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OZET

Adli uygulamalarda vicut sivilarinin tanimlanmasi olayin aydinlanmasina
katkida bulunmasi bakimindan 6nemlidir. Son zamanlarda vicut sivilarinin
tayininde RNA analizine dayali metotlar Uzerine caligmalar yapiimaktadir.
Yapilan bu cgalismalarda mikroRNA ekspresyon analizinin vicut sivilarinin
tanimlanmasinda hassas ve spesifik bir yontem oldugu 6ne surdlmektedir. Bu
calismada belirlenen 11 hedef biyomarker adayr mikroRNA'nin periferik kan-
semen-tukuruk-menstruel kanda ekspresyon analizi yapilarak miRNA'larin
vucut sivilarinin tayininde kullanilabilirligi ve biyolojik sivilar igin bir marker

degerlerinin olup olmadiginin arastiriimasi amaglanmigtir.

Calismamiza Mersin Universitesi Tip Fakdiltesi Adli Tip Anabilim Dal’'nda
yazili ve so0zIi onami alinan 10 kadin ve 10 erkek birey olmak uzere toplam
saghkh 20 bireyden alinan periferik kan, tukurik, semen ve menstruel kan
ornekleri dahil edildi. Alinan orneklerde hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-
106a, hsa-miR-10b, hsa-miR-891a, hsa-miR135a, hsa-miR-96, hsa-miR-203,
hsa-miR-205, hsa-miR-412 ve hsa-miR-214 ekspresyon duzeyleri analiz edildi.
Analiz edilen 11 miRNA’'nin ekpresyon seviyeleri farkli vucut sivilari arasinda
istatiksel olarak anlamh farklilik gosterdi(p<0,05). Periferik kanin tanimlanmasi
icin  hsa-miR-451a’nin artmig ekpresyon duzeylerinin, tuklrik sivisinin
tanimlanmasi igin hsa-miR-203a-3p ve hsa-miR-205-5p’nin artmis ekspresyon
duzeylerinin, semen sivisinin tanimlanmasi i¢in hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-
891a-5p ve hsa-miR-135a-5p’nin artmig ekspresyon duzeylerinin, menstruel
kan tanimlanmasi igin hsa-miR-412-3pve hsa-miR-214-3p’nin azalmis
ekpresyon duzeylerinin istatiksel olarak anlamh oldugu goérildi(p<0,001).
Ayrica vucut sivilarinin tanimlanmasi igin aday olarak secilen miRNA’lardan
hsa-miR-451a’nin periferik kan igin, hsa-miR-203a-3p’nin tukuruk i¢in, hsa-miR-
891a’nin semen icin diger aday miRNA’lara kiyasla oldukc¢a yuksek ayirt edici
Ozellige sahip oldugu ve bu ¢ miRNA’nin adli uygulamalarda kullanilabilecek
en guclu biyomarkerlar oldugu belirlendi.

Calismamizin  sonuglari; olay yerlerinde siklikla karsilasilabilecek
periferik kan, semen, tikurik ve menstruel kan gibi vicut sivilarinda segilen
aday miRNA biyobelirteglerinin istatiksel olarak anlamh duzeyde farkli

ekpresyon seviyesi gosterdigini, bu nedenle de vicut sivilarinin
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tanimlanmasinda miRNA'larin, adli laboratuarlarin rutin uygulamalarinda yeni

bir yontem olarak kullanimini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Adli Tip, mikroRNA, vicut sivilarinin tanimlanmasi



ABSTRACT

The Usage of MicroRNA as a Biomarker For identification of Body Fluids

in Forensic Sciences

Identifying body fluids in forensic applications is important for contributing
revelation of cases. In recent years, there have been studies on method based
on RNA analysis for identification of body fluids. It has been proposed that
microRNA expression analysis is a sensitive and specific method for
identification of body fluids in these conducted studies. In this study, evaluating
whether chosen 11 target biomarker candidate microRNAs have availability and
marker value for identification of body fluids and for biologic fluids by performing
expression analysis on peripheral blood-semen-saliva-menstural blood; was
aimed.

Peripheral blood, saliva, semen and menstural blood samples of a total
of 20 healthy subjects (consisted of 10 male and 10 female individuals) who had
given written and verbal consent in Mersin University Faculty of Medicine,
Department of Forensic Science were included in this study. Expression levels
of hsa-miR-451, hsa-miR-144, hsa-miR-106a, hsa-miR-10b, hsa-miR-891a,
hsa-miR135a, hsa-miR-96, hsa-miR-203, hsa-miR-205, hsa-miR-412 and hsa-
miR-214 in collected samples were analysed. There was statistically significant
difference between measured 11 miRNA expression levels in different body
fluids (p<0,05). Increased levels of hsa-miR-451a, hsa-miR-203a-3p and hsa-
miR-205-5p, hsa-miR-10b-5p and hsa-miR-891a-5p and hsa-miR-135a-5p were
found to be statistically significant for identification of peripheral blood, saliva,
semen; respectively; whereas decreased expression levels of hsa-miR-412-3p
and hsa-miR-214-3p were found to be statistically significant for identification of
menstural blood (p<0,001). In addition, hsa-miR-451a, hsa-miR-203a-3p and
hsa-miR-891a among all other chosen miRNAs for identification of body fluids
were found to have quite higher differentiating quality than other candidate
miRNAs for identification of peripheral blood, saliva and semen; respectively;
and these three miRNAs were identified as most potent biomarkers which can
be used in forensic applications.

Results of our study supports the utility of miRNAs as a new method in

routine applications of forensic laboratories in identification of body fluids due to
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statistically significantly different expression levels of chosen miRNA biomarkers
in peripheral blood, semen, saliva and menstural blood which can be frequently

seen during crime scene investigations.

Keywords: Body fluids identification, forensic science, microRNA,



GIiRIS VE AMAG

Adli olgu analizlerinde vicut sivilarinin tanimlanmasi, olay yerinin
yeniden canlandiriimasi ve olayin aydinlanmasina katkida bulunmasi
bakimindan 6nemlidir'?. Belli viicut sivilarinin varhidinin tespiti fail-sug-
magdur arasindaki baglantiyi ortaya koyarak meydana gelen olaylarin
diziliminin gosteriimesinde énemli veriler sunar. Ornegin kan lekeleri; fiziksel
mucadele, saldiri veya cinayetin bazi bigimlerini gosterebilir ya da sperm
veya vajinal sivinin tespiti, cinsel saldirinin varligini ortaya koyabilir>. Adli
vakalarda biyolojik sivi ve lekelerin orijin tayini mikroskopik, enzimatik ve
immunolojik testlerle yapilmaktadir®. Ancak bu testlerle ilgili bazi problemlerle
kargilagiimaktadir. Testlerin ¢ogu spesifik olmadigindan diger turler ve
dokularla gapraz reaksiyonlar olusturmaktadir. Testlerde her biyolojik vicut
sivist igin ayri teknik kullaniimakta, bu durum adli delil tahribati, yogun emek
ve zaman tuketimi, degisen hassasiyet ve dusuk ozgulluk dereceleri gibi
cesitli kisittamalar1 beraberinde getirmektedir. Ayrica periferik kan-menstruel
kan ve vajinal sekresyonun identifikasyonu igin geligtiriimis enzimatik veya
immunolojik doku identifikasyon testi bulunmamaktadir’®. Bu sebeplerden
dolayi, son zamanlarda RNA’ya dayali adli molekuler galismalarda hizli bir
sekilde artis yasanmaya baglamistir. Bu c¢alismalar da mikroRNA gen
ekspresyon analizinin adli tip uygulamalarinda kullanilabilecek hassas ve
spesifik bir yontem oldugu 6ne surulerek vicut sivilarinin tanimlanmasinda
farkl sekilde eksprese edilen miRNA'lar arastirilmis “MiRNA’lar biyolojik
Sivilar igin iyi bir biyolojik belirte¢ olarak kabul edilebilir mi?” sorusunun
cevabl aranmigtir. Arastirmalar neticesinde kan, tukuridk, semen, vajinal
sekresyon ve menstruel kan igin anlaml sonuglar veren miRNA’lar tespit
edilmistir. Ayrica miRNA’larin doku spesifik ekpresyon gostermeleri, az
miktardaki orneklerden analizinin yapilabilmesi, birden fazla miRNA
belirteglerinin ayni anda c¢alisilabilmesi, ¢ok kuguk boyutlari nedeniyle
fiziksel-kimyasal etkenlerden kaynaklanan bozunmaya daha az duyarl
olmalari, ayni  6rnekten miRNA/DNA ekspresyon analizi birlikte
yapilabildiginden adli delil materyallerindeki ziyani en aza indirgemeleri
nedeniyle vicut sivilarinin tanimlanmasinda rutinde kullanilan geleneksel
testlere alternatif olabilecegi ileri surtilmektedir. Bununla birlikte miRNA’larin

vlucut sivilarinin ayiriminda biyobelirte¢ olarak caligilmasi halen arastirma



asamasindadir ve genel kabul goren detayli arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir®,

Bu tezin kapsaminda belirlenen 11 hedef biyomarker adayr miRNA’'nin
vicut  sivilarinin - ayirt  edilmesinde  kullanihp  kullanilamayacaginin
arastiriimasi amaglanmistir. Calisma neticesinde segcili mikroRNA'larin vicut
sivilarina 6zgullugu belirlenerek adli laboratuvarlarin rutin uygulamalarinda
vucut sivilarinin tanimlanmasinda biyolojik belirte¢ olarak yeni bir yontemin
kullanimina katki saglanmasi ve dolayisiyla adli olaylarda, olay yerinde elde

edilecek adli delillendirmenin daha etkin yapilabilmesi distnulmektedir.
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GENEL BILGILER

Tarihge

1984 yilinda ingiliz genetikgi Alec Jeffreys'in DNA'nin bireyselligini
belirlemek igin DNA parmak izini kesfetmesiyle birlikte adli bilimlerde DNA’nin
kullanimina hizli bir gegis olmustur. Bu kesifle birlikte ozellikle kimliklendirme
alaninda kullanilan rutin serolojik testler neredeyse tamamen popularitesini
kaybetmistir. Bu donemlerde RNA’nin hizli degradasyona ugramasi nedeniyle
adli analizlerde kullanilamayacagi dustncesi adli bilim adamlarinin RNA ile ilgili
calismalara zaman ayirmalarini oldukga engellemistir'®.

Adli bilimlerde RNA ile ilgili ilk galisma 1984'de post-mortem RNA sentezi
ile ilgili gergeklegtirilmi§tir16. RNA ile ilgili ikinci bir galisma yaklasik on yil sonra
1994’te Phang ve ark.'lari tarafindan postmortem dokularda gen ekspresyon
analizi konusunda olmustur'’. Daha sonraki yillarda Reverse Trancription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) tekniginin kesfedilmesiyle birlikte vicut
sivilarinin tanmlanmasi ve yara yerinin iyilesmesinde molekuler degisiklikler
olarak iki ayri gcalisma yapilmis ve yapilan bu iki ayri ¢alismada, RNA’'nin
potansiyel olarak adli bilimler alaninda da kullanilabilecegini gosteren sonuglar
aI|nm|§t|r18. Bu sonuglar adli toplulugun ilgisini bu alana ¢ekmis, adli bilimlerin
cesitli alanlarinda RNA belirteclerinden faydalanilabilecedi dusincesiyle o
gunden bu yana giderek artan oranda RNA ile ilgili adli molekuler ¢calisma
yapiimaktadir. Bu ¢aligmalar yalnizca vucut sivilarinin tanimlanmasi ve yara
yerinin iyilesmesinde molekuler degisiklikler ile sinirh kalmayip, postmortem
interval tayini, biyolojik lekelerde yas tayini, normal ve patolojik gen
ekspresyonlari arasindaki farkin belirlenmesi, yara yasinin tespiti gibi ¢ok ¢esitli

adli alanlari da kapsamaktadir'.

Vicut sivilarinin tanimlanmasinin 6nemi

DNA 1980’li yillarda adli bilimler laboratuarlarina giris yaptiktan sonra
olay yeri incelemelerinden elde edilen biyolojik drneklerde DNA analizi yapilarak
suphelinin veya magdurun kimligi ortaya konulmaktadir. DNA analizi adli
bilimlerde 06zellikle kimliklendirmenin yapilabilmesinde ¢ok buyUk bir éneme
sahiptir. Ancak olay mahallinde bir kisinin DNA’sinin bulunmasi, DNA’nin

kaynagi hakkinda bilgi vermemektedir. DNA'nin kaynagi cilt, kan, tukuruk veya

11



meni vb. sivilar olabilir. Kaynagi bilinmeyen bir delilin varligi olayin
aydinlatiimasina buyuk katki sunmakla birlikte, bazi sorulari yanitsiz
birakmaktadir. Bir yerde bir kisinin sadece DNA’sinin bulunmasi cinsel temas
olup olmadigi sorusuna cevap vermemektedir®.

Olay vyerlerinde bulunan biyolojik 6rneklerin tlrinin ve kaynaginin
belirlenmesi, supheli ile iglenen sug¢ arasindaki baglantiy1 destekleyerek olay
yerinin yeniden canlandiriimasinda énemli ipuglari saglayabilir'>. Ornegin;
menstruel doneminde seksuel saldirlya ugrayan bir kadina ait menstruel kanin,
saldiriy1 gergeklestiren kisinin Uzerinde saptanmasi sonrasinda suphelinin kanin
burun kanamasi oldugunu iddia etmesi Uzerine bu kanin menstruel kan mi,
yoksa burun kanamasi mi oldugu konusunda ayrimin yapilabilmesi adli olayin
saglikh bir sekilde ¢6zumlenmesine araci olacaktir®. Ayni sekilde, semen
lekesinin magdur Uzerinde bulunmasi ya da vajinal sivinin penil bir stranti de
varligi cinsel aktivite iddiasini ortaya koyacaktir>®.

Olay yerlerinde bulunan yaygin vicut sivilari kan, semen ve tukuruktar.
Ancak vajinal sekresyon, goz yas, idrar ve ter gibi vucut sivilari ve bunlara ek

olarak deri hiicreleri de olay yerlerinde tespit edilebilmektedir?.

Temel vicut sivilari ve tanimlanmasinda kullanilan yontemler

Kan

Kan, plazma adi verilen sivi ortam iginde kan hucrelerinin (eritrosit,
I6kosit, trombosit) slUspansiyon halinde dagildigi, damar sisteminin igini
dolduran ve kalbin pompa gucu sayesinde bu sistem i¢inde tum vicudu dolagsan
bir dokudur. Vicut agirhiginin yaklasik % 8’ini olusturur. Erkeklerde miktari
yaklasik 5-6 litre, kadinlarda ise 4-5 litre arasindadir.

Kan, % 55ini plazma ve % 45’ini hlcrelerin meydana getirdidi iki
bélimden olusur. Plazmanin % 90’1 su, % 10’unu ise ¢6zUinmus halde bulunan
organik ve inorganik (%7 protein, %3 Ure, aminoasitler, karbonhidratlar, organik
asitler, yaglar, steroid hormonlar ve diger organik iyonlar) maddeler olusturur.
Kan hucreleri ise eritrositler (% 99), I6kositler (% 1), trombositlerden (% 1)
olusur?™#2.

Eritrositler; kanda sayilari en ylksek olan hucre grubudur. Bir mililitre
kanda vyaklasik 5 milyon eritrosit bulunur. Caplari 6-8 mikronmetredir.

Eritrositlerin baglica fonksiyonu kanda oksijen dolasimini saglayan hemoglobini
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tasimaktir. Hemoglobin, yapisinda Fe*? atomu bulunduran 4 adet hem grubu
tasiyan konjuge bir proteindir. Oksijen, hemoglobin molekulinde hem grubunda
bulunan Fe*? atomuna baglanarak tasinir. Eritrositler kemik iliginde (retilirler ve
dolagima retikulosit olarak gecerler. Dolagimda 1-2 gun igerisinde ¢ekirdekleri
yok olarak eritrosit haline gelir. Bu nedenle eritrositler DNA icermezler.

Dolasimdaki émiirleri ortalama 120 giin kadardir®.

Sekil 1: Hemoglobin yapisi.

Lokositler; vicudun savunma sisteminin hareketli elemanlari olup 1
mililitre kandaki sayilari 4.000-10.000arasinda degisebilir. Lokositler ¢ekirdekli
hacreler olup c¢ekirdek ve sitoplazma yapilarina bagli olarak granulositler,
monositler ve lenfositler olmak Gzere G¢ gruba ayrilirlar.Dolagimdaki I6kositlerin
% 50-75'i granulosit, % 2-8'i monosit, % 20-40’1 lenfosittir. GranUlositler ve
monositler yalnizca kemik iliginde yapilir. Lenfositler ise az miktarda kemik
iliginde, buyuk oranda Ilenfoid organ ve dokularda yapiimaktadir.
Grandulositler;sitoplazmalarinda belirgin grandller icerirler ve c¢ekirdekleri gok
parcalidir. Granullerinin ve g¢ekirdeklerinin boyanma 6zelliklerine bagl olarak
kendi iclerinde notrofiller, bazofiller ve eozinofiller olarak tg¢ gruba ayrilirlar.
Eozinofil ve bazofillerin sayisi allerjik reaksiyonlarda artig gOsterir.
Granulositlerin % 50-70’ini notrofiller, % 1-4’GnU eozindfiller, % 0.4’Unu
bazofiller olusturur. Monositler; belirgin graniller gostermeyen, cekirdekleri
bdbrek seklinde ve tek pargall olan |I6kositlerdir. Dokular arasina gegip, burada
gelisip buylyerek doku makrofajlari adi verilen hicreleri olustururlar. Lenfositler
yabanci molekullerle baglanma 06zelligi gosteren antikor olustururlar. Antikor

olusumunu uyaran yabanci molekullere antijen adi verilir. Lenfositler kendi
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iclerinde T ve B olmak Uzere iki alt gruba ayrilirlar. B lenfositler antijenlere karsi
antikor veya immunoglobulinler adi verilen 06zel protein molekullerini
sentezlerler. T lenfositler ise hem B lenfositlerin antikor Uretimini duzenleyen
hem de antijenlerle dogrudan savas verebilen hucrelerdir. Lokositlerin yasam
sureleri fonksiyonlarina bagli olarak farklihk gdstermektedir. Granulositlerin
yasam sureleri ortalama 12 saattir, ancak bir enfeksiyon olusmasinda bu sure
2-3 saate dusebilir. Monositlerin dGmdurleri biraz daha uzundur, lenfositlerin ise
100-200 giin kadar oldugu kabul edilmektedir®.

Trombositler; pihtilasmadan sorumlu hucrelerdir. Kemik iligindeki dev
megakaryosit hucrelerinden olugurlar. Megakaryositlerin pargalanip sistemik
dolasima girmesi ile trombosit adini alirlar. Yaklagik 5 gunde olusmakla birlikte
yasam sdureleri 10 gun kadardir. Cekirdeksiz hucrelerdir (2-4 mikron c¢aplh).
Sayilari  bir  mikrolitre kanda 150000-300000 civarindadir. Damar
yaralanmalarinda, kanamanin durmasinda (hemostaz) ve pihti olusmasinda

gorev alirlar®®?.

Kan lekesi tayini

Olay yerlerinde bulunan lekelerin kan lekesi oldugundan stphelenilmesi
durumunda cevaplandiriimasi gereken pek ¢ok soru vardir?"?*. Bu sorularin en
onemlileri;

+ Leke kan lekesi mi?

Kan lekesi ise insan kani mi hayvan kani mi?
insan kani ise orijini neresi? (Burun kani, menstruel kan, mide kani v.s.)
Kan lekesinin kadina mi, erkege mi ait oldugu?

Kan lekesinin yasi?

N

Kan lekesinin grubu?

Kan lekesi tayininde kullanilan yontemler

Olay yerlerinde en sik rastlanan vucut sivisi kandir. Ancak pas lekesi,
meyve sulari, kirmizi murekkep vb. gibi bircok madde kana benzeyen kirmizi-
kahverengi lekeler olusturabilmektedir. Bu nedenle olay yerinde kan lekesine
benzer bir leke goéruldugunde ilk yapilacak iglem lekenin kan lekesi olup

olmadiginin tespitidir?'2°.
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Adli analizlerde kan lekesinin tanimlanmasi igin goéruntuleme yontemleri,

kimyasal ydntemler ve immunolojik yéntemler kullanilmaktadir®?,

Isik ile
goruntileme yontemleri; 1991°de Stoilovic’in kanin yaklasik 415 nm’de guglu bir
spektrumunun oldugunu gdstermesinden sonra adli bilimler rutininde vicut
sivilarinin  ayirt edilmesinde kullanilmaya baslanmistir®”.  Alternatif isik
kaynaginin kan inceleme agisindan iki negatif yéni vardir. ilki pas vb.
maddelerle kanin ayirt edilememesi, ikincisi 1/1000 dilisyonun altindaki kan
lekelerini gosterememesidir. Avantajli yonu ise Uzeri boya ile kapatiimis lekeleri
de gosterebilmektedir. Alternatif 151k kaynaklarinin kullaniminda amag lekeyi
tespit etmek olmali, lekenin tanimlanmasinda diger yontemler kullaniimahdir?®.

Kan lekesi tayininde kullanilan diger yontemler iki basamakta
siniflandirabilir. ilk basamak ¢ok hassas ancak belirli bir madde igin spesifik
olmayan 6n tani testleridir. On tani testleri; pahali olmayan, kullanimi kolay, hizli
cozimler olarak sahada kullaniimaktadir. On tani testlerinin, genellikle
sensivitesi yani pozitif sonu¢ verme egilimi yuksektir. Boylece negatif sonug
verenler daha kesin bir sekilde negatif olarak ayrilir. Pozitif sonug verenlerin ise
bazilari stpheli iken (yalanci pozitif), bazilari da dogdru pozitiftir. Bu testlerin
DNA incelemesine olumsuz etkilerinin olmamasi da énemlidir. ikinci basamakta
ise dogrulama testleri kullanihir. On tani testlerinde pozitif sonug veren madde
daha spesifik ikinci bir testle ile teyit edilir*®®. Dogrulama testleri, sonuc
alinabilmesi i¢cin bol miktarda 6rnek gerektirir ve genellikle sahada degil
laboratuvarda kullanilir. Clnku, daha kontrolli kosullar ve 6n tani testlerine gére
daha fazla ekipman gerektirir. Dogrulama testlerinin spesifikligi yuksek olup,
yalanci pozitiflik egilimi duguktir. Bu testlerin negatif sonug verme egilimi daha
yuksektir. Bu sekilde pozitif sonug verenler daha kesin bir sekilde pozitif olarak
ayrilirlar®®.

On tarama/Dogrulama testleri, maliyete uygun bir yaklagimla leke kan
degilse gereksiz DNA testlerine gidilmesinin énlenmesinde dnemlidir. Bu testler
olay yeri personelinin delili “DNA testi yapilacak/yapilmayacak” seklinde ayrim
yapabilmesini saglar. Bu sekilde adli laboratuarlarin daha efektif ¢calismasi ve
delillerin daha etkin incelenmesi saglanmis olur. Agikg¢asi adli bilimler alanindaki
uygulamalarda ¢ogu laboratuvar dogrulama testlerini kullanmamaktadir. Ornek

on tani testinde pozitif sonuc verdiyse DNA incelemesine gdnderilmektedir®.
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On tarama testleri

On tani testlerinde kandaki hemoglobine reaksiyon gésteren kimyasallar
kullanilir. Bu kimyasallar hemoglobin varliginda ya renk degistirir ya da belirli bir
dalga boyunda ortama 1sik yayar(kemiluminesans). En yaygin olarak kullanilan

on tarama testleri luminol, fenolfitalein ve fluoresindir®’.

> Luminol

Luminol (3-aminophthalhydrazide) bir amin turevidir ve kemiluminesans
dedigimiz kimyasal reaksiyon sonucu ortama belirli dalga boyunda 1sik yayiima
mekanizmasiyla ¢alisir. Luminol okside edici ajan (hidrojen peroksit) varliginda
kan oldugundan suphelenilen lekeye sikildiginda eger lekede kan varsa kandaki
hemoglobinin yapisinda bulunan Fe*? iyonlari luminolun hidrojen peroksit ile
tepkimesini katalizleyerek luminolun aminofitalata yukseltgenmesini saglar.
Olusan yuksek enerjili aminofitalat enerji fazlahligini disariya isik yayarak atar.

Bu reaksiyon mavi beyazdan sari yegile bir luminens ile sonuglanir.

w2 OH

?
| "
R ——
NH OH \ ﬂOH

NH, 0 NH, 0 ) NH, 0

Luminol

Sekil 2: Luminol reaksiyonu.

Luminol hemoglobine ¢ok yuksek hassasiyet gosterir, 1/5.000.000
dilisyonda kani tespit edebilir. Bu nedenle yikanmis, silinmig, gérunmeyen kan
lekelerini de belirleyebilmektedir. Meydana gelen tepkime sonrasinda ortama

yayllan isik yaklasik 30 saniye kadar surmektedir. Test uygulanacak alan
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tasinamayacak zemin, duvar vb. gibi yerler oldugunda tepkime sonrasi isik
yayihmi alternatif 151k kaynagi altinda incelenmelidir. Igik yayiliminin gegici
olmasi nedeniyle goruntl yakalamada 6zel fotografcilik teknikleri kullaniimahdir.
Mimkun oldugunca leke bulundugu yerden alinabiliyorsa laboratuvar ortaminda

analiz edilmelidir®>-°.

> Fenolfitalein (Kastle-Mayer Testi)

1903 yilinda Kastle tarafindan gelistirilen Kastle-Meyer testi, indirgenmis
fenolfitaleinin, hemoglobin ve peroksit tarafindan ytkseltgenmesini ve renksiz
formdan parlak pembe renge dénusmesini igerir. Test uygulanirken bir pamuk
cubuk distile su ile islatilarak lekeye surulir. Pamugun ucuna bir damla
fenolfitalein damlatiir. Bu asamada pamuk renksiz kalmalidir. Son olarak
pamuga bir damla hidrojen peroksit damlatilir. Pamuk pembeye donlusurse kan
icin On tarama testi pozitiftir. Hidrojen peroksit damlatiimadan 6nce pamukta
kirmizi-pembe renk degisiminin olmasi ortamda oksitleyici bagka maddelerin

bulundugunu gosterir. Bu durumda leke, kan lekesi degildir.

HO
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o Z 3% H,0, C:<Z>:D
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Indirgenmis Fenolftalein Fenolftalein
(renksiz) (pembe)

Sekil 3: Kastle-Meyer Testi.

Kastle-Meyer testinin hassasiyeti 1/10.000.000 dilusyonlu kan o6rnegini
tespit edebilecek kadar yuksektir.Onlarca yillik kan lekelerinde bile pozitif sonug

almak mimkindir. Renk degisimi birkag saniye igerisinde gergeklesir?%-3¢,
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> Floresin

Floresin kanin varhigini kontrol icin kullanilan bir diger kimyasaldir.
Luminol ile ayni sekilde hazirlanir ancak floresinde gorulen luminoldeki gibi bir
kimyasal i1sima degil, floresan isimadir. Kimyasal isimada kimyasal reaksiyonun
kendi icinde gerceklesen enerji dedisiminden dolaylr aciga c¢ikan fotonun
salinimi gorulurken, floresan 1gimada bir 11k enerjisi ile atomun uyariimasi
sonucu daha yuksek dalga boyunda i1sima seklinde foton agiga ¢ikmasi gorular.
Floresinin avantaji, i1sikli ortamda ve daha uzun sure gozlemlenebilmesidir.
Ancak gozlemleyebilmek igin alternatif i1sik kaynadi kullanimi zorunludur.
Floresinin gozlemlendigi dalga boyu araligi 415-480 nm olarak belirtiimektedir.

Hem Iluminol hem de floresin irritant Ozelliktedir ancak karsinojen
olduklarina dair bir bilgi yoktur. Yine de kullanimlari esnasinda guvenlik

énlemleri ve koruyucu ekipman kullaniimalidir®®*%4°.

> Benzidin

Adler reaktifi de denilmektedir. Adler reaktifinin uygulanabilmesi igin,
oncelikle lekenin maserasyona tabi tutulmasi gerekir. Maserasyon igin lekeli
materyalden bir miktar alinip, ufak pargalara kesilerek bir tipe konulur, tzerine
lekenin miktari géz Onune alinarak bir miktar serum fizyolojik damlatilir.
Lekenin, Uzerinde bulundugu materyalden serum fizyolojige gecmesi icin bir
sure beklenerek maserasyon saglanir. Benzidin reaktifi dehidrojen peroksit ile
beraber kullanilir. Reaktif damlatildiktan hemen sonra yesil, 10 dakika sonra
mavi bir rengin meydana gelmesi lekenin kan lekesi oldugunu dusundurur.
Gunumluzde bu reaktif kanserojenik  Ozellikte olmasi  nedeniyle

kullaniimamaktadir®*143.

» Ortho-toludin
Benzidinin turevidir. Reaksiyonu benzidine benzemektedir. Yesil veya
mavi rengin meydana gelmesi pozitif sonug olarak yorumlanir. Ana bilesigi olan
benzidine donugebilecedi ve dolayisiyla karsinojenik etkileri olabileceginden adli

bilimler alaninda kullaniimamaktadir®>3641
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> Tetrametilbenzidin
Benzidinin turevidir. Benzidin ve ortho-toludine gore karsinojen etkisinin

daha az oldugu gdsterilmistir®**.

> Lokomalasit Yesili

Reaktif benzidin gibi uygulanir ancak solusyon seklinde hazirlanip sprey
olarak puskurtulur. Lekeye uygulandiginda leke kan lekesi ise, bir dakika iginde
mavi-yesil renk meydana gelir ve bu renk 10 dakika sonra yesil renge
donisir?' .,

Dogrulama Testleri

Dogrulama testleri; 6n tarama testinde pozitif sonug alinan lekeye isi ve
test kimyasallarinin uygulanmasi sonucu kristal olusumu yoluyla c¢alisir.
Dogrulama testlerinin en bilinenleri Takayama testi (hemokromojen testi) ve

Teichman testidir?.

» Takayama Testi (Hemokromojen Testi)

Takayama (hemokromojen) testi, hemoglobine 6zgudir ve takayama
reaktifinin bilesenlerini iceren bir dizi reaksiyondan sonra ¢ézunmez, pembe,
igne seklindeki hemokromojen kristallerinin olusumuna dayanir. Takayama
reaktifinin bilesenlerinde; sodyum hidroksit, glikoz, pyridin ve distile su bulunur.
On tanisi konmus lekeden parca alinarak lam lamel arasina koyulur ve bir sire
Ist uygulanir. Lamelin kenarindan reaktif sizdirilir ve 6rnek mikroskop altinda
incelenir, leke kan lekesiyse pembe renk hemokromojen kristallerinin olustugu
g6ralur. Sekilleri dikdortgen, igne veya ig bigcimindedir. Hemokromojen kristalleri

Oustinov, Sarda—Derrien reaktifleri ile de olusturulabilmektedir?>=3"4346.

» Teichman Testi
Teichman testinde de takayama testinde oldugu gibi ayni proseddrler ile
farkli kimyasallar uygulanir. On tanisi konmus lekeden parca alinarak lam lamel
arasina koyulur. Lamelin kenarindan bir damla glasiyal asetik asit ile bir damla
%71’lik sodyum Klorur ¢ozeltisi damlatip, kaynatmadan c¢ok hafif bir alev
Uzerinde tutularak, glasiyel asetik asitle sodyum klorir ¢dzeltisi ugurulur ve

sogumaya birakilir. lyice soguduktan sonra bu islem bir ka¢ defa daha tekrar
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edilir. Mikroskopta incelendiginde leke kan lekesi ise kahverengi saman ¢opu
seklinde billur olusumu gorular. Bu billurlara hemin billurlart adi verilmektedir.
Hemin billurlar;; Wagennar, Gabriel Bertrand ve Stryzowski reaktifleri ile de

olusturulmaktadir®>314346

Semen

Semen erkeklerde cinsel uyarimanin ardindan penisten bogalan
iceriginde fruktoz, asit fosfataz, spermin, PSA, ¢inko vb. gibi ¢coksayida hucre,
aminoasit, seker, tuz ve iyon bulunduran kompleks bir karigsimdir. Semen
iceriginin % 60’1 seminal keseden, % 20’si prostat bezinden, % 15-20’si
bulbouretral, Uretral, duktus epididimis ve duktus deferensten Uretilir. Bogalan
sivinin hacmi 2 ile 6 mililitre arasinda degisir ve normalde mililitresinde 60-120
milyon spermatoza yada sperm hucresi tagimaktadir. Spermiumlar hacim olarak
semenin %71’lik kismini olustururlar. Spermium hucresi yaklasik 0.05 mm
uzunlugunda bas, govde ve kuyruk boluminden olusan bir yapidir. Bas bolgesi
yumurta (ovum) hdcresinin igine girme gorevini yurutur ve g¢ekirdek icinde yer
alan genetik materyali saklar. Kuyruk bdlgesi spermatozoanin hareketli olmasini

saglar*’2.

Kuyruk 7~ Sentriol
kilifi

Sekil 4:Spermium anatomisi.
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Semen cinsel saldiri olaylarinda 6zellikle dnemlidir. Semenin varligi (ya

da bozulmamis spermin) cinsel temasin on delili olarak kabul edilmektedir®®.

Semen Analizinde Kullanilan Yontemler

Semen lekesi 6zellikle cinsel saldiri suglarinda belirlenmesi bliylik énem
tasiyan vucut bosluklarindan, giysilerden ya da olay yerlerinden elde edilebilen
delildir. Miktarinin fazla olmasi ve igeriginde spermium bulunmasi durumunda
tespit edilebilmesi daha kolaydir. Ancak az miktarda oldugu durumlarda teghisi
zorlasir.

Semen lekeleri tayininde birka¢ farkli metot kullanilmaktadir. Bunlar
sitolojik, biyokimyasal ve immiinolojik inceleme tetkikleridir. ilk olarak kullanilan
tetkik numudeki spermium hucrelerini mikroskopik olarak gdzlemlemektir. Eger
sperm hucreleri mikroskopik olarak belirlenemezse semeni diger maddelerden
ayirabilmek icin diger analiz yontemleri kullanilir. Bu yontemlerin tUmu seminal
sivida bulunan ve konsantrasyonlari organizmanin diger vicut sivi ve
dokularindakine oranla ¢ok yuksek olan bir kimyasal bilesigin, enzimin veya
hidcrenin;  biyokimyasal, = immunolojik veya  sitolojik incelenmesine
dayanmaktadir. Bu yodntemler Asit Fosfataz, Glisin Prolin Dipeptidil
Aminopeptitaz, Losin Aminopeptidaz, Gama-Glutamil Transferaz, Kreatin
Fosfokinaz, Laktat Dehidrogenaz izozim X (LDH-X) gibi enzim aktivitesinin,
spermin, kolin gibi proteinlerin, ¢inko gibi elementlerin tespitine yonelik calisir.

Ayrica UV 1sik taramasi da semen tayininde kullaniimaktadir®>®®.

» UV.isik taramasi

Ciplak gozle gorulecek vicut sivisi lekelerini saptamanin en basit yolu,
ultraviyole 15191 gibi alternatif bir 151k kaynagi kullanmaktir. Seminal sivi, icerdigi
flavine bagl olarak ekseri sari renktedir. Flavin maddesi semenin ultraviyole
Isiginda mavi beyaz floresan bir i1sima vermesini saglar. Alternatif 1s1k
kaynaklari ile 450 nm’de semen goérunur hale gelir. Bu yontem hem acgik hem
koyu renk yuzeylerde genis alanlarda uygulanabildiginden ve hizli oldugundan
kullanighdir. Ancak idrar ya da tukaruk gibi diger vucut sivilarinda da 1gimanin

gbzleniyor olmasi 6zgilliguni diistirmektedir.

21



> Biyokimyasal belirtecler

Sperm hucrelerinin gosteriimesi semen lekesini tanimlamada en etkili
yontem olsa da pek ¢ok Ornekte spermatozoaya ulasmak mimkin
olmamaktadir. Bu yuzden mikroskopi disinda semenin goésteriimesinde baska
metotlar da gereklidir. Bunun i¢in kullanilan pek ¢ok biyokimyasal belirteg
bulunmaktadir®*>’.

Asit Fosfataz:Asit fosfataz enziminin semendeki miktari diger vucut
sivilarina oranla c¢ok daha yuUksektir. Enzimin temel iglevinin semen
plazmasindaki fosforu kolini hidrolizlemek oldugu bilinmektedir.Asit fosfataz
semenin varligini gostermek igin iyi bir tespit yontemidir. Enzimin varligi,
substrat olarak alphanaphtyl fosfat kullanilarak fenol ve naftollere hidrolize
olmasi ve bu Urlnlerin diazonyum tuzu ile birleserek menekse rengini
vermesiyle gosterilir. Bu test eger dérnek eskiyse negatif sonug¢ verebilmektedir.
Cunku asit fosfataz zamanla daha az aktif hale gelmektedir. Ayrica vajinal
sekresyon gibi pek ¢ok vucut sivisida asit fosfataz igerdigi icin testin
6zglilliginin diisiik olmasi dezavantajdir®®2.

Losin Aminopeptidaz:Semende yuksek miktarda bulunan enzimin
goOsteriimesi esasina dayanir. Semen icerisindeki enzim L-l6sin-beta-
naftilamidden beta naftilamini serbestlestirimesini sagladiktan sonra meydana
gelen Urdnun diazonyum tuzu ile birlesip kirmizi renkte bir bilesik olusturmasi ile
gosterilir®>%4,

Gama Glutamil Transferaz:Substrat olarak kullanilan gama glutamil alfa
naftilamidin enzim etkisiyle serbestlesmesi sonucu meydana gelen alfa
naftilamin, bir diazonyum tuzu olan Fast Garnet GBC ile kirmizi kahverengi bir
bilesik olusturur®®®°,

Spermin Testi: Asit fosfataz gibi sperminin semendeki miktari diger doku
ve vucut sivilarina oranla daha fazladir. 11-20 yil bekletilimis lekelerde buyuk
dlglide pozitif sonucalinabildigi bildirilmistir®®,

Cinko Testi:Seminal lekelerdeki ¢inko dlzeyi prostat sekresyonundan
kaynaklanmaktadir. 20 yillik eski lekelerde bile etkinligi gdsterilmigtir®.

Kolin Testi:Temel kaynag! seminal vezikullerdeki fosforil kolindir. Vajinal

iliski sonrasindaki bir gun igerisinde saptanabilir®®°®.
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Semenogelin: Seminal veziklllerin salgiladigi bir proteindir. Ejakulatin
hizli pihtilagsmasini saglar. Seminal vezikul spesifik antijen 6zelligi ve ayrica

prostat spesifik antijen igin substrat roll gosterir.

> immunolojik belirtegler

1978'de George Sensabough’un prostat spesifik antijeni p30'u
kesfetmesiyle immunolojik calismalar yeni bir boyut kazandi. Sensabough;
p30'u, radial immunodifizyon, roket elektroforez gibi yodntemlerle izole
edebilmisti. Kisa bir sure sonra p30, antijen-antikor reaksiyonu temelinde
calisan enzim bagli immunoabsorbant deneyi (ELISA) ile gdsterildi®” 6279,

Prostat Spesifik Antijen:Prostat-Spesifik Antijen (PSA, p30), prostat
bezi tarafindan Uretilen proteolitik bir glikoproteindir. Semen tayininde
spermiumun 1s1k mikroskobu ile gdsterilmesi en glvenilir yol olarak bilinmekte
ise de supheli leke ya da sivinin spermatozoa icermedigi azospermik, aspermik,
vasektomili olgularda da lekenin semen olup olmadigini belirlemek adli bilimler
agisindan oOnem tasimaktadir. Bu nedenle seminal sivida c¢ok ylUksek
konsantrasyonda bulunan PSA adli alanda semen tayininde oldukga etkilidir.
Kadin vicut sivisinda, vajinada olmamasi sebebiyle spesifitesi ylksektir. Sperm
mikroskobisi zayif pozitif ya da supheli olgularda PSA arastiriimasi
Onerilmektedir. Ayrica asit fosfataz ve p30 degerlerinin pozitif, sperm
mikroskobisinin negatif oldugu olgularda mutlaka molekuler genetik inceleme ve

DNA calisiimahdir®®™,

» Mikroskopik inceleme

Olay yerinde elde edilen biyolojik bir lekede spermiumun morfolojik
olarak gosterilmesi eskiden beri semenin varligina kesin delil olarak kabul
edilmektedir. Ancak lekede sperm bulunmamasi lekenin semen olmadigini degil
sadece sperm bulunmadiginin gostergesidir.

Spermatozoalarin mikroskopik olarak géruntelenmesi icgin birgok farkl
morfoloji boyasi kullaniimaktadir. Bunlarin  baslicalari; Papanicolaou,
Hematoksilen-Eosin, Giemsa, May-Grunwald Giemsa, Eosin-Nigrosin, Diff-
Quick, Shorr, Christmas tree Fuksin, Corin-Stockis, Gentian Moru ve Metilen
Mavisidir. Bunlardan en sik kullanilanlari ise Christmas tree (Yilbasi agaci

boyasi) ve Hematoksilen-Eosin boyalaridir’®">.
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Christmas tree (Yilbasi agaci boyasi)

Sperm tayini histopatolojik bir boya olan Christmas tree boyasi ile
oldukga kolaylasmistir. Bu yontemle sperm basi pembe, basin alt kismi koyu
kirmizi, orta kisim mavi ve kuyruk sarimsi yesil boyanmaktadir. Parlak renkleri
nedeni ile en populer boya olarak bilinir. Leke suda ¢o6zunerek bir kismi
mikroskop lamina koyulur. Isiyla sabitlenip yilbagi agaci boyasi ile boyanir.
Preperat 400-1000 buyutme ile incelenir. Sadece sperm baglari olsa bile yilbasi
agacl boyasi bunlarin ayirt edilmesini saglar. Bu da semen varliginin tespiti i¢in

yeterlidir. Faz kontrast ya da karanlik alan mikroskopu kullanilabilir™ ™.

Hematoksilen-Eosin

Patoloji laboratuarlarinda doku kesitlerini boyamak igin sikga kullanilan
Hematoksilen-Eosin  boyasi sperm boyamada da  kullaniimaktadir.
Hematoksilen, hiicrenin “bazofilik” olan her komponentini boyar. Nukleik asit
(DNA, RNA) iceriginin fazla olmasindan dolayi, hucrelerin nukleuslari genellikle
bazofiliktir. Bazofilik olan komponentler, Hematoksilen ile mavi-mor renklerini
alir. Eosin ise, hicrenin asidofilik olan kismlarini pembe-kirmizi renge boyar.
Yapilan boya karsilastirmalari c¢alismasinda, Christmas tree boyasinin

Hematoksilen-Eosin’den daha iyi sonuclar verdigi saptanmistir’™.

Tlkuruk

Tukuruk birgok sugta delil olabilir. Isiriklarda, sigarada, ¢ignenmis ya da
yenmis bir madde ya da artikta, kisaca tukurukle temas eden yerlerde olabilir ve
DNA delili barindirir. Takuruk lekelerinin gortlmesi gu¢ ve tespiti de zordur.
GuUnumuzde tukurik icin kullanilan genel kabul gérmus birkag test vardir ancak
bu testler tukiruge spesifik dogrulama testleri degildir.

Kan ve sperm gibi tukurukte alternatif 1sik kaynagi kullanilarak
belirlenebilir. TUkUrdk lekeleri, ultraviyole 1sik altinda bakildiginda mavi-beyaz
gorundr ancak bu tukuruk lekesini diger vicut sivilarindan ayirt etmez.

Tukuruk igin en yaygin olarak kullanilan yontem tukuruk icindeki amilazin
bir polisakkarit olan nisastayr monosakkarit olan dekstroza g¢evirmesine
dayanan leke igerisinde amilaz bulunup bulunmadiginin tespitidir. Her ne kadar
tukarukte amilaz enzimi bulunsada ve amilaz igin testler varsada amilaz diger

bircok vlcut sivisinda bulunmaktadir. TUkurikte miktari daha fazladir bu
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nedenle test sonuglarinin yogunlugu tikurik igin pozitif 6n tani anlamina gelir.
Tukurikte yanak i¢ duvarina ait ¢ok sayida epitelyum hdcre bulunur ve bu

nedenle kolaylikla DNA tiplendirmesi yapilabilir”>°.

Menstruel kan

Menstruel kanda endometrium artiklari, katabolitler (yikim Granleri),
prostoglandinler, enzimler, servikal mukus, vaginadan dokulen hucreler
ve bakteriler bulunur. Kanama bol olmadik¢ga, endometrium tarafindan
salgilanan fazla miktardaki fibrinolizin adli enzim tarafindan adet kaninin
pihtilagmasi onlenir.

Menstruel kanin tespiti igin gunumuzde kullanimi kolay dogrulayici bir
test mevcut degildir. Oysaki periferik kan ile menstruel kan arasindaki ayrim
cinsel saldiri vakalarinda oldukga degerli bilgiler saglayabilir. 2015 yilinda
yapilan bir ¢alisma fibrin bozunma Urunlerinin saptanmasina dayali D-Dimer
testi ile menstruel kanin tespit edilebilecegini belitmektedir. Bir bagka
calismada menstruel kanda spesifik gen ifadeleri farkliliklari mMRNA’nin RT-PCR
analizi kullanilarak saptanabilecegi ve periferik kan ile menstruel kanin

birbirinden kesin olarak ayirt edilebilecegini ifade etmektedir®'°.

Viicut sivilarinin tanimlanmasinda glincel yaklagimlar
> mRNA profil metodu

mRNA’larin adli laboratuvarlar rutininde biyolojik sivi ve lekelerin
tanimlanmasinda kullanilabilmesi igin secgilen mMRNA belirtecinin doku spesifik
olmasi, olay yerinde veya postmortem 6rneklerde stabilitesinin bozulmamasi, ve
ekspresyon seviyelerinin  gevresel kosullara bagl olarak degisiklik
gOstermemesi gerekmektedir. Bu nedenle mRNA ekpresyon analizinin vucut
sivilarinin tayininde etkinligini ortaya koymak icin yapilan on c¢alismalar bazi
mRNA tiplerinin bu alanda kullanima uygun oldugu, bazilarinin ise doku spesifik
olmadidi ve/veya stabilitesinin disuk olmasi nedeniyle kullaniimasinin uygun
olmayacagini gostermektedir®®. Juusola ve Ballantyne kan igin beta-spektrin
(SPTB) ve porfobilinojen deaminaz (PBGD), tukuruk igin statherin (STATH) ve
histatin 3 (HTN3), semen igin protamin 1 (PRM1) ve protamin 2 (PRM2), vaginal
sekresyon i¢in human beta defensin-1 (HBD-1) ve muisin 4 (MUC4) mRNA

belirtecleri Uzerinde c¢alismiglar ve dort vdcut sivisinida tanimlamayi
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basarmislardir®”. Nussbaumer ve ark. hemoglobin A (HBA), kallikrein (KLK) ve
musin 4 (MUC4) potansiyel markerlarini analiz etmis ve biyolojik lekenin
orjininin belirlenmesinde faydali markerlar oldugunu gdstermislerdir®®. Haas ve
ark. daha once bildirilen mRNA belirteclerini kullanarak kan, tukurtk, semen,
menstrual kan ve vajinal sivinin tanimlanmasinda mRNA kullaniminin
geleneksel testlere etkili bir alternatif oldugunu belirtmislerdir®®. Bu calismalar ile
birlikte vajinal sekresyonlarin tanimlanmasi i¢in onerilen birkag mRNA belirteci
tukaruk orneklerinde yanlis pozitiflige yol agan tartismali sonuglar ortaya
koymustur. Bu nedenle Fleming ve Harbison, vajinal florada baskin oldugu
bildirilen bakterilerden Lactobacilus’larin iki turG olan L. gasseri ve L.
crispatus’un kullanilabilecegini, bu bakterilerin 16S-23S rRNA intergenic spacer
bdlgesinin  PCR’a dayali olarak gosteriimesi neticesinde vajinal sivinin

tanimlanabilecegini belirtmislerdir®.
DNA metilasyon profil metodu

DNA metilasyonu; bir CpG dinukleotidindeki sitozinin 5’-karbonundan
yapilya eklenmesini ifade eden epigenetik bir olaydir. Yalnizca Guanozin(G)
tarafindan takip edilen Sitozin(C) bazini etkiler. Boylelikle, DNA metilasyonu
sadece CpG alanlarinda gozlenir. DNA metilasyonu kromatin yapisini
etkileyerek gen ekspresyonunu dizenlemektedir. Epigenetik analizindeki son
gelismeler, tDMR'ler (dokuya 6zgu diferansiyel olarak metillenmis bdlgeler) adi
verilen kromozom pargalarinin, hicre veya doku tipine goére farkli DNA
metilasyon profilleri oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, tDMR'lerin belirli bir
CpG bolgesinde DNA metilasyon durumunun tespiti, DNA numunelerinin doku
veya hdcre tipinin tanimlanmasina izin verecektir. Frumkin ve ark. dokuya 6zgu
metilasyon paternlerinin tespitine yonelik yaptigi calismada venoz ve menstrual
kan, tukuruk, semen ve cilt epidermisini tanimlamayi basarmislardir®.
Wasserstrom ve ark. bes genomik lokusta semen-spesifik DNA metilasyon
paternlerinin tespitine dayanarak bir DNA kiti gelistirmis, bu kit ile gesitli vicut
sivilarindan olusan 135 ornek ve adli tip laboratuvarindan elde edilen 33 gercek
vaka orneginde semeni dogru tanimlayarak semen tayininde DNA metilasyon
analizinin mikroskopik inceleme kadar hassas ve guvenilir bir yontem
olabilecegini belirtmislerdir®. Lee ve ark. ise galismalarinda, bisilfit sekanslama

metodunu kullanarak vucut sivilarinin tayini igin tDMR'lerin potansiyelini
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arastirdilar. Kan, tukuruk, semen, menstrual kan ve vajinal sividan toplanan
DNA orneklerinde bes tDMR metilasyon profili Greterek sonugta sperm igin
DACT1 ve USP49, vajinal sivi igin PEN3 tDMR’leri kullaniimasi onermislerdir®.

Bu sonuglar DNA metilasyonu bazli gelistirilen galismalarin, biyolojik
sivilarin  tanimlanmasi igin  umut veren vyeni bir yontem olabilecegini
gostermektedir, ancak adli laboratuarlarin rutin uygulamalarinda kullanilabilmesi

icin daha fazla marker iceren daha fazla dogrulama ¢aligmalari gerekmektedirzo.

RNA’lar

RNA’lar; nukleotidlerin fosfodiester bagi ile baglanmasindan olusan
polintkleotid bir zincirdir. Genetik bilginin proteinlere donusturidimesi ve bu
surecin duzenlenmesini saglarlar. Yapisinda bir trifosfat grubu, bes karbonlu
riboz seker ve adenin, guanin, sitozin veya urasil bazlarindan biri bulunur. Riboz
sekerler birbirlerine fosfodiester bagi ile baglanirlar. Bazlara ise glikozit bagi ile
baglanirlar. Her RNA molekuli DNA uzerinde gen adi verilen belirli bir bolge ile
esleniklik gosterir. RNA'lar DNA’dan farkli olarak tek zincirli ve Timin bazi yerine
Urasil bazina sahiptir. Bazi RNA cesitlerinde inosin, pseudouridin gibi farkl

bazlara da rastlanmaktadir®.

RNA
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Sekil 5: RNA molekilindn temel yapisi.
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RNA’lar protein kodlayan (coding) ve kodlamayan (noncoding, nc) olarak
iki gruba ayrilir. Kodlamayan RNA'larin iglevleri gbz 6nune alinarak yapisal ve
dizenleyici olarak siniflandirilir. Yapisal olarak tanimlanan kodlamayan RNA’lar
hidcrenin temel iglevleri icin gerekli olup rRNA ve tRNA’larini igermektedir.
Duzenleyici RNA’lar ise hucre icindeki genetik bilgi akisini duzenleyen RNA'lar
olup miRNA bu grupta yer almaktadir®.

tRNA
— MRNA — Yapisal ncRNA_[(translerRNA}
(messenger RNA)
rRNA

(ribosomal RNA)

RNA—
= 200 nucleotides

— Uzun [IncRNA

| I"'ICRNA (long non-coding RNA)
(non-coding RNA)
o _ — microRNA
— Dazenleyici NCRNA (19 - 22 nucleotides)
_ — snoRNA
< 200 nucleotides (small nucleolar RNA)

e Kogok NCRNA L siRNA
(small interfering RNA)

— SNRNA

(small nuclear RNA)

L piRNA

(PIWI-interacting RNA)

Sekil 6: RNA’larin siniflandiriimasi.

mRNA

mRNA’lar DNA’daki genetik bilginin proteine gevrilmesine aracilik eden
RNA’lardir. mRNA sentezinde DNA ¢ift sarmali ¢ozullr ve kalip gorevi goren
DNA zincirinin karsisina RNA polimeraz enzimi yardimiyla mRNA molekuli
yazilir. Bu sekilde DNA’daki genetik bilgiyi alan mRNA bunu ribozomlara tasir.
Ribozomlar mRNA'daki bilgiye gore sentezlenecek proteinin amino asit sirasini
belirler. Okaryotik bir hiicrede 10000 farkh mRNA molekill bulunur ve

mRNA’lar toplam RNA'nin %5'ini olusturmaktadir®®8.

tRNA
tRNA molekulleri RNA’larin en kugugudur. Hucredeki RNA’larin %15'ini

olusturur. Tek zincir halinde sentezlenen bazi bdlgelerinde kendi iginde baz
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eslesmeleri yaparak yonca yapragini andirir.tRNA’nin bir ucunda Uglu nukleotit
dizisinden olusan antikodon, diger ucunda ise amino asidin baglandigi bolum
bulunur. Her bir antikodon, tRNA cesidine o6zgudur ve mRNA Uzerindeki
kodonlari karsilayacak sekildedir.tRNA'lar adaptdér gorevi yaparak bir
uglarinabagladiklari amino asiti, ribozoma tutunmus mRNA'nin tasidigi kodona
gore polipeptidzincirine dizerler. Bu sekilde 20 gesit aminoasitin ¢esgitli sira ve

sayida dizilimini olusturarak farkliproteinlerin sentezini gerceklestirir®” .

rRNA

rRNA’lar proteinlerle birlikte ribozom organelinin yapisini olugturur. Bir
ribozomun yaklagik %65’ini meydana getirirler. Hucredeki toplam RNA’ninda
%80-85 kadari rRNA’dir. rRNA ribozomu olusturan proteinlere bagh olarak
bulunur. rRNA’lar ribozomun yapisini olusturmanin yaninda mRNA’larin

ribozoma baglanmasinda ve translasyonda énemli rol oynarlar®.

Kiguk kodlamayan RNA’lar

Hucrelerde mRNA, tRNA ve rRNA'dan baska farklh fonksiyonlara sahip
RNA turleri de bulunmaktadir. Kiguk kodlamayan RNA'lar olarak adlandirilan
bu RNA turleri 6zellik ve fonksiyonlarina gore Kuguk nuklear (small nuclear)
RNA (snRNA), Kuguk interferans RNA (siRNA), Small nucleolar
RNAs(snoRNAs) ve mikro RNA (miRNA) olarak siniflandiriimaktadir'®-192,

» Kiuguk nuklear (small nuclear) RNA (snRNA)

snRNA’lar nukleusta bulunan, mRNA islenmesi ve gen regulasyonunda
onemli gorevleri olan kugik RNA sinifidirmRNA islenmesinde genlerin
kodlanmayan (intron) bdlgesinin ¢ikariimasini saglarlar. Boylece olgun mRNA
olusumuna yardimci olurlar®-1%3,

> Kuglk interferans RNA(siRNA)

20-25 nukleotid uzunlugunda cift iplikli RNA’lardir. siRNA’lar spesifik
mRNA’lara baglaniponlari isaretleyerek endonukleaz enzimleri tarafindan
yikilmasini saglarlar ve gen ekspresyonunun durdurulmasinda gorev alirlar'®,

» Kiugluk nuikleolar RNAs (snoRNAs)

Ribozom biyogenezi icin gerekli olan rRNA modifikasyonlarini

gerceklestirirler. Uzun pre-rRNA’lari  kUguk pargalaraayirarak fonksiyonel

altiinitelere (18S, 5.8S ve 28S molekiiller) donistiiriirler®.
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> PIWI interacting RNA (piRNA)
25-30 nukleotid uzunlugunda kuguk RNA’larin oldukga spesifik bir grubu
olan piRNA’lar germ-line hicrelerinde, 0Ozellikle spermatogenezde
retrotranspozonlarin  ve  diger genetik elementlerin  susturulmasini

saglamaktadir'®1%7,

> Mikro RNA (miRNA)

MikroRNA'lar yaklagsik 20 nukleotid uzunlugunda, endojen, kuguk, tek
iplikli, DNA transkripsiyonu olan protein gevirisi olmayan RNA’lardir. mRNA’ya
tutunarak posttranskripsiyonel gen ekspresyonunu inhibe ederler ve boylece
proteinlere translasyonunun engellenmesine ya da mRNA degredasyonuna yol

acarlar'®®1°

. miRNA’larin memelilerde tum protein kodlayan genlerin yaklasik
%60’sinin  aktivitesini kontrol ettigi tahmin edilmektedir. Su anda, 1.881
prekursor ve 2.588 olgun insan miRNA’sI, Haziran 2014 miRBase surum 21’de

kaydedilmistir’'"'12,

Mikro RNA’larin Kesfi

ilk kez 1993 yilinda Victor Ambros’un laboratuvarinda Caenorhabditis
Elegans'da (C. Elegans) lin-4 adi verilen miRNA kesfedilmistir''>. Ayni tarihte
Gary Ruvkun ve arkadaslari tarafindan C. Elegans Uzerinde yapilan ¢alismada
lin-4 adi verilen miRNA’larin lin-14 geninin negatif dlzenleyicisi olarak iglev
yaptigi gosterilmistir. Ruvkun grubu 2000 yilinda C. Elegans’ta let-7 adi verilen
ikinci  miRNA tipini kesfetmistir. 21 nukleotitten olusan let-7'nin larva
déneminden erigkin doneme gegcisi kontrol ettigi gozlenmistir. Let-7’nin kesfi
devrim niteliginde olup bu kisa kodlanmayan RNA sinifinda yer alan ve gen
ifadesinin duzenlenmesinden sorumlu RNA’lara mikro RNA (miRNA) adi
verilmistir'"*'°. Daha sonra arthropodlardan insana kadar bircok canli tiiriinde
miRNA’lar bulunmustur. Bugunlerde ise, binlerce miRNA insanlarda ve diger
canlilarda tanimlanmis olmakla birlikte, miRbase, miRDataBase gibi miRNA

online dizi havuzlari da olusturulmustur'®.

Mikro RNA Biyogenezi
MiRNA’larin biyogenezi ilk olarak ¢ekirdekte DNA’dan RNA polimeraz Il

enzimi araciliginda transkripsiyon ile pri-miRNA olusmasiyla baglar. Daha sonra
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cekirdekteki pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailesinin bir endonukleazi olan Drosha
ve kofaktoru olan DiGeorge Kritik Sendrom Bolgesi 8 (DGCRS8) ikilisinin
olusturdugu mikroislemci kompleks tarafindan pre-miRNA (pre-miRNA) adi
verilen sag¢ tokasi yapisinda yaklasik 85 nukleotid uzunlugunda RNA
molekullerine bdltnur. Mikroislemci kompleksindeki DGCR8 tek zincirli RNA
yapisini tanirken, katalitik birim olarak iglev goren Drosha ise pri-miRNA’yi
yaklasik 11 bp’lik kisimlik bazal birlesme yerinden, yaklasik 22 bp’lik kisimlik
apikal birlesme yerinden kesmektedir. Cekirdekte olusan bu pre-miRNA,
exportin 5/RanGTP kompleksi tarafindan sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada
RNAaz Il grubu endonlikleaz olan Dicer ve TRBP (trans-activator RNA binding
protein) tarafindan 21 nukleotidli yolcu ve matir miRNA iplikgikleri iceren
miRNA dublekslerine yarilir. Bir yandan Dicer ana bilegsenleri Argonaute
proteinleri (Ago) olan RNA-indiklenmis susturma kompleksine (RISC)
olusumunu baslatir. Matir miRNA RISC kompleksine entegre (miRISC) olurken,
yolcu miRNA pargalanir.RISC kompleksi igerdigi miRNA’yi hedef mRNA'ya
yoneltir ve hedef mRNA'nin sekansina baglanarak translasyonun

baskilanmasini indiikler'""1"8,
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Sekil 7: MikroRNA’larin biyogenezi.

Olgun miRNA’nin mRNA Uzerindeki hedef bdlgesine baglanmasi tam ve
kismi (parsiyel) olmak Uzere iki sekilde olur. miRNA, hedef mRNA’'ya kismi
batunleyicilik ile baglanirsa, mRNA'yI baskilayarak translasyonunu inhibe eder.
Bu yolu kullanan olgun miRNAlar, hedef mMRNA’ya genellikle 3'UTR bolgesinden
baglanir. miRNA, hedef mRNA’ya tam butlnleyicilik ile baglanirsa, mMRNA’nin
yikimini gergeklestirir. Bu yolu kullanan miRNAlar ise, hedef mRNA’ya daha gok
kodlama sekansi veya ORF (Open Reading Frame =Agik Okuma Cergevesi)
deki bolgelerden baglanirlar. Genel olarak miRNA’lar post transkripsiyonel
dizenlenmeyi; translasyonu baskilayarak veya mRNA hedeflerinin yikimini
saglayarak yapar'?%'?%,

Son yapilan g¢aligmalarda miRNA’larin biyogenezinde farkl yolaklar
oldugu kesfedilmistir. Mirtron yolagi bunlardan biridir. Bu yolakta mRNA
kodlayan genlerin ¢ok kisa sag¢ tokasi yapisindaki intronlarinin splayzingi ve
uclarinin  kesilmesi ile Dicer tarafindan direkt tasinan ve islenen,

Drosha/DGCRS8 prosesinden bagimsiz, pre-miRNA’lar Uretilir. Mirtron’lara ek
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olarak, pre-miRNA’larin bir baska kaynadi bazi tasiyict RNA (tRNA) ve kiguk
nukleolar RNA (snoRNA)'lardir. miRNA’lara iglenmesi surecleri Dicer'a bagimli,
Drosha/DGCR8’ye bagimsiz sekilde gergeklesip, RISC kompleksine gegerler.
Bir digeri ise Drosha bagimli Dicer bagimsiz yolaktir. Drosha tarafindan pre-

miRNA Uretilir ve Dicer basamagi atlanarak Ago2’ye yiiklenir'?>124,

Mikro RNA’larin Fonksiyonu

MikroRNA'lar fonksiyonlarini kendi nukleotid dizilerine komplimenter
hedef genleri tanima &zelligine sayesinde gergeklestirir. MikroRNA’nin yapiya
eklenmesi ile olusan RISC kompleksi baz eslesme 6zelligi ile mRNA'ya
baglanarak ilgili genin protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya
MRNA'nin yikilmasina sebep olur. MikroRNA'larin her birinin birden fazla
MRNA'nin ekspresyonunu diuzenleyebildigi ve mRNA'larin herbirinin de birden
fazla mikroRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir. Bu sekilde gen
ekspresyonunun duzenlenmesinde rol oynayan mikroRNA’larin protein
kodlayan genlerin %30’unu bu yolla ydnettigi diistinilmektedir'?>'2°,

Embriyonik gelisme, hlicre gogalmasi ve farkhlasmasi gibi cogu hicresel
surecler gen ekspresyon paternleri ile duzenlenir. Herhangi bir patolojik
durumda da mikroRNA’larin gen ekspresyon seviyelerinin artabilecegi veya
azalabilecegi 6ngoérulduginden gunumuzde bir¢cok hastaligin tanisinda,
prognozunda ve tedavisinde miRNA’larin kullanimiyla ilgili g¢alismalar
yapilmaktadir. Bu c¢alismalarda kanser, nérodejeneratif ve metabolik
bozukluklar gibi birgok hastaligin patogeniziyle mikroRNA’larin iligkili oldugu

belirtiimektedir'?"1%.

Adli Bilimler ve MikroRNA

Adli genetikte RNA’dan c¢ok cesitli alanlarda yararlanilabilecegi
dusunulerek bu konuda calismalar yapiimaktadir.RNA turlerinin gen ekspresyon
seviyelerinin analizi ve RNA degradasyonunun kantitatif olgumleri yapilarak
RNA’larin vicut sivilarinin ayirt edilmesi, postmortem interval tayini, leke yasi
tayini gibi adli arenada potansiyel kullanim alanlari olup olmadigi
arastirlmaktadir. GuUnumuzde RNA tirlerinden mRNA ile vicut sivi ve

dokularinin ayirt edilmesi, 6lume neden olabilecek patolojilerin agiklanmasi,
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postmortem interval tayini Uzerine, rRNA’lar ile tir identifikasyonunda
konusunda arastirmalar yapilmaktadir.

MikroRNA'larin da gen ekspresyonunun regulasyonunda rol oynamasi
nedeniyle benzer amaglarla adli bilimler alaninda kullanilabileceqi
dusunulmektedir. Bu nedenle vacut sivilarinin tanimlanmasi, postmortem
interval tayini, biyolojik lekelerde yas tayini, normal ve patolojik gen
ekspresyonlari arasindaki farkin belirlenmesi gibi ¢ok cesitli adli alanlar da

calismalar yapllmaktad|r132'136.

» Vucut sivilarinin tanimlanmasinda miRNA

Adli vicut sivilarinin tayini icin hassas ve spesifik yeni bir metot olarak
bazi mRNA belirtegleri 6nerilmekle birlikte nem, sicaklik gibi ¢evre kosullarinin
mMRNA stabilitesini etkilemesi nedeniyle adli kullanima daha uygun olabilecedi
dusundlen mikroRNA belirtecleri arastiriimaya baglanmistir. MiRNA'lar; 18-22
nikleotid uzunlugunda kodlamayan RNA molekilleridir ve transkripsiyon
sonrasi gen ekspresyonunu duzenler. Birka¢ yeni ¢alisma, bazi miRNA'larin
doku spesifik ekspresyon paterni gosterdigini belirtmektedir. MiRNA'larin ¢ok
kliguk boyutlari onlari ¢evresel faktorler tarafindan bozulmaya daha dayanikli
hale getirir. Bu durum vicut sivilarinin tayininde biyobelirte¢ olarak miRNA’larin
mRNA’lara kargi belirgin avantajli olmasini saglar. Adli bilimlerde biyolojik
sivilarda miRNA ifadesini ilk kez degerlendiren Hanson ve ark. miRNA’nin adli
orneklerde tespit edilebilecegini gostermiglerdir.Calismalarinda gRT-PCR
analizini kullanarak periferik kan, tukurik, semen, vajinal sivi ve menstruel
kanda 425 insan miRNA'’sInI incelemis farkli vicut sivilarinda farkli ekspresyon
seviyesi gosteren dokuz miRNA’nin  biyolojik  sivilarinin  tayininde
kullanilabilecek marker oldugunu belirtmislerdir'®. Zubakov ve ark. mikroarray
analizi ile 718 miRNA'nin ekspresyon seviyelerini tanimlamis ve biyolojik
sivilarin tayini igin potansiyel marker olabilecek 14 aday miRNA'yi belirlemigtir.
Belirlenen 14 aday miRNA’'nin gRT-PCR ile kantitatif 6lgimuna yaparak verileri
mikroarray verileri ile karsilatirdiginda sadece kan ve semenin uyumlu
oldugunu, takdrdk, menstruel kan ve vajinal sivida ayni sonucu elde
edemediklerini belirtmiglerdir. Bu ilk iki ¢caligsma, adli tip uygulamalarinda miRNA
ekpresyon analizinin kullaniima potansiyelini gostermekle birlikte, farkl teknoloji

platformlari ve istatistiksel yontemler kullanildigindan sonuglar birbirleri ile
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uyumsuz bulunmustur'’. Sonrasinda yapilan calismalarda pekgok miRNA’nin
vucut sivilarinin tanimlanmasinda kullanilabilirligi test edilmis ve bu miRNA’lar

Tablo 1’de aktariimigtir.

Tablo 1: Vicut sivilarinin tanimlanmasinda test edilen miRNA’lar

Viicut sivisi miRNA

= miR-16 = miR-486 = miR-451

Periferik kan = miR-20a = miR-22-5p = miR-451a
= miR-106a = miR-144 = miR-150
= miR-126 = miR-185
= miR-10a = miR-135b = miR-891a
= miR-10b = miR-507 = miR-943

Semen = miR-17 =  miR-508-5p = miR-888
=  miR-29b-2 = miR-644 = miR-380
= miR-135a = miR-340
= miR-26a = miR-208b = miR-518¢c
= miR-96 = miR-381 =  miR-583
= miR-135b = miR-431 = miR-622

Tukarik = miR-141 = miR-450b-5p =  miR-658
=  miR-145 =  miR-205 = miR-1228
= miR-182 = miR-124
=  miR-200c = miR-203

Menstruel kan = miR-144 = miR-451 = miR-412
= miR-185 = miR-214

Vajinal sivi = miR-124a = miR-1260b = miR-617
= miR-372 = miR-4286

Gozyas! = miR-637

Cilt = miR-139 = miR-3169 = miR-494

iRNA profillemesiyle vicut sivisinin tanimlanmasinin ¢esitli avantajlari vardir.
Bunlardan ilki, ayni lekeden miRNA ve DNA'nin es zamanl tespitinin mimkuan
olmasidir. Bu durum olay yerlerinden elde edilen delil materyalinin genellikle
sinirl olmasi nedeniyle adli arastirmalarda énemli bir avantaj saglar. miRNA
profillemesinin bir diger dnemli avantaji ise, birden fazla miRNA ekpresyon
profilinin ayni anda deg@erlendiriimesi mimkdn oldugundan ayni tupte birkag
vicut sivisi analiz edebilmektedir. Bu sekilde c¢ok az miktardaki delil
materyallerinde o6rnek kaybi onlenirken, bir ¢alisma ile birden fazla belirtecin

ayni anda degerlendirilebilmesi yanlis pozitiflik riskini de azaltacaktir.

» Postmortem interval tayininde miRNA
Postmortem interval tayini(PMI) adli 6limlerde olayin aydinlatiimasi ve

olasi potansiyel suphe/suphelilerin ekarte edilebilmesi agisindan oldukga
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onemlidir. PMI belirlenmesi igin kullanilan yontemler dlumden sonra meydana
gelen degisikliklerin zamanlarini hesaplamak prensibine dayanmaktadir. RNA
ile ilgili galismalarda postmortem doénemdeki RNA degradasyonunun tespitine
yoneliktir.

Postmortem interval tayinine vyonelik farelerde postmortem kalp
dokusunda 18S-rRNA ve mikroRNA Uzerinde yapilan bir ¢alismada yedi gune
kadar 18S-rRNA ve mikroRNA bozunma paterninin yararli oldugu

gosterilmistir™’.

Postmortem fare dalaginda yapilan bir c¢alismada ise
mikroRNA’larin postmortem interval ve sicaklik dedisimlerinden ¢ok az oranda
etkilendikleri ancak mRNA'larin 6lumden sonra hizla degradasyona ugradiklari,
bu nedenle erken postmortem interval tahmini i¢cin daha uygun belirtecler
oldugu ifade edilmistir'®,

Bir diger ¢calismada vitréz sivida bulunan miRNA'larin élumdeki fizyolojik
ve cevresel kosullar hakkinda bilgi depolayan bir tlr biyolojik kara kutu
olabilecegi dusunulerek gunduz veya gece Olen bireylerin vitrdz sivisinda
miRNA'lar qRT-PCR ile analiz edilmigtir. Sonugta miR-142-5p ve miR-541
ekpresyon seviyeleri igin gindiz ve gece arasinda istatiksel olarak anlamli
farkhlik oldugu teyit edilmistir. Bunun yaninda miRNA ekpresyon seviyelerinin
olimden sonra en az 24 saat boyunca stabil kaldigi belirtiimigtir. Bu sonug;
miRNA seviyeleri ile postmortem ddénemde gecen slUre arasinda bir iligki
bulunmadigini, miRNA seviyelerinin 6lum aninda ortamdaki 1sik ya da
sirkadiyen saat ile iliskili olabilecegini distindiirmistiir'®. Benzer bir baska
calismada gunduz veya gece saatlerinde Olen bireylerden vitroz sivi ile birlikte
kan 6rnegide alinarak miRNA'lar analiz edilmis ve 6lumun gece veya gunduz
olup olmadigi arastiriimistir. Sonugta miRNA seviyeleri ile 6limden sonra gegen
24 saatlik sure arasinda anlamli korelasyon olmadigi, miRNA'larin dlumden
sonra en az 24 saat stabil kaldiklari, ancak miR-106b ve miR-96'nin vitroz
sivida, miR-142-5p ve miR-219’un ise kanda gece ile gunduz arasinda anlamli
derecede farkli ekspresyon paterni gosterdikleri, bu nedenle miRNA’larin dlim
zaman tayininde sirkadiyen saat ile iliskili olabilecegi belirtiimistir.*°.

Batun bu galismalarinin yaninda cinsiyet, 6lum yasi, ila¢ tedavileri, koma,
hipoksi, yuksek ates ve dehidrasyon gibi bircok faktorin RNA’nin batunluguni

etkiledigi bilinmektedir. Dolayisiyla yapilan c¢alismalarda bu farkliliklarin
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hesaplanan olum zamanlarinda sapma vyaratabilecegi de g6z Onunde
bulundurulmalidir.

GUnUumuzde postmortem interval tayininde mikroRNA profili Uzerine
yapilan arastirmalar emekleme asamasinda olup 6lum zamaninin
belirlenmesinde kronolojik biyobelirtecler olarak ne kadar yararl olabileceklerini

aciklamak igin daha fazla galismaya ihtiyag duyulmaktadir'®.

» Leke yasinin tayininde miRNA

Olay yerlerinde bulunan biyolojik 6rneklerin yasini belirleyebilmek adli
bilimler alanina buyuk bir yarar saglar. Biyolojik materyalin olaydan bagimsiz
farkli bir zamanda olay yerine birakildigini veya hangi lekenin olay ile baglantil
oldugunu tespit edebilmek sugun zamani ve suphelileri tahmin etmede yardimci
olur™",

Biyolojik lekelerde leke vyasi tayininin RNA degradasyon derecesi
Olcllerek yapilip yapilamayacagina iligkin ¢caligmalar bulunmaktadir. 150 gine
kadar saklanan kan lekelerinde zamana bagh olarak 18S rRNA ve beta-actin
mRNA’larin degradasyon seviyeleri arastirilan ¢calismada, kan lekelerinde her iki
RNA belirtecinin 150 gunun Uzerinde analiz edilebildigi, ancak beta aktin
mRNA’sinin zamana bagl olarak degradasyon derecesinin kademeli olarak
arttig1 izlenmigtir.Her iki RNA belirtecinin tum huicrelerde bulunmasi ve
ekspresyonunun kismen yuksek olmasi nedeni ile kan lekesinden bagka diger
vlucut sivilarina ait lekelerin degradasyon derecelerinin arastiriimasi igin de
kullanilabilecegi ileri stirtiimstiir'*2.

Bir baska calismada etanol veya amfetamin sulfat ve metamfetamin
hidroklortr iceren kan lekeleri hazirlanip mikroRNA-16 (miR-16) ve miR- 451
seviyelerindeki zamansal degisikliklere dayanarak leke yasi tayini aragtiriimistir.
Hazirlanan orneklerde miR-16 ve miR-451 seviyelerinin 5-28 gun sonra 6nemli
Olcude azaldigi belirlenmistir. Bu bulgular ile kan lekesinden yas tayinin
miRNA'larin ekspresyon seviyeleri analiz edilerek hesaplanabilecegi 6ne
strilmistir'.

Yapilan bu calismalar gesitli mMRNA ve miRNA belirteglerinin RT-PCR
teknigi ile analiz edilerek kuru kan lekelerinin yasinin belirlenmesinde bir

parametre olarak kullanilabilecegini gdstermistir''43,
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> Oliim nedeni patolojik mekanizmanin anlasilimasinda miRNA

Real time PCR’in kesfedilmesinden sonra RNA'nin adli bilimler alaninda
daha fazla uygulamada kullanilabilecegi dusunulmustir. Bunlar arasinda
élimiin meydana geldigi sirecin anlasiimasi da bulunmaktadir. Olimin
meydana geldigi sure¢ doku hasarinin bir tiraddr ve 6lume neden olan birgok
mekanizma morfolojik degisiklik meydana getirmez, c¢unku bu dedgisiklikler
cogunlukla fonksiyoneldir veya gorunuar bulgular olusturacak uzunlukta
surmemektedir. Hucre doéngusinin hemen her asamasinda rol alan
miRNA’larin ekspresyon paterninin analiz edilmesi ile 6lumin meydana geldigi
suregte hlcrenin fonksiyonel durumunun gdsterilmesi mumkidn olabilir. Bu
nedenle 6lum nedeninin saptanmasinda miRNA ekspresyon paternlerinin tanida
kullanilabilirligini gosteren g¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan biri suda
bodulma vakalari Uzerinde gergeklestiriimistir. Suda bogulmanin patogenezinde
iyon kanallarinda mikro degigsiklikler oldugu ve iyon kanallarini kodlayici genlerin
dizenlenmesinde rol alan bazi miRNA’larin gen ekspresyon analizi yapilarak bu
degisikliklerin belirlenebilecedi dusunulmuastir. Calismanin neticesinde tatli
suda bogulmalarda miR-706’nin tani koydurucu olabilecegi ileri stirllmustiir'**.

Travmatik beyin hasari sonrasi fare hipokampusunda mikroRNA gen
ifadesi degisiklikleri arastirilan bir diger ¢alismanin neticesinde miR-142-3p ve
miR-221’in adli uygulamalarda travmatik beyin hasari degerlendirmesi igin
potansiyel biyolojik belirtecler olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir'®. Olim
sebebinin arastirilmasina yonelik olarak yapilan bir baska calisma ise ani
bebek olum sendromunda kalp spesifik miR-1 ve beyin spesifik let-7
miRNA’larin disregulasyonuna iligskindir. Calismanin bulgularina gore organ
spesifik miRNA dizensizliginin ani bebek 6lim sendromu patogenezi ile iliskili

olabilecegi belirtimektedir'°.

38



GEREGC ve YONTEM
Calisma Grubu

Bu arastirma, T.C. Mersin Universitesi Rektorligu Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan degerlendiriimis ve 21/09/2017 tarihinde 2017/273 sayil
kararla uygun bulunmustur. Calismaya katiimak isteyen 18-25 yas grubunda
11’i kadin ve 12’si erkek olmak Uzere toplam 23 gonullu bireye, etik kurulda
belirtilen yonergelere uygun olarak hazirlanmis bilgilendirilmis onam formu
okutulup imzalatiimistir.

Calisma grubundaki bireylerden, 2 ml vendz kan 6rnegi tek kullanimlik
steril siringalar kullanilarak Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA)li tipe alindi.
Tukuruk ornekleri icin gonullu bireylerden 6rneklemeden Once en az bir saat
yiyip icmemeleri istendi ve ornekler steril swap gubuklar kullanilarak her bir
bireyin agzinin i¢ kismina surllerek alindi. Her bireyden 4-6 adet steril swap
cubuklar ile alinan érnekler plastik tliplere konuldu. Semen 6rnekleri, 3-4 gunlik
cinsel perhizi bulunan gonullu 12 kigsiden masturbasyon yontemi ile herhangi bir
kayganlastiricic madde kullanmadan ejakulat vermeleri saglanarak plastik
kaplara toplandi. Menstruel kan ornekleri gondlli 11 bireyden menstruel
siklusun iki veya uguncu gununde steril swap cubuklari kullanilarak alindi. Her
bireyden 4-6 adet steril swap cubuklar ile alinan o6rnekler plastik tuplere
konuldu. Tum numuneler ihtiya¢ duyulana kadar -20°C'de saklandi.Molekuler
analizler, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Molekuler Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Geregler

Cihazlar

Buzdolabi (Hotpoint Ariston)

Derin Dondurucu (Arcelik)

Etuv (Nidve EN-500)

Hassas Terazi (ACJ 120-4M, Kern)
Mikropipet Seti (Thermo Electron Corporation)
Otoklav (OT 40 L, NGve StreamArt)

PCR (Veriti, Applied Biosystems)

Real-Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
Santriftj (NF-400, Nuve)

YV V.V V V V V VYV V
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» Vorteks (VELP Scientifica)

Sarf ve Kimyasal Malzemeler
5 X Hot Firepol® Probe QPCR Mix Plus (ROX) (08-14-00020, Solis Biodyne)
dNTP Mix (10 mM each) (R0193, Thermo Scientific™)
Etanol (1009712500, Merck Millipore Corporation)
GeneMATRIX FFPE RNA Purification Kit (E3593-02 100 preps, EURX)
izopropanol (19516, Sigma)
Kloroform:izoamilalkol (24:1) (X205, Amresco)
Microamp Real Time PCR Plate kaplama Filmi (100’IUik) (Applied
Biosystems)

V V.V V V VYV V

Microamp Real Time PCR Plate tutucu (Applied Biosystem)
Mikrosantrifaj ttpu 1,5 ml'lik (Axygen)

PCR tapu 0,2 ml'lik (Axygen)

Pipet ucu 0,5-10 pl'lik (T-300, Axygen)

Pipet ucu 1-200 pl'lik (T-200-Y, Axygen)

Pipet ucu 1-1000 ul’lik (T-1000-B, Axygen)

Polipropilen Real Time PCR Plate (96’11k) (Applied Biosystems)
RevertAid Reverse Transcriptase, 5x Reaksiyon tamponu RT-PCR ile
birlikte (200U/ul) (EP0442, Thermo Scientific)

Ribolock RNase Inhibitor (40 U/ul) (EO0382, Thermo Scientific)
Ribozol (N580, Amresco)

» Total RNA Control (Human) (4307281, Applied Biosystems™)

YV V V V V V VYV VY

vV Vv

Periferik Kan ve Semen Orneklerinden RNA izolasyonu

1. 500 ul EDTA’lI kan 6rnegi 1,5 mllik mikrosantrifij tiplne transfer edildi.
Uzerlerine 500 pl ribozol eklendi. 750 pl semen drnegi Uzerine ise 750 pl
ribozol eklendi. Ornekler hemen vortekslenerek oda sicakliginda 15 dakika
inkibe edildi.

2. +4°C’de sogutulmus 200 ul kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi ve hemen
vorteklendi.

3. Mikrosantrifuj tipleri +4°C’de 15 dk 14.000 rpm’de santriflj edildi.
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4. Santrifijden sonra 6rnek U¢ faza ayrildi. Ustteki agik sivi fazda RNA, orta
beyaz bulutumsu fazda DNA, alttaki kirmizi fenol fazda protein ve lipid
olmak Uzere ug faz olustu.

5. RNA icerikli Ust acik sivi faz, etiketli tiplere transfer edildi.

6. Sivi fazin tzerine 500 pl hacimde izopropanol eklendi ve RNA’y1 ¢oktlirmek
icin 10 dakika oda i1sisinda inkube edildi.

7. Tupler +4°C’de 10 dk 14.000 rpm’de santrifuj edildi.

8. Supernatant, pelletin altist olmamasina dikkat edilerek pipetle atild1.

9. Pellet Uzerine 1 ml hacimde %75’lik soguk etanol ilave edilerek RNA
yikanmasi saglandi. Daha sonra, tupler +4°C’'de 10 dk 14.000 rpm’de
santrifuj edildi.

10.Pipetle yine pellete dikkat edilerek supernatant atildi ve kuruma igin 10-15
dk inkUbe edildi. Etanolin kalmamasina dikkat edildi.

11.RNA pelletinin ¢ozunmesi igin Uzerine 50 ul distile su ilave edildi. 15 sn
kadar vorteks yapildi ve oda sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra tupler -
20°C’de saklandi.

Menstrual Kan ve Tiikiiriik Orneklerinden RNA izolasyonu

1. Miktarlari 4-6 adet olan pamuklu ¢ubuk yardimiyla alinan menstrual kan ve
tukardk ornekleri, cubuklar kesilerek 1,5 ml'lik eppendorflara alindi.
Uzerlerine 1 ml Ribozol eklendi ve vortekslenerek oda sicakliginda 15
dakika inkube edildi.

2. +4°C’de sogutulmus 200 ul kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendi ve hemen
vorteklendi.

3. Mikrosantrifuj tipleri +4°C’de 15 dk 14.000 rpm’de santrifuj edildi.

4. RNA icerikli Ust acik sivi faz, RNA binding spin-column’a transfer edildi ve
GeneMATRIX FFPE RNA Purification Kit protokoll uygulandi.

Tum  orneklerden RNA izolasyonu vyapildiktan sonra RNA

konsantrasyonu ve saflik tayini icin NanoQ™ Spectrophotometer cihazi ile

spektrofotometrik dlgimler yapildi.
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Real-Time PCR ile MikroRNA Ekspresyon Analizine Yonelik Primer ve
Prob Dizayni

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Enstitisi (NCBI; National Institute of
Biotechnology Information) ve miRBase veri tabanindan, ekspresyonlari analiz
edilmek istenen hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
135a-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-203a-3p, hsa-miR-205-5p, hsa-miR-214-3p,
hsa-miR-412-3p, hsa-miR-451a, hsa-miR-891a-5p ve endojen kontrol olarak
kullanilan hsa-miR-26b-5p’nin RNA dizileri belirlendi. ilgili miRNA'lara 6zgu
primerler kodk-halka yapisinda olmak Uzere, uygun prob dizileri ile beraber
Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak, Tip Fakultesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet Emin ERDAL
tarafindan dizayn edildi.

RNA izolasyonundan sonra elde edilen total RNA’lardan, ilgili cDNA’larin
sentezlenmezi icin gerekli revers transkriptaz (RT; reverse transcritase) primer
ile ekspresyon analizi i¢cin gerekli ileri (F; forward) primer ve prob dizileri
“‘Metabion International AG, Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi.

ilgili primerlerin ve problarin dizileri Ek 1’de gdsterilmistir.

cDNA Eldesi

Ekspresyon analizi igin, 12 miRNA'nin cDNA’lar1 olusturuldu. Referans
kontrol i¢cin Total RNA Control (Human) (Applied Biosystems™) kullanildi.
Revers-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) igin her bir miRNA’'ya
0zgu 50 nM kok-halka RT primer, 5xRT tamponu, 10 mM dNTP, 200 U/uL
RevertAid Revers Transkriptaz, 40 U/uL RiboLock RNase Inhibitor ve distile su
karisimi toplam 10 pl olacak sekilde hazirlandi. RNA izolasyonu sonucu elde
edilen total RNA 6rneginden 5 ul karisima eklendi. 16°C’de 30 dk, 42°C’de 30
dk, 85°C’de 5 dk PCR kosullarinda miRNA'lar o6zgul olarak cDNA'ya

donusturildu ve ornekler -20°C’de saklandi.

Ekspresyon Analizi

Olusgturulan cDNA Uranlerinin gergek zamanh olgulmesi gergeklestirilir.
miRNA saptamasinda floresan saptama boyasi olarak Tagman prob kullanildi.
96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna, master Mix, universal R, distile su,

miRNA’lara 6zgul problar ve forward primerleri karisimindan 20 ul konuldu ve 5
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Ml 6zgul cDNA ilgili karisimlara uygulandi. Daha sonra plakanin Gzeri film ile
hava kabarcigi kalmayacak sekilde kaplanarak 1si1 bloguna yerlestirildi. Baglama
evresinde 50°C’de 2 dk, 95°C’de 15 dk ve dongu evresinde 50 déngu 95°C’de
15 sn, 58°C’de 90 sn olacak sekilde Real-time PCR analizi gerceklestirildi.

Veri Analizi

iki farkh érnekte bulunan (endojen kontrol ve hedef miRNA) miRNA
miktarlarinin  pozitif kontrol o6rnekleriyle beraber karsilastirilarak miRNA
miktarinda meydana gelen degisiklikler tespit edildi. miRNA ekspresyon
dizeyindeki bu degisimler, SDS 2.0.6 yazilimi ile AACt degerleri kullanilarak
belirlendi.

istatistiksel Analiz

Bu calisma ile ilgili istatistiksel testler, Mersin Universitesi Tip Fakdltesi
Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali tarafindan yapiimigtir.

Veriler STATISTICA 13.3 programi ile analiz edildi. MikroRNA
degerlerinin degisim aralidi ¢ok genis oldugu icin 6ncelikle verilere Box-Cox
transformasyonu uygulanmistir. MikroRNA ortalamalari bakimindan gruplar
arasi farkhlik miRNA’lar arasi korelasyon dikkate alinarak ¢ok degigkenli
varyans analizi (MANOVA) ve post-hoc Tukey testi kullanilarak
degerlendirilmistir. istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alinmistir. Gruplar
arasi farklihgin grafiksel gésterimi hata cubuklari (error-bars) grafigi kullanilarak
yapiimistir. Ayrica olay yeri 6rneklerinin siniflamasinda etkili miRNA’lar1 ve cut-
off degerlerini belirlemek amaciyla yine ¢ok degiskenli bir yontem olan Genel
Siniflama ve Regresyon Agaclari (General Classification & Regression Trees)

yontemi kullaniimigtir.
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BULGULAR
Bu calismada 18-25 yas araliginda 11 kadin 12 erkek toplam 23 birey
bulunmaktadir. Calismada 23 bireyden periferik kan ve tukurik ornekleri, 11
kadin bireyden menstruel kan 6rnegi, 12 erkek bireyden semen 6rnekleri alindi.

Calismaya alinan bireylerin yas ortalamasi 19.57+2.097 olarak hesaplandi.

Tablo 3: Cinsiyet ve Doku Turu Ozellikleri (n=69)

Kadin Erkek Periferik kan Tlkirak Menstrual kan Semen
Ornek sayisi 33 36 23 23 11 12
(%47.8) (%52.2) (%33.33) (%33.33) (%15.9) (%17.4)

Viacut sivilarinin tanimlanmasinda hedef biyomarkerlar olarak segilen 11
hedef miRNA’nin ekspresyon duzeylerinin cinsiyetler arasinda farkh olup
olmadi§i agisindan independent t test ile istatiksel analizi yapildi. Periferik kan
ve tukurukte cinsiyetlere gore p degerleri hesaplandi ve istatiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadig1 gézlendi (p>0,05).

Tablo 4: Periferik Kanda Kadin ve Erkegin miRNA ekspresyon duzeyleri

bakimindan kargilagtiriimasi

Periferik Kan

Erkek Kadin Std.Dev. Std.Dev. p
Erkek Kadin
miR-10b-3p 277,8 433,3 3194 759,8 0,693041
miR-96-5p 6,7 5,4 8,0 6,9 0,418953
miR-106a 4,6 5,5 5,9 9,9 0,336587
miR-135a-5p 55,4 110,6 52,6 141,0 0,772848
miR-144-3p 552,2 523,5 1009,2 1132,0 0,147370
miR-203a-3p 38,5 14,3 106,8 20,1 0,634258
miR-205-5p 42,4 36,5 55,7 63,1 0,229901
miR-214-3p 43,1 29,1 85,9 46,0 0,255622
miR-412-3p 138,1 98,2 227,7 212,4 0,108790
miR-451a 494669,7 654449,8 511101,5 677558,9 0,954449
miR-891a 33,2 22,2 48,2 42,2 0,156700
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Tablo 5: Tukurukte Kadin ve Erkegin miRNA ekspresyon duzeyleri bakimindan

kargilastiriimasi

miR-10b-3p
miR-96-5p
miR-106a
miR-135a-5p
miR-144-3p
miR-203a-3p
miR-205-5p
miR-214-3p
miR-412-3p
miR-451a
miR-891a

Erkek

640
3
0
270
980
7090086
1585283
551
1638
352
914

Tiikiiriik
Kadin Std.Dev. Std.Dev.
Erkek Kadin
104 1143 144
3 5 4
0 1 0
176 426 162
4963 1630 8880
20412754 11147428 26727728
363317 2431249 483521
1018 2677
11044 2716 32134
319 660
4670 1195 14002

Ekspresyon olgumlerinin veri analizi

0,109798
0,520888
0,479109
0,811403
0,967843
0,425200
0,298801
0,848518
0,181506
0,379984
0,852329

Vucut sivilarinin tanimlanmasinda hedef biyomarkerlar olarak segilen 11

hedef miRNA'nin ekspresyon duzeyleri doku turlerine goére degerlendirilerek p

degerleri hesaplandi. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alindi. Sonug

olarak; bakilan 11 miRNA’nin ekpresyon seviyeleri ve doku turleri arasinda

istatiksel olarak anlamli farkhlik gézlendi(p<0,05).

Tablo 6: MiRNA'larin doku turlerine gore ortalama ekspresyon verileri

miR-10b-3p
miR-96-5p
miR-106a
miR-135a-5p
miR-144-3p
miR-203a-3p
miR-205-5p
miR-214-3p
miR-412-3p
miR-451a
miR-891a

Venoz kan(n=23)
orttsd

352,24565,4
6,1t7,4
5,0+7,9

81,8+105,9
538,5+1045,0
26,9+77,7
39,6+58,0
36,4168,6
119,0+216,5
571086,3+588173,2
27,9+44,8

Tiikiiriik(n=23)
orttsd
384+859

2254324
297146555
13461797+20812245
1000865+1857764
7751911
6136+22274
3374823
271049670

Mens Kani(n=11)

Semen(n=12)

orttsd orttsd
19142,7+19347,7 2971802+4078917
0,15+0,08 1334288
0,28+0,21 24431
33,13+28,87 109802491037
8,09+22,55 98122+230278
52520,9+69341,7 12356412889
1564,11+1492,41 87707+95906
14,65+19,87 349446327
0,24+0,38 265145876
5380,11+2991,09 303+878
0,24+0,15 117582496975
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Tablo 7: miRNA’larin doku turlerine gore ortalama ekspresyon duzeyleri
20
18

16 | +

14 E['
12} g

2t E],El' b +
0r §

A 01001 A

Periferik Kan TOkUrak Menstrual Kan Semen

]

8] mir135
1[E] mir144

[8] mir203
18] mir205

[8] mir214

(O] mir412

Doku_Tirii [3] mirg91

» Hsa-miR-10b-3p Ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-10b-3p ortalamasi semende diger gruplardan anlamli derecede
yuksektir (p<0,001). Menstruel kanda ise periferik kandan ve tikurikden

anlamli derecede yuksektir (p<0,001).

Tablo 8: miRNA-10b-3p’nin doku turlerine gore ekspresyon dizeyi

o

mir10
~ o

1f &

Periferik Kan TukUrik Menstrual Kan Semen ] Mean
Doku_Tiirii T Meanz0,95 Conf. Interval
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» Hsa-miR-96-5p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-96-5p ortalamasi bakimindan tum gruplar arasindaki fark
anlamlidir(p<0,01).

Tablo 9: miRNA-96-5p’nin doku turlerine gore ekspresyon diuzeyi

4

| 4

mir96
o

Periferik Kan Tukdrik Menstrual Kan Semen ] Mean
Doku_Tiirli T Mean+0,95 Conf. Interval

» Hsa-miR-106a ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-106a ortalamasi semende diger gruplardan anlamli derecede
yuksektir(p<0,05). Periferik kanda da tukurik ve menstruel kandan anlamli
derecede yuksektir(p<0,05).

Tablo 10: miRNA-106a doku tlrlerine goére ekspresyon dlzeyi

3

T
|

mir106

Periferik Kan Tukartk Menstrual Kan Semen ] Mean

Doku_Tirii T Meanz0,95 Conf. Interval
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» Hsa-miR-135a-5p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-135a-5p ortalamasi semende diger gruplardan anlamli
derecede yuksektir (p<0,05).

Tablo 11: miRNA-135a-5p doku turlerine gore ekspresyon duzeyi

1

mir135
o]

| @
2
Periferik Kan TukGrik Menstrual Kan Semen ] Mean
Doku_Tarli T Mean+0,95 Conf. Interval

» Hsa-miR-144-3p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-144-3p ortalamasi semende diger gruplardan anlamli derecede
yuksektir (p<0,05). Periferik kanda ve tukurukte ise menstruel kandan anlamli
derecede yuksektir(p<0,001).

Tablo 12: miRNA-144-3p doku turlerine gore ekspresyon dizeyi

8

? i

5 %
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3
Tt 3
€
2
1
0
-1
-2
Periferik Kan Tukartk Menstrual Kan Semen ] Mean
Doku_Tirii T Mean0,95 Conf. Interval
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» Hsa-miR-203a-3p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-203a-3p ortalamasi tukurukte diger gruplardan anlamli
derecede yuksektir(p<0,001). Periferik kanda diger gruplardan anlamli
derecede dusuktur(p<0,001).

Tablo 13: miRNA-203a-3p doku turlerine ekspresyon duzeyi

Jh

mir203
® >

LE]

Periferik Kan TukGrik Menstrual Kan Semen

[o] Mean
Doku_Tiirli T Mean+0,95 Conf. Interval

» Hsa-miR-205-5p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-205-5p ortalamasi tukurukte diger gruplardan anlamli derecede

yuksektir(p<0,001). Ayrica tim gruplar arasinda fark anlamhdir(p<0,05).

Tablo 14: miRNA-205-5p’nin doku turlerine gore ekspresyon duzeyi

o F
: i

mir205
o

1L

Periferik Kan TikGrik Menstrual Kan Semen

[3] Mean
Doku_Turd I Mean+0,95 Conf. Interval
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» Hsa-miR-214-3p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-214-3p ortalamasi menstruel kanda tukurik ve semenden
anlamli derecede dusuktir(p<0,05). Menstruel kan ve periferik kan arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur(p=0,944).

Tablo 15: miRNA-214-3p’nin doku turlerine gore ekspresyon duzeyi
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50t
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401

35

mir214

3.0

2,51

20}

Periferik Kan Tukdrik Menstrual Kan Semen [ Mean

Doku_Tiirli T Mean0,95 Conf. Interval

» Hsa-miR-412-3p ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-412-3p ortalamasi menstruel kanda diger gruplardan anlamli
derecede dusuktir(p<0,001). Semen ile periferik kan ve semen ile tukurik

arasinda anlamli bir fark yoktur(p<0,05).

Tablo 16:miRNA-412-3p’nin doku turlerine gore ekspresyon duzeyi

5

M

mird12

Periferik Kan Tukdrik Menstrual Kan Semen ] Mean

Doku_Tiirti T Meanz0,95 Conf. Interval
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» Hsa-miR-451a ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-451a ortalamasi periferik kanda diger gruplardan anlamli
derecede yuksektir(p<0,001). Menstruel kanda tukurik ve semenden yuksektir
(p<0,001). Tukurik ve semen arasinda ise istatiksel olarak anlamlh bir fark
yoktur (p=0,180).

Tablo 17: miRNA-451a’nin doku turlerine gore ekspresyon duzeyi
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Periferik Kan TikGrik Menstrual Kan Semen

[3] Mean
Doku_Turl I Mean+0,95 Conf. Interval

» Hsa-miR-891a ekspresyonunun degerlendirilmesi
Hsa-miR-891a ortalamasi semende diger gruplardan anlamli derecede

yuksektir(p<0,001). Ayrica tim gruplar arasinda fark anlamhdir(p<0,05).

Tablo 18: miRNA-891a’nin doku turlerine gore ekspresyon duzeyi

12 %

mir891
S [«

'_i ]

Periferik Kan Tikrik Menstrual Kan Semen

[6] Mean
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Bu sonuclara gore, periferik kan i¢in hsa-miR-451a, takirik igin hsa-miR-
203a-3p, semen icin hsa-miR-891a vucut sivilarinin tanimlanmasinda ayirt edici
Ozellige sahiptir. Olay yerinden elde edilen bir 6rnekte hsa-miR-451a>22634,43
ise periferik kan érnegi oldugu, hsa-miR-203a-3p>121144,54 ise tukurik ornegi
oldugu, hsa-miR-891a>10129,38 ise semen ornegi oldugu soylenebilmektedir.
Bir olay yeri 6rneginin bu miRNA'lar icin sonuglari belirtilen egik degerlerden
dugukse menstrual kan oldugu soylenebilir.

— Periferik Kan
— Tukarik D=1 N=66
——Menstrual Kan Periferik Kan
—Semen
[
hsa_miR_451a
<= 22634,43 > 22634,43
D=2 N=43 D=3 ' N=23
Takaruk Periferik Kan
[l ﬂ
hsa_miR_203a_3p
<= 121144,54 > 121144,54
ID=4 N=20 ID=5 N=23
Semen Taktrik
hsa_miR_891a
<=10129,38 > 10129,38
ID=6 N=9 ID=7 N=11
Menstrual Kan Semen

Sekil 8: Genel Siniflama ve Regresyon Agaci
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TARTISMA

Adli uygulamalarda olay yerlerinden elde edilen vucut sivilarinin orijinini
dogru bir sekilde tespit etmek delil ile iddia edilen sug arasindaki baglantinin
kurulmasi ve neticede olayin aydinlatimasi agisindan oldukga 6nemlidir.
Ornegin; bir slphelinin aracinda cinsel saldiriya ugradigini iddia eden
magdurun DNA’s| aracta tespit edilebilir ve supheli bu durumu magdurun pek
¢ok kez aracina binmesi neticesinde olabilecegini iddia edebilir. Bu durumda
aracta bulunan DNA kaynaginin vajinal sekresyon oldugu tespit edildiginde
stiphelinin iddias! ciriitiilerek, cinsel istismarin kaniti ortaya konmus olacaktir'>.

Vicut  sivilarinin  tanimlanmasinda  gunumuz  uygulamalarinda
immunolojik ve enzimatik yontemler kullaniimaktadir. Kanda hemoglobin,
tukdrukte amilaz, semende prostat spesifik antijen ve sperm varligina dayal
testler geligtiriimistir. Ancak menstruel kan ve vajinal sekresyonun tanimlanmasi
icin gelistiriimis enzimatik veya immunolojik doku identifikasyon testi
bulunmamaktadir. Ayrica kullanilan bu testleringogunun spesifik olmamasi,
degisen hassasiyet-dusuk 6zgullik dereceleri ve her biyolojik vicut sivisi igin
ayri teknik kullanilmasinin beraberinde getirdigi adli delil tahribati, yogun emek
ve zaman tiiketimi gibi cesitli kisittamalari bulunmaktadir®®. Bu kisitlamalar
vucut sivilarinin tanimlanmasinda daha spesifik ve daha 6zgul yeni yontemlerin
arastirlmasi ihtiyacini dogurmustur. Bu nedenle RNA’ya dayali molekuler
calismalar lzerinde arastirmalara baslanmistir. ilk calismalar mRNA {zerine
yapilmis ve bazi mRNA’larin doku spesifik eksprese edildigi gosterilmigtir.
Ancak mRNA’larinda nem, UV 1sik, sicaklik gibi c¢evresel etkenlerden
etkilenerek stabilitesinin kolay bozuldugu ortaya konulmustur'®2°,

Son zamanlarda gergeklestirilen arastirmalarda ise miRNA’larinda doku
spesifik eksprese edildikleri ve daha kiguk boyutlu olmalari neticesinde
cevresel sartlarda bozulmaya daha direngli olduklari, bu nedenle de vicut
sivilarinin tanimlanmasinda rutinde kullanilan testlere ve mRNA'ya alternatif
olabilecegi ileri surulmektedir. Bu arastirmalarda kan, tlkudrik, semen, vajinal
sekresyon ve menstruel kan igin anlamh sonuglar veren miRNA'lar tespit
edilmistir Ancak bu galismalar henlz baslangi¢g asamasindadir ve miRNA’larin

vucut sivilarinin  tanimlanmasindaki potansiyeli tumuayle aydinlatilabilmis
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degildir. Dolayisiyla miRNA’lari adli bilimler alaninda kullanilabilen standart ve
guvenilir bir ydontem haline getirmek icin ek ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadlrm'
14

Bu calismada vicut sivilarinin tanimlanmasi amaciyla periferik kan,
semen, tukuruk ve menstruel kanda, hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-96-5p, hsa-miR-
106a-5p, hsa-miR-135a-5p, hsa-miR-144-3p, hsa-miR-203a-3p, hsa-miR-205-
5p, hsa-miR-214-3p, hsa-miR-451a ve hsa-miR-891a-5p olmak Uzere toplam 11
hedef marker olarak segilen miRNA’larin (Periferik kan igin hsa-miR-451a, hsa-
miR-144-3p ve hsa-miR-106a-5p; semen i¢in hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-891a-
5p ve hsa-miR-135a-5p; tukuruk i¢cin hsa-miR-96-5p, hsa-miR-203a-3p ve hsa-
miR-205-5p; menstruel kan igin hsa-miR-412-3pve hsa-miR-214-3p)
ekspresyon analizi yapilmistir. Calismamizda secilen 11 hedef miRNA'nin
ekspresyon seviyeleri ve dort vicut sivisi arasinda anlamli bir fark oldugu ve
farkh vicut sivilarinin farklh miRNA ekspresyon paterni sergiledigi gdézlenmistir.
Segilen miRNA belirteglerinin  bir kisminin hedef vucut sivisi igin artmig
ekspresyon sergileyerek istatiksel olarak anlamli sonug verirken, bir kisminin da
hedef vicut sivinda azalmisg ekspresyonu ile istatiksel anlamlilik kazandigi
tespit edilmistir. Bazi miRNA’larin ekpresyon dizeylerinde ise hedef viicut sivisi
icin anlamli bir fark bulunmamigtir. Buna karsin, hsa-miR-451a periferik kan,
hsa-miR-203a-3p tukiruk ve hsa-miR-891a-5p semen vicut sivilarinin
tanimlanmasinda ayirt edici 6zellie sahip oldugu belirlenmistir. Kadin-erkek
miRNA ekspresyon seviyeleri, periferik kan ve tukurtk ile degerlendirildiginde
anlaml bir fark olmadigi, boylelikle miRNA ekspresyon seviyelerinin cinsiyetler
arasinda degisiklik gostermedigi ortaya ¢ikmistir.

Periferik kanda yapilan analizler sonucu hem erkek hem kadin bireylerde
hsa-miR-451a’nin maksimum dlzeyde ekspresyon seviyesine ulastigr goralmus
olup, diger vucut sivilariyla karsilastirildiginda periferik kan i¢in hsa-miR-
451a’nin artmisg ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli bir biyobelirte¢
olabilecegitespit edilmistir (p<0.05). Literatirde ¢ok sayida olmasa da cesitli
vicut sivilarinin identifikasyonuna yoénelik farkli miRNA ekspresyon analiz
caligsmalari yapilmigtir. Bu konuda miRNA-tabanli ilk ¢alisma Hanson ve ark.
(2009) tarafindan vicut sivilarinin tanimlanmasi icin bes kisilik bir drneklemde
gerceklestirimistir’®. Bu orneklemden elde edilen periferik kan (miR451,
miR16), semen (MiR135b, miR10b), tukirik (miR205, miR658), vajinal sivi
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(miR124a, miR372) ve menstruel kanda (miR451, miR412) SYBR Green ile
mikroarray yontemi kullanilarak dokuz miRNA'nin 5 vicut sivisi igin tanimlayici
olabilecegi belirlenmistir. Bu deney sonucunda ¢alisilan her bir miRNA’nin farkli
vicut sivisinda farkl kimelenme gosterdidi, ilgili vicut sivisi igin bakilan hedef
miRNA’larin ekpresyon dlzey verisinin diger vicut sivilarindan belirgin bir farkla
ayrildigi gozlenmistir. Ozellikle periferik kan igin bu ayrimin daha yiksek oldugu
belirtiimistir. Ayrica ayni ¢alismada u¢ donorden elde edilen yirmi farkli doku
calismaya dahil edilerek bu miRNA’larin vacut sivilarina 6zgulligu test
edilmistir. Beklendigi gibi, tGm vidcut sivilarinin ekspresyon profili doku
ornekleriyle karsilastirildiginda, doku érnekleri farkli miRNA ekspresyon paterni
sergilemis ve vucut sivilarinin tanimlanmasinda miRNA’larin 6zgullugu teyit
edilmistir. Deneylerin sonucunda, periferik kan i¢cin miR451 ve miR16’y1 hedef
marker olarak belirlemis, bu miRNA’larin bakilan diger doért vicut sivisina
kiyasla periferik kanda oldukgca ylksek oranda eksprese edildigi ve vicut
sivilarinin tanimlanmasinda periferik kan i¢in uygun biomarkerlar oldugu kabul
edilmistir'’®. Courts ve ark. da (2011) bes Kkisilik bir orneklemde vucut
sivilarindan periferik kan (miR-126, miR150 ve miR451) ve tukurik (miR200c,
miR203 ve miR205) icin secilen Ucer adet miRNA Uzerinde calismis ve
mikroarray analiz yontemiyle kan igin miR126, miR150 ve miR451’i aday marker
olarak belirlemiglerdir. Bu miRNA’lari SYBR Green PCR kullanarak dogrulamis,
periferik kan ve tlkurik vicut sivilarinin kendi arasinda ayirt edilmesinin yani
sira karaciger, kas ve beyin doku turlerinden de ayrilabildiklerini gostermislerdir.
Ayrica bir kan ornegi bir yil yaglandirilarak bu numunede miRNA'nin basariyla
ekprese edildigini dolayisiyla yaslandiriimis  numunelerde  miRNA’nin
stabilitesini korudugunu bildirmisledir'*’. Sirker ve ark. (2017) on dokuz adet
mMiRNA Uzerinde c¢alismis bunlardan miR16, miR451, miR10b, miR1280,
miR4286 ve miR3169 hedef vucut sivilari i¢in beklenen sonucu vermigtir. Bunlar
arasinda ise sadece miR451 ve miR10b’nin net bir gekilde vucut sivilarini ayirt
etme kapasitesi oldugu gosterilmistir. Periferik kan i¢in miR16 ve miR451 hedef
marker secilmis ancak her iki miRNA'da periferik kan ve menstruel kanda
yuksek oranda eksprese edilmistir. Dolayisiyla periferik kan ve menstrual kan
arasinda belirgin bir ayrim miR16 veya miR451 kullanilarak yapilamamistir.
Aslinda, her iki genin ifadesi menstriel kanda daha yuksek oranda bulunmus,

miR16’'nin semen ve vajinal sekresyonda periferik kan ile ortisen seviyelerde
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olmasi nedeniyle miR451'in kani tanimlamak i¢in daha gugli ve guvenilir bir
belirtec oldugu belirtilmistir'*®. Yaptigimiz arastirmada da Hanson, Courts ve
Sirker'in arastirma bulgularina benzer sekilde periferik kanda artmis miR-451
ekspresyonunun diger vucut sivilariyla karsilastirildiginda ayirt edici oldugu
g6zlenmistir. Buna ek olarak, arastirmamizda miR451’in periferik kandan
menstruel kan ayrimini da yapabildigi ortaya konulmustur. Bu nedenle,
miR4571’in periferik kan i¢in aday biomarker olabilecegini onermekteyiz.

Bir baska ¢alismada ise, Zubakov ve ark. (2009) U¢ erkek ve U¢ kadin
gonulliden olusan orneklemde, periferik kan, tukuardk, semen, vajinal sivi ve
menstruel kanda mikroarray analiz yontemi kullanilarak miRNA ekspresyon
profillerini arastirmigtir. Mikroarray analizi sonucu anlamh ¢ikan 14 hedef
miRNA’nin ekspresyon seviyelerinin gegerliligini teyit etmek icin TagMan RT-
PCR ekspresyon analizi gergeklestiriimistir. Calismanin sonucunda periferik kan
icin miR-20a, miR106a, miR-185, miR-144’te ve semen i¢in miR943, miR135a,
miR10a, miR507, miR-891a’da anlamli sonuglar elde edilmis ancak vajinal sivi,
tukarik ve menstruel kan igin secgilen hedef markerler teyit edilememistir.
Ayrica, cevresel kosullarin miRNA gen ekspresyon seviyesine etkisini
arastirmak amaciyla periferik kan ve semen o&rneklerini bir yil sureyle
yaslandirarak TagMan RT-PCR sonuglarini karsilagtirmis ve ilk deneyde
kullanilan 6rneklerle yaslandiriimis orneklerin ekspresyon duzeylerinde gugcli
benzerlik oldugunu, dolayisiyla test edilen miRNA’larin zamanla bozunmaya
maruz kalmadiklarini gdstermislerdir. Calismada menstruel kan icin hedef
marker segilen miR-144; TagMan RT-PCR analizinde semen-tukurik-vajinal
sivi da dusuk ekspresyon seviyesi gosterirken, periferik kanda menstruel
kandan daha ylksek oranda ekprese edidigi gosterilmistir. Ancak bu sonuglar
mikroarray verileriyle uyumsuz bulunmustur. Dolayisiyla miR-144’Un kan igin
yararli bir marker olabilecegi ancak menstruel kan markeri olarak
dogrulanmadigi, bu nedenle de periferik kan-menstruel kan ayiriminda faydali
olmadigini belirtmiglerdir. Ayrica periferik kanda miR-144’Un sensitivitesini
TagMan assaylerle degerlendirdiginde de, 2 pg toplam RNA kullanildiginda bile
hedef vucut sivisinda saptanabildigi, bu miktarin tek hucre seviyesine tekabul
ettigi ve mRNA'larin bagarili RT-PCR bulgulari icin gerekli olan orana kiyasla
¢ok daha dusik oldugu bildirilmigtir. Bu sebeple gelecekteki adli tip

uygulamalarinda vucut sivilarinin tanimlamasinda miRNA’larin mRNA’lara goére
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daha faydali markerlar olabilecegi diistnilmistiir'’. Calismamizda, diger viicut
sivilarindan periferik kan ayriminin yapilmasi igin Zubakov ve ekibinin yapmig
olduklari c¢alismanin 11§31 altinda se¢mis oldugumuz miR-144Un periferik
kandaki ekspresyon seviyesi, menstruel kandan daha ylksek ancak, semen ve
tukdruk sivilarindan daha dusuk oldugu gozlenmigtir. Dolayisiyla hem menstruel
hem de periferik kan oOrnekleri igin, miR-144'Gn marker olarak
kullanilamayacagini dugunmekteyiz. Zubakov ve ark. bulgularina zit olarak
semen ve tukurukteki miR-144’Un ekspresyon seviyesi, ¢alismamizda periferik
kandan daha yuksek bulunmustur. Ayrica, Zubakov ve ark. arastirmasinda miR-
106a’'nin ekspresyon seviyesi, diger tum vucut sivilariyla karsilastirildiginda
periferik kanda daha yuksek iken galismamizda semende en yuksektir. Her iki
arastirma arasinda ki bu farkliligin nedeni Zubakov ve ark.’nin dar kapsamli
orneklem de (Zubakov ve ark. calismasinda erkek n=3 ve kadin n=3,
calismamizda erkek n=12 ve kadin n=11) c¢alismasi ile aciklanabilir. Orneklem
sayisinin dusuklugu istatiksel anlamhligi negatif etkileyen bir durumdur.
Orneklem genigligi arttikga bireyler arasi genetik varyasyonlara bagli olarak
miR-144’Gn ve miR-106a’'nin ekspresyon seviyesi farkli vicut sivilarinda
degiskenlik gosterebilir. Bu nedenle daha genis kapsamli insan ¢alismalari ile
bu durumun aydinlatiimasi gerektigini dusunmekteyiz.

Semende yapilan analizler sonucu, diger vucut sivilariyla
kargilastirildiginda hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-891a-5p ve hsa-miR-135a-5p’nin
artmis ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.05).
Yapilan arastirmalara gore, Hanson ve ark. galismasinda semen igin miR-10b
ve miR-135b Uzerinde galismig ve bu miRNA’larin gen ekpresyon verileri tum
semen oOrneklerinde diger vicut sivilarindan ayrilarak ayri bir kimede
bulunmustur.Bununla birlikte, semen ornekleri ile diger vicut sivilari arasindaki
bu farkhlik, periferik kan ve diger vucut sivilari arasinda goézlemlenen kadar
belirgin olmadigi belirtiimigtir. Ayrica semen analizinin sperm hucrelerine 6zgu
olup olmadigini belirlemek icin iki vazektomize erkekden alinan oOrnekler
c¢alismaya dahil edilmig, numunelerin her ikiside diger semen numuneleri ile
birlikte kimelenmig, dolayisiyla bu miRNA'larin sadece sperm hucrelerine 6zgu
olmadigi, erkek Ureme sisteminde seminal sivida veya epitelyal hiicrelerde de
bulundugu tespit edilmistir'®. Zubakov ve ark. calismasinda ise miR-135b ve

miR-10b ile yakindan iligkili ancak ayni olmayan miR-10a ve miR-135a semen
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icin arastirilmis ve semen igin faydali markerlar olabilecegi sonucu bildirilmistir.
Ayni calismada mikroarray analiz sonuglarina gore miR-891a vajinal sivi igin
hedef marker olarak secilmis ancak TagMan RT-PCR analizinde semende en
yuksek seviyede eksprese edilmigtir. Mikroarray ve TagMan RT-PCR verileri
birbiri ile uyumsuz olan bu miRNA Northern blotlama yontemi ile analiz edilerek
vajinal sivida yanlhs pozitiflik gosterdigi, sonu¢ olarak miR-891a’nin semende
fazla eksprese edilen miRNA oldugu, bu nedenle de semen ayriminda marker
olabilecegi onerilmistir'’. Bu calismaya paralel olarak, Wang ve ark. (2012)
calismasinda semen igin iki aday miRNA (mir891-miR888), hedef vicut
sivisinda asirt sekilde eksprese edilmigtir. Bunlardan miR891a diger vucut
sivilarinda tespit edilememis bu nedenle vicut sivisina spesifik tek miRNA
olarak degerlendirilmistir'?. Sirker ve ark. (2017) da miR10b ve miR943'(
potansiyel semen belirtegleri olarak se¢mis, bunlardan miR10b; diger tim vicut
sivilarinda dusuk ekspresyon seviyeleri gostererek semen orneklerini net bir

sekilde tanimlayan marker olarak belirlenmistir'*®

. Calismamizda literaturle
uyumlu olarak diger vucut sivilariyla karsilastirildiginda semen icin hsa-miR-
10b-5p, hsa-miR-891a-5p ve hsa-miR-135a-5p’nin artmis ekspresyonunun
istatistiksel analizlere gore anlamli bulundugu, Ozellikle miR891a’nin vicut
sivilarinin tanimlanmasinda semenin ayirt edilmesine yonelik daha guglu
marker olabilecegi tespit edilmigtir.

Takurik o6rneginde yapilan analizler sonucu, diger vicut sivilariyla
kargilastirildiginda hsa-miR-203a-3p  ve hsa-miR-205-5p’nin artmis
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.05). Ayrica,
miR203a’nin periferik kanda diger vucut sivilarina gére anlamli derecede dusuk
oldugu tespit edildi (p<0.05). miR96 ise; tum vucut sivilari arasinda anlamli
derecede farkh gen ekspresyon seviyesi gdsterirken tukirik igin beklenen
yuksek gen ekspresyon paternini sergilemedi. Dolayisiyla, herhangi bir vicut
sivis! igin hedef belirte¢ olarak belirlenemedi. Onceki calismalara bakildiginda,
Hanson ve ark. tikurik icin miR-658 ve miR-205’i hedef marker olarak se¢gmis
ve c¢alismalarinda hem tukuruk hem de bukkal swap orneklerini test etmislerdir.
Sonugta her iki miRNA’da hem tukurik hem bukkal swap 6rneklerini tanimlama
kabiliyeti gdstermistir'®. Zubakov ve ark. tiikiirik igin miR583, miR518,
miR208b’nin  ekspresyon analizini yapmis ancak beklenilen neticeye

ulasamamiglardir. Ayrica ayni ¢alismaya ek olarak Hanson ve ark.’nin tukuruk
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icin belirledikleri hedef markerlari (miR-658 ve miR-205) TagMan RT-PCR ile
test etmigler ancak ayni sonuca ulasamadiklarini bildirmislerdir'". Wang ve ark.
yaptigi ¢alismada on kisilik drneklemde miR16, miR205 ve miR658’in TagMan
RT-PCR analizi ile periferik kan, semen, vajinal sivi, menstruel kan ve tukuruk
sivilarinda tanimlanmasindaki etkinligini aragtirmigtir. Ayrica Hanson ve ark.
aksine gorug bildirerek miR658 ve miR205’in tukurige o6zgu miRNA'lar
olmadigini, miR658'in fizyolojik kosullardan etkilenen kararsiz bir gen
ekspresyon ifadesi sergiledigini, miR205’in ise bukkal swablarda, vajinal
sekresyonlarda ve menstriel kanda c¢cok daha fazla eksprese edildigini bu
nedenlede epitelyuma 6zglu marker olabilecedi bu miRNA'nin vajinal ve oral
epitelyal hucreleri ayirt etmek icin kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Ayni
calismada dogal ortamin miRNA'lar Uzerindeki etkisini goézlemlemek igin,
numuneler laboratuvar kosullarinda (gunde yaklasik 15°C ve 10 saatlik dogal
glnes 1siIgina maruz kalma) 1 ay sureyle saklanmis TagMan-gPCR ile
miRNA’larin stabilitesi incelenmigtir. Neticede 1 aylik orneklerde miRNA'larin
ekspresyon duzeylerinin ve dolayisiyla da stabilitesinin ¢ok fazla degismedigi
ortaya konulmustur'®. Courts ve ark. (2011) da miR200c, miR205 ve miR203 ile
yaptiklari calismada SYBR Green PCR kullanarak bu miRNA’lar ile tikartugu
periferik kandan ve birka¢ dokudan ayirt etmis dolayisiyla miRNA'larin adli
analizlerde vucut sivilari ve/veya dokularin tanimlanmasinda faydali markerlar
olabilecegi gériisiinii desteklemislerdir'*’. Son vyillarda yapilan bir calismada
ise, Sirker ve ark. (2017) miR124, miR203 ve miR205 tikurige 6zgu hedef
markerlar olarak segmis, U¢ miRNA'da tukurukte higbir spesifiklik
gostermemigtir. Bununla birlikte, miR203 vajinal sekresyonlarda belirgin bir
sekilde artis sergilemis ve bu vicut sivisini periferik kan, tikurik ve semenden
ayirmak igin bir belirtec olarak kabul edilmistir™®. Literatiir bulgularina goére
tukdragun diger vicut sivilarindan ayriminda hsa-miR-203a-3p ve hsa-miR-
205-5p’nin marker olup olamayacagi tartismali olsa da, ¢alismamizdaki bulgular
tukardk icin hsa-miR-203a-3p ve hsa-miR-205-5p’nin artmis ekpresyon
verilerinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu, 6zellikle hsa-miR-203a-3p’nin
tukaraga diger vuacut sivilarindan ayirt edebilme kabiliyetinin - oldugunu
gOstermektedir.

Son vicut sivisi menstruel kan érneginde yapilan analizler sonucu, diger

vucut sivilariyla karsilasgtirildiginda hsa-miR-412-3p ve hsa-miR-214-3p’nin
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azalmis ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlendi (p<0.05).
Ancak miR214’Un periferik kanda da dusuk ekspresyon seviyesi gosterdigi ve
her iki vlcut sivisi arasinda anlamli bir fark saptanmadigi bu nedenle periferik
kan ve menstruel kan arasinda hedef biobelirte¢ olarak ayirim yapamadigi
goéruldu. Hanson ve ark. calismasinda miR412'nin artmis ekspresyonu
menstruel kan icin hedef marker olarak secilmekle birlikte miR451 kan igin
hedef marker olarak belirlenmis ve bu iki miRNA birlikte kullanilarak menstruel
kani diger vucut sivilarindan net bir sekilde ayirmayi basarmistir'®. Zubakov ve
ark. calismasinda menstruel kan icin miR144 ve miR185 hedef olarak
belirlenmis, miR-144’in yukarida bahsedildigi Uzere; kan igin yararli bir marker
olabilecegi ancak menstruel kan markeri olarak dogrulanmadigini ortaya
koymugtur”. Hanson ve ark. yapmis olduklari ¢alismada miR412’nin artmis
ekspresyonu anlamli iken, calismamizda hsa-miR-412-3p ve hsa-miR-214-
3p’nin azalmis ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlidir. Bu durum, kullanilan
yontemler agisindan da degerlendirildiginde, ¢alismamizda altin standart olan
secili miRNA’lara spesifik Tagman probe kullanimi aragtirmamizi guvenilirlik
bakimindan diger calismalara kiyasla daha o6nemli kilmaktadir. Yine de,
menstruel kan periferik kandan ayirt edilmesi bakimindan hala ek calismalara

ihtiyag duyuldugu soylenebilir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismamizin sonuglari adli bilimler alaninda vicut
sivilarinin tanimlanmasinda miRNA  kullaniminin uygulanabilirligini
desteklemektedir. Son vyillarda yapilan calismalar adli vicut sivilarinin
tanimlanmasinda miRNA kullaniminin uygulanabilirligini gostermekle birlikte bu
alanda miRNA’larin  kullanimi ile ilgili aydinlatiimasi gereken pek ¢ok
c6zumlenmemig konu bulunmaktadir. Calismalarda kullanilan aday miRNA’larin
bazilari vicut sivilarini ayirt edebilme kabiliyetine sahip olsa da ¢ok sayida
miRNA ekspresyon profillerinin belirlenmesi ile daha glgli adaylarin tespiti
mumkun olacaktir. Ayrica yapilacak galismalarda saglikli veya sagliksiz doku
ve vicut sivilarinin potansiyel etkilerinin de arastirimasi gerekmektedir. Ek
olarak adli vakalarda sikga karsilasilan bozulmus oOrnek analizinde miRNA
kullaniminin yararini  kanitlayan, daha genis o6rneklemler (zerinde daha
kapsamli  incelemelere ihtiya¢  duyulmaktadir.  Yapilan c¢alismalarda

numunelerden farkli sonuglar verebilecek gesitli yontemler ve farkli cihazlar
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kullaniilmaktadir. Bu nedenle adli bilimler alaninda kullanima optimize edilmig
standart bir prosedure ihtiya¢ vardir. Butiun bunlara ragmen hi¢ suphesiz ki
miRNA’lar adli bilimler alaninda ¢ok buyuk bir potansiyele sahiptir ve vucut
sivilarinin  tanimlanmasinda biyomarker olarak adli laboratuarlarin rutin

kullanimina uygun pratik ve ucuz yeni bir teknik olarak umut vermektedir.
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SONUGLAR VE ONERILER

1- Calismamizda, olay yerlerinde siklikla karsilasilabilecek periferik kan,
semen, tukuruk ve menstruel kan gibi vucut sivilarinda, secgilen aday miRNA
biyobelirteglerinin, istatiksel olarak anlamli duzeyde farkh ekpresyon seviyesi
gOsterdigi saptandi.

2-Vucut sivilarinin tanimlanmasinda;

A-Periferik kanin identifikasyonu igin hsa-miR-451a’nin  artmis
ekpresyon duzeylerinin,

B-Tukuruk identifikasyonu igcin hsa-miR-203a-3p ve hsa-miR-205-
5p’nin artmis ekspresyon dizeylerinin,

C-Semen identifikasyonu igin hsa-miR-10b-5p, hsa-miR-891a-5p ve
hsa-miR-135a-5p’nin artmig ekspresyon duzeylerinin,

D-Menstruel kan identifikasyonu icin hsa-miR-412-3pve hsa-miR-214-
3p’nin azalmis ekpresyon dizeylerinin kullanilabilecedi gorulda.

3- Ayrica vucut sivilarinin tanimlanmasi i¢in aday olarak segilen
miRNA’lardan “Hsa-miR-451a’nin periferik kan” igin, “Hsa-miR-203a-3p’nin
tukdrdk” icin, “Hsa-miR-891a’nin semen” igin diger aday miRNA’lara kiyasla
oldukga yliksek ayirt edici 6zellige sahip oldugu ve bu G¢ miRNA'nin adli
uygulamalarda kullanilabilecek en gli¢lti biyomarkerlar oldugu belirlendi.

4-Farkli vucut sivilarinin tanimlanmasinda biyobelirte¢ olarak belirlenen
miRNA’larin, TagMan RT-PCR yontemi ile, ¢ok az miktardaki vicut sivi
orneklerinde bile ekspresyon duzeylerinin belirlenebilmesi sayesinde olay
yerlerinden elde edilen delil drneklerinde materyal kaybinin dnuine gegilebilecegi
saptandi.

5- Calismamizin sonucundan elde edilen veriler, vucut sivilarinin
tanimlanmasinda biyomarker olarak miRNA kullaniminin adli bilimler rutininde
uygulanabilirligine ve olasi biyobelirteglerin belirlenmesine yonelik katki
saglayacak calismalarin gelistiriimesine olanak sunabilecegi dugunuldu.

6- Yapilan calismalarda numunelerde farkli sonuglar verebilecek gesitli
yontemler ve farkh cihazlarin kullanimi miRNA’larin adli bilimler alaninda rutin
kullanimina olanak saglayabilecek daha buyuk o6rneklemlerde altin standart

tekniklerle gerceklestirilecek ek caligmalar gerektirmektedir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

Ago : Argonaute

ark : arkadaslari

bp : baz cifti

cDNA : complementary DNA

dk : dakika

DGCRS8 : Di George syndome critical region gene 8
DNA : Deoksiribonukleik asit

DNAaz : Deoksiribonukleaz

dNTP : deoxyribonucleotide triphosphates
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA :Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Fe+2 : Demir

LDH-X : Laktat Dehidrogenaz izozim X

ml : mililitre

1]} : mikrolitre

mRNA : messenger RNA

miRNA : micro RNA

nm :nanometre

ng : nanogram

ncRNA : protein kodlamayan RNA

ORF : Open Reading Frame =Ac¢ik Okuma Cercgevesi

Pg : pikogram



pH
PCR

piRNA

pre-miRNA

pri-miRNA

PSA
rpm
RNA
rRNA
RNAaz
RISC
siRNA
snRNA
snoRNA
sn

tRNA
TRBP
uv
gRT-PCR
3’UTR

°C

: Power of Hydrogen

: Polymerase Chain Reaction

: piwi-interacting RNA

: prekursor miRNA

: primer miRNA

:Prostat spesifik antijen

: dakikadaki devir sayisi

: Ribonukleik asit

: ribosomal RNA

: Ribonukleaz

: RNA-induklenmis susturma kompleksine
: small interfering RNA

: small nuclear RNA

: small nucleolar RNA

: saniye

: transfer RNA

: trans-activator RNA binding protein

: Ultraviyole

: quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
: 3’ ucu ¢evrilmemis bolge

: Sicaklik (Santigrat Derece)
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hsa-miR-10b-5p

hsa-miR-96-5p

hsa-miR-106a-5p

hsa-miR-135a-5p

hsa-miR-144-3p

hsa-miR-203a-3p

hsa-miR-205-5p

hsa-miR-214-3p

hsa-miR-451a

hsa-miR-891a-5p

hsa-miR-26b-5p

miR-Universal

406903

407053

406899

406925

406936

406986

406988

406996

574411

100126341

407017

EKLER

EK-1: miRNA RT-PCR ve Real-Time PCR primer-prob dizileri

NR_029609.1

NR_029512.1

NR_029523.1

NR_029677.1

NR_029685.1

NR_029620.1

NR_029622.1

NR_029627.1

NR_029970.1

NR_030581.1

NR_029500.1

5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCACAAA-3
5'-F-GCCGCTACCCTGTAGAACCG-3’

5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) CA(pdC)AAA-ZNA4-BHQ-1-3’
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGCAAA-3’
5'-F-GCCGCTTTGGCACTAGCA-3’
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)AGCAAA- ZNA4-BHQ-1-3
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACATCTGC-3/
5'-F-GCCGCTAAAGTGCTGACAGT-3'

5'-PR-FAM- TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)CTACCTGC-ZNA4-BHQ1-3’
5-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTCACAT-3’
5'-F-GCCGCTATGGCTTTTTATTCCT-3'

5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) T(pdC)A(pdC)AT-ZNA4-BHQ-1-3'
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAGTACA-3'
5'-F-GCCGCTACAGTATAGATGAGTGTCTC-3'
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)AGTA(pdC)ATC-ZNA4-BHQ-1-3’
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCTAGTG-3’
5'-F-GCCGCGTGAAATGTTTAGG-3’

5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)(pdC) TAGTGGT-ZNA4-BHQ-1-3'
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACCAGACT-3'
5'-F-GCCGCTCCTTCATTCCAC-3'
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)(pdC)AGA(pdC)T-ZNA4-BHQ-1-3’
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACTGCC-3'
5'-F-GCCGCACAGCAGGCAC-3’
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)ACTGCC-ZNA4-BHQ-1-3'
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACAACTCA-3'
5'-F-GCCGCAAACCGTTACCAT-3'

5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC) AA(pdC) T(pdC) A-ZNA4-BHQ-1-3
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACTCAGTG-3’
5'-F-GCCGCTGCAACGAACCT-3'
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)T(pdC)AGTGG-ZNA4-BHQ-1-3’
5'-RT-GTCGTATGCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGCATACGACACCTAT-3'
5'-F-GCCGCTTCAAGTAATTCAGG-3'
5'-PR-FAM-TG(pdC)ATA(pdC)GA(pdC)A(pdC)CTATCC-ZNA4-BHQ-1-3'
5'-R-GTGCAGGGTCCGAGGTAT-3’

*www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Kisaltmalar:F: Forward, R: Reverse, PR: Prob, RT: Revers transkriptaz



Ek-2: Erigkin Hastalar i¢in Bilgilendirilmis Gonuilli Olur Formu

BiLGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
(ERISKiN HASTALAR iCiN)

Arastirmanin Acik Adi: Adli Tipta viicut sivilarinin ayirirminda biyolojik marker olarak mikroRNA kullanimi
Sorumlu Arastirmaci : Ars. Gor. Dr. Betiil ALBAYRAK ACAR
Merkezin Adi  : Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali

BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU

Bu calismada, viicut sivilarinin teshisi icin spesifik miRNA’larinin tanimlanmasiamaciyla bir arastirma yapacagiz. Bu
arastirma toplam 8 ay siirecektir. Ayrica, bu ¢alismaya sizden baska 19 eriskin hasta daha katilacaktir.

Bu calismaya sizin de katilmani istiyoruz, ancak katilmaya karar vermeden Once bazi seyleri bilmeniz ve anlamaniz
gerekiyor. Size 6ncelikle galisma sirasinda neler olacagi agiklanacaktir. Size sdylenen herseyi anladiktan sonra bu ¢alismaya katilip
katilmayacaginiza karar vermelisiniz.

DoktorunuzArs. Gor. Dr. Betiil ALBAYRAK ACARsize bilgileri dikkatli bir sekilde okuyacaktir. Calismada neler olacagini
anlatabilmek icin anlayamayacaginiz sézler kullanmamiz gerekebilir. Eger anlamadiginiz bir sey olursa doktorunuza istediginiz
kadar soru sorabilirsiniz.

Calismaya katilmaya "evet" derseniz ve isterseniz bu formu imzalayabilirsiniz. Calismaya katilmayi ya da katilmamayi
secebilirsiniz. istemediginiz zaman calismadan ayrilabilirsiniz.

Eger ¢alisma sirasinda size anlatildigindan farkli bir durum gelisirse size hemen haber verilecektir. O zaman da istediginizde
doktorunuzacalismadan ayrilmak istediginizisdyleyebilirsiniz. Kimse sizi zorlayamaz.

Bu ¢alismaya katilmamin yararlari nelerdir?

Bu c¢alismaya katilmaniz durumunda adli olaylarda biyolojik materyallerin ayirimina yardimci olacak bilgiler edinmeyi
umuyoruz.

Bu ¢alismada bana ne olacak?

Eger bu calismaya katilmayi kabul ederseniz, sizden en fazla 5 ml kan, menstrual kan/semen ve tikurik 6rnegi vermeniz
istenecektir.Sizden alinan biyolojik materyal/veri 1 yilsire saklandiktan sonra kurallara uygun olarak imha edilecektir.
Anlamadiginiz bir sey olursa tekrar tekrar doktorunuza sorabilirsiniz.

Bu ¢alismaya katilmak zorunda miyim?

Bu ¢alismaya katilip katilmamak isteginize baghdir. Kararinizi vermeden 6nce, bu arastirmaya katildiginiz igin size para veya
hediye verilmeyecegini bilmeniz gerekir. Simdi "evet" deseniz de, istediginiz zaman "istemiyorum" diyerek bu arastirmadan
cikabilirsiniz. Bunu yalnizca doktorunuza séylemeniz yeterlidir.

Bu ¢alismaya katildigimi bagkalari da bilecek mi?

Sizin disinizda yalnizca tibbi kayitlariniza dogrudan erisebilecek olan kisiler (arastirma ekibindeki kisiler disinda
arastirmanin yapilmasina onay ve izin verecek olan Etik Kurul ve Saghk Bakanhg gibi) bu ¢alismaya katildiginizi bilecektir. Ancak,
¢alismanin her asamasinda oldugu gibi ¢calismanin sonuclari yayinlanirken bile biitln bilgileriniz gizli tutulacaktir. Bu form sizin
tarafinizdan imzaladiginda sizinle ilgili bitin bilgilere ulasabileceksiniz. Bu ¢alismadan sorumlu doktorunuza sorduktan sonra,
eger o izin verirse, bu arastirmaya katildiginizi kendi 6zel doktorunuza sdyleyebilirsiniz.



Ne yapmak zorundayim?

Size yapilacak herseyi anladiysaniz, simdi sizden bu arastirmaya katilmak istediginize iliskin imza atmaniz istenecektir. Bu
size aciklandigi haliyle galismaya 6zglirce katildiginizi gosterecektir. Bu imzaladiginiz kagidin birisi de sizde kalacaktir.

Caninizi sikan veya merak ettiginiz bir sey olursa mesai saatleri icinde 03243410000-21930 numaral telefondan Ars. Gor.
Dr. Betll ALBAYRAK ACAR’1arayabilir ve istediklerinizi sorabilirsiniz.

Olur verme beyani

Toplam 2 sayfa olan bu formdaki tim agiklamalari okudum. Bana yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirmayla ilgili
yazili ve sozIU agiklama Ars. Gor. Dr. Betll ALBAYRAK ACARadli doktor tarafindan yapildi. Bu arastirmanin amacini ve ne
yapilacagini anladim. Bu calismada bana ne olacagini, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi, kimlik bilgilerimin gizli tutulacagini ve imzaladigim bu formun bir kopyasinin bana verilecegini biliyorum. Bu
arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin génulli olarak katildigimi kabul ediyorum.

Goniillinin

Adi Soyadi

Tarih (Gun/Ay/Yil)
imzasi

Adresi

Telefon numarasi:

Bagimsiz tanigin[gonilli okur-yazar olmadig i¢in imzali onay veremiyorsa vb. durumlarda]
Adi Soyadi :

Tarih (Gun/Ay/Yil)

imzasi

Adresi

Telefon numarasi:

Bu ¢alismadabenden alinan biyolojik materyalin/verinin:
[JYalnizca yukarida adi gegen arastirmada kullaniimasina izin veriyorum.
[ ileride yapilmasi planlanan arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

Dileride yapilmasi planlanan arastirmalarda hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Formdaki bilgileri vererek gerekli agciklamalari yapan ve olur alan arastirmacinin

Adi Soyadi : Ars. Gor. Dr. Bettil ALBAYRAK ACAR

Tarih (Gun/Ay/Yil)

imzasi :

Adresi : Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali
Telefon numarasi : 03243410000-21930

Acil tibbi durumlarda iletisime gegilecek kisinin

Adi Soyadi : Ars. Gor. Dr. Betiil ALBAYRAK ACAR

Tarih (Gun/Ay/Yil)

imzasi :

Adresi : Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali
Telefon numarasi : 03243410000-21930

Arastirmaya onay veren Etik Kurulun
Adi :

Adresi :

Telefon numarasi



