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VIIL. OZET

Amag: Oliimden sonra gegen siirenin tahmini tiim olgularda énemlidir. Cesitli
yontemlerin kullanildigr postmortem interval tayini (PMI) tahmininde gelisen
teknolojiyle birlikte molekiiler yaklagimlar 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada 6liimden
sonra 48. saate kadar RNA kalitesinde meydana gelen degisim ile PMI arasindaki
iliskinin arastirilmast amaglanmaistir.

Yontem: Wistar albino ratlarda 6liimden sonra farkli siirelerde +4 °C’de
bekletilen kalp ve iskelet kast dokularindan RNA izolasyonu yapilmistir.
Elektroforetik olarak rRNA bant biitiinliikkleri degerlendirilmis ve ACTB, PPIA,
GAPDH, SRP-72 ve EMC-7 referans genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri
RT-qPCR’da incelenmistir.

Bulgular: Total RNA, 28S ve 18S rRNA subunitlerinin 12., 24. ve 48. saat
orneklerinde yikimlanmaya Dbasladigi  goriilmistiir. Kalp kasinda mRNA
yikimlanmasina bagli; 24. saatteki PPIA geni threshold cycle (Ct) degerleri ile 0., 6.,
ve 12. saatlerdeki degerler arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmustur (P<0,01).
24. saatteki ACTB geni Ct degerleri ile 0., 6., 12. ve 48. saatler arasindaki fark anlaml
bulunmustur (P<0,001). GAPDH Ct degerleri; 0. saat ile 24. saat arasindaki farkin yani
sira 6. saat ile 12., 24., ve 48. saatler arasindaki farkin anlamli oldugu goriilmiistiir
(P<0,001). SRP-72 Ct degerleri, 6. saat ile 24. ve 48. saatlerde elde edilen degerler
arasindaki fark anlamli bulunmustur (P<0,05). EMC-7 gen ekspresyon seviyeleri
bakimindan saatler arasinda anlaml1 bir farklilik tespit edilememistir. Iskelet kasinda
ise mRNA yikimlanmasina bagli; PPIA, ACTB, GAPDH ve SRP-72 gen ekspresyonu
seviyeleri incelendiginde, saatler arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir.

Sonuclar: Yas ve cinsiyet gibi birgok faktoriin PMI tahmininde kullanilan
yontemlerin parametrelerini etkileyebilecegi goz dniinde bulunduruldugunda, bunlara
ek olarak molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla, PMI tahmini giivenilirligini
arttirmanin miimkiin olabilecegi anlasilmistir.

Anahtar kelimeler: Postmortem interval tayini, mRNA yikimlanmasi,
Referans gen, Gen ekspresyonu

Vil



IX. ABSTRACT

INVESTIGATION OF POSTMORTEM mRNA
DEGRADATION LEVELS AND THEIR IMPORTANCE IN
POSTMORTEM INTERVAL ESTIMATION IN RATS

Aim: The estimation of the time since death is important in all cases. With
developing technologies, molecular approaches come to the forefront in the estimation
of PMI. The aim of this study was to investigate the relationship between change in
RNA quality and PMI for up to 48 hours after death.

Methods: In Wistar albino rats, RNA was isolated from cardiac and skeletal
muscle tissues kept at +4 °C for different periods after death. Electrophoretic rRNA
band integrity was evaluated and expression levels of ACTB, PPIA, GAPDH, SRP-72
ve EMC-7 genes were investigated in RT-qPCR.

Results: Total RNA, 28S and 18S rRNA subunits began to degrade at 121, 24"
and 48" hour samples. In heart muscle, due to mRNA degradation, differences
between threshold cycle (Ct) values of PPIA gene at 24th hour and 0™, 6, 12" hours
were statistically significant (P<0,01). For ACTB, the difference between 24" hour
and others were significant(P<0,001). For GAPDH, the difference between 0™ hour
and 24™ hour, as well as the difference between 6 and 12%, 24% 48" hours was
significant (P<0.001). For SRP-72, the difference between 6™ hour and 24", 48™ hours
were significant (P<0.05). For EMC-7, no significant difference was found between
hours. When PPIA, ACTB, GAPDH and SRP-72 gene expression levels were
examined, because of mRNA degradation no significant differences were found
between hours in skeletal muscle.

Conclusion: Given the fact that many factors, such as age and gender may
affect method parameters used in PMI estimation, it is possible to increase the
reliability of PMI estimation by adding molecular methods to these.

Key words: Postmortem Interval, mRNA degradation, Reference gene, Gene
expression.
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1. GIRIS

Tipta 6lim temel olarak “somatik 6liim” ve “hiicresel 6liim” seklinde ikiye
ayrilir. Somatik 6liim; viicudun bir biitiin olarak degerlendirilerek 6ldiigliniin kabul
edilmesidir. Hiicresel 6liim ise; doku, organ ve hiicrelerin fonksiyonlarinin durmasi

sonucu meydana gelir (1).

Oliimden sonra gecen siirenin (Postmortem interval = PMI) tahmini tiim 6liim
olgularinda énemlidir. Oliimden sonra defin ruhsatinin diizenlenmesinde ve 6zellikle
zorlamali 6liimlerin adli siireglerinin aydinlatilmasinda PMI tahmini biiyiik 6neme
sahiptir. Oliim zamaninin belirlenmesinde dncelikle adli tahkikat ve olay yeri inceleme
sonuglarinin degerlendirilmesi ile birlikte adli tibbi bilirkisilerin goriislerine

bagvurulur(2).

PMI tahmininde bir¢ok yontem kullanilmaktadir (3,4). Bu yontemler beraber
kullanildiginda dahi PMI tahmininde nispeten yetersiz kalmakta ve erken postmortem
donemde degerlendirildiginde bile elde edilen bilgiler sinirli olabilmektedir (3,4). PMI
tahmininde viicut sicakligi degisiminin Ol¢iimii, Oli lekeleri ve oOli katiliginin
degerlendirilmesi, goz degisikliklerine dayali metotlar, viicudun belirli bolgelerinde
bdcek ve larva bulunmasi, goz i¢i potasyum seviyeleri, mide bosalma hizi ve bazi
dokularda niikleik asit biitiinlik kaybr miktarinin Olglimii  gibi  ydntemler

kullanilmaktadir (5,6).

Gelisen teknoloji ve bilimsel ilerleme ile birlikte niikleik asitlerin adli tipta
kullanim alan1 artmistir. Ozellikle postmortem dénemde DNA (Deoksiriboniikleik
asit) ve RNA (Riboniikleik asit) degradasyonlarina bagli olarak PMI tahmini
yapilabilecegi bildirilmektedir (6-9). DNA, RNA’ya gére daha nispeten daha stabil
bir molekiil iken, RNA hiicresel diizeydeki 6liimden hemen sonra hizli bir sekilde
biitiinligli yikimlanabilmektedir. Gerek hiicresel diizeydeki endoniikleaz aktivitesi
gerekse eksternal birgok faktdr yliziinden zamana bagl olarak yapist yikilan RNA

molekiiliindeki yikilma oranlar incelenerek PMI tahmini yapilabilecegi yapilan bazi



caligmalarca bildirilmistir (6,8). RNA degradasyonu arastirmalarinda rRNA
(ribozomal RNA)’larla birlikte mRNA (mesajc1 RNA) degradasyon seviyelerinin
belirlenmesi 6nemli hedeflerdendir. mRNA degradasyon kontrolii amaciyla secilecek
genler referans gen ve/veya hedef gen olabilmektedir (6,8—10). Referans gen; doku
veya organizmadaki spesifik roliine bakilmaksizin, bir hiicrenin varligini siirdiirmesi
ve bazal hiicresel islevlerin korunmasi i¢in gerekli olan genlerdir. Referans olarak
secilen genlerin; doku tipinden, gelisim evrelerinden, hiicre dongiisiinden veya harici
sinyallerden bagimsiz olarak, normal kosullar altinda bir organizmanin tim
hiicrelerinde, ekspresyon diizeyi degismeyen ya da ¢ok az miktarda degisen genler

olmasi beklenir (11-13).

Bu calismada, ratlarda 6liim sonrasi kontrollii ¢evre sartlarinda (+4°C’de) 48
saate kadar muhafaza edilen kalp ve iskelet kas1 dokularinda RNA kalitesinin, rRNA
subunitlerinin bitiinliigli ile referans gen olarak kullanilan ACTB (Beta Actin),
GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), PPIA (Peptidylprolyl
Isomerase A), SRP-72 (Signal Recognition Particle), EMC-7 (Endoplasmic Reticulum
Membrane Protein Complex Subunit 7) genlerinin ekspresyon ve degradasyon
diizeylerinin tespiti ile postmortem interval tayinindeki Oneminin aragtirilmasi

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Tipta 6liim, temel olarak “somatik 6lim” ve “hiicresel 6lim” seklinde ikiye
ayrilir. Somatik 6liim; viicudun bir biitlin olarak degerlendirilerek 6ldiigiiniin kabul
edilmesidir. Gelisen teknoloji ile birlikte canlandirma cihazlarinin kullanilmaya
baslanmasiyla, yapay destege ragmen temel viicut fonksiyonlarinin durmasi olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte son yillarda somatik 6liim yerine “beyin Olimii”
terimi kullanilmaya baslanmistir. Hiicresel 6liim ise; doku ve organ diizeyinde cesitli
sebeplere bagli olarak hiicrenin fizyolojik aktivitelerinin sonlanmast olarak
tanimlanabilir. Hiicrelerin canlibk durumu, oksijensizlige duyarliliga gore
degismektedir. Zira noronlar gibi oksijen ihtiyac1 fazla olan dokular dakikalar
igerisinde canlili@ini yitirirken, beyaz kan hiicreleri 12 saate kadar hareket kabiliyetine

sahiptir (1,14).

Adli bilimler bakimindan 6liim olgularin1 dogal ve dogal olmayan dliimler
seklinde incelemek miimkiindiir. Organizmada gelisen kardiyovaskiiler sistem
bozukluklari, neoplaziler ya da alt solunum yolu enfeksiyonlari gibi mevcut
hastaliklara bagli olarak gelisen dogal dliimler olarak siniflandirilirken, travmatik ve
zorlamal1 6liimler olarak gelisen 6liimler dogal olmayan oliimler olarak siniflandirilir
(2,15). Zorlamal1 o6liimlerin neredeyse tamami adli tip bilimlerini ilgilendiren ve
organizmada bulunan bir faktdre bagli olmaksizin cinayet, intihar ve kaza gibi
travmatik etkenlerle iliskili 6limlerdir. (1,2). Atesli silah ve kesici-delici aletlerle
yaralanmalar, trafik kazasi, yiiksekten diisme, bir cisim ile kiint yaralanmalar, bogma,
suda bogulma nedenli asfiksiye bagli olaylar, uyusturucu maddelere ve/veya ilaglara

bagli zehirlenmeler seklinde bir¢ok durum dogal olmayan 6liimle sonuglanabilir (2).

Dogal ve dogal olmayan sebeplere bagli olarak gelisen 6liim olgularinin
nedeninin tam olarak tespit edilebilmesi dnemlidir. Oliim sebebinin dogal veya dogal

olmayan nedenlerden kaynaklandiginin belirlenememesi durumunda, 6liim “siipheli



6lim” olarak kabul edilmekte ve “adli vaka” olarak degerlendirilmektedir (2,14,15).
Tim oOliim tiirlerinde PMI’nin belirlenmesi 6nemli olmakla birlikte siipheli ve

zorlamal1 6liim olgularinin degerlendirilmesinde anahtar 6neme sahiptir.

2.1. Postmortem interval tayini

PMI tayini, 6liimiin sekillendigi andan itibaren 6lii muayene ve/veya otopsi
islemine kadar gecen silirenin tahmin edilmesidir (5). Daha ¢ok defin ruhsati
diizenlenmesi, adli vakalarin aydinlatilmasi, ticaret hukuku ve medeni hukuk
alanlarinda 6n plana c¢ikan PMI tayininde tibbi ve tibbi olmayan ydntemler
kullanilmaktadir. Tibbi olmayan yontemler adli makamlarin arastirmalarini igerirken
tibbi yontemlerde 6liim sonrasi degisikliklere bagli viicut sicakliginin tespiti, 6lii
katilig1 ve oli lekeleri, goz ve goz ici sivisinin durumu, bocek ve larva bulunmasi,
mide bosalma hizin ve molekiiler uygulamalar gibi yontemler kullanilmaktadir
(4,5,9,10). Bununla birlikte ylizyili askin siiredir yapilan ¢aligmalarla olusturulan
kapsamli literatlire ragmen, deneyimli uzmanlar i¢in bile PMI tahmini hala zor

olabilmektedir (16).

Olim zamaninin  tahmininde tibbi ve tibbi olmayan ydntemler
kullanilmaktadir. Tibbi olarak; 6lim sonrasi organizmada meydana gelen bazi
degisiklikleri cesitli tibbi metotlarla inceleyerek ve 6liim zamani hakkinda fikir sahibi
olunabilmektedir. Bu degisiklerden incelenen faktorlerin baginda viicut sicakligi, 6li
lekeleri, olii sertligi, gozdeki degisiklikler, bocek ve larva bulunmasi, mide bosalma
hiz1 gelmektedir. Son yillarda yapilan caligsmalarda bu parametrelerin yani sira
molekiiler yontemlerden de yararlanilmaktadir(5,17-22). Tibbi olmayan yontemlerde
ise; tanik ifadeleri, mobese ve sahislara ait giivenlik kameralar1 goriintiileri, telefon
kayitlari, internet erisim kayitlari, olay yeri inceleme bulgular1 gibi deliller

kullanilmaktadir(5).

2.1.1. Adli tahkikat

Tanik ifadeleri degerlendirilerek 6lenin en son nerelerde bulundugu ve kimlerle

goriistiigi belirlenebilir. Gittikleri yerlerde bulunan kamera goriintiileri incelenebilir.



Telefon kayitlar1 ve sinyal alinan bolgeler ile saat belirlemesi yapilabilir. Olay yerinde
bulunan mektup, not, iizerinde tarih bulunan basili yayin materyalleri araciligi ile

olimiin gerceklesme zamani hakkinda fikir elde edilebilir(5).

2.1.2. Viicut sicakhgi

Saglikli bireylerde normal viicut sicakliginin rektal 6l¢limlerde ortalama degeri
36,9 °C’dir. Cesitli hastaliklar ve ¢evresel faktorlere bagli olarak viicut sicakliginda
degisimler meydana gelebilmektedir. Oliimle birlikte viicut sicakligi cevre sicaklig ile
esitlenecek sekilde degismektedir. Konjestif kalp yetmezligi, kanama ve sekonder
soklar durumlarinda sicaklik subnormal seyredebilmektedir. Enfeksiyonlar, pons
kanamalar1 ve kalp krizine bagli o6liimlerde ise normalin iizerinde olabilecegi gibi
septisemi durumunda postmortem birkag¢ saat boyunca viicut sicakligi artmaya devam
edebilmektedir (23).Viicut sicakligindaki degisim ¢evre sartlarindan 6nemli oranda
etkilendigi i¢in yalnizca bu parametrenin kullanimiyla 6liim zamaninin belirlenmesi

hakkinda yeterli ve giivenli bilgiler elde edilememektedir (23).

Postmortem interval tahmini amaciyla kullanilan bir formiile gore ortalama
kosullarda kiyafetli bir viicudun ilk alti1 saatte saat basina 2,5 °C ve ilk 12 saatte
ortalama 1,5-2 °C sicaklik kaybettigi bildirilmektedir (24). Baska bir formule gore ise
sicakligin saat basina 2,2-2.4 °C olacak sekilde diistiigii belirtilmektedir (24).

Oliide meydana gelen viicut sicaklig1 azalmasina bagli kullanilan pek cok sema
mevcut olmakla birlikte, hi¢ biri tam anlamiyla giivenilir bulunmamaktadir (1,24). Bu
semalardan en kullamishh olaninin Henssge Normogramlari oldugu bildirilmekle
birlikte tahmin edilen 6liim zamaninin, ger¢ek 6liim zamanindan 2.8 saatlik bir fark
gostermektedir (Sekil 1) (24,25).

Nelson’a gore PMI tahmini (26);

Tz, = TZe(kn+i+dn+i)

Tz. olgiilen sicaklik

n: Zaman

n+i: zamandaki artiglar

i: bir tam sayidir.

d: Dakika olarak artislar



kE: n+i zamani i¢in belirlenmis iistel bir katsayidir.
Toplanan sicaklik verilerinin her biri ile bir “kA” istel sabiti belirlenir (26).
kA’nin belirlenmesi ise;
ko =In(Tz, . /T,)/dnsi
Gergek {istel biiylime sabitleri n aralik basina kA asagidakilere gore belirlenir ve
ortalamasi alinir:
b:(kA0+i - kAo/dn+i —do)
b'yi kullanarak ve k4 'dan baglayarak, asagidakilere gore belirsiz bir dizi tahmini tissel

sabite kg hesaplanabilir:

kg, =kg, +Db

Matematiksel olarak ortalamalarin kullanilmasi kesin veriler gerektirir; bu
nedenle, veri toplama ve sicaklik 6l¢iimii en azindan ikinci ondalik basamaga kadar
kesin araliklarla gosterilmelidir. Her ikisi de otomatik cihazlarin kullanimi da dahil
olmak fizere, modern cihazlarla Olgiilebilir. Antemortem sicaklik verileri 6liimden
hemen Once toplanmadikca, 6liimdeki gercek sicaklik kesin olarak bilinemez. Bilinen,
normal insan sicakliginin ortalama 37,0 ° C oldugu ve ¢ogu durumda Sliimden kisa bir
stire sonra yaklasik 0.5 © C yiikseldigidir. Bu nedenle, 37,5 ° C'lik bir y ekseni kesisimi
secildi ve PMI iceren Tz ve T, arasindaki siire ile T,'ya esit olarak ayarlandi. Toplanan
veriler islendikten sonra, PMI tahminini olusturmak i¢in asagidaki denklem kullanilir:

[((37,5-A)/(B-A))x60]+C

A, 37.5 ° C'den daha diisiik bir degerin en yakin sicakligidir, B, 37.5 © C'den
daha biiyiik bir degerin en yakin sicakligidir ve C, dakika olarak verilen A'nin
kaydedildigi zamandir (26).

Henssge ve Madea’ ya gore “Sekil 17 de gosterilen normogram araciligr ile

6liim zaman tayini yapilabilmektedir (25).
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Sekil 1: Henssge Nomogrami (25)

2.1.3. Olii lekeleri

Oliim sonrasi viicutta kan akist durmasma bagli olarak damarlarda staz
olugsmakta ve yercekiminin etkisiyle kan viicudun yere yakin bdlgelerinde

toplanmaktadir. Kanda bulunan eritrositlerin parcalanmasiyla birlikte kan oOnce



kirmizi, oksijenin tiikkenmesinden sonra ise mor bir renk almaktadir. Staza ugrayan kan
pasif olarak doku igerisine yayilir ve dokulari mor renge boyar (23). Renk degisikligi
ile birlikte kandaki pihtilagma faktorlerinin inaktif olmalar1 sonucunda viicutta ¢esitli
lekelenmeler meydana gelebilmektedir. Ayrica kandaki oksihemoglobin ve
karbondioksit konsatrasyonunu degistiren faktorler de Ol lekelerinin rengini
etkilemektedir. Kandaki karbondioksit konsantrasyonu arttiginda olii lekeleri koyu
mor renkte olurken, karbonmonoksit zehirlenmesi gibi durumlarda 6l lekeleri agik
pembe-kirmizi renkte olusabilmektedir. Soguk ortamda ve/veya suda bekleyen
cesetlerde, siyaniir zehirlenmesinde agik pembe renkte olusabilmektedir. Anilin ve
potasyum klorat zehirlenmesi durumunda methemoglobinemi meydana geldiginde 6li

lekeleri kahvengi-siyah renk alabilmektedir (5,23,27).

Oliimden 3-5 saat sonra baslayan ve 12 saatte maksimuma cikan 6lii lekeleri,
kiigiik cizgiler seklinde baglayarak birlesmekte ve genis alanlara yayilmaktadir.
Bununla birlikte 6liimden yaklasik 12 saat sonra fikse olan lekeler cesedin pozisyon
degisimiyle yer degistirmeyerek sabitlenmektedir. Oliim 6ncesi kan kaybi1 meydana
gelen vakalarda, kanama miktar1 arttikca olusan leke miktar1 azalmaktadir. Kanin

akiskanlig1 arttikga 6lii lekesi olusumu da artmaktadir (5,27).

Usumoto ve arkadaglar1 (28) yaptigi bir calismada olii lekelerinin
spektrofotometrik olarak incelenmesi amaciyla 1976 yilinda Uluslararas1 Aydinlatma
Komisyonu (CIE - Commission Internationale de I'Eclairage) tarafindan belirlenen

renk sistemi (29) kullanilarak postmortem interval tahmini i¢in bir formiil 6nerisinde

L"s Beyaz
Yesil
) b
Mavi » Sar1
. Siyah bulunmuslardir.
a
Kirmiz1

Sekil 2: L*a*b* sistemi: L*, acik koyu ekseni; a*, kirmizi—yesil renk ekseni*, mavi—sar1 renk
eksenidir (28).



Sekil 2’de gosterilen L* agik koyu ekseni ifade etmekte ve “beyaz=100",
“siyah=0" olarak degerlendirilmekle birlikte “sari=+b ”, “mavi=-b”, “kirmizi=+a ”,
“yesil=—a  olarak formiile uygulanmaktadir (28). Bu ¢alismada kontrol deri rengi ile
olii lekeleri arasindaki farkliliklar “A” simgesiyle ifade edilmistir. Kontrol deri rengi
ve Olu lekeleri arasindaki farkliliklar (AE*ab) ile chroma (renksel parlaklik, C*)

formiilleri belirlenmistir:

AE"ab=\/(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?

C'=/(@)? + (b")?

Metrik Ton farki (AH*) hesaplamast;

AH'=\/(AE*ab)? — (AL)? = (AC*)? = \/(a")? + (b*)? — (AC*)?

Usumoto ve ark.(28) 31 faktoriin degerlerini incelenmistir. Bu parametler; kontrol cilt
Lz, az, bz ve C;, 6lum sonrasi canlilik LY, aj, by ve Cf, AL*, Aa*, Ab*, AH*, AE*ab,
AC*, ai/L;, b;/Ly, AL*/Ly, b:/a;, Aa*/a;, Ab*/b;, aj/Ly, bi/Li, AL*/L%,
bi/ai, Aa*/aj,Ab* /by, Aa*/AL*, Ab*/AL*, Ab*/Aa*, AC*/ C;, AC*/ Cf.

Incelenen faktorlerden AC* ve AC*/ C{: parametrelerinin postmortem interval
ile zayif bir korelasyon gosterdigi, diger parametrelerin ise korelasyon gdstermedigini
belirtmektedirler. Her ne kadar korelasyon zayif olsa da postmortem intervalin
hesaplanmasinda 6nerdikleri bir formiille postmortem intervali 4,76 saatlik bir hata

pay1 ile hesaplamanin miimkiin oldugunu bildirmektedirler (28).

PMI (saat) = —20.47 —3.79 x AL* — 0,52 x a} + 10.70 x Ab” — 7.89 x b}/a; — 57.42 x Aa* /AL* — 38.78 x Ab*/Aa”* (28)

2.1.4. Olii sertligi

Canlida kas dokusunun ihtiyaci olan enerji, ATP’nin (adenintrifosfat) ADP’ye
(adenindifosfat) doniisiimii sirasinda ortaya ¢ikan fosfordan elde edilmektedir. Canlida
kas dokusunun fonksiyonunu baslatabilmesi i¢in aksiyon potansiyeline ihtiyaci vardir.
Aktin ve miyosin filamentinin kayma veya disli cark hareketi sirasinda yan

cikintilarinin iligkileri i¢in gerekli enerji kaynaklart olan ATP ve kreatin fosfatin



tekrardan sentezleri igin gerekli enerji besinlerden saglanmaktadir. Miyosin
filamentinin yan ¢ikintilarinin aktin filamentinden ayrilmasi ve lifin gevseyebilmesi
i¢in ortamda ATP’ye ihtiya¢ vardir. Oliide yeni ATP iiretilemeyeceginden dolay:
miktar1 azalmakta ve buna bagl olarak kasin islevsel 6zelligi ortadan kalkmaktadir.
Bundan dolay1 kas dokusu sertlesir ve ¢lirlime evresine kadar enerji yoklugundan
dolay1 gevseyemez. Bu sertlik, donma ve yanmaya bagl sertlik ile karistirilabilme

thtimali bulunsa da ayirimi ¢ok kolaydir (24).

Cevre sicakligi arttikga olii katiligr daha erken olusmakta ve daha erken sona
ermektedir. Donmus cesetlerde ise normal ortam 1sisina alindiginda 6li katilig
beklenildigi sekilde gelismektedir. Oliimden &nce fiziksel aktivite fazla olursa
kaslarda bulunan depo enerji erken tiikenecegi i¢in 6lii katilig1 erken olusabilmektedir

(5,23,25,27).

Oliimii takiben ortadan kalkan ndéronal uyarimin ortadan kalkmasina bagh
olarak iskelet kaslarinda gevseme meydana gelmektedir. Cevre sicakligi ve 6liim
oncesi fiziksel aktivite gibi faktorlere bagli olmakla birlikte 6lii katiligi 6liimden
yaklasik 3-6 saat sonra baglamakta, 10-12 saatte maksimuma ulagsmakta ve 36-48 saate
kadar siirmektedir. Ciirlimenin baslamasi ile birlikte kaslar tekrar gevsemektedir

(23,25,27).

2.1.5. Gozdeki degisiklikler

Anatomik olarak korunakli bir bélgede bulunanan goz ici sivisi, postmortem
donemde kontaminasyondan az derecede etkilenmektedir ve diger viicut sivilari ile
karsilastirildiginda daha diisiik diffiizyon hizlarina sahiptir ve uzun siire stabil olarak

kalabilmektedir (30).

PMI tahmini i¢in goz i¢i sivist incelemelerinde; potasyum, hipoksantin,
magnezyum, sodyum, kalsiyum, klor, laktat, glikoz, serbest aminoasit, metal ve
metalloproteinler gibi parametreler arastirilmaktadir (30). Tablo 1°de potasyum

seviyelerine gore PMI tahmini i¢in Onerilen formiillere 6rnek verilmektedir.
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Tablo 1: Goz i¢i [K+] degeri- PMI iliskisi ile ilgili yapilan calismalar (30)

PMI = 7,14 [K*] — 39,1 (Sturner 1963)
PMI = 5,26 [K*] — 30,9 (Madea, Henssge ve ark 1989)
PMI = 4,32 [K*] — 18,35 (James, Hoadley ve ark 1997)
PMI = 3,92 [K*] — 19,04 | (Munoz, Suarez-Penaranda ve ark 2001)
PMI = 6,41 [K*] — 46,25 | (Mulla, Massey ve ark 2005)
PMI = 5,8753[K'] — 32,7132 (Zhou, Zhang ve ark 2007)
PMI = 1,076 [K"] - 2,815 (Jashnani, Kale ve ark 2010)
PMI = 2,7157 [K*] — 19,9538 (Tumram, Bardale ve ark 2011)
PMI = 5,7699 [K'] — 13,2763 ‘ (Bortolotti, Pascali ve ark 2011)

Oliimden sonra s1v1 kaybina bagli olarak kornea opasitesi birkag saat ile 24 saat
arasinda olusabilmektedir (25,31). Korneada meydana gelen degisiklikler cok
degisken bir saat araligina sahip oldugu icin genis aralikta 6liim zamani tahmininde

bulunulabilmektedir (31).

Postmortem donemde goz i¢i incelemelerinde goz icinden enjektdr ile, stvinin
tamami tek aspirasyonla alinmaktadir (30,32). Hiicre 6liimiine bagli g6z i¢i sivisinin
dinamisi bozulumakta ve Olen hiicrelere baglh olarak elektrolit (Mg, Ca™, K" vb.)
miktar1 degisimleri, iire retansiyonu, hipoksantin diizeyi, organik madde incelemeleri,
metal ve metalloprotein seviyelerinin belirlenmesi gibi calismalar yapilarak PMI

tahmininin yapilabilecegi bildirilmektedir (30).

2.1.6. Bocek ve larva bulunmasi

Entomoloji bilgilerinin adli tip alaninda kullanimiyla 6liim zamam hakkinda
fikir sahibi olunabilmektedir. Ozellikle &liimden sonraki ilk ay icerisinde ergin
sineklerin birakti@1 yumurtalarin degerlendirilmesi gibi metotlarla 6nemli bulgular
elde edilebilmektedir. Ergin sineklerin biraktigi yumurtalar hava 1sisina gore birkag
saatten iki giine uzayan siire igerisinde yumurtadan ¢ikmaktadirlar. Yumurtadan ¢ikan
larvalar 3 kez kabuk degistirdiklerinden dolayr bu 3 donem birbirinden ayirt

edilebilmektedir. Eriskin larva toprak altina girdikten sonra pupa formuna
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dontismektedir (33). Pupal dinlenme ve metamorfoz siireclerinden sonra erginlesmis
sinek kabugu kirarak pupadan disar1 ¢ikmaktadir. Bu bilgilerin 1s181inda 6liim zaman
hakkinda fikir sahibi olunabilse de yapilan ¢alismalarda; ¢cevre 1s1s1 ve viicut biitiinliigii
gibi faktorlerin PMI tahmininde dogrulugun 3 giine kadar etkilenebildigini
gostermektedir (33—35). Cesetten elde edilen bdcegin evresi (larva donemleri veya
pupa) belirlenerek boyu Olgiiliir ve tiire 6zgii sicaklik-zaman grafileri kullanilarak

6liimden sonra gecen siirenin tahmini yapilabilir (36).
Cesetlere gelen bocekler yedi grupta incelenmektedir:

Birinci grup: Diptera ordosuna dahil Calliphoridae, Muscidae ve
Sarcophagidae familyalarina ait tiirler girmektedir. Larva boyu ve agirligi postmortem

interval hesaplanmasinda kullanilmaktadir (36).

Ikinci grup: Bu evrede albiiminoid maddelerin tiiketilmesinden sonra yag doku
ortaya ¢ikmakta ve bu maddelerden hoslanan bocekler, 6zellikle Coleoptera ordosuna

ait bazi tiirlerin sayisi ceset tizerinde artmaktadir (36).

Uclincii grup: Baz1 albiiminoid maddelerin (kazein) fermantasyonu sonucunda
Anthomya vicina (Diptera:Anthomyiidae) ve Pyophila petasionis (Diptera) tiirleri
bocek popiilasyonu baskin hale gelmektedir (36).

Dérdiincii grup: Bu evreye kadar bocekler tarafindan tiiketilmeyen dokular,
amonyak kokular1 yaymaya baglar ve bu grubun bocekleri cesette etkin popiilasyon
konumunda olmaktadir. Bu evrede Diptera’dan Phora atterima ile birlikte
Coleoptera’dan Silphidae (les kinkanathilar1), Histeridae (kesik kinkanatlilar)

familyalarina ait tiirler gézlemlenmektedir (36).

Besinci grup: Bu gruptaki bocekler Acari ordosuna aittir. Cesedin zemine
bakan kisminda bulunurlar. Daha once gelen bocekler kadavrada kalig siirelerini
tamamlamadan kadavraya gelirler. Cesette kalan s1v1 haldeki biitiin organik maddeleri
tilketerek cesedin mumyalasmasina sebep olurlar. Cesede gelis zamani ise 2-3 yildir

(36).

Altinct grup: Tineola biselliella (Lepidoptera:Tineidae), Attegenus pellio
(Coleoptera: Dermestidae) tiirleri bocekler kuruyup mumyalasan cesedin tendonlarini,

saglarin1 ve killarini tiiketirler (36).
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Yedinci grup: Tenebrio obscurus (Coleoptera:Tenebrionidae), kendilerinden

oncekilerin bocek kalintilarin1 (nimf ve pupa) tiiketirler.

YUMURTA

1.EVRE
LARVA

2 .EVRE LARVA

Sekil 3: Diptera’da yasam dongiisii (36)

2.1.7. Midenin bosalma hizi

Saglikli bir bireyde mideye gelen gida icerigi normal sartlar altinda 3-4 saat
icerisinde bagirsaklara gecebilmektedir. Midenin motilitesi, alinan gidanin igerigi ve
miktar1 gibi bircok faktdr mide bosalma hizini etkilemektedir (5). Ornegin, midenin
motilitesini etkileyen antikolinerjik ilaglar, 61iim anina yakin ddonemde meydana gelen
heyecan motiliteyi etkileyebilmektedir. Protein ve yag orani fazla gidalarin sindirim
stiresi karbonhidrat bazli gidalardan daha uzun siirmektedir. Alinan gida miktar
arttikca kimiis olugsum siiresi artacagi i¢cin midenin bosalma siiresi de uzayacaktir. Her
ne kadar PMI tahmininde diger faktorlerle birlikte fikir veren bir parametre olsa da tek

basina yeterli olmamaktadir (5).
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2.1.8. Molekiiler yaklasimlar

PMI tayininde konvansiyonel yéntemlerin yani sira akim sitometrisi, kapiller
elektroforezi, manyetik rezonans spektroskopisi ve immiinhistokimya gibi yontemler

Onerilmistir (37).

Molekiiler biyolojide son yillardaki gelismeler ile birlikte niikleik asitler
tizerinden (DNA ve RNA) o6liimden sonra meydana gelen degisimlerin PMI ile

iliskilendirilmesi adli bilimlerde ilgi odagi olmustur (38—43).

2.1.8.1. DNA diizeyinde yapilan PMI tayini ¢calismalari

Kalitim materyali olarak kabul edilen DNA, PMI tayini caligmalarinda
kullanilabilme potansiyeline sahip bir molekiildiir. Hiicre dis1t serbest DNA
konsantrasyonunun tespitiyle PMI tahmininin yapilabilecegi bildirilmistir (44).
Bununla birlikte PMI tayini ¢alismalarinda DNA kullaniminda daha ¢ok DNA
degradasyonu {iizerinde durulmaktadir (7). Insan ve bazi laboratuvar hayvanlari
tizerinde PMI ve DNA degradasyonu arasindaki iligkinin incelendigi ¢aligmalarda
beyin, dis ve dalak gibi organlardan izole edilen DNA’nin degradasyon diizeyleri
incelenerek PMI ile iligkilendirilebilecegi gosterilmistir (7,40,45).

Postmortem donemde katabolik enzimlerin etkisiyle hidroliz ve oksidasyon
reaksiyonlart meydana gelir ve DNA’y1 bir arada tutan yapilar yikilmaya baslar. Canli
hiicrede normal sartlar alinda DNA tamir mekanizmalarinda ve gen regiilasyonunda
gorevli niikleik asitleri kesen niikleazlar araciligi ile DNA zincirinde kirilmalar

meydana gelir ve DNA degredasyonuna neden olur (7,46).

Williams ve ark 21 °C ve 4 °C’ de 6liimden sonraki 96 saate kadar beyin ve
dalak dokusunda yaptiklar1 ¢alismada; PMI tahmini i¢in beyin dokusunun dalak
dokusundan daha giivenli sonuglar verdigini bildirmistir (47). Luo ve ark. kemik iligi
DNA igeriginin, 6lim sonrasi aralifin uzamasiyla kademeli olarak azaldigini ve
Olimden 14 giin sonrasina kadar DNA tespit edilebildigini, niikleer DNA'nin
yikimlanma hizi ile 6liim sonrasi aralik arasinda dogrusal bir iligki bulundugunu

bildirmistir (48).
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PMI tayini g¢alismalarinda O6lim iizerinden gegen siirenin uzun olmasi
durumunda DNA degradasyonunun incelenmesiyle énemli ¢iktilarin iiretilebilmesi
mumkiin olabilirken, PMI’nin kisa olmasi durumunda stabil olan DNA molekiiliindeki

degradasyon orani yeterli ¢iktilarin iiretilememesiyle sonuglanabilmektedir (7,45).

2.1.8.2. RNA diizeyinde yapilan PMI tayini ¢calismalari

Mesajct RNA’lar canlilardaki kalitsal bilginin proteine doniisiimiinde araci
molekiil olarak gorev almaktadir. DNA’ya gore endontikleazlar gibi faktorlere karsi
daha hassas bir molekiil olan RNA’nin kullaniminin PMI tahmininde erken donemde

1yl bir yontem olabilecegi bildirilmektedir (6,8,9,41).

PMI tahminine yonelik RNA diizeyinde yapilan ¢aligmalarda daha ¢ok RNA
biitiinltigli 6n plana ¢ikmakta, bu parametrenin kontrolii ise 28S ve 18S rRNA’lar
tizerinden yapilmaktadir. Herhangi bir dokudan izole edilen total RNA’nin biiyiik
kismini rRNA’lar olusturmaktadir. rRNA’lardaki kalite kontrolii ile genel total RNA
kalitesi hakkinda fikir sahibi olunabilecegi bilinmektedir (49).

Gen ekspresyonu c¢alismalarinda total RNA izolasyonunda kalite kontrol
noktasi haline gelen rRNA bant biitiinliiklerinin kontrolii, RNA kalitesi hakkinda
bliylik oranda fikir verse de son zamanlarda yapilan g¢alismalar rRNA bant
biitiinliiklerinin RNA kalitesini tek basina yansitamayacagi yoniindedir (34,50-52).
Bu yiizden hiicresel aktivitenin RNA’lar iizerinden incelenecegi c¢aligsmalarda
rRNA’larin yan1 sira mRNA’lar ve/veya miRNA (mikro RNA)’lar gibi diger RNA

cesitleri izerinden kalite kontrollerinin yapilmasi 6nerilmektedir (50,53,54).

PMI ile RNA kalitesi arasindaki iliskinin ¢esitli dokularda ve degisen siirelerde
incelendigi caligmalar bulunmaktadir. Bununla birlikte birden fazla dokudaki RNA
kalitesinin gecen siire ile birlikte degerlendirilerek PMI ile iliskilendirildigi ¢alismalar
siirlidir. Ayrica RNA kalitesinin yalnizca rRNA bant biitiinliikleri lizerinden degil
aynt zamanda mRNA’lar {izerinden gen ekspresyonu diizeyinde incelendigi

caligmalarin sinirlt oldugu goriilmiistiir (6).
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2.2. Gen ekspresyonu

DNA’da bulunan genetik bilginin ifadesi RNA’nin sentezi ile gerceklestirilir.
Transkripsiyon olarak adlandirilan bu islemle giintimiize kadar tanimlanmis yaklasik
22 farkli RNA molekiiliiniin iiretimi saglanir (55). Ozellikle gevresel faktorlere bagl
olarak iiretilen RNA’lardan proteine doniisecek olan mRNA’larin iiretimi gen

ekspresyonu olarak tanimlanmaktadir.

Gen ekspresyonu calismalarinda RT-qPCR (Reverse Transkriptase-
Quantitavie Polymerase Chain Reaction) teknolojisinden yararlanilmaktadir. Gergek
zamanli kantitatif PCR olarak adlandirilan bu teknoloji ile hedef dokulardaki niikleik
asitlerin miktarlarinin tespiti miimkiin olmaktadir. RT-qPCR’da olusan niikleik asit
miktar reaksiyon sirasinda meydana gelen iiriin miktariyla orantili olarak artmaktadir.
Olusan tiriinlerin tespiti i¢in kullanilan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin
izlenmesiyle iiriin miktar1 sayist ger¢ek zamanli olarak belirlenebilmektedir.
Amplifikasyonun devir sayist belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi
acgisinda onemlidir. Cift zincirli DNA’ya baglanan SYBR-Green I gibi floresan boya
iceren kitler araciligiyla ya da TagMan ® probe gibi probe kullanilarak hiicredeki
hedef RNA miktarlart hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Bu yontemler i¢erisinde
en ¢ok tercih edilen yontem SYBR-Green I ile yapilan yontemdir (56).

Gen ekpresyonu c¢alismalart ic¢in hiicrelerden RNA molekiilii izole
edilmektedir. Izolasyon islemi sirasinda guanidyum tiyosiyanat, fenol ve kloroform
kimyasallarinin kullanilmasiyla RNA haricindeki molekiilleri uzaklastirarak saf RNA
molekiilii elde edilmektedir. Izolasyon asamasinda amag¢ mevcut RNA biitiinliigiinii
koruyarak saf RNA elde etmektir. izole edilen RNA molekiillerinin safliklart Asso/A2so
oraninin hesaplanmasi ile spektrofotometrik olarak tespit edilmektedir. Niikleik asitler
maksimum absorbansi 260 nm’de, protein molekiillerin ise 280 nm’de gostermektedir.
A260/Az80 oraninin 1.70 ve {izerinde olmasi RNA’nin ekspresyon caligmalarinda
kullanmak i¢in yeterli saflikta oldugu anlamina gelmektedir. Spektrofotometrik
analizin yani sira kalite kontrol parametresi olarak elektroforetik yontemlerden de
yararlanilmaktadir. RNA biitiinliigli agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmekte ve
28S ve 18S rRNA alt initelerinin biitiinliikleri ve oranlar1 degerlendirilerek RNA
kalitesi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir (50).
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Gen ekspresyon ¢aligmalarinda tam ve goreceli 6l¢iim olmak tizere iki yontem
tercih edilmektedir. Tam Olglim yonteminde tespit edilen {liriin miktar ile kullanilan
genin ekspresyon miktari standart bir egriye dayandirilarak belirlenmektedir. Goreceli
6l¢iimde floresan 6zellik gosteren boyalar kullanilarak reaksiyon sonrasi olusan iiriin
incelenir. PCR’da her siklus sonrasinda olusan iiriin miktarin1 gosteren floresan
miktarinin, belirlenen esik diizeyini gectigi nokta dongiisii Threshold Cycle (Ct) olarak
isimlendirilir. Ct degeri RT-qPCR cihazindaki ¢ogaltim esnasinda ilk anlamli artisin

oldugu zamani belirtmektedir(13).

Goreceli Olgiim yontemi ile yapilan gen ekspresyonu ¢alismalarinda
hesaplamalardaki hedef gendeki degisimin kontrolii referans gen olarak adlandirilan
ve ilgili doku ve hiicrelerdeki ifade miktar1 stabil olan genlerle yapilmaktadir.

2-88Ct metodu kullanilarak

Ekspresyon miktari belirlenmek istenen genin kopya sayisi
referans gene/genlere gore normalize edilmekte, kontrol ve deneme Ornekleri

arasindaki iligki kat degisimi olarak hesaplanmaktadir (13,23).

2.3. Calismada kullanilan genler

Calismada PMI doneminde gegen siireye bagli olarak degismesi beklenen RNA
kalite kontrolii, spektrofotometrik ve elektroforetik yontemlerin yani sira mRNA
diizeyinde kontrol edilmistir. Bu amagcla referans olarak kullanilma potansiyeli olan

ACTB, GAPDH, PPIA, EMC-7 ve SRP-72 genleri incelenmistir.

2.3.1. ACTB

Beta-actin (ACTB), tiim 6karyotik hiicrelerde yaygin olarak bulunan aktinin ti¢
ana izoformundan birisi olup hiicre iskeleti yapisal proteinidir. Hiicre gogii ve
boliinmesinde, embriyonik gelisimde, yara iyilesmesinde, immun yanitta ve hiicre

iskeletinin olusturulmasinda kritik rol oynamaktadir (57).

Beta-actin proteinini kodlayan ACTB geni hiicrede GAPDH, tubulin,
siklofilin, efla (uzama faktorii), ubikitin ve 18S rRNA ile birlikte, yapisal olarak ifade
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edilir. Aktivitesi deneysel ve fizyolojik kosullardan biiyiik oranda etkilenmeyen bu gen
ekspresyon calismalarinda yaygin bir sekilde referans gen olarak kullanim alam
bulmustur (57). Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢alismalarda referans gen olarak
secilitken planlanan deneme modelinin goz Onlinde bulundurulmasi gerektigi

tartisilmaktadir (58).

Postmortem donemde +4°C ortam sicaklifinda bu genin degisen siirelerdeki
aktivitesi arastirllarak PMI tayininde kullanilabilme potansiyelinin incelenmesi

hedeflenmistir.

2.3.2. GAPDH

GAPDH, glikolitik yolun, NAD+ ve inorganik fosfatin varliginda G3P
(Glyceraldehyde 3-phosphate) min 1,3-bifosfoggliserat'a doniisiimiinii katalizleyen
anahtar enzimdir. Gen ekspresyon ¢aligsmalarinda ¢esitli dokularda siklikla kullanilan
bir referans gendir. Bununla birlikte son zamanlarda referans gen olarak GAPDH
seciminin Ozellikle PMI ile iliskili caligmalarda gilivenilirligi ile ilgili olumlu ve

olumsuz bildiriler bulunmaktadir (6,53,59-61).

Calismada ratlarda iskelet kas1 ve kalp kasi dokularinda bu genin ekspresyon
diizeylerinin zamana bagl degisiminin incelenmesiyle RNA kalitesi hakkinda fikir

sahibi olunarak PMI tahmininde kullanilabilirliginin incelenmesi hedeflenmistir.

2.3.3. PPIA

Ik kez 1984 yilinda, immiinsiipresif bir ilag olarak kullanim alan1 bulan PPIA
proteini, siklosporin A’nin hiicre i¢i hedefi olarak tanimlanmis bir proteindir (62,63).
Immiinofilinler ad1 verilen bir protein ailesinin iiyesi olan PPIA, prokaryot ve
Okaryotlarin tiim dokularinda yaygin olarak bulunmasindan dolayr bu proteini
kodlayan genin hem referans hem de hedef gen olarak kullanimi mevcuttur (6,51).
PPIA’nin molekiiler saperonlar olarak bilinen ve protein katlanmasinda gorev alan
protein grubunun bir iyesi oldugu, mevcut peptidil-prolil izomeraz aktivitesi

sayesinde sitozolde bazi proteinlerin  peptidil-prolil  baglarimin  cis-trans
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izomerizasyonunu gerceklestirerek protein katlanmasinda gorev aldigi bildirilmistir

(63).

Karaciger dokusunun canlidan alimini takiben muhafazasi ile ilgili yapilan bir
calismada PPIA geni ekspresyon seviyeleri incelenerek RNA kalitesi aragtirilmis ve
PPIA’nin referans gen olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (51). Yapilan bu
calismada PPIA geninin farkli PMI donemlerinde kalp ve iskelet kasindaki ekspresyon
diizeyleri incelenerek PMI’de referans olarak kullanilabilme potansiyelinin

arastirilmast amacglanmastir.

2.3.4. EMC-7

Sitoplazmik bir protein olan EMC-7 (Endoplasmic Reticulum Membrane
Protein Complex Subunit 7), neredeyse tiim zar ve salgilayict proteinlerinin
biyogenezi, lipit biyosentezi, kalsiyuam depolanmasi ve bazi metabolik yolaklarin
regiilasyonu gibi hiicrede bir¢ok fizyolojik olayda gorev almaktadir (64). EMC-7
Okaryotik canlilarda bulunan, yogun ve ¢ok parcali bir protein kompleksidir. Bazi
calismalarda EMC-7 geninin, yeni ve giivenilir bir referans gen olabilecegi
bildirilmistir (11,65,66). Bu ylizden, farkli zamanlarda dondurulan kalp ve iskelet kas1

dokularinda bu genin ekspresyon diizeyinin incelenmesi amaglanmustir.

2.3.5. SRP-72

Sinyal tanima partikiilii (SRP), sekresyon sinyalleri ile proteinlerin sentezinde
ve translokasyonunda ribozomlar1 birlestiren bir riboniikleoprotein kompleksinden
olusmaktadir. SRP sitoplazma icerisinde meydana gelen translasyonu durdurarak SRP
reseptoriine baglanir. Uriin olarak meydana gelen polipeptidleri zarlara baglanmak
tizere yonlendirir. Memelilerde yaklasik 300 niikleotidden olusan SRP molekiilii,
yaklagik molekiiler agirliklarina gore SRP-9, SRP-14, SRP-19, SRP-54, SRP-68 ve
SRP-72 olarak adlandirilan alt1 proteinden olusmaktadir (67).

19



Ratlarda postmortem donemde quadriceps kasi dokusunda 11 saate kadar
SRP-72 gen ekspresyon seviyelerinin yiiksek oranda stabil oldugu bildirilmistir. Ayn
calismada PMI siiresi ile en ¢ok iligkili gen olarak belirlenmistir (6).

Bu ¢alismada hem iskelet hem kalp kasit dokularinda SRP-72 geninin PMI
doneminde incelenerek ¢aligilmast hedeflenen diger genlerle olan iligkilerinin ortaya

konulmasi amaglanmustir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Deneme gruplarn

Bu ¢aligma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (MKU-HADYEK)’ndan 03/10/2017 tarihli toplantida 2017/9-4 (EK-1) ve
2018/1-7 karar numaralar1 (EK-2) ile etik olarak onaylanmistir. Hayvanlar Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(HMKU DAM) biinyesinde barindirilmistir. Calismada 6-8 haftalik yas ve 150-200 g
(183,01£3,77) agirlikta 8 Wistar Albino ki erkek kullanilmistir. Ratlar, {initenin
standart kosullarinda barindirilmistir. Calisma boyunca ortamdaki 1sik 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik (07:00-19:00 aydinlik, 19:00-07:00 karanlik), nem orani
%355 ve ortam sicaklik 21+2 °C olacak sekilde diizenlenmistir. Ratlar, polikarbonat
malzemeden yapilan seffaf kafeslerde her kafeste 4 rat olacak sekilde barindirilarak

yem ve su ad libitum olacak sekilde tiiketime sunulmustur.

Otenazi, anestezi altinda (80mg/kg Ketamine ve 12 mg/kg Xylazine, Intra
Peritoneal) kalpten kan alma yontemi ile gergeklestirilmistir. Laboratuvar ¢aligmalari
icin iskelet kasi (sol bacak Musculus Gluteus) ve kalp kast dokular1 alinarak 5’er
parcaya boliinmiistiir. Parcalardan biri 0. saatte hizli bir sekilde siv1 azot igerisinde
dondurulduktan sonra -86 “C’de muhafaza edilmistir. Diger 4 parca ise steril tiipler
icerisinde 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle +4 °C’de muhafaza edildikten sonra siv1 azotla

dondurularak -86 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. RNA izolasyonu

Alinan doku ornekleri -86 “C’den ¢ikarilarak Trizol metoduna gére RNA
izolasyonu yapilmistir (68). Kit protokolii geregi her 6rnekten yaklasik 50 mg doku 1
ml TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, USA) icerisine alinarak soguk sartlar altinda

homojenize edilmis ve kloroform, izopropil alkol ve etil alkol agsamalarindan sonra
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total RNA elde edilmistir. Ornekler pellet biiyiikliiklerine gore 30-100 uL niikleaz
icermeyen su ile sulandirilarak niikleik asit Olgcer (Merinton SMA 1000, USA)
araciligiyla konsantrasyon ve saflik dlgiimleri yapilmistir. Daha sonra 6rneklerdeki
RNA kalitesi %]1°lik agaroz jel elektroforezinde 100 V’da yaklasik 25 dakika
yiriitilerek ~ UV-transilluminatér ~ (Wisd, WUV-L50, Giiney Kore) ile
gorlintiilenmistir. A260/A280 oran1 >1.7 olan ve jel elektroforezinde kalite kontrolii
yapilan 6rnekler cDNA doéniisiimiinde kullanilirken, yeterli konsantrasyon ve saflikta

olmayan O6rneklerden RNA izolasyon protokolii tekrar edilmistir.

3.3. cDNA sentezi

Elde edilen total RNA 6rnekleri DNA kontaminasyonu ihtimaline karst DNaz
(DNase I, RNase free, Thermo Fisher Scientific, USA, Kat. No: EN0521) ile muamele
edilerek cDNA sentezi asamasina gecilmistir. cDNA sentezi kit protokolii (Revertaid
First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific, USA) geregi thermal
cycler’da (Biorad T100, USA) 42 °C’de 60 dakika, 25 °C’de 5 dakika ve 70 °C’de 5
dakika olacak sekilde diizenlenmistir. cDNA sentez reaksiyonu sonrasi orneklerin son
hacmi niikleaz icermeyen su ile 200 pl’e tamamlanmis ve Ornekler RT-qPCR

asamalar1 yapilincaya kadar — 86 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. RT-qPCR uygulamasi

Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak SYBR Green boya iceren ticari
kit (Power SYBR Green PCR Master Mix, ABI by Thermo Scientific, USA) ile RT-
gPCR’da (Rotor-Gene Q, QIAGEN) PPIA, ACTB, GAPDH, SRP-72 ve EMC7
genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. cDNA Ornekleri duplike olarak
calistimistir. Calismada kullanilan PPIA primer dizileri literatiirden temin
edilirken(69), ACTB, GAPDH, SRP-72 ve EMC-7 genlerinin primer dizileri
PrimerBLAST (BLAST, NCBI) araciligiyla tarafimizca dizayn edilmistir. Ayrica
primerlerin cogalttigi  bolge/bolgeler yine PrimerBLAST’ta kontrol edilerek
kullanilmistir (Tablo 2). RT-qPCR’da reaksiyon protokolii, 95 °C’de 10 dakika
denatiirasyon asamasindan sonra 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye, 72 °C’de 30
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saniye ve 40 siklus olacak sekilde diizenlenmistir. RT-qPCR ile elde edilen Ct
sonuglarinda 35’in altindaki degerler degerlendirilmeye alinirken, 35 ve tizerindeki Ct

degerleri hesaplamalarda kullanilmamustir.

Tablo 2: Gen primerlerinin Foward ve Reverse dizileri

Genler Erisim No* Foward ve Reverse Primer Dizileri B¢**  Kaynak

F: 5’-CAGACAAAGTTCCAAAGACAGCA-3’
PPIA NM 017101.1 117 (69)
R: 5°-CACCCTGGCACATGAATCCT-3’

F: 5’-AGTGCCAGCCTCGTCTCATA-3’
GAPDH NM_017008.4 234 ok
R: 5’-TCCCGTTGATGACCAGCTTC-3’

F: 5°-GCAGGAGTACGATGAGTCCG-3’
ACTB NM 031144.3 74 Ak
B R: 5’- ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’

F: 5°-ACCTGCCCTCATCGGATAGT-3’
SRP-72  NM 001170601.1 133 oAk
h R: 5’-CCCTGTCCTTGTTCCTTTGGT-3’

F: 5’-TCTGTGGGGTTTCTTTTTCATCC-3’
EMC-7 NM 001106496.1 79 otk
- R: 5’-ACAAAGCTCCCATCTGTCCTC-3’

*:NCBI Genbank Erigim Numarasi, **:Baz Cifti, ***: NCBI Blast sistemi kullanilarak dizayn

edilmistir.

3.5. istatiksel analiz

Elde edilen tiim degiskenler 6nemlilik testlerine gegilmeden dnce parametrik
test varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk testi, varyanslarin
homojenligi yoniinden ise Levene testi ile incelendi. Tanimlayici istatistikler

“Aritmetik Ortalama + Std.hata” seklinde gosterildi.

Kalp kas1 ve iskelet kasinda ayr1 ayr1 olmak tlizere PPIA, GAPDH, ACTB,
SRP-72 ve EMC-7 genlerinin zaman i¢indeki Ct degerleri arasindaki farklilik MIXED
prosediirii kullanilarak analiz edildi. Farkliligin anlamli bulundugu durumlar i¢in
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Tiim istatistiksel analizler P<0,05 kriteri dikkate
alinarak degerlendirildi. Tiim analizler SPSS (V22.0) paket programi araciligi ile
gercgeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Total RNA izolasyonu bulgular:

Kalp ve iskelet kasi1 dokularindan izole edilen total RNA’larin niikleik asit
Olcer (Merinton SMA 1000) kullanilarak konsantrasyon ve safliklan
degerlendirilmistir. Kalp kasi dokularindan izole edilen RNA konsantrasyonlari
135,13-876,79 ng/ul olarak bulunurken iskelet kas1 dokularinda 126,76-643,9 ng/ul
olarak bulunmustur. Dokulardaki A260/280 oraninin ise 1.7-2.1 arasinda oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3). Dokulardan izole edilen RNA 6rnekleri agaroz jel elektroforezi
ile UV-transilluminatéor (Wisd, WUV-L50, Giiney Kore)’de goriintiilenmistir.
Ornekler 28S ve 18S rRNA (ribozomal RNA) birimleri incelenerek biitiinliik ve kalite
bakimindan kontrol edilmistir.

Tablo 3. Kalp ve Kas dokularindan Izole Edilen Orneklerde RNA Konsantrasyon ve Saflik
Degerleri (X + S%)

Kalp Kasi Iskelet Kasi
Saat Konsantrasyon A260/280 Konsantrasyon A260/280
0 783,55¢28,85  1,78+0,01  327,66+£52,45 1,86+0,02
6 443,09+52,62  1,91+£0,01  318,82431,95  1,84+0,01

12 181,94=14,11  1,90£0,01  315,08£39,59  1,80+0,03
24 261,35+20,52  1,90£0,01 305,11+39.44  1,80+0,04
48 234,05+19,08  1,82£0,02 294,20£31,90  1,83+0,05
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KALP KASI DOKUSU 0. SAAT KALP KASI DOKUSU 6. SAAT

" emil ‘J o
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Sekil 4: Kalp kas1 dokusundan 0. saatte Sekil 5: Kalp kas1 dokusundan 6. saatte
elde edilen total RNA jel goriintiisii elde edilen total RNA jel goriintiisii

KALP KAS| DOKUSU 24. SAAT

I e i, S S M S ol s

KALP.KASI DOKUSU 12. SAAT

Sekil 6: Kalp kas1 dokusundan 12. saatte Sekil 7: Kalp kast dokusundan 24. saatte
elde edilen total RNA jel goriintiisii elde edilen total RNA jel goriintiisii

Sekil 8: Kalp kas1 dokusundan 48. saatte
elde edilen total RNA jel goriintiisii
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Sekil 9: iskelet kas1 dokusundan 0. saatte Sekil 10: iskelet kas1 dokusundan 6.
elde edilen total RNA jel goriintiisii saatte elde edilen total RNA jel goriintiisii

ISKELET KASIDOKUSU 24. SAAT

e

Sekil 11: Iskelet kasi dokusundan 12. Sekil 12: Iskelet kasi dokusundan 24.
saatte elde edilen total RNA jel goriintiisii saatte elde edilen total RNA jel goriintiisii

Sekil 13: iskelet kasi dokusundan 12.
saatte elde edilen total RNA jel goriintiisii
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4.2. RT-qPCR bulgular:

Thermal cycler’da c¢DNA’ya doniistiiriilen orneklerden Realtime PCR
reaksiyonu sonrasi alindan PPIA, ACTB, GAPDH, SRP-72 ve EMC-7 genlerine ait Ct

degerleri tablo 4’te verilmistir.

PPIA geni Ct degerleri bakimindan 0, 6, 12 ve 48. saatte dondurulan kalp kas1
dokusu ornekleri benzer bulunurken 24. saatte dondurulan 6rneklerin Ct degerleriyle
arasinda anlaml istatistiksel fark bulunmustur (P<0,01). Kalp kas1 24. saat Ct degerleri
diger saatlerden yiiksek bulunmustur. Ayrica 24 ve 48. saat 6rnekleri arasinda anlamli
farklilik bulunmamaktadir (Tablo 4). Iskelet kasinda ise gruplardaki bulgularin benzer
oldugu tespit edilmistir.

Kalp kast dokusunda ACTB geni Ct degerlerinin en yiiksek 24. saat
orneklerinde oldugu ve diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundugu belirlenmistir (P<0,001). 0., 6., 12. ve 48. saatlerdeki kalp kas1 dokusu
orneklerinde Ct degerlerinin benzer olduklar1 goriilmiistiir. Bununla birlikte iskelet
kas1 dokularinda 6. saat 6rnekleri Ct degerlerinde anlamli olmayan bir yiikseklik tespit

edilmistir (120,76+1,42).

Kalp kas1 dokusunda GAPDH gen ekspresyon seviyelerinin 12., 24. ve 48. saat
doku orneklerinde istatistiksel olarak benzer bulunurken, 0. ve 6. saat 6rnekleri ile 12.,
24. ve 48. saat Ct degerlerinden yiiksek olduklar1 belirlenmistir (P<0,001). 0. ve 6. saat
orneklerinde istatistiksel olarak benzer oldugu bulundu. iskelet kast GAPDH gen

ekspresyonu seviyeleri arasinda ise farklilik bulunmamaktadir.

SRP-72 gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde kalp kasit dokusunda 24 ve
48. saat orneklerinde 6. saat 6rneklerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,05) ve Ct degerlerinde yiikseklik tespit edilmistir. Iskelet kas1 dokularinda ise

gruplarin benzer olduklar1 goriilmiistiir.

EMC-7 gen ekspresyon seviyelerinin her iki dokuda (kalp ve iskelet kas1) da
gruplar arasinda bir fark olmadig1 tespit edilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4: PPIA, ACTB, GAPDH, SRP-72 ve EMC-7 genlerinin 0, 6, 12, 24 ve 48. saatlerdeki Ct degerleri (X + SX)

KALP  15,67+0,38" 15,66+0,22° 15,73+0,17° 18,01+0,77* 17,36+0,50* <0,01
I. KASI 20,66+0,73 19,74+014  19,82+0,26 19,48+0,41 18,98+0,47 -
KALP 16,53+0,14° 15,78+0,24> 16,12+0,18> 18,13+£0,61* 16,39+0,18° <0,001
I. KASI 18,83+1,84 20,76+1,42 18,64+0,36 19,62+0,82 19,84+1,02 -
KALP 16,43+0,54% 14,32+0,26° 17,73+0,27%® 19,82+0,71* 18,60+1,13%® <0,001
[. KASI 15,65£0,72 17,12+0,73 17,38+1,16 19,23£2,04 15,86+0,65 -
KALP 20,43+0,43%® 19,69+0,23> 22,48+0,83% 22,34+0,50*° 21,86+0,69* <0,05
[ KASI 22,70£1,08 22,47+0,51 22,77+0,54 22,39+0,40 21,92+0,19 -
KALP 32,11+£0,57 30,44+0,33 31,67+0,08 34,21+0,75 33,40+0,77 -
[. KASI 33,69+0,52 35,41+0,58 33,96+0,53 34,68+0,81 33,85+0,40 -

Aymi satirdaki farkli harfler ortalamalar arasindaki fark: gosterir. 1. Kasi: Iskelet kast




5. TARTISMA

Oliimden sonra gegen siire igerisinde ¢esitli yontemlerle 6liim zamaninin dogru
tahmin edilmesi Ozellikle siipheli oOliimlerde Onemlidir. Giincel teknolojisinin
kullanimiyla PMI tahmini daha ¢ok hipostaz, rigor mortis, viicudun 6liim sonrasi
sogumasi gibi parametrelerin yani sira zaman, sicaklik, bocek larvalar gibi
degiskenlere bagli olan histokimyasal degisikliklerin incelenmesiyle yapilmaktadir
(70-72). Son yillarda yapilan ¢alismalarla, DNA, RNA ve protein gibi biyolojik
materyallerin PMI periyodunda kimyasal ve fiziksel olarak yikimlandigi ve bu
durumun PMI tahmininde kullanilabilecegi anlasilmistir (8,39,42,70). Bununla
birlikte cesitli dokularda molekiiler yontemlerden yararlanarak DNA ve RNA
diizeyinde PMI tahminine yonelik arastirmalar yapilmaktadir (70). 2003 yilinda
yapilan pilot ¢alismada (10), mRNA degradasyonunun PMI tahmininde 6nemli bir
belirteg olabilecegi bildirilmistir. Sonrasinda yapilan caligmalarla birlikte PMI ile

mRNA degradasyonu arasinda iliski olabilecegi dogrulanmistir (40,53,73-76).

Yapilan bu calismada ratlarda Gtenaziyi takiben degisen stirelerde +4°C’de
bekletilen (0, 6, 12, 24 ve 48 saat) ve bu siirelerin sonunda sivi azotla
dondurularak -86°C’de muhafaza edilen kalp ve iskelet kasi dokularinda RNA
aktivitesi incelenmistir. Bu dokularda zamana bagli olarak kalitesi degisen RNA,
elektroforetik ve spektrofotometrik yontemlerin yan1 sira RT-qPCR teknolojisi ile gen
ekspresyonu diizeyinde degerlendirilmistir. Calismada farkli siirelerde dondurulan
kalp ve iskelet kas1 dokularindan izole edilen RNA’larin cDNA sentezi i¢in yeterli
konsantrasyon (126,76-876,79 ng/ul) ve saflikta (A260/280=1,7-2,1) olduklar1
belirlenmistir (Tablo 3). Gerek yapilan bu calismada elde edilen bulgulardan gerekse
bildirilen benzer calismalardan, dokudan RNA izolasyonunda 48 saate kadar gecen
siirede degisen kalitede, yeterli konsantrasyon ve saflikta RNA izole edilebilecegi

anlasilmistir (70,72,77).

Dokulardan elde edilen total RNA agaroz jel elektroforezinde 28S ve 18S
rRNA subunitleri bakimindan kontrol edildiginde o6zellikle 12, 24 ve 48. saat



orneklerinin bant biitlinliiklerinin dolayisiyla RNA kalitesinin bozulmaya basladig:
gorilmiistiir (Sekil 4-13). PMI tahminine yonelik model gelistirmek i¢in ratlarda
yapilan bir ¢caligmada 0-312. saatler arasinda +4°C’de bekletilen dalak dokusundan
calisilarak RNA kalitesi incelenmis ve kalite kaybinin ilk saatlerde basladigi bununla
birlikte degradasyonun siireyle orantili olmadigr bildirilmistir (72). RNA
degradasyonu ile zaman arasindaki iliskinin incelendigi ¢calismalarda benzer bulgulara
ulasildigr goriilmistiir (6,76,78). Kim ve ark. ise iskelet kasinda RNA biitiinligi ve
PMI arasindaki iligkiyi inceledikleri calismalarinda 21°C-23°C ortam sicakliginda kas
dokuda 48. saatten sonra RNA kalitesinin yiiksek oranda diistiiglinii bildirmislerdir
(74).

Ozellikle rRNA ve mRNA diizeyinde RNA kalite kontrolii ile yapilan PMI
tahmini arastirmalarinda hangi RNA ile ¢alisilmasi gerektigi tartismalari halen devam
etmektedir. Yapilan bir ¢aligmada total RNA igerisinde en ¢cok bulunan RNA olan 28S
rRNA degradasyon diizeyinde incelenmis ve gilivenilir oldugu bildirilmistir (74).
Bununla birlikte RNA degradasyonunun yalnizca 28S veya 18S rRNA’larinin
elektroforetik olarak degerlendirilmesinin dogru olmayacagi, bu parametrelerin yani
sira mRNA diizeyinde baz1 genlerdeki aktivite incelenerek RNA kalitesi ile PMI'nin
iligkilendirilebilecegi bildirilmektedir (72).

RNA molekiiliiniin biitlinliigline zarar veren RNazlarin aktivitesi i¢in dokunun
ya da Oliiniin bulundugu ortam olduk¢a 6nemlidir. Tao ve ark. 2018 yilinda yaptiklar
calismada ratlarda kalp kas1 dokusunu 24 saate kadar degisen siirelerde 10, 25 ve 35
°C gibi farkli ortam sicakliklarinda bekletmisgler ve sicakligin RNaz aktivitesine olan
etkisini ortaya koymuslardir (79). Yaptiklar1 ¢aligmayla sicakligin yani sira ortamdaki
nem degerlerinin de RNA kalitesini etkileyebilecegini bildirmislerdir (79).
mRNA’larin yarilanma Omiirlerinin degisken oldugu, bazi mRNA’larin yarilanma
Oomriiniin 5-10 dakika gibi kisa bir siire bile olabilecegi bilinmektedir (80). mRNA’lar
total RNA icerisindeki RNA’larin %1-3’iinii olusturmaktadir. mRNA boyutlari
degisebilmekte bu yiizden degradasyon oranlari farkli olabilmektedir. mRNA
aktivitesi dokudan dokuya degisiklik gostermektedir. Kanlanma orami dolayisiyla
RNaz aktivitesi de farkli olan dokularin PMI tahmininde se¢iminin 6nemli oldugu

anlagilmaktadir. Bir calismada 0. giin ve 5. giin tam kandan izole edilen RNA
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orneklerinde 5 giinliik siire sonunda RNA kalite kaybinin 9%62°lik bir orana ulastig

bildirilmistir (81).

Yapilan bir ¢alismada 4, 15, 25 ve 35 °C’de bekletilen dokulardan RNA
izolasyonu yapilarak hem elektroforetik olarak hem de gen ekspresyonu diizeyinde
RNA kalitesi incelenmis ve bulgular PMI ile iliskilendirilmistir. Diisiik sicakliklarda
daha yiiksek olmasi beklenen RNA kalitesinin yapilan bu ¢alismaya benzer sekilde
agaroz jelde daha diisik kalitede oldugu, 4°C ve 15°C’deki Ornekler
karsilastirildiginda 28S ve 18S rRNA bantlariin 15°C’deki orneklerde daha iyi
olduklar1 bildirilmistir (77).

Housekeeping genler olarak adlandirilan referans genler molekiiler biyoloji
calismalarinda gen ekspresyonu degisimlerini belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (13,51,57,82,83). Bununla birlikte PMI tahmininde, 6liim sonrasi
RNA kalite kaybina bagh olarak housekeeping genlerin ekspresyonlarinda meydana
gelecek degisimin hesaplanmasi sayesinde PMI tahmini yapilabilecegi anlagilmistir
(84). Yapilan bu calismada, birgok arastirmada housekeeping olarak kullanilabilecegi
bildirilen ACTB, PPIA, GAPDH, SRP-72 ve EMC-7 genlerinin ekspresyon seviyeleri
kalp ve iskelet kasi dokularinda incelenmis ve zamana bagl olarak bu genlerin
aktivitelerinde degisiklikler meydana geldigi tespit edilmistir (Tablo 4). Sprague-
Dawley ratlarinda yapilan bir ¢calismada (70), 25°C ve 4°C’de tutulan dokulardan
ACTB, GAPDH, 18S rRNA, U6 gibi genlerin ekspresyon seviyelerine bakilarak PMI
tahmini yapilmaya calisilmis, soguk sartlarda (+4°C) RNA degradasyonunun yavas
oldugu bildirilmistir. Bu durumun, RNA degradasyonundan 6nemli derecede sorumlu
olan RNazlarin diisiik sicakliklarda daha az aktivasyon gdstermelerinden
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Farklt RNA tiirlerinin uzunluk, molekiiler
yap1 ve aktivite gibi sebeplerle degradasyona yatkinliklar1 da farkli oldugu
bildirilmektedir (8,74,85). Bununla birlikte hangi dokuda calisildigi da onemlidir.
ACTB ve GAPDH mRNA’larinin 6liimden sonra hizli bir sekilde degrade olduklari
bildirilmistir (86). Baska bir ¢alismada IL-3 geninin mRNA transkriptinin referans gen
olarak yaygin kullanim alan1 bulan GAPDH’e gore daha az stabil oldugu bildirilmistir
(87). Bu durum PMI'nin erken doneminde bu genlerin degradasyonlarinin tespitiyle

PMI hakkinda fikir yiiriitiilebilecegini gostermektedir.
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Calismada kalp kast dokusunda 0, 6 ve 12. saatlerde PPIA, ACTB ve GAPDH
genlerinin Ct degerleri birbiriyle benzer bulunurken, 24. ve 48. saatlerde farkli
bulunmasi (P<0,05) Lv ve ark. (86) ile Ma ve ark. (88)’nin yaptiklar1 ¢aligmalari
dogrular niteliktedir. SRP-72’nin 24 ve 48. saatlerdeki Ct degerlerinin 0 ve 6. saatteki
Ct degerleriyle benzer bulunmasi bu genin housekeeping gen olarak kullanilabilecegi
ancak kalp kas1 dokusunda PMI tayini i¢in giivenilir bir gen olmadigin1 gostermistir.
EMC-7 geninin 24 ve 48. saatlerde Ct degerlerinin, 0, 6 ve 12. saatlerden anlaml
olarak farkli ¢ikmasi; ilk 24 saatlik PMI doneminde bu genin diger parametrelerle
birlikte PMI tahmininde kullanilabilecegini gostermistir (Tablo 4).

Iskelet kas1 dokularinda genlerin Ct degerleri bakimindan zamana bagli olarak
onemli bir degisimin tespit edilememesi, dokulardaki kanlanma oraninin dolayisiyla
RNaz aktivitesinin farkli oldugunu ve gen stabilitesinin dokudan dokuya
degisebilecegini gostermektedir. Bu nedenle PMI tahmininde kalp kasi dokusunun
molekiiler diizeyde incelemeler yapmak i¢in daha uygun bir 6rnek olabilecegi
anlagilmistir. Koppelkamm ve ark. (89) insanlarda PMI ile ilgili yaptiklar1 ¢caligmada
calisilan dokunun postmortem RNA kalitesi {izerine olduk¢a 6nemli etkisi oldugunu

bildirmiglerdir.

EMC-7 geni her ne kadar referans gen olarak kullanilacag: bildirilen bir gen
(11,90) olsa da yapilan bu calisgmada bu genin hem kalp hem de iskelet kasi
dokularinda az miktarda ifade edildigi tespit edilmistir. Bunun yani sira her iki dokuda
da farkli stirelerde benzer Ct sonuglarina ulasilmasi bu genin PMI tahmininde giivenilir

bir belirte¢ olarak kullanilamayacagin1 gostermektedir.

Herhangi bir genin mRNA diizeyinde tespit edilmesi ile PMI tahmininde
ozellikle dar bir siirenin tespitinde direkt bir iligki kurmanin miimkiin olamayacagi
diistiniilmektedir. Zira, 6zellikle oliimle birlikte RNaz aktivitesi hizli bir sekilde
baslayarak RNA kalitesini degisen derecelerde etkilemekte bu durum da mRNA iiriin
miktarinin tespitinde hatali sonuglarin iiretilmesiyle sonuglanabilmektedir. Degrade
RNA ile ¢aligilirken qPCR’da kullanilacak primer, biitiinligii bozulmus diger genlerin
de cogaltilmasiyla sonuclanabilir. RT-qPCR’da firetilen {iriin miktarindaki hata

kantitatif verilerin yanlis yorumlanmasina neden olacaktir.
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Erkek 10 haftalik C57BL/6J farelerinde yapilan bir ¢alismada, beyin, akciger,
karaciger ve iskelet kas1 dokularindan RNA izolasyonu yapilarak PMI calisilmis ve
beyin dokusunda 48 saate kadar RNA stabilitesinin korundugu, bununla birlikte diger
dokularda erken saatlerde bile degisen derecelerde degradasyon meydana geldigi
bildirilmistir (74). Yaptigimiz ¢alismada iskelet kasi dokularindan izole edilen
RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiileri incelendiginde 6. saat ve sonrasindaki
orneklerde degisen derecelerde degradasyonun basladigi ve 28S ve 18S rRNA

PR

subunitlerinin oranlarinin degistigi tespit edilmistir Sekil (10-13).

Bauer ve ark. oliimden sonraki 5 giline kadar kandan RNA degradasyonu
incelenerek PMI tahmini yapilabilecegini bildirmislerdir (91). Oliimden sonra viicut
sicakliginin hizli bir sekilde ortam sicakligina ulasmasi RNA degradasyonunu
hizlandirdig1 i¢in, RNA degradasyonu ve PMI arasindaki iligki incelenirken kontrollii
sartlar olusturulmakta, bu durumda genellikle ¢alismamizda oldugu gibi +4°C’de
muhafaza saglanmaktadir (91). Bu sicaklikta RNA degradasyon hizi yavaslayarak
sadece bliylik PMI farkliliklar1 tespit edilebilmektedir. Cok daha erken zamanlarin
tespitinde ise ortam sicakligindaki dokudan RNA izolasyonu denenebilir (91,92).

Yapilan bir ¢calismada beyin dokusunda ACTB geninin optimal RNA markorii
olarak PMI tahmininde kullanilabilecegi bildirilmistir (54,88). Bununla birlikte miR-
9 ve miR-125b isimli mikro RNA’larin daha uzun siirelerde stabil olarak kalabildikleri
bu yiizden PMI tahmininde markér olmaya aday olabilecekleri bildirilmistir (54,88).
Gerek yapilan literatiir taramalar1 gerekse bu calismadan elde edilen bulgular, model
hayvan tizerinden yapilacak PMI arastirmalarinda mikro RNA’lar iizerine daha fazla

calisma yapilmasi gerektigini gostermektedir.
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6. SONUC

Yas ve cinsiyet gibi faktorlerin yani sira irk faktoriiniin bile PMI tahmininde
kullanilan parametreleri etkileyebilecegi gz oOnilinde bulunduruldugunda PMI
tahmininde giincel olarak kullanilan yontemlere ek olarak molekiiler yontemlerin

kullanilmastyla, PMI giivenilirligini artirabilmenin miimkiin olabilecegi goriilmiistiir.

Herhangi bir dokudaki kolorimetrik degisiklikler gibi bazi parametrelerin RNA
biitiinligi ile birlikte degerlendirilmesinin daha anlamli ve giivenilir ¢iktilarin

iretilebilmesine olanak saglayacag: diistiniilmustiir.

RNA molekiiliindeki biitlinliik degerlendirilerek yapilan PMI tayininde rRNA
bant biitlinliiklerinin yan1 sira referans gen olarak kullanilabilen bazi genlerin
ekspresyon degerleri lizerinden RNA kalitesi hakkinda fikir sahibi olmanin daha

giivenilir olabilecegi anlagilmistir.
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