelen vakanin bir su¢ mu yoksa kaza mi oldugu, sugun Ongoriilen sekliyle
ger¢eklesmedigi (cinayet/intihar) ve fiilin ger¢ekte kim tarafindan, nerede ve ne zaman
gergeklestigine dair maddi gercegin ortaya cikarilabilmesi, olay yeri incelmesinin temel
hedefleri arasindadir. Olay yeri incelemesi, kriminal sorusturmanin ilk ve en onemli
basamagini teskil eder. Failin kim oldugunu, zaman ve mekan iliskisinde agiklamaya

calisir. Olay yeri incelemesi bir gesit delil arastirmasidir (Karakus ve Unal 2013).

2.2. Olay Yeri Inceleme Yéontemleri

Degisim Prensibi'ne gore bir yerden gegen bir kisi oraya kendinden izler birakir veya
oradaki izlerin gittigi baska yerlere taginmasina sebep olur. Su¢ sorusturmasinin
basariyla sonuglanmasi igin olay yeri hi¢ bir ayrintiyr atlamadan en ince ayrintisina
kadar incelenmelidir. Tim delillerin toplanmasi i¢in farkli arastirma metodlart
uygulanmaktadir ve olaymn durumuna gore segilecek aragtirma metodu uzman ekip

tarafindan kararlastirilir (Kaygisiz 2003).



Olay vyeri inceleme belirli bir disiplin cergevesinde uygulanmaktadir ve yapilmasi
gerekenler sirasiyla su sekildedir:
a)Delil aragtirmasi ve delil tespiti
b)Delillerin tescili, kayit ve dokiimantasyonu
1.Fotograf ¢ekimi
2.Video kamera ¢ekimi
3.Kroki
4.Tutanak/rapor hazirlama
c)Delillerin toplanmasi
d)Delillerin muhafazasi

e)Delillerin ilgili yerlere gonderilmesi

Sistematik olarak olay yerinde delil arastirmasi temel olarak 5 metot uygulanarak
yapilmaktadir. Olay yerinin durumuna, olayin tiirline, 6zelliklerine, hava sartlarina ve

personel durumuna gére uzman ekip hangi metodun kullanilacagina karar vermektedir.

2.2.1. Serit Metodu

Genellikle agik alanlarda meydana gelen olaylardaki tarama yontemidir fakat bazi
durumlarda kapali alanlarda da uygulanir. Olay yerinin genis bir alan olmast durumunda
serit metodu kullanir. Personel sayisina olay yerinin biiytlikliigiine gore uzman karar
verir. Personel belirli araliklarla yan yana dizilerek olay yerini serit seklinde ayni anda

aramaya baglamaktadir.

Sekil 2.1. Serit arama metodu (Karakus ve Unal 2013).



2.2.2. lzgara Metodu

Olay yeri ¢ok genis bir alana yayilmissa ve ¢ok ufak delillerin detayli bir sekilde
aranmasi gerekiyorsa bu yontem kullanilir. Cift yonli bir tarama oldugundan ¢ok daha
hassas bir yontemdir. Izgara metodunda olay yeri uzman ekip tarafindan hem kuzey-
giiney dogrultusunda hem de dogu-bat1 istikametinde taranir bdylece olay yeri iki kez

gbzden gecirilmis ve daha detayli aranmis olmaktadir.
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Sekil 2.2. Izgara Arama Metodu (Karakus ve Unal 2013).

2.2.3. Spiral Metodu

Bomba ve patlama olaylarinda spiral metodu kullanilmaktadir. Olay yeri merkezden
disa dogru genisleyerek veya distan merkeze dogru daralan bir seklide aranir. Tek kisi
tarafindan kolaylikla yapilabilen bu arama yonteminde bazen pespese birkac personel de

gorev alabilmektedir.

Sekil 2.3. Spiral Arama Metodu (Karakus ve Unal 2013).



2.2.4. Bolge Metodu

Olay vyerinin kare veya dikdortgen oldugu durumlarda bélge metodu kullanilmaktadir.
.olay yerinin ¢ok genis alana yayildig1 veya ev gibi kapali alanlarda oldugu durumlarda
bu yontem tercih edilmektedir. Olay yeri personel sayisina veya aramadaki hassasiyete
gore bolgelere ayrilir ve her bolge ya aymi yontemle yada farkli yontemlerle

aranmaktadir.
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Sekil 2.4. Bolge arama metodu (Karakus ve Unal 2013).
2.2.5. Tekerlek Metodu
Olay vyerinin daire veya oval sekilde oldugu durumlarda bu yontem kullanilir.

Genellikle bomba olaylarinda tercih edilier. Personelin kararina gore ya merkezden disa

ya da distan i¢e tarama yapilmaktadir.

Sekil 2.5. Tekerlek arama metodu (Karakus ve Unal 2013).



2.3. Bulgu ve Delil Kavramlari

Olay yerinden elde edilen ve herhangi bir hukuki nitelik tasimayan her tiirlii materyale
bulgu denilmektedir. Bulgular laboratuvarda islem goérmemis veya gorse dahi

mahkemece heniiz delil kabul edilmemis materyal, iz, eser, emare, ve belgelerdir.

Delil; yol gosteren, kilavuz, belge, sahit’” anlamlarina gelen bir kelimedir. Turk Dil
Kurumu, delili, “Insan1 aradig1 gergege ulastirabilecek iz, emare” olarak tanimlamistir
(TDK. 2002). Hukukta, kanit; eski dilde ise kilavuz, rehber anlaminda kullanilmaktadir.
Gliniimiizde yaygin olarak kullanilan anlami ise bir hukuki sorunu ¢6zmeye, sug fiilini
ispatlamaya yarayan, hukuka aykir1 bir sekilde elde edilmemis her tiirlii maddi ve sozIU

bulguya delil denir (Max 2007).

Polisin Adli Gorevlerinin Yerine Getirilmesinde Delillerin Toplanmasi, Muhafazasi ve
Ilgili Yerlere Gonderilmesi Hakkinda Yonetmelik'e gére; meydana gelen bir sucun
aydinlatilmast ve sug¢ saniklarinin tespitine yarayan her tiirlii ispat vasitalaria delil
denilmektedir. Maddi delil ise; itiraf ve sahadet disinda kalan su¢ veya sug¢ saniklariyla
ilgili mahkemece kabul edilen, maddi (fiziki) bir yapiya sahip, canli veya cansiz,

dokunulabilen her tiirlii materyal olarak tanimlanmaktadir (Anonim 1983).

Laboratuvara gelen her delil, ancak dogru ve kabul gormiis bilimsel tekniklerle

degerlendirilip yorumlandiginda, mahkemelerde delil niteligi kazanir (Kalfoglu ve ark.

2002).

Edmund Locard'in da dedigi gibi;
"Her delil bir bulgudur ancak her bulgu bir delil degildir".

Adli bilimler olay yerinde baslar ¢iinkii adli sorusturmanin en 6nemli unsurlarindan biri
olan olay yerinin incelenmesi ancak dogru gerceklestirildiginde, adli olaylarin

¢Oziilmesinde dogru sonuca ulasilir (James SH. ve ark. 2003).



Temel olarak deliller; beyan deliller ve maddi (fiziksel) deliller olmak uzere ikiye

ayrilmaktadir.

Beyan deliller, olayla ilgisi oldugu delil olarak kabul edilmis kisilerin sézlii olarak
verdigi bilgilerdir.

Maddi deliller ise kendi icinde biyolojik deliller, kimyasal deliller, fiziksel deliller, iz
deliller, belge delilleri, ses-gorinti-data delilleri (dijital deliller) olmak (zere

siniflandirnlmaktadir.

2.3.1. Kimyasal Deliller

Olay yerinden elde edilen yanici, patlayici ve tehlikeli maddeler, uyutucu ve
uyusturucular, zehirler, boya, lif, plastik, yapistirici, metal ve toprak gibi kimyasal

inceleme yapilmasi gereken tiim delillere kimyasal deliller denilmektedir.

Kimyasal delillerin icerigindeki kimyasal bilesenler nitel ve nicel analizlerle tespit
edilir. Nitel analiz maddenin icerigindeki bilesenlerin tanimlanmasina, nicel analiz ise
bu bilesenlerin miktarlarinin belirlenmesine denir. Kriminal laboratuvar1 kimyasal
incelemeler birimlerinde bu analizler genellikle gaz kromatografisi (GC), gaz
kromatografisi - kitle spektroskopisi (GC-MS), head space gaz kromatografisi (HS-
GC), fourier transform kizilotesi spektrofotometrisi(FT-IR), yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HP-LS), taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik absorpsiyon
spektrofotometrisi (AAS) ve X-isinli floresans spektrometrisi (XRF) ile yapilmaktadir.

2.3.2. Fiziksel Deliller

Atesli silahlar ve bunlarin fisekleri, kovanlar1 ve ¢ekirdekleri birer fiziksel delildir. Olay
yerinde bulunan kovanlar incelendiginde hangi silaha ait oldugu kisa bir siirede tespit
edilebilir. Bunlarin yaninda Bigak, olayda kullanilan aletler, cam ve cam kiriklar1 da
fiziksel delillerdir. Kisacasi bir¢ok nesne ve esya iizerinde delil bulundurabilir veya

kendileri delil olabilir.
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2.3.3. iz deliller

Edmond Locard'in "degisim prensibi" kriminalistik alaninin en yaygin varsayimidir. Bu
varsayima gore her fail su¢ mahaline birtakim izler birakir ve buradan da kendisine
bulasan izleri ilizerinde tagiyarak baska yerlere gotiirebilir. Locard bu prensibini;

"Her temas iz birakir"

sOziiyle agik ve kesin bir sekilde belirtmistir.

Parmak ve avug izi izleri, baski izleri, arag lastik izleri, dis izi, kulak izi ve alet izleri iz

deliller arasinda sayilmaktadir.

2.3.4. Belge Delilleri

Olay yerinden elde edilen veya bir sucu ispat etmek i¢in hukuki incelemeye alinmig
tizerinde bilgi, sembol veya isaret tasiyan her tiirlii kagit pargasi, mendil, ¢ek, senet,
pasaport, kimlik, ehliyet, banka kartlar1 ve tanitim belgeleri belge deliller arasinda

sayilmaktadir.

2.3.5. Ses-Goruntu-Data delilleri (Dijital Deliller)

Dijital delil, bir hipotezi desteklemek veya curitmek igin givenilir bilgiler iceren dijital
verilerdir (Carrier 2005). Chisum'a gore "bir sucun nasil oldugunu veya sugtaki kritik
elemanlar1 adresleyen teorileri destekleyen veya cliriiten, bilgisayar sistemleri

kullanilarak kayit edilen veya iletilen veriler" olarak tanimlanmaktadir.

2.3.6. Biyolojik Deliller

Olay yerinde canlilarin viicutlarindan diisen, akan, kopan yada dokiilen her tiirlii
biyolojik maddelerdir. Olay yerlerinde kontaminasyondan en ¢ok etkilenen delillerdir.
Biyolojik delillerden olay yerlerinde en ¢ok karsilasilanlari: kan ve kan lekesi, sa¢ ve

vucut killari, tukarok ve tukirik lekesi, burun akintisi, ter, idrar, gozyasi, kusmuk,
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simik, meni, vajinal sivi, doku, tirnaklar, digki, kepek ve deri dokinttleri, kemikler,

dislerdir. Hayvan artiklar1 ve bitki pargalar1 da biyolojik delil olarak kabul edilir.

Bu biyolojik delillerden en sik karsilasilan1 kandir (James 2005). Bunun sebebi bir¢ok
sugta siddet ve yaralamanin gerceklesmesidir, diger bir sebep ise tlikriikk gibi diger
biyolojik materyallere gore kanin daha kolay goriilebiliyor olmasidir. Cinayet ve

tecaviiz olaylarinin yaklasik % 60’1inda kan bulunmaktadir (Weedn ve ark 1998).

Biyolojik deliller ¢ogunlukla DNA igerdikleri i¢in olay yerlerinden toplanmakta ve
DNA analizi ile su¢ ve suclunun belirlenmesinde kullanilmaktadirlar (Saferstain 2004).
Biyolojik 6rnek denildiginde DNA analizi i¢in yeterli miktarda DNA eldesi
saglayabilen materyalden bahsedilmektedir. DNA analizindeki bagar1 6rneklerin tiiriine,

nasil toplandigina, miktarina, paketleme sekline ve delilin nasil korunduguna baglidir.

Cizelge 2.1. Olay yerinde bulunan delil iizerindeki DNA'nin olas1 yeri ve kaynagi

(Cakir 2001).

Olay yerinde bulunan delil

Delil Gzerinde DNA elde edilebilecek
biyolojik materyalin olas: yeri

Biyolojik materyalin cinsi

Sapka ya da maske

Gozlak

Kiirdan

Gignenmis sakiz

Dig firgasi

Isink izi

Sigara izmariti

Pul ve zarf

Sise, bardak,catal, teneke kutu
Kullanilmig prezervatif

Ig camagir

Giysi hiicreleri

Tirnak, tirnak pargasi

Tinak makasi

Battaniye, yastik, carsaf vb.

Silah

Mermi cekirdegi

Bicak, balta vb.

Fayans, yer dogemesi, duvar
Koltuk, perde

Agac, dal, toprak, yaprak
Araba tamponu, far, asfalt, vb.

i kisrm

Burun ve kulaga temas eden kisimlan
Ug kisimlan

Yizey kismi

Firga kismmi

Magdur yada sanizin derisi ya da elbisesi
Filtreli kisrm

Yapiskanh kisim

Kenarlar, agiz kisrm

ig/dig yuzeyi

ig/dig yizeyi

Her yerinde

Yizey ve ig kisinda

Yiizeyinde ve kesici kisminda

Yizey kisrunda

Kabza

Dnig yizeyi

Kabza, kesici yiizey
Yizey kismunda
Yiizey kisminda
Yizey kisrunda
Yiizey lasminda
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Sag kil

Deri hiicreleri

Takiiriik (agiz epitel hiicreleri ve akyuvarlar)
Takordk

Kan, tiikiriik

Takardk

Takarik

Takdrdk

Takdrdk

Meni, vajinal ya da rektal hiic.

Kan, meni, deri hiicreleri

Kan, meni, sag kili, viicut kili, tiikariik, deri
Kan, doku

Kan, doku

Kan, tiikiiriik, meni lekesi, sag kih, viicut kil,
mekonyum, amnion sivisi lekesi

Kan, doku, deri

Kan, doku

Kan, sag/viicut ki, doku, deri

Kan, sag¢/viicut kil

Kan, sag/viicut kih

Kan, sa¢/vicut kil

Kan, doku, sag/vicut kih



Bir olay yerinden toplanan ve kriminal laboratuvarlarinda DNA eldesinde en ¢ok
kullanilan hiicreler beyaz kan hicreleri, sperm hicreleri, epitel hiucreler ve sac folikil

hicreleridir.

2.3.6.1 Biyolojik Delillerin Toplanmasi

Olay yeri incelemesi yapilirken olay yerinden biyolojik materyal toplanmasinda oldukca
hassas ve dikkatli davranilmalidir. En ufak bir hata kontaminasyona veya DNA
degredasyonuna sebep olabilir bu da hatali DNA raporu ¢ikmasina veya DNA analizinin

yapilamamasina neden olmaktadir.

Su¢ mahalinde yiiriitillen islemlerde maksimum koruma ve &zenin gosterilmesi
gereklidir bunun icin de koruma kiyafetleri giyilmesi, eldiven, maske ve bone takilmasi
gerekmekdir. Biyolojik delil toplamak igin el feneri, uv 151k kaynagi, pens-makas, tek
kullanimlik eldivenler, temiz kagitlar ve posetler, delil toplama zarflar1 ve kutulari,
serum fizyolojik, pamuk veya ekiivyon cubuk, %70lik alkol, temiz jilet-nester-bisturi,
steril tek kullanimlik siringa, EDTA'l tiip, steril bezler, steril saf su, flaster gibi bir¢cok

malzeme gerekmektedir.

Turk Ceza Muhakemesi Ceza Hukuku'na gore olay yerinden biyolojik delillerin
toplanmasi su sekilde olmalidir:

- Her delilde ayr1 eldiven kullanilmalidir. Fiziksel temasta kontaminasyon, uygun pens
kullanilarak ve eldiven giyilerek engellenebilir. Eldivenler her zaman giyilmeli ve sik
sik degistirilmelidir. Eger eldivenler kontamine olursa derhal degistirilmelidir.

- Deliller toplanirken aksirip 6kstirmemelidir. Mutlaka maske takilmalidir.

- Deliller toplanirken eli agza, burna gotiirmemeli, sivi bir igecek ya da sigara
icilmemelidir.

- Deliller ayr1 ayr1 toplanmalidir.

- Delilin nereden ve kimden alindiginin kaydi tutulmalidir.

- Magdur ve saniga ait 6rneklerin her seferinde birbiri ile temasi 6nlenmelidir.

- Cinayet olaylarinda maktuliin defin islemi ger¢eklesmeden mukayese kan, kil ya da

doku ornekleri temin edilmelidir.
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- Kisiye kan nakli yapilmis ise laboratuvart bilgilendirilmeli ve hastaneden nakledilen
kanin 6zellikleri temin edilmelidir.

- Her tiirlii delil i¢in karsilastirma 6rnegi olarak sanik ya da magdurdan kan, kokli kil
ornegi ya da buccal svap (yanak igi siirlintii) alinip laboratuvara gonderilmelidir.

- Makas, pens ve bicak agzi gibi kullanilan aletler, her zaman her bir 6rnek alindiktan
sonra %5'lik H202 (ya da alkol) ile tamamen temizlenmeli ve 6rnek alinmadan dnce

alkol aletten tamamen uzaklastirilmalidir.

Olay yerinden bulgu toplarken her biyolojik 6rnek igin ayni yontem kullanilmaz.

Ortamin tliriine ve alinan viicut sivisinin cinsine gore bu yontemler degiskenlik gosterir.

Sahislar iizerinden kan veya viicut sivisi alinirken 6rnek halen sivi ise gazli bez veya
svap ¢ubuga emdirilir. Leke kurumussa oncelikle serum fizyolojik ile sivilastirilir ve
sonra gazli bez ya da svap ¢ubuga emdirilir. Biyolojik 6érneklerin ¢ogunda oldugu gibi,
bu 6rnekler de dogrudan giines 15181na maruz kalmayacak sekilde kuru ve serin ortamda

kurutulur.

Viicut sivilar1 veya kan 6rnegi giysiler iizerinde bulunuyorsa ve 1slaksa 6ncelikle giysi
kurutulmali asla 1slak paketlenmemelidir ve her giysi ayr1 kagit delil zarfinda olacak
sekilde paketlenmelidir. Kurutma ve paketleme sirasinda lekenin seklinin

bozulmamasina ¢ok dikkat edilmelidir.

Uzerinde viicut s1vis1 veya kan bulunan obje tasinabiliyorsa lekenin tasinma asamasinda
strtinmeden dolayr seklinin bozulmasina sebebiyet vermemeye dikkat edilerek
kriminal laboratuvarlarina tasinmalidir. Burada dikkat edilmesi gereken husus obje
Uzerinde bulunan parmak izlerine herhangi bir zarar vermeden biyolojik incelemeyi
yapmaktir. Obje taginamayacak kadar biiyiikse kurumus lekenin fotografi ¢ekilip krokisi
cizildikten sonra serum fizyolojik ile nemlendirilmis svap c¢ubugu veya gazli beze
emdirilerek 6rnek almir ya da lekenin bulundugu kisim kesilebiliyorsa dikkatlice

lekenin sekli bozulmadan kesilir ve uygun kosullarda laboratuvara taginmasi saglanir.
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Viicut sivilarinin diginda olay yerinden birgok nesneden DNA elde etmek mimkindr.
Bunlardan birisi de sigara izmaritidir. Izmaritte filtrenin agiz kismima yakin kism1 DNA
analizi i¢in gereklidir. Izmaritler 1slaksa kurutularak, ¢ok sayidaysa ayri ayr1 kagit delil
zarflarina toplanarak incelemeye gonderilmelidir. Cignenmis sakizlar veya mektup
zarflar1 ve pullar da 6nemli DNA kaynaklaridir. Temiz pensler kullanilarak bu 6rnekler

alinir ve kagit zarfla analize gonderilir.

Tecaviiz vakalarinda prezervatifler siipheliye ait meni bulundurabilcekleri i¢in 6nemli
deliller arasindadir. Elde edilen semen si1v1 halde gonderilecekse mutlaka soguk zincirle
ama asla dondurulmadan en kisa zamanda incelenmek iizere gonderilmelidir. Ornek
kuru olarak svap cubugu ile gonderilecekse serin ve kuru ortamda paketlenerek
gonderilmelidir. Tecaviiz olaylarinda magdur sahsin anal, vajinal ve oral bolgelerinden
svap kiti ile ornek alinir ve en kisa zamanda laboratuvara ulastirilir. Herhangi bir
bogusma sonucu tirnaklarda siipheli kisinin epitel hiicrelerinin bulunma olasiligiin
yiiksek olmasit sebebiyle tirnak altlarinda birikmis dokular da ©Onemli DNA
kaynaklaridir.

Giysiler iizerindeki ter 6rneklerini ¢iplak gozle gormek zordur fakat UV 1s1k altinda sar1
renk verirler. Ter 6rnekleri az miktarda DNA icerdikleri i¢in analiz agisindan ¢ok uygun
degildir fakat olayin ¢oziimiinde katki saglayabilecegi i¢in degerlendirilmektedir. Ornek

hala nemliyse kurutulup kagit zarfla taginir.

Hirsizlik durumlarinda sik rastlanan biyolojik delil kepektir. Hirsizin kullandig1 bere,
kar maskesi, eldiven veya atkilarda kepege rastlamak miinkiindiir. Kafatas1 derisindeki
epitel hiicrelerin O6lmesiyle olusan kepekler DNA analizi i¢in elverisli 6rneklerdir.
Hirsizlik veya bogusma olaylarinda rastlanan bir diger 6rnek de gaitadir. Giysiler
Uzerinde veya olay yerinin herhangi bir yerinde 6rnege rastlamak miimkiindiir. Giysiler
tizerinde kuru haldeyse kagit zarflar, bagka bir yerde s1v1 haldeyse plastik 6rnek toplama

kaplariyla analize gonderilmelidir.

Olay yerinde bulunabilecek kemik veya dokular 6nemli DNA kaynaklaridir. Bu

ornekler soguk zircir ile en kisa zamanda laboratuvara ulastiriimalhidir.
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Olay yerinde en onemli bulgulardan biri gozle goriilmeyen ama aslinda ortamdaki en
onemli DNA kaynagi olan silinmis kanlardir. Cinayet veya yaralama, yaralanma
olaylarinda meydana gelen kan lekeleri delilleri karartmak i¢in silinir ve ilk incelemede
olay yeri ekibi tarafindan goriinmesi engellenir. Fakat bu delilleri yok ettigini diisiinen
sahislarin bilmedikleri konu sudur ki olay yerindeki kani ne kadar da silseler luminol
adli kimyasal olay yeri ekibi tarafindan siipheli bdlgeye spreylendiginde silinmis
kanlardan kalan eser miktardaki kanda bulunan demirle tepkimeye girerek 1sima
vermektedir. Bu sekilde kan olan bolge tespit edilip oradan svap ¢ubuguyla alinan

ornekler ile 6zel kitler kullanarak DNA analizi yapmak mimkunddr.

2.3.6.2. Kontaminasyon

Temiz bir yiizeye, ortama veya dokuya, baska bir ortamdan kirliligin tasinmasi sonucu
olusan bulagsmalara kontaminasyon denir. Adli bilimlerde ise delilden delile veya bir
sahistan delil tizerine bir bagka DNA kaynaginin aktarilmasina kontaminasyon
denilmektedir ve delillerin toplanmasi, paketlenmesi veya taginmasi sirasinda herhangi
bir dikkatsizlikte meydana gelebilir. Kontaminasyon personelden kaynaklanabilecegi
gibi ayn1 zamanda kullanilan alet ve gereclerin steril olmamalarindan veya delillerin

birbirine temas etmeleri sonucu gergeklesebilir.

2.4. DNA

Biyolojik delillerin incelemesinde temel amag, canlilarin genetik materyali olan
deoksiriboniikleik aside (DNA) ulagsmaktir (Kobilinsky ve ark. 2005). DNA bir
organizmanin yasamasit ve c¢ogalmasi icin gereken tiim bilginin depolandigr yerdir.
DNA, 5 karbonlu bir seker olan riboz, fosforik asit, adenin, timin, sitozin ve guanin

bazlarindan meydana gelen sarmal yapida bir makromolekiildiir (Watson ve ark. 1953).
Genom, bir organizmanin haploid genetik igerigi olarak tanimlanir ve her bir insan

hiicresinin ¢ekirdeginde tam genomun iki kopyasi bulunmaktadir. insan genomu 23

kromozom iginde yer alan yaklasik 3 milyar baz ¢iftinden olusur. (Venter 2001)
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Insan Genom Projesi sayesinde genomun %99luk boliimii raporlarla yaymlanmustir.
Protein sentezini kodlayan ve kontrol eden DNA bdlgeleri gen olarak adlandirilirlar.
Yaklasik olarak 20-25 bin civarinda oldugu tahmin edilen genler insan genomunun %
1.5’luk kismin1 kapsamaktadir. Bu bolge genom organizasyon semasinda Genik
DNA'mm kodlayan diziler kisminda bulunmaktadir. Kodlamayan diziler %23,5
oranindayken genomun %75'lik kism1 az kopyali veya tekrarlayan dizilerden meydana
gelen Ektragenik DNA'dan olusmaktadir. Tekrarlayan diziler i¢inde bulunan ve insan

genomun yaklasik %5'ini olusturan satellit DNA adli arastirmalarda kullanilan bolgedir.

I
[Ekstragenik]—[Az Kopyah]

Kodlayan
Diziler

Kodlamayan
Diziler

Ardasik Tekrarlayan Serpistirilmis
Tekrarli Diziler DNA Diziler

m | | |
Satallit ikrosatallit] (Minisatallit DNA
DNA [M (STRs) ] [(VNTRS) ] [SINE] [LINE] [LTRJ Transpozon

Sekil 2.6. Insan genom organizasyonu.

DNA analizi yapmak i¢in olay yerinden, magdur ve saniktan biyolojik drnekler alinip
olayla ilgisi olabilecek kisi ya da kisilerle karsilastirilmalidir. Bu 6rneklerden DNA
izole edilir ve DNA molekiilii iizerindeki belirli bazi bdlgeler polimeraz zincir

reaksiyonu ile binlerce kez ¢ogaltildiktan sonra gérinur hale getirilir (Atasoy 2000).
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Olay yerinden elde edilen biyolojik deliller lizerinde basarili bir DNA analizi yapilmasi,
hangi cesit orneklerin toplandigina ve onlarin nasil korunduguna baglidir. Personel
tarafindan olusturulabilecek en wufak bir kontaminasyon delilden DNA elde
edilebilmesine engel olabilmektedir. Delile DNA bulagtirmak disinda personel
kendisine delilden DNA bulastirmamaya da dikkat etmelidir ¢iinkii biyolojik
materyaller Hepatit B ya da AIDS hastaligina yol acan HIV gibi tehlikeli ve 6liime

neden olabilecek virtsler de icerebilirler (Gunn 2006).

2.4.1. DNA Profili

Tek yumurta ikizleri harig, iki insanin ayn1 DNA profiline sahip olma olasilig1 trilyonda
birden azdir (Evett ve ark. 1998). Ayn1 anne babadan meydana gelen kardeslerde bile
farkli niikleotid dizilisleri bulunmaktadir. Bu farkli dizilisler DNA sifresini olusturur.
Iki insanin DNA dizisi yaklasik olarak %99.5 oraninda aymidir, geriye kalan %0.51lik
kisim insanlar arasinda genetik cesitliligi ve farkliligi saglamaktadir. Bu tip DNA
dizileri polimorfik DNA olarak isimlendirilir ve insanlarin tanimlanmasinda kullanilan

polimorfik DNA markirlarini olustururlar.

DNA profili; insan hiicrelerinden elde edilen ve insanlar arasindaki genetik cesitliligi
saglayan genom bolgelerinin incelenmesi sonucu ortaya c¢ikan barkod benzeri
adlandirmalardir (Karakus ve ark. 2013). Adli bilimciler, bir su¢ mahalinde bulunmus
kan, meni, deri, tiklrik veya sacta bulunan DNA'y1 kullanarak bir failin kimligini
belirleyebilirler. Bu isleme genetik parmak izi ¢ikarma veya genetik profilleme denir.
DNA profillemesinde, tekrarli diziler (mikrosatellit ve minisatellit) igeren DNA'nin
degisken kisimlarinin uzunluklar1 belirlenir, bunlar farkli insanlarda karsilastirilir. Bu
yontem bir su¢lunun taninmasi i¢in son derece giivenilir bir yontemdir (Collins ve ark
1994). Fakat su¢ mahaline birden fazla kisinin DNA's1 bulasmissa bu kimlik belirleme
karmasgiklasabilir (Weir ve ark. 1997).

DNA polimorfizmleri kodlayict ve kodlayicit olmayan polimorfizmler olmak tzere iki

ana smifta toplanirlar. Ozellikle kodlayic1 olmayan bélgelerdeki polimorfizmler, adli

arastirmalarda Onem tasimaktadir. Bunlar; VNTRs (variable number of tandem
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repeats=degisken sayida ardisik tekrarlar) olarak adlandirilan minisatellitler, STR (short
tandem repeats=basit dizi tekrarlar1) olarak adlandirilan mikrosatellitler ile SNPs (single

nucleotide polymorphism) yani tek niikleotit polimorfizmleridir.

Adli bilimlerde DNA diizeyindeki aragtirma 1980 yilinda Ray White tarafindan
VNTRs'lerin RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism- Siirli Pargacik
Uzunluk Polimorfizmi) analizi ile yapilmistir. RFLP analizinde DNA ekstre edildikten
sonra restriksiyon enzimi ile kesilir ve agaroz jel elektroforezi uygulanir, southern
blotlama ve prob hibridizasyonu sonucunda polimorfik lokuslar belirlenir. Ard arda
dizilmis siyah bantlar X-Ray filmine aktarildiginda gozle goriiniir sonug elde edilmis

olur.

Genom projesinin yayimnlanmasindan c¢ok daha once Ongoriilerek arastirilan DNA
profillemesi 1984'te Britanyali genetik¢i Sir Alec Jeffreys (Jeffreys ve ark. 1985)
tarafindan gelistirilmis ve adli bilimde ilk defa 1988'de Enderby cinayetleri icin Colin
Pitchfork'un suglu bulunmasinda kullanilmistir (Colin 2006).

RFLP analizinin degrade (bozulmus) 6rneklerde basarili sonu¢ vermemesi, analizlerin
uzun sirmesi, radyoaktif madde kullanilmasi, fazla miktarda ve yiiksek kalitede DNA
Oornegine ihtiyag¢ duyulmasindan dolayr adli bilimlerde kullanimi oldukg¢a zordur.
1990’11 yillardan itibaren polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi RFLP yontemine
tercih edilir olmustur. Daha sonra PCR tabanli testlere yapilan ¢ok sayida iyilestirme ile
adli topluluklar kisa tekrar dizileri (STR) iizerinde uzlagsma saglanmistir (Gill ve ark.
1985, Jeffreys 1987, Li ve Graur 1991, Budowle ve Beachtel 1990, Giusti ve Budowle
1995, Jackson ve ark. 2006, Hildebrand 2011).

STR’ler giiniimiizde adli vakalarda en ¢ok kullanilan genetik polimorfizmdir. 1990’larin
ortalarinda ilk olarak bir vakada kullanilmis olup su anda tiim diinyada neredeyse her
adli genetik laboratuvarinda kullanilmaktadirlar. Forensik vakalarda kullanilabilecek
binlerce STR bulunmaktadir. STR’ler 22 otozomal kromozom ile X ve Y kromozomlari
dahil genom boyunca yayilmis durumdadirlar. Merkezi tekrar sayisi 1-6 arasinda

degisen ve 50-300 b¢ uzunluga ulasabilen bir yapiya sahiptirler. Teorik olarak mono-,
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di-, tri-, tetra-, penta-, ve hegza- niikleotid tekrarlar igin sirasiyla 4, 16, 64, 256, 1024
ve 4096 olas1 motif vardir (Jin ve ark. 1994). Bununla birlikte mikrosatellitler ardisik
sekilde tekrar ettiginden bazi motifler digerleriyle esdegerdir. Bu sebeple tetrantkleotid
tekrarlar1 insan kimliklendirmesi i¢in en ¢ok kullanilan STR belirtegleridir (Buttler
2012).

STR’lerin PCR'da ¢ogaltilabilmesi yontemi ile degrade orneklerde de calisabilmek
miimkiin olmustur. DNA incelemeleri minimal baglangi¢ 6rnegi gerektirdiginden olay
yerinden alinan eser miktarlardaki materyallerin analizi ile sonuca varilabilir (Weedn
V.W. ve Hicks J.W. 1998). Her insan annesinden ve babasindan kalittim yoluyla gecen
bazi1 STR’lere sahiptir. Ancak hi¢ kimsenin sahip oldugu STR’ ler ebeveynlerinin aynisi
degildir. Bir kisinin STR’ lerinin sadece kendine 6zgii ve tek olmasi adli kimliklendirme
ve babalik testi gibi durumlarda bilimsel belirte¢ olarak yardim saglar. STR’lerin sayisiz

varyasyonlari oldugundan iki farkli bireyin eslesme sansi1 ¢ok uzaktir (Buttler 2012) .

CODIS ulusal veri tabam adi altinda bir ¢alisma baslatilmis ve adli vakalarda
incelenmek tizere en polimorfik bolgelerden olusan STR lokuslari belirlenmistir. 13-14
Kasim 1997 tarihindeki STR projesi toplantisinda 13 ¢ekirdek STR lokusu gelecegin
CODIS ulusal DNA veri tabaninin temelini olusturmak tizere se¢ilmistir. Bu 13 CODIS
cekirdek lokuslar1 su sekildedir: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51 ve D21S11 (Butler 2006).
Adli Bilimlerde kullanilacak STR bélgelerinin standardizasyonunu saglamak i¢in ticari

girisimler sonucu standart STR kitleri tiretilmistir.

SNP’ler (Single Nucleotide Polymorphism) en basit yapili polimorfizm tipini
olusturmaktadirlar. DNA dizisindeki tek bir niikleotidin farkliligina dayanir. SNP'ler
yiiksek oranda polimorfik degildirler ve forensik genetik i¢cin ideal DNA polimorfizm
ozelliklerine sahip degildirler. mtDNA haricinde henuz SNP’ler forensik analizde
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle STR'ler agirlikli olarak kullanilmaya
devam edilmektedir. SNP’lerin de ilerleyen zamanlarda kendilerine yer bulacag

ongorilmektedir.
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DNA profili yalniz saldir1 ve cinayetlerin aydinlatilmasinda degil ayn1 zamanda babalik
tayinlerinin ve akrabalik iliskilerinin aydinlatilmasinda da giivenilir bir yontemdir
(A¢ikgdz 2002).

2.4.2. Biyolojik Delillerden DNA izolasyonu

DNA, bir kisinin genetik bilgisinin tamaminin yer aldig1 temel yap1 tasidir. DNA kanda,
spermde, deri hucrelerinde, doku ve organlarda, kasta, beyinde, kemikte, tikirikte,
terde, idrarda, tirnakta, digkida, sacta kisacasi viicudun her yerinde bulunur ve tamamen

ayni1 yapiya sahiptir (Ludes ve ark. 2005).

Biyolojik orneklerde 6rnegin g¢esidine gore degisik kimyasallar kullamilarak ayirma
yontemleri kullanilsa da temel prensip hepsinde aynidir. Oncelikle hiicre lizisi ile
sonuglanan hiicre zarinin yikimi, sonrasinda protein denaturasyonu, son olarak da
DNA'nin denatiire olan protein ve diger hiicre bilesenlerinden ayrilmasi islemi

uygulanir.

Olay yerinden elde edilen kan hicreleri, epitel hicreler ve benzer bir¢ok hiicreye
uygulanabilen en genel ayirma yontemi Fenol-Kloroform yontemi ile DNA
izolasyonudur. Bu yontemi uygularken Fenol-Kloroformun yiksek oranda toksik

oldugu unutulmamali ve uygun sartlar altinda DNA izolasyon islemi uygulanmalidir.

Kan hicrelerinden DNA izole etmek icin dncelikle Tris-EDTA ¢0zeltisi ile eritrositler
pargalanip ortamdan uzaklastirilir. Hiicrelerin tlizerine TE (Tris-EDTA), NaCl, SDS
(Sodyum Dodesil Sulfat) ve Proteinaz K eklenip 1 gece lizis islemine birakilir. Bu
asamada hiicre zar1 ve diger hiicre bilesenlerinin pargalanmasi, proteinlerin ¢okmesi
saglanir. Ertesi glin hiicre siispansiyonuna fenol-kloroform eklenir ve istenmeyen tim
bilesiklerin fenolle ¢okmesi saglanirken, kloroformun olusturdugu gradient farki ile
DNA'in da fenolle ¢okmesi engellenir. Islem birka¢ defa tekrar edildikten sonra DNA
iceren iist faza soguk etanol eklenmesi sonucu DNA'min hizlica bir araya gelip ¢cokmesi

saglanir.
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Semen hiicreleri veya kil hiicrelerine DNA izolasyon islemi uygulanirken yontem biraz
farklilik gosterir. Sperm bas kisminda bulunan DNA akrozom tarafindan gevrilmis
durumdadir. Akrozom yapisinda bol miktarda, aralarinda distlfit kopriileri bulunan
sistein amino asidi bulunur. Spermatozoonlarda oldugu gibi sa¢ gévdeleri de disulfit
baglar1 agisindan zengindirler. Proteinlerin yikilmasinda kullanilan enzim olan
Proteinaz-K, disiilfit baglarin1 kiramaz. Bunun igin ortama disulfit baglarini kirabilen ve

ekstraksiyonun etkinligini arttiran bir madde olan DTT (dithioreitol) eklenir.

Dis veya kemik gibi dert dokularin DNA elde edebilmek i¢in olay yerinden elde edilen
sert dokulardan oncelikle etraflarindaki yumusak dokular deterjan ile uzaklastirilir,
ardindan da sodyumhipoklorite yatirilir ve son olarak da UV 1s18a maruz birakilirlar.
Temizlik iglemini takiben, kemik/dis dokular1 ezme veya sivi nitrojenle pargalama
yoluyla toz haline getirilir. Elde edilen tortu 0.5 M EDTA ile dekalsifiye edilir. Daha

sonra DNA bilinen yontemlerden biri ile ekstre edilir.

DNA izolasyonu i¢in ticari kitler de bulunmaktadir. Forensik alanda kullanilmak {izere
eser miktardaki drnekten bile DNA izole edebilecek cesitli kitler mevcuttur. Ornegin,
Luminol ile tespit edilen silinmis kan lekelerinden elde edilen DNA miktar1 klasik
yontemler uygulanmayacak kadar az oldugu igin 6zel Forensik DNA Izolasyon Kitleri

ile PCR igin yeterli miktarda DNA elde etmek mimkiind(r.

2.4.3. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PCR hedef DNA dizilerinin in vitro olarak ¢cogaltilmasina olanak saglayan bir tekniktir.
Termal cycler cihazt ve g¢ogaltilmak istenilen bolgeye 6zgiin primerler kullanilarak
DNA'min  milyonlarca kopyasinin elde edilmesi islemine DNA amplifikasyonu
denilmektedir burada gergeklesen reaksiyon da polimeraz zincir reaksiyonu olarak
isimlendirilmistir. Kalip DNA, primerler, dNTP (deoksiniikleotitt trifosfat) karigima,
tampon c¢ozelti, tuzlar ve DNA polimeraz emzimi PCR isleminin bilesenlerini
olusturmaktadir. Termal cycler cihazina yerlestirilen bu karisim 3 asamadan geger,
bunlar denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalaridir. Denatlirasyon asamasinda 94-

96°C'de birkag dakika tutularak DNAnin tek iplik formuna gegmesi saglanir. Baglanma
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asamasinda 50-65°C'de birka¢ dakika siiresince primerlerin hidrojen baglar1 aracilig: ile
kalip DNA’ya baglanmasi saglanir. Son asama olan Uzama ise 72°C'de gergeklesir ve
saniyede 60 baz olmak tizere her DNA primerine niikleotidlerin baglanmasinin saglanir.
Bu 3 asamali siklus en az 20 defa tekrar edildikten sonra yeterli miktarda DNA elde
edilmis olur. Bu klasik PCR prosediiriidiir. Kriminal laboratuvarlarinda Multipleks PCR

analizi yapilmaktadir.

Multipleks (¢oklu) PCR terimi birden fazla primer ¢ifti kullanilan PCR'lar ig¢in
kullanilmaktadir. Teknigin hedefi, es zamanli olarak hedef DNA'nin birgok bdlgesini
cogaltmaktir. Cogaltilan bolgeler Genetik Analizator DNA Kapiller Elektroforez
Sistemi ile yiiriitiiliir daha sonra olusan yiiriime modelleri GeneScan, GeneTyper ve
GeneMapper gibi yazilim programlari kullanilarak analiz edilir ve PCR iiriinlerinin
elektroferogram goruntusi elde edilir. Son olarak Tiplendirme (STR profili belirleme)

yapilarak analiz tamamlanir.
2.5. Kan
Insan viicudunun toplam agirliginin % 8’ni olusturan kan, bir siv1 ortamdan (plazma) ve

bu ortam iginde bulunan 0&zellesmis hiicrelerden olusan, tasiyict ve koruyucu

fonksiyonlart olan kompleks bir sividir. (Sekil 2.7.).

[xan |

T K.an
K_I_Pqumu ‘ Hucreleri |
T .-'_I_-\. I
Plazma - ) -
l’Nhlnlnri] | ihis) | [ Eritrosit ] | Trambosit ]
.~ 1 % F. —_—
[ Albumin ] = | Lakosit |
- Tuz j :I:||_ .
—[ &labulin T |_I5m1-'.ila;irlzr ] Agranulositler
Hormonlar | ; ]
Yy ——— Iatrafil ] Monosit ]
| FIBI‘IMJM ] l Elikaz — J
{ Eazmofil _] | Lenfosit ]
=B

Sekil 2.7. Kanin yapis1 (Anonim-1 2015).
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Erkeklerde ortalama 5-6, bayanlarda 4-5 litre kan bulunur ve kanin viskozitesi 4,4-4,7
arasinda degisir. Kan, plazma ve kan hiicreleri olmak iizere iki kisimdan olusur. Kanin

ortalama % 55’ini kan plazmasi, % 45’ini kan hiicreleri (sekilli elemanlar) olusturur

(Bevel ve ark. 2002

_—— Hormon, vitamin, an-
,tikor ve digerleri %3

”'*--—‘3 o Albumin, globulin,
< fibrinojen vb. %7

Plazma %55 < | e S0
> —» Su %

Kan santrifuj edildiginde _ 4
icerisindeki maddeler
yogunluklarina gore ayrisir. = —] -/ » Lokosit ve kan

™ pulcuklari %1

Kan hucreleri %45 <
>—»Eritrosit %99

Sekil 2.8. Kanin igerigi (Anonim-2 2014).

Plazmanin % 90-92’si su, geri kalan bolimu ise organik ve inorganik maddeler olan
plazma proteinleri, aminoasitler, karbonhidratlar, yaglar, hormonlar, iire, lirik asit, laktik
asit, enzimler, antikorlar, sodyum, potasyum, iyot, demir, bikarbonat vb. elementlerden
olusur. Bu maddeler plazma ile dokularin ilgili yerlerine tasinmaktadir. Plazma
proteinleri; albumin, globulin ve fibrinojendir. Albuminler; olusturduklart ozmotik
basingla plazmadaki sivinin damar disina kagmasina engel olur. Globulinler; alfa, beta,
gama globulinler olarak isimlendirilir ve antikor gibi gorev yapar. Fibrinojenler; kanin

pihtilasmasinin son kademesinde gerekli proteinlerdir.
Kan hiicreleri, kanin plazma disinda kalan kismidir. Kan hacminin yaklasik % 45’ini

olusturur. Kan hiicrelerinin, sivi kisim olan plazmaya oranina hematokrit denir. Kan

hicreleri eritrosit, l0kosit ve trombosit olarak adlandirilir.

24



Trombosit veya kan pulcuklari kan pihtilarinin olusumunda gorev alan hiicre parcalarina
verilen isimdir. Platelet olarak da adlandirilir. Kan pulcuklar1 ¢ok sayida graniil igeren
renksiz hiicre parcalaridir. Eritrositler gibi ¢ekirdeksiz ve disk seklindedirler. Kanayan
kani durdurmasinin yan1 sira herhangi bir damarin yaralanmasi ve zedelenmesi halinde
yarali damarin biiziilmesi ve kan akisin1 yavaslatma gorevi de trombosite aittir.
Trombositin ¢alisma sekline gelince, herhangi bir bolgede yaralanma veya yirtilma
olunca trombositler birbirlerine ve yarali bolgeye yapisirlar ve burada bir duvar orer gibi

yaral1 bolgeyi kamufle ederler ve kanamay1 durdururlar.

Akyuvarlar ya da l16kosit olarak da adlandirilan kan hiicreleri, kemik iligi, lenf bezleri,
dalak ve timus bezinde uretilir. Pigment kapsamadiklarindan bunlara beyaz kan
hicreleri de denir. Lokositler alyuvarlara gore daha buytk ve gekirdeklidir. Bagisiklik
sisteminin  6nemli bir boluminy olustururlar. Organizmanin savunma sisteminin
hareketli elemanlar1 olan l6kositler, organizmay1 bakterilere, virlslere, parazitlere ve
timorlere karst savunurlar. Lokositler ¢esitli yollarla viicuda giren mikroorganizmalari,
6li doku artiklarini, yabanci partikiilleri ya fagosite ederek ya da iirettikleri antikorlarla
ve duyarli lenfositlerle harap ederek ortadan kaldirmaya calisir. Lokosit sayisinin
normalden daha az olmasina l6kopeni, fazla olmasina |6kositoz denir. Lokositler
sitoplazmalarinda graniil olup olmamasina gore; graniilositler ve agranilositler olarak

iki gruba ayrilir.

G’Tﬁnullu akyuva

f 8 Gmu.mwaﬂm | _ ,c
RO .%

Akyuvar cesitlen

Sekil 2.9. Akyuvar gesitleri (Anonim-3 2015).
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Grandlositler yapilarinda graniil bulunur. Kirmizi kemik iliginde iretilir. Bunlar

notrofil, eozinofil ve bazofiller olarak ti¢ ¢esittir.

Notrofiller, insan kaninda en fazla bulunan l6kositlerdir. Cekirdekleri 3-5 lobdan olusur.
Mikroorganizmalara karsi koruyucu gorev iistlenirler, fagositoz yetenekleri en gigcli
olan granulositlerdir. Kan akimim terk ettikten sonra genisler, hareketlilik kazanirlar ve
aktif fagositler haline gelirler, bu nedenle mikrofaj olarak ta adlandirilirlar. N6trofillerin
yasam siireleri kisadir. Dolasim kanindaki omiirleri 6—7 saattir sonra bag dokusuna
gecerler. Bag dokusunda 1-4 giin yasadiktan sonra gorev yapsalar da yapmasalar da
Olirler. Disilerde notrofillerin nukleusunda loblarin birinden kii¢iik heterokromatik bir
cisim uzanir. Bu inaktif X kromozomunu ifade eder. Barr cisimcigi ya da drumstick adi

verilir.

Eozinofillerin, ¢ekirdekleri genellikle 2 lobludur. Antikor-antijen birliklerini tanir.
Parazitik ve alerjik durumlarda sayisi artar. Kan akimini terkedebilir, yayilabilir ve bag

doku i¢inde yer degistirebilirler, sinirl fagositoz yaparlar.

Bazofiller cok nadir bulunurlar, cekirdek diizensizdir ve iyi ayirtedilemeyen 2 lobdan
olusur. Dolasimi terkedebilirler ama dokularda ameboid hareket yetenekleri ve fagositoz
yetenekleri smirhidir. Yapilarinda bol miktarda antikoagiilan madde olan heparin

(pthtilagmay1 Onleyici), ayrica histamin (damar genisletici) ve serotinin tasirlar.

Agrandlositler; Lenfositler ve Monositler olmak tzere 2 tirdur. Bunlar mononikleer
I6kositler adi da verilen hiicrelerdir. Spesifik graniilleri yoktur ama aziirofilik graniiller

icerirler.

Monositler; I6kositlerin % 7sini olustururlar, dolasimdaki fagositlerdir ve en biiyiik kan
hicreleridir. Kemik iliginde iretilirler. Cekirdekleri birer kenarindan gukurlagmistir.
Yaglanan hiicrelerde bu gukurluk artar. Monositler dokulara gecerek makrofaj adini
alirlar. Monosit makrofajlar yabanci materyalin sindirilmesinde rol alirlar. Diger bir

gorevi ise Ol dokular temizlemektir. Cekirdekleri lenfosit kadar koyu boyanmaz.
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Lenfositler, tek cekirdekli l6kosit alt grubudur, Iokositlerin yaklagik %30-40'm1
olustururlar. Lenfositlerin %2 si dolasimda bulunur, geri kalani kan yapan organlarda ve
bag dokuda yerlesmistir. 2 tip lenfosit vardir; T lenfositler (timus bezinden kdken
alirlar), B lenfositler (kemik iliginden koken alir ve lenfoid dokularda olgunlasirlar).
Cekirdekleri yuvarlak, heterokromatik, mor menekse boyanan hiicrelerdir. Lenfositler,

viicudun bagisiklik sisteminden sorumludurlar.

Olay yerinden elde edilen kan orneklerinden DNA elde edebilmek igin c¢ekirdekli
hiicreler lizise ugratilarak DNA'ya ulasilir. Degrade olmamis lenfositler, iyi bir DNA

izolasyonu yapilabilmesini saglamaktadir.

Kanin sekilli elemanlarinin % 99 unu alyuvarlar olusturur. Alyuvarlarin sekilleri disk
seklinde olup, caplar1 6-8 mikronmetredir. Alyuvarlarin ¢ekirdegi yoktur. Eritrositlerin
sayilar1; cinsiyet, yas ve yasanilan yerin yiiksekligine gore degisebilmektedir. Kandaki
miktar1 viicudun fazla oksijene gereksinim duydugu hallerde veya havasinda az oksijen
bulunan yiiksek rakimlarda artar, kansizlikta ise azalir. Miktarin artmasina poliglobuli,
azalmasimna ise anemi adi verilir. Alyuvarlarin Omiirleri 100-120 giin kadardir.
Eritrositler; akciger ve dokular arasinda oksijen ve karbondioksit tasimakla
gorevlidirler, akcigerden aldiklar1 oksijeni dokulara dokulardan aldigi karbondioksiti
akcigere getirir. Asagr simf omurgalilarda (silirlingenler, amfibiler, baliklar ve kuslar)
alyuvarlar cekirdeklidirler. Memelilerde ise olgun alyuvarlar cekirdeksizdirler. Bu
hiicreler, kirmiz1 kemik iligindeki gelismeleri sirasinda c¢ekirdeklerini kaybederler.
Bunun amaci, sitoplazmaya daha fazla hemoglobin sigdirmaktir.  Hemoglobin
eritrositlere kirmizi rengini veren molekildur ve eritrositlerin renkleri igerdikleri
hemoglobin miktarina baglidir. Hemoglobin oksijen baglayarak onun kanda taginmasini

saglar.

Sitoplazmay1 dolduran hemoglobin maddesi demirli bir proteindir. Bu madde alyuvarin
% 33’linli olusturur; gerisi sudur. Hemoglobin, globin denen kolloidal bir protein ile,
hem adi verilen demirli bir pigmentten olugmustur. Hemoglobin, oksijeni kendisine
gevsek bir sekilde baglayarak dokulara oksijeni tasir (oksihemoglobin). Dokulardan

akcigere tasinan karbondioksitin %15-30’u da yine hemoglobine direkt olarak gevsek
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sekilde baglanarak (karbaminohemoglobin) tasimir. Geriye kalani ise bikarbonat
formunda (karbonik anhidraz) tasinir. Hemoglobin, oksijen ve karbondioksitten baska
karbonmonoksiti de baglar. Ancak bu durumda karbonmonoksit hemoglobinden
ayrilmaz; alyuvarlar oksijen tasima giiclerini kaybederler ve hiicreler oksijensizlikten

olurler.

Her hemoglobin molekiilii 4 polipeptid subuniti igerir, bunlarin her biri demir igeren
“hem” grubuna sahiptir. Hemoglobin 4 hem zincirinin (a,f,0,y) bir araya gelmesiyle
olusur. Her bir hemoglobin molekiiliinde 4 demir atomu vardir ve dolayisiyla her bir

hemoglobin 4 molekiil oksijen (8 atom oksijen) baglayabilir.

i emi H
Hemoglobin molekiili I:::'-rr: ;I‘ - :::Eu
o Zinciri

K.II‘ILI?.I Kiire

{ Eritrosit)

B zineiri o zinciri

Polipeptid molekiiliin helikal sekli

Sekil 2.10. Hemoglobin molekdllt (//www.iliknakli.com/tr/article/desc/17883/kan-
nedir.html).

Demir hemoglobin, myoglobin ve sitokrom gibi yapilar i¢in 6nemlidir. Vicuttaki

toplam demir 4-5 gramdir ve bunun % 65 i hemoglobinde bulunur.
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2.5.1. Kan Lekeleri

Kan ornekleri, 6liimle sonuglansin ya da sonuglanmasin her tiirli siddet sugunun
arastirilmasinda  olay yerinde en sik rastlanan ve az miktarlarda dahi sonuca
ulagilmasini saglayabilen Onemli biyolojik delillerdendir. Ancak uygun olmayan
kosullarda (nem, sicak, kir, toprak ile temas) kalmis kan 6rnegi bir giinde bile bozularak
delil 6zelligini yitirebilir (Karakus 2009). Olay yerinde bulunan bir delilin kan olup
olmadigim anlamak i¢in 6n tarama testleri uygulanir. Ornegin pas lekesi ile kan
lekesinin ayrimi i¢in su farklart bilmek gerekmektedir: Pas lekesi suda erimez, slizge¢
kagidi 1slatilip lekeye siiriildiigiinde, pas lekesi kagida c¢ikmaz. Buna, Taylor izi
negatiftir denir. Pas lekesi KOH'ta erimez, HCI'de erir. Bunlara benzer ¢esitli 6n tarama
testlerinde pozitif sonu¢ verdigi i¢in kan ornegi oldugu tahmin edilen sivilar, olay
yerlerinden laboratuvara getirildikten sonra dncelikle materyalin kan olup olmadig: test

edilir. Bu amagla en sik kullanilan testler phenolphtalein ve leuco crystal violet

testleridir (Kiely 2001).

Adler (Benzidin) Reaktifi testinde kan lekesi iizerine reaktif damlatilinca yesil renge
doner, 10 dakika sonra mavi renk goézlenir. Uzun yillar kriminal laboratuvarlarinda
kullanilan bu reaktifin toksik oldugu tespit edildikten sonra kullanimi yasaklanmis

yerine tetrametilbenzidin kullanilmaya baglanmuistir.

Loko-Malasit Reaktifi damlatilan leke kan lekesi ise, bir dakika icinde mavi—yesil renk

meydana gelir ve bu renk 10 dakika sonra yesil renge doniisiir.

Orthotolidin Testi'nde reaktif ile hidrojen peroksit karistirilip kan oldugu diisiiniilen ize
damlatildiginda yesil veya mavi rengin meydana gelmesi, pozitif sonu¢ olarak

yorumlanir.
Kastle Mayer Reaktifi kan oldugu diisiiniilen maddeye damlatilir ve iizerine hidrojen

peroksit damlatilir. Bir kag¢ saniye iginde acik kirmizi—-pembe renk meydana gelirse,

sonu¢ pozitif olarak kabul edilir.
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Luminol Testi ile koyu renk kiyafet veya esyalardaki lekelerin kan olup olmadigi
kolaylikla anlasilabilir. Karanlik odada otomizer ile spreylenen soliisyon parlak mavi

bir goriinlimiin ortaya ¢ikmasini sagliyorsa, lekenin kan lekesi oldugunu gosterir.

Van Dean Raktifi lekeye uygulandiginda mavi renk olusuyorsa leke kan lekesidir.

Hemin Billurlarinin Olusturulmasi yontemi birka¢ farkli reaktif i¢in kullanilir. Hemin
billurlarinin gézlenmesi pozitif sonu¢ kabul edilir. Benzer prosediirlerde farkl
yontemler kullanilarak mikroskopta gézlenen Hemokromojen kristalleri de lekenin kan

lekesi oldugu sonucunu verir.

Lekenin spektroskopik muayenesi veya lekenin HPLC ile muayenesi yontemleri de kan

lekelerinin tespitinde kullanilan enstrumental metotlardir.

Olay yerinden elde edilen sivinin kan oldugu tespit edildikten sonraki adim insana mi1
hayvana mu1 ait oldugunu belirlemektir. Bunun igin kuslarin ve baliklarin alyuvarlarinin
cekirdekli, insan ve memeli hayvan (deve hari¢) alyuvarlarmin ise, ¢ekirdeksiz
oldugunu bilgisinden yola ¢ikarak kan lekelerinden hazirlanan preparatlar, kan boyama
metotlar1 ile boyandiginda alyuvarlarin ¢ekirdeksiz olduklar tespit edilirse, insan kani

lekesi oldugu diistiniilebilir.

Kanin insan kani oldugunu belirledikten sonra erkege mi kadina mi ait oldugu boyanan
kan preperatlarindaki nétrofillerin incelenmesi ile belirlenir. Kan kadina ait ise ve 6rnek
homoliz olmamigsa nétrofil lokositlerin ¢ekirdeklerinde Barr cisimcigi (drumstick)
gorundr. Barr cisimcigi disi hiicrelerine 6zgli ve ¢ekirdek zarmin yakininda bulunan

kromatin kiimesine verilen addir. Aslinda Barr inaktif bir X kromozomudur.

Olay yeri incelemelerinde elde edilen kan 6rnekleri, olayin ¢éziimii i¢in 2 6nemli ipucu
vermektedir. Dogru alinan kan oOrnekleri sayesinde yapilan DNA analizi ile olaya
karisan kisilerin kimliklendirmeleri yapilabilmektedir. Diger bir énemi ise kan lekesi

model analizini dogru yaparak olayin nasil gerceklestigini anlayabilmek miimkiindjir.
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Kan lekesi model analizi (Asicioglu 2004) ile olay yerindeki kan izlerinin sekline,
carpma agilarina, kan damlasinin yoniine bakarak olayin tam olarak nerede

gerceklestigini ve nasil bir alet kullanildigini1 tahmin etmek mimkuindar.

Kan lekeleri olusum mekanizmalarina gore 3’e ayrilir. Pasif kan lekeleri, yarali bir
elden damlayan kan damlalarn ya da kisinin 6lmeden &nceki son pozisyonunda aldigi
yaralardan sizan kanin olusturdugu kan goli seklindeki lekelerdendir. Transfer kan
lekeleri, kanli bir elin veya kanla bulasik sa¢in duvar, giysi vs. gibi herhangi bir yere
strilmesi sonucunda olusan lekelerdir (Temas kan lekeleri). Projektil kan lekeleri ise
arteryel kanama veya kanli bir aletin sallanmasi ile sigrama sonucunda olusan kan

lekeleridir.

Kan damlasinin hedefe ¢arptig1 andaki agisina ¢carpma agisi adi verilir. Bu ag1 en kiigiik
dar ac1 olan 1 C ° ile 90 C ° arasinda degisebilmektedir. Carpma acist kan lekesi
analizine matematik biliminin bir katkis1 ile hesaplanabilmektedir. Buna ek olarak kan
damlasinin hedefe dogru izledigi yol ve hedefe carpma sirasindaki yoOniiniin
gosterilmesi de kan lekesi model analizi ile saglanir. Kan damlasinin hedefe ¢arpmasi
sirasinda olusan kuyruk damlanin seyir yonuni gosteren belirtectir. Kan lekelerinin
carpma acilan dikkate alinarak geri gelinmesi ile birlesme noktasina gelinir. Birlesme
noktasi kan damlalarinin geometrik olarak birbirine yaklagtiklari noktadir ve lekenin

orijini olarak tanimlanir, olaymn gergeklestigi noktadir.

Kan lekelerinin sekilleri incelenerek olusum hizlar1 belirlenebilir, bu sayede de olayin
nasil bir alet ile gergeklestigi yorumlar1 yapilabilmektedir. Diisiikk hizda olusan kan
lekelerinde lekeyi olusturan enerji en fazla 150 cm /sn’dir. Bu hiz yaraya sebep olan
aletin hiz1 olup ¢arpma sonucu olusan lekenin hiz1 degildir. Sinirli miktardaki bu enerji
kanin kiiglik pargalara ayrilmasini engeller. Olusan lekelerin boyutu genis olup 4mm
ve lizeri ¢aptadirlar. Yer ¢ekimi etkisi ile olusan kan damlalar1 da diisiik hizdaki kan
lekelerindendir. Orta hizda olusan kan lekelerinde lekenin olusmasi igin gereken enerji
150 ile 750 cm/sn arasindadir. Olusan lekelerin biiyiik bir cogunlugunun ¢ap1 ise 1 ile 4
mm arasinda degismektedir ve model icerisinde daha buyik ya da daha kii¢lik damlalara

rastlanabilir. Yiiksek hizda olusan kan lekeleri 1mm ya da daha kiigiik ¢apl lekelerden

31



olusur. Bu tiir lekelerin olusmasi i¢in 3000 cm /sn veya daha yiiksek enerjiye
gereksinim vardir. Siklikla atesli silah yaralanmasi ya da patlamalar sonrasinda

olusurlar. Tipik olarak sprey boyalar ile boyanmis gibi bir goriiniim olusmaktadir.

Kan lekeleri olaylarin aydinlatilmasinda ¢ok oOnemli delillerdir. Olay yerindeki
maddenin kan oldugunu anladiktan sonra kan model analizi yaparken ve oradaki kandan
analiz yapilmasi i¢in 6rnek alinirken kontaminasyon riskine karsi 6nlem alinmali, kan
uygun sartlarda alinip paketlenmeli ve en kisa zamanda kriminal laboratuvarlarina
ulagtirilmalidir. Bu asamalarda kanda meydana gelebilecek en ufak bir degredasyonun

DNA parmakizi analizinin yapilamasina engel olabilecegi unutulmamalidir.

2.5.2. Silinmis Kan Lekeleri

Kan izi olay yerinde en sik rastlanan biyolojik delildir. Yapilan DNA analizi sonucu
%100 kesinlikle olay yerinden elde edilen kanin yapilan mukayeseler sonucunda kime
ait oldugunu tespit etmek miimkiindiir. Bunu bilen failler olay yerinde delil birakmamak
icin varsa ilk olarak kan lekelerini temizlerler. Ani gelisen olaylarda panik halindeki
failler hizl1 bir sekilde su yardimi ile parke, koltuk, duvar v.b. gibi yerlerden kani silerek
tim kan izlerini yok ettiklerini diisiintirler. Planli yapilan cinayetlerde ise fail konu
hakkinda 6n aragtirma yapip kan lekesinden tamamen kurtulabilecegini diisiindiigii
cesitli kimyasallar ile kan izlerini silmektedir. Kendi kiyafetlerine veya aracina bulagan
ve kuruyan kan izlerinden de kurtulmanin yolunu bildigini diisiinen failler lekeye bazi
kimyasallar uygulaylp lekenin c¢iktigini ve olayla olan tiim baglantilarindan

kurtulduklarini diistinmektedirler.

Olay yerinde en 6nemli bulgulardan biri gézle goriilmeyen ama aslinda ortamdaki en
onemli DNA kaynagi olan silinmis kanlardir. Cinayet veya yaralama, yaralanma
olaylarinda meydana gelen kan lekeleri delilleri karartmak i¢in silinir ve ilk incelemede
olay yeri ekibi tarafindan goriinmesi engellenir. Fakat bu delilleri yok ettigini diisiinen
sahislarin bilmedikleri konu sudur ki olay yerindeki kani ne kadar da silseler luminol
adli kimyasal olay yeri ekibi tarafindan silipheli bolgeye spreylendiginde silinmig
kanlardan kalan eser miktardaki kanda bulunan demirle tepkimeye girerek isima
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vermektedir. Bu sekilde kan olan bdolge tespit edilip oradan svap ¢ubuguyla alinan

ornekler ile 6zel kitler kullanarak DNA analizi yapmak mimkundr.

2.6. Luminol

Luminol ilk kez 1902 yilinda Almanya’da sentezlenmistir. Teknik adi1 3-
aminofitalhidrazit olan bu molekiil, Luminol adin1 1920’li yillarin sonunda almistir.
Luminoliin (CgH7O3N3) en yaygin uygulama alani, gériinmesi oldukca zor olan veya
temizlenme girisiminde bulunulmus fakat hala eser miktarda ortamda bulunan kanin
belirlenmesidir. Ortamda kan 6rnegi varsa Fe (demir) atomu katalizor gérevi yaparak

luminoliin oksidasyon reaksiyonunu baslatir.

R 1 X
H
NH 202 Sy oH @ OH
NH = OH “\1 ,.H'\.“T,DH
NH> O NH> O ' NH> O
AW E=y -
Luminol

Sekil 2.11. Luminol’un ¢alisma prensibi (Anonim-4 2008).

Luminol ile kan izinin belirlenmesi kimyasal mekanizmasi ise su sekildedir: Bir
molekiil ya da iyondaki uyarilmis elektron veya elektronlar temel hale donerken
enerjilerini yayarlar ve bu enerji renk olarak goriinebilir. Luminol hidrojen peroksit gibi
yiikseltgen (tepkime esnasinda elektron alan tanecik) bir molekiiliin ve Kkatalizoriin
(tepkimeyi hizlandiran tanecik) bulundugu bazik bir ortamda mavimsi renkte 151k sagar.
Bu tepkimeyi cesitli metal iyonlar1 katalizor olarak hizlandirabilir. Temel olarak
hidrojen peroksit ile Luminol karisim1 kendi kendine tepkimeye girmemekte bu nedenle
de bir metal katalizoriine ihtiyag duymaktadir. Kirmizi kan hiicrelerimizde bulunan
hemoglobindeki demir de bu etkiyi gosterir. Luminol maddesi, hidrojen peroksit ile
birlikte kan oldugu tahmin edilen bolgeye sikilir ve eger kan kalintilar1 varsa, kandaki
hemoglobinin Fe2+ iyonlari, Luminollin hidrojen peroksit ile yiikseltgenmesi

tepkimesini katalizleyip, Luminoliin aminoftalata yiikseltgenmesini saglamaktadir.
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Luminol'iin hidrojen peroksit ile tepkimesi sonucu olusan aminofitalat uyarilmig
(elektronlarindan bir veya daha fazlasi normalde bulundugu enerji seviyesinden daha
yiiksek enerji seviyesinde olan tanecik) haldedir. Aminofitalattaki uyarilmis elektronlar
temel hale dénerken fazla enerjilerini 151k olarak sagar (Sekil 2.11.). Bu 1s1k karanlik
ortamda mavimsi renkte goriiniir ve bu da ortamdaki kan silinmis oldugu i¢in gozle
goriilmesi miimkiin olmasa bile olusan tepkime sonucu kanin varligini ispat etmeye
yardime1 olmaktadir. Kemiliiminesans olarak bildigimiz bu tepkime adli incelemelerde

oldukga ige yaramaktadir.

Sekil 2.12. Luminol Uygulanmis Olay Yeri Ornekleri

Luminol uygulanmis taze kan Ornekleri eski kan orneklerine kiyasla daha zayif
luminesans gosterir. Kuru ve yapist bozulmus kanlar da taze kana gore daha giiclii
kemiluminesans reaksiyon gostermektedir. Ancak bunun da unutulmamasi gerekir ki
luminol sadece kana 6zgiil bir kimyasal degildir ve baz1 enzimler, okside edici ajanlar
ve metaller ile de pozitif tepkime verebilir. Tecriibeli bir olay yeri arastirma uzmani

baska bir maddenin sebep oldugu 1s1mayi, kanin vermis oldugu tepkimeden luminesans
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rengine, luminesansin parlaklik derecesine ve ne kadar siirdiigline dikkat ederek ayirt

edebilir. (Karakus ve ark. 2013)

2.7. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksik maddeler, hicreye toksik sekilde etki edip hiicreyi Oldiiren ya da
fonksiyonunu durduran maddelerdir. Sitotoksisite arastirilmalarinda  kullanilan
yontemlerin basinda klonojenik test , XTT, M30, M65 ve oksidatif hasarlarin

belirlenmesine olanak saglayan ROS testleri gelmektedir.

2.7.1. Klonojenik Test

Klonojenik test tek bir hidcrenin in-vitro sartlarda hayatta kalip lireme ve protein
sentezleyebilme kabiliyetlerini koruyarak koloni olusturabilmesine dayanmaktadir. Bu

sekilde tireyen hiicrelere klonojenik hiicreler denilmektedir (Fabre ve ark. 2011).

Klonojenik test yonteminde en az 50 hiicrenin bir arada olmasi bir koloni olarak kabul
edilir, 50'den az hiicre varsa 6lii olarak kabul edilir ve degerlendirmeye alinamaz

(Franken ve ark. 2006).

Radyasyonun hiicreler tzerindeki etkisinin degerlendirilmesinde kullanilmaya baslanan
klonojenik test, giinlimiizde daha ¢ok klinik uygulamalardaki ¢esitli ajanlarin sitotoksik

etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Munshi ve ark. 2005).

Hiicrelere sitotoksik etkisi arastirilmak istenen ajan ile belirlenen sirede muamele
edildikten sonra, belli sayiki hiicreler petrilere ekilerek inkiibasyona birakilir. Yaklasik
10-14 giin sonunda petrilerde olusan koloniler fikse edilerek kristal viyole boyasi ile

boyanir.

Olusan koloniler sayilarak % canlilik degeri hesaplanir ve ajanin hiicreler {izerindeki

sitotoksik etkisi yorumlanir.
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2.8. Genotoksisite Testleri

Genotoksik kelimesi DNA’ya zarar vererek kansere neden olabilecek genetik hasarlara
yol acabilen fiziksel ve kimyasal etmenleri tanimlamak i¢in kullanilir. Genotoksik
etkilerinin arastirildigi calismalarda mikroniikleus, komet ve y-H2AX testleri siklikla

kullanilmaktadir.

2.8.1. Komet Testi

Tek hucre jel elektroforezi (SCG veya SCGE) olarak da bilinen Komet Testi basit, hizli
ve oldukca duyarli bir yontemdir. Farkli hiicre tipleri ve DNA hasar gesitleri igin
uygulanabilmesinin yanisira radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar

Ol¢iimiinde siklikla tercih edilen bir yontemdir.

Spesifik hiicrelerde DNA hasari i1k olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan
belirlenmistir (Rydberg ve ark 1978). Daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan gelistirilen Komet teknigi, ndtral pH’daki lizis sartlarinda uygulanarak DNA

¢ift sarmal kiriklarini tayin etmektedir.

1988 yilinda Singh ve arkadaslar1 tarafindan protokolde bir takim degisiklikler
yapilarak yontem alkali (pH=13) kosullarinda uygulanmistir. Komet testi alkali kosullar
altinda uygulandiginda DNA iplikleri birbirinden ayrilmakta ve tek iplik hasarlarin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. (Pitarque ve ark. 1999; Cavas ve Kdnen 2008).
Gunimuizde uygulanan "Comet Assay" Singh ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis
olan, tek ve ¢ift zincir kiriklarin tamaminin tanimlanmasina olanak saglayan yontemdir

(Singh ve ark. 1988).

Mikroskop lami iizerindeki agaroz jel icine gomiilen hiicreler, zarlarin pargalanip
cekirdekte bulunan stperkoil DNA’nin serbestlesmesi i¢in lizis islemine tabi tutulur.
Alkali ortamda siiperkoil yapinin gevseyerek acilmasi ve kiriklarin ortaya c¢ikmasi
saglandiktan sonra uygulanan elektroforezde kirilmis DNA zincirleri anoda dogru

gocerek bir kuyruklu yildiz goriintiisii olusturur (Green ve ark. 1996; Collins 2004).
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DNA gogiliniin miktar1 preperatlarin etidyum bromiir ile boyanmasiyla olusan

floresansin yogunlugunun floresans mikroskobu ile 6l¢iilmesi sonucu belirlenir.

Kafa Kuyruk

F
b4
v

Hasarli DNA

Hasarsiz DNA

Sekil 2.13. Komet Testi Sonucunun Sematik Gosterimi

(https://www.researchgate.net/figure/12840158).

Kuyruk

Sekil 2.14. Komet Testi Sonucu Fragmentlerine Ayrilmis Hiicrenin Kafa Ve Kuyruk

Boltmleri (http://www.toxikologie.uni-wuerzburg.de/en/general_information/).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada olay yeri ekibinin su¢ mahalinde silinmis kan izlerini tespit etmek
amacityla kullandigi Luminol'un BEAS-2B insan brons epitel hiicre hattinda klonojenik
testi ile sitotoksik etkileri gosterilmistir. Luminol'un BEAS-2B hiicre hattindaki

genotoksik etkileri ise komet testi ile degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler

Tez deneyleri Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde bulunan hiicre kiiltiirii
ve genetik toksikoloji laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Calismada
kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, sarf malzemelerin adlari, markalar1 ve katalog

numaralari ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman

Marka/Model

Etlv

Sogutmal1 Santrifiij
Laminar flow

Hassas terazi

Kaba Terazi

Pastor firini

Inverted mikroskobu
Floresans mikroskobu
Isik mikroskobu
Komet yazilimi
Elektroforez gii¢c kaynagi
Elektroforez tanki
Azot tanki

Ph metre

+4 buz dolab1

BINDER - CB 150
SIGMA - 2-16PK
BINDER - CB 150
SHIMADZU - AUW220D
RADWAG - WTB2000
Elektro.mag- M3025P
SOIF

NIKON — ECLIPSE 80i
NIKON - ECLIPSE E100
Kameram 21

PeqLab- Regpower 300
Cleaver Scientific

INT. CRYOGENICS - IC 20R
HANNA - HI 221

Regal
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-20 derin dondurucu ALASKA - ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Canli hiicre sayim cihazi ve yazilimi INNOVATIS - CEDEX XS
Distile su cihazi MP MINI PURE - DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS

Isitmali manyetik karistiric MTOPS — MS300HS

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme Firma/ Katalog No
Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancasi BIOHIT/ Midi Plus

Steril 15 mL lik tapler FALCON

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75) CORNING

Steril petriler FALKON

Mikropipet

Canli hiicre sayim cihaz lami1 ROCHE - CEDEX SMART SLIDE
RPMI-1640 (500 mL) LONZA/BE12-115F
Penisilin — Streptomisin PANBIOTECH P06-07100
L-Glutamin (100 mL) SIGMA/ G7513

Fetal Bovine Serum PANBIOTECH/ P30-1985
Sodyum piruvat (100 mL) PANBIOTECH

% 0,25 Tripsin-EDTA GIBCO 1304898

DPBS PANBIOTECH P04-36500
Etil alkol SIGMA 32221

Metanol MERCK 1060082500
NaCl MERCK K 45393104 410
NaOH SIGMA S8045

Triton X-100 SIGMA T8787
Lowmelting Agaroz SIGMA A9539

Normal Agaroz MERCK K33719436
DMSO MERCK K40744143
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Kristal viyole MERCK 1159400100

Na2EDTA SIGMA E5134-500G
Tris MERCK K40452787001
Triton-X-100 GERBU

Etidyum Bromdr (EtBr) SIGMA

3.2. Kullanilacak Hiicre Hatlar1

Tez ¢alismasinda BEAS-2B saglikli insan brongsiyal epitel hiicre hattt kullanilmistir.

3.2.1. Bu hiicre hatlarinda Kullamlacak Hiicre Kiiltiirii Sartlar:

Hiicre kiiltiirii havalandirmali T75 flasklar iginde 37 °C ve %5 CO. ortama sahip
inkiibatérde yapilmistir. Hiicreler rutin olarak 3 giinde bir beslenmis ve % 85 doluluga
ulastiklarinda pasajlanmiglardir. Dozlamalar havalandirmali T25 flasklar iginde kiiltiire
alman hiicre setlerine uygulanmistir. Klonojenik testi uygulanan hiicreler steril
petrilerde inkiibatorde biiylimeye birakilmistir. Flasklara ve petrilere konulacak
besiyeri: 15 mL fetal kalf serum + 2 mL L-glutamine, 50 pg/mL penisilin ve 50 pg/mL
streptomisinin RPMI-1640 Mediumu ile 100 mL'ye tamamlanarak steril Laminar

Flow'da hazirlanmistir.

3.2.2. Hucrelerin Pasajlanma Prosediri

BEAS-2B hucrelerini pasajlamak igin 15 mL steril tupler, steril PBS ¢0zeltisi, steril
serolojik ve pastor pipetleri, Tripsin-EDTA ¢ozeltisi, T-75 ve T-25 flasklar ile RPMI-
1640 besiyeri kullanilmistir.

Yeterli hiicre miktarina ulasan flasklardaki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir.
Flasklardaki hiicreler PBS ile yikandiktan sonra PBS aspire edilmistir. Flasklara uygun
miktarlarda tripsin eklenerek hiicrelerin zeminden ayrilmasi i¢in birkag¢ dakika beklenip,
gerektiginde hafifce flask dibine vurularak tiim hiicrelerin kalkmasi saglanmistir ve

inverted mikroskop ile hiicrelerin kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir. Tripsin
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reaksiyonunu durdurmak i¢in kullanilan tripsin ile aym1 miktarda besiyeri flasklara
eklenmistir. Flasktaki hiicre siispansiyonu steril serolojik pipet ile 15'lik steril tlpe
aktarthip 5 dk 1000 rpm'de santrifiij edilmistir. Hlcre pelletinin Gzerinde 100 mL
supernatant kalacak sekilde fazlasi aspire edilmistir. Pellet ¢oziildiikten sonra toplam
hiicre sayisi belirlenir ve i¢inde besiyeri bulunan yeni flaska hesaplanan miktarda hiicre

eklenerek flask 37 °C ve %5 CO- ortaminda inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 3.3. Flasklara eklenmesi gereken kimyasallar ve miktarlari

FLASKLAR (D)PBS TRIPSIN BESIYERI
T-12,5 1-2 mL 1mL 2,5mL
T-25 2-3 mL 2-3 mL 5mL
T-75 5-6 mL 4-5 mL 10 mL

3.3. Test edilen Kimyasal

Bu ¢alismada Tri-Tech Forensics markali Luminol Blood Detection Reagent Spray Kiti
kullanilmistir. Olay yeri ekibi kit i¢indeki kati maddeyi sivinin i¢ine karistirdiktan sonra

spreyleme basligini takarak iirtinii kullanima hazir hale getirmektedir.

Sekil 3.1. Luminol Blood Detection Reagent Spray Kiti, Tri-Tech Forensics

(http:/itritechforensics.com/store/product/luminol-blood-detection-reagent-spray/).
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Calismadaki deneylerde kullanilacak miktar belirlendikten sonra ¢ozeltiler steril 151k

tiiplerde hazirlanip hiicre kiiltiirlerine uygulanmistir.

Uygun miktar1 belirlemek i¢in; spreylemeye hazir hale getirilmis bir sisedeki bir fista
c¢ikan miktar 200 pl olarak bulunmustur. C6zeltinin konsantrasyonu 1471,46 pg oldugu
i¢cin buradan yola ¢ikarak mL'de 1471,46 pg madde olmasina karar verilmistir. Bu da
yaklagik olarak 8448 uM'lik doza esittir. 0,054 g kati madde 6 mL sivi madde iginde
¢oziliip luminol ¢6zeltisi hazirlanmistir. Flasklara dozlama yapicak miktarlar seyreltme
oranlar1 hesaplanarak belirlenmistir. 16896 uM ile baslanan 6n denemelerde dozun ¢ok
yiiksek toksisiteye sahip oldugu goriilmiis yapilan tekrarlar sonucu Cizelge 3.4. ve

Cizelge 3.5.'te uygulanan dozlar belirlenmistir.

3.4. Klonojenik Test

BEAS-2B hiicreleri T-75 flasklarda biiyiitiilmiis ve yeterli doluluga ulastiginda
pasajlanarak T-25 flasklara set kurulmustur. Bu setlerdeki hiicreler %80 doluluga
ulastiginda belirlenen konsantrasyondaki Luminol ¢ozeltisi ile 37 °C ve %5 CO- ortama
sahip inklibatorde 24 saat muamele edilmislerdir. Pozitif kontrol olarak HO, ¢ozeltisi
(%35'lik ana stok ¢ozeltisinden 6,318 pl H2O:> tizerine 4993,682 pl saf su eklenerek 5
mL'lik yeni stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.), solvent kontrol olarak da hazirlanan luminol
¢ozeltisindeki ¢oziicli madde kullanilmistir. Siire sonunda pasajlama proseduriine uygun
bir sekilde hiicreler pasajlanip  hiicre sayim cihazi ile canli hiicre miktarlar

belirlenmistir.

50 pl hicre tzerine 50 pl tripan mavisi eklenmistir. 100 pl'lik karisimdan 10 pl
cekilerek cedex lamina yayilip hiicre sayimi bu sekilde yapilmistir. Cihazin 6l¢tiigii
toplam hiicre miktari, % canlilik ve canli hiicre oranlarina gore petrilere ekilecek hiicre
miktarlar1 hesaplanmistir. 60 mm'lik petrilere her petride 500 canli hiicre olarak sekilde
3 tekrarli ekim yapildiktan sonra petriler 37°C ve %5 CO> ortama sahip inkubatore

kaldirilmistir.
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Inverted mikroskop ile kontrol edilen petrilerdeki koloniler belli bityiikliige geldiginde
petriler kristal viyole boyasi ile boyanmistir. Bir hiicre toplulugunun koloni
sayilabilmesi i¢in en az 50 hiicrenin yanyana bulunmasi gerekmektedir. Kristal viyole
boyasini hazirlamak i¢in toz halindeki kristal viyole boyasindan 0.5 g tartilarak tizerine
100 mL metanol eklenmektedir. Petrilerdeki besiyeri uzaklastirilip, petriler PBS ile

yikanmuistir, etanolle fikse edildikten sonra 5 dk kristal viyole boyasi ile boyanmuistir.

Cizelge 3.4. Klonojenik testinde kullanilan dozlar

Dozlar
1056 M 528 uM 264 uM 132 uM
66 UM 33 uM 16,5 uM

Her bir petrideki 50 hicre ve lzerinde hiicre bulunduran koloniler sayilarak sonuglar

tablo haline getirilmistir.

Asagida belirtilen formiil ile yiizde yasayabilirlik orani (sitotoksisite) hesaplanmistir.

Petri bagima diisen ortalama koloni sayis1
Yasayabilirlik (sitotoksisite) = =======m=mmmmmmmmmm oo x 100

Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayisi

3.5. Komet Testi

Bu ¢alismada T-25 flasklarda yeterli doluluga ulasan BEAS-2B hiicrelerine belirlenen
konsantrasyondaki Luminol ¢ozeltisi ile muamele edilmis sonrasinda 37 °C ve %5 CO»
ortama sahip inkibatdrde 24 saat inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak H>O> ¢dzeltisi
(%35'lik ana stok ¢ozeltisinden 6,318 pl H20O:> tizerine 4993,682 pul saf su eklenerek 5
mL'lik yeni stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.), solvent kontrol olarak da hazirlanan luminol
cozeltisindeki ¢oziicii madde kullanilmigtir. 24 saatin sonunda hiicreler pasajlanip ve

agarozla kapli lamlara hiicre + LMA siispansiiyonu yayilmistir.
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Lamlarin agaroz jel ile kaplanmasi i¢in 1 g normal melting agaroz 100 mL distile suda
coziilerek %1'lik agaroz jel hazirlanmistir. Mikroskop lamlari rodajli kisimlarinin
yarisina kadar, kendileri i¢in hazirlanan % 1°lik agaroz jel igine daldirilip bir stre jelde
bekletilmistir. Sonra ¢ikarilip altlar1 temizlenip kurumaya birakilmistir. (Lamlarin

deneyden 1 giin 6nce hazirlanmasi pratiklik saglamaktadir.)

Pasajdan sonra elde edilen pellet ¢oziiliip hiicreler kullanima hazir hale getirilmistir.
Hiicreleri jel igine gdbmmek i¢in, diisiik erime noktasi olan agaroz (LMA) kullanilarak
jel hazirlanmustir. Jeli hazirlamak icin 0,065 gr LMA, 10 mL distile su i¢inde 1sitilarak
cozilmistir. Eppendorf tiplere 250 ser uL. LMA aktarilmistir ve bu eppendorf tupler
37 °C de bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir. TUpteki hlcrelerden 100 pl
cekilip 250 pl LMA bulunan ependorflara aktarilmistir. LMA ve hiicre karigimi
mikropipet yardimiyla iyice karistirilmistir. Jel ve hiicre karigimindan 50 pl alinarak
agaroz kapli lam iizerine yayilmistir ve {lizeri lamelle kapatilip +4°C'de 10 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda lamlarin iizerindeki lameller kaldirilip, lamlar aliiminyum
folyo ile kaplanmig salelere dizilmistir. Salelerin i¢ine lizis tamponu eklenip lamlar

salelerin i¢inde +4°C'de 1 gece bekletilmistir.

Lizis tamponu hazirlamak i¢in 29,22 g NaCl, 7,44 g Na;EDTA ve 0,24 g Tris 178 mL
distile suda ¢o6ziilip NaOH ile pH=10"a ayarlanmigtir. Deneyden 30 dakika Once bu
cozeltiye 2 mL Triton x100 ve 20 mL DMSO eklenmistir.

1 gece lizis iginde bekletilen lamlar lizis tamponundan c¢ikarilip Komet tankina
dizilmistir. DNA sarmallarinin agilmasi i¢in Komet tanki yiirlitme tamponu ile
doldurulmus ve lamlar bu tampon i¢inde 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda 25 volt, 300
amperde 30 dk yiiritme islemi yapilmistir. Yiritme sonunda lamlar igerisinde
noétralizasyon soliisyonu bulunan sale igine dizilmis ve 5 dk karanlikta bekletilerek
nétralizasyon islemi gergeklestirilmistir. Islem sonunda saleden ¢ikarilan lamlar soguk
distile su ile yitkanmis ve kurumasi beklenmistir. Kuruyan lamlar soguk etanolde 5 dk

fikse edilmistir.
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Yiiriitme tamponunun soguk olmasi gerekmektedir bu ylizden deneyden 1 giin dnce
hazirlanip +4°C'de bekletilmistir. Tamponu hazirlamak ic¢in 0,56 g Na,EDTA ve 18 g
NaOH 1,5 L distile suda ¢oziilerek pH=13'e ayarlanmistir.

Notralizasyon soltsyonu igin ise 4,85 g Tris 100 mL distile suda ¢Oztlerek HCI ile

pH=7,5'e ayarlanmistir.

Cizelge 3.5. Komet testinde kullanilan dozlar

Dozlar
1056 uM 528 uM 264 uM 132 uM
66 uM 33 uM 165 uM

Komet lamlarinin boyama islemi:

Lamlarin boyama islemi Etidyum Bromiir ile yapilmistir. 20 pg/mL konsantrasyonlu
EtBr boya sollisyonundan enjektor ile 0,2 mL ¢ekilip ve lamlara damlatilmistir. Boya
damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, fazlas1 dikkatlice akitilip mikroskobik

inceleme i¢in hazir hale getirilmistir.

Komet lamlarinin mikroskobik incelemesi:

Komet yonteminde sayim ve degerlendirme safhalarinda NIKON marka ECLIPSE 80i
model floresan mikroskop kullanilmistir. Boyanan lamlar florasan mikroskopta
incelenerek her lamdan 100 tane hiicrenin kameram 21 programi ile fotografi ¢ekilmis
ve degerlendirmesi yapilmistir. Bu ¢alismada komet yazilimi ile Komet Yogunlugu,
Kuyruk % DNA ve Olive Kuyruk Momenti verileri degerlendirilmistir. Istatistiksel

analizler SPSS programi ile yapilmistir. Test 2 bagimsiz tekrar halinde uygulanmstir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Luminol'in sitotoksik ve genotoksik etkileri, BEAS-2B insan akciger
epiteli tizerinde in vitro test yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Sitotoksik etkilerin
analizi icin Klonojenik testi, tek iplik DNA kiriklarinin belirlenmesi igin alkali Komet

testi uygulanmastir.

4.1. Klonojenik Test Bulgular1

Calismada kullanilan Luminolin IC50 doz konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla,
BEAS-2B hiicre hatt1 0 puM , 16,5 uM, 33 pM, 66 pM, 132 uM, 264 pM, 528 pM ve
1056 UM konsantrasyonlarinda luminol ¢ozeltisi ile 24 saat stiresince muamele edilerek
klonojenik test uygulanmustir. Pozitif kontrol olarak H202 kullanilmigtir. Solvent

kontrol ise kullanilan hazir luminol kitindeki ¢6ziicii maddedir.

Luminoliin gesitli dozlarina maruz kalan BEAS 2B hiicre hattindaki koloni olusumlari

Sekil 4.1'de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Luminol ile 24 saat muamele edilmis BEAS 2B hiicreleri koloni olusumlari.

Ust soldan itibaren Pozitif kontrol, Bliyiime kontrol, Solvent kontrol, 16,5 UM, 33 uM.
Alt soldan itibaren 66 pM, 132 uM, 264 uM, 528 uM, 1056 uM.
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Klonojenik test sonuglarinin degerlendirilmesi asamasinda, her petriden en az 50 hiicre
iceren kolonilerin saymmi yapilmistir. Elde edilen veriler kontrol grubu ile
karsilastirilarak test gruplarindan elde edilen canlilik ytizdeleri belirlenmistir. Ayrica bu
verilerden IC50 degeri ve R? degerleri excel programi kullamlarak hesaplanmustir.
BEAS-2B saglikl1 akciger hiicrelerinde luminol igin IC50 degeri 153,38 uM, R? = 0,972

olarak bulunmustur.

Cesitli luminol dozlarina maruz kalan saglikli akciger hiicrelerinine uygulanan
klonojenik test sonucu elde edilen verilerden olusturulan dagilim grafigi Sekil 4.2.'de

gosterilmistir.

% Canlilik % CANLILIK
90

80

y =-0,2436x + 87,363

70 R2=0,972

60

50
7 J A ——

30

20
10

0
0 50 100 150 200 250 300

Dozlar (uM)

IC50= 153,38 pM

Sekil 4.2. Klonojenik test ile luminolun etkileri belirlenen BEAS-2B hiicre hatlarinda
%canlilik dagilim grafigi.

Klonojenik test uygulamasi sonuglarina gore test gruplarindan elde edilen ortalama %

canlilik oranlar1 Sekil 4.3 te belirtilmistir.
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Sekil 4.3. BEAS-2B hiicre hattina belirtilen dozlarda 24 saat muamele edilmesi sonucu
Klonojenik Test ile elde edilen % canlilik oranlari, biyume kontrol ile
karsilastirlmstir. *; p< 0,05, ™; p< 0,01, ™ p< 0,001

Klonojenik testi bulgularinin istatistiksel analizi SPSS programi1 Mann-Whitney U Testi
ile yapilmistir. Solvent kontroliin bilyiime kontrol ile kiyaslanmasi sonucu istatistiksel
olarak anlaml bir degisim gozlenmemistir (p>0.05). Ancak 16,5 uM, 33 uM, 66 UM,
132 uM, 264 pM, 528 uM ve 1056 uM dozlarmin buylme kontrol ile kiyaslanmasi
sonucu istatistiksel olarak anlamli bir degisim oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Uygulanan
tim dozlara kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile ikili kiyaslama yapildiginda en
yiiksek 2 doz olan 528 uM ve 1056 pM arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamuistir (p>0.05).
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4.2. Komet Testi Bulgular1

Komet testi bulgulari igerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk %DNA
(K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment) parametreleri

degerlendirilmistir.

Komet testinde elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.4. Komet testi preperatlarindan elde edilen mikroskobik goriintii drnekleri
(X20).

Komet testi sonucu elde edilen verilerin ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge
4.1°de verilmistir.



Cizelge 4.1. Komet testinden elde edilen ortalama degerler. K.U.: Kuyruk uzunlugu
(um), K.%DNA: Kuyruk %DNA miktari, OTM: Olive kuyruk momenti, SS: Standart
sapma

K.U £SS K.%DNA+SS | OTM£SS
Biylime Kontrol 6,04 + 2,25 3,48 +1,91 0,81+041
Solvent Kontrol 7,71 +£2,07 6,13 £ 5,93 1,36 £ 0,55
Pozitif Kontrol 66,99 + 26,18 53,71 +22,11 27,19 + 15,11
16,5 uM 17,32 + 10,65 10,23 + 6,98 3,19 + 3,09
33 uM 35,87 + 22,89 25,01 + 14,28 10,21 + 8,39
66 UM 53,21 + 30,56 42,55 + 21,44 20,81 + 15,76
132 uM 70,52 + 28,21 55,47 + 20,47 29,53 + 16,09
264 UM 86,49 + 25,47 59,39 + 17,83 36,06 + 14,82
528 UM 94,76 + 21,59 72,81 + 15,22 44,31 + 13,08
1056 pM 102,61 +15,99 | 73,05 + 14,59 48,99 + 12,28

4.2.1. Kuyruk Uzunlugu Bulgular:

Luminol ile BEAS-2B hiicre hatlarina 0 uM , 16,5 uM, 33 puM, 66 pM, 132 uM, 264
MM, 528 puM ve 1056 pM konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu elde
edilen kuyruk uzunlugu degerleri (um) Sekil 4.5’te verilmistir. K.U. degerlerinin

istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kuyruk uzunlugu bakimindan tiim doz gruplari kendi aralarinda karsilastirilmis ve doz
artisinin  kuyruk uzunlugu degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001). Blyime kontrol ve solvent kontrol da kendi aralarinda

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). En ylksek

50



iki doz olan 528 uM ve 1056 uM kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile analiz

edildiginde 1056 uM dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlamli degildir
(p=0.014).

Buyume Kontrol grubunda kuyruk uzunlugu degeri 6,04 pm + 2,25 olarak
belirlenmistir. Solvent kontrol grubunda 7,71 £ 2,07, Pozitif kontrol (H202) grubunda
ise 66,99 £ 26,18 olarak belirlenmistir. 16,5 pM; 33 pM; 66 uM; 132 uM; 264 puM;
528 UM ve 1056 uM uygulamalarinda ise sirasiyla 17,32 + 10,65; 35,87 + 22,89; 53,21
+ 30,56; 70,52 £ 28,21; 86,49 + 25/47; 94,76 + 21,59 ve 102,61 + 15,99 olarak

belirlenmistir.

;(:rf)u'(uzunlugu Kuyruk Uzunlugu (pm)
120
100
80
60
40
20 I
L I
bk sk 16,5uM 33uM  66pM  132uM  264pM  528uM 1056pM
Dozlar (uM)

Sekil 4.5. BEAS-2B hiicre hattina belirtilen dozlarda 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama Kuyruk uzunlugu degerleri, blyime kontrol ile karsilagtirilmistir.
" p<0,05, 7 p< 0,01, 7 p< 0,001

4.2.2. Kuyruk %6DNA Bulgulari

Luminol ile BEAS-2B hiicre hatlarina 0 uM , 16,5 uM, 33 pM, 66 uM, 132 uM, 264
MM, 528 uM ve 1056 UM konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu elde
edilen kuyruk %DNA degerleri Sekil 4.6’da verilmistir. Kuyruk %DNA degerlerinin
istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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Kuyruk %DNA bakimindan tiim doz gruplart kendi aralarinda karsilastirilmis ve doz
artisinin kuyruk %DNA degerini, genel olarak ele alindiginda istatistiki olarak anlaml
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Blylime kontrol ve solvent kontrol da
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir
(p<0,001). 132 uM ve 264 uM dozlarinin kendi aralarinda test edilmesi sonucu kuyruk
%DNA daki artisin anlamsiz oldugu goriilmiistiir (p=0.153). En yiiksek iki doz olan
528 uM ve 1056 uM da kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde
1056 pM dozunun neden oldugu artigin istatistiki olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

(p>0.05).

Buylme Kontrol grubunda %DNA degeri 3,48 £ 1,91 olarak belirlenmistir. Solvent
kontrol grubunda 6,13 + 5,93, Pozitif kontrol (H202) grubunda ise 53,71 + 22,11
olarak belirlenmistir. 16,5 puM; 33 uM; 66 uM; 132 puM; 264 uM; 528 uM ve 1056 uM
dozlarinda ise sirasiyla 10,23 + 6,98; 25,01 + 14,28; 42,55 + 21,44; 55,47 + 20,47,
59,39 +17,83; 72,81 + 15,22 ve 73,05 + 14,59 olarak belirlenmistir.

o Kuyruk % DNA
80
70
60
50
40
30
20 I
10
o L mmm - -
bk sk 16,5uM 33uM  66uM  132uM  264uM  528uM 1056uM
Dozlar (uM)

Sekil 4.6. BEAS-2B hiicre hattina belirtilen dozlarda 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama Kuyruk %DNA degerleri, buylime kontrol ile karsilastirilmistir.
5 p<0,05, 7 p< 0,01, ™; p< 0,001
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4.2.3. OTM (Olive Kuyruk Momenti) Bulgular:

Luminol ile BEAS-2B hiicre hatlarina 0 uM , 16,5 uM, 33 pM, 66 pM, 132 uM, 264
MM, 528 puM ve 1056 pM konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesi sonucu elde
edilen OTM degerleri Sekil 4.7°de verilmigtir. OTM degerlerinin istatistiksel analizi
Mann-Whitney U testi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Olive kuyruk momenti bakimindan tiim doz gruplar: kendi aralarinda karsilagtirilmis ve
doz artisinin OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir
(p<0,001). Biiylime kontrol ve solvent kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). 528 uM ve 1056 uM da kendi
aralarinda Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde 1056 uM dozunun neden oldugu
OTM artisinin istatistiki olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. (p>0.05).

Buyime Kontrol grubunda OTM degeri 0,81 = 0,41 olarak belirlenmistir. Solvent
kontrol grubunda 1,36 = 0,55, Pozitif kontrol (H202) grubunda ise 27,19 + 15,11
olarak belirlenmistir. 16,5 pM; 33 uM; 66 uM; 132 uM; 264 uM; 528 uM ve 1056 pM
dozlarinda ise sirasiyla 3,19 + 3,09; 10,21 + 8,39; 20,81 + 15,76; 29,53 £ 16,09; 36,06 *
14,82; 44,31 + 13,08 ve 48,99 + 12,28 olarak belirlenmistir.

0T™ Olive Kuyruk Momenti
60 % %k
50 % %k %k
* %k k
40 %k k
30 % %k %k
20 % k%
10 R koK K -
0
bk sk 16,5uM 33uM  66pM  132uM 264pM  528uM 1056pM
Dozlar (uM)

Sekil 4.6. BEAS-2B hiicre hattina belirtilen dozlarda 24 saat muamele edilmesi sonucu
elde edilen ortalama OTM degerleri, bliyiime kontrol ile karsilastiriimistir. *; p< 0,05, ™
p<0,01, ™ p< 0,001
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5. TARTISMA VE SONUC

Ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle genomda meydana gelen tiim degisiklikler
DNA hasart olarak adlandirilir. Genom, DNA hasarina neden olan oldukga fazla farkl
etkene maruz kalmaktadir. Hicreler butln bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar
ile cevap vermektedir. Kiigiik hasarlar ¢ogunlukla DNA tamir mekanizmalar1 ile
onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyon ve kanser ile
sonuclanabilir. Yiksek dizeydeki hasarlar ise apoptozisi uyararak "hicre 6lumtne™ yol

acabilir ve boylelikle organizma kendini korumus olur.

DNA c¢esitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutagenler arasinda, yukseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici
etmenler ve mordtesi 151k ve X 1silar gibi elektromanyetik 1ginlar sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarin tipi mutagenin tipine baglidir. Ornegin, mor dtesi 151k timin
ikilileri (timin dimerleri) olusturarak DNA'ya hasar verir (Douki ve ark. 2003). Buna
karsin, serbest radikaller veya hidrojen peroksit gibi yiikseltgen etmenler baz degisimi
(6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar gibi farkli tiirden hasar olusturabilirler
(Cadet ve ark. 1999). Her bir insan hiicresinde gunde 500 baz yiikseltgeyici zarar gorir
(Shigenaga ve ark. 1989, Cathcart ve ark. 1984). Bu yikseltgeyici hasarlardan en
zararlist ¢ift zincirli kirilmalardir. Onarimlari ¢ok zor olan bu hasarlar DNA dizilerinde
noktasal ~mutasyonlara, insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal

translokasyonlara yol acabilir (Valerie ve Povirk 2003).

Bu calismada olay yeri ekibinin silinmis kanlar1 tespit etmek i¢in spreyleme seklinde
olay yerine uyguladiklari madde olan Luminol'un BEAS-2B insan akciger hiicreleri

kullanilarak DNA'ya ne boyutta zararlar verdigi arastirilmistir.

Luminol olarak bilinen 5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazinedion, olay yeri ekibinin tek
basina kullandig1 bir madde degildir. Tepkimenin ger¢eklesmesinde 6nemli role sahip
baska kimyasallar da ¢Ozeltiye karistirilmaktadir. Bu kimyasallardan ilki gii¢lii bir

oksitleyici olan hidrojen peroksittir ve kendisi luminol ile gerceklesen tepkimeye
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dogrudan dahildir. Diger bir ihtiya¢ duyulan sart ise bazik bir ¢dzeltidir, ki bu sodyum
hidroksit gibi bir alkali bazin eklenmesiyle saglanabilir. Bu gereklidir ¢linkii nétr bir
¢cOzeltide luminol hem eksi hem art1 yiikiin tasindigi zvitteriyon denilen bir formu
benimser. Bazik bir ¢ozeltinin ic¢indeyse luminol, oksitleyiciler tarafindan
yukseltgenebilecek eksi yuklt bir molekildir yani anyondur. Luminol c¢ozeltisi
hazirlandiktan sonra tek basina herhangi bir tepkime vermez. Tepkime gerceklesmek
icin bir katalizore ihtiya¢ duyar ki kanin devreye girdigi nokta burasidir. Kan
hemoglobin denilen ve demir atomlari tagiyan bir molekiile sahiptir. Bu demir atomlari
luminol ile hidrojen peroksit arasindaki tepkimenin katalizorliigiinii yaparlar ve
tepkimenin ilerlemesine olanak saglarlar. Tepkimenin sonucunda bir peroksit tretilir ki
bu da hizlica 3-aminoftalata yikilir. Tepkimenin saldigi enerji 3-aminoftalatin
elektronlarina aktarilir ve onlarin yiiksek enerji seviyesine ¢cikmasini saglar. Elektronlar
daha kararli olan diisiik enerji seviyesine gecerken aradaki enerji farkini foton olarak
salarlar ki bu gordiigiimiiz mavi kimyasal parildamadir. Luminol kanin milyonda bir
seyreltik halini dahi tespit edebilir. Kan kalintilarindaki gézle goriillmeyen demir
iyonlar1 bile bu tepkime igin yeterli olmakta ve bize mavi-yesil 151k sagarak kanin

varligini ispat etmektedir.

Luminolun kan izlerini bulmadaki hassasligina ve serolojik analizler {izerinde herhangi
bir etkisi olmamasina ragmen Ingiltere ve diger avrupa iilkelerinde luminol kullanimi
yaygin olarak kabul edilmemistir bunun sebebi de uygulamadan sonra esya ve
mekanlarda luminol kalintilarinin kalmasmin saglik agisindan giivenilir olmadigi

konusunda endiselerin olmasidir (Grispino 1990; Dell Manna ve Die Meo 2000).

Luminolun {iretici firmasinin yayimladigi giivenlik bilgi formunda luminolun gozler,
solunum sistemi ve deri i¢in tahris edici olabilecegi belirtilmistir, ayn1 zamanda
solunum sistemi, sindirim sistemi ve deri emilimi yollariyla alindiginda da zararh
etkilerinin olabilecegi kabul edilmektedir (Sigma 2016). Luminol i¢in hazirlanan
guvenlik bilgi formunda luminolun toksik etkileri i¢in tam olarak arastirilmis bir veri
yoktur yazmasina ragmen luminolun bir mutajen oldugu konusunda genel bir diisiince

bulunmaktadir(Sigma 2016).

55



Literatiirdeki bu eksikten dolayr planladigimiz ¢aligmamizda olay yeri ekibinin sug
mahalinde silinmis kan izlerini tespit etmek amaciyla kullandigi Luminol'un BEAS-2B
insan brons epitel hiicre hattindaki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmistir.
Sitotoksik etkilerin analizi icin Klonojenik test, tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarinin
belirlenmesi icin alkali Komet testi uygulanmistir ve BEAS-2B saglikli insan akciger
epitel hiicrelerine uygulanan 0 uM ile 1056 uM aras1 dozlarda doz artigina bagl olarak

hem sitotoksik hem de genotoksik hasarlarin arttig1 gosterilmistir.

Luminol sadece Adli bilimlere 6zgii bir kimyasal degildir. 19601 yillarda her yasta
goriilebilen kil kaybina sebep olan Alopecia areata (Irie 1960) hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktaydi ve kan pihtilasmasi (Irie 1960) ile yara iyilesmesini (Irie 1961)
arttirict 6zellik gostermekteydi. Fakat giiniimiizde luminol bu hastaligin tedavisi i¢in

tipta kullanilmamaktadir (Tice 1997).

Gunimuizde luminol Biyokimya alaninda, oksidasyondaki kemiluminesans 6zelliginden
dolay1 aragtirma projelerinin deneylerinde kullanilmaktadir (Bowie ve ark. 1996, Kahl
ve ark. 1987).

Luminoliin adli bilimlerde ilk kullanim1 1930'arda (Sprecht 1937; Proescher ve ark.
1939) c¢ogunlukla ABD'de olmak iizere diger iilkelerde de baslamis ve gozle
goriilmeyen kanlarin tespit edilmesi saglanmistir. Avrupada alternatifleri oldugu i¢in
kullanimina ¢ok sonralar1 baslanan luminol hakkinda 1990'lh yillarin baslarinda saglik

ve giivenlik agisindan kaygilar olugsmaya bagslamistir.

1990 yilinda yayinlanan bir makaleye gore (Ikushima 1990) luminolun Kardes kromatid
degisimi (SCE) sikligimmi arttirdigi belirtilmis ve bunun {izerine luminolun saghk
tizerindeki etkileri hakkinda endiseler baglamistir. Hiicre DNA's1 genetik toksik bir ajan
tarafindan zarar gérdiigiinde hiicre bu hasar1 onarmaya ¢alisirken SCE oraninda artmaya
sebep olabilir. Bu sebeple Kimyasal veya benzer maddelerin potensiyel genetik
toksisitesini belirlemek i¢in SCE oranina bakilmaktadir (Wolff 1983).
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Ikushima g¢alismalarinda Cin hamsterinin V79 hiicrelerine in vitro sartlarda 0.25 mM,
0.5 mM ve 1 mM dozlarinda 12 ve 24 saat luminol ile muamele etmis ve SCE oraninda
artts oldugunu bildirmistir (Ikushima 1990). Fakat bu calisma sadece luminolun
potensiyel mutajenik bir kimyasal oldugunu belirlemistir. Rutinde siirekli luminole
maruz kalan insanlarin lenfosit hiicreleri ile ilgili bir SCE test c¢alismas1 yapilmadig
icin luminolun tehlike derecesi bilinmemektedir. Sonug¢ olarak luminoloun in-vivo
sartlarda hangi dozlarinda insan hiicrelerine zarar verdigi tespit edilmemistir. Ayrica
Ikushima'ya gore  luminolun ortamdan uzaklastirilmasiyla anormal durumdaki

hiicrelerin hizlica normal duruma doénebildigini diisiinmektedir.

1990'arin baglarinda Cin hamster hiicreleri ile in-vitro sartlarda yapilan baska bir
calismada luminolun DNA onarimint (Lee-Chen ve ark. 1994) ve rekombinasyonunu
(Abramian ve ark. 1994) olumsuz yonde etkiledigi konusunda bulgular elde edilmistir.
Luminol; DNA onarimi, replikasyonu ve rekombinasyonu sirasinda meydana gelen
kiriklarin olusmasini engelleyen polimeraz (Ikushima 1990) enziminin aktivitesini
azaltmaktadir (Durkacz ve ark. 1980; Natarajan ve ark. 1981). Buna ragmen su da
gorundyor ki luminolun etkileri in-vitro sartlarda Cin hamster hiicre hattinda arastirilmis
fakat insan lenfosit hiicrelerinde bir in-vitro ¢alisma yapilmamistir ve in-vivo sartlarda

hangi dozun ne tiir etkilere sebep olabilecegini bilinmemektedir.

Luminol disinda evlerde ve laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan kloroform (Sigma
2016), asetik asit (Sigma 2016) ve sakkarin (Wolff 1983; Wolff ve Rodin 1978) gibi
kimyasallarin da in-vitro deneylerde SCE oranini arttirdigi gériilmiistiir. Ayni1 zamanda

bu kimyasallar DNA onarim1 ve rekombinasyonunda zararl etkilere sebep olmaktadir.

Luminol hakkinda yapilmis az sayida makale bulunmaktadir ve bunlarda luminolun
sicanlarla olan caligmalarinda LD50 (test grubunun %350'sini 6ldiiren kimyasal doz)
dozu >500 mg/kg olarak belirlenmistir (Tice 1997). Bu ¢alismada ayni1 zamanda disi
kopeklere uygulanan 2.5mg'lik damardan enjekte edilen tek luminol dozunun urin ve
sodyum atilimini yiikseltmis ve atar damar kan basincini diislirmiis oldugu gézlenmistir
(Irie ve Mendlowitz 1970). Fakat farelere karindan enjeksiyon ile uygulanan 1.5-5 mg

arasindaki dozlarda herhangi bir etki goriilmemistir (Irie 1960).

57



Luminolun insanlar Uzerindeki toksisitesi ile agik¢a bir bilgi bulunmamaktadir. 1997
yilinda Integrated Laboratory Systems'in raporuna gore 1960'larda luminol i¢in yapilan
klinik incelemeler sonucunda toksik bir etkinin olmadig1 raporlanmistir. Fakat yapilan
in-vitro ¢aligsmalarda luminolun insan serum albuminlerine baglandig: tespit edilmistir

(Buturlakin ve ark. 1975).

Calismalara gore in-vitro deneylerde luminolun oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ii¢
metabolitten biri olan 3-aminoftalik asit (Jansen ve Van den Berg 1991), in-vivo
deneylerde olugsmamaktadir (Sanders ve ark. 2000). In-vivo olarak viicuda alinan
luminol mide-bagirsak sisteminde hizlica emilip metabolize olduktan sonra idrarla
atilmaktadir. Sanders ve arkadaglarina gore ¢ok kiigiik bir luminol molekiilii bile hemen
atilir, doku ve hiicrelerde luminol veya metaboliti birikme yapmamaktadir. Ayrica deri
yoluyla emilimi de olduk¢a azdir (Sanders ve ark. 2000). Yayinlanan caligmalar
arasinda solunum yolu ile viicuda alinan luminolun toksik etkileri {izerine yapilmig bir
caligma olmadigr i¢in Sanders ve arkadaslarinin yaptigi calismadan yola ¢ikarak
solunum ile alman luminolun ayni sindirim sistemindeki gibi viicut tarafindan

metabolize edilip idrarla atildig1 diisiiniilmektedir.

Uludag Universitesi Genetik Toksikoloji ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari'nda Beas 2B
insan bronsiyal epitel hiicreleri ile in-vitro yapilan ¢alismamizda ise luminolun akciger
hiicrelerine kars1 oldukga toksik bir etkiye sahip oldugu goOsterilmistir. Toksisite

degerleri klonojenik test ve komet testi yontemleri ile belirlenmistir.

Klonojenik test icin hucreler 0 uM , 16,5 uM, 33 uM, 66 pM, 132 pM, 264 uM, 528
uM ve 1056 uM konsantrasyonlarinda luminol ¢6zeltisi ile 24 saat siiresince muamele
edilmistir. Pozitif kontrol olarak H202 kullanilmistir. Solvent kontrol ise kullanilan

hazir luminol kitindeki ¢0zlici maddedir.

Klonojenik test sonucu sayilan kolonilerden elde edilen veriler kontrol grubu ile

karsilastirilarak test gruplarindan elde edilen canlilik yilizdeleri belirlenmistir. BEAS-
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2B saglikli akciger hiicrelerinde luminol i¢in IC50 degeri 153,38 uM, R2 = 0,972 olarak

bulunmustur.

Solvent kontroliin biiyiime kontrol ile kiyaslanmasi sonucu istatistiksel olarak anlamli
bir degisim gozlenmemistir (p>0.05). Ancak 16,5 uM, 33 UM, 66 puM, 132 uM, 264
UM, 528 pM ve 1056 uM dozlarinin blyume kontrol ile kiyaslanmasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli bir degisim oldugu goriilmistiir (p<0,05). Bu sonugclardan
yola ¢ikarak olay yeri ekibinin kullanildig1 hazir kit ile yapilan hiicre dozlamalarimiza
gore kitin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zlicii maddenin hiicreye herhangi bir sekilde
sitotoksik etki yapmadigi gozlenmistir. Artan katlar seklinde yapilan dozlama
sonuglarina gore ise doz miktariin artmasi ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

sitotoksik etkinin de arttig1 belirlenmistir.

Uygulanan tiim dozlara kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile ikili kiyaslama
yapildiginda en yiiksek 2 doz olan 528 uM ve 1056 uM arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0.05). 1056 uM'lik doz yapilan 6n denemeler sonucu
hlcrelerin koloni olusturabildikleri en yiiksek doz olarak tespit edilmis ve onun

tizerindeki dozlarda herhangi bir koloni gézlenmemistir.

Komet testi bulgular1 igerisinden Kuyruk uzunlugu (K.U.) (um), Kuyruk %DNA
(K.%DNA) ve Olive Kuyruk Momenti (OTM; Olive Tail Moment) parametreleri
degerlendirilmistir. Komet testi icin Luminol ile BEAS-2B hiicre hatlarina 0 pM , 16,5
MM, 33 M, 66 pM, 132 uM, 264 pM, 528 uM ve 1056 pM konsantrasyonlar ile 24

saat muamele edilmistir.

K.U., Kuyruk %DNA ve OTM degerlerinin istatistiksel analizi Mann-Whitney U testi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kuyruk uzunlugu bakimindan tiim doz gruplar: kendi aralarinda karsilastirilmis ve doz
artisinin  Kuyruk uzunlugu degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi
belirlenmistir (p<0,001). Biiylime kontrol ve solvent kontrol da kendi aralarinda

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). Blylme
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kontrol ve solvent kontroliin arasinda Klonojenik test sonuglarina gore herhangi bir
sitotoksik etki farki gozlenmezken, genotoksik olarak solvent kontrolln de istatistiksel

acidan anlamli bir zarar verdigi tespit edilmistir.

En yiiksek iki doz olan 528 uM ve 1056 uM kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile
analiz edildiginde 1056 uM dozunun neden oldugu artis istatistiki olarak anlaml
degildir (p=0.014). Klonojenik test 6n denemelerinde bulunan en ylksek doz olan 1056
uM dozu Komet testi i¢in de en yliksek doz kabul edilmis ve daha yiiksek

konsantrasyondaki dozlar i¢in bir Komet denemesi yapilmamastir.

Buyime Kontrol grubunda kuyruk uzunlugu degeri 6,04 pm + 2,25 olarak
belirlenmistir. Solvent kontrol grubunda 7,71 + 2,07, Pozitif kontrol (H202) grubunda
ise 66,99 + 26,18 olarak belirlenmistir. 16,5 pM; 33 uM; 66 pM; 132 uM; 264 uM,;
528 UM ve 1056 pM uygulamalarinda ise sirasiyla 17,32 + 10,65; 35,87 + 22,89; 53,21
+ 30,56; 70,52 + 28,21; 86,49 = 25,47; 94,76 + 21,59 ve 102,61 = 15,99 olarak

belirlenmistir.

Kuyruk %DNA bakimindan tiim doz gruplar kendi aralarinda karsilastirilmis ve doz
artisinin kuyruk %DNA degerini, genel olarak ele alindiginda istatistiki olarak anlamli
diizeyde yiikselttigi belirlenmistir (p<0,001). Biyime kontrol ve solvent kontrol da
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir

(p<0,001).

132 uM ve 264 puM dozlarmin kendi aralarinda test edilmesi sonucu kuyruk %DNA
daki artigin anlamsiz oldugu goriilmiistiir (p=0.153). En yiiksek iki doz olan 528 uM ve
1056 uM da kendi aralarinda Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde 1056 pM
dozunun neden oldugu artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi belirlenmistir.

(p>0.05).
Buyume Kontrol grubunda %DNA degeri 3,48 + 1,91 olarak belirlenmistir. Solvent

kontrol grubunda 6,13 £ 5,93, Pozitif kontrol (H202) grubunda ise 53,71 + 22,11
olarak belirlenmistir. 16,5 pM; 33 uM; 66 pM; 132 pM; 264 pM; 528 pM ve 1056 pM
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dozlarinda ise sirasiyla 10,23 + 6,98; 25,01 + 14,28; 42,55 + 21,44; 55,47 + 20,47;
59,39 +17,83; 72,81 + 15,22 ve 73,05 + 14,59 olarak belirlenmistir.

Olive kuyruk momenti bakimindan tiim doz gruplar: kendi aralarinda karsilagtiriimis ve
doz artisinin OTM degerini istatistiki olarak anlamli diizeyde yiikselttigi belirlenmistir
(p<0,001). Biiytime kontrol ve solvent kontrol da kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). 528 uM ve 1056 UM da kendi
aralarinda Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde 1056 uM dozunun neden oldugu
OTM artisinin istatistiki olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. (p>0.05).

Buyime Kontrol grubunda OTM degeri 0,81 = 0,41 olarak belirlenmistir. Solvent
kontrol grubunda 1,36 = 0,55, Pozitif kontrol (H202) grubunda ise 27,19 + 15,11
olarak belirlenmistir. 16,5 puM; 33 uM; 66 uM; 132 puM; 264 uM; 528 uM ve 1056 pM
dozlarinda ise sirasiyla 3,19 + 3,09; 10,21 + 8,39; 20,81 + 15,76; 29,53 £+ 16,09; 36,06 +
14,82; 44,31 + 13,08 ve 48,99 + 12,28 olarak belirlenmistir.

Elde edilen bulgular 1s18inda olay yeri ekiplerinin hazir kit halinde kullandig:
Luminol'un BEAS-2B saglikl1 akciger epitel hiicreleri iizerinde doz artisina bagl olarak
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin de arttigi gdzlenmistir. Luminole alternatif olarak
kan ile tepkimeye girip ayn1 kemiliiminesant ozellikleri gosterebilen fakat insanlara
sitotoksik ve genotoksik acidan zarar vermeyen baska kimyasallarin kullanilmasinin

daha saglikli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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	ÖZET
	Bu çalışmada Tri-Tech Forensics markalı Luminol Blood Detection Reagent Spray Kiti kullanılmıştır. Olay yeri ekibi kit içindeki katı maddeyi sıvının içine karıştırdıktan sonra spreyleme başlığını takarak ürünü kullanıma hazır hale getirmektedir.
	Çalışmadaki deneylerde kullanılacak miktar belirlendikten sonra çözeltiler steril 15'lik tüplerde hazırlanıp hücre kültürlerine uygulanmıştır.


