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SILINMIiS KAN LEKELERININ GORUNTULENMESINDE
YENI LUMINOL KARISIMLARININ HAZIRLANMASI VE DNA
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Sugun aydinlatilmasinda kriminal uzmanlaria yardimci en dnemli delillerin basinda
kan ornegi gelmektedir. Ancak suc islendikten sonra olay yerinde bulunan kanin
temizlenmesi sugun tespit edilmesini zorlastirmaktadir. Bu yiizden uzmanlar olay
yerinde birakilan kan 6rnekleri iizerinde yapilan arastirmalara biiyiik 6nem vermislerdir.
Ozellikle silinmis kan tespitinde kullanilan ¢ok sayida test kitleri mevcut olmakla
birlikte yaygin olarak luminol, hemascein ve bluestar kullanilmaktadir. Belirtilen
kitlerde reaksiyon hidrojen peroksit (H,O,) ilavesi ile ger¢ceklesmektedir. Reaksiyon
sirasinda hidrojen peroksitin DNA yapisina zarar verdigi, ortamda bulunabilecek diger
maddelerle de tepkime verebildigi bilinmektedir. Bu sebeple calismada DNA iizerine
hasar olusturabilecek etkilerin azaltilmasi ve girisim sorunlarinin neler oldugunun
belirlenmesine yonelik c¢aligmalar planlandi. Kullanilan kitler kemiluminesans
prensibine gore bilgi vermektedir. Luminol ¢ozeltisi hazirlanirken kemiluminesans
sliresinin istenilen stirede olmast ve H,O,> in DNA iizerine etkisinin azaltilmasi amacina
yonelik optimizasyon caligmasi yapilarak uygun reaktifler ve miktarlar1 belirlendi.
Hazirlanan yeni luminol ¢ozeltisinin DNA {izerine etkisi diger olasi kan testi kitleri
(Weber tarafindan belirtilen luminol ¢6zeltisi, hemascein ve bluestar) ile karsilastirildi.
DNA {izerindeki etkisi elektroforez ve spektrofotometrik olarak incelendi. Ayrica siit,
ayran, patates suyu, domates suyu gibi girisim sorunlarina neden olabilecek sivilarla
denenerek de girisim etkileri arastirildi.

Anahtar Kelimeler: DNA, Kemiluminesans, Silinmis kan, Kriminal, Luminol,
Bluestar, Hidrojen peroksit

2013,ix+61 sayfa
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ANALYTICAL APPROACHES FOR PREPARING
OF NEW LUMINOL MIXTURES IN THE MONITORING
OF BLOODSTAINS AND DECREASE THE EFFECT ON DNA

Mehmet YILMAZ
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Belgin 1ZGi

Blood is one of the most important evidences which help the criminal specialists solve
the crime. However, it is difficult to identify the blood after cleaning at the scene of the
crime. For this reason, specialists have attached great importance to the blood samples
investigations at crime scene. As well as there are a great number of blood test kits
especially identify the cleaned blood, luminol, hemascein and bluestar are used
commonly. The reaction of mentioned kits is occur addition of hydrogen peroxide
(H20,). It is known that hydrogen peroxide is damaging the structure of DNA during
the reaction and also react with other substances in the working medium. For this
reason, the study is planned to decrease the effect of DNA damage and determine the
interference problems. The kit which is used give information on the principle of
chemiluminescence. While preparing of luminol solution, the appropriate reagents and
its amount are identified via optimization conditions of period of chemiluminescence
time and less damage effect of peroxide on DNA. The effect of this newly prepared
luminol solution on DNA is compared with other blood test kits (luminol solution which
is indicated by Weber, hemascein and bluestar). Effect on DNA is examined by
electrophoresis and spectrophotometric. In additionally, interference effects of milk,
buttermilk, potato, tomato juice and hypochlorite are investigated on the new prepared
luminol solution.

Key Words: DNA, Chemiluminescence, Cleaned blood, Criminal, Luminol, Bluestar,
Hydrogen peroxide

2013,ix+61 sayfa
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TESEKKUR

Kriminalistik kan analizleri gibi ¢alisma alaninin ¢ok genis oldugu ve c¢ok sayida
konusunda uzman olan kisilerin yardimina ihtiya¢ duyuldugu bir alanda tez ¢aligmasi
yapmanin zorluklarmi yasadim. Ancak tez calismamda pek cok kisinin yardimlarini
benden esirgememeleri bu zorluklarin istesinden gelmemi sagladi. Calismamin
basindan sonuna kadar bana desteklerini esirgemeyen pek ¢ok kisiye minnettarim.

DNA analizleri gibi higbir tecriibemin olmadigr bir alanda yardimlarini benden
esirgemeyen Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'ndan Dog¢.Dr. Giilsah
CECENER ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans derslerine katilmamda bana karsi ¢ok biiylik sabir gosteren ve bana
yardimlarin1 esirgemeyen Bursa Jandarma Kriminal Laboratuvar Amirligi’nden
J.Albay Mesut DEMIRAG ve J.Albay M.Cem Er ile isyeri arkadaslarima siikranlarimi
sunarim.

Her ne zaman biyoloji alaninda bir bilgiye ihtiyacim olsa imdadima kosan Ankara
Jandarma Kriminal Daire Baskanhigi’'nda gorevli Biyolog Baris KAYDIRAK’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli hocam ve tez damsmanim Dog.Dr.Belgin 1ZGI’ye bana ayirmis olduklari
degerli zamanlar ve destekleri i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica siirekli arkamda duran ve desteklerini esirgemeyen aileme sonsuz sevgi ve
stikranlarimi sunarim.

Mehmet YILMAZ
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
0t Yiizde

T PP Derece

O e Santigrat derece
e Dalga boyu

S ettt ettt s Saniye
e Gram

1107 ST Miligram
01 Nanogram

Litre
ML, Mililitre
L Mikrolitre

10101 D PPN Nanometre
M. Molar

Kisaltmalar Aciklama

DNA. . Deoksiriboniikleik asit
RNA. ..o Riboniikleik asit

A Adenin
G Guanin
T Timin
e Sitozin

VNTR ..o Variable number tandem repeats
RFLP ..o Restriction fragment length polymorphism
RE....oo Restriksiyon enzimleri
PCR...ooi Polimeraz Chain Reaction
STR e, Short tandem repeats

ROS .. Reaktif oksijen tiirevleri
HPLC......... Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi
GC.ri Gaz kromotografi
NMR...oo Niikleer manyetik rezonans
OD.iiic Optik Dansite
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1. GIRIS

Kanin tespit edilmesi ve incelenmesi, ¢ok uzun zamandan beri sug¢ yerinin
aragtirilmasinda 6nemli bir yer tutmustur. 1220 yilinda, Alman ortak kanunu olarak
bilinen Sachsenspeigel’de olay yerinde bulunan kanin varligi sug delili olarak kayitlara
geemistir. Sir Arthur Conan Doyle’un iinlii romani “A Study in Scarlet”’in kahramamn
Sherlock Holmes, romanda olayin ¢oziimiinii kanin tespiti tizerine kurmustur. Bunun
sonucu olarak su¢ arastirmasi ve kan delili arasinda iliski kurulmasi ihtiyaci dogmus ve
kan lekesi gelistirme teknikleri bulunmaya baslanmustir. {1k olarak 1853 yilinda Ludwig
Teichman hemoglobinin varligmin tespiti i¢in mikroskobik kristal tabanli test
gelistirmistir. Bu gelisme Hollandali ve Alman Arastirmacilara yol gdsterici olmus ve
1895 yilinda Eduard Piotrowski, darbe ile olusan kafa yaralanmasi sonucu ¢ikan kanin
merkezi, sekli, yonii ve dagilimi arasinda bir iliski kurmus ve kitabinda yayinlamistir.
Bu kitap, kapsamli deneylerle desteklenmis, farkli etkiler sonucunda olusan farkli
tipteki kan lekelerinin yonii detaylandirilmistir. 1901 yilinda Profesor A. Florence, olay

yerinde si¢rama ve damlamayla olusan kan lekelerini siniflandirmistir.

Kan lekesini algilama kapsami arttik¢a, kanin hayvan kani mi yoksa insan kant mi
oldugunun ayirt edebilecek testlere ihtiya¢ duyulmustur. Karl Landsteiner tarafindan
1900’ 1i yillarin basinda insan kan gruplarinin kesfedilmesi bu sorunun ¢dziilmesinde
cok yardimct olmustur. Bu kesif Landsteiner’e 1930 yilinda Nobel odiilii
kazandirmistir. Onun kesfi kan analizi i¢in tamamen yeni bir yaklasima yol agmis ve
sonunda Lewis, Kell, Duffy ve Kidd kan grubu sistemlerinin farkliliklarin1 ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte bu sistemin kan analizleri i¢in bazi eksik yonleri vardi.
Maurice Muller kan tiirleri arasindaki farkliliklar i¢in antikor-antijen diflizyon testini
kullanmigtir. 1915 yilinda ise Leone LATTES kurumus kanin, kan tipi analizleri i¢in bir
tuzlu soliisyon gelistirmistir. Ilerleyen yillarda kan lekesinin yerinin belitlenmesi ve
incelenmesi i¢in yontem ve sistemler artmaya devam etmis, Culliford, “Kriminal
laboratuarinda kanin cinsi ve incelenmesi” isimli kitabin1 yazmig ve yaymnlamigtir. Bu
kitap kan lekesinin incelenmesinde yeni metotlarin gelisimine yardime1 olmustur. 1955
yilinda kan lekesi analizleri mahkemede delil olarak kabul edilmistir. Dr.Paul KiRK,
Sam SHEPPARD’1 mahkemede savunmustur. Savunmasinda magdurun ve saldirganin

konumlarin1 kullanmis, dayak sonucu olusan kan lekelerinin sekillerinden saldirinin sol



elli bir kisi tarafindan yapildigin1 ispatlamistir. Sam SHEPPARD ise sag elini
kullanmaktaydi. 1984 yilinda Sir Alec JEFFREYS ilk DNA profilleme testini
gelistirmis ve boylece kan lekelerinin 6nemi daha da artmistir. Bu DNA profilleme testi
sayesinde 1986 yilinda ingiltere’de bir katil tespit edilmistir. 1987 yilinda, DNA’nin
davalarda kabul edilebilirligine New York’ta ilk kez itiraz edilmistir. Bu durum adli
bilimde bir revizyon baglatmis ve akreditasyon, standartlasma ve kalite kontrol gibi
gereksinimler ortaya cikmistir. Bu revizyon ve onun etkileri giiniimiizde de devam
etmektedir. Kan lekelerinin bulunmasi ve analiz edilmesi c¢alismalar1 hala devam

etmektedir (Lowis 2011).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kriminal

Gliniimiizde yasanan bilimsel ve teknolojik gelismeler, bireyin ve toplumun yasamini
stirekli bir bi¢imde etkilemekte ve degistirmektedir. Artik, gegmisten giiniimiize uzanan
pek c¢ok anlayis biciminin mevcut yapist ve niteligini koruyarak gelecege
taginamayacagi diisiincesi bilimsel ortamlarda kabul edilmekte ve bu yonde
calisilmaktadir. Hizla gelisen teknoloji su¢ ve suglularla daha profesyonel diizeyde

miicadele etmeyi ve delilden sugluya gitmeyi zorunlu hale getirmistir.

Yasa dis1 bir fiil meydana geldiginde, olay yerinde ceset dahil bir ¢ok gozle goriinen ve
goriinmeyen, fiziksel-kimyasal ve biyolojik delil bulunmaktadir. Olay yerindeki higbir
bulgu, incelemeye gelen olay yeri inceleme ekiplerine olayin mahiyeti veya faili

hakkinda bilgi vermezler.

] ,t..l T
L i

Sekil 2.1. Olay yeri Incelemesi.

Olay yerinde bulunan sessiz tanik veya delillere soru soruldugunda cevap vermezler.
Failin kim oldugunu, delillerin nerelerde bulundugunu ac¢iklamazlar. Hukuk sistemimiz
serbest delil sistemini kabul etmistir. Bu nedenle olay yerinde veya olayla ilgili her sey

delil olabilir. Olay yeri incelemesinin olayin meydana geldigi anda basladig1 gergegi ve



en ¢ok elde edilen iz ve delillerin olay yerlerinde ¢iplak gozle goriinmeyen bulgulardan

tespit edildigi yapilan istatistiklerden anlasilmaktadir.

Sekil 2.2. Olay yerinden bulgularin toplanmasi.

Olay yerinde bulunan ve olayin ¢odziimiinde en ¢ok yararlanilan iz ve bulgular olan
bireysel tanimlayici izler (parmak izi, avug izi, ¢iplak ayak izi, kulak izi, alin izi, eskali
ve dis izi), viicut sivilart (kan, tiikriik, burun akintisi, géz yasi, ter gibi sivilarin yani
sira, kil, doku pargasi, kepek ve dokiintiiler, tirnak vb) ile olay yerinde bulunan degisik
fiziksel ve kimyasal bulgular (metal parcalari, alet izleri, ayakkabi izi, oto lastik izi,
lifler, cam parcalari, toprak analizi, polen ve sporlar, bocek incelemesi, ¢esitli dokiiman
ve yazili belgeler, svaplar, balistik ve diger sesli ve goriintiilii kayitlar) gibi bulgular

olayr aydinlatmada yararlanilan 6nemli bulgulardir.

Bulgularin olay yerlerinde gelismis teknolojik ara¢ ve teknikler ile tecriibeli uzman
personel vasitasiyla usuliine uygun yapilacak inceleme neticesinde, olayin ¢oziimii

kolaylasacaktir (Kaygusuz 2002).

Jandarma genel komutanligi kaynaklarina gore kriminal laboratuvarlari, uzmanlik
alanlarina giren idari sorusturma veya adli sorusturma ve kovusturmalarda, savcilik ve

mahkemeler, Jandarma genel komutanlig1 ve bagli birimleri, sahil giivenlik komutanlig1



ve bagl birimleri, askeri birimler ile adli gorevlerle ilgili olarak Emniyet genel
midiirliigii merkez ve tasra teskilat1 birimleri tarafindan elde edilen ve ilgili muhakkik,
savcl veya hakimin yazili oluru alinarak génderilen bulgulari, yapilan inceleme talepleri
dogrultusunda degerlendirir ve sonucu rapor halinde dogrudan talepte bulunan birime
gonderir. Ayrica, mevzuatla verilen gorevler kapsaminda konusuyla ilgili rapor diizenler

(Anonim 2012a).

2.2. Kanin Yapisi ve Kan Analizlerinin Onemi

Siddetin s6z konusu oldugu her olayda kan lekelerinin varligir kaginilmazdir. Olayin
aydimlatilmasinda oldukg¢a degerli veriler saglayan ve sorusturmaya yon veren kan
lekelerinin karsilastirmali analizleri sonucunda sanigin kimliklendirilmesi de miimkiin
olabilmektedir. Kan lekelerinin 6nem arz ettigi bir diger konu kan lekeleri model analizi
olup, gelismis iilkelerde bu ydntemden yillardir yararlanilmasina karsin lilkemizde

ancak son zamanlarda ilgi gérmeye baslamistir.

Biyolojik delil olarak olay yerinde bulunan Iekelerden hangisi ya da
hangilerinin kan lekesi oldugunun tespiti, olay yeri incelemesi ve biyolojik
delil toplanmasi siirecinin O6nemli bir basamagini olusturmaktadir. Kan
lekesi oldugu diisiiniilen lekeler iizerinde yapilacak olan DNA analizi gibi
ileri incelemeler  olduk¢a pahali incelemeler oldugundan bu lekelerin
gergekten kan lekesi olup olmadiklarinin  tarama testleri  (olasilik
reaktifleri) ile tespiti sonraki c¢alismalar agisindan 6nem kazanmaktadir.
Bu nedenle, lekenin tiirii hakkinda karar verilmesini saglayan ve sonraki
basamaga gecisi belirleyen bu tarama testlerinin giivenilirligi de Onem

kazanmaktadir (Biiyiik 2006).

2.2.1. Kanin yapisi

Tirk Kizilayr Kan Hizmetleri Genel Midirligii kaynaklarmma gore kan; gecmisten
giiniimiize saglik ve yasamin temel simgesi olarak goriilmiis, modern tipta “tek kaynagi
insan olan yagsamsal bir ilag” olarak kabul gérmektedir. Kalbe gelen kan pompalanarak,
damar i¢inde yol alir. Kan; damarlarimizda dolasarak viicuttaki tiim hiicrelere besin ve
oksijen tasir. Hormonlarin tasinmasi, hastalik etkenleriyle (viriis, bakteri v.b.) savas,

pihtilasma gibi bir¢ok konuda da gorevlidir. Ayni zamanda hiicreler tarafindan



olusturulan karbondioksit, atik ve zehirli maddeleri de hiicrelerden alarak ilgili

organlara tagir.

Sekil 2.3. Kan ve kan hiicrelerinin yapisi.

Normal bir insanda 5000-6000 mL (5-6 litre) kadar kan bulunmaktadir. Ortalama viicut
agirliginin % 8’ini olusturur.

Kanin;

* % 40-50's1 hiicrelerden,

* % 50-60°1 s1v1 kisim olan plazmadan,

meydana gelmektedir (Anonim 2012c).

2.3 Adli Leke incelemesi

Adli leke incelemesi 5 asamadan olusmaktadir.

1. Delilin toplanmas1 ve gorsel incelenmesi

2. Olasi test taramasi (leke kan midir?)

3. Onay testi (lekenin kan oldugunun kesinlestirilmesi)
4. Kanin kékeninin belirlenmesi (insan kan1 midir?)

5. Kanin kimliklendirilmesi (kan kime ait dir?)
(Linville 2005).

2.3.1. Delilin toplanmasi ve gorsel incelenmesi

Olay yerinin incelenmesinden sonra elde edilen delillerin, olay yerinde yada

laboratuvarda incelenmesinin ilk basamagi gorsel incelemedir.



Sekil 2.4. Laboratuvar ortaminda delillerin incelenmesi.

Bir olay yerinden elde edilen biyolojik deliller iizerinde basarili DNA analizi yapma
yetenegi, hangi ¢esit orneklerin toplandigina ve onlarin nasil korunduguna baglhdir.
Boylece, toplama ve bu gibi delilleri belgeleme de kullanilan teknik, toplanan delilin
tipi ve miktari, delili kontrol altinda tutma ve paketleme sekli ve delilin nasil korunmasi

gerektigi, bir adli DNA test programi i¢in kritik noktalardan bir kagidir.

DNA delili uygun sekilde korunmaz ise, delil bozulabilir veya 6zelligini kaybedebilir.
Bu etmenlerden herhangi biri, DNA test programini 6nemli derecede etkileyecektir.
DNA delilini toplama, paketleme ve saklama, delilin kat1 veya sivi olma durumuna
baglidir. Delilin paketlenmesi ve saklanmasi, delilin laboratuvara gelinceye kadar

biitlinliigiinii kaybetmesine engel olur (A¢ikgdz ve Ark. 2002).

2.3.2. Olasi test taramasi (leke kan midir? )

Olast test taramasi kitleri siklikla kullanildig1 yerler gz oniine alinarak iki ana baslik
altinda gosterilebilir.
1. Gozle goriilen kan lekesi i¢in test kitleri.

2. Silinmis kan lekesi icin test kitleri.



OLASI TEST
KITLERI

GOZLE GORULEN SILINMiS
KAN LEKESI iGIN KAN LEKESI iGIN
TEST KITLERI TESTKITLERI

\ 4 \ 4
Peroksidaz 6zelligi gosteren Fe(Il) iyonlarinin katalizorliigiinde,
hemoglobinin tespiti kemiliiminesanla goriiniir renk
temeline dayanmaktadir. degisikliginin olusmasi temeline
davanmaktadir.

Sekil 2.5. Olast test kitlerinin ¢alisma prensibi.

Gozle goriilen kan lekesi igin test kitlerinin ¢alisma prensibi, peroksidaz ozelligi
gosteren hemoglobinin tespiti temeline dayanmaktadir. Cok sayida test kiti bulunmakla
birlikte en ¢ok kullanilan test kitleri Fenolftalein (Kastle Meyer Reaktifi), benzidin,
tolidin, tetrametilbenzidindir (Linville 2005).

Cizelge 2.1. Gozle goriilen kan lekesi i¢in kullanilan test kitlerinin genel 6zellikleri.

. . . . ISONUC
KIMYASAL iSMi TESTIN TEMELI . INOT
RENGI
FENOLFTALEIN PEROKSIDAZ PEMBE | SAGLIGA ZARARSIZ VE
(KASTLE MEYER AKTIVITESI RENK EN COK KULLANILAN
REAKTIFI) (KATALITIK) YONTEMDIR
PEROKSIDAZ MAVI
. . ) KANSEROJEN
BENZIDIN AKTIVITESI RENK
(KATALITIK)
PEROKSIDAZ )
. . . MAVI KANSEROJEN
TOLIDIN AKTIVITESI
o RENK
(KATALITIK)
TETRAMETIL PEROKSIDAZ MAVI AZDA OLSA
BENZIDIN (TMB) AKTIVITESI RENK KANSEROJEN
(KATALITIK) ETKISI VARDIR




2.3.2.1. Fenolftalein (Kastlemeyer reaktifi)

HO

HO
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9 304 H_)_Oz
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c—OH c—O

I I
O O

Indirgenmis fenolftalein Fenolftalein
(Renksiz) (Pembe)

Sekil 2.6.Hemoglobin ve peroksit tarafindan indirgenmis fenolftaleinin ylikseltgenmesi.

Bir saat cami veya tiip i¢cine konulmus bir ka¢ damla leke soliisyonunun iizerine, dnce
bir iki damla reaktif, sonra da ayni miktarda hidrojen peroksit damlatildiginda, bir kag
saniye i¢inde acik kirmizi—-pembe renk meydana gelmesi, lekenin kan lekesi oldugu

ihtimalini gdsterir (Anonim 2010).

2.3.2.2. Benzidin ve tetrametilbenzidin
HalM

HN NH, )

MH2
Benzidin Tetrametilbenzidin

Sekil 2.7. Benzidin ve Tetrametilbenzidin molekiilleri.

Reaktif damlatildiktan hemen sonra yesil, 10 dakika sonra mavi bir rengin meydana
gelmesi lekenin kan lekesi oldugu ihtimalini gosterir. Benzidin testi, yillardan beri adli
tip laboratuvarlarinda lekenin kan lekesi olup olmadiginin arastirilmasinda biiytik bir
giivenle kullanilmistir. Ancak giiniimiizde, bu reaktifin kanserojenik 6zellikleri olmasi
nedeniyle bazi iilkelerde yasaklanmistir. Bu sebeple benzidin testinin yerine gegecek bir

test arastirilmis ve tetrametilbenzidin kullanilmaya baslanmistir (Anonim 2010).



2.3.2.3. Tolidin

Esit miktarda ¢alisma soliisyonu ve hidrojen peroksit karistirilarak ya tiipteki leke
ekstratinin, ya da siizge¢ kagidina emdirilen leke ekstratinin {istiine damlatilir. Yesil

veya mavi rengin meydana gelmesi, pozitif sonug olarak yorumlanir (Anonim 2010).
Silinmis kan lekesi igin test Kkitlerinin ¢aligma prensibi, Fe(Il) iyonlarimin
katalizorliigiinde, kemiliiminesanla goriiniir renk degisikliginin olusmasi temeline

dayanmaktadir. Silinmis kan lekesi test kitleri Luminol, Bluestar ve Hemasceindir.

Cizelge 2.2. Silinmis kan lekesi i¢in kullanilan test kitlerinin genel 6zellikleri.

KIMYASAL . . ISONUC
o TESTIN TEMELI T INOT
iSMi RENGI
KEMILUMINESANS|MAVi
_ KANSEROJEN
LUMINOL RENK
DNA

MAVI |ANALIiZLERINi
RENK |OLUMSUZ
ETKILEMEKTEDIR
DNA

YESIL |ANALIiZLERINi
RENK |OLUMSUZ
ETKILEMEKTEDIR

BLUESTAR KEMILUMINESANS

HEMASCEIN |FLORESANS

2.3.2.4. Luminol

Test soliisyonu lekeli giysi veya kumasin iizerine karanlik odada atomizer ile spreylenir.
Parlak mavi bir goriinlimiin ortaya c¢ikmasi, kuvvetle lekenin kan lekesi oldugunu

gosterir.
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Sekil 2.8. Olay yerinde silinmis kana luminol uygulamasi yapilarak goriinlir hale

getirilmesi.

Luminoliin kan tizerine sikildiginda verdigi rengin temeli kemiluminesans denilen olaya
dayanir. Burada luminol maddesi, hidrojen peroksit ile birlikte kan oldugu tahmin
edilen bolgeye sikilir ve eger kan kalintilari varsa, kandaki hemoglobinin Fe(II)
iyonlar1, luminol’un hidrojen peroksit ile yiikseltgenmesi tepkimesini katalizleyip,
luminol’un, aminoftalat’a yiikseltgenmesini saglamaktadir. Olusan yiiksek enerjili
aminoftalat enerji fazlaligindan disariya foton yani 151k yayarak kurtulmaktadir

(Anonim 2010).

2.3.2.5. Bluestar

Bluestar, luminoliin bir tiirevidir. Diger olas1 kan testlerinden daha hassas ve daha
siddetli 151k yayan bir reaktiftir. 1/1000°in iizerinde seyreltilmis kan {iizerinde
kullanilabilmektir. Hidrojen peroksitle karistirilarak kan lekesi oldugu tahmin edilen
bolgeye sikilir. Karanlik ortamda bu karisim, hemoglobinde bulunan hem niikleosuyla
etkilesime girdiginde 420-440 nanometrede gozle goriilebilen kemiluminesans tabanl
151k yayar. Diger olasi kan testlerinden daha hassas ve daha siddetli 151k yayan bir
reaktiftir. Ayrica arka plan renginin koyu olmasi durumunda bile ¢ok iyi sonug
vermektedir. Ortamin ¢ok karanlik olmasi gerekmez. Ayni yiizeye birkag kez

uygulanabilmektedir (Watkins ve Ark. A 2006).
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Sekil 2.9. Banyo kiivetindeki silinmis kana bluestar uygulamasi yapilarak goriintir hale

getirilmesi.

2.3.2.6. Hemascein

Hemascein floresans tabanli bir reaktiftir. Hemascein uygulanmis yilizey iizerine
kuvvetli mavi 151k kaynagi uygulandiginda, yesil 151k yayar. Bu reaktifin en biiylik
avantajlarindan biri uzun raf dmriine sahip olmasidir. Buzdolab1 sicakliginda birkag ay
muhafaza edilebilir. Diger test kitlerinden bir farki da yanmis kan lekeleri lizerinde daha
etkin  kullanilabilmesidir. Yanmig kan lekesi iizerinde de etkili olarak

kullanilabilmektedir (Bilous veArk. 2010).

12000

10000 \
= 8000 \ HEMASCEIN
= e \ BLUESTAR
= .
"_8 4000 S v (MAVI)
78 RN .
~ 2000 LUMINOL
) . ‘x_ . (KIRMIZI)

o e0 120 130 240 300

Zaman (saniye)

Sekil 2.10. Yanmis kan lekesi {izerine uygulanan test kitlerinin zamana kars1 151k

siddetlerinin grafigi.
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HEMASCEIN’

Sekil 2.11. Olay yerinde silinmis kana hemascein uygulamasi yapilarak goriiniir hale

getirilmesi.

Barksdale (2009) tarafindan sekil 2.12° de verilen veriler bildirilmistir.

LUMINOL BLUESTAR HEMASCEIN
> Hazirlanmast zaman > Luminoliin bir > Hazirlanmas
almaktadir. tirevidir. kolaydir.
> Yiiksek hassasiyete >Yﬂksek hassasiyete > Cok az karanlik bir
sahiptir. sahiptir. ortam yeterlidir.
>I$1k emisyon stiresi >1psan ng.ghgma zararl >I$1k emisyon siiresi
kisadir. luminole gore daha azdir. cok uzundur.
> Karanlik bir ortam » Karanlik bir ortam > Raf dmrii uzundur.
gerekmektedir. gerekmektedir.

) > Raf e > Diisiik hassasiyete
> insan sagligina Raf 6mrii kisadir. sahiptir.
zararhdir.

Sekil 2.12. Silinmis kan lekesi i¢in kullanilan test kitlerinin avantaj ve dezavantajlari.

2.3.3. Onay testi (lekenin kan oldugunun kesinlestirilmesi)

Olay yerinde bulunan lekenin kan olup olmadiginin kesinlestirilmesi i¢in en ¢ok

kullanilan testler Teichman ve Takayama testleridir.

13



2.3.3.1. Teichman testi

» Kiigiik miktarda kan mikroskop lamina alinir.
» Klorid ve asetik asit eklenir.

» Kiristaller mikroskopla incelenir (Stuart ve Ark. 2005).

HEMOGLOBIN

KLORID

HOAC

(Hemin)

Sekil 2.13. Teichman testi ve kanin mikroskopta goriiniimii.

2.3.3.2. Takayama testi

» Kiigiik miktarda kan mikroskop lamina alinir.
» Sodyum Hidroksit ve Piridin eklenir.
» Kristaller mikroskopla incelenir (Stuart ve Ark. 2005).

HEMOGLOBIN~
NaOH

GLUKOZ

PYRIDINE )

(Hemochromogen)

Sekil 2.14. Takayama testi ve kanin mikroskopta goriiniimii.
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2.3.4. Kanin kokeninin belirlenmesi (insan kan1 midir?)
2.3.4.1. Cokelme testi

Tavsana insan kani enjekte edildiginde tavsan insan kanina karst antikor iiretir.
Tavsandan elde edilen bu antikorlar olay yerinden elde edilen bir kanin insan kani olup
olmadiginin aragtirilmasinda kullanilir. Bir tiipiin igerisine tavsandan elde edilen insan
antikoru konur. Daha sonra bunun {izerine olay yerinden elde edilmis kan konur. Eger

kan insan kani ise antijen ve antikor arasinda bir ¢okelti olusur (Yang 2011).

Antjen
1 » (insan kani)

} Cokelti

Antikor
(insan
antiserumuant

Sekil 2.15. Olay yerinden elde edilen kanin insan kani oldugunun ¢okelme testi ile

belirlenmesi.

2.3.5. Kanin kimliklendirilmesi (Kan kime ait dir?)

Kan analizlerinde bulunan kanin insana ait oldugunu bulduktan sonra kime ait oldugunu
bulmanin adli kimyada 6nemi biiyiiktiir. Bunun i¢cin de DNA’nin analizi yapilmalidir.
DNA analizi yapmak i¢in olay yerinden, magdur ve saniktan biyolojik 6rnekler alinir.

Bu 6rneklerden DNA izole edilir (Anonim 2010).
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2.4. DNA ve DNA Analizi
2.4.1 Niikleik asitler

Niikleik asitler, ilk kez Isvigre’li bir bilim adam1 olan Friederic Mischer tarafindan 1869
yilinda tanimlanmistir. Irin icindeki akyuvarlarda proteinlerden ayr1 olarak, asit
karakterlerde kimi maddelerin varligin1 saptayan arastirici, bunlara niiklein adini
vermistir. Benzer konularda incelemelerini siirdiiren diger bir bilim adami Richard
Altman (1889), asit karakterleri nedeniyle niikleinleri “niikleik asit” olarak
adlandirmistir. Daha sonra bir Alman kimyaci olan Robert Fuelgen (1920), niikleik
asitleri, kendi adi ile amilan spesifik bir boyama yontemi (Fuelgen) ile boyamayi
basarmig, aynt donemde Rockefeller Enstitiisinde Phoebus Levine, niikleik asitlerin

yapisinda bes karbonlu bir seker olan pentozun bulundugunu ortaya koymustur.

Bu ¢aligmalardan sonra 1953 yilinda Watson ve Crick DNA materyalinin ¢ift sarmalli
bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymus ve yine yapilan aragtirmalar sonunda niikleik
asitlerin yapisina iligkin ¢ok degerli bilgiler edilmistir.

Canlilarda iki tiirlii niikleik asit bulunmaktadir. Bunlar;

- Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve

- Riboniikleik asit (RNA) dir (Solak 2006).

2.4.1.1. DNA (Deoksiriboniikleik asit)

EBazlar

Seker-Fosfat
Molekiilleri

DNA Cift Sarmal

Sekil 2.16. DNA’nin yapisi.

Niikleik asitlerin ilk tiirii olan Deoksiriboniikleik asit ¢ift dalli bir yapiya sahip olan bu

molekiilde li¢ temel yapi tas1 bulunmaktadir. Bunlar;
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- Organik bazlar (plirin ve pirimidin bazlar1),
- 5 karbonlu seker olan pentoz,

- Fosforik asit molekiiliidiir (Solak 2006).

2.4.1.1.1. Organik bazlar

DNA’da iki ¢esit organik baz bulunmaktadir. Bunlar;
- Piirin bazlar,

- Pirimidin bazlandir.

Piirin bazlari; DNA’da iki tiir piirin bazi bulunur. Bunlarin biri adenin, digeri guanindir.
Bu bazlar pirimidin tiirevi olarak kabul edilirler. Piirin bazlarinda biri pirimidin, digeri

ise buna birlesmis olarak 5 atomlu bir imidazol halkasi bulunur (Solak 2006).

Pirimidin bazlar; DNA’da iki tip pirimidin bazi bulunmaktadir. Bunlar sitozin ve
timin’dir. Bu bazlar, dért karbon ve iki nitrojenden olusmus tek halkali temel bir yap1
Ozelligi gosterir. Bu yapinin serbest uglarina kimi atom ve atom gruplari baglanarak

pirimidinler olusur (Solak 2006).

2.4.1.1.2. 5 karbonlu pentoz sekeri
DNA’nn yapisinda bulunan 6nemli bir molekiildiir. Bu sekerin ikinci pozisyonunda
bulunan karbon atomuna bagli oksijen olmadigindan 2-deoksi-D-riboz olarak

adlandirilir. Bu nedenle de, bu niikleik asit tiiriine deoksiriboniikleik asit denmektedir.

2.4.1.1.3. Fosfat molekiilii

Niikleik asitlerin yapisinda bulunan {igiincii yapi tast fosfat molekiilii (H3PO4) olup, hem
DNA ve hem de RNA’da bulunmaktadir (Solak 2006).

2.4.2 DNA profillemesi (DNA Testi)

DNA profillemesi, insanlarin DNA profillerine dayanarak onlarin kimliklerinin tespitini
kolaylastirmak i¢in kulanilan bir tekniktir. DNA profilleri, kisinin DNA'sina karsilik
gelen sifrelenmis numara dizileridir, bunlar kisinin kimlik belirteci olarak da

kullanilabilir.
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Her insandaki DNA dizilerinin %99,9'u ayni ise, iki kisinin ayirt edilmesine yetecek
kadar DNA farklilig1 vardir. DNA profillemesi, kisiden kisiye ¢ok degiskenlik gosteren,
genomda tekrar eden dizileri kullanmir. Bu diziler degisken sayili Dbitisik
tekrarlar (Ingilizce variable number tandem repeats veya VNTR) olarak adlandirilir.

VNTR lokuslari, yakin akrabalik iliskisi olan kisilerde birbirlerine ¢ok benzemektedir.

DNA profilleme teknigi ilk olarak 1985'te Leicester Universitesinden Sir Alec Jeffreys

tarafindan yaymlanmstir.

Islem, kisinin DNA'sindan bir 6rnek almakla baslar. Biyolojik akrabalardan elde edilen

ornekler kisinin profili hakkinda bilgi verir.

Ornek DNA profileme yontemlerinden biri ile analiz edilerek kisinin DNA profili elde
edilir. DNA profili sonra bagka bir 6rneginki ile karsilagtirilarak genetik bir eslesme

olup olmadig1 belirlenir.

DNA profilleme yontemleri
» RFLP analizi

PCR analizi

STR analizi

AmpFLP

Y kromozom analizi

YV V V VYV V

Mitokondri analizi (Anonim 2013a).

2.4.2.1 RFLP analizi

Restriksiyon enzimleri (RE), ¢cok 06zgiil olarak DNA’y1 belirli bolgelerden keserek
genellikle 1.000-20.000 baz ¢iftlik parcalar olusturan enzimlerdir. DNA’nin bu
enzimlerden bir veya birka¢1 ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra etidyum bromiir ile boyanan jelde olusan
DNA bantlarinin yeri ve sayist kiyaslanarak elde edilen cesitlilige “restriction

fragment length polymorphism, RFLP” ad1 verilir.

Yontem  dort temel — adimda gerceklestirilmektedir. Bunlar; DNA’nin
izolasyonu, DNA’nin RE ile kesimi, kesilen DNA’nin elektroforezi ve en son

asamada ise jeldeki DNA parcalarinin goriintiilenmesidir (Yagc1 2009).
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2.4.2.2 PCR analizi

Laboratuvar ortaminda spesifik DNA dizilerinin; primer denilen sentetik oligoniikleotid
diziler yardimiyla ¢ogaltilmasi islemidir. Standart bir PCR protokolii yoktur. Bilesenler
cogaltilacak DNA bolgesinin 6zelliklerine gore degisir.

Klasik PCR analizinde hedef DNA dizisinin her iki ucuna 6zgili spesifik primerler
kullanilarak termostabil DNA polimeraz yardimiyla uygulanan PCR ¢esididir. Daha
sonraki analizler i¢in dongili sayisina gore iistel oranda artan diizeyde {iriin elde edilir

(Caphan 2007).

2.4.2.3 STR analizi

Giiniimiizde kullanilan DNA profillemesi PCR ve kisa bitisik tekrarlara (Ing. short
tandem repeats veya STR) dayalidir. Bu yontemde kisa tekrar eden DNA dizilerine
sahip, son derece polimorfik bolgelere bakilir (en yaygin olarak tekrar eden 4 bazlh
bolgelere bakilir ama 3, 5 ve baska sayida baz tekrarlar1 da kullanilir). Akraba olmayan
kisilerde bu tekrar eden birimlerden farkli sayilarda oldugu igin, bu DNA bdlgeleri
birbirlerine akraba olmayan kisilerin ayirt edilmesinde kullanilabilir. Bu STR lokuslar1
(konumlar1) dizi-spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Elde edilen DNA

pargalar1 sonra elektroforez ile ayristirilir ve tespit edilir (Anonim 2013a).

2.5. Kan Tespitinde Kullanilan Olasi Kan Testi Kimyasallarinin DNA Uzerine
Etkisi

Cheyne (2011) 1:10 ve 1:100 oraninda seyreltilmis insan kani {izerine olas1 kan testi
kitlerini uyguladiktan sonra PCR ile DNA miktarini dl¢tiiglinii ve sekil 2.17 ve sekil

2.18’ de gosterilen sonuglar elde ettigini bildirmistir.
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0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

DNA miktar1 (ng/pL)

0.2

0.1

Sekil 2.17: 1:10 oraninda seyreltilmis kanda olasi1 kan testlerinin DNA iizerine etkisi.

1:10 oraninda seyreltilmis kanda yapilan arastirmada; tiim su, Hemascein, Lumiscence
ve Lumiscence ultra sonrast DNA 6lciilebilmis, Bulestar’in bir 6rneginde ve Grodsky

orneklerinde DNA tespit edilememistir.

0.008 -
0.007 4
0.006 -
0.005 4
0.004 -
0.003 4
0.002 4
0.001

DNA miktar1 (ng/pL)

%, %

0
4,
%
Sekil 2.18. 1:100 oraninda seyreltilmis kanda olas1 kan testlerinin DNA iizerine etkisi.

1:100 oraninda seyreltilmis kanda yapilan arastirmada; tiim 6rneklerde ¢ok diisiik
miktarda DNA tespit edilmis, Hemascein, Bulestar ve Grodsky’ nin bir 6rneginde

digerlerine gore daha yiiksek DNA tespit edilememistir.
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2.5.1. Hidrojen peroksitin (Hzoz) DNA iizerine etkisi

Molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda olusan iiriinlere “reaktif oksijen tiirevleri”
(ROS) denir. DNA ile hidroksil radikallerinin etkilesimi durumunda radikallerin % 80’1
bazlara eklenir ve %20’den daha az bir kismi da seker grubundan bir hidrojen atomu
alir. DNA’da tiim piirin ve pirimidin bazlar1 arasinda guanin oksidasyona daha ¢ok

yatkindir.

ROS’un DNA’da olusturdugu iirlinlerin kimyasal karakterini ve miktarin1 belirlemek
icin, immiinokimyasal teknikler, **P postbeling 6lgiim teknikleri, NMR spektroskopisi,
gaz kromotografi (GC), yliksek basingh likit kromotografi (HPLC) ile radyoaktivite,
absorbans ve elektrokimyasal belirleme yontemleri gibi degisik analitik yontemler genis

bicimde kullanilmaktadir.

Oksijen dort elektron alarak tiimiiyle indirgendiginde su olusur. Eger ardi ardina bir
elektron indirgenmesine ugrarsa biyolojik sistemlere zarar veren reaktif tiirevler olusur.

Hidrojen peroksit kuvvetli bir oksitleyici ajandir. Yavas olarak reaksiyon verme
egilimindedir. Hidrojen peroksit, siiperoksit dismutasyonu sirasinda ya da oksijenin
dogrudan indirgenmesiyle olusur. H,O, giiclii hidroksil radikallerini olusturan Haber-
Weiss reaksiyonunda substrat olarak yer alir. Hidrojen peroksit bir radikal degildir

ancak aktivitesi ve etkisi bakimindan radikallere benzer.

Hidroksil radikalleri en reaktif serbest radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal
hasarinin en 6nemli sorumlularidir. Hidroksil radikalleri, demir gibi metal iyonlar
varliginda siiperoksit radikali ve hidrojen peroksitin reaksiyona girmesiyle olusturulur.
DNA’nin piirin ve pirimidin bazlariyla etkilesime girer. DNA ile hidroksil radikallerinin
etkilesimi durumunda radikallerin %80°1 bazlara eklenir ve %20’den az kismi da seker

grubundan bir hidrojen atomu alir.

Hidroksil radikalleri hasar yapar. Siiperoksit ve hidrojen peroksit ise dogrudan DNA’ da
hasar yapmaz. Siiperoksit radikali, hiicrei¢i demir depolarindan demiri serbest hale
getirir. Ferritin +3 degerlikli demir igerir ve siliperoksit bunu +2 degerlikli demire
dontstiirerek serbest hale gelmesini saglar. Serbest hale gecen demir iyonu Haber-

Weiss reaksiyonu gibi demir bagimli olan radikal {ireten reaksiyonlarda kullanilabilir.
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0," ve H,0,, Fe ve Cu gibi gecis metallerinin varliginda, giiclii bir reaktif olan "OH

tiretimine katkida bulunur.
1 ve 2 numaral reaksiyonlar demir/bakir katalizli Haber-Weiss reaksiyonlari, 3 ve 4

numarali reaksiyonlar ise Fenton reaksiyonlar1 olarak adlandirilmaktadir.

2 - -3+

H202+Fe — OH+OH +Fe ... (1)
-+ - - 2+

HO,+Cu — OH+OH +Cu ... (2)
3+ + 2+

HO, +Fe —HO+H +Fe ... 3)

2+ - 3+
HO +Fe — OH+OH +Fe ... 4)

H,0O; niikleusta Fe iyonlar ile reaksiyona girerek hidroksil radikallerini olustururlar.
DNA c¢ok sayida negatif yiiklii fosfat gruplart icerdiginden, ¢esitli katyonlar1 baglama
yetenegine sahip biiylik bir anyon durumundadir. Fe™* iyonlar1 negatif yliklii DNA ya
stirekli bagli bulunurlar Bu baglanma ile DNA’y1 H,O; in hedefi haline getirirler

(Altuntas 2007).

adenin

I *OH'm atak yapacagi bdlgeler

timin

Sekil 2.19. Hidroksil radikalinin atak yapacagi bolgeler.
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2.5.2. Genetik toksikoloji testleri ve luminoliin toksisite etkisi

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin
DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir ve c¢esitli
ajanlarin ortaya c¢ikardigi genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol
acmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir.

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli
bir iliskinin oldugunun gosterilmesi, genotoksisite testlerinin endiistri kuruluslari
tarafindan kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri

olarak kullanilmas1 sonucunu dogurmustur (Atl ve Ark. 2011).

2.5.2.1. Genetik toksisite testleri

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasinda iligki kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak
kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri; Ames testi, Comet testi,
Kromozom anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve
Mikroniikleus (MN) testidir (Sekeroglu ve Ark. 2011).

2.5.2.2 Luminoliin toksisite etkisi

Luminol diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmasina ragmen saglik kaygilar1 nedeniyle
baz1 Avrupa iilkelerinde kisith olarak kullanilmaktadir. Fareler iizerinde yapilan bir
arastirmada, farelere 1,5-5 mg luminol enjekte edilmis ve her hangi bir yan etkisine
rastlanilmamistir. Kopekler {izerinde yapilan arastirmada ise kopeklere 2,5 mg luminol
enjekte edilmis ve idrar ve sodyum atilmimnin arttii, kan basincimin diistiigi
gozlemlenmistir. (Irie ve ark. 1960-1970)

Luminoliin insanlar iizerindeki toksikolojik etkileri {izerine literatiirde ¢ok fazla bir

calisma bulunmamaktadir. Entegre labortuvar sistemlerinin 1997 yaptig1 bir ¢alismada
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luminoliin insanlar iizerinde yapilan klinik denemelerde her hangi bir yan etkisinin
bulunmadig1 belirtilmis (Tice 1997) ancak laboratuvar ortaminda yapilan caligmalar
luminoliin insan serum albumine baglandig: tespit edilmistir (Buturlakin ve ark. 1975).

Laboratuvar ortaminda Hamster hiicreleri ile yapilan caligmalar, luminolin DNA
tizerine etkisinin laborutuvarlarda ve evde rutin olarak kullanilan (klorofom, asetik asit
ve sakarin gibi) diger kimyasallardan farkli olmadigini gostermistir. (Lee-Chen ve Ark.
1994) Kan arastirmalarinda kullanilan luminoliin DNA’ya zarar vermesinin nedeni
Luminoliin etkisinden c¢ok, luminol c¢ozeltisi icinde bulunan alkali ve ylikseltgen

kimyasallardan kaynaklanmaktadir (Larkin ve Ark. 2007).

2.6. Kemiluminesans

Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi bakimindan
benzerdirler. Bunun bir sonucu olarak, bu iki olay, siklikla daha genel bir terim olan
fotoliiminesans ile ifade edilir. Floresans, floresanstan sorumlu elektronik enerji

aktariminin elektronun spininde bir degisiklik olusturmamasi ile fosforesanstan ayrilir.

Liiminesansin ii¢lincii tipi olan kemiliiminesans, bir kimyasal reaksiyon sonucu olusan
uyarilmig bir tlirlin emisyon spektrumuna dayanir. Bazi durumlarda, uyarilmig tiir,
analit ve uygun bir reaktif (ozon veya hidrojen peroksit gibi kuvvetli bir ylikseltgen)
arasindaki bir reaksiyonun iriiniidiir. Bu durumda sonug, analitin kendisinden c¢ok,
analitin veya reaktifin yiikseltgenme {riiniinlin karakteristik bir spektrumudur. Diger
durumlarda, analit kemiliiminesans reaksiyonunda dogrudan yer almaz; bunun yerine,
analitin bir kemiliiminesans reaksiyonuna olan yavaslatic1 veya katalitik etkisi analitik
parametre olarak is goriir. Kemiliiminesansin analitik kimyaya uygulanmasi bagil olarak

son yillarda gelismistir (Anonim 2012b).

2.6.1. Kemiliiminesans reaksiyonlari

Bir kimyasal reaksiyon, temel haline donerken, 151k yayan veya enerjisini daha sonra
emisyon yapacak baska bir tiire aktaran, elektronik olarak uyarilmis bir tiir verdigi
zaman kemiliiminesans meydana gelir.

= A+B>C*+D

= C*>C+ha
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Kemiliiminesans 6l¢gmeleri i¢in cihaz, oldukca basittir ve sadece uygun bir reaksiyon
kab1 ve bir fotogogaltici tiipten ibaret olabilir; Genel olarak, tek 1sin kaynagi, analit ile

reaktif arasindaki kimyasal reaksiyon oldugundan, dalga boyu secici cihazina gerek

yoktur (Anonim 2012b).

Sekil 2.20. Kemiliiminesans olay1.

2.6.2. Luminol ve kemiluminesans

Luminoliin, liiminesans sergilemesi i¢in, ilk 6nce luminoliin bir oksitleyici ile aktive
edilmesi gerekmektedir. Genellikle hidrojen peroksit ¢ozeltisi (H , O ; ) aktivator olarak
kullanilir. Demir bilesiginin katalizorliigiinde hidrojen peroksit, oksijen ve su

olusturacak sekilde ayristirilir:

2H202—>02+2H2O

Laboratuvar  ortaminda, katalizor olarak genellikle potasyum ferrisiyaniir
kullanilmaktadir. Kanin adli tespitinde ise, katalizor olarak hemoglobinde bulunan

demir kullanilmaktadir.

Luminol, hidroksit tuzu ile reaksiyona girerek bir dianyon olusturur. Hidrojen
peroksitten elde edilen oksijen daha sonra luminol dianyon ile reaksiyona girer. Bu
tepkime iirlinii bir organik peroksittir. Son derece kararsizdir ve azot kaybi olur.
Elektronlar uyarilmis halden temel hale gegerek enerji yayarlar. Bu enerji yayimi mavi

151k seklindir (Anonim 2013b).
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Sekil 2.21. Luminoliin kemiluminesans reaksiyonu.

2.6.3. Analitik problemler (Girisim Sorunlar)

Kan arastirmalarindaki en biiyiik sorunlar;
» Ortamda kan olmadig1 halde, kan testi kitlerinin ortamda bulunabilen bazi
maddelerle reaksiyona girerek kan oldugu izlenimi vermesi

DNA’nin bozulmasidir (Barksdale 2009).

ANALITIK
PROBLEMLER

PEROKSIDAZLAR DNA ANALIZLERI GUGLU METAL YAGLAR
OKSIDANLAR IYONLARI

Sekil 2.22. Silinmis kan ve Gozle goriilen kan testi kitlerinde karsilasilan analitik
problemler.
2.6.3.1. Silinmis kan testi Kitleri i¢in girisim sorunlari

Kan arastirmalarinda hatali sonuclar elde edilmesine neden olan en Onemli etkenler
peroksidazlardir. Peroksidazlar, bircok biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen

enzimlerdir. Peroksidaz enzimi, hidrojen peroksitten oksijeni ayirir ve kan testi
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kitlerinin oksitlenerek renk degistirmesine sebep olurlar. Peroksidaz, siitte dogal olarak

bulunan enzimlerden bir tanesidir (Barksdale 2009).

/

LUMINOL

> Gicli oksidanlar

(bakur siilfat, demir
siilfat, nikel klortir)

> Bazi metal
iyonlar1

> Peroksidazlar

\_

~

-

J

\_

\

BLUESTAR

> Patates, domates,
kirmizi sogan, boriilce,
yabanturpu

>Askorbik asit, bakir
siilfat, demir siilfat,
nikel kloriir

J

-

HEMASCEIN

> Patates

> Yaglar

\_

\

Sekil 2.23. Silinmis kan testi kitlerinde hatali sonug¢lara neden olan materyaller.

Sekil 2.25. Patates ve hemasceinin kemiluminesans goriintiisii.
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2.6.4. Olas1 kan testi kitleri i¢in yiizey girisim etkisi

Gross ve ark. (1999) olas1 test kitlerini (fenolftalein, tetrametilbenzidin ve luminol)
degisik yiizeyler kullandiklarin1 ve ¢izelge 2.3’ de gosterilen sonuglari elde ettiklerini

bildirmislerdir.

Cizelge 2.3. Olast test kitlerinin degisik yiizeylere uygulanmasi.

FENOLFTALEIN TETRAMETILBENZIDIN
YUZEY UYGULAMA 0 E S 0 E
YIKAMADAN + + + + +
SU ILE YIKAMA + + + + +
HALI SU VE SABUN
ILE YIKAMA + + + + + +
%10'LUK CAMASIR
SUYU ILE YIKAMA + + ZAYIF - -
YIKAMADAN + + +
SU ILE YIKAMA + + +
KARO SU VE SABUN
ILE YIKAMA + + + + + +
%10'LUK CAMASIR
SUYU ILE YIKAMA + - - ZAYIF -
YIKAMADAN + + + +
SU iLE YIKAMA + + + +
ISLENMEMIS | g; v sABUN
AHSAP | j1 E YIKAMA + + + + . .
%10'LUK CAMASIR
SUYU ILE YIKAMA
YIKAMADAN
SU ILE YIKAMA
VERNIKLL | 15 vE SABUN
AHSAP 1 £ vIKAMA + + n n + +
%10'LUK CAMASIR
SUYU ILE YIKAMA +
YIKAMADAN
SU iLE YIKAMA
BETON SU VE SABUN
ILE YIKAMA + + + + + +
%10'LUK CAMASIR
SUYU ILE YIKAMA + + + + + +
6
*Luminol  uygulamasindan  Once *Luminol  uygulamasindan  sonra
*Luminol kuruduktan sonra * (+) Istma gozlenmekte

* (-) 1s1ma gozlenememekte

Bu calisma olas1 test kitleri ile yapilan uygulamalara yiizeyin etkili oldugunu

gostermektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihaz ve malzemeler
3.1.1.1. CCD kamerah UV kabin

Bu calismada, CCD kamerali UV kabin kullanildi. Calismada kullanilan CCD kamerali
UV kabin cihaz1 Sekil 3.1.’de goriilmektedir.

Sekil 3.1. CCD kameral1 UV kabin Cihazi.

3.1.1.2. Analitik terazi

Radwag AS 220 C/2 model, kalibrasyonu yapilmis, elektronik, + 0,0001 g hassasiyet ile

tartim yapabilen terazi kullanildi.

3.1.1.3. Etiiv

Numunelerin kurutulmasi i¢in Miive Sterilizer FN 055 marka etiiv kullanildi.

3.1.1.4. Ultrasonik su banyosu

Cozeltilerin hazirlanmasinda ve numune hazirlama islemlerinde Cleanex marka

Ultrasonik Yikama cihazi kullanildi.

3.1.1.5. Mikropipetler

Caligmada Volac marka 50 ve 100 pL araligindaki pipetler kullanildi.

3.1.1.6. DNA Analizleri

DNAya verilen zararin dlgiilmesinde BIO RAD elektroforez cihazi kullanildi.
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3.1.2. Reaktifler, ¢ozeltiler ve hazirlanmalari
3.1.2.1. Olasi kan testlerinin hazirlanmasi
3.1.2.1.1. Luminolun hazirlamilmasinda kullanilan ¢ozeltiler

a) Farkli konsantrasyonlarda luminol ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; 100 mL 10~ mol/L
luminol (Sigma Aldrich) ¢ozeltisi, 100 mL 0,02 mol/L NaOH (Merck) ¢ozeltisi, 100 mL
0,1 mol/L H,O, (Merck) ¢ozeltisi hazirlandi. Cozeltiler her analiz igin taze olarak

hazirlandi.

b) Weber’e gore hazirlanan luminol ¢ozeltisi;

Cozelti A: 8 g NaOH (Merck) 500 ml saf su icerisinde ¢oziildii.

Cozelti B: 10 ml %30’ luk H,O, (Merck) alind1 ve iizerine 490 ml saf su eklendi.
Cozelti C: 0,354 g luminol (Sigma Aldrich) tlizerine 62,5 ml ¢ozelti A eklendi. Bu
¢oOzelti saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

10ml ¢ozelti A+10 ml ¢ozelti B ve 10 ml ¢ozelti C ve 70 ml saf su ile Weber luminol

hazirlandi.

3.1.2.1.2. Hemasceinin hazirlanilmasi

Hemascein kiti iki farkli ¢ozelti halinde hazirlandi. 1. ¢bzelti hemascein ve saf su
kullanilarak hazirlandi. 2. ¢ozelti ise % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden % 3’ likk H,O,
¢Ozeltisi hazirlandi.

3.1.2.1.3. Bulestarin hazirlanilmasi

1 tablet bluestar 500 ml saf su igerisinde 1-2 dakika ¢ok yavas calkalanarak hazirlandi.

3.1.2.2. Stok cozeltiler

a) HNO; (Merck) stok ¢ozeltisi; % 65° lik HNO; ¢ozeltisinden 100 mL 0.1 mol/L ‘lik
HNO; stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha diisiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok

¢oOzelti kullanilarak giinliik olarak hazirland.
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b) HCI (Merck) stok ¢ozeltisi; % 37’ lik HCI ¢ozeltisinden 100 mL 0.1 mol/L ‘lik HCI1
stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha diisiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok ¢ozelti
kullanilarak giinliik olarak hazirlandi.

¢) NaBrO; (Merck) stok ¢ozeltisi; 100 mL 0.1 mol/L ‘lik NaBrO; stok ¢dozeltisi
hazirlandi. Daha diigiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok ¢ozelti kullanilarak

giinliik olarak hazirland.

¢) KI (Merck) stok ¢ozeltisi; 100 mL 0.1 mol/L ‘lik KI stok ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
diisilk derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok ¢ozelti kullanilarak giinliikk olarak

hazirlandi.

d) CuSO4 (Merck) stok ¢ozeltisi; 100 mL 0.1 mol/L ‘lik CuSOy stok ¢bzeltisi hazirlandi.
Daha diisiik derisimdeki standart c¢ozeltiler bu ara stok cozelti kullanilarak giinliik

olarak hazirlandi.

e) Na,S,03 (Merck) stok ¢ozeltisi; 100 mL 0.1 mol/L ‘lik Na,S,0g stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Daha diigiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok ¢ozelti kullanilarak

giinliik olarak hazirland.

f) KyS,05 (Merck) stok ¢ozeltisi; 100 mL 0.1 mol/L ‘lik Na,S,0g stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Daha diisiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ara stok ¢ozelti kullanilarak

giinliik olarak hazirlandi.

3.1.2.3. Giinliik olarak hazirlanan cozeltiler

a) H0, (Merck) ¢ozeltisi; 100 mL 0,1 mol/L H,O, ¢6zeltisi giinliik hazirlandi. Daha
diisiik derisimdeki standart ¢ozeltiler bu ¢6zelti kullanilarak giinliik olarak hazirlandu.

b) NaOH (Merck) ¢ozeltisi; 100 mL 0,02 mol/L NaOH (Merck) giinliik hazirlandi.

3.1.2.4. Temizleme amach kullanilan c¢ozeltiler

Kirli cam ve plastik malzemelerin temizlenmesi amaciyla %0,1 HNO; c¢ozeltisi
hazirlandi. Kirli malzemeler 6nce su ile bolca ¢alkalanip, asit banyosunda bekletildi.

Asit banyosundan ¢ikarilan malzemeler saf su ile en az bes kez calkalanarak kurumaya

birakaldi.
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3.1.2.5. Kullanilan érnekler

Kan numuneleri pthtilagmamasti igin saf su ile (1/100) seyreltme yapilarak kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

1/100 oraninda seyreltilmis kan model mikroplate iizerine 12,5 pL, 25 puL ve 50 pL

damlatilarak 6rnekler hazirlanildi.

3.2.2. Reaktiflerin en uygun ¢alisma kosullari

3.2.2.1. Siireye bagh olarak (insan kam kullamlarak) en wuygun reaktif
miktarlarimin belirlenmesi

Kan 1/100 oraninda seyreltilerek kullanildi. Soliisyonlarin Hazirlanmasi: NaOH 0,02
mol/L hazirlandi ve soliisyonlarn hepsinde derisimi sabit tutuldu. 5 adet 10° mol/L
luminol ¢ozeltisi, 5 adet 10™ mol/L luminol ¢dzeltisi ve 5 adet 10° mol/L luminol
¢Ozeltisi hazirlandi. 102 - 10 mol/L H,0, hazirlandi. Luminol ve H,0, 1:1 oraninda

sirasi ile eklenerek 15 adet soliisyon hazirlandi.

Soliisyon1: 102 mol/L H,0, ve 10” mol/L luminol
Soliisyon2: 10 mol/L H,0, ve 10° mol/L luminol
Soliisyon3: 10" mol/L H,0, ve 10 mol/L luminol
Soliisyon4: 107 mol/L H,0, ve 10" mol/L luminol
Soliisyon5: 10 mol/L H,0, ve 10~ mol/L luminol
Soliisyon6: 102 mol/L H,0, ve 10™* mol/L luminol
Soliisyon7: 107 mol/L H,0, ve 10™* mol/L luminol
Soliisyon8: 10" mol/L H,0, ve 10™* mol/L luminol
Soliisyon9: 10™ mol/L H,0, ve 10™ mol/L luminol
Soliisyon10: 10" mol/L H,0, ve 10™* mol/L luminol
Soliisyonl1: 1072 mol/L H,0, ve 10 mol/L luminol
Soliisyon12: 10 mol/L H,0, ve 107 mol/L luminol
Soliisyon13: 10 mol/L H,0, ve 10™ mol/L luminol
Soliisyon14: 107 mol/L H,0, ve 10 mol/L luminol
Soliisyon15: 10" mol/L H,0, ve 10 mol/L luminol
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Hazirlanan bu soliisyonlar 12.5, 25 ve 50 puL kan (1/100 oraninda seyreltilmis)

numunesi tzerine sirast ile 50, 100 ve 150 pL soliisyonlardan eklenerek siireleri

sleiildii,

Cizelge 3.1. 12,5 pL kan 50 pL soliisyon eklenerek 6lgiilen siireler.

H,0,
Derisimi
(mol/L)
10->
107
10
10°
10°

300 +
250 -
200 +
150 +

100 +

ZAMAN (SANIYE)

a
o
I

10 mol/L luminol

10™ mol/L luminol 10™° mol/L luminol

¢ozeltisi (Siire,s)) ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
241 129 121
219 19 69
169 73 61
123 46 30
101 0 0

12,5 uL KAN 50 pL REAKTIF

69

101

0,01

0,001 0,0001 0,00001  0,000001
H202 DERISiMmI

—e— LUMINOL 0,001 mol/L
—=— LUMINOL 0,0001 mol/L
LUMINOL 0,00001 mol/L

Sekil 3.2. Cizelge 3.1.°deki verilerin grafiksel gosterimi.
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Cizelge 3.2. 12,5 pL kan 100 pL soliisyon eklenerek oOlgiilen siireler.

H,0, 10 mol/L luminol 10 mol/L luminol 10 mol/L luminol

Derisimi  cozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
(mol/L)

10-> 330 306 263

107 291 183 98

10 195 148 83

107 182 104 43

10° 145 0 0

12,5 yL KAN 100 pL REAKTIF

350 +
300 -
250 +
200 -

—e— LUMINOL 0,001 mol/L
—a— LUMINOL 0,0001 mol/L
145 LUMINOL 0,00001 mol/L

150
100 +

ZAMAN (SANIYE)

a
o
I

T T T T —0—
0,01 0,001 0,0001 0,00001  0,000001

H202 DERISimi

Sekil 3.3. Cizelge 3.2.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

Cizelge 3.3. 12,5 uL kan 150 pL soliisyon eklenerek olgiilen siireler.

H,0, 10 mol/L 10™* mol/L luminol 10 mol/L luminol
Derisimi luminol ¢ozeltisi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
(mol/L) (Siire,s)

10-* 612 461 404

107 459 301 192

10 359 243 118

10” 317 190 59

10° 249 0 0
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700 -
600 -
500 +
400 +
300 +
200 +
100 +

ZAMAN (SANIYE)

12,5 yL KAN 150 pL REAKTIF

612

249

H202 DERISIMi

—e— LUMINOL 0,001 mol/L
—=— LUMINOL 0,0001 mol/L
LUMINOL 0,00001 mol/L

T T T T 00—
0,01 0,001 0,0001 0,00001  0,000001

Sekil 3.4. Cizelge 3.3.’deki verilerin grafiksel gosterimi.

Cizelge 3.4. 25 pL kan 50 pL soliisyon eklenerek 6l¢iilen siireler.

H,0, 10" mol/L luminol 10 mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
(mol/L)
10-2 143 115
102 131 86
10 118 49
107 107 29
10° 90 0
25 uL KAN 50 pL REAKTIF
160 -
140 - 3 ]
E 120 115
Z 100 - & —e— LUMINOL 0,001 mol/L
4 g | 86 90 )
= 78 —=— LUMINOL 0,0001 mol/L
g o0 58 LUMINOL 0,00001 mol/L
s o 89
N 40 29
20 - 1
O T T T ‘_0—\
0,01 0,001 0,0001 0,00001 0,000001
H202 DERIiSIiMI

Sekil 3.5. Cizelge 3.4.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

35

10™° mol/L luminol

cozeltisi (Siire,s)

78
58
51
17



Cizelge 3.5. 25 puL kan 100 pL soliisyon eklenerek olgiilen siireler.

H,0, 10" mol/L luminol 10" mol/L luminol 107 mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) cozeltisi (Siire,s) cozeltisi (Siire,s)
(mol/L)

10-2 256 208 183
107 176 141 86
10* 164 89 68
107° 130 55 32
10° 111 0 0

25 pL KAN 100 pL REAKTIF
300 -

250 1 256

200 1 —e— LUMINOL 0,001 mol/L

—=— LUMINOL 0,0001 mol/L
111 LUMINOL 0,00001 mol/L

150

ZAMAN (SANIYE)

T T T T 00—
0,01 0,001 0,0001 0,00001  0,000001

H202 DERISIMi

Sekil 3.6. Cizelge 3.5.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

Cizelge 3.6. 25 pL kan 150 pL soliisyon eklenerek 0l¢iilen siireler.

H,0, 10”* mol/L luminol 10™* mol/L luminol 10 mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s) cozeltisi (Siire,s)
(mol/L)

10-> 367 251 313
107 302 223 125
10 241 173 101
107° 214 113 53
10° 188 0 0
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400 +
350 +
300 -
250 -
200 +
150 -
100 +

50 -

ZAMAN (SANIYE)

25 pL KAN 150 yL REAKTIF

188

0

0,01 0,001

0,0001 0,00001  0,000001

H202 DERISIMi

—e— LUMINOL 0,001 mol/L
—=— LUMINOL 0,0001 mol/L
LUMINOL 0,00001 mol/L

Sekil 3.7. Cizelge 3.6.’daki verilerin grafiksel gdsterimi.

Cizelge 3.7. 50 uL kan 50 pL soliisyon eklenerek ol¢iilen siireler.

H,0, 10" mol/L luminol 10 mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
(mol/L)
10-2 132 62
107 108 51
10 51 25
107 44 17
10°¢ 32 0
50 pL KAN 50 uL REAKTIF
140 -
132

120 -
">-? 100 108
Z ol —e—LUMINOL 0,001 mol/L
2 —=— LUMINOL 0,0001 mol/L
Z 60 51 LUMINOL 0,00001 mol/L
=
S 7 € 32

20 19 13 7

0 ‘ 8 o~
0,01 0,001 0,0001 0,00001 0,000001

H202 DERIiSimi

Sekil 3.8. Cizelge 3.7.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

10™° mol/L luminol

cozeltisi (Siire,s)

43
19
13



Cizelge 3.8. 50 puL kan 100 pL soliisyon eklenerek olgiilen siireler.

H,0, 10" mol/L luminol 10" mol/L luminol 107 mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s)
(mol/L)

10-2 193 185 119

107 125 12 61

10* 81 59 46

107° 66 33 21

10° 51 0 0

50 uL KAN 100 pL REAKTIF

250
— 200
g 83
Z 150 —e— LUMINOL 0,001 mol/L
2 p 125 —a— LUMINOL 0,0001 mol/L
g 100 LUMINOL 0,00001 mol/L
N 5. 61 /‘ﬁé\g\ 51
2
0 T T 70—

0,01 0,001 0,0001 0,00001  0,000001
H202 DERISimi

Sekil 3.9. Cizelge 3.8.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

Cizelge 3.9. 50 uL kan 150 pL soliisyon eklenerek ol¢iilen siireler.

H,0, 10”* mol/L luminol 10™* mol/L luminol 10° mol/L luminol
Derisimi ¢ozeltisi (Siire,s) ¢ozeltisi (Siire,s) cozeltisi (Siire,s)
(mol/L)

10-> 261 256 188
107 178 171 82
10 162 100 63
10° 148 76 35
10° 116 0 0
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50 uL KAN 150 yL REAKTIF

300 -

250 +

w
= ]
z 200 —e— LUMINOL 0,001 mol/L
S 150 - —=— LUMINOL 0,0001 mol/L
z )
E 100 LUMINOL 0,00001 mol/L

50

0 ‘ ‘ ‘ ; 0—

0,01 0,001 0,0001  0,00001  0,000001

H202 DERISIMi

Sekil 3.10. Cizelge 3.9.’daki verilerin grafiksel gosterimi.

3.2.2.2. Siireye bagh olarak (sentetik kan kullanilarak) en uygun reaktif

miktarlarinin belirlenmesi

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: NaOH 0,02 mol/L hazirlandi ve soliisyonlarin hepsinde
derisimi sabit tutuldu. 4 adet 10~ mol/L luminol ¢ozeltisi hazirlandi. 10 - 10° mol/L
H,0, hazirlandi. Luminol ve H,0, 1:1 oraninda sirasi ile eklenerek 4 adet soliisyon

hazirlandi. Hazirlanan bu soliisyonlar 12.5, 25 ve 50 puL kan (sentetik kan) numunesi

lizerine sirast ile 50, 100 ve 150 pL soliisyonlardan eklenerek siireleri dlgiildii.

Cizelge 3.10. 50 pL kan 150 pL soliisyon eklenerek 6l¢iilen stireler.

H,0; 12,5 pLL Sentetik kan

Derisimi (Siire,s)

(mol/L)
10- 190
107 118
10 63
107 0

25 pL Sentetik kan

(Siire,s)

39

(Siire,s)

171
99
58

50 pL Sentetik kan

157
90
16



50 uL REAKTIF

200 -
180
160 - 7
140 :
120 1 118 —e—12,5 pl SENTETIK KAN
100 —= 25 pl SENTETIK KAN
80 50 yl SENTETIK KAN
60 - 8
40 -
20 + 16
O T T T ‘_9—\
0,01 0,001 0,0001 0,00001

H202 DERISIMi (mol/L)

190

ZAMAN (SANIYE)

Sekil 3.11. Cizelge 3.10.’daki verilerin grafiksel gosterimi.

Cizelge 3.11. 50 uL kan 150 puL soliisyon eklenerek Slgiilen stireler.

H,0; 12,5 pL Sentetik kan 25 pL Sentetik kan 50 pL Sentetik kan

Derisimi (Siire,s) (Siire,s) (Siire,s)
(mol/L)
10-2 242 227 203
107 173 132 107
10* 121 76 34
10° 0 0 0

100 uL REAKTIF

300 -
250
w
Z 200 - -
Z —e—12,5 pl SENTETIK KAN
2 150 | —=— 25 I SENTETIK KAN
z ;
3 0. 50 ul SENTETIK KAN
<
N

50

0

0,01 0,001 0,0001 0,00001
H202 DERISIMi (mol/L)

Sekil 3.12. Cizelge 3.11.’deki verilerin grafiksel gosterimi.
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Cizelge 3.12. 50 uL kan 150 puL soliisyon eklenerek Slgiilen stireler.

H,0; 12,5 pL Sentetik kan 25 pL Sentetik kan 50 pL Sentetik kan

Derisimi (Siire,s) (Siire,s) (Siire,s)
(mol/L)
10-2 321 230 227
107 208 161 129
10* 136 85 56
107° 0 0 0

150 uL REAKTIF

350 -

300 |
£ 250 -
-4 "
2 200 —+— 12,5 1l SENTETIK KAN
2 s 25 ul SENTETIK KAN
g 1501 50 pl SENTETIK KAN
s
Z 100 |
N

50 |
0

0,01 0,001 0,0001 0,00001
H202 DERISIMi (mol/L)

Sekil 3.13. Cizelge 3.12.’deki verilerin grafiksel gosterimi.

3.2.2.3. H;0, derisimi ve kemiluminesans siiresi degerlendirilerek en uygun

reaktiflerin belirlenmesi

Insan kani ve sentetik kan ile yapilan kemiluminesans siiresi 6lgme calismalar
degerlendirilerek en uygun reaktifin; 10> mol/L luminol ve 107 mol/L H,O, ile
hazirlanacagina karar verildi. Daha sonra bu reaktiflerle birlikte degisik
konsantrasyonlarda HCl, HNO; ve NaBrO; c¢ozeltileri hazirlanarak en uygun ¢ozelti

miktarlar tespit edildi.
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Cizelge 3.13. Farkli HCL derisimlerinde 6lgiilen kemiluminesans siireleri.

HCI Derisimi  Kan (Siire,s) Sentetik Kan (Siire,s)
(mol/L)

10-' 0 0

10-2 188 127
107 147 80
10" 139 72
10° 131 59

188

e 131

% 120 | 127 AN

€ 100 | °

% 5 —= SENTETIK KAN

60 59

0 0 T
0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001
HCI (mol/L)

Sekil 3.14. Cizelge 3.13.deki verilerin grafiksel gosterimi.

Cizelge 3.14. Farkli HNO; derisimlerinde dlgiilen kemiluminesans siireleri.

HNO; Derisimi  Kan (Siire,s)  Sentetik Kan (Siire,s)
(mol/L)

10-! 0 0

10-2 272 150
107 118 68
10 137 70
10 140 86
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300 +

272
250
w
> 200 |
4
- —e—KAN
= 150 - 150 14 )
z 0 | = SENTETIK KAN
§ 100
86
50
0 00— ‘ ‘ ‘ ‘
0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001

HNO3 (mol/L)

Sekil 3.15. Cizelge 3.14.’deki verilerin grafiksel gosterimi.

Cizelge 3.15. Farkli NaBrO; derisimlerinde dl¢iilen kemiluminesans siireleri.

NaBrO; Kan Sentetik Kan (Siire,s)
Derisimi (Siire,s)
(mol/L)
10-! 138 103
10-2 112 92
102 126 97
10 150 100
10° 150 100
160 -
150
140 - 138
m 120 - 26
>
S 100 .\103\-432/*‘97/4'4‘%—' 100
g —e—KAN
:z; 801 —a— SENTETIK KAN
s 60 -
<
N 40
20 +
0

0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001
NaBrO3 (mol/L)

Sekil 3.16. Cizelge 3.15.”deki verilerin grafiksel gosterimi.
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Yapilan bu ¢calismalar degerlendirilerek, en uygun reaktiflerin;

* 10 mol/L HCI, 10~ mol/L luminol ve 102 mol/L H,0,
* 10-2 mol/L HNO3, 10° mol/L luminol ve 10?2 mol/L H,0,
* 10" mol/L NaBrOs, 10 mol/L luminol ve 107> mol/L H,0,

ile hazirlanacagina karar verildi.

3.2.2.4. NaOH’in hazirlanan reaktifler iizerine etkisi

Cizelge 3.16. 10? mol/L HCL derisiminde NaOH derisiminin kemiluminesans siiresi
lizerine etkisi.

NaOH Kan (Siire,s) Sentetik Kan (Siire,s)
(mol/L)

0,04 64 39

0,06 42 30

0,1 27 20

0,12 26 19

0,16 23 18

0,2 23 17

70
64

42

1 39 ——KAN
30 | 30 —=— SENTETIK KAN
23
0 -
17

0,04 0,06 0,1 0,12 0,16 0,2
NaOH (mol/L)

ZAMAN (SANIYE)
IS
o

N

Sekil 3.17. Cizelge 3.16.’daki verilerin grafiksel gosterimi.
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Cizelge 3.17. 10”2 mol/L HNO; derisiminde NaOH derigiminin kemiluminesans siiresi

uzerine etkisi.

NaOH Kan (Siire,s) Sentetik Kan
(mol/L) (Siire,s)
0,04 129 59
0,06 44 32
0,1 30 26
0,12 26 14
0,16 25 13
0,2 25 12

129

g o]
% 60 | 59 —=— SENTETIK KAN

25
12

0,04 0,06 0,1 0,12 0,16 0,2
NaOH (mol/L)

Sekil 3.18. Cizelge 3.17.’deki verilerin grafiksel gosterimi.

Cizelge 3.18. 10 mol/L NaBrOs derisiminde NaOH derigiminin kemiluminesans siiresi

uzerine etkisi.

NaOH Kan (Siire,s) Sentetik Kan
(mol/L) (Siire,s)
0,04 62 34
0,06 44 31
0,1 27 22
0,12 26 19
0,16 23 19
0,2 24 18
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44
—+—KAN
31 —= SENTETIK KAN
24
18

0,04 0,06 0,1 0,12 0,16 0.2
NaOH (mol/L)

ZAMAN (SANIYE)

N w »

o o o
P

a
o
I

o

Sekil 3.19. Cizelge 3.18.’deki verilerin grafiksel gdsterimi.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda;

NaOH derisiminin arttiritlmast kemiluminesans siiresini diislirdiigii,

NaOH derisiminin arttirilmasi kemiluminesans siddetini arttirdig,

tespit edilmistir.

Bu iki veri degerlendirilerek en uygun NaOH derisiminin 0,06 mol/L olduguna karar

verilmigtir.

3.2.3. Kemiluminesans siddetinin arttirilmasi

Kemiluminesans siddetinin arttirilmasinin  arastirilmasinda karsilastirma numunesi
olarak optimize edilen luminol ¢dzeltisi kullamlmustir. ilk énce optimize edilen luminol
¢ozeltisinden H,O, ¢ikartilip yerine baska reaktifler denenerek kemiluminesans olusup
olusmadigima bakildi. Mikroplate iizerine konulan 50 pL kan Ornekleri iizerinde

denemeler yapildi ve cizelge 3.19°da gosterildigi gibi herhangi bir 1s1ma elde edilemedi.

Cizelge 3.19. H,0O, yerine farkl1 derisimlerde farkl reaktifler kullanilarak yapilan

denemeler.

10! mol/L 102 mol/L 10 mol/L

HNO; -- — -

HCI - - -
KI - - -

NaBroO; - - -

Na,S,0s -- - —
K3S,0s - - -

-- kemiluminesans 1g1ma elde edilemedi.
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Sekil 3.20. Reaktifler icerisinde H,O, olmadan HNOs HCI, KI, NaBrOs, Na,S,05 ve

K5S,051le kemiluminesans denemeleri.

H,0, yerine kullanilan reaktiflerin kemiluminesans 1s1ma vermedigi goriiliince,
reaktiflerin farkli derisimleri H,O, ile birlikte kullanilarak kemiluminesans olusup
olusmadigina bakildi. Mikroplate iizerine konulan 50 pL kan Ornekleri tizerinde

denemeler yapildi ve cizelge 3.20° de gosterilen sonuclar elde edildi.

Cizelge 3.20. 1072 mol/L H,0O; kullanilarak elde edilen kemiluminesans 1simalari.

10" mol/L 107 mol/L 10~ mol/L
HNO; -- ++ ++
HCI -- ++ ++
KI - - -
NaBrO; ++ ++ ++
Na,S,0s -- - -
K;S,0s - - -

-- kemiluminesans 1g1ma elde edilemedi.

++kemiluminesans 1s1ma elde edildi.
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3.2.4. Elde edilen veriler ile Weber tarafindan hazirlanan Luminol reaktifinin

karsilastirilmasi

Yapilan tiim caligmalar sonucunda elde edilen veriler birlestirildiginde en uygun
reaktiflerin;

* 102 mol/L HCI, 107 mol/L luminol, 1072 mol/L H,05 ve 0,06 mol/L NaOH

* 10-2 mol/L HNO3, 107 mol/L luminol, 10? mol/L H,05 ve 0,06 mol/L NaOH

* 10" mol/L NaBrO;, 10” mol/L luminol, 10?7 mol/L H,0, ve 0,06 mol/L NaOH

ile hazirlanacagina karar verildi. Hazirlanan bu reaktifler ile Weber luminolii

karsilagtirildi.

Sekil 3.21. Weber luminoliin kemiluminesans siddeti.

Sekil 3.22. HCl ile hazirlanan luminoliin kemiluminesans siddeti.
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Sekil 3.23. HNOs ile hazirlanan luminoliin kemiluminesans siddeti.

Sekil 3.24. NaBrOs ile hazirlanan luminoliin kemiluminesans siddeti.

HCI, HNO; ve NaBrOj; ile hazirlanan luminol reaktifleri Weber luminol reaktifine gore
daha uzun siire (HCL: 42 saniye, HNO;: 44 saniye, NaBrOs;: 44 saniye Weber luminol:
9 saniye) kemiluminesans 1s1ma vermesine ragmen, 1sima siddetlerinin Weber luminole
gore ¢ok zayif oldugu goriildii ve 1s1ma sidetini artirmak i¢in luminol ve H202
derigimleri artirildi. Yeni derigimler;

*10” mol/L HCI, 1.34.10” mol/L luminol, 5.10° mol/L H,O, ve 0,06 mol/L NaOH
*10-2 mol/L HNOs3, 1.34.10° mol/L luminol, 5.102 mol/L H,0; ve 0,06 mol/L NaOH

* 10" mol/L NaBrOs, 1.34.10° mol/L luminol, 5.10 mol/L H,0; ve 0,06 mol/L NaOH

ile hazirlanacagina karar verildi.

3.2.5. EDTA kullamlarak kemiluminesans siddetinin arttirilmasi

EDTA metal iyonlariyla komplekslesme reaksiyonu vermektedir. Bu yiizden
homoglobinin yapisinda bulunan Fe™ ve ortamda bulunan Fe™ ile komplekslesme

reaksiyonu vermesi i¢in EDTA kullamldi. EDTA eklenmesiyle Fe™ ve Fe™ iyonlari ile
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komplekslesme reaksiyonu verip, Fe™> ve Fe™ iyonlarimin reaksiyona daha yavas

katilmasi1 saglanarak kemiluminesans siiresinin ve siddetinin arttirilmasi saglandi.

—

Sekil 3.25. HCI ile hazirlanan luminole EDTA eklenmesi ile artan kemiluminesans

siddeti.

Sekil 3.26. HNOj ile hazirlanan luminole EDTA eklenmesi ile artan kemiluminesans

siddeti.

Sekil 3.27. NaBrO; ile hazirlanan luminole EDTA eklenmesi ile artan

kemiluminesans siddeti.

Yeni hazirlanan HCl, HNO; ve NaBrO; reaktiflerinin Weber luminole esdeger
kemiluminesans siddeti ve siiresi verdigi gozlemlendi ve optimize edilen yeni luminol

¢ozeltilerine Lum1, Lum2 ve Lum3 isimleri verildi.
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> =

Weber luminol

Sekil 3.28. Lum1, Lum2 ve Weber luminoliin kemiluminesans siddetleri

Optimize edilen luminol ¢ozeltileri,

« LUMI1: Luminol+H,0,+HCI+NaOH+EDTA

LUMZ2: Luminol+H,0,+HNO3;+NaOH+EDTA
LUMB3:Luminol+H,0,+NaBrO;+NaOH+EDTA

olarak belirlendi ve Luml, Lum2 ve Lum3’iin DNA {izerine etkisinin arastirilmasina

gecildi.

3.2.6. Hazirlanan yeni luminol ¢ozeltisinin DNA iizerine etkisinin diger olas1 kan

testlerinin DNA iizerine etkisi ile karsilagtirilmasi

Optimize edilen luminol ¢ozeltilerinin DNA’ya etkisini belirlemek i¢in Oncelikle
elektroforez kullanildi. ilk elektroforez deneyinde 1 uL DNA ¢ozeltisi iizerine 5 pL
soliisyon (Bluestar, Weber luminol, Luml, lum2, lum3, HCI, HNOs, NaBrOs) eklendi.
Uzerine soliisyonlar eklenen DNA ¢ozeltileri 25 dakika 100 V’da jel iizerinde

yiiriitiildii.

1. Bluestar 2. Weber 3. Luml
4. Lum?2 5.Lum3 6. HCl
7. HNO3; 8.NaBrO; 9. Kontrol DNA

Sekil 3.29. Soliisyon eklenen DNA 6rneklerinin elektroforezde yiiriitiilmesi.

51



Jel incelendiginde, iizerine HNO; uygulanan DNA’nin zarar gormedigi, yine HNOj ile
hazirlanan Lum2’nin DNA’ya diger soliisyonlara gére daha az zarar verdigi gozlendi.

Ayn1 uygulama soliisyonlar eklendikten sonra 5 giin beklenerek yapildi.

1. Bluestar 2. Weber 3. Luml
4. Lum?2 5.Lum3 6. HCl
7. HNO3; 8.NaBrO; 9. Kontrol DNA

Sekil 3.30. Soliisyon eklendikten sonra 5 giin bekletilen DNA 0Orneklerinin

elektroforezde yiiriitiilmesi.

Soliisyon eklenip jel lizerinde yiriitiilmesi ile elde edilen veriler ile soliisyon eklenip
5 giin beklendikten sonra jel {izerinde yiiriitiilmesi ile elde edilen verilerin ayn1 oldugu
goriildi. 5 giin beklendikten sonrada HNO; uygulanan DNA’nin zarar gérmedigi, yine
ayni sekilde HNOj ile hazirlanan Lum2’nin DNA’ya diger soliisyonlara gore daha az
zarar verdigi gozlendi.

Bundan sonraki caligmalarda DNA’ya en az zarar veren soliisyon Lum2 oldugu
belirlendiginden Lum2 ve Weber luminolii karsilastirilarak ¢aligmalar yapildi. Yapilan
ilk calismada 1:100 oraninda seyreltilmis kan iizerine Lum2 ve Weber luminolii eklenip
Qiagen mini DNA izolasyon kiti ile DNA izole edildi ve daha sonra spektrofotometrede
DNA konsantrasyonu ve kalitesini belirlemek amaciyla 260 ve 280 nm’de Ol¢limler

yapildi. 260/280 nm’deki absorbans degerlerinin orani alinarak optik dansite hesaplandi.
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Cizelge 3.21. 1:100 oraninda seyreltilmis kana soliisyonlar eklendikten sonra Qiagen
Mini DNA Izolasyon kiti ile izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyon ve optik

dansite degerleri.

1:100 ORANINDA|
SEYRELTILMIS OD C (ng/ml)
KAN
WEBER 2,038 0,035
LUM2 1,841 0,108
KONTROL 0,879 0,734

Saf bir DNA 260/280=1.8 olmahdir.
260/280>1.8 ise RNA kontaminasyonu

260/280< 1.8 ise protein kontaminasyonu

Lum?2 ile muamele edilmis optik dansitesi 1,841 oldugundan elde edilen DNA’nin
kaliteli oldugu belirlendi. Weber luminolii ile muamele edilen DNA’da dlgiilen 2,038
OD degeri (260/280 absorbans orani) 1,8 OD degerinden 0,238 fazla olmasit DNA
igerisinde RNA kirliliginin oldugunu gdstermektedit. Olgiilen bu degerler sonucunda

Weber luminoliin Lum2’ye gére DNA kalitesine zarar verdigi tespit edildi.

Cizelge 3.22. 1:2 oraninda seyreltilmis kana soliisyonlar eklendikten sonra Qiagen Mini

DNA izolasyon kiti ile izole edilen &rneklerinin konsantrasyon ve optik dansite

degerleri.
1:2 ORANINDA
SEYRELTILMIS OD C (ng/ml)
KAN
WEBER 0,795 7,886
LUM2 0,757 11,448
KAN 0,828 15,655
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Ayni calisma 1:2 oraninda seyreltilmis kan ile yapildi ve benzer sonuglar elde edildi.
Daha sonra Qiagen mini DNA izolasyon kiti ile yapilan caligmalarin aynisi Omega
izolasyon kiti ile de yapildi. Benzer sonuglar elde edilmesi iizerine izole elde edilen
DNA ornekleri elektroforezde jel tizerinde yiiriitilerek DNA’ya verilen zarar

karsilastirildi.

Cizelge 3.23. Kan iizerine soliisyonlar eklendikten sonra Omega DNA izolasyon kiti ile

oOl¢iilen DNA konsantrasyonlari.

NUMUNELER OD C (ng/ml)
KONTROL 2,67 12,00
LUM2 1,37 2,33
WEBER 1,64 1,33

1. Weber 2. Kontrol (Kan 6rneginden elde edilen DNA) 3. Lum2
Sekil 3.31. Omega kiti ile izole edilen DNA 6rneklerinin elektroforezde yiiriitiilmesi.

Jel incelendiginde tizerine herhangi bir soliisyon eklenmeyen kandan izole edilen DNA
ile kan tizerine Lum2’nin eklenmesinden sonra izole edilerek elde edilen DNA’nin jel
tizerinde benzer sekilde hareket ettigi goriildii. Weber luminol eklendikten sonra izole
edilen DNA’nin ise konsantrasyon ve kalitesinin azaldigi gozlendi. Bu aragtirmalar
sonucunda elde edilen verilerin Lum2’nin DNA’ya verilen zararin diger kan
aragtirmalarinda kullanilan soliisyonlara gore c¢ok daha az oldugunu gostermesi
nedeniyle DNA calismalarina son verilerek girisim sorunlarinin arastirilmasi

calismasina gecildi.
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3.2.7. Girisim sorunlarinin belirlenmesi

Girigim sorunlar1 arastirilirken literatiir arastirmalarinda kriminalistik kan analizlerinde
sorunlara neden oldugu belirtilen patates suyu, domates suyu, ayran, siit, camasir suyu
ve sivi sabun gibi giiclii yiikseltgeyici veya peroksidaz iceren sivilarla ¢alismalar
yapildi. Lum1, Lum2, Lum3 ve Weber Luminol ¢alismalarda kullanildi. Weber luminol
ile yapilan ¢alismalarda ¢amasir suyu ile ¢ok siddetli 151k verirken patates suyu ile ¢cok
zayif 151k verdigi gozlemlendi. Domates suyu, ayran, siit ve sivi sabun ile yapilan

caligsmalarda ise herhangi bir 1s1ma gézlemlenmedi.

Cizelge 3.24. Luml, Lum2, Lum3 ve Weber luminoliin ¢esitli sivilarla vermis oldugu

kemiluminesans 1s1ma siddetleri.

PATATES CAMASIR DOMATES SUT AYRAN SIVI

SUYU SABUN
WEBER ZAYIF SIDETTLI YOK YOK YOK YOK
LUMI1  ZAYIF SIDETTLI YOK YOK YOK YOK
LUM2  ZAYIF SIDETTLI YOK YOK YOK YOK
LUM3  ZAYIF SIDETTLI YOK YOK YOK YOK

CAMASIR SUYU

Sekil 3.32. Weber Luminol ile ¢amasir suyunun reaksiyonu sonucu elde edilen

kemiluminesans 1s1ma.
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PATATES

Sekil 3.33. Weber Luminol ile patates suyunun reaksiyonu sonucu elde edilen

kemiluminesans 1s1ma.

DOMATES

Sekil 3.34. Weber Luminoliin domates ve siit ile verdigi 1s1ma reaksiyonlart.

Luml, Lum2 ve Lum3 ile yapilan ¢alismalar sonucunda Weber Luminol ile yapilan
calismalara benzer sonuglar elde edildi. Yapilan calismalarda ¢amasir suyu ile ¢ok
siddetli 151k verirken patates suyu ile ¢ok zayif 151k verdigi gézlemlendi. Domates suyu,
ayran, siit ve sivi sabun ile yapilan calismalarda ise Weber luminolde oldugu gibi

herhangi bir 151ma gézlemlenmedi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Literatiir arastirmalarinda elde edilen verilere gore silinmis kan arastirmalarinda en ¢ok
kullanilan olas1 kan kitleri luminol, hemascein ve bluestardir. Auckland
tiniversitesinden Morgan Cheyne (2011) 1:10 ve 1:100 oraninda seyreltilmis kan ile
yaptig1 calismada bu kitlerin DNA’ya zarar verdigini bildirmistir. Quinones ve
arkadaslar1 (2007) luminol tiirevleri olan Weber, Grodsky ve bluestarla 1:10, 1:1000 ve
1:10000 oraninda seyreltilmis kan ile yaptiklari ¢aligmada luminol tiirevlerinin DNA’ya
zarar verdigini bildirmistir. Yapilan diger literatiir arastirmalarinda da yine olas1 kan
kitlerinin DNA’ya zarar verdigi bildirilmektedir. Bir c¢ok arastirmaci (Weber ve
Grodsky gibi) luminol iizerinde optimizasyon caligmasi yapmislardir. Bu optimize
edilen luminol ¢ozeltilerinin igerisinde en ¢ok tercih edilen Weber tarafindan hazirlanan
luminol ¢dzeltisi olmasi nedeniyle karsilagtirma amagl olarak ¢alismalarda kullanildi.
Optimizasyon ¢alismalart ile en uygun H,O, derisimi, Luminol derisimi ve ortam pH
belirlendi.

H,0; ile birlikte kemiluminesans siddetini ve siiresini arttiracak bir oksidan (yiikseltgen)
arastirildi. Bu ¢alisma sonucunda, mevcut luminol kullanim sartlar ile yapilan literatiir
arastirmalarindan da yararlanilarak olay yeri kan arastirmalarinda en ¢ok tercih edilen
Weber luminol kullanimindan daha etkili olacak sekilde iyilestirilme gerceklestirildi.
Optimize edilen yeni luminol kullanim sartlar1 Luml, Lum2 ve Lum3 olarak
isimlendirildi ve bu {i¢ iyilestirilme yapilan kullanim seklinin DNA iizerine verdigi
zarar ile Weber luminoliiniin DNA {izerindeki zarar etkileri karsilastirildi.

DNA iizerindeki zarar1 degerlendirmek i¢in hem spektrofotometrik hemde elektroforetik
analizler gergeklestirildi. ile O6lgiimler yapildi ve Lum2’nin diger luminol kullanim
sartlarina gére DNA {izerine daha az zarar verdigi belirlendi. Lum2’nin DNA {tizerindeki
etkisini degerlendirmek amaciyla, DNA izolasyon calismalarinda yaygin olarak
kullanilan Qiagen Mini kit ve Omega kitleri ile DNA’lar izole edildi. Bozulmadan
ortamda kalan DNA’larin kalite ve miktar tayinleri gergeklestirildi. Bunun i¢in kan
Ornegi ilizerine optimize edilen luminol kullanim sartlarinda kimyasal karisimi eklendi.
DNA konsantrasyonlar1 Olciilerek gerceklestirilen bu g¢alisma ile Lum2’nin DNA

tizerine daha az zarar verdigi belirlendi.
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DNAya verilen zararlarin yani sira girisim etkileri de arastirilmis ve hazirlanan luminol
kullanim sartlarinda pH’nin yiiksek olmasinin girisim sorunlarin biiyiik 6l¢iide ¢ozdiigi
tespit edildi.

Lum?2’nin DNA’ya standart olarak kabul ettigimiz Weber luminol kullanim sartlarina
gbre en az zarar veren ¢ozelti olmasinin nedenini, Lum?2 igerisine ilave ettigimiz nitrik
asidin metotta kullanilan hidrojen peroksidin etkinligini azaltmasi ile agiklanabilir.
Kullanilan nitrik asit, hidrojen peroksit de bulunan oksijeni agiga cikararak ortamin
oksijence bollugunu arttirarak kemiluminesans siddetinin fazlalasmasi yaninda hidrojen
peroksit derisiminin azalmasina katki saglayarak DNA {iizerine verilen kimyasal zararin
en aza inmesine neden olmaktadir. Elde edilen deneysel sonuclarin olay yerinde kan ve
kan lekelerinin arastirmasinda &nemli katkilar saglayacag agiktir. Ozellikler yapilan
deneysel caligmalarda kan tizerine Lum?2 olarak eklendikten hemen sonra ve 5 giin
bekletilerek gerceklestirilen DNA analizlerinde de daha sonraki tespitler i¢in yeterli
diizeyde DNA’nin bulunabildigi gozlemlendi (Sekil 3.30). Bu bilgi olay olduktan sonra
da kan delilinin laboratuvara gonderilmesi i¢in yeterli zaman kazandiracagin1 ayrica
DNA ile suclu tespitinin yapilabilirligini géstermektedir.

Bu bilgiler 1s181nda, ¢alismada kullanilan ve inovasyon ile iyilestirilen Lum2 kullanim
sartlarinin farkli yilizeylerde (karo, duvar, tahta ve cam gibi) silinmis kan lekeleri
lizerine de calismalarinin gelecekte yapilmasinin gerektigi diisiincesindeyiz. Konu ile
ilgili caligmalarin daha ileri diizeyde gergeklestirilmesinde disiplinler arasi ¢alismanin

¢ok onemli oldugu ve yeni metotlarin gelistirilmesi agisindan da 6nem arz ettigi agiktir.

58



KAYNAKLAR

Acikgoz, N., Hanci, 1.H., Cakir, A.H. 2002. Olay yerinden dna analizi i¢in biyolojik
ornek toplama ve drneklerin laboratuara génderilme usulleri. S 201.

Altuntas, I. 2007. Otoimmiin Tiroid hastaligmin tan1 ve takibinde oksidatif DNA hasar
belirleyicisi 8-OHdG nin énemi. Yiiksek lisans tezi, Ankara Universitesi, Biyoloji Ana
Bilimdali. S 10-22

Anonim, 2010. Ders Anlatim Notlar1. Adli Kan analizleri. web.itu.edu.tr/~ozcanm/
kim/kan%?20analizleri.ppt 13.06.2012 (erigim tarihi)

Anonim, 2012a. Jandarma Genel Komutanligi Tiirkiye, 2012. Kriminal laboratuarlar
yonergesi, jgy202-23 (A), s 2-1.

Anonim, 2012b. Molekiiler luminesans spektroskopisi. http://www.belgeler.com
/blg/2q81/ floresans-ve-fosforesans-spektroskopisi 15.05.2012 (erisim tarihi)

Anonim, 2012c. Tirk Kizilay1 Kan  Hizmetleri Genel Midirliigi,
http://www.kanver.net. 11.01.2013 (erisim tarihi)

Anonim, 2013a. DNA profillemesi. http://tr.wikipedia.org/wiki/ DNA_profillemesi.
21.02.2013 (erisim tarihi)

Anonim, 2013b. Luminol. http://en.wikipedia.org/wiki/Luminol 22.02.2013(erisim
tarihi)

Bilous, P., Mccombs, M., Sparkmon, M., Sasaki, J. 2010. Detecting Burnt Bloodstain
Samples with Light-Emitting Blood Enhancement Reagents. American Academy of
Forensic Sciences. s 1-3.

Buturlakin, M.S., Ksilera V.G., Shemelev V.P. 1975. Interaction of human serum
albumin and luminol. Biofizika 20 (6) s 975-977

Biiyiik, Y. 2006. Kan lekesi analizinde ihtimali reaktifler, ozgiillik, 6zgiinlik ve
kontaminasyonun etkisi, Adli Bilimler Dergisi / Turkish Journal of Forensic Sciences, 5
(2): 13-2.

Cheyne, M. 2011.Illiiminating latent blood. MSc Thesis, Auckland Universitesi. s 126-
128

Caphan, A.Jd. 2007. PCR Nedir? (Polimeraze Chain  Reaction).
http://biyoinformatik.wordpress.com/2007/02/21/pcr-polimeraze-chain-reaction-nedir

21.02.2013 (erisim tarihi)

59



Gross, A.M., Haris, K.A., Kaldun, G.L. 1999, The Effect Of Luminol On
Presumptive Tests and DNA Analysis Using The Polymerase Chain Reaction. Journal
Of Forensic Sciences. s 839

Irie, S. Mendlowitz, M., 1960-1970. The effect of 3-aminophthalhydrazide on diuresis
and blood pressure in dogs. Procedings of the society for experimental biology and
medicine. s 919-921

James, S.H., Kish, E.K., Sutton, T.P. 2005. Princebles of bloodstain pattern analysis.
Taylor&Francis group, Newyork , s 362-363

Kaygusuz, Z. 2002. Olay Yerindeki Sessiz Taniklarin Bilimsel Olarak Konugturulmasi.
S 1-2.

Larkin, T., Ganniclifle, C. 2007. [lluminating the health and safety of luminol. Science
and Justice. s 71-75

Lee-Chen, S.F., Yu, C.T., Wu, D.R., Jan,. K.Y. 1994. Diferential effects of luminol,
nickel and arsenite on the rejoining of ultraviolet light and alkalation induced DNA
breaks. s 116-120

Linville, J. 2005. Identification of blood and bloodstains. Forensic science handbook.
University of Alabama at Birmingham. Ciltl, Bolim 7.

Lowis, T. 2011. Determining the sensitivity and reliability of hemaScein™. University
of Nebraska. Nebraska. s 5-6.

Quinones, 1., Sheppard, D., Harbison, S., Elliot, D.,2007. Comparative Analysis Of
Luminol Formulations, Can. Soc. Forensic Sci. J. Vol. 40. No 2 pp. 53-63

Solak, M. 2006. T1bbi biyoloji ve genetik, Editor: Giiler, D.A., s 66-68

Sekeroglu, Z.A., SEKEROGLU, V. 2011.Genetik toksisite testleri. Tiibav bilim
dergisi, cilt 4 (say13): 223-224

Tice, R. 1997. Review of toxicoligical literature. National institude of enviromental.
Watkins, M.D., Brown, K.C. 2006. A Comparison of Visual Enhancement Chemicals
For the Recovery of Possible Blood Stains at the Crime Scene Luminol vs. BlueStar. the
Evidence Technology Magazine, Cilt 4, B6lim 2.

Yagci, A. 2009. RFLP analizi: Uygulamali molekiiler mikrobiyoloji kurs kitab¢igi, s
149-150

Yang, A., 2011. Forensic serelogy. http://www.slideshare.net/ProfdrElghamry/
forensic-serology-blood-11179461

60



OZGECMIS

Adi Soyadi : Mehmet Yilmaz

Dogum Yeri ve Tarihi : Yerkdy/Yozgat — 11/11/1972

Yabanci Dili : ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : Mamak Lisesi

Lisans : Cukurova Universitesi-Kimya

Yiiksek Lisans : Uludag Universitesi-Analitik Kimya

Meslek ve Baslama Tarihi: Parmak izi ve Avug izi Uzmani-06.02.2001

Iletisim (e-posta) :mehmetyilmaz 72@hotmail.com

61



