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1. GIRIS ve AMAC

Adli oliimlerin sorusturma evresinde Adli tip uzmanlarinin sik karsilastigi
sorulardan birisi 6liim zamaninin tam ve dogru belirlenmesinin istenilmesidir (1). Adli
Oliimlerde 6liim nedeni kadar 6liim zaman1 da 6nemlidir. Adli 6liim bir siiphelisinin
olmas1 durumunda, 6liim zamaninin belirlenmesiyle siipheli kiginin sugsuz oldugu ya
da baska bir kisinin 6liim ile iligkisi oldugu saptanabilir. Ayrica bazi sigorta ve miras
gibi hukuk davalarinda 6lim zamani kovusturmay1 yonlendirecek olduk¢a onemli
bilgi saglayabilir. Oliim zamanmin tayininde kullanilan klasik metodlar; Oliim
belirtileri, kanin donma derecesi, sakal ve killarin 6l¢iimii, mide muhtevasi, kan sekeri
Olctimii, kemik iligi hiicrelerindeki degisiklikler, kan ph’simnin Olgiimii seklinde
siralanabilir (2). Oliim belirtilerinden; &lii lekelerinin ve 6lii sertliginin baslamast,
yayilmasi, sonlanmasi, rektumdan Olgiilen viicut 1sisi, dis genital organlarin
parsOmenlesmesi, c¢ilirimenin evreleri, adelelerin ve kemiklerin 6zelliklerinden
yararlanilmaktadir. Killarin kesilme zamani biliniyorsa killarin 6l¢iilmesiyle 6lim
zamani tahmin edilebilir(2, 3). Laboratuvar analizlerinin gelismesiyle posmortem
interval tayininde, viicut sivilarinda protein fraksiyonlar, iire, kreatinin, glukoz, demir,
potasyum, kalsiyum ve enzim gibi bir¢ok biyokimyasal belirtegler kullanilmistir (4).
Kullanilan birgok yonteme ragmen postmortem interval tayininde halen kesin sonug

veren bir metod bulunmamaktadir.

HMGBL1 proteini; makrofajlar, monositler, NK hiicreleri, dendritik hiicreler,
endotelyal hiicreler ve trombositler dahil olmak {izere, immiin hiicrelerden aktif olarak
saliabildigi gibi pasif olarak da nekrotik, apopitotik ve hasar gormiis hiicrelerden
salinmaktadir. Nekrotik hiicreler, apopitotik hiicrelere gore daha fazla HMGB1
salinimma neden olurlar (5). Postmortem donemde meydana gelen degisiklikler
sonucunda hiicrelerde nekroz meydana gelir ve nekroza ugrayan hiicrelerden HMGB1
proteini salinir. Postmortem doénemde serumda saptanan bu HMGB1 protein
miktarindan postmortem interval (PMI) tayininde yararlanilabilir. Yapilan bir
¢alismada HMGB1 6l¢limiiniin PMI tayinini belirlemede kullanilabilecegi ve HMGB-

1 analizinin adli tipta yeni bir yontem olabilecegi belirtilmistir. Ayrica PMI tayininin
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tam ve dogru belirlenmesi i¢in bu yontemin diger mevcut yontemlerle kombine

kullanilabilecegi gosterilmistir(4).

Oliimden sonra hiicrelerde meydana gelen nekroz nedeniyle hiicrelerin
karbonhidrat, yag ve protein yapisinda pargalanmalar meydana gelerek normal
biyokimyasal ve morfolojik yapilart bozulur. Cekirdek ve hiicre membranlar ile
korunmus olan DNA agiga cikar. Oliimiin meydana gelmesi ile &zellikle damar
endotelinde meydana gelen nekroz sonucunda periferik kandaki hiicre dis1 serbest
DNA miktarinin artmasi beklenmektedir. Postmortem intervalin 6zellikle ilk 72 saatlik
doneminde zamanla paralel olarak hiicre nekrozunun artisi1, hiicre disindaki serbest
DNA miktarindaki olas1 degisikliklere neden olabilir ve hiicre disi serbest DNA

miktarinin belirlemesi postmortem interval tayininde 6nemli bir belirteg olabilir.

Literatiir taramas1 sonucunda PMI tayininde hiicre dis1 serbest DNA miktarinin
arastirilldigr ¢alismaya rastlanilamamistir. Ancak, postmortem interval tayininde
postmortem serum HMGB1 protein seviyesinin arastirildigi  Kagoshima
Universitesinde yapilan bir calisma bulunmaktadir. Tez kapsaminda yapilan
arastirmaya serum HMGBL1 protein miktar tayininin dahil edilme amaci, postmortem
interval tayininde olas1 yeni bir belirte¢ olabilecek olan hiicre disi serbest DNA
miktarinin deney sonuglarinin, daha Once literatiirde yeni bir belirte¢ olarak

tanimlanan HMGB1 proteininin deney sonuglari ile karsilastiriimasinin saglanmasidir.

Postmortem gecen siire arttik¢a hiicre dis1 serbest DNA ve serum HMGB1
protein miktarinin zamana paralel olarak artacagi hipoteziyle yiiriitiillen bu tez
calismasinda postmortem siirecte, serumda bulunan hiicre dis1 serbest DNA ve
HMGBL1 protein miktarinin 6l¢iilerek 6liim sonrasi gegen siirenin dogru ve tam olarak

tespit edilmesi i¢in olas1 yeni bir belirtecin arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. OLUM

Oliimiin felsefi, sosyolojik, antropolojik, dini, hukuki ve tibbi olmak iizere
bir¢ok yonii vardir. Tibbi agidan, kisaca yasamin ve canlilik halinin sona ermesi ‘61im’
olarak tanimlanabilir. Oliim bazen birka¢ dakikada hatta bir anda meydana
gelebilirken bazen saatler hatta giinlerce siirebilen bir siirectir (6). Oliim kavramu,

somatik 6liim ve hiicresel 6liim olarak iki sekilde karsimiza ¢gikmaktadir.

2.1.1. Somatik Oliim

Bireyin toplumun bir pargasi olarak islevini yitirdigi anlamina gelen 6liimdiir
(7). Klinik oliim ya da sistemik 6liim olarak da adlandirilir. Hareket ve duyarlilik
yeteneginin tam kaybi ile karakterizedir. ‘Yasam tripodu’ olarak adlandirilan dolasim,
solunum ve merkezi sinir sistem fonksiyonlar: tam ve geri doniisiimsiiz olarak sona
ermistir(8). Esasen hukuki anlamda 6nemli olan 6liim tanimi bu tanimdir. Kisinin

toplum igerisindeki hukuki varlig1 somatik 6liim ile sonlanir (6).

2.1.2. Hiicresel Oliim

Hiicresel 6liim farkli doku ve organlara ait hiicrelerin kademe kademe 6lmesi
anlamina gelir. Dolasim ve solunum yoklugunda meydana gelen somatik 6liimden
sonra farkli doku ve organlardaki metabolik aktivite ve oksijen durumuna gore
hiicresel 6liim de farkli zamanlarda gergeklesir (8). Kemik, kas ve viicudun gatisini
olusturan bag dokusu elemanlar1 hipoksiye uzun siire diren¢ gosterebilir. Ornegin,
deride fibroblastlar 6limden bir giin sonraya kadar canli kalabilmektedirler (7).
Spermler 2 ile 3 giin, titrek tliylii epitel hiicreleri 13-14 saat kadar hareket kabiliyetini
muhafaza edebilmektedirler. Kas hiicreleri elektriksel uyarilarla 1.5-6 saat kadar
uyarilabilir (9). Hiicresel 6liim, hukuksal ag¢idan ¢ok 6nemli olmadig: halde kadavra
donorden organ-doku nakli yapilacak olgularda, nakil olacak organ ya da dokunun

canlilik durumunun basar1 sansin1 etkilemesi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir (6).
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2.1.3. Yalana Oliim

Kisinin 6lmedigi ancak 6ldii zannedildigi durumdur. i¢ ve dis kanamalarmn
neden oldugu senkopta, asfikside, ilag ve uyusturucu madde zehirlenmelerinde,
yildirnm ve elektrik carpmalarinda, sogukta kalanlarda, inhibisyonda, korku ve
heyecanin etkisiyle bayilmada, histeriklerde ve kafa travmalarinda yalanci 6liim
olabilecegi i¢in dikkatli olunmalidir (3). Dolasim ve solunumun saptanamadig: siipheli
durumlarda EKG gibi kesin bulgular veren yardimer tetkikler mutlaka kullanilmali ve

kisa araliklarla tekrar tekrar muayene yapilmalidir (10).

2.2. OLUM SINIFLAMASI

Oliim tiirleri gesitli kriterlere gore farkli sekilde siniflandiriimaktadir. Adli tip
pratiginde; dogal oliimler ve dogal olmayan zorlamali 6liimler seklinde iki sinifa

ayrilmaktadir

2.2.1. Dogal Oliimler

Normal yagsam siiresini tamamlayan, kendisinde mevcut organik bir
hastaliginin sonucunda olan ya da bu hastaligin seyri sirasinda olusan komplikasyonlar
sonucunda olusan Sliimlerdir (11). Hastaliga bagli 6liim sekli oldugundan ‘patolojik
olim’ olarak da isimlendirir (12). Bu 6liimde iiciincii sahislarin etkisi olmadigi gibi
makul sliphe uyandiracak bir zorlama da yoktur (11). Ancak dogal 6liim olmasina
ragmen ‘ani’ ve ‘beklenmeyen’ 6liimler adli kovusturmay1 gerektiren 6liim olarak
karsimiza ¢ikabilirler (12). Ani Olimiin tanimi otoritelere gore farklilik
gostermektedir. Diinya Saglik Orgiitii semptomlarin baslangicindan sonra 24 saat
icinde dliimiin gerceklesmesini ani 6liim olarak tanimlamaktadir. Diger bir tanim ise
semptomlarin baslangicindan sadece birkag¢ saat i¢inde 6liimiin meydana gelmesidir
(13). Ani 6liim olay1 genelde insanlar tarafindan farkedilirken; beklenmeyen 6liim ani
ya da uzun siiren bir zaman araliginda olabildigi i¢cin genelde insanlar tarafindan

goriilmeyen oliim tiiriidiir (12).
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2.2.2. Zorlamah Oliimler

Bir kisinin herhangi bir hastaliga bagli olmaksizin 6nceden belirlenemeyecek
sekilde intihar etmesi, cinayete kurban gitmesi ya da meydana gelen bir kaza sonucu
Olmesi zorlamali 6lim olarak tanimlanmaktadir (11). Meydana gelen zorlamali
Oliimlerin tiimi adli tibbin ¢alisma kapsamindadir. Bir 6liim nedeninin belirlenmesi
olay yeri adli sorusturmasi ile baslayan, cesedin muayenesi, otopsi ve postmortem

incelemeler ile devam eden ve sonug olarak hukuken karar verilen bir siireci ifade eder

(12).

2.3. POSTMORTEM INTERVAL TAYIiNi

Oliimiin goérgii tam@ olmadikca gercek 6liim zamam ile bulundugu siire
arasinda gecen zaman dilimi kesin olarak belirlenememektedir. Bununla birlikte,
yeterli bilgi olmasi ger¢cek Oliim zamanini igeren bir zaman dilimi tahmininde
bulunmaya izin verebilir (14). Oliimden sonra viicutta bir¢ok fiziksel, metabolik,
otolitik ve biyokimyasal siirecler meydana gelir. Bu siirecler sonucunda olusan
degisiklikler viicut biitlinliigli dagilana kadar diizenli bir sekilde ilerler ve postmortem
interval tayinini belirlemede biiyiik 6nem tasirlar (15). Tibbin tiim alanlarinda oldugu
gibi postmortem interval tayininde klinik 6ykii ¢cok 6nemlidir. Kolluk kuvvetlerinin
sorusturmasinin yani sira otopsideki elde edilen fiziksel bulgular klinik oykii ile
ortiismeyebilir. Biitiin bulgularin sonucunda kesin 6liim zamanindan ziyade bir zaman
aralig1 belirlenebilmektedir (16). Oliimden sonra viicut sogumasi, 6lii katilig ve &lii
lekelerini i¢eren birgok fiziksel degisiklikler iyi bilinen postmortem degisikliklerdir.
Bu degisiklikler PMI belirlenmesinin ana temeli olmaya devam etmektedir. Yiizyildan
daha fazla zamandan bu yana cesitli fiziksel degisiklikler, ¢esitli viicut doku ve
stvilarindaki biyokimyasal degisiklikler, DNA/RNA degradasyonu ve adli entomoloji
dahil olmak iizere birgok yaklasim PMI tahmini i¢in kullanilmigtir (17). PMI erken
donemde saat araliklari, ge¢ donemde giin ve haftalar, ¢ok ileri donemde ay ve yillarla
ifade edilir (12).
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2.3.1. Postmorteminterval Tayininde Kullanilan Yéntemler
2.3.1.1. Olii Sogumasi (Algor Mortis)

Yasayan normal bireylerde oral sicaklik 37 T’dir. Rektal sicaklik ise oral
sicakliktan yaklasik 0.5C yiiksektir. Oliim sonras: fiziksel, kimyasal ve metabolik
aktivitenin kaybi nedeniyle 1s1 merkezi inaktif hale gelir ve 1s1 {iretimi sonlanir. Bu
nedenlerle viicut sicaklig1 cevre sicakligina ulasana kadar diismeye devam eder. Olii
sogumasi kondiiksiyon, konveksiyon ve radyasyon olmak iizere li¢ mekanizmayla
gerceklesir. Kondiiksiyon, direk temas yoluyla 1sinm iletilmesidir. i¢ organlar bu yolla
sogur. Konveksiyon hava akim hareketiyle 1sinin transferidir. Radyasyon yoluyla
soguma ise viicuttan ¢evreye kizil 6tesi 1sinlar yoluyla 1s1 transferinin olmasidir (8).
Rektum dahil derin organlar cesedin merkeziyle ylizeyi arasinda ortalama bir 1s1
olusmadan sogumazlar. Bu gecikme nedeniyle bir 1s1 platosu olusur. Bu plato birkag

dakikadan 2-3 saate kadar siirebilir (7).

Degigken isi
e " platosu
36.9°C Isi Dekompozisyon
(98.4°F) /

Katilik /

2 iR L1 |
S0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Cevre Oliimden sonra
ISISI gecen saatler

Sekil 2.1: Normal bir ¢evre 1sisinda postmortem siirenin hesaplamasinda kullanilan

ana degisiklikler (7).

Soguma hizin1 etkileyen faktorler; ¢evre sicakligi, viicudun giysili ya da ortiili

olmasi, hava hareketi ve nemi, viicudun beslenme durumu ve gelismesi, cesedin sivi
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icinde olmasi sayilabilir. Enfeksiyon, 6dem, beyin kanamasi gibi baslangic 1sisini
yiikselten, hipertermi nedenleri ve baslangi¢ 1sisin1 diisiiren hipotermi nedenleri de
soguma hizimi etkilemektedir (12). Oliimden sonra viicut 1s1smin en giivenilir lgme
metodu visseral sicakligin dl¢lilmesidir. Visseral sicaklik 6lgiilemez ise rektal sicaklik
kullanilabilir (3). Is1 platosu gectikten sonra rektal 1s1 ¢cevre 1sisina 5 C yaklasincaya
kadar, saat basinda 1 C den daha az diiser. Pratikte ¢evre 1sis1 16-20C kabul
edildiginde oliimden 6 saat sonra rektal 1sinin 30-34C, 10 saat sonra 28 °C olmasi
beklenir (7). Olii sogumasindan faydalanarak kullanilan en kullanish kilavuz
Henssge’in yayinladigi normogramdir. Henssge normogrami viicut agirligi, ortam
sicakligi, giysilerin kuru veya islak olmasi, havanin durgun veya hareketli olmasi,

suyun hareketli veya durgun olmasi gibi diizeltmeler igermektedir (18).
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Sekil 2.2: Henssgenormogrami(7)
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Henssge normogrami, 23 °C’ye kadar olan ¢evre 1sisinda C. Henssge ve B.
Madea tarafindan yapilmistir. Olim zamani1 hesaplamasinda rektal 1s1 ve ¢evre 1sis1
dlgiimiine dayanmaktadr. ikisi arasina diiz bir ¢izgi ¢ekilir. Bu ¢izgi normogrami bir
noktada keser. Normogramin sol alt bolgesindeki dairenin merkezinden birinci ¢izgiyi
kesecek sekilde ikinci bir ¢izgi ¢ekilir. Ikinci ¢izginin viicut agirligini gdsteren yarim
daireyi kestigi noktada 6liim zamani okunur. Bu sekilde % 95 giivenilirlikle 6liim

zamani hesaplanir (7).

2.3.1.2. Olii Lekeleri (LivorMortis)

Olii lekeleri yer ¢ekiminin etkisiyle viicudun yere yakin kisimlarindaki kiiciik
damarlarda kan birikmesi sonucunda goriilen kirmizi - mor renk degisiklikleridir
(19).Viicut yiizeyine disaridan basi oldugunda, basi olan bolgedeki kiigiik damarlarda
obstriiksiyon olur ve bu bdlgelerde &lii lekesi olusmaz. Oliimden sonra 30 dakika ila 3
saat icerisinde Olii lekeleri goriilmeye baslar. Zaman gectikce olusan lekeler birlesir ve
genellikle 4 ila 8 saat icerisinde biitiin olurlar. Oliimden 10 saat sonra maksimum
yogunluga ulasirlar (20). Oliimden sonraki ilk 10 saat icerisinde cesedin yeri ya da
pozisyonu degistirilirse olii lekeleri ilk olustuklar1 yerden kaybolarak cesedin yeni
konumuna gore yeniden olusmaktadirlar. Cesedin yeri ya da pozisyonu 10- 15 saat
arasinda degistirilirse her iki durumuna uygun yerlerde 6lii lekeleri olugur. 15-20

saatten sonra higbir sekilde 6lii lekelerinin yeri degismez ve artik sabit kalir (12).

Sekil 2.3: Olii lekeleri (18)
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2.3.1.3. Olii katihg (RigorMortis)

Olii katihi@: 6liim sonras1 miyoplazmadaki kimyasal degisiklikler sonucunda
kaslarin sertlesmesidir (21). Kaslarin kasilmasi i¢in temel enerji kaynagi Adenozin
Trifosfat (ATP)’dir. Kaslarda mevcut olan ATP miktar1 kasin sadece birkag saniye
kasilmasini saglayabildigi igin kaslarin kasilabilmesi igin kesintisiz olarak ATP
ihtiyac1 duymaktadirlar. Oliimden sonra ATP iiretimi durmakta tiiketim ise devam
etmektedir. ATP olmadiginda, aktin ve myozin flamentler kalict kompleks halini
almakta ve ¢iiriime baslayana kadar bu kompleks kalmaktadir (22). Olii sertligi
genellikle yiizden baslayarak boyun, omuz, kol, dnkol, gévde, karmn, uyluk, govde,
bacak, ayak sirasmi takip etmektedir (3). Olii katilig1 genellikle 6liimden 2 ila 4 saat
sonra goriilmeye baglamakta olup 6 ila 12 saat igerisinde tamamlanmaktadir. Ancak
bu siireler degiskenlik gosterebilmektedir (22). Olii katihig: tam gelistiginde bas ve
ayak bilekleri ile viicudu destekleyecek kadar giiclii olur (Sekil 2.4). Olii katilig1,
gelisim sirasinda ceset hareket ettirilerek katilik bozulursa viicudun son pozisyonuna
gore yeniden katilik olusurken; katilik tamamlandiktan sonra katilik bozulursa tekrar
olusmamaktadir. Olii katihigmin yercekimi ya da viicudun pozisyonu ile uyumsuz
olmasi cesedin tasindigini diisiindiirmektedir (21). Oliimden hemen 6nceki egzersiz
viicuttaki ATP’yi tliketecegi icin 6li katiliginin hizla gelismesine neden olur. Ayrica
cesedin bulundugu ortamin sicakligi, agik ya da kapali bir alan olusu, kilo ve giysi

durumu 6lii katiliginin siiresi iizerinde etkili degiskenlerdir (23).

Sekil 2.4: Olii katilig1 (21).
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2.3.1.4. Oftalmolojik Degisiklikler

Postmortem interval tayinine go6zlerde meydana gelen degisikliklerden
yardimcr bulgular olarak yararlanilabilmektedir. Korneal bulaniklik ve opasite
dakikalar ile saatler arasinda gelisir. Ancak gozlerin agik ya da kapali olusu bu siireleri
etkileyebilir (24). Agik kalan gozde korneal bulaniklik 10-12 saatte gelisir. Bu siireg
tiremi, narkotik zehirlenmesi ve kolera nedenli 6liimlerde erken goriiliirken, inme,
karbonmonoksit ya da hidrosiyanik asit zehirlenmelerinde gecikir. Ciiriimenin
baslamasiyla da kornea opaklagsmaktadir. Gozler acik kaldiginda konjoktiva ve
skleranin kurumastyla sklerada siyahimsi kahverengi renk degisikligi goriiliir. Bu renk
degiskligi ‘tache noire sklerotica’ olarak adlandirilir (Sekil 2.5). Agik kalan gozleri
skleralarinda; 2-3 saatte sarimsi renk degisikligi, 8-10 saatte kahverengi renk
degisikligi olusmaktadir (8).Bu bulgularin disinda gézde 6liim sonrasi 6 saate kadar
yararlanilabilen g6z i¢i basing 6l¢iimiinden, oftalmoskop ile direkt retinal damarlarin
goriintiilenmesine kadar birgok yéntem PMI tayini igin kullanilabilmektedir. Irisin bir
elektrik yiikleme veya farmasotik stimiilasyon sonucunda refleks olarak kasilmasi
erken postmortem donemde goriilebilir. Lokal katekolamin enjeksiyonu 6liim sonrasi

46 saate kadar bu refleksi indiikleyebilir (25).

Sekil 2.5: Tache noire sklerotica (8).

2.3.1.5. Mide Icerigi

Mide igeriginin bulunmasi, goriinlimii ve miktar1 6liim zamaninin tahmininde

yararli olabilir. Bu tahmin midenin bilinen bosalim orani varsayimina dayanmaktadir.
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Bu oran; yemegin igerigi ve miktari, ila¢ veya medikal icerigi, cesedin dnceki medikal
ve emosyonel durumu gibi ¢esitli faktorlerden etkilendiginden yaklasik olarak bilinir.
Nisastali ve yagli gidalar midenin bosalmasini geciktirebilir. Hafif yemekler 1 ila 2.5
saate kadar, orta agirlikta yemekler 3 ila 4 saate kadar, agir yemekler 4 ila 6 saate kadar
midede kalabilir. Mide bosalimi kompleks ve multifaktdriyel bir siire¢ oldugu i¢in
0liim zamaninin hesaplanmasinda kullannrminda ¢ok dikkatli olunmali ve sinirlayici

faktorler dikkatlice degerlendirilmelidir (26).

2.3.1.6. Postmortem Koagiilasyon ve Hemoliz

Oliimden sonra pihtilasma siireci bir miiddet daha devam eder ve 12 saat sonra
tamamen durur. Laboratuvar tetkiklerinde kanda pihtilasma goriilmediginde dliimiin
tizerinden en az 12 saat gectigi kabul edilmektedir (9). Postmortem dénemde yaklasik
ilk yarim saatten sonra postmortem pihtilagma siireci baglar. Ancak postmortem
donemde olusan pihti antemortem donemde olusan pihtidan farklidir. Postmortem
donemde pihtinin sekilli elemanlar1 fibrinden olusur. Bu pihtiya ‘aleka’ denir.
Postmortem piht1 sarimtirak bir renkte olup biiylik damar ve kardiyak bosluklar
doldurmaktadir. Oliimden yaklasik 3 saat sonra bu piht1 erimeye baslar ve postmortem

hemoliz yaklasik olarak 24 saatte tamamlanir (27).

2.3.1.7. Plazma Cahismalar1 ve Kan Hiicreleri Degisiklikleri

PMI tayini i¢in protein fraksiyonlari, iire, kreatin, glukoz, demir, potasyum,
kalsiyum, enzimler, myo-albumin fraksiyonu ve stronsiyum 90 kalsiyum analogu
seviyeleri gibi birgok biyokimyasal belirte¢ arastirilmigtir (28). Literatiirde serum
sodyum konsantrasyonun diisiis oran1 saatte ortalama 9 meq olarak, serum potasyum
konsantrasyonun ise 6liim sonrasi ilk 1-2 saat hizla yiikseldigi rapor edilmistir. Serum
sodyum, potasyum konsantrasyonu ve oranlari ile 6liim sonrasi gecen siire arasinda
anlamli bir iligki oldugu bildirilmistir. Ancak PMI tayininde bu elektrolitler
kullanilirken ¢evre sicakligi ve 6liim nedeni gibi elektrolit diizeyini etkileyebilecek

konularda oldukga dikkatli olunmalidir (29).
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Standart histokimyasal boyama yontemleri kullanilarak kan hiicrelerinin
morfolojik degisimlerinin tanimlanmasi erken postmortem donemde yardimci olabilir
(25). Dokgoz ve ark. yaptigi bir ¢aligmada nétrofil, eozinofil ve monosit hiicrelerinde
postmortem ilk 6 saatte piknotik degisikliklerin oldugu, 12 saat sonra niiklear
vakuolizasyonun gézlendigi, niiklear pargalanmanin nétrofil ve eozinofillerde 18 saat
sonra monositlerde 24 saat sonra basladig1, par¢alanmanin ise nétrofillerde 48- 96 saat
arasinda, eozinofil ve monositlerde 48-72 saat arasinda gorildigi, lenfositlerde
niikleer sisme ve hiicre membrani belirsizligi 24 saat sonra gdzlendigi, piknotik
degisikligin 36 saatte, niikleer parcalanmanin 72 saatte, hiicre parcalanmasinin 96
saatte gortildiigii raporlanmustir (30). PMI tayininde bu teknigin kullanilmasi ortalama
120 saat ile smurhidir. Ayrica bu degisiklikler subjektiftir ve gozlemci deneyimi

oldukga 6nemlidir (25).

Sekil 2.6: Notrofillerde goriilen dejeneratif morfolojik degisiklikler.

a) Normal; b)Piknozis; c) Sitoplazmik ve niiklear vakuolizasyon; d) Niiklear fragmantasyon; e)
Pargalanma (30).

21



2.3.1.8. Vitroz Sivi Calismalari

Vitréz s1vi postmortem dénemde oldukga stabil bir sividir ve ge¢ postmortem
interval de bile giiglikle kontamine olmaktadir (31). Kolay ulasilabilir olmasi, beyin
omurilik sivist ve serum gibi viicut sivilariyla iceriginin benzer olmasi nedeniyle
postmortem interval tayininde kullanilabilmektedir (32). PMI tayini i¢in vitr6z sivida
potasyum, sodyum, Klorid, kalsiyum, magnezyum, fosfat, iire, kreatin ve laktat gibi
maddelerin biyokimyasal analizi yapilmistir (31). Vitr6z sivinin normal potasyum
degeri yaklasik olarak 3.8mmol/l dir (32).0liimden sonra selektif hiicre membran
gecirgenliginin bozulmasiyla 6nemli miktarda potasyum kademeli olarak hiicre disina
sizarak ekstraselliiler siviya geger. Vitroz sivi az miktarda hiicre igcerir ve potasyum
konsantrasyonu diger hiicre dist sivilara benzer seviyelerdedir. Postmortem dénemde
cevre retinal ve koroidal hiicrelerden sizan potasyum nedeniyle vitrdz sivi potasyum
seviyeleri yiikselir (33).0lim zamanin tahmininde potasyum seviyelerinin
kullanilmasinda ilk 24 saatte + 10 saat, ilk 48 saatte = 20 saat, ilk 72 saate + 30 saatlik
bir degiskenlik potansiyeli vardir. Vitr6z sividaki potasyum konsantrasyonu c¢iiriime
oranindan etkilendigi i¢in ¢ok genis degisim gosterebilmektedir. Ciirlimeyi hizlandiran
faktorler potasyum diizeyini de artiracaktir (22). Chandrakanth ve ark.yaptigi bir
calismada; 6liim zamamn arttik¢a sodyum ve kloriir konsantrasyonlarinda minimal bir
diisiis, potasyum konsantrasyonunda ise minimal bir yiikselis goriilmesine ragmen,
PMI ile vitroz s1vi sodyum, potasyum ve kloriir konsantrasyonlari arasinda anlamli bir
korelasyon olmadigi bu nedenle PMI tayininde tek basina kullanilmasinin sinirh

oldugu raporlanmistir (31).

2.3.1.9. Sinovyal Sivi Calismalari

Sinovyal sivi izole bir komponent olup bursa keseleri tarafindan
korunmaktadir. Bakteriyal cogalmayla gelisen clirimeye daha az miktarda maruz
kalir. Elektrolit konsantrasyonu, iire, kreatin, glukoz, laktoz ve alkol gibi biyokimyasal
testler i¢in oldukca kullanighdir. Siddhamsetty ve ark. yaptigi bir caligmada 6lim
zamani ile sinovyal sivi sodyum ve glukoz konsantrasyonu ile negatif korelasyon

gosterirken, potasyum konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir
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(34). Madea ve ark. yaptig1 ¢calismada ise sinovyal s1ivi sodyum, potasyum, kalsiyum,
kloriir, iire, kreatinin ve glikoz konsantrasyonlar1 vitréz sivi ile karsilastirilmis olup
postmortem siirenin degerlendirilmesinde glukoz ve potasyum disindaki verilerin
yararli olmadig1 gosterilmistir. Ozellikle postmortem potasyum konsantrasyonunun
Oliim sonrasi gegen siireye bagli olarak artisinin sinovyal sivida vitrdéz sivi kadar

giivenli oldugu sonucuna ulasilmistir (35).

2.3.1.10. Perikardial Sivi Calismalari

Literatiirde perikardiyal sivida elektrolit, total protein, rezidiiel azot ve enzim
Olctimlerinin postmortem interval tayininde 6nemli rol oynadigi, postmortem siire
arttikca potasyum ve fosfat konsantrasyonun yiikseldigi, sodyum konsantrasyonun ise
diistiigi bildirilmistir (36). Niranjan ve ark. yaptiklari bir ¢aligmada postmortem
perikard sivist potasyum iyon konsantrasyonunun saatte ortalama 2.39 meq/I
yiikseldigini ve yas, cinsiyet, 6liim nedeninin perdikard sivisindaki potasyum miktarin
etkilemedigi bildirilmistir (37). PMI tayininde postmortem donem ile perikardial
enzim aktivitesi arasindaki iliskide kullanilmaktadir. Sing ve ark. postmortem perikard
stvisinda enzimlerin aktivitesi lizerine yaptiklari ¢alismada, kreatinin fosfokinaz, gama
glutamil transferaz, laktik dehidrogenaz ve amilaz aktivite derecelerinin postmortem
interval tayininde 36 saate kadar kullanilabilecegini gosterilmis olup, enzim aktivite
derecelerinin genellikle ilk 12 saat i¢inde daha hizli olmak tizere 36 saate kadar arttig1

daha sonra diistiigii tespit edilmistir (38).

2.3.1.11. Kanin Donma Noktasi

Kanin donma derecesinden yararlanarak postmortem interval tayini yapilabilir.
Kanin donma derecesi normal degeri 0.57 olarak kabul edilir (9). Oliim sonras: siire
ilerledikce serum elektrolit degerleri artacagi i¢in donma derecesi diismektedir.
Donma derecesi giinde ortalama 0.10 derece kadar diiser (39). Olim zamam
hesaplamasinda bir formiil iiretilmistir. Bu formiile gore; cesetten ilk alinan kanin

donma derecesi Olgiiliir (a) ve kaydedilir. 24 saat sonra ikinci kez kan alinarak tekrar
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donma derecesinin 6l¢timii yapilir (b) ve kaydedilir. Daha sonra; (a —0,57) / (b — a) x
24 formilii uygulanir ve ¢ikan sonug¢ Oliimden sonra gecen zaman olarak

degerlendirilir (9).

2.3.1.12. Beyin Omurilik Sivisindaki Degisiklikler

Beyin omurilik sivisinda (BOS) normal saglikli kisilerde 1-6 hiicre / mm? kabul
edilebilir olsa da nispeten aselliilerdir. Oliim sonrasi ilk saatlerde BOS’da hiicre sayisi
artmaya baslar ve 12 saate kadar hiicreler gosterilebilir. 12 saatten sonra hiicre sayimi
giiclesir. Notrofil ve monositler 12 saate kadar, lenfositler ise 20 saate kadar
tanimlanabilmektedir (40). Postmortem donemde beyin omurilik sivisinda yapilan bir
arastirmada norolojik bozuklugu ya da noéropatolojik bir hastalik dykiisii olmamasina
ragmen olgularda belirgin bir pleositoz gozlendigi bildirilmistir. Postmortem
orneklerde uzamis 6liim zamani ile BOS’da ki hiicre miktarinin artis1 arasinda anlamli
bir iliski oldugu gosterilmistir (41). Lateral ventrikiillerden alinan kontamine olmayan
serebrospinal sividaki sodyum, potasyum konsantrasyonlar1 ve birbirine oranlar1 61iim
zaman1 tayininde énemli bir parametredir. Ancak sicaklik ve hastanede yatis dykiisii
gibi faktorler sodyum iyon konsantrasyonundan PMI tayini yaparken dikkate
alinmalidir. Sodyum ve potasyum konsantrasyon oraninin PMI tayininde kullanilmasi

tek basina sodyum ya da potasyum konsantrasyonundan daha iyi bir parametredir (42).

Oliim sonrast BOS’nin protein iceriginde de bazi degisiklikler oldugu
bulunmustur. Protein kinaz B gibi bazi enzimlerin 6liim sonrasinda arttigi gosterilmis
ve bunun sebebinin postmortem dénemde hiicre 6liimii ve kan-beyin bariyerinin
bozulmasi gibi nedenler oldugu diisiiniilmiistiir (43). BOS igerigindeki albumin
miktar1 da PMI tayininde kullanilabilir. Albumin miktarinda 6liim sonrasindaki ilk 72

saatte lineer bir azalma goriliir (44).

2.3.1.13. Kemik iligi incelemeleri

Kemik iliginde yer alan hematopoetik hiicrelerin morfolojik ve sitokimyasal

ozellikleri postmortem interval tayini i¢in yararh bilgiler saglayabilir. Babu ve ark.
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yaptig1 bir ¢calismada kemik iliginde eritroid, myeloid ve megakaryosit serilerindeki
piknotik degisikliklerin yanisira ¢ekirdek degisikliklerinin de postmortem interval

tayininde zamana bagli olarak 16 saate kadar ipuglar1 verebilecegi gosterilmistir (45).

2.3.1.14. Dekompozisyon

Dekompozisyon genellikle ¢iiriime anlaminda kullanilmasina ragmen otoliz ve
clirime olmak tizere iki farkli siire¢ igerir. Otoliz hiicre ve organlarin yapisinin
bozulmast sonucunda hiicre i¢i enzimlerinin neden oldugu aseptik kimyasal bir
stiregtir. Otoliz yiiksek sicaklikta hizlanir diisiik sicakliklarda yavaglar. Donma ya da
cok yliksek sicakliklarda enzimlerin inaktive olmasi nedeniyle durabilir. Enzim
miktar1 fazla olan organlar diger organlara oranla daha hizli otolize olur. Ornegin
pankreas yogun enzim igerdiginden ilk otoliz gelisen organlardandir. Ciiriime ise
bakteriler ve fermantasyon ile gerceklesir. Oliim sonrasi gastrointestinal bakteri

florasinin viicuda yayilmasi ¢iiriimeyi baslatir (22).

Sekil 2.7: Sagda daha belirgin olmak {iizereher iki fossa iliakada, c¢lirlimenin ilk

belirtisi olan yesil renk degisimi (46).
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Ciiriime 6liimiin en kesin isaretidir. Olii muayenesinde ¢iiriimenin ilk bulgusu
bakterilerin yogun oldugu karin alt kadranlarinda, karin 6n duvarma yakin bolgelerde,
cekumun tizerinde, sag fossa iliakada kirli yesil renk degisikligidir (46). Daha sonra
biitiin batina oradan da gdgiis bolgesine yayilir. Yesil renk degisikliginin kaynagi
stilfmethemoglobin olusumudur ve o6limden yaklasik olarak 24 — 36 saat sonra
goriilmektedir. Ciiriime sirasinda hidrojen siilfiir, hidrojen fosfat, metan,
karbondioksit, karbon monoksit, amonyak ve hidrojen gibi gazlar agiga ¢ikmaktadir.
Aciga cikan gazlar mide ve bagirsaklarda birikerek sismeye neden olur. Damar
igerisinde hemolize olan kandaki hemoglobin ile hidrojen siilfid reaksiyona girer.
Damar boyunca yesilimsi siyah renk degisikligi geliserek damarlar belirginlesir. Bu
gdriiniime ‘mermerlesme’ denir (Sekil 2.8). Oliim sonrasi 60 ila 72 saatte tiim viicutta
sisme meydana gelir ve Krepitasyon almabilir. Bu siire 5-6 giine kadar
uzayabilmektedir. Sislik genellikle ilk yiiz bolgesinde olusmakta olup oOzellikle
skrotum, penis ve géz kapaklarinda belirgindir. Epidermolizis, vezikiil olusmasi, cilt
soyulmalari, tirnak ve saclarin ¢ikmasi gibi degisiklikler 4-7. gilinde goriilebilir.
Cirime sivist agiz ve burundan digartya akabilir ve viicut bosluklarinda
birikebilmektedir. Bu durum otopside hemotoraks gibi yanlis tanilara neden
olabilmektedir. Ciirlime sirasinda asetik asit, palmitik asit, oksalik asit, siiksinik asit,
laktik asit gibi asitlerin, 18sin, trozin, putresin, kadaverin gibi amin ve aminoasitler,
indol, skatol gibi aromatik maddeler agiga ¢ikmaktadir. Birgok faktor ¢iirtime iizerine
etki etmektedir. Ortam 1s1s1, havanin nem ve hareketleri, cesedin bulundugu ortamin
yapisi gibi ¢evresel faktorler, cesedin yas ve beslenme durumu, hidratasyon durumu,
giysileri, 6liim nedeni gibi cesede ait 6zellikler ve cesedin etobur, kemirici hayvanlar

tarafindan parcalanmasi bu faktorlerden sayilabilir (8, 12, 22, 27).
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Sekil 2.8: Ust ekstremitede ciiriimeye bagli kirli-kirmiz1 yesil renk degisimi ve ¢iiriime

haritasi (mermerlesme) (46).

Iklim kosullarma gore ceset ¢iiriimenin yam sira bazi degisikliklerde
ugrayabilmektedir. Ozellikle sicak hava akiminin oldugu, serin, kuru ortamda bulunan
cesetlerde mumyalagma goriilebilmektedir. Dokular kuru, mesinlesmis ve
kahverengidir. Viicut dehidrate olur ve deri gerilerek yiizde maske gibi goriiliir.
Mumyalasma genellikle viicutta kismi olarak goriiliir. Islak topraga gomiilii ya da su
icerisinde kalan cesetlerde de sabunlagma goriilebilir. Viicut yag:1 hidrolize olur ve
kimyasal olarak sabuna benzer bir doniisiime ugrar. Viicut gri, yagh ve gevrek bir hal
alir. Sabunlasma genellikle birka¢ hafta ya da birka¢ ay icerisinde goriilebilir.
Mumyalasmada oldugu gibi sabunlasmada da genellikle viicutta kismi olarak

goriilmektedir (7).

2.3.1.15. Entomolojik Calismalar

Oliim olaylarinda sorusturmaya delil elde etmek icin ceset iizerinde bdcekler ile
yapilan caligmalar adli entomoloji olarak adlandirilir. Boceklerin ceset iizerindeki
dagilimi, biyolojisi ve davranig 6zelliklerinden yararlanilarak adli tahkikatta; olayin ne
zaman nerede, nasil oldugu hakkinda faydali olabilir. En 6nemli kullanim ise PMI

tayinindedir. Oliimden 48-80 saat sonra fiziksel bulgular ve biyokimyasal tetkikler ile
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O0lim zamani hakkinda dogru degerlendirme yapmak oldukc¢a zordur. Tanatolojik
calismalar ile ilk 3 giin i¢inde dogru sonuglara ulasilabilmesine ragmen daha geg
donemlerde ceset gevresindeki entomolojik kanitlar ¢ok daha 6nemlidir. Bu kanitlar
oliim sonrasinda haftalar hatta aylara kadar gecen zamam gosterebilir (47). Insektler,
olimden hemen sonra genellikle birka¢ dakika icerisinde cesede ¢ekilirler. Ceset
tizerinde olgunlasmamis agamada bir bocek bulunmasi bir giinden bir aya kadar PMI
tahmini igin kanit saglayabilir (48). Boceklerin ve sineklerin metamorfoz gosteren bir
yasam dongiisii vardir. Bu yasam dongiisii yetigkin disinin yumurta birakmasiyla baslar.
Sonra larva olusur. Belli bir dinlenme doneminden sonra pupa sekline doner. Pupa
déneminden sonra metamorfoz ile ergin sinek haline gelir (Sekil 2.9) (49). Ergin sinekler
yumurtalarim viicudun golgeli ve katli yerlerine birakir. Sag, gozler, burun delikleri ve
viicut kaviteleri yumurtlama igin ideal bolgelerdir. Geng larva cesedi yemeye baslar ve
tic larval donem gegcirir. Ciftlesir ve disileri yumurtlamaya baglar. Her bir sinek cesede
300 yumurta birakir. Yumurtadan ¢ikma siiresi gevresel faktorlere ve sicakliga baglh
olarak birkag saatten 1-2 giine kadar degisir. Minimum PMI en yasli larva ile tayin edilir.
Pupa haline dondiikten sonra PMI tayininde kullanilamamaktadirlar. PMI tayininde 1si,

riizgar, nem, basing gibi ¢cevresel faktorler yanilmaya sebep olabilir (12).

i > 3
Al acr

Sekil 2.9: Sineklerin yasam dongiisii. Saat yoniinde yumurtalar, larva ya da kurtguklar,

pupa ve yetigkin sinek (49).
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2.3.1.16. Molekiiler Calismalar

PMI tayininde buraya kadar saydigimiz klasik yontemlerin 6n goriillemeyen
birgok faktorden etkilenmesi ve siibjektif bulgular olmasi nedeniyle bu bulgulardan
yararlanilarak kesin 6liim zamani tayininde bulunmak olduk¢a zordur. Bu nedenle son
yillarda daha objektif bir tespitte bulunabilmek i¢in molekiiler alanda bir¢ok
caligmalar yapilmistir. DNA bir organizmanin doku ve hiicrelerinin olusumu igin
biitlin bilgileri i¢erir. DNA da depolanan bu bilgiler organizmada taninabilir 6zellikleri
kontrol eden gen olarak da bilinen kalitsal birimlerde diizenlenir. Transkripsiyon
siirecinde bu bilgiler RNA’ya kopyalanir. DNA ve RNA yapisal olarak birbirine ¢ok
benzer. Her ikisininde ana yapisi niikleotit ad1 verilen monomerlerden olusan dogrusal
polimerlerdir. RNA’larin niikleotit sayisi yiizler, binlerle ifade edilirken DNA
milyonlarca niikleotit icerir. Proteinlerle iligkili bu biiyiik DNA {initeleri boyalarla
boyanarak 1sik mikroskobunda kromozom olarak goriilebilir (50). Her bir DNA
molekiilii niikleotidlerden olusan birbirini tamamlayan iki iplikten olusan ¢ift heliks
seklindedir. ki iplik birbirine guanin — sitozin, adenin — timin bazlar1 arasindaki
hidrojen baglari ile baglanir. Okaryotik hiicrelerde DNA, hiicre hacminin yaklasik
%10’unu olusturan hiicre ¢ekirdegi igerisinde bulunur (51). Hiicre 6liimii lipaz,
niikleaz ve farkli sinif proteazlari igeren hiicre i¢i enzimlerin aktivasyonu ile iligkilidir.
Histon proteinlerinin lizozomal proteazlar tarafindan uzaklastirilmast DNA’nin
edoniikleazlar ile ayrilmasini kolaylastirir. Postmortem donemde ise DNA
degradasyonunu saglayan endojen niikleazlar, mikroorganizmalar ve g¢evresel
omurgasizlardan ya da konak hiicrelerinden salinir. Bunun disinda hidroliz ve

oksidasyon ile olusan spontan degradasyon ¢ok daha yavas meydana gelir (52).

1980°’nin ikinci yarisinda adli Orneklerde molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilmaya baslanmis. Adli bilimciler artan g¢evresel hasar maruziyetinin DNA
degradasyonu ile sonuglanacagini diistinmiisler. Yapilan ¢alismalarda postmortem kan
ve bobrek gibi dokularda DNA’nin yaklagik bir haftada degrade oldugu, bununla
birlikte kemik ve dig gibi saglam dokularda ise DNA’nin aylar hatta yillar boyunca
bozulmadan kalabilecegi saptanmustir (53). Molekiiler biyolojideki gelismelerle
birlikte niikleik asitlerin zamana bagli degradasyonu ilgi odagi olmustur. DNA’nin

postmortem doénemde uzun siire stabil kalabilecegi saptandiktan sonra DNA
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degradasyon oranlarinin 6l¢iilmesinde; flowsitometri, tek hiicre elektroforezi, in situ
etiketleme, goriintii analizi/boyama, DNA amplifikasyonu, kompetitif PZR, real-time
PZR gibi yontemler kullanilmigtir. Isi, yliksek nem, 1slaklik, fungal veya bakteriyel
kontaminasyon ve ultraviyole radyasyon orneklerdeki DNA miktarmi ve kalitesini
etkileyerek analizi olumsuz etkileyebilir (53, 54). DNA denatiirasyonunun,
postmortem ilk ii¢ giin boyunca c¢evre sicakligi ve 6liim nedeninden etkilenmeden
gelisen otoliz nedeniyle hemen baslayarak sabit hizla devam ettigi i¢cin DNA’nin
Ozellikle erken donem 6liim zamani degerlendirilmesinde 6nemli bir parametre oldugu
goriilmektedir. Di Nunno ve ark. dalak dokusundan yaptig1 bir galismada bu yontemin
ilk 72 saat faydali oldugunu, 72 saatten sonra DNA denatiirasyonunun ¢ok yogun ve
sitoflorometrik bulgularin anlamsiz oldugunu bildirmistir (55). Hansen ve ark. yaptig1
calismada ciddi koagiilasyon ve hemoliz nedeniyle kan 6rneklerinin adli incelemelerde
molekiiler analiz i¢in ideal biyolojik 6rnek olmadigi, kas dokusundaki DNA’nin
nispeten stabil oldugu ve postmortem interval tayininde kullaniminin kolay oldugu
gosterilmistir. Ayrica yapilan caligmalarda beyin, lenf diigimleri ve bdbrek

dokularinda DNA stabilitesinin yiiksek oldugu gozlenmistir (56).

2.4. HIGH MOBILITY GROUP BOX PROTEINLERI

High mobility group (HMG) proteinleri ilk olarak memeli hiicresi
¢ekirdeginden izole edilerek elektroforetik mobilitelerine gore adlandirilmiglar. Daha
sonra HMGA, HMGB ve HMGN olarak ii¢ aileye ayrilmiglar (57). Memeli HMGB
proteinleri, HMG box alani olarak adlandirilan ardisik iki DNA baglayici bolge ve
ardindan yaklasik 30 amino asit uzunlugunda bir asidik kuyruk ile karakterize edilir.
Bu iki kutu yapisal olarak birbirine benzer ve hareketleri birbirinden bagimsizdir.

Asidik kuyrugun ise yapisal olmadigi diistiniilmektedir (58).

HMGB proteinleri intraniiklear ve ekstraselliiler diizenleyici proteinler olarak
islev gorlir. Transkripsiyon, replikasyon ve onarim gibi c¢ok sayida faaliyeti
diizenleyen proteinlerdir (59). HMGB-1 makrofajlar, monositler, NK hiicreleri,
dentritik hiicreler, endotelyal hiicreler ve trombositler gibi immiinolojik hiicrelerden

aktif olarak salinir. Ayrica nekrotik ya da zedelenmis hiicrelerden de pasif olarak
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salinur. Her iki mekanizma ile de ekstraselliiler alanda HMGB-1 6nemli miktarda artar.
Ayrica opopitotik hiicreler nekrotik hiicrelere gore daha az miktarda HMGB-1 salar
(5). HMGB-1 intraselliiller alanda; yapisal DNA baglayici protein, niikleozom
stabilizasyonu, transkripsiyon diizenleyici gibi ko-transkripsiyonel olarak islev goriir.
Ekstraselliiler alanda ise notrofil kemotaksisi, makrofaj aktivasyonu, dentritik hiicre
matiirasyonu, vaskiiler gecirgenlik, akut akciger hasari, akut karaciger hasari, multipl

organ yetmezliginde inflamatuar sitokin olarak gérev yapar (60).

HMGBL1 interfaz evresinde ve mitotik hiicrelerde kromatine gevsek
baglidir. Membran biitiinliigii kaybolarak gegirgenligi arttifinda veya nekrotik
hiicrelerden hizla ortam igerisine sizar (61). Hiicresel harabiyet ve intraselliiler
igerigin hiicre 6liimiiniin oldugu bolgeden uzaga difiize olmasi hiicre nekrozunun
isaretidir (62). Postmortem donemde gegen siire uzadik¢a hiicresel o6liimde
artacagindan calismamizda serumda bulunan HMGB-1 protein miktarinin da

artacagi ongoriilmektedir.

2.5. HUCRE DISI SERBEST DNA

Son yillarda dogru, giivenilir, invaziv olmayan, ucuz ve kolay uygulanabilen
molekiiler tan1 yontemleri klinik rutinde olas1 kullanimin1 saglamak amaciyla pek ¢ok
aragtirmaci yogun olarak ¢aligmaktadir. Ekstraselliiler veya hiicre disi niikleik asitler
ilk olarak 1948 yilinda Mandel ve Metais tarafindan raporlanmistir. Saglikli ve hasta
bireylerin plazmalarinda serbest dolasan DNA ve RNA varligini kesfetmislerdir (63).
Gegtigimiz yillar boyunca, apoptoz ve nekroz nedenli hiicre 6liimiinden kaynaklanan
ve periferik kanda serbest dolagsan niikleik asitler, doku hasarinin potansiyel bir
belirteci olarak ilgi odagi olmustur (64). Normal kosullarda saglikli bireylerin kaninda
az miktarda bulunmakla birlikte enfeksiyon, enflamasyon, kanser, bag dokusu
hastaliklari, iskemik inme, miyokard infarktiisti, gebelikle iliskili bozukluklar, ve
hemodiyaliz gibi ¢esitli klinik durumlar1 olan hastalarda yiiksek degerler
raporlanmistir (65, 66). Gebeligin 7 haftasindan itibaren bebege ait hiicre dis1 serbest
fetal DNA, annenin periferik kaninda tespit edilebilir ve terme kadar bu degerler

yiikselir (67). Kanser olgularinda tedavi Oncesi ve sonrast timoér yiikiiniin
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belirlenmesi, tedavinin molekiiler belirtecler ile takip edilebilmesi i¢in tiimore ait
hiicre dist DNA kullanimlar1 mevcuttur (68, 69). Adli genetik ¢alismalarda hiicre dis1
DNA'nin potansiyel degeri ¢cok az bilinmektedir (63).

Oliim sebebi, yas, cinsiyet gibi farkl1 faktorlere bagimli olmaksizin her insanin
canliligim yitiren doku ve organlarda bazi ortak degisiklikler meydana gelmektedir.
Oliimden sonra hiicrelerde meydana gelen nekroz nedeniyle hiicrelerin karbonhidrat,
protein ve yaglarinda pargalanmalar meydana gelerek normal biyokimyasal ve
morfolojik yapilar1 bozulur. Cekirdek ve hiicre membranlari ile korunmus olan DNA
ac1ga cikar. Oliimiin gerceklesmesi ile 6zellikle damar endotelinde meydana gelecek
olan nekroz periferik kandaki hiicre dis1 serbest DNA miktarinin artmasina neden
olabilecegi diisiiniilebilir. Postmortem intervalin 6zellikle ilk 72 saatlik doneminde
zamanla paralel olarak hiicre nekrozunun artigi, hiicre digsindaki serbest DNA
miktarindaki olas1 degisikliklere neden olabilir ve hiicre dis1 serbest DNA miktarinin

belirlenmesi postmortem interval tayininde 6nemli bir belirteg olabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
05/03/2014 tarih ve 2014-6-35 karar nolu izni ile Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Laboratuvari, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip A.D. Adli
Genetik Laboratuvari, Cocuk Genetik Hastaliklart B.D. Molekiiler Genetik

Laboratuvar1 ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

>

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve Arastirma

Laboratuvari:

e Deney hayvanlarinin yetistirilmesi

e Anestezi ve servikal dislokasyon ile sakrefikasyonu
e Ratlarin +4°C ve +24°C’de bekletilmesi

e Otopsi islemi ile kan 6rneklerinin toplanmasi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip A.D. Adli Genetik
Laboratuvar1 ve Cocuk Genetik Hastaliklar1 Bilim Dali Molekiiler Genetik

Laboratuvari:

e Kan 6rneklerinin santifrij edilerek serumlarin elde edilmesi

e Serum Orneklerinin uygun sartlarda saklanmast

e Elisa teknigi ile serum HMGB-1 protein diizeylerinin 6lgiilmesi

e Sonuglarin analizi

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii, Genom Bilim Laboratuvart:
e SYBR niikleik asit boya yonteminin uygulanmasi

e Luminometre okuyucu ile serum hiicre dis1 serbest DNA miktarlarinin

analizi
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3.1. ORNEKLEM YONTEMIi

Calismada, 230-260 gr arasindaki eriskin Wistar ratlar model sistem olarak
kullanilmigtir. Ratlar; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve
Arastirma Laboratuvari’nda tretilmis olup yeterli su ve yem varliginda 12 saatlik
yapay giindiiz/gece siklus sartlarinda yetistirildi. Anestezi i¢in 100mg/kg ketamin +
10mg/kg ksilazin intraperitoneal yolla uygulandi. Yeterli seviyede anestezi
saglandiktan sonra servikal dislokasyon metoduyla ratlar sakrefiye edildi. Serumda
arastirilacak olan hiicre dis1 serbest DNA ve HMGBL1 protein deney sonuglarini
etkileyebilecegi i¢in servikal dislokasyon tercih edilmistir.

3.2.0RNEKLEM SAYISI

Orneklem hacminin hesaplanmasinda standart sapmasinin +0,05 dolayinda
olacagi tahmin edilmektedir. Hesaplanan ortalamalar arasindaki farkin anlamlilik
diizeyinin 0,03 ve altinda olacagini dikkate alarak 6rnek hacmi hesaplandi. Gii¢= 0.80,
alfa= 0,05 ve p (1-Beta) = 0,20 aliarak n> (2X (z1+22)? 6%)/d? = formiiliiyle 2x7.8x
(0.05)2 / (0.03)? =44 sayisma ulasildi. %1°lik deney hayvami kayip orami dikkate
alindiginda her bir sicak i¢in 48 deney hayvani, toplamda 96 rat ¢aligmaya dahil edildi.
Ratlar 48’er 2 (iki) gruba ayrildi.

96 Wistar Rat
230-260 gr, eriskin

|
|
48 Wistar Rat 48 Wistar Rat
+4°C +24 °C

Sekil 3.1: Deney hayvanlari ¢aligma gruplari.
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3.3. SERUM ORNEKLERININ TOPLANMASI

Postmortem interval arastirmasi igin ratlar yeterli seviyede anestezi
saglandiktan sonra servikal dislokasyon metoduyla sakrefiye edildi ve 6ncelikle iki
gruba ayrilarak 4°C ve 24°C’de postmortem beklemeye birakildi. 4°C ve 24°C’de
postmortem bekletilen ratlar 8 ayr1 gruba ayrilarak 0., 3., 6., 9., 12., 24., 48. ve 72.
saatlerde otopsi ile intrakardiyak ve/veya biiyiik venlerden kan alindi. Kan alimini
takiben (15 dakikadan daha fazla bekletilmeden) 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek serum ayrilarak, deneylerde kullanilana kadar -80 C’de bekletildi.

Sekil 3.2: Deney hayvanlarindan otopsi ile kan 6rneklerinin toplanmasi
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Tablo 3.1: Deney hayvanlarinin ortam sicaklifi ve postmortem siireye gore

gruplamasi
Grup No: 4°C postmortem 24°C postm‘(‘)rte‘m Grup basma.hayvan
bekleme bekleme siiresi adedi
1 0 0 6
2 3. saat 3. saat 6
3 6. saat 6. saat 6
4 9. saat 9. saat 6
5 12. saat 12. saat 6
6 24. saat 24. saat 6
7 48. saat 48. saat 6
8 72. saat 72. saat 6

Calismamizda, sicakligin hiicre dis1 serbest DNA’nin ve HMGB-1 proteinin
bozulmasinda etkili olabilecegi ve farkli sicakliklarda PMI tayini acisindan fark olup
olmayacaginin anlasilmasi i¢in sakrefiye edilen deney hayvanlar1 4°C ve 24°C olarak

iki farkli ¢evre sicakliginda beklemeye birakildi.

Otopsi ile kan 6rneklerinin toplanmasi sirasinda +4 °C’de 9. saatte bir rattan,
12. saatte bir rattan, 24. saatte bir rattan ve +24 °C’de 72. saatte bir rattan yeteri kadar
kan almamadi. 1k olarak serum HMGB-1 protein miktar1 ¢alisildig: igin hiicre disi

DNA miktar1 hesaplamalarinda 4 serum 6rnegi ¢calismamizin disinda birakildi.

24 °C’de yapilan otopsiler sirasinda 48. saatte agiz ve burun bosluklarindan
clirime stvisinin sizdigl, batinda da yesil renk degisikliginin olustugu goriildi. 72.
saatte bazi ratlarin batin perforasyonunun gergeklestigi, kurtlanmanin baglamis ve tim

viicuda yayildig1 gozlendi.
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Sekil 3.3: 24 °C’de 72. saatte goriilen batin perforasyonu

Sekil 3.4: 24 °C’de 72. saatte kurtlanma ve ciltte soyulma
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3.4. YONTEM
3.4.1. Serumdan HMGB-1 protein miktar: tayini

High Mobility Group Box 1 protein miktarmin dl¢iilmesinde HMGB-1 ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) (Kod no: ST51011, IBL Internetional
Gmbh, Hamburg, Almanya) kit kullanildi. ELISA, Antijen-antikor iliskisini, antikora
baglanmis bir enzimin aktivitesini arastirmak temeline dayanan kantitatif 6lgtim
yontemidir. Sandwich ELISA’ da antikorlar (yakalama antikoru) mikrotitre kabinin
kuyucuklarinin kat1 fazina immobilize edilir. Antijeni i¢eren drnek daha sonra ilave
edilir ve antijen-antikor kompleksinin olusmasi beklenir. Baglanmamis proteinler
yikama basamaklar1 ile uzaklastirilir. Enzim isaretli ikinci bir antikor (deteksiyon
antikoru), yakalama antikoruna baglanmis antijene farkli bir epitopundan baglanir.
Baglanmayan deteksiyon antikorunun yikama islemi ile uzaklastirilmasindan sonra,
ortama enzime ait substrat eklenir. Substrat deteksiyon antikoruna bagl enzimle
reaksiyona girerek renk degisimine neden olur. Bu renk degisimi de spektrofotometre

ile Olgtliir.
Test oncesinde liyofilize halde bulunan kit icerigi ve standart soliisyonlar
prosediire uygun olarak hazirlandi.

e Anti-HMGB-1 antikorlu 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 100
mikrolitre seyreltici tampon (%0.01 NaN3) eklendi.

e Bos kuyucuklaralO mikrolitre daha seyreltici tampon eklendi.

e Pozitif kontrolden, standartlardan ve her bir serum o6rneklerinden ilgili

kuyucuklara 10’ar mikrolitre eklendi.

e Plaka yapiskan folyo ile kapatilarak +37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi.

e inkiibasyon sonrasinda yapiskan folyo cikarilarak inkiibasyon c¢ozeltisi
bosaltildi. Her bir kuyucuk 400ul seyreltilmis yikama tamponu ile 5 kez
yikandi.

e Yikama sonrasi her bir kuyucuga 100 pl enzim konjugat eklendi.
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e Yapiskan folyo ile tekrar kapatilarak +25 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyondan sonra biitiin kuyucuklar 5 kez 400ul seyreltilmis yikama

tamponu ile yikandi.

e 8 kanalli mikropipet kullanilarak her bir kuyucuga 100 mikrolitre renk

¢oOzeltisi eklendi.
e 24 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 100ul stop ¢ozeltisi eklenerek renk
reaksiyonu durduruldu.

e Fotometre ile 450 nanometre dalga boyu ve 600-650 nanometre referans

dalga boyu kullanilarak optik yogunluk ol¢iildii.
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Sekil 3.5: 24 saatlik inkiibasyon sonrasi plakanin goriiniimii
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Sekil 3.6: Renk reaksiyonu sonrasi plakanin goriiniimii

3.4.2. Serumdan Hiicre Dis1 DNA miktari tayini

Calismamizda serumdaki hiicre dis1 serbest DNA tayini i¢in molekiiler biyoloji
ve genetikte siklikla kullanilan SYBR Gold NucleicAcid Gel Stain (Katalog no:
S11494, Life Technologies, CANADA) niikleik asit boyama yontemi kullanildi.
SYBR Gold en duyarli niikleik asit boyasidir. Saflastirilmis DNA ya da RNA’nin
miktarini 6lgmek i¢in kullanilabilir. SYBR Gold un seyreltilmesinde kullandigimiz
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Uriin kodu: A10231-500, AMRESCO LLC, Cochran Road
Olon, OH A.B.D) renksiz ve s1v1 halde bulunan énemli bir polar ¢dziiciidiir. ilag olarak
bazi kanser hastaliklarinda, inflamasyon, romatizmal hastaliklar ve interstisyel sistit

tedavilerinde kullanilmistir. Molekiiler ¢alismalarda 6zellikle ¢oziicii olarak kullanilir.

e DNA standartlarinin hazirlanmasinda; Salmon Sperm (Uriin kodu: D1626-
250MG, Sigma-AldrichCo. LLC, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO USA)
ve insan DNA 06rnegi igin 1 tlip kan kullanildi. 0,02 gram salmon sperm

DNA ile 10 ml PBS karistirildi. Homojen karigimin saglanmasi i¢in dnce
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vorteks kullanildi. Olusan ¢ozelti seyreltilerek 16 adet salmon sperm DNA

standart ¢ozeltisi hazirlandi.

e insan DNA 6rnegi kullanilarak hazirlanan standartlar igin 1 tiip kan alinarak
DNA izolasyonu yapildi. DNA konsantrasyonunun saptanmasi i¢in nano-
dropspektrofotometre kullanildi. Olusan ¢ozelti seyreltilerek 16 adet insan
DNA standarti ¢ozeltileri hazirlandi.

¢ SYBR Gold, Dimetilstilfoksit (DMSO) ile 1:1000 oraninda seyreltildi.
e Olusan ¢ozelti Fosfat tamponlu salin (PBS) ile 1:8 oraninda seyreltildi.

e 96 kuyucuklu plakanin ilgili kuyucuklarma serum orneklerinden,

standartlardan 10’ar mikrolitre koyuldu.
e Seyreltilmis SYBR Gold’dan her bir kuyucuga 10 mikrolitre eklendi.

e 96 kuyucuklu luminometre kullanilarak 535 nm'lik emisyon dalga boyunda

ve 485 nm'lik eksitasyon dalga boyunda optik yogunluk 6l¢timii yapildi.

HMGB-1 ve hiicre dis1 serbest DNA miktar1 i¢in okunan optik yogunluklarin
nanograma cevrilmesi i¢in; Microsoft Office 2016 programinda, konsantrasyonlari
bilinen standartlar ve optik yogunluklara lineer regresyon analizi uygulanarak
Konsantrasyon = a(Optik Dansite) + b seklinde kestirim denklemi elde edildi. Kestirim
denkleminin kestirim giicii (R?) HMGB-1 standartlarinda %99,81, hiicre dis1t DNA
standartlarinda %96,36 olarak bulundu. Kestirim denklemleri her bir serum 6rnegi
optik yogunluk degerlerine uygulanarak HMGB-1 protein konsantrasyonlar1 ve hiicre

dis1 DNA konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden hesaplandi.

3.4.3. Arastirma Biitcesi

Calismamiz Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan 14L.0230005 proje kodu ile desteklenmistir.
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3.4.4. istatistiksel Analiz

Hesaplanan konsantrasyon cinsinden veriler IBM SPSS 20 (Statistical
Packagefor Social Sciences) programi kullanilarak normal dagilima uygunluk
gostermeyen analizler nonparametrik testlerden ‘Mann Whitney U’ ve ‘Kruskal
Wallis® varyans analiziyle degerlendirildi. HMGB-1 proteinin ve hiicre dist DNA
miktarinin zamana baglh degisimi ‘Spearman' korelasyon testiyle ile analiz edildi. ‘P

< 0.05’ anlamlilik diizeyi olarak olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda cinsiyet ve yas ayrimi yapilmaksizin agirliklari, 230-260 gr
arasindaki eriskin Wistar ratlarda c¢alisilmistir. +4 °C’de serum HMGB-1 protein
konsantrasyonunun postmortem zaman ile iliskili oldugu saptandi (p=0.01). +4 °C’de
serum HMGB-1 proteini ile postmortem zaman arasindaki iligskiyi bulmak i¢in yapilan
Sperman korelasyon analizinde, HMGB-1 konsantrasyonunun postmortem zaman
uzadik¢a arttig1 saptandi (r =0.698 p<0.001). +4 °C’de serum HMGB-1 proteininin

postmortem zaman arasindaki iliski Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: +4 °C’de serum HMGB-1 protein konsantrasyonunun postmortem zaman

ile iliskisi

+24 °C’de serum HMGB-1 protein konsantrasyonunun zaman ile iliskili
oldugu saptandi (p<0.001). +24 °C’de serum HMGB-1 protein konsantrasyonu ile
postmortem zaman arasinda iliskiyi bulmak i¢in yapilan Sperman korelasyon
analizinde HMGB-1 konsantrasyonu ile postmortem zaman arasinda pozitif yonde
zayif bir iligki oldugu saptandi (r=0.313 p=0.030). +24 °C de serum HMGB-1 protein

konsantrasyonu ile postmortem zaman arasindaki iligkisi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2: +24 °C’de serum HMGB-1 protein konsantrasyonunun postmortem zaman

ile iliskisi

Postmortem donemde ayni saatlerde alinan kan orneklerinden bakilan serum
HMGB-1 protein konsantrasyonlarinin +4 °C ve +24 °C’deki degerleri Mann Whitney
U testi ile karsilagtirildi. 3. saatteki serum HMGB-1 proteininin +4 °C ve +24 °C’deki
konsantrasyonlari arasinda bir iliski saptanmadi (p=0.485). 6. saatteki serum HMGB-1
proteininin +4 °C ve +24 °C’deki konsantrasyonlar1 arasinda bir iligki saptanmadi
(p=0.394). 9. saatteki serum HMGB-1 proteininin +4 °C ve +24 °C’deki
konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski saptanmadi (p=0.937). 12. saatteki serum HMGB-
1 proteininin +4 °C ve +24 °C’deki konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda 24 °C’de daha
yiiksek oldugu saptandi (p=0.004). 12. saate +4 °C’de 6 rat ve +24 °C’de 6 rat olmak

tizere 12 ratin serum HMGB-1 protein konsantrasyonlari tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: 12. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum HMGB-1 konsantrasyonlari (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
+4 194.45 438.56 137.27 360.66 351.27 157.35
+24 550.9 584.97 623.18 453.29 417.1 488.93
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24. saatteki serum HMGB-1 °C’deki

konsantrasyonlari arasinda bir iligki saptanmadi (p=0.394). 48. saatteki serum HMGB-

proteininin +4 °C ve +24

1 proteininin +4 °C ve +24 °C’deki konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda 4°C’de daha
yiiksek oldugu saptandi (p=0.026). 48. saate +4 °C’de 6 rat ve +24 °C’de 6 rat olmak

tizere 12 ratin serum HMGB-1 protein konsantrasyonlar tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: 48. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum HMGB-1 konsantrasyonlari (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6

+4 439.57 446.66 506.33 519.04 387.64 238.28

+24 255.69 330 256.61 150.26 0.17 260.02
72. saatteki serum HMGB-1 proteininin +4 °C ve +24 °C’deki

konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda 4°C’de daha yiiksek oldugu saptandi (p=0.41).
72. saate +4 °C’de 6 rat ve +24 °C’de 6 rat olmak tizere 12 ratin serum HMGB-1 protein

konsantrasyonlar1 tablo 4.3°de gosterilmistir.

Tablo 4.3: 48. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum HMGB-1 konsantrasyonlari (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
+4 460.29 379.44 278.98 217.11 466.27 535.24
+24 401.17 168.03 68.30 320.33 178.43 136.44

Calismada +4 °C’de hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun zaman ile
iligkisi Kruskal Wallis testi ile analiz edildi ve +4 °C’de hiicre dis1 serbest DNA
konsantrasyonunun zaman ile iligkili oldugu saptandi (p=0.000). +4 °C’de hiicre dis1
serbest DNA konsantrasyonu ile postmortem zaman arasindaki iliskiyi bulmak i¢in
yapilan Sperman korelasyon analizinde, hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun
postmortem siire uzadik¢a arttig1 saptandi (r=0.751 p<0.001). +4 °C’de serum hiicre
dis1 serbest DNA konsantrasyonu ile postmortem zaman arasindaki iliski Sekil 4.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3: +4 °C’de hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonun postmortemzaman ile

iliskisi

+24 °C’de hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun zaman ile iligki oldugu
saptand1 (p<0,001). +24 °C’de hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonu ile postmortem
zaman arasindaki iligskiyi bulmak icin yapilan Sperman korelasyon analizinde, hiicre
dis1 serbest DNA konsantrasyonunun postmortem 3-9 saat arasinda arttig1 ancak siire
daha da uzadikca hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun azaldigi saptandi (r = -
0.213 p=0.15). +24 °C’de serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonu ile

postmortem zaman arasindaki iliski Sekil 4.4de gosterilmistir.
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Sekil 4.4: +24 °C’de hiicre dig1 serbest DNA konsantrasyonun postmortem zaman ile
iligkisi
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Postmortem donemde ayni saatlerde alinan kan orneklerinden bakilan serum
hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlarmin +4 °C ve +24 °C’deki degerleri Mann
Whitney U testi ile karsilagtirildi. 3. saatteki serum hiicre dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve
+24 °C’deki konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski saptanmadi (p=0.310). 6. saatteki
serum hiicre dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve +24 °C’deki konsantrasyonlari
karsilastirildiginda 24 °C’deki hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun daha yiiksek
oldugu saptand1 (p=0.02). 6. saate +4 °C’de 6 rat ve +24 °C’de 6 rat olmak iizere 12 ratin

serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlari tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo4.4: 6. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum hiicre disi serbest DNA

konsantrasyonlari (ng/ml)

°C

Rat 1

Rat 2

Rat 3

Rat 4

Rat 5

Rat 6

+4

7314.77

5316.72

3543.04

1801.42

2665.12

3913.43

+24

9804.33

9494.47

16505.47

9635.14

10732.15

8634.35

9. saatteki serum hiicre dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve +24 °C’deki
°C’deki DNA
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu saptandi (p=0.04). 9. saate +4 °C’de 5rat ve

konsantrasyonlar1  karsilastirildiginda 24 hiicre dist serbest

+24 °C’de 6rat olmak iizere 11ratin serum hiicre disi serbest DNA konsantrasyonlari

tablo 4.5’de gdsterilmistir.

Tablo4.5: 9. Saatte +4°C ve +24°C’deki serum hiicre dist serbest DNA

konsantrasyonlar1 (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
+4 3528.78 5541.10 6264.08 6974.62 3998.01 -
+24 13960.22 | 7882.83 9442.81 8887.20 | 8725.17 | 10279.81
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12. saatteki serum hiicre dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve +24 °C’deki
konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski saptanmadi (p=0.052). 24. saatteki serum hiicre
dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve +24 °C’deki konsantrasyonlar1 arasinda bir iliski
saptanmadi (p=0.792). 48. saatteki serum hiicre dis1 serbest DNA’nin +4 °C ve +24
°C’deki konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda 4 °C’deki hiicre dis1 serbest DNA
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu saptandi (p=0.26). 48. saate +4 °C’de 6 rat ve
+24 °C’de 6 rat olmak iizere 12 ratin serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlari

tablo 4.6’de gosterilmistir.

Tablo 4.6: 48. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum hiicre dis1 serbest DNA

konsantrasyonlari (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat5 Rat 6
+4 6457.32 | 11163.07 | 6935.46 8162.45 7790.25 6191.11
+24 3382.77 6378.09 2980.33 3555.49 7549.84 2260.86

Calismada 72. saatteki serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlarinin +4
°C ve +24 °C’deki degerleri karsilastirildiginda +4 °C’deki hiicre dig1 serbest DNA
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu saptandi (p=0.04). 72. saate +4 °C’de 6 rat ve
+24 °C’de 5 rat olmak tizere 11 ratin serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlari

tablo 4.7’de gdsterilmistir.

Tablo 4.7: 72. saatte +4 °C ve +24 °C’deki serum hiicre disi serbest DNA

konsantrasyonlar1 (ng/ml)

°C Rat 1 Rat 2 Rat 3 Rat 4 Rat 5 Rat 6
+4 °C 7808.04 | 8548.87 7752.85 8922.84 | 10148.92 | 15646.25
+24 °C 3003.46 | 4180.44 | 4063.92 3489.62 2439.83 -
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+4 °C’de serum HMGB-1 proteininin zamana gore degisimi ile serum hiicre
dis1 serbest DNA miktarinin zaman ile degisimini karsilastirmak i¢in yapilan Sperman
korelasyon analizinde, +4 °C’de serum HMGB-1 protein ve serum hiicre disg1 serbest
DNA konsantrasyonlariin zaman uzadikc¢a benzer sekilde arttigi saptandi (r=0.587
p<0.001). +4 °C’de serum HMGB-1 proteini ve serum hiicre dis1 serbest DNA

miktarmin zaman ile iligkisi sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Sekil 4.5: +4 °C’de hiicre dis1 serbest DNA ve HMGB-1 protein konsantrasyonlarinin

zaman ile iligkisi
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+24 °C’de serum HMGB-1 proteininin zamana gore degisimi ile serum hiicre
dis1 serbest DNA miktarinin zaman ile degisimini karsilastirmak i¢in yapilan Sperman
korelasyon analizinde +24 °C’de serum HMGB-1 proteini ve serum hiicre dis1 serbest
DNA konsantrasyonlarmin birlikte zaman ile iliskili olmadig1 saptandi (r=0.093
p=0.533). +24 °C’de serum HMGB-1 proteini ve serum hiicre dis1 serbest DNA

miktarmin zaman ile iligkisi sekil 4.6°da gosterilmistir.
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Sekil 4.6: +24 °C’de hiicre dis1 serbest DNA ve HMGB-1 protein konsantrasyonlarinin

zaman ile iligkisi
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5. TARTISMA

Adli Tip’in birincil ¢alisma alanlarindan biri de postmortem interval ’in
belirlenmesidir. Giliniimiizde adli tip pratiginde daha c¢ok gelencksel yontemler
kullanilmakta olup, bu yontemlerin bir¢cok faktorden etkilenmesi sonuglarin farkl
yorumlanmasina neden olabilmektedir. Bu durum, PMI tayininde yeni yontemlerin
gelistirilmesi gerektiginin onemini agikca ortaya g¢ikarmaktadir. Calisma pratikte
kullanilan rutin yontemlerin disinda serum HMGB-1 protein ve hiicre dis1 serbest
DNA konsantrasyonlarmin farkli sicakliklarda zaman olan iliskisinin saptanmasi

amaciyla yapilmstir.

HMGB-1 proteininin hiicre hasar sinyalizasyonu, inflamasyon ve doku
onariminin koordinasyonunda anahtar rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Hiicre hasari
ve iskemi sirasinda hiicrelerden pasif olarak salinir (70). HMGB-1 proteininin bu
ozelligi dikkate alinarak; hiicresel 6liimde dokularin oksijene duyarliliginin farkl
olmas1 neticesinde postmortem donemde gegen siire uzadik¢a, nekroza ugrayacak
hiicre sayist da artacaktir. Nekroza ugrayan hiicre sayisinin artmast HMGB-1
proteininin pasif olarak salinimina neden olacaktir. Calismamizda da +4°C’de
postmortem siire uzadik¢a serum HMGB-1 konsantrasyonlarinin arttig1 bulunmustur.
+24 °C’de ise postmortem 12. saate kadar bir artig gosterdigi, 12. saatte pik degere
ulastig1 daha sonra diisiise gectigi goriilmistiir. Kikuchi ve ark tarafindan Japonya’da
Postmortem interval tahmininde HMGB-1’in degisiminin arastirildigi calismada da +4
°C’de serum HMGB-1 konsantrasyonunun zamana bagl olarak arttig1,+24 °C’de 2.
giinde en yliksek seviyeye ulastigi ve takiben 7. giline kadar distiigi bildirilmistir. Bu
calismada ayrica calismamizdan farkli olarak ratlardan alinan kan oOrneklerinde
+14°C’de ve yasayan insanlardan alinan kan 6rneklerinde +24 °C’de 0., 1., 2., 3., 4.,
5., 6. ve 7. giinlerde HMGB-1 proteininin serum konsantrasyonlar1 calisilmigtir.
Ratlardan alinan 6rneklerde serum HMGB-1 protein konsantrasyonunun 3. giinde en
yuksek seviyeye ulastigi ve takiben plato cizdigi, yasayan insanlardan alinan kan
orneklerinde +24 °C’de zamana bagl olarak 7 giine kadar artis gosterdigi ancak kan

hiicrelerindeki HMGB-1  konsantrasyonunun postmortem kan Ornekleriyle

51



karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu bildirilmistir (4). Calismamizda elde edilen
serum HMGB-1 diizeyleri de yasayan insanlarin serum HMGB-1 seviyelerinden
oldukca yiiksektir. Postmortem dénemde vaskiiler yatakta endotel hiicreleri gibi kan
hiicreleri disindaki hiicrelerin de nekroze olarak HMGB-1 protein diizeyinin artmasina

katki saglamis olabilir.

Bu sonug bize postmortem donemde nekroze olan hiicre sayisinin arttik¢a serum
HMGB-1 serum konsantrasyonlarmm artacagini dolayisiyla PMI tayininde
kullanilabilecegini diistindiirmektedir. Sepsis, akut ve kronik enfeksiyonlar, hemorajik
sok, travma, pankretit, romatoid artrit, mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu,
plasmodium falciparum sitmasi, kanser, miyokardial ve serebral iskemi, otoimmun ve
kronik bdbrek yetmezligi gibi klinik durumlarda kanda artrms HMGB-1 seviyeleri
raporlanmustir (71). Gibot ve ark. septik sok tanili kritik hastalarda plazma HMGB-1
konsantrasyonlarmi arastirdigi bir ¢alismada; saglikli goniilliilerde plazma HMGB-1
konsantrasyonlarinin 1 ng/ml’nin altinda oldugu, septik soklu hastalarda ise ortalama
4.4 ng/ml seviyelerinde oldugu bildirilmistir (72). Goldstein ve ark. myokard infarktiisii
ve serebral iskemisi olan hastalarla saglikli goniillilerin serum HMGB-1
konsantrasyonlarmi karsilastirdigi bir c¢aligmada; myokardiskemisi olan hastalarin
serum HMGB-1 konsantrasyonlarinin myokardiyal kontrol grubuna gore oldukca
yiiksek oldugu bildirilmistir (myokardiyal kontrol serum HMGB-1, 1.94 + 2.05 ng/ml.
Myokardial iskemi serum HMGB-1, 159 + 54.3ng/ml). Serebra liskemisi olan hastalarin
serum HMGB-1 konsantrasyonlarmin saglikli kontrollere gore oldukca yiiksek
seviyelerde oldugu bildirilmistir (serebral kontrol serum HMGB-1, 16.8 + 10.9 ng/ml.
Serebral iskemi serum HMGB-1, 218 + 18.4 ng/ml) (73). Mykart iskemisi ve serebral
iskemi gibi hiicre nekrozunu artiran klinik durumlarda pasif olarak salinan HMGB-1
protein konsantrasyonunun, sepsis gibi inflamatuar yolaklardan salinan aktif HMGB-1

protein konsantrasyonlarindan ¢ok daha yiiksek seviyelerde oldugu gézlenmistir.

Calismamizda ratlarin 0. saat serum HMGB-1 konsantrasyonlart +4 °C’de
ortalama 38.16 ng/ml, +24 °C’de ortalama 53.35 ng/ml iken 3. saatte +4 °C’de
ortalama 187.3ng/ml, +24 °C’de ortalama 134.3 ng/ml olarak &lciildii. 11k 3 saatte ki
bu hizli artis orani, 6., 9., 12., 24., 48. ve 72. saat 6l¢limlerindeki artis oranina gore

daha ytiksek saptanmistir. Bu bulgu postmortem donemde; nekroza giden hiicrelerden
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pasif HMGB-1 protein saliniminin en yiiksek seviyelerde ilk 3 saat igerisinde

gozlenebilecegini diisiindiirmektedir

Kikuchi ve ark. ratlarda yaptigi ¢alismada postmortem donemde serum
HMGB-1 konsantrasyonunu ¢alismamiz ile benzer olarak yiiksek saptamiglar ve 6liim

nedeninin, serum HMGB-1 seviyelerini etkilemeyebilecegini bildirmislerdir.

Palmiere ve ark. 16 ‘s1 sepsisle, 16’s1 travma ve kardiyak nedenli 6liimle iligkili
toplam 32 vaka ile yaptig1 caligmada; antemortem ve postmortem serum orneklerinde
HMGB-1 diizeyleri 6l¢iilmiis ve postmortem dénemde yiikseldigini rapor etmislerdir.
HMGB-1 proteini; DNA ile iliskili niikleer bir protein olup, yasayan kisilerde apopitotik,
nekrotik veya hasarlanan hiicrelerden de hiicre membraninin bozulmasina bagl olarak
kan dolagimina salinir ve antemortem déonemde de yiiksek saptanir. Bu nedenle HMGB-
1 diizeyinin belirlenmesi sepsis iliskili dliimlerin tanisinda Adli Patoloji rutininde
faydas1 beklenen diizeyde degildir (71). Bununla birlikte; sepsis, kanser, DIC,
myokardial infartiis ve serebral iskemi gibi antemortem donemde serum HMGB-1
seviyelerinde Onemli derecede artisa neden olacak bir hastalikla iliskili olmayan

oliimlerde, postmortem HMGB-1 analizi PMI tayininde faydali olabilmektedir.

Gegtigimiz yillar boyunca, apoptoz ve nekroz nedenli hiicre O6liimiinden
kaynaklanan ve periferik kanda serbest dolasan niikleik asitler, doku hasarmnin
potansiyel bir belirteci olarak ilgi odagi olmustur (64). Normal kosullarda saglikli
bireylerin kaninda az miktarda bulunmakla birlikte enfeksiyon, inflamasyon, kanser,
bag dokusu hastaliklari, iskemik inme, miyokard infarktiisii, gebelikle iliskili
bozukluklar ve hemodiyaliz gibi ¢esitli hastaliklarda yiiksek hiicre dis1 serbest DNA
degerleri raporlanmistir (65, 66). Hiicre dis1 serbest DNA yiiksekliginin morbidite ve
mortalite i¢in olumsuz bir prognostik belirteg oldugu bildirilmistir(64). Gautschi ve
ark. 185 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tanili ve 46 saglikl kisilerde yaptig
bir calismada; artmis plazma ve serum DNA konsantrasyonlar: ile tiimoriin ileri
evreleri arasinda pozitif yonde korelasyon oldugu bildirilmistir (74). Sonug olarak
artan hiicre sayist ve nekrozunun serum hiicre dist DNA konsantrasyonlarini
arttirdigim1  diistindiirmektedir.  Gebelikte; down sendromu gibi andploidi
durumlarinin, preeklempsi, eklempsi, intrauterin gelisme geriligi ve preterm eylem

gibi gebelik komplikasyonlarinin tanisinda hiicre disi serbest DNA miktarinin
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kullanildig1 bildirilmektedir (75-78). Manokhina ve ark. yaptigi bir g¢alismada;
gestasyonel yas arttikca, anne plazmasindaki hiicre dis1 serbest plasental DNA
miktarinin yiikseldigini ve dogumdan sonra hizla diiserek sifirlandigini raporlanmistir
(79). Gestasyonel yas arttikga fetiis biiyliyecek ve hiicre sayisinin artigina bagli olarak
plasentadan gegerken hasara ugrayan hiicre sayisi1 artacagi i¢cin nekroza ugrayan hiicre

sayis1 da artacaktir. Bu da hiicre dis1 serbest DNA miktarini arttiracaktir.

Adli genetik calismalarda hiicre dist DNA'nin potansiyel degeri ¢ok az
bilinmektedir. Vandewoestyne ve ark. ¢esitli adli biyolojik 6rneklerde hiicre dis1 serbest
DNA’nin varhigini arastirdigi bir calismada; kan 6rneklerinde %90.9, sigara izmaritinde
%50, tirnak temizleyiciler tizerinde %100 oraninda hiicre dist serbest DNA
saptayabildiklerini bildirmiglerdir (63). Calismamiz; hiicre dis1 serbest DNA miktarinin,

postmortem internal tayininde kullanilabilirligi konusunda yapilan ilk ¢caligmadir.

Postmortem+4 °C’de bekletilen ratlarda; postmortem 0. saatten 72. saate kadar
gecen silire uzadik¢a serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlarinin dogrusal
olarak arttig1 saptanmistir. 24 °C’de bekletilen ratlarda ise serum hiicre dis1 serbest
DNA konsantrasyonlarinin 6. saatte en yiiksek degere wulastigi (ortalama
10.800,985ng/ml) ve takiben diistiigi gozlenmistir. Her iki sicaklik kosullarinda;
HMGB-1 artisina benzer olarak serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlarinin
postmortem ilk ii¢ saatte hizla arttig1 saptanmistir. Dolayisiyla, postmortem dénemde
hiicresel 6liimiin ilk ii¢ saatte en hizli seviyelerde oldugu sdylenebilir. 24 °C’de serum
hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonlarinin 6. saatte pik yaptiktan sonra 72. saate
kadar diismesi; DNA’nin 24 °C’de hizli bir sekilde degradasyona ugradigini ve
bdylece analizlerde daha az miktarlarda DNA oldugu icin 6. saatten sonra dlgiimlerde

postmortem siire uzadikca DNA konsantrasyonunun diistiigii diistiniilmektedir.

Zapico ve ark. ratlarin kaslarinda RNA ekspresyon miktarinin postmortem
interval ile iliskisinin arastirildig1 bir ¢aligmada da c¢alismamizdaki serum DNA
konsantrasyonu ile zaman korelasyonuna benzer olarak erken postmortem donem ile

ekspresyon miktarinin pozitif yonde dogrusal giiglii bir iligkisi oldugu bildirilmistir (80).

Calismamizda +24 °C’de serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonu ile

zaman arasinda negatif yonde bir korelasyon go6zlenirken serum HMGB-1
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konsantrasyonu ile pozitif yonde bir iliski oldugu saptanmistir. Benzer durumun
+4°C’de gézlenmemesi, postmortem donemde +24 °C’de hiicre dis1 serbest DNA’nin

HMGB-1 proteininden daha ¢abuk bozuldugunu diistindiirebilir.

Postmortem donemde serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonunun, 6. ve
9. saatlerde +4 °C’de daha yiiksek iken 48. ve 72. saatlerde 24 °C’de daha yiiksek
seviyelerde gozlenmesi; postmortem donemde sicakligin arttik¢a hiicresel nekrozun
daha hizli gerceklestigini ve seruma sizan hiicre dis1 serbest DNA’nin hizla artarak

degradasyona ugradigimi diisiindiirmektedir.
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6. SONUC

Oliim zamanmin saptanmasi; adli sorusturma ve konusturma sirasinda son
derece onemli olabilir. Suglu goriinen bir kisinin sugsuzlugunu kanitlamasinda ya da
sugsuz gibi goriinen birinin sugun faili oldugunu aydinlatmada PMI tayini adli
tahkikat1 yonlendirecek tek faktor olabilir. Baz1 miras davalarinda da kisinin 6lim
zaman1 mirasin  dagilimini  tamamen degistirebilmektedir. Ornegin ayn1 aile
bireylerinin birlikte 6l olarak bulundugu bir durumda, kisilerden hangisinin daha
once Oldiigiiniin belirlenmesi, hangi yakinlariin mirastan ne kadar pay alacagin
belirleyen faktor olacaktir. Bu konu, Tiirk Medeni Kanunu’'nda ve Yargitay

ictihatlarinda ayrintili olarak ele alinmistir.

Olim zamanmm kesin olarak belirlenmesini saglayan herhangi bir tibbi
yontem bulunmamaktadir. Adli tahkikat ve olay yeri incelemeleri ile giivenilir verilere
ulagilabilir. Olay yerinin arastirilmasi, 6len kisinin giinliik aktiviteleriyle ilgili biitiin
delillerin 6rnegin; hayatta iken son goéren kisinin ifadeleri, son telefon konugmasi
kaydi, 6denen para makbuzu gibi bulgular hukuki agidan c¢ok degerlidir. Oliim
zamanini belirlemede kullanilan klasik yontemler kesin sonu¢ vermedigi gibi yanlis
yonelmelere de yol acgabilir. Bu nedenle, tibbi agidan 6liim zamanindan ziyade
postmortem interval terimini kullanmak daha dogrudur. PMI tayininde net bir siireden

ziyade bir zaman aralig1 tespit edilmektedir (12).

Giiniimilize kadar PMI tayini i¢in 6liim sonrasi goriilen birgok fiziksel ve
biyokimyasal degisikliklerden yararlanilarak ¢calismalar yapilmstir. Olii sogumasi, 6lii
lekeleri, olii katilig1 pratikte en sik kullanilan fiziksel yontemlerdir. Laboratuvar
yontemleri olarak, plazma ve kan hiicre degisiklikleri, vitréz sivi, sinoviyal sivi,
perikart s1visi, BOS gibi gesitli viicut sivilarinin igerigindeki degisiklikler, kemik iligi
incelemeleri yapilmistir. Cilirlimenin derecesi ve entomolojik bulgularda geg
donemlerde faydalanilan yontemlerdir. Ortam sicakligi, nem orani, havanin riizgarh
ya da durgun olusu, suda bulunma gibi ¢evresel faktorler ile viicut agirligi, yas,

cinsiyet, antemortem hastaliklar ve giysi durumu gibi kisisel 6zellikler PMI tayininde
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bazen ciddi problemlere neden olmaktadir. Biitiin bu yontemlerin siibjektif olmasi

nedeniyle objektif sonuglar verebilen yontem arayislar: halen devam etmektedir.

Gilinlimiizde teknolojik gelismelerin hizlanmasi ve molekiiler alanlarda yeni
yontemlerin bulunmasiyla Adli Bilimler alaninda 0&zellikle de Adli Genetik
aragtirmalarda PMI tayini konusunda birgok ¢alisma yapilmistir. Artan gevresel hasar
maruziyetinin  DNA degradasyonuna neden olabilecegi diisiiniilerek yapilan
calismalarda postmortem kan ve bobrek gibi dokularda DNA’nin yaklasik bir haftada
degrade oldugu, bununla birlikte kemik ve dis gibi saglam dokularda ise DNA nin
aylar hatta yillar boyunca bozulmadan kalabilecegi saptanmistir (53). DNA’nin
postmortem donemde uzun siire stabil kalabilecegi saptandiktan sonra DNA
degradasyon oranlarinin dl¢iilmesinde flowsitometri, tek hiicre elektroforezi, in situ
etiketleme, goriintii analizi/boyama, DNA amplifikasyonu, kompetitif PCR, real-time
PCR gibi yontemler kullanilmistir. Is1, yliksek nem, 1slaklik, fungal veya bakteriyel
kontaminasyon ve ultraviyole radyasyon 6rneklerdeki DNA miktarini ve Kalitesini

etkileyerek analizi olumsuz etkileyebilecegi raporlanmistir (53, 54).

High mobility group (HMG) proteinleri, hiicre ¢ekirdeginde bulunan
intraniiklear ve ekstraselliiler diizenleyici olarak islev goren transkripsiyon,
replikasyon ve onarim gibi ¢ok sayida faaliyeti diizenleyen proteinlerdir. HMG
proteinlerinin elektroforez &zelliklerine gore alt grubu olan HMGB-1 proteini
makrofajlar, monositler, NK hiicreleri, dentritik hiicreler, endotelyal hiicreler ve
trombositler gibi immiinolojik hiicrelerden aktif olarak salindigi gibi nekrotik ya da
zedelenmis hiicrelerden de pasif olarak salinir. Ozellikle nekrotik hiicrelerden
digerlerine gore oldukga yiiksek diizeylerde salinmaktadir (5). Bu 6zelligi bize nekroza
olan hiicrelerin erken postmortem donemde zaman ilerledikce pasif olarak seruma

salacagt HMGB-1 proteininin artacagini diistindiirmiistiir.

Ekstraselliiler veya hiicre dis1 niikleik asitler ilk olarak 1948 yilinda Mandel ve
Metais tarafindan raporlanmistir. Saglikli ve hasta bireylerin plazmalarinda DNA ve
RNA varligimi kesfetmislerdir (63).Gegtigimiz yillar boyunca, apoptoz ve nekroz
nedenli hiicre 6liimiinden kaynaklanan ve periferik kanda serbest dolasan niikleik
asitler, doku hasarinin potansiyel bir belirteci olarak ilgi odagi olmustur (64). Normal

kosullarda saglikli bireylerin kaninda az miktarda bulunmakla birlikte enfeksiyon,
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enflamasyon, kanser, bag dokusu hastaliklari, iskemik inme, miyokard infarktiisii,
gebelikle iligkili bozukluklar, ve hemodiyaliz gibi ¢esitli klinik durumlar1 olan
hastalarda ytiksek degerler raporlanmistir (65, 66). Gebeligin 7 haftasindan itibaren
bebege ait hiicre dis1 serbest fetal DNA annenin periferik kaninda tespit edilebilir ve
terme kadar bu degerler yiikselir (67). Kanser olgularinda tedavi dncesi ve sonrasi
tiimor yiikiiniin belirlenmesi, tedavinin molekiiler belirtecler ile takip edilebilmesi igin
tiimore ait hiicre dist DNA kullanimlari mevcuttur (68, 69). Adli genetik ¢alismalarda
hiicre dis1t DNA'nin potansiyel degeri ¢cok az bilinmektedir (63).Oliim sebebi, yas,
cinsiyet gibi farkli faktorlere bagimli olmaksizin her insanin canliligini yitiren doku
ve organlarda bazi ortak degisiklikler meydana gelmektedir. Oliimden sonra
hiicrelerde meydana gelen nekroz nedeniyle hiicrelerin karbonhidrat, protein ve
yaglarinda parcalanmalar meydana gelerek normal biyokimyasal ve morfolojik
yapilar1 bozulur. Cekirdek ve hiicre membranlari ile korunmus olan DNA aci8a ¢ikar.
Oliimiin gergeklesmesi ile dzellikle damar endotelinde meydana gelecek olan nekroz
periferik kandaki hiicre dis1 serbest DNA miktarmin artmasina neden olabilecegi
disiiniilebilir. Postmortem intervalin 6zellikle ilk 72 saatlik doneminde zamanla
paralel olarak hiicre nekrozunun artisi, hiicre disindaki serbest DNA miktarindaki olasi
degisikliklere neden olabilir ve hiicre dis1 serbest DNA miktarmin belirlemesi

postmortem interval tayininde 6nemli bir belirteg olabilecegi diislinilmiistiir.

Calismamizda, +4 °C’de serum HMGB-1 protein konsantrasyonu ile
postmortem gecen siire arasinda pozitif yonde giiclii bir iliski oldugu saptanmustir (r
=0.698 p<0.001). Erken postmortem donemde siire arttikca HMGB-1

konsantrasyonunun da arttig1 dolayisiyla PMI tayininde kullanilabilecegi bulunmustur.

+24 °C’de galisilan serum 6rneklerinde erken postmortem donemde artan siire
ile HMGB-1 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif yonde zayif bir iliski saptanmustir
(r=0.313 p=0.030). Ozellikle ilk 12 saate kadar serum HMGB-1 konsantrasyonlarmin
arttig1 sonra tekrar diistiigii goriilmiistiir. PMI interval tayini i¢in +24 °C’de serum

HMGB-1 konsantrasyonlarinin kullaniminin sinirlt oldugu diistiniilmiistiir.

+4 °C’de erken postmortem donemde serum hiicre dis1 serbest DNA

konsantrasyonlar1 ile artan zaman arasinda pozitif yonde giiclii bir iliski oldugu
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saptanmistir (r =0.751 p<0.001). Erken postmortem dénemde hiicre dis1 serbest DNA

konsantrasyon degisikliklerinin PMI tayininde kullanilabilece§i bulunmustur.

+24 °C’de calisilan serum 6rneklerinde erken postmortem dénemde artan siire
ile hiicre dig1 serbest DNA konsantrasyonlari arasinda negatif yonde zayif bir iliski
saptanmustir saptand1 (r = -0.213 p=0.15). Ozellikle postmortem ilk 6 saat hizla
ylukselerek sonra diistiigli saptanmustir. Postmortem erken donemde +24 °C’de serum
hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyon degisikliklerinin PMI tayininde kullaniminin
kisithi oldugu diistintilmiistiir. Bu bulgularla DNA’nin HMGB-1 proteinine gore daha

hizl1 bozuldugu sonucuna ulasilabilir.
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OZET

Postmortem Interval Tayininde Hiicre Dis1 Serbest DNA ve HMGB-1’in
Rolii

Postmortem interval (PMI) tayini, adli 6liimlerde ceza ve hukuk davalarinda
oldukca Onemlidir. Hukuk davalarinda 6liim zamaninin tespiti 6zellikle mirasin
boliistlirtilmesinde gereklidir. Gilinlimiizde pratik uygulamalarda kullanilan bir¢ok
yontem subjektiftir. Kesin sonu¢ veren bir yontem bulunmamaktadir. Molekiiler
caligmalarin adli bilimlerde kullaniminin artmasiyla 6zellikle Adli Genetik alaninda
onemli calismalar yapilmistir. Calismada, amacimiz Ozellikle hiicre nekrozuyla
serumda artis gosteren hiicre disi serbest DNA ve serum HMGB-1 protein
konsantrasyonlarinin postmortem erken donem degisikliklerinden yararlanarak PMI
tayini yapabilmektir. Calisma, agirliklar1 230- 260 gr arasinda degisen 96 adet wistar
ratlar lizerinde gergeklestirilmistir. Ratlar, anestezi ve servikal dislokasyon sonrasi
+4°C ve +24°C olmak tizere iki farkli sicaklikta beklemeye birakildi. 0., 3., 6., 9., 12,
24., 48. ve 72. saatlerde otopsi ile kan Ornekleri toplandi. 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek serum ayrildi. Serum &rneklerinden HMGB-1 ELISA Kkiti
kullanilarak HMGB-1 konsantrasyon 6l¢iimii ve SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain
niikleik asit boyama protokolii sonrasi hiicre dis1 serbest DNA miktart igin
luminometre ile optik yogunluk &l¢iildii. Calismada elde edilen sonuglar standart
orneklerden elde edilen denklemler ile konsantrasyona ¢evrildi. +4°C’de serum hiicre
dis1 serbest DNA miktarinin postmortem siire uzadikg¢a arttigr saptandi (r =0.751
p<0.001). Serum HMGB-1 konsantrasyonunun postmortem zaman arttikca yiikseldigi
bulundu (r =0.698 p<0.001). +24°C’de ise postmortem gegen siirenin, serum hiicre disi
DNA miktariyla negatif yonde iliskili oldugu (r = -0.213 p=0.15), serum HMGB-1
konsantrasyonuyla ise pozitif yonde zayif bir iliskisi oldugu saptandi (r=0.313
p=0.030). Sonug olarak; +4°C’de serum hiicre dis1 serbest DNA konsantrasyonu ve

serum HMGB-1 konsantrasyonunun PMI tayininde kullanilabilecegi bulundu.

Anahtar Sozciikler: Postmortem interval, HMGB-1, Hiicre dis1 serbest DNA,
Oliim zamani, ELISA
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ABSTRACT

Putative Role of Cell Free DNA and HMGB1 in Postmortem Interval

Postmortem interval (PMI) determination is essential in forensic deaths in
criminal and judicial cases. In judicial cases, determination of the time of death is
required especially for the allocation of heritage. The various methods have been used
in present practice subjectively. There is no way that given the certain results. With
the increasing use of molecular studies in forensic science, significant efforts were
mentioned particularly in the field of Forensic Genetics. In this study, our objective
was determining the PMI using the postmortem early concentration changes of
extracellular DNA and serum HMGB-1 protein that raising especially after the cell
necrosis. The study was conducted on 96 Wistar rats whose weights ranging between
230- 260 g. The rats were allowed to stand at 4°C and +24°C temperature after
anesthesia and cervical dislocation. Post-mortem blood samples were collected at the
hours of 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 and 72. Five minutes-centrifugation separated the serum
at 5000 rpm. HMGB-1 concentration was measured using HMGB1-ELISA kit and the
amount of extracellular free DNA measured with the luminometer optical density after
the nucleic acid staining protocol of SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain. The results
obtained in this study were converted to concentration with equations that obtained
from standard samples. The amount of extracellular free DNA increased with the
postmortem period at +4°C (r =0.751 p<0.001). The serum concentration of HMGB-
1 increased with the postmortem period (r =0.698 p<0.001). The negative correlation
was found between postmortem period and the amount of extracellular free DNA at
+24°C (r = -0.213 p=0.15), and the weak positive correlation was observed between
the serum concentration of HMGB-1 and postmortem period at the same temperature
(r=0.313 p=0.030). In conclusion, it was found that the amount of extracellular free
DNA and the concentration of serum HMGB-1 can be used for determination of PMI
at +4°C.

Key Words; Postmortem interval, HMGB-1, Cell free DNA, Time of Death,
ELISA
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