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1. GIRIS

Adli vakalarda, 6liim zamaninin bilinmesi olaylarin aydinlatilmasinda biiyiik
onem tasimaktadir. Oliim sonrasi gecen zaman dilimi postmortem interval (PMI)
olarak tanimlanmaktadir. Olim zamani, adli olaylarda hem sorusturma hem de
kovusturma asamasinda olaylarin sonuglanmasi, miras gibi yasal konularin
¢Oziimlenmesinde Onemlidir. Adli tip caligmalarinda 6lim zamani tayini igin
arastirmalar son donemlerde hizlanmis olup geleneksel yontemlerin disinda teknoloji
ve analiz metotlarmin da gelismesiyle birlikte farklt PMI yontemlerinde biyokimyasal
degisimler, protein ¢alismalari, viicut sivilarinin kullanilmasi, miRNA, RNA gibi
genetik materyallerin  kullanilmast ve kizil6tesi spektroskopisi caligmalari
arastirilmaya baslanmistir (Aitkenhead-Peterson ve ark., 2021; Emiral ve ark., 2021,
Peyron ve ark., 2021; Sabucedo ve Furton, 2003 ve Yang ve ark., 2018).

Postmortem degisiklikler, erken ve ge¢ donem olmak iizere iki ayr1 grupta
degerlendirilmektedir. Oliim nedeni farkli olsa bile, 6liim sonrasinda viicutta, algor
mortis, rigor mortis, livor mortis ve piitrefikasyon gibi postmortem degisiklikler
meydana gelmektedir. Adli Tip’ta 6liim zamani tayininde kanin donma derecesi, sakal
ve killarin 6l¢iimii, mide muhtevasi, kan sekeri 6l¢timii, kemik iligi hiicreleri, kan pH
Ol¢iimii gibi fizyolojik ve biyokimyasal degisimler geleneksel yontemler olarak
kullanilmaktadir (Arslan ve Kog, 2016; Kog ve Can, 2011). Postmortem degisimlerin
son agamalarindan olan ¢liriimenin toplam 4 dénemi bulunmaktadir. Ciirlimenin son
evrelerinde postmortem degisimlerin zaman olarak degerlendirilememesi,
mikroorganizma flora faaliyetleri nedeniyle biyokimyasal degisimlerin etkilenmesi
PMI tayininde giigliikler olusturmaktadir bu da PMI tayininde farkli ydntemlerin

kullanilmasi i¢in yeni arastirmalar gerektigini gostermektedir.

Bu yontemlerin disinda adli entomologlar bocek gelisim donemleri olan
yumurta, larva, pupa ve eriskin formlarinin gelisim siire¢lerini kullanarak 6liim sonras1
minimum gegen zamani tahmin edebilmektedirler (Lecheta ve Moura, 2019).

Geleneksel yontemler ve entomolojik veriler ¢evre sartlarindan etkilenebilmekte ve



6lim zamani tayininde yanilgiya neden olabilmektedir. Cevre sartlarinda az etkilenen
parametrelerin kullanilmas1 bu alanda 6nem kazanmis ve bu dogrultuda cevre
sartlarindan daha az etkilenen genetik materyaller, son dénemlerde PMI ¢alismalarina

dahil edilmistir.

Oliimden sonra hiicrelerde nekroz meydana gelir ve nekrozun sonucunda
hiicrelerde karbonhidrat, protein ve yag par¢alanmalari olur, hiicrelerin biyokimyasal
ve morfolojik yapilar1 bozulmaya baslar. Bu bozulmayla birlikte ¢ekirdek ve hiicre
membranlari ile korunmus olan DNA (Deoksiribo niikleik asit) agiga ¢ikar. Oliimden
sonra, hiicre dig1 serbest DNA miktarinin zamana bagli olarak kantitatif olarak
belirlemesi PMI tayininde 6nemli bir parametre olma pontansiyeli tasimaktadir. Hiicre
dis1 serbest DNA ve PMI iliskisini 24 °C’de ve 4 °C’de kalitatif olarak arastirdigimiz
calismamizda, ilk ii¢ saatte hiicre dis1 serbest DNA’nin arttigi, 72. saate kadar da
konsantrayonun diisdiigii, 24 °C’de 4 °C’ye gore serumdaki hiicre dist serbest
DNA’nin daha arttig1 goriilmiistiir (Emiral ve ark., 2021). Literatiirde hiicre dig1 serbest
DNA’nin postmortem intervalde kantitatif olarak analiz edildigi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Teknolojik analizlerin gelismesiyle birlikte PMI calismalarinda genetik
belirteclerin 6nemi de artmaktadir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde gorevleri olan,
kodlanmayan kiiciik RNA (Riboniikleik asid) bolgeleri olan mikroRNA’lar (MiRNA);
riboniikleaz tarafindan kolayca pargalanamazlar ayrica sicaklik ve pH degeri gibi
cevresel faktorlerdeki degisikliklere karst da direnglidirler (Jung ve Suh, 2014; Lv ve
ark., 2014; Tu ve ark., 2018)

Bu calismada; farkli zaman araliklarinda ratlardan alinan serum 6rneklerinde,
hiicre dig1 serbest DNA ve segilen aday miRNA’larin (let-7e, mir-1, mir-133a, mir-16,
mir-122) diizeylerinin kantitatif analizinin yapilmasi ve 6lim sonrasi gegen siire
arasindaki olas1 korelasyon ile PMI tayininin arastirilmasi amaglanmistir. Bu galisma,
kantitatif hiicre dis1 serbest DNA ve miRNA verileri ve 0liim sonrasi gecgen siire
arasindaki olas1 korelasyonun, adli tip alaninda postmortem interval tayininin

konusunda molekiiler c¢alismalarin Onemini ve uygulanabilirligini gdsterme



potansiyeli yiiksek bir caligmadir. Kalitatif olarak yapilan tek ¢alisma olan Emiral ve
ark. (2021)’nin galismasi 1s1ginda 24 °C’de ilk 48 saatte hiicre disi serbest DNA’nin
kantitatif aragtirilmasi amaclanmis olup, calismamiz Postmortem interval tayininde
hiicre dis1 serbest DNA’nin ve olas1 etkisi ile ilgili kantitatif yapilan ilk arastirma

niteligindedir.

1.1. Oliim

Oliim, hayati faaliyetlerin, canliligin sona ermesidir. Fransiz bilim insani
Emanuelle Fodere oliimii tanimlamadan once, 19. Yiizyila kadar 6liimiin yeterli
tanimlamas1 yapilamamstir (Kog ve Can, 2011). Oliim kavrami, somatik ve hiicresel
6liim olarak tanimlanabilir. Hukuken ve yasal agidan gegerli olan somatik 6liim tanisi

olmakla birlikte, hiicresel 6liimiin de 6nemi biiyiiktiir.

1.1.2. Somatik Oliim

Somatik 6liimii Fransiz bilim insan1 Emanuelle Fodere ilk kez tanimlamistir.
Fodere, somatik 6liimii; spontan dolasim, spontan solunum ve merkezi sinir sisteminin
geri dontisiimsiiz kayb1 olarak tanimlamistir (Kog ve Can, 2011). Hukuken gegerli olan
oliim kavrami somatik oliimdiir. Olim tanisinin konulmasina, 6liim tanisi kriterleri
kapsaminda biri norolog veya beyin cerrahi, biri de anesteziyoloji ve reanimasyon
veya yogun bakim uzmanindan olusan iki hekim tarafindan oy birligi ile karar verilir

(Altinsoy ve ark., 2020; SHGM, 2014).

1.1.3. Hiicresel Oliim (Selliiler Oliim)

Somatik o6liim gerceklestikten sonra belli bir siire hiicreler canliligini
stirdiirmektedir. Bu siire farkli doku ve hiicrelerde farklilik géstermekle birlikte, organ

ve doku nakilleri i¢in 6nemlidir. Hiicresel 6liim genel olarak somatik 6liimden sonra



gerceklesse de, niikleer patlamalarda somatik Oliim ile ayni zamanda

gerceklesebilmektedir (Ozderin, 2006).

1.2. Oliim Siniflamasi

Oliim tanis1 konulduktan sonra her hekimin defin ruhsati diizenleme yetkisi
bulunmaktadir. Burada 6liimiin adli nitelikte olup olmamasi, dogal m1 yoksa zorlamali
bir 6liim mii oldugu hukuki prosediir i¢in 6nemlidir. Bu nedenle 6liimii, dogal ve dogal
olmayan zorlamali 6liim olarak ayirabiliriz. Bu iki kavramin diginda tibbi ve hukuki

olarak da sikint1 olabilecek yalanci 6liim kavrami bulunmaktadir.

1.2.1. Dogal Oliim

Normal yasam siirelerini tamamlayan ya da hastalik sonucu dliimlere “dogal
o6liim” denir. Oliimde bir siiphe yoksa defin ruhsati alindiktan sonra cenazenin
gdmiilmesine izin verilir. Oliim, ani veya beklenmedik bir 6liimse adli nitelik

kazanabilir ve bu durumda adli siireg islemesi gerekecektir.

1.2.2. Zorlamah Oliim

Dogal olmayan, zorlamali 6liimlere kaza, intihar, cinayet, ani ve beklenmedik
oliimleri 6rnek olarak verebiliriz. Semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sonraki 24 saat
igerisinde Oliimiin gergeklesmesi ani Oliim; goriiniiste saglikli olan bir kisinin
birdenbire, ¢cok kisa siirede 6lmesi de beklenmedik 6limdiir (Giilmen ve Meral, 2011).
Ani ve beklenmedik 6liimlerin adli tahkikattan gegmesi gerekmektedir. Tiirkiye’de ki
Olimlerin ¢ogunlugunun adli nitelikte oldugu tahmin edilmektedir (Kog¢ ve Can,
2011). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, 2019 yilinda 11606 kisi
kaza; 3406 kisi intihar ve 810 kisi cinayet ve saldir1 sonucu dlmiistiir (TUIK, 2020).

Bu dlimler dogal olmamakla birlikte adli nitelik tasimakta ve bu vakalarda olay yeri



incelemesi, ceset muayenesi, otopsi ve postmortem incelemelerin yapilmasi
gerekmektedir (Kog ve Can, 2011).

1.2.3. Yalanci Oliim

Olim meydana gelmemesine ragmen, dolasimm ¢ok yavas, solunumun
yiizeyellestigi, reflekslerin azaldigi durumlarda kisinin 6ldiigii kabul edilebilir buna
“yalanct oOlim” denmektedir (Sener ve Kara, 2014). Yalanci  Oliimiin
gerceklesmesinde farkli etmenler olabilir. Bunlardan birkact; kisinin ¢ok kan
kaybetmesi, bazi zehirlenmeler, sok durumu, suda bogulma, hipoksik anoksi, fazla doz
merkezi sinir sistemi inhibitorleri alimi bunlara 6rnek verilebilir (Machado, 2010;
Sabanci ve ark., 2008). Hekimlerin muayeneyi iyi yapmalar1 ve bulgular1 dikkatli
degerlendirmesi gerekmektedir.

1.3. Postmortem Interval Tayini

PMI, adli olaylarin ¢dziilmesinde énemli bir parametredir. PMI tahminlerinde
olaya tanik olan kisilerin ifadeleri, kamera kayitlari, telefon ve internet kayitlari, olay
yeri inceleme bulgular1 kullanilmaktadir (Aksoy ve Turan Yurtsever, 2016; Kerman,
2019). Bu kaynaklarin disinda cesette meydana gelen postmortem degisimler PMI
tahmini i¢in 6nem arz etmektedir. Cesedin taze ya da eski olma durumu ve meydana
gelen degisikliklere gore PMI icin farkli yontemler kullanilmaktadir (Lale ve ark.,
2016).

Oliimden sonra viicutta fiziksel ve biyokimyasal degisiklikler olmaktadir.
Gilinlimiizde adli tipta postmortem interval aragtirmalarinda siklikla, postmortem
biyokimyasal, fizyolojik degisimler kullanilmaktadir. Bu degisimlere 2 ila 4 saat sonra
baslayan rigor mortis, algor mortis ve livor mortis ornek verilebilir (Clark ve ark.,
1997). Geg donem cesetlerde ise iskeletlesme goriilmekte ve PMI igin bu dénemde

daha farkli yontemler kullanilabilmektedir.



1.3.1. Olii Sogumasi (Algor Mortis)

Oliimden sonra ceset 1s1 kaybetmeye baslar. Oliimden sonraki cesedin 1s1
kaybedip, sogumasi ilk kez 19. ylizyilda bildirilmistir. Bu kayip cesedin ¢evre 1sisina
esitleninceye kadar devam eder. Is1 kayiplar1 radyasyon, konveksiyon veya
kondiiksiyon yoluyla gergekleserek, her saatte 1,5 °C kayipla, yaklagik 24 saatte
cesedin 1s1s1 ¢evre 1sisina esitlenmis olur (Alper ve ark., 1999; Kog ve Can, 2011).

Olay yerinde cesedin muayenesinde cesedin sicakligi Olgiilerek not edilir.
Olgiim igin ideal bolgelerden biri de rektal dl¢iimdiir. Normal viicut sicaklig1 ortalama
36-36,5 °C’dir. Rektal sicaklik normal viicut sicakligindan yaklasik 0,5 °C kadar daha
yiiksek olmakla birlikte ortalama 36,5-37,5 °C arasindadir (Kog¢ ve Can, 2011, s:28;
Samadder ve ark., 2018). Henssge nomogram, rektal 1s1 ve ¢evre 1sisim1 Kullanarak
PMI tahmini yapan bir yontemdir (Noor ve ark., 2018). Nomogramda rektal 1s1 ile
cevre 1s1s1 arasina bir ¢izgi ¢ekilir. Nomogrami kestigi noktanin sol alt bdlgesinde
bulunan dairenin merkezinden ilk ¢izgiyi kesen baska bir ¢izgi ¢ekilir (Sekil 1.1). Son
cekilen ¢izginin viicut agirligini gosteren yarim daireyi kestigi noktadan 6liim zamani
tespit edilir (Emiral, 2016). Bu yéntem PMI tahminlerinde siklikla kullanilsa da farkli
ortam ve kosullarda sonuclarin dogrulugu ile ilgili tartismalar vardir (Abdulazeez ve

Noordin, 2010).
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Sekil 1.1. Henssge nomogrami (HenBgea ve Madeab, 2004; Kerman, 2019)

Olii sogumasi, ¢evre sartlarindan etkilenen bir parametredir. Cesedin
bulundugu ortam, giyinik olup olmamasi, 6lim nedeni, suda ya da karada bulunusu,
viicut agirligi, hava veya suyun hareketi ve nemi, viicudun beslenme durumu ve
gelismesi algor mortisi etkilemektedir. Olii sogumasindan PMI tayini yapilmak
isteniyorsa olay yerinden ve muayeneden alinacak tiim cevresel ve fiziksel kosul
bilgileri ¢ok Onemlidir. Bunun yanisira 6liim nedeni de viicut sicakligim
etkilemektedir. Enfeksiyon, beyin kanamasi ve kalp krizine bagh o6liimlerde viicut
sicakligi daha yiiksek olabilir (Ko¢ ve Kolusayin, 2011). Viicut 1sisinin ve 0lii
sogumasmin ¢evre sartlarina bagli olarak degisim gostermesi PMI tayininde

kullanimin kisith oldugunu gostermektedir.

1.3.2. Olii Morlugu (Livor Mortis)

Olii morlugu olarak da ifade edilen livor mortis; 6liimden sonra kan

dolasiminin durmasi ve yer ¢ekimi etkisi ile kanin 6nce biiyiik damarlara, oradan da



kiiglik damarlara ve kilcal damarlarda toplanmasi, sonrasinda eritrositlerin
parcalanmasi ve oksijen alamamasindan kaynakli olarak da dokularin kirmizi mor renk

olmasi ile olusur (Sekil 1.2) (Arslan ve Kog, 2016).

Sekil 1.2. Livor Mortis (Saukko ve Knight, 2004)

Olii lekesi olusumu fiziksel bir olaydir. Oliimden sonra 3-5 saatte baslar
yaklasik 12 saatte maksimuma ulasir. Olii lekelerinin olusum zamanlari, renkleri,
dolagimdaki kanin miktarina, kanin siv1 kalis stiresine, kandaki hemoglobin miktarina,
6liim nedenine gore de degisiklik gostermektedir (Kog ve Can, 2011). Ayrica cesedin
pozisyonuna goére yer c¢ekimi etkisiyle lekeler olusacagindan, cesedin pozisyonu
hakkinda bilgi vermektedir ancak lekeler fikse olduktan sonra cesedin pozisyonu
degisse de lekelerin yeri degismeyecektir bu siire yaklasik 15. saatten sonraya denk
gelmektedir (Alper ve ark., 1999).

Olii lekeleri sadece dis muayenede degil, otopsi sirasinda i¢ muayene ile de
goriilebilir. Ozellikle akciger olmak iizere pekcok organda da olii lekeleri
goriilebilmektedir. D1s muayenede daha erken saatlerde goriilen lekeler, i¢ organlarda
yaklasik 18-24. saatlerde goriilmeye baslanir (Dimaio ve Dimaio, 2001, s:24;
Sahinoglu Giines, 2020).

Olii lekelerinin postmortem interval tayininde kullanilmasi i¢in 1976 yilinda

Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu (CIE - Commission Internationale de I'Eclairage)



renk sisteminin kullanilmasi ile ilgili bir ¢galisma yapmistir (Usumoto ve ark., 2010;
Weatherall ve Cloombs, 1992). “L*a*b* sistemi” veya “CIELAB renk uzay1” olarak
adlandirilan bu sistemde 6li lekeleri spektrofotometrik olarak incelenmistir (Sekil
1.3). L*a*b* sisteminde, L* degeri aydinlik-karanlik; a* degeri kirmizi-yesil; b*

degeri ise mavi-sar1 eksenini ifade eder (Usumoto ve ark., 2010).

L*
ﬂi Beyaz
Yesil
b*
Mavi » Sari

Kirmizi

Siyah

Sekil 1.3. L*a*b* renk sistemi (Usumoto ve ark., 2010)

L*a*b* renk sistemi ile yapilan calismada sari=+b, mavi=-b, kirmizi=+a,
yesil=—a olarak formiile edilerek, kontrol deri rengi ile 6lii lekeleri arasindaki farklilik
“A” simgesiyle “AE*ab” seklinde; renksel parlaklik olan chroma da “C*” seklinde
ifade edilmektedir (Kerman, 2019). ACC* ve ACC*/ Cc¢* parametrelerinin postmortem
interval ile zayif bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Kerman, 2019; Usumoto ve
ark., 2010). L*a*b* renk sistemi ¢alismasinda da bildirildigi gibi 6lii lekeleri ile PMI
tahmininde net bir sonu¢ alinamamakta ve Oli lekelerinin olusumu fiziksel ve
fizyolojik etkilere de bagl oldugu goéz 6niinde bulunduruldugunda PMI tahmininde

oli lekelerinin kullanilmasinda zorluk ¢ikabilmektedir.

1.3.3. Olii Katih@ (Rigor Mortis)

Oliimden yaklasik 2-6 saat sonra kiiciik kaslarla birlikte yiiz, boyun kaslari, kol
ve bacak kaslar1 kasilmaya ve katilasmaya baglar (Sekil 1.4) (Erkol, 1994; Goff, 2009).

Oliimiin hemen ardindan tiim istemli ve istemsiz kaslarin gevsedigi bu duruma “primer



kas gevsemesi” denir. Rigor mortisde, 6liimden sonra, kaslarda enerji kaynagi olan
ATP (Adenozin trifosfat), ADP (Adenozin difosfat)’ye doniisir bu da kaslarin
sertlesmesine neden olur (Goff, 2009). Rigor mortis, dis muayene sirasinda kontrol
edilmelidir. Cesetin tasindigi, hareket ettirildigi sirada 61l katilig1 bozulmus olabilir,
bu durumda yanilmamak icin mutlak kol ve bacak eklemlerinin hepsini

degerlendirmek onemlidir.

Rigor mortis, 6liimden sonraki 12 saatte tamamen maksimuma ulasir (Gorea,
2002). Rigorun tamamen ¢Oziinmesi 36 saatlik zaman araligina kadar olabilir bu da
postmortem degisiklikler i¢cinde oliimden sonra en uzun zaman araligini veren

parametre olabilecegini gosterir (Shivpoojan, 2018).

Olii katiligmin olusmasi, ¢oziilmesi ve olusma zamani i¢ ve dis faktorlerden
etkilenmektedir. Sicaklik arttik¢a kaslarin ¢6ziinme siiresi azalirken 10 °C’nin altinda
rigor olusmaz; kas kiitlesi arttik¢a katilagsma gecikir; Fetiisde rigor mortis erken baslar
ge¢ c¢ozilir; 6lmeden hemen Onceki egzersiz gibi kas aktivitesi olii katiligim
hizlandirr (Krompecher, 1981; Ozderin, 2006; Shkrum ve Ramsay, 2007). Oliim
nedeni de rigor mortisi etkilemektedir. Striknin zehirlenmeleri ve tetanozda ¢abuk
baslar, uzun siirer; donmus bir cesette de rigor olusmaz ancak normal oda sicakligina
getirildiginde rigor yeni olusmaya baslar bu da 6liim zamani tayininde yanilgiya neden

olabilir (Ozderin, 2006).

Rigor mortisin karistig1 tic durum vardir. Bunlar; 6liimiin ani ve hizli oldugu
durumlarda 6lmeden 6nce kullanilan kaslarin ani bir sekilde kasilmasi olan spazm
kadaverik (6li sikigsmasi); donma sertligi ve sicak sertligi. Bu {i¢ durum 6lii sertligi ile

karismakta ve iyi analiz edilmezse PMI de yanilgiya neden olabilmektedir.
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Sekil 1.4. Rigor Mortis (Kog ve Can, 2011)

1.3.4. Dekompozisyon

Cesedin bozulmasi anlamina gelen dekompoziyon, dokularin enzimlerle
parcalandig1 otoliz ve c¢iliriime basamaklarini kapsar. Canliyken viicutta bulunan
bakteriler, Olimden sonra da Dbir siire faaliyetlerine devam ederler.
Mikroorganizmalarin  bu faaliyeti cesedin ¢iirlimesine neden olur. Normal
sicakliklarda cesedin giirlimesi 24-48 saatte yetiskinlerde batin sag alt kadranda, yeni

doganlarda agiz, suda bulunan cesetlerde ise bas kismindan baglamaktadir.

Cesedin bulundugu ortamin 1s1s1, nemi, hava-suyun hareketleri, ortam sartlari
clirlimeyi etkiler. 10 °C den diisiik sicakliklarda ¢iirtime hiz1 azalir, 0 °C ye yakin ya

da eksi derecede ciiriime durur (Ozderin, 2006).

Acik havada bulunan cesette hava riizgarh ve kuru ise ¢iirlime yavas olur; suda
bulunan cesetlerde ise su durgunsa ciiriime hizli olur bu nedenle PMI tayininde

ozellikle sicaklik, nem gibi olay yerinden gelecek bilgiler oldukga dnemlidir (Ozderin,
2006).

11



Ciirimenin 4 evresi bulunur. Birinci evre ¢iirlimenin basladigi ve karin
patlamasiyla son bulan kiikiirtlii hidrojen, fosforlu hidrojen, metan, karbondioksit,
karbonmonoksit, amonyak gibi gazlarin olustugu evredir. Ikinci evre, karnin ¢oktiigii
ve i¢ organlarin ¢amurlastig1 evredir bu evreden sonra PMI tayini gii¢lesmektedir
(Sekil 1.5) (Kog ve Can, 2011). Ugiincii evrede karaciger ayirt edilemezken, dérdiincii

evrede rahim tamamen kayboldugundan cinsiyet belirlenmesi de zorlasmaktadir.

Ciirimeyi etkileyen sabunlagsma, maserasyon ve mumyalasma durumlari
bulunmaktadir. Eger ceset sicak ve nemli bolgede ise sabunlasma (Sekil 1.6); kuru
bolgedeyse mumyalasma, anne karninda 6len fetiislerde de maserasyon gerceklesebilir
(Sekil 1.7). Bunlar ¢iiriimeyi engelleyen durumlardir. Bu durumlarun goriilmesi PMi

tayininde de yanilgiya neden olabilir.

Ciiriimeden sonraki asama olan iskeletlesme, PMI tayini igin zorluklar
bulundurmakta bu nedenle PMI tahmini igin farkli teknikler kullanilmaktadir.
Literatiirde kemiklerdeki mikroskobik degisimler, nitrojen ve aminoasit igerigi tespiti,
kemik florasansi, sitrat analizi, imminolojik analizler kullanilarak, iskeletlesmis
vakalarda PMI tahmini i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Lale ve ark., 2016). Yapilan bir
calismada 26-90 yillik kemik &rneklerinin nitrojen igerikleri analiz edilmis ve PMI ya
bagl olarak azalma oldugu bildirilmistir (Knight, 1969; Lale ve ark., 2016). Oliim
zamani bilinen 30 kemik kesitinin floresansinin incelenmesi ile yapilan bir arastirmada
PMI ile floresan yiizeyinin alansal kapsami arasinda bir korelasyon oldugu

bildirilmistir (Sterzik ve ark., 2016).
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Sekil 1.5. Piitrefikasyon (Alper ve ark., 1999)

Sekil 1.6. Sabunlagma (Alper ve ark., 1999)
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Sekil 1.7. Maserasyon (Alper ve ark., 1999)

1.3.5. Plazma Cahsmalari ve Kan Hiicreleri Degisiklikleri

Kan plazmasindaki madde konsantrasyonlar1 ve kan proteinleri PMI tahmini
calismalarinda kullanilan parametrelerdir. Literatiirde iire, kreatinin, glukoz, demir,
potasyum, kalsiyum, enzimler, pankreas beta hiicrelerinde insiilinin
immiinohistokimyasal tespiti, miyo-albiimin fraksiyonu ve kalsiyum da PMI
arastirmalarinda kullanildigi goriilmistiir (Gallois-Montbrun ve ark., 1988; Neis ve
ark., 1999; Wehner ve ark., 1999).

Kan hiicrelerinden olan Idkositlerin hiicresel degisikliklerinin, PMI tahmininde
6-120 saatte faydali olabilecegi bildirilmistir (Dokg6z ve ark., 2001). Lokosit, eritrosit,
trombosit gibi kan hiicrelerinin PMI ile iligkisinin arastirildigi ¢alismada, 16kosit
sayilarmdaki degisimlerin PMI tahmininde kullanilabilecegi bildirilmistir (Arican ve
ark., 2000). Kadavralarla yapilan farkli bir ¢alismada ise; kandaki insiilin seviyeleri ile

PMI arasinda énemli dlgiide iliski oldugu bildirilmistir (Kumar ve Verma, 2016).

1.3.6. Protein Calismalari

Kan proteinleri, postmortem interval ¢alismalarinda kullanilan belirteglerden

biridir. cTnl (Kardiyak Troponin I) de bunlardan biridir. cTnT'ye (Kardiyak Troponin
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T) 6zgli monoklonal antikorlar kullanilarak Western blot analizi yapilan ¢aligmalarda,
genis Oliim zamani araliginda kullanilabilecek bir parametre oldugu bildirilmistir
(Kumar ve ark., 2016; Sabucedo ve Furton, 2003). Makrofajlar, monositler, NK
hiicreleri, dendritik hiicreler, endotel hiicreleri ve trombositler, nekrotik, hasarli
hiicreler, apoptotik hiicrelerden salgilanan HMGB- 1 (High Mobility Group Box -1)’in
+4 °C’de PMI tayininde kullanilabilecegi bildirilmistir (Bianchi ve Agresti, 2005;
Emiral ve ark., 2021). Yapilan baska bir ¢alismada PP2A-C'yi kisa vadeli (24 saat ila
48 saat) PMI tahmini i¢in aday olabilecegini bildirilmistir (Wang ve ark., 2020).

PMI tayininde protein ¢aligmalari onemli katkilar1 olmakla birlikte bazi
proteinler farkli memeli gruplarinda farkli sonug¢ gosterebilmektedir (Kang ve ark.,
2003; Poloz ve O’day, 2009). Bu nedenle ¢alismalarin daha stabil parametrelere
yonlenmesi gerekmektedir. Protein degredasyonu c¢evre sartlarindan, bakteri
aktivitesinden etkilendigi igin protein degredasyonunu PMI igin kullanmak ¢ok uygun

olmayacaktir (Dell’Aquila ve ark., 2021).

1.3.7. Viicut Sivilar1 Calismalari

Postmortem c¢aligmalarda kullanilan diger ornekler viicut sivilaridir.
Perikardiyal siv1, vitr6z sivi, BOS (beyin omurilik sivist) bunlarin bazilaridir. Sinovyal
s1v1, kaslarin ve eklemlerin hareketlerini saglayan bursa keselerinde depolanan sividir.
Vitréz sivinin, postmortem biyokimyasal inceleme i¢in bulunmadigi veya yetersiz
oldugu durumlarda sinovyal siv1 bir alternatif olarak kullanilabilmektedir. Sinoviyal
stv1 da vitroz sivi gibi kontaminasyon ve ciiriimeden daha az etkilenen bir ornektir.
Yapilan bir calismada sinovial sividaki potasyum ve glikoz seviyelerinin, vitroz
stvidaki kadar belirleyici oldugunu bildirmistir (Tumram ve ark., 2011). Baska bir
calismada ise sinoviyal sividaki iire, iirik asit ve kreatinin seviyelerinin PMI ile iliskili

olmadig: bildirilmistir (Srettabunjong ve ark., 2020).

Vitréz sivinin aksine perikardiyal sivi 6rneklerinin daha kolay ulasilabilir

olmasindan dolayr postmortem arastirmalarda da konu olan bir 6rnek olmustur.
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Perikardial sivi Ornekleriyle yapilan bir calismada K+, fosfatlar ve Nat+
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin PMI ile o6nemli olgiide iliskili oldugunu
gosterilmistir (Balasooriya ve ark., 1984). Antemortem ve postmortem perikardiyal
stividaki kreatinin ve {ire, nitrojenin karsilastirildigi, postmortem Orneklerde
antemortem Orneklere gore kreatinin seviyesinin ¢ok yiikksek oldugu, serum
orneklerine gore ise ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir (Takasu ve ark., 2022).
Postmortem perikardiyal sivida kreatin, nitrojenin iirik asit miktarlariin olgtildigi
baska bir calismada da 6liim nedenini ve siirecini arastirmak i¢in yararli olacagi

bildirmislerdir (Zhu ve ark. 2007).

Koroid pleksuslardan salgilanan BOS, 6liimden 6nce olusan enfeksiyon ya da
kan beyin bariyerini bozacak baska bir durum yoksa genellikle korunmaktadir. BOS
ornekleriyle postmortem siirecte yapilan arastirmalar genellikle protein diizeyleri
tizerine olmustur. Yapilan bagka bir ¢alismada BOS’daki tau ve p-tau proteinlerinin,
timpanik sicaklik ile baglantili olarak, 6limden sonra gecen zamanin potansiyel

biyobelirtegleri olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (Peyron ve ark., 2021).

1.3.8. Goz Yapis1 Degisiklikleri ve Vitroz Sivi Calismalari

Oliim sonras1 makroskobik olarak gézde olusan degisikliklerin PMI ile iligkisi
arastirilmistir. Oliimden sonraki 6 ila 12 saat arasinda kadavralarin yaklasik yiizde
27'sinde gbéz kapaklarmmin agik oldugu, 36 saatte ise tamamen kapandigi, bazi
kadavralarin g6z kapaklarinin 4 giinden sonra tekrar acildigi buna baglh olarak g6z
kapag1 agik olan bir cesedin ya 36 saatten az ya da 4 giinden fazla siiredir oli

olabilecegi bildirilmistir (Suzutain ve ark., 1978).

Gozlerin agik kalmasindan kaynakli konjonktivada kuruma gergeklesir.
Oliimiin erken déneminde olan kuruma sonucu skleradaki siyahimsi-kahverengi renk
degisikligi olan “Tache Noir” de 6liim sonrasinda gegen zaman ile iliskisi arastirilan
parametrelerdendir (Sekil 1.8). Korneanin iki tarafinda tiggen bolge olusur ve goz 2-3
saatte sarimsi; 8-10 saatte siyahimsi-kahverengi renk alir (Bardale, 2011). Cesette
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korneal bulaniklik bulunmuyorsa Oliimiin {izerinden 8 saatten az zaman gec¢mis
olabilecegi; ileri derecede bulanikligin olmasi ise 12 saatten sonra goriildigi

bildirilmistir (Kocatiirk ve ark., 2007; Suzutain ve ark., 1978).

Sekil 1.8. Tache Noir (Goff, 2009)

Vitroz Sivi ise, goziin iginin biiylik bir kismini dolduran jelatindz yapida,
saydam bir maddedir. Postmortem incelemelerde kullanilan 6rneklerden bir tanesidir.
%95’ den fazlasi sudan olusan, 280-1360 pg/mL protein bulunduran vitrdz sivi, otopsi
sirasinda lateral kantustan ve skleradan enjektor yardimiyla alinir (Lale ve ark., 2017).
Vitr6z sivi igerisinde albmiimin ve demiri tutan proteinler de bulunmaktadir (Lale ve
ark., 2017). Bu sivi, goz igerisinde korunakli bir boélgede bulunmaktadir.
Kontaminasyondan uzak olmasi ve stabil olmasi1 postmortem caligmalarda 6nemini

arttirmistir.

Potasyum, sodyum, kloriir, kalsiyum, magnezyum, fosfat, iire, kreatinin ve
laktat gibi biyokimyasal belirtegler PMI tayin c¢alismalarinda kullanilmistir
(Chandrakanth ve ark., 2013). Vitrdz sividaki potasyumun, PMI tayininde aktif rol
oynayabilcegi pek ¢ok arastirmada da bildirilmistir (Jaffe, 1962; Naumann, 1959;
Sturner, 1963). Vitr6z sodyum ve kloriir konsantrasyonu 6liimden sonra gegen siirede
azalirken; vitréz sividaki potasyum oOliimden sonra gegen siirede artig gosterdigi
bildirilmistir (Chandrakanth ve ark., 2013). PMI tayininde kullanilan birgok
parametrede oldugu gibi vitroz sivida postmortem potasyum artiginin yas ve ¢evre

sicakligindan etkilendigi bildirilmistir (Zilg ve ark., 2015).
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Magnezyum, PMIi de kullanilan diger parametrelerden biridir. Yapilan
caligmalarda magnezyumun PMI tayininde kullanilmas: ile ilgili ortak bir sonug
bulunmamakla birlikte genel gériis magnezyumun PMI ile korelasyon gdstermedigi
tizerinedir (Farmer ve ark., 1985; Gregora ve ark., 1979; Mihailovic ve ark., 2014;

Nowak ve Balabanova, 1989).

Potasyumla birlikte sodyum da PMI ¢alismalarinda 6n plana ¢ikmistir. Sodyum
konsantrasyonu 6liim sonrasinda potasyumun aksine azalma egiliminde oldugu bu
egilimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi pek c¢ok calismada bildirilmistir

(Jashnani ve ark., 2010; Madea ve ark., 1994; Tumram ve ark., 2011).

1.3.9. Mide Sindirimi ve Bosalma Hiz1

Midede gidanin varlig1 veya yoklugu otopsi i¢in 6nemli bulgulardir. Sindirimin
gerceklesip  gerceklesmedigi, mide muhtevasinin igerigi otopsi sirasinda
incelenmektedir. Midenin normal sindirimi yaklagik 2-6 saat arasindadir (Watson,

2010).

Kisinin ne yedigi, ¢igneme siiresi, sivi-alkol miktari, genel fiziksel ve
psikolojik durumu sindirimde etkili oldugu i¢in sadece mide sindirimi ve bosalma
hizim degerlendirerek PMI tayini yapmak dogru olmayacaktir (Jaffe, 1989; Jayaram
ve ark., 1997; Lipp ve ark., 1997; Phillips ve ark., 1997; Tomlin ve ark., 1993; Troncon
ve ark., 1994; Watson, 2010).

1.3.10. Mikrobiyota Calismalari

Mikrobiyota, insanlarda bulunan mikroorganizmalarin tamamina verilen addir.
Insanlarda olan tiim bakterilerin yiizey alan1 400 m?’dir (Altuntas ve Batman, 2017).
Postmortem siiregte intestinal mikroorganizmalar aktivitelerine bir siire daha devam

ederler ve ozellikle ¢iiriime evresine biiyiik rol oynarlar. Postmortem siiregte 6lim
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sonrast mikrobiyal aktivite, PMI tayini, 6liim yeri ve nedeninin tespiti ve insan
kimligini belirlenmesinde yardimci olmaktadir (Franzosa ve ark., 2015; Metcalf ve
ark., 2017 ve Metcalf, 2019).

Domuz cesetleriyle yapilan bir arastirmada deri ve agizda bulunan bakteri
florasinin 5 gilin boyunca tutarl bir degisim gosterdigi bildirilmistir (Pechal ve ark.,
2014). Ancak deri ve agizda bulunan mikroorganizmalarin intestinal
mikroorganizmalara gore c¢evresel sartlardan daha c¢ok etkilenmesinden kaynakli
intestinal mikroorganizmalarin PMI tayini icin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir

(Hu ve ark., 2021).

1.3.11. Entomolojik Cahismalar

Adli entomoloji, boceklerin artropodolar ve artropodolarin yasam dongiileri,
davraniglar1 ve ekolojileri ile ilgili bilgilerin adli olaylarda ve hukuk davalarinda
kullanildig1 bilim dalidir (Kékdener, 2016a; Kokdener ve Karapazarlioglu, 2013). Ik
olarak 13. yiizyillda adli bir vakanin aydmlatilmasinda sug¢ aletinin tespitinde

kullanilmistir.

Bocekler 6liim gerceklestikten hemen sonra gelen canlilardir bu nedenle farkl
tiirlerin farkli gelisim zamanlari1 oldugundan yapilan arastirmalar postmortem interval
lizerine yogunlagsmistir. Boceklerin gelisimleri yumurta evresi, beslenmenin ve
hareketliligin en fazla oldugu larva evresi, beslenmenin bittigi gelisimin devam ettigi
pupa evresi ve gelisimini tamamlamis ergin evre olarak 4 ana evreye ayrilmistir (Sekil
1.9). Cesette bulunan entomolojik &rneklerin morfolojik 6zellikleri ile tiir teshisi
yapildiktan sonra, bulundugu ortam kosullarinda laboratuvar ortaminda yetistirilip, bu
dort yasam sikluslart kullanilarak cesedin bulundugu andan itibaren geriye doniik

hesaplama yapilarak PMI tayininde bulunulabilmektedir (Ceylan, 2020).
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Pupa

Sekil 1.9. Boceklerin gelisim evreleri (Kaleka ve ark., 2019)

Boceklerle yapilan PMI tahmini icin pek¢ok metod vardir. Larval yas ve bocek
stiksesyon evrelerinin kullanim1 en ¢ok kullanilan metotlardandir (Kdkdener, 2016b).
Ergin bocekler cesede yumurta birakmak igin ve beslenmek icin gelmektedirler.
Oliimden sonra birkag dakika i¢inde yumurta birakan ergin bocekler bulunmaktadir.
Oliimiin {izerinden 1 aydan daha kisa bir siire gectiyse, ceset iizerinden beslenen
boceklerin yasam dongiileri kullanilarak minimum 6lim zamani tayini yapilabilir
(Amendt ve ark., 2004). Yumurtalar cesede birakildiktan sonra beslenme evresine
yani larval déneme gegmektedir bu evrede gelisim asamalarma bagl olarak 1. Instar
larval dénem, 2. Instar larval dénem ve 3. Instar larval donem olarak tamamlanir.
Cesetteki en gelismis larva, erginin cesete ilk geldigi zaman hakkinda bilgi

saglamaktadir (Amendt ve ark., 2006).

Larvanin yasimmin hesaplamasinda, larval siiksesyon asamalari, larvanin
uzunlugu ve gen ekspresyonu kullanilarak PMI tahmini yapilabilir (Kékdener, 2016a).
Larval donem tamamladiginda ise beslenme evresini bitirir ve saklanarak gelisim
evresine girer bu doneme pupa evresi denir. Pupa evresine girecek larvalar saklanma
egilimindedir bu donem bdcekleri hali altinda, kiyafet kivrimlarinda veya toprak altina
bulmak miimkiin olmaktadir. Pupa evresinde gelisimini tamamlayan bocekler ise ergin
doneme gecerler ve dongii bu sekilde tamamlanir. Boceklerin siiksesyon evresinden

tam olarak yararlanmak icin cesede gelen boceklerin tiir tayinin yapilmasi ve tiire gore
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siiksesyon hesaplanmasinin yapilmas1 PMi’de dogru zaman aralig1 verebilmek igin

Onemlidir.

Boceklerin gelisim evreleri sogukkanli canlilar oldugundan sicaklik ve nemle
iliskilidir. Cesedin bulundugu bolgenin yeri, bitkisel durumu, toprak tiirii cesedin
clirlimesine etki eder ve gelen boceklerin tiiriine de etki etmektedir (Kerman, 2019).
Sicakligin veya nemin artmasit veya azalmasi gelisim evrelerini ve siirelerini
etkileyebilmektedir bu nedenle PMI tayininde kullanilirken bu parametrelere dikkat
etmek onemlidir. Farkli bolgelerdeki gelisimsel verilerin karsilastirilmasinda “toplam
derece saat yontemi” veya “toplam giin derece yontemi “ kullanilabilmektedir

(Kokdener, 2016a).

Adli entomolojinin ana amaci postmortem interval olmakla birlikte Sliimiin
gerceklestigi yer, 6liim sekli, travma bolgesinin tespiti, ihmal ve istismar olgularinin

belirlenmesi de bu alanin konularidir.

Son donemde, entomolojik analizler ve teknolojik analizlerle birlikte genetik

materyaller de PMI ¢alismalarinda 6nemli hale gelmistir.

1.3.12. Molekiiler Calismalar

PMI tayininde geleneksel yontemlerin disinda teknolojinin gelismesiyle
birlikte molekiiler ¢alismalar 6nem kazanmustir. Calismalar niikleik asitler iizerine
yogunlagmis ve DNA-RNA degisimlerinin PMI tayininde etkinligi ile ilgili
arastirmalar yapilmigtir (Pérez-Martinez ve ark., 2017; Van Den Berge ve ark., 2016).
Cevresel sartlardan etkilenebilen geleneksel yontemlerin aksine DNA ve RNA gibi
niikleik asitler hiicre ¢ekirdeginde korundugundan dis etkenlerden daha az hasar
goriirler bu nedenle de PMI'nin daha kesin bir sekilde belirlenmesine yardimci

olabilecek parametrelerdir.
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Parafinli ve donmus dokularla yapilan ¢alismada, 3 giiniin altinda 6liim zamani1
olan kadavralarda 1000 b¢ uzunlugunda fragmanlara ayrildigi; 14 giinden fazla 6liim
zamani olan kadavralarda yani dekompoze 6rneklerde 400 bg (parafinli doku) ve 600
b¢ (donmus doku) uzunlugunda fragmanlarin amplifiye edildigi; oliim siiresi 3 giline
kadar olan kadavralarda bazi se¢ilen mRNA’larin (mesajci RNA) analiz edilebildigi
gosterilmistir (Hansen ve ark., 2014). Aymi ¢alismada, ayrismanin orta derecede
oldugu kadavralardan alinan donmus 6rneklerde, 6liimden 7 giin sonra da RNA
analizlerinin yapildig: bildirilmistir (Hansen ve ark., 2014). DNA ve PMI arasindaki
iligkinin farkli dokular arasinda arastirildigi ¢alismalarda bulunmaktadir. 21 °C ve 4
°C’ de yapilan bir ¢alismada, dliimden sonra gegen 96 saate kadar, PMI tahmini igin
beyin dokusunun dalak dokusundan daha giivenilir 6rnekler oldugu bildirilmistir
(Williams ve ark., 2015). Kan serum o6rnekleriyle 24 °C ve 4 “C’de Kalitatif olarak
yapilan ¢alismamizda ise, 4 “C’de 72. saate kadar hiicre dis1 serbest DNA miktarinin
arttigl, 24 ‘C’de ise 6. saate kadar arttig1 sonrasinda ise 72. saate kadar azalma

gosterdigi gortiilmiistiir (Emiral ve ark., 2021).

Erken donemde kullanilan geleneksel yontemlere ek olarak sinirli RNA
analizlerinin de PMI tayininde kullanilabilecegi bildirilmistir (Heinrich ve ark., 2007).
Kantitatif analizlerde secilen referans RNA’larin 6liimden sonra degrede olmamasi ve
stabilitesini korumasi 6nemlidir. Genel olarak ¢alismalarda referans gen olarak kabul

edilen GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz) ve ACTB sec¢ilmektedir.

RNA molekiilleri, mRNA ve miRNA’lan igerirler. Spesifik viicut sivilar
benzersiz mRNA ifade modelleri sunarken, viicut sivilarmin tanimlanmasinda da
miRNA'lar kullanilmaktadir (Li ve ark., 2021). Ozellikle seminal plazmada diger
viicut sivilarina gore daha fazla miRNA bulundugu bildirilmistir (Li ve ark., 2012).
Genel olarak miRNA, mRNA’nin 3’ UTR ucuna baglanarak mRNA bozulmasini ve
translasyon baskilanmasini indiikler (O’Brien ve ark., 2018). Yeni ¢alismalar ise PMI

ile miRNA iligkisi lizerinedir.
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1.4. Hiicre Dis1 Serbest DNA

Endojen kokenli hiicre disi serbest DNA, hiicre nekrozu, apoptozu sonucunda
dolasima katilan DNA’dir. Ilk kez Mandel ve Metais tarafindan 1948 yilinda, kan
plazmasinda kesfedilmistir. Plazma ve serum icerisinde elde edilebilen hiicre disi
serbest DNA’nin, ¢ift sarmalli, yaklasik 10 bg-150 kbg uzunlugunda degisen, apoptoz
ve nekrotik islemler sonucu olustugu diisiiniilen yiiksek sayida framentli bir yapisi
bulunmaktadir (Kogana ve ark., 2019; Pehlivan ve ark., 2010 ve Volik ve ark., 2016).
Tiim hiicre tiplerinden pasif bir sekilde apoptoz ve nekrozla, aktif sekilde sekresyonla
salgilanmaktadir (Gahan ve ark., 2008; Salvi ve ark., 2016). Apoptoz sonucu olusan
hiicre dis1 serbest DNA’larin fragmentleri elektroforezde merdiven (ladder) seklinde

goriiliirler.

Hiicre dis1 serbest DNA saglikli bireylerin periferik dolasimindi az da olsa
bulunmakta olup, kanserli hastalarda olduk¢a oOnemlidir. Kanserli hastalarin
plazma/serumlarindaki hiicre dist DNA tiimorle iliskili genetik degisiklikleri teshis,
prognoz ve hastalik izleme i¢in de kullanilmaktadir (Xue ve ark., 2009). 1965'te
yapilan bir arastirmada, hiicre dis1 serbest DNA'nin metastazda rol oynayabilecegini,
kanser hastalarinin plazmasinda normal insanlara gore daha yiiksek hiicre dig1 serbest

DNA bulundugunu bildirmislerdir (Bendich ve ark., 1965).

Diger bir kullanim alani ise prenatal tanilardir. Annede fetiise ait hiicre dis1
serbest DNA analizleri yapilabilmektedir. Ik kez 1999'da Lo ve meslektaslar1 (1999),
SRY geninin (cinsiyet belirleyici bolge Y gen- sex-determining region Y gene) gercek
zamanli kantitatif PZR'nu kullanarak dogum sonras1 anne kanindaki fetal hiicre dis
serbest DNA'nin yar1 dmriinii 6l¢miislerdir (Lo ve ark., 1999). Organ nakli, otoimmiin
hastaliklar, travma, miyokardial infarktiis gibi alanlarda da hiicre dig1 serbest DNA

onemli bir parametredir.

Somatik oliim gerceklesmesinden sonra gergeklesen hiicresel Olimle ve
nekrozla birlikte hiicre dis1 serbest DNA dolasima katilmaktadir. Kanda bulunan hiicre

dis1 serbest DNA, histonla kapli niikleozom halindedir bu da onlarin enzimatik
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degredasyonlardan korunmasini saglar (Grunt ve ark., 2018). Postmortem araligin ilk
72 saati iginde, hiicre nekrozundaki zamana bagl artis, hiicre dig1 serbest DNA
miktarinda olas1 degisikliklere neden olabilir bu da PMI calismalari igin énemli bir

parametre olabilecegini gostermektedir (Emiral ve ark., 2021).

Hiicre dis1 serbest DNA tespiti i¢in kullanilan PZR veya qPZR yontemleri hem
invaziv olmayan bir yontem hem de uygun maliyetli oldugu icin rutin hastalik
teshislerinde ve adli bilimler agisindan 6nemlidir (Fleischhacker ve Schmidt, 2007).
Kantitatif olarak yapilan ilk ¢alisma niteligindeki calismamizda, qPZR yoOntemi

kullanilmastir.

1.5. miRNA

miRNA’lar, ilk kez 1993 wyilinda iki farkli c¢aligmada Caenorhabditis
elegans’da ekspresyonunun diizenleyicisi olarak bildirilmistir (Hitit ve ark., 2015). Ilk
olarak Lin-4 olarak kesfedilmis miRNA’lar, memeli, sinek ve solucan genlerinin %1-
2’sini olugturdugu bilinmektedir (Hitit ve ark., 2015). miRNA terimi ise ilk kez 2001
yilinda kullanilmigtir. Mirbase veri tabanina gore su an insan genomunda 1917 onciil
ve 2654 adet olgun miRNA tanimlanmistir. 19-25 niikleotit uzunlugunda olan
miRNA’lar, hedef mRNA'lar ile etkilesime giren, translasyonu inhibe eden veya
hedef mRNA'y1 pargalayan, protein kodlamayan kiiciik RNA molekiilleridir (Bagga
ve ark., 2005; Muniategui ve ark., 2012). Memelide miRNA’larinin yaklasik %60-70’1
intronlarda yer alir, az sayida miRNA ise ekzondan islenir. miRNA Onciileri genellikle
genom lizerinde kiimeler halinde bulunan, transkripsiyonu saglanan, fakat proteine

translasyonu gerceklesmeyen molekiillerdir (Karagiin ve ark., 2014).

miRNA’larin proliferasyon ve hematopoez gibi islevleri de mevcuttur (Rana,
2007). Baz1t miRNA'lar, apoptozda gorevli p53 ailesini de kontrol etmektedir (Inui ve
ark., 2010; Ory ve Ellisen, 2011). Yapilan son arastirmalar, miRNA'larin, ¢eviri hizini
ve hatta transkripsiyonunu kontrol etmek i¢in farkli hiicre alti bélmeleri arasinda

hereket ettigini bildirmektedir (Makarova ve ark., 2016; O’Brien ve ark., 2018).
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MikroRNA'lar ¢ekirdekte Drosha proteini ve sitoplazmada Dicer proteini
tarafindan ¢ift sarmall1 sag tokas1 Onciilerinden toplam 3 adimda islenirler (Sekil 1.10).
miRNA'nin biyogenezinin ilk basamaginda, c¢ekirdek icerisinde RNAaz II (RNA
polimeraz 1) ile transkripsiyon baslar ve polyA-kuyruk dizisi igeren pri-miRNA
(primer miRNA) olusur. Pri-miRNA’larmn  "cap" ve "poli A" kuyruklar
bulunmaktadir. RNAaz III (RNA polimeraz III) enzimi olan Drosha ile DGCR8/Pasha
(DiGeorge sendromu kritik bolge gen-8) beraber Drosha-DGCR8 mikroislemci
kompleksini olustururlar ve pri-miRNA’y1 60-70 niikleotid uzunlugunda keserek pre-
miRNA (prekiirsor miRNA) olusumunu saglarlar (Karabulut ve ark., 2018; Le Quesne
ve Caldas, 2010). pre-miRNA, niikleer tasima reseptorii olan XPOS5 (Exportin-5) ile
cekirdekten sitoplazmaya tasinirak sitoplazmada RNAaz III enzimlerinden biri olan
Dicer tarafindan kesilir. Bu kesimle pre-miRNA, 18-24 niikleotid uzunlugundaki
miRNA dubleksine doniisiir (Celik Asc1 ve ark., 2013). Dubleks yapidaki bir iplik
yikilir, “klavuz iplik™ ad1 verilen diger iplige ise 5° ucuna AGO2 adi verilen argonot
protein kompleksi yiiklenir ve Dicer, RNA indiiklenmis susturma kompleksini RISC
(RNA kaynakli susturma kompleksi)’i olusturur (Celik Asc1 ve ark., 2013; Karabulut
ve ark., 2018). Bu baglanma sonucu miRNA ya hedef mMRNA'nin agik okuma gergevesi
bolgesine baglanarak mRNA’y1 yikar ya da mRNA'nin 3'ucundaki translasyona
ugramayan bolgesine (3°’UTR) baglanarak translasyonal baskilanmasini olusturur
(Karagiin ve ark., 2014). Bir miRNA’nin birden ¢ok hedef geni olabilir ayn1 zamanda
bir gen de birden ¢ok miRNA tarafindan diizenlenebilir (Sood ve ark., 2006).
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Sekil 1.10. miRNA Biyogenezi (Hitit ve ark., 2015)

miRNA’lar pek¢ok hastaliklarin tanimlanmasinda da kullanilmaktadir (Paul
ve ark., 2018). Kanser, obezite, diyabet, inflamasyon, norolojik bozukluklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar veya otoimmiin hastaliklarin bir sonucu olarak miRNA’lar
asir1 eksprese edildigi veya az regiile edildigini bildirir ¢alismalar bulundugundan
hastaliklarin tanimlanmasinda olduk¢a 6nemlidir (Celik As¢1 ve ark., 2013; Farazi ve
ark., 2013; Jordan ve ark., 2011; Nelson ve ark., 2008 ve Urbich, ve ark., 2008).
Normal doku ile karsilagtirildiginda, miRNA biyogenezinin timor hiicrelerinde

baskilandig bildirilmistir (Lin ve Gergory, 2015; Thomson ve ark., 2006).

RNA adli arastirmalarda ilk kez, 1984 yilinda o6liim sonrasi dokularda
sentezinin tanimlanmasiyla kullanilmistir (Alshehhi ve Haddrill, 2019; Oehmichen ve
Zilles, 1984). Son yillarda ise adli tip alaninda da Onemi artmis ve pek cok
arastirmalara dahil edilmistir. miRNA'lar1 ve mRNA’lar1 karsilastirildiginda, nemli
ortamlarda veya yiiksek sicaklikta miRNA'larin stabilitesi mRNA'lardan nispeten daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2021). Baska bir ¢alismada 6 ay boyunca 1si,
nem ve giines 1518ina maruz birakilan kan ve semen ornekleri, aym siiregte oda
sicakligl, disiik nem ve karanliga maruz birakilan kan ve semen oOrnekleri ile

karsilastirilmis mRNA’nin ¢alisma grubunda 30 giinden sonra tespit edilemedigi,
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miRNA’nin ise ¢aligma siiresi boyunca tiim test kosullar1 altinda tespit edilebildigi

bildirilmistir (Mayes ve ark., 2019).

miRNA’larin kii¢iik boyutlari, parafine gémiilii dokularda daha stabil olmasi1
ve proteine baglanmasi sayesinde kotli cevre sartlarinda daha az etkilendigi
bildirilmistir (Arroyo ve ark., 2011; Turchinovich ve ark., 2011 ve Vickers ve ark.,
2011). Postmortem siiregte alinan vitroz sivilarda Oliimiin glindiiz ve gece
gerceklesmis olan cesetler arasinda miRNA seviyesinin anlamli farklilik oldugunu
bildirilmistir (Odriozola ve ark., 2013). Literatiirde, miRNA'larin hamileligin 6. haftasi
kadar erken bir zamanda, plasentadan maternal ve fetal dolasima salinabilecegini
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Chang ve ark., 2017; Lorenzo-Almoros ve ark.,
2019).

miRNA ve PMI iliskisi arastirmalar1 da son dénemde 6nem kazanmistir.
Kullanilan geleneksel yontemler, erken donem PMI icin tahmini sonug vermektedir.
Tekrarlanabilirliginin kisith oldugu geleneksel yontemlerin disinda stabilitesi yiiksek
ve kararli yapilar, PMI tahmininde &nemli birer belirteg olacaktir. Oncelikle bu
calismalarda referans genlerin secilmesi ¢ok onemelidir. PMI igin kullanilacak
referans genlerin postmortem siirecte kararli ve stabil olmas1 gerekmektedir (Lv ve
ark., 2014). miRNA’nin da stabil ve kararli yapisi, PMI tahmininde kullanish
olabilecegini gostermektedir. Beyin, kalp ve iskelet kaslarinda miRNA’larin
postmortem siirecte 96 saate kadar stabil oldugu yapilan ¢aligmada bildirilmistir

(Trotter ve ark., 2002; Yasojima ve ark., 2001).

Referans genlerin analizinde kalitatif ve kantitatif pek ¢ok yoOntem
kullanilmaktadir. Northern blotlama, SAGE (gen ekspresyonunun seri analizi), Rnase
koruma testleri, nanopartikiil amplifikasyon metodu, konjuge-polimer bazli yontem,
RT-PCR (Gergek zamanli PZR) son zamanlarda da qPZR ve mikroarray analizleri
bunlardan bazilaridir. Yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. SAGE,
yiiksek kaliteli RNA gerektiren, oldukca karmagik ve zahmetli bir tekniktir. Northern
blot analizi ve RNase koruma deneyleri, bozulmamig RNA kullanimini gerektirmekle

birlikte Northern blot analizi, miRNA konsantrasyonlarinin yetersiz oldugu
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durumlarda beklenen hassasiyeti gostermemekte ayn1 zamanda 6ncii ve olgun miRNA

ayirmini yapmamaktadir (Jawad ve ark., 2020).

Bu yontemlerin disinda miRNA analizleri icin, ribozim amplifikasyon
yontemi, izotermal amplifikasyon, elektrokimyasal metotlar1 da gelistirilmistir
(Siisgiin ve ark., 2021). Oliimden sonra RNA degredasyonu PMI ile iliskisinin
arastirmalarinda qPZR (Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu) ile kantitatif olarak

analiz en iy1 yontem olarak diisiiniilmektedir (Tu ve ark., 2019).

miR-122, 18. kromozomda (18q21.31) bulunan bir miRNA’dir (Sekil 1.11).
Bu miRNA!'lar, translasyon diizeyinde hedef mRNA'lar ile etkilesime girerek gen
ekspresyonunu diizenlerler. miR122 varyantlari, karacigerde bulunan miRNA
popiilasyonunun %72'sini olusturmaktadir (Lagos-Quintana ve ark., 2002). miR-122,
yiiksek sicakliga duyarli bir miRNA c¢esididir. 35 °C’de 4 giinden sonra degrede
olabildigi bildirilmistir (Lv ve ark., 2017).

[55684889 pr (56299003 pr
HMGCN1P30 MIR3591 RPLOP31
NEDD4L ALPK2
MIR122

Sekil 1.11. miR-122"nin genomik organizasyonu (Gailius ve ark., 2014)

RNA degredasyonun postmortem intervalde kullanimasina yonelik bir
calismada, vitr6z sivida miR-122’nin referans olarak secilebilecegi belirtilmistir (Lv

ve ark., 2017).

mMiR-133, ilk kez farelerde kesfedilen bir miRNA’dur. Insan genomunda miR-
133’lin Ug¢ tirti bulunmaktadir: miR133a-1, miR-133a-2 ve miR-133b. Bu RNA’lar
sirastyla 18, 20, 6. Kromozomda bulunurlar (Li ve ark., 2018). miR-133a-1 ve miR-
133a-2 6zdes niikleotit dizilerine sahipken miR-133b, 3' ucundaki son 2 niikleotidde
(GU—A) farklilk gosterir (Sekil 1.12). Insiilin, miR-133 ekspresyonunu
etkilemektedir. Insiilin tedavisi, aktif SREBP-1c'nin (Sterol Diizenleyici Eleman
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Baglayici Protein-1) endoplazmik retikulumdan ¢ekirdege translokasyonunu tetikler,
bu da eszamanli olarak PI3K (Fosfoinositid 3-kinazlar) sinyal yolu yoluyla SREPB-1c
ekspresyonunu indiikler. Yiiksek SREPB-1c seviyesi, miR-133"in gii¢lendirici
bolgesine baglanan protein olan MEF2C'nin (Miyosite 6zgii giiglendirici faktér 2C)
ekspresyonunu baskilar. Diisiik MEF2C ekspresyonu da miR-133a'nin transkripsiyonu
azaltir, kalp ve kasta olgun formlarinin seviyelerinin azalmasina yol agar (Granjon ve
ark., 2009; Li ve ark., 2018). miR-133a, anjiyogenez, apoptoz, kardiyak fibrozis ve
hipertrofide kritik olarak yer alan kas agisindan zengin bir miRNA'dir (Zhou ve ark.,
2020). Baz1 kanser tiirlerinde de miR-133’de diizensizlikler oldugu bildirilmistir
(Wang ve ark., 2016; Yang ve ark., 2017).

Miyokardium ve karaciger dokularinda yapilan calismada, miR-133a'nin 5
veya daha fazla giine kadar PMi'dan etkilenmeyen optimum referans biyobelirteg
oldugu bildirilmistir (Lv ve ark., 2017).

miR-133a-1: UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU

miR-133a-2: UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU
mir-133b: UUGGUCCCCUUCAACCAGCUA

Sekil 1.12. miR133"{in genomik organizasyonu (Li ve ark., 2018)

miRNA ve PMI iliskisi ile ilgili arastirmalar ¢ogunlukla doku 6rnekleriyle
yapilmistir. Farkli 6rneklerde, Olim sonrast gecen zamana gore stabilite
degisebilmektedir. Yapilan bir arastirmada, 6liim sonras1 gecgen ilk 8 gilinde iskelet
kasi, kalp ve karaciger dokularinda miR-122 ve miR-133a stabiliteleri incelenmistir.
Bu ¢aligmaya gore miR-122 en fazla kas dokusunda, en az ise karaciger dokusunda
stabilite gostermis; miR-133a bu ii¢ dokuda en fazla karaciger dokusunda stabilite
gosterirken, diger dokularda hemen hemen ayni veya daha diisiik stabilite gostermistir

(Tu ve ark., 2018).
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MiR-1; hedef proteinin hiicrede ekspresyonunu diizenleyen kiigiik bir
prekiirséor mikro RNA'dir. Insanlarda iki farkli mikroRNA vardir. Bunlar 20.
kromozomda bulunan miR-1-1 (Sekil 1.13) ve 18. kromozomda bulunan miR-1-2’dir
(Sekil 1.14). miR-1gen ailesi ve bu miRNA'larin kas dokularinin gelisimi ve
fizyolojisinde 6nemli rolleri vardir (Lv ve ark., 2016). MiR-1'in plazmadaki seviyeleri,
miyokard enfarktiisii i¢in biyobelirte¢ olarak da kullanilabilecegi bildirilmistir
(D’Alessandra ve ark., 2010).

miR-1'nin 5 veya daha fazla giine kadar PMI'dan etkilenmeyen optimum
referans biyobelirtegler oldugu; hem insan hem farelerde segilen referans genlerin
(miR-133a ve miR-1) standart sapmalarinin diisiik oldugu bunun nedeninin ise PMI
araliginda ve sicaklik altinda yiiksek kararliligi oldugunu bildirmislerdir (Lv ve ark.,
2017). Postmortem siiregte farkli bolgelerden alinan kan Orneklerinde miR-1
seviyelerinin 6rnekleme bolgesine gore farklilik gostererek dis iliak damar, alt vena
kava ve koroner siniisden alinan kanlarda miR-1 seviyelerinin artan bir egilim siras1

gosterdigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2021).

miRNA'lar1 referans biyobelirtegler olarak degerlendiren bir c¢alismada,
Olimden sonra gecen 7 giin boyunca miR-1 Ct (esik degeri) degerlerinin kararlilik

gosterdigi belirtilmistir (L1 ve ark., 2014).

Chromosome 20 - NC_000020.11
[ 62533993 p [ 62573385 pr

LOC10837699S CRMA MIR133A2 RPL7P3
MIR1-1HG
HIRL-1ep

Sekil 1.13. miR-1-1'in genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2022a)

(21740792 [ 21670904
HIB1
RN7SL233P HIR133A1HG RPL34P32
HIR133A1 RNUB-1038P
HIR1-2 4

Sekil 1.14. miR-1-2'nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2022b)
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MiR-16, gen ekspresyonunu diizenleyen, ilgili kiicik kodlamayan RNA
genlerinin miRNA 06ncii bir grubudur. miR-16, 13. kromozomda bulunur (13914.2)
(Sekil 1.15) (Calin ve ark., 2002). Birgok hastalikta miR-16'nin LPS (lipopoli-sakkarit)
ile indiiklenen inflamatuar yanitlarda ve hiicre apoptozunda yer aldig1 bildirilmektedir

(Wang ve Zhang, 2021).

mMIR-16, nispi ekspresyon oranina gore diger viicut sivilarindan ayirt edilmis
ve yapilan baska bir ¢calismada ise postmortem siiregte farkli bolgelerden alinan kan
orneklerinde MiR-16 seviyesinin Ornekleme alanina gore degisiklik gostermedigi
bildirilmistir (Kim ve ark., 2021; Wang ve ark., 2012). miR-16, iskeletlesmis
cesetlerde de kullanilabilmektedir. Postmortem siirecte kemik Ornekleriyle yapilan
calismada birkag aylik siire¢ icerisinde miR-16 ekspresyon seviyesinin artan PMI ile

azaldi1g1 ve miR-16’nin PMI tahmininde kullanilabilecegi bildirilmistir (Na, 2020).

[ 99962549 [S0528643 >
MIR3613 RPL18P10
DLEU2
TRIN13 DLEUL
KCNRG
HIR16-1 4=
MIR1SA

Sekil 1.15. miR-16'nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2022c)

let-7e, 19. kromozomda (19q13.41) bulunan bir miRNA’dir (Sekil 1.16). Let-
7, ilk olarak Caenorhabditis elegans’da gelisim diizenleyici olarak kesfedilmis ve
bilinen ilk iki mikroRNA'dan biri olmustur. Let-7 insan disinda ¢ok ¢esitli tiirlerde de

tanimlanmaistir.

Postmortem siirecte farklt bolgelerden alinan kan Orneklerinde let-7e
seviyesinin ornekleme alanina gore degisiklik gostermedigi bildirilmistir (Kim ve ark.,
2021). Baska bir ¢aligmada 1 aydan kisa siireli postmortem interval zamanina sahip
olan grubun, secilen miRNA’larin ekspirasyonlarinda zamanin artmasina bagl olarak
diisme oldugu ve 1 aydan daha uzun siireli postmortem intervale sahip gruplara gore

ekspresyon seviyelerinde ciddi farklilik oldugu goriilmiistiir (Na, 2020).
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Chromosome 19 - NC_000019.10

[S1648833 p [S1723991 p
RPL7PSH SPACAG-ASL HASL
SPRCAG
MIRLET7E"
HIR12SA
HIR998

Sekil 1.16. let-7¢’nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2022d)

Bu doktora tezi ¢alismasinda, farkli zaman araliklarinda ratlardan alinan serum
orneklerinde, hiicre dis1 serbest DNA ve secilen mir-1, mir-16, mir-122, mir-133a ve
let-7e miRNA’larin diizeylerinin kantitatif analizleri yapilmis, 6liim sonrasi gegen siire

arasindaki olasi korelasyon ile postmortem interval tayininin aragtirilmasi yapilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

18/09/2019 tarih ve 2019-17-166 karar nolu izniyle yapilmistir.

2.1. Orneklem Yéntemi ve Sayisi

Calismada, Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma

Laboratuvari’nda iiretilmis ve serbest yemek ve su varlifinda 12 saatlik giindiiz/gece

siklusu ile yetistirilmis, 230-260 gr arasindaki eriskin Wistar ratlar model olarak

kullanildi. Anestezi kloral hidrat (400mg/kg) intraperitoneal (iP) yolla yapilmis olup

ardindan ratlar, servikal dislokasyon ile sakrefiye edildi. Serumda arastirilacak olan

hiicre dis1 serbest DNA ve miRNA deney sonuglarinin etkilenmemesi igin servikal

dislokasyon tercih edildi.

Calismada ratlar dncelikle 5 gruba ayrilarak postmortem bekleme siireci 24 °C

olarak ayarland1 (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Deney hayvanlarinin 24 °C sicaklikta postmortem siireye gore gruplamasi

Grup No 24 °C Postmortem Bekleme Grup Basina Hayvan Adedi
1 0. saat 6
2 6. saat 6
3 12. saat 6
4 24. saat 6
5 48. saat 6
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2.2. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Ratlara anestezi yapildiktan sonra servikal dislokasyon metoduyla sakrefiye
edildi. Sakrefiye edilen ratlar her grupta 6 rat olacak sekilde bes gruba ayrilarak 24
°C’de postmortem beklemeye birakildi.

Postmortem siiregte bekletilen ratlardan birinci gruptan 0., ikinci gruptan 6.,
liclinci gruptan 12., dordiincii gruptan 24., besinci gruptan 48. saatlerde otopsi
yapilarak intrakardiyak ve/veya biiyiikk venlerden kanlar toplandi (Sekil 2.1). Kan
alimmin ardindan, en kisa siirede, 15 dakikadan daha fazla bekletilmeden, 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve serumlari ayrildi. Ayrilan serumlar deneylerde
kullanilana kadar -80 °C’de bekletildi.
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48. saat

Sekil 2.1. 6., 12., 24. ve 48. saatler deney hayvanlar1 gruplarinin otopsi ile kan drneklerinin alinmasi

2.3. Hiicre Dis1 Serbest DNA Analizleri

Kan serum oOrnekleri 0., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde toplandiktan sonra -80
°C’de bekletildi ve ardindan hiicre dis1 serbest DNA analizlerine geg¢ildi.

2.3.1. Hiicre Dis1 Serbest DNA izolasyonu

Servikal dislokasyon metoduyla sakrefiye edilen ratlardan 0., 6., 12., 24., 48.
saatlerde alinan serum 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildi. DNA izolasyonu igin
Exgene Cell SV mini kiti (GeneAll Biotechnology, 2012, Korea) kullanild1 (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Exgene Cell SV mini kit (GeneAll Biotechnology, 2012, Korea)

DNA izolasyonu igin izlenmis olan protokol su sekildedir:

1. 1.5 mI’lik tiipe oncelikle 200 ul serum 6rnegi eklendi,

2. Ornegin iizerine 200 ul BL tamponu eklendikten sonra 25 ul proteinaz K
koyuldu,

3. 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi,

4. Eppendorfdaki tiim 6rnek kitin igerisinde bulunan filtreli tiiplere aktarildi,

5. Filtreli tlipiin tizerine 200 ul etanol eklendikten sonra 13000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi,

6. Tiipiin tist kismi filtre kismzi; alt kismu ise {ist kistmdan ayrilabilen kismudir,
santrifiij bittikten sonra filtre tiipiin altinda bulunan kisim dokdiliip ve 600
ul BW tamponu eklendi,

7. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra alt tiip tekrar dokiiliip 700
ul TW tamponu eklendi,

8. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra alt tiip dokiiliip tekrar
santrifiij eklendi,

9. Tiplerin filtreli iist kismi eppendorf tiiplerin icerisine yerlestirildi ve
tizerine 50 ul BE tamponu eklendi,

10. igerisinde DNA bulunan eppendorf tiipleri — 20 °C’ye kaldirilds.
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2.3.2. Hiicre dis1 serbest DNA’min Ger¢ek Zamanh kantitatif PZR (QPZR)
Analizi

qPZR, DNA ve mRNA o6rneklerinin ¢ogaltimini saglayan, amplifikasyonu ve
tirlinlerin miktarini tek bir tiipte tespit edebilen, hassas ve az sayida hiicreden DNA ve
mRNA seviyelerini 6l¢ebilen bir yontemdir (Gilinel ve Aydinli, 2009). Patojen tespiti,
onkolojik ¢aligmalar, genotipleme, mutasyon analizleri, ila¢ endiistrisi, metilasyon

analizlerinde yaygin sekilde kullanilmaktadir.

PZR ile PZR sonrasi gergeklestirdigimiz analizleri bir araya getiren bu yontem,
spesifik olmayan amplifikasyonlardan etkilenmez ve PZR sonrasi ikinci bir analiz
islemine gerek olmadan hiicre dig1 serbest DNA analizini sunmaktadir. Ayrica ¢ok az
sayida hiicreden, az miktarda biyolojik sivilardan bile analiz yapmak miimkiindiir
(Tzimagiorgis ve ark., 2011). Geleneksel PZR de amplifikasyon sonrasi elektroforez
yontemi kullanilmasi gerekirken, gercek zamanli qPZR’da DNA miktar1 lglimiinde
amplifikasyon sonrasi ¢ogalan molekiillerin sayisiyla orantili olarak artan floresan
sinyali gézlemlenir. Amplifikasyon ve analiz tek bir tiipte i¢erisinde gerceklestiginden

kontaminasyon riskide oldukg¢a azalir.

Gergek zamanli qPZR yonteminde, hibridizasyon, hidrolizasyon problar ya da
DNA’ya baglanan boyalar kullanilir.  Calismamizda 497 nm dalga boyunda
yiikseltgenen, 520 nm dalga boyunda indirgenenen, DNA’nin ¢ift-zincirine
baglanabilen, hassasiyeti nedeniyle de ger¢ek zamanli qPZR’da tercih edilen bir boya
olan SYBR green kullanildi (Giinel, 2007). SYBR green, primerler baglandiktan sonra
¢ift zincire baglanan boya miktari arttikga floresan 1s1ma yapan bir boyadir (Sekil 2.3).
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denaturation

primer annealing

mﬂmm
me
L HAH T TP HH W

extension

Sekil 2.3. SYBR green gPZR (Fraga ve ark., 2008)

Hiicre dis1 serbest DNA izolasyonlari yapilan 6rneklerin Ger¢ek zamanl gPZR
asamasinda GeneAll RealAmpTM SYBR gPZR Master miks kullanildi. Serumda
hiicre dig1 serbest DNA tayini igin referans genler olan GAPDH ve ACTB genleri
hedef dizi olarak secildi. Plate yiiklemesi yapilmadan 6nce 30 6rnek icin GAPDH ve
ACTB i¢in ayr1 ayr1 master miksler hazirlandi (Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3). Ekpresyon

analizi i¢in kullanilan primer bilgileri tabloda verilmistir (Cizelge 2.4)

Cizelge 2.2. ACTB Gergek zamali qPZR i¢in kullanilan mastermix bilgileri

MasterMiks Bilesenleri Hacim
SYBR boya S5ul
Ileri Primer (10 uM) 0,5 ul
Ters Primer (10 pM) 0,5 ul
DNA 2 ul
RNaz’siz Distile su 2 ul
Toplam 10 ul
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Cizelge 2.3. GAPDH Gergek zamali qPZR i¢in kullanilan mastermiks bilgileri

MasterMiks Bilesenleri 1 reaksiyon Hacim
SYBR Boya Sul
Ileri Primer (10 uM) 0,8 ul
Ters Primer (10 pM) 0,8 ul
DNA 2ul
RNaz’siz Distile su 1,4 pl
Toplam 10 pl
Cizelge 2.4. GAPDH ve ACTB primer bilgileri

Primer Ad1 Primer Dizisi

GAPDH-F AGTGCCAGCCTCGTCTCATA
GAPDH-R GGTAACCAGGCGTCCGATAC
ACTB-F CCCGCGAGTACAACCTTCTT
ACTB-R AACACAGCCTGGATGGCTAC

Mastermiksler hazirlandiktan sonra, plate diizenine gére her kuyucuga 8 ul

mastermiks ve 2 pul DNA eklenip kapatilarak gercek zamanli qPZR reaksiyonuna

gecildi. Gergek zamanli gPZR i¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 tabloda belirtilmistir

(Cizelge 2.5). Gergek zamanli qPZR reaksiyonu, QuantStudio™ 5 Gergek zamali PZR
cihazinda gergeklestirildi (Sekil 2.4).

Cizelge 2.5. Gergek zamanli qPZR Reaksiyonu Kosullar

PZR basamaklari Sicaklik (°C) Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15s

40
Baglanma 60 60 s
Erime Egrisi 95 15s 1
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Sekil 2.4. QuantStudio™ 5 Gergek zamali PZR cihazi

2.4. miRNA Analizleri

Calismada miR-122, miR-133, miR-1; miR-16, let-7e hedef miRNA olarak

secilmistir.

2.4.1. miRNA izolasyonu

Servikal dislokasyon metoduyla sakrefiye edilen ratlardan 0., 6., 12., 24., 48.
saatlerde alinan serum 6rneklerinden miRNA izolasyonu yapildi. miRNA izolasyonu
icin Hybrid-R miRNA mini test kiti (GeneAll Biotechnology, 2011, Korea) kullanildi
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Hybrid-R miRNA mini test kiti (GeneAll Biotechnology, 2011, Korea)

miRNA izolasyonu i¢in izlenmis olan protokol su sekildedir:

1. 1.5 mI’lik tiipe 6ncelikle 200 ul serum 6rnegi eklendi,

2. Ornegin iizerine 500 ul Riboex eklendi,

3. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 100 ul kloroform eklenip
tiip alt dst edildi. Riboex igerisinde fenol ve guanidin tuzu bulunmaktadir,
kloroforom eklenmesiyle fenolle tepkimeye girerek ph degisikligine neden
olmakta ve pembe renge dontistiirmektedir (Sekil 2.6).

4. Oda sicakiliginda 2 dakika tekrar inkiibe edilerek 12000 rpm’de 15 dakika
+4 °C’de santrifiij edildi,

5. Tiipiin silipernatan kismi alinarak yeni tlipe aktarildi ve {izerine 500 ul

%.350’1ik etanol eklendi.
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Sekil 2.6. Riboex ve kloroform eklenmis serum 6rnegi

1. Kit icerisinde biri biiyiik porlu kirmizi renk; digeri kiigiik porlu mavi renk
iki filtreli tiip bulunmaktadir (Sekil 2.7). Eppendorf tiip igerisindeki 6rnek
alinarak kirmiz1 filtreli tiipe aktarildiktan sonra 11000 rpm’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi,

Sekil 2.7. Kit igerisindeki iki farkli por 6zelligindeki filtreli tiipler

2. Tip igerisine 700 ul %100’liik etanol eklendi.
3. Karisim mavi filtreli tiipe aktarildi
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4. Tiipiin st kismi filtre kismy; alt kismui ise {ist kistmdan ayrilabilen kismudir.
11000 rpm’de 1 dakika santrifiij bittikten sonra filtre tiiplin altinda bulunan
kisim dokiildii ve 500 ul RBW eklendi.

5. 11000 rpm’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra tiipiin alt
kismi1 dokiiliip, 500 ul RNW eklenerek birinci yikama yapildi,

6. Tiip, 11000 rpm’de 1 dakika oda sicaklifinda santriflij edildikten sonra
tiiptin alt kismi dokiildii ve ikinci yikama igin tekrar 500 ul RNW eklendi,

7. 11000 rpm’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edilip alt1 dokiildii ve ayn1
sekilde tekrar santrifiij edildi,

8. Santrifiij bittikten sonra tiiplerin filtreli tist kismi eppendorf tiiplerin
icerisine yerlestirildi ve {izerine 40 ul RNA’s1z su eklendi,

9. Tekrar 11000 rpm’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra
icerisinde miRNA bulunan eppendorf tiipleri — 20 °C’ye kaldirild1.

2.4.2. Ozel Onceden Tasarlanmis miRNA Plaka Dizisi

Ozel 6nceden tasarlanmis miRNA plaka dizisi kullanimi, hassas ve 6zgiin
miRNA miktar tayini saglayan bir yontemdir. Her 96 kuyucuklu plak, 96 ¢ift PZR
primeri igerir (ileri: miRNA'ya 6zgii govde-dongii primer; ters: evrensel primer). gPZR
dizilerinde kullanilan her miRNA'ya 6zgii primer, tek bir ayrigma egrisi tepe noktasi
vermek ve hedeflenen miRNA icin dogru boyutta tek bir amplifikasyon olusturmak
icin deneysel olarak dogrulanmustir. Ozel Onceden Tasarlanmis miRNA Plaka Dizisi
miRNA'lar1 kantitatif olarak 6lgmek igin gercek zamanli PZR teknolojisini kullanir.
Deneysel prosediir iki ana basamak igerir. Birinci basamak, miRNA’dan cDNA
(Komplementer DNA-Complementer DNA) Sentezidir. Bu basamakta miRNA'nin
ters transkripsiyonu i¢in onceden tasarlanmis miRNA'ya 6zgii kok-dongili primerini
iceren miR-cDNA Sentez Plakasi kullanilir. Diger basamak ise, qQPZR analizidir. Bu
basamakta ise, spesifik olarak ters kopyalanmis miRNA'y1 tespit etmek i¢in miRNA'ya
Ozgii ileri primer, evrensel ters PZR primeri kullanilarak miRqGreen MasterMiks
iceren miR-qPZR MasterMiks Plakas1 kullanilir.
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2.4.2.1. miRNA’dan cDNA Sentezi

miRNA’dan cDNA sentezi i¢in A.B.T.™ miR cDNA Synthesis Kit kullanildi.
Ornekler cihaza yiiklenmeden nce 30 6rnek igin mastermiks hazirlandi. Mastermix

ve ornek miktar1 Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. MIRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullamlan MasterMix Bilgileri

MasterMiks Bilesenleri 1 reaksiyon Hacim
10X Reaksiyon tamponu 2 ul

Kok-dongii primer (miRNA spesifik) 0,5 ul

20X dNTP (DNA niikleotid bazlari) miks 1l

RNAaz Enzim 1 ul

Su 2.5 ul

DTT 2 ul

M-MLV 1l

Toplam 10 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra, plate diizenine gére her kuyucuga 4 ul
mastermiks ve 2 pl miRNA eklenip, sealing ile kapatilarak reverse transkripsiyon
reaksiyonuna gecildi. Reverse transkripsiyon reaksiyonu i¢in Applied Biosystems
Veriti™ Thermal Cycler cihazi kullanildi (Sekil 2.8). Reaksiyon kosullari tabloda
belirtilmistir (Cizelge 2.7).
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Sekil 2.8. Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cycler cihazi

Cizelge 2.7. MiIRNA-cDNA Sentezi Reaksiyonu Kosullar

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Stire 10 dk 120 dk 5dk -

2.4.2.2. cDNA Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA elde edildikten sonra Gergek zamali gPZR asamasina gegildi. Analiz
icin A.B.T.™ Custom Predesigned miRNA Plate Array kullanildi. Aday miRNA’lar
olan miR-122, miR-133a, miR-16, let-7e ve miR-1 i¢in uygun primerler segildi.
Ornekler yiiklenmeden 6nce 30 drnek i¢in mastermiks hazirlandi. Mastermix ve 6rnek

miktar1 Cizelge 2.8°de verilmistir.
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Cizelge 2.8. Gercek zamali qPZR I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMiks Bilesenleri Hacim
SYBR Boya (2X) Sul
miRNA Spesifik Ileri Primer (5 uM) 0,2 ul
miRNA Evrensel Ters Primer (5 pM) 0,2 pl
cDNA 2ul
RNaz’siz Distile su 2,6 ul
TOPLAM 10 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra, plate diizenine gore her kuyucuga 8 ul
mastermiks ve 2 ul cDNA eklenip kapatilarak QPZR reaksiyonuna gecildi. qPZR i¢in
kullanilan reaksiyon kosullari tabloda belirtilmistir (Cizelge 2.9). Gergek zamali gPZR
reaksiyonu QuantStudio™ 5 Gergek zamali PZR cihazinda gergeklestirildi.

Cizelge 2.9. Gergek zamali gPZR Reaksiyonu Kosullart

PZR basamaklari Sicaklik (°C) Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15s

40
Baglanma 60 60s
Erime egrisi 95 15s 1

2.5. Hiicre Dis1 Serbest DNA ve miRNA Relatif Kantitasyon Hesaplanmasi

Hiicre Dis1 Serbest DNA i¢in GAPDH ve ACTB referans olarak kullanildi ve
teknik tekrarli ¢aligmalarda Ct degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamaya devam
edildi; miRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu i¢in snRNA (Small nuclear RNA-kii¢iik
niikleer RNA) U6 referans olarak kullanildi ve kontrol gurubuna gére normalize edildi.
Relatif kantifikasyon hesaplamalarinda “AACt Yontemi” kullanildi. Bu yontemde
oncelikle hedef grup ve referans grup i¢in her bir 6rnegin Gergek zamanli PZR
sonucunda Ct degerleri elde edildi. Hedef grupta Ct degerinden referans RNA Ct
degeri cikarilarak hedef grup ACt degerleri elde edildi. ACt, kararli kontrol belirteci
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ve diger miRNA belirtegleri arasindaki Ct degerlerindeki farklari temsil ederken;
AACt kontrol grubu ve diger zaman noktalar1 arasindaki ACt degerlerindeki
farkliliklari temsil eder (Lv ve ark., 2014). Referans grupta Ct degerinden, referans Ct
degeri ¢ikarilarak referans grup ACt degerleri elde edildi. Daha sonra hedef grup ACt
degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri elde edilmis
oldu. AACt degerleri 2722t seklinde isleme alinarak kat degisimi (Fold Change)
hesaplanmasi yapildi. Fold Change degeri 1’in {izerinde olmasi durumunda hedef
grubun ekspresyonunun referans grubun ekspresyonuna gore relatif olarak artis
gosterdigi; Fold Change degeri 1’in altinda olmasi durumunda ise hedef grubunun
ekspresyonunun referans grubun ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi

seklinde yorumlandi.

2.6. istatistik

Veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 26 (IBM Corp.,
Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirildi. Tekrarl
testler kiiresellik varsayimi Mauchly testi ile kontrol edildi. Kiiresellik saglandigi
durumda Sphericity Assumed testi, saglanmadigi durum igin epsilon degerine
bakilarak 0,75’ten biiyiik oldugu durumlarda Huynh-Feldt testi, kiiciik oldugu
durumlarda ise Greenhouse Geisser testi sonuglari degerlendirildi. Analizimizde
tekrarl1 6l¢timler ve rat gruplari arasinda genel bir degerlendirme yapmak i¢in karisik
diizen (mixed design) varyans analizi ve ¢oklu karsilastirma testlerinden Bonferroni-
Dunn testi, zamanlar i¢in de Bonferroni-Dunn testi kullanilmistir. Etki biiytkligii
karisik diizen varyans analizi icin eta-kare (m2) degeri ile belirlenmistir. Etki
biiyiikliikleri, Cohen’in  (1988) etki  biytikligi  smiflandirmasina  gore

degerlendirilmistir. p<0,05 diizeyi istatistik olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Otopsi sirasinda alinan kanlarin hemolizli oldugu, 12. saatte alinan kan
orneklerinde serum miktarinda azalma oldugu gozlemlendi. 48. saatte yapilan

otopsilerde ise dokularda yumusama oldugu gézlemlendi.

3.1. Hiicre Dis1 Serbest DNA qPCR Analiz Bulgular

Hiicre dis1 serbest DNA igin kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda

alinan referans genlerimiz olan GAPDH ve ACTB degerleri hesaplanmustir.

ACTB ve GAPDH odlgiimleri igin istatistikler analizler yapilmis olup,
Baslangig, 6. saat ve 12. saatte alinan 0l¢lim ortalamalari 24. saat ve 48. saatte alinan

6l¢lim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha yiiksekti (Cizelge 3.1).

ACTB ve GAPDH ol¢iimlerinin 0 ile 48 saat aralifinda degisimleri
incelendiginde, ACTB ve GAPDH ortalamasi zaman i¢inde azalmaktadir (Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2).
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Cizelge 3.1. ACTB ve GAPDH Olgiimlerinin Zamanlara Gére Karsilastirmasi

istatistikler
ACTB
0. Saat 23,13+0,78
6. Saat 23,06+1,31
12. Saat 21,98+1,42
24. Saat 19,86+0,39
48. Saat 19,92+0,36

Test Istatistikleri ¥

F=14,566; p=0,001; ?=0,744

GAPDH

0. Saat 20,44+0,84
6. Saat 20,17+1,01
12. Saat 19,42+1,11
24, Saat 17,41+0,34
48. Saat 15,93+0,82

Test Istatistikleri ¥

F=30,298; p=0,001; #?=0,858

F: Tekrarli Olgiimlerde varyans analizi, #% Etki Biiyiikliigli, *Grup ici

karsilastirma, Ozet istatistikler ortalama + standart sapma deger olarak verilmistir.

Koyu olarak belirlenen boliimler istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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ACTB

25,00

24,00

23,00

22,00

21,00

20,00

0. Saat 6. Saat 12. Saat 24 Saat A48 Saat

Zaman

Sekil 3.1. ACTB Olgiimlerinin Zamansal Degisimi

GAPDH

22,00

20,00

18,00

16,00

0. Saat 6. Saat 12. Saat 24 Saat 48 Saat

Zaman

Sekil 3.2. GAPDH Olgiimlerinin Zamansal Degisimi

0 1ile 48 saat araliginda, GAPDH ve ACTB olglimleri beraber
degerlendirildiginde her ikisinin de ortalamalarinin zaman ic¢inde azalig1 gortilmiistiir

(Sekil 3.3).
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ACTB ve GAPDH 6lgtmleri

2400
——ACTB
=== GAPDH

2200

16,00

1400

0. Saat 6. Saat 12. Saat 24, Saat 48. Saat

Zaman

Sekil 3.3. ACTB ve GAPDH Olgiimlerinin Zamansal Degisimi

3.2. miRNA Analiz Bulgularn

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda alinan let-7e, mir-1, mir-
133a, mir-16, mir-122’nin referans gen olan U6 ile birlikte Ct, ACt, AACt ve fold
change (degisim katsayilari) degerleri hesaplanmistir. Her bir miRNA i¢in Ct
Olclimlerinin zamanlara gore karsilastirmasi sonucunda Ct dlgiimleri i¢in zaman ve
caligma gruplarinin etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Cizelge 3.1).
Baslangig (0. saat) alinan 6lgtimlerde mir-16 ve mir-122 diger gruplardan istatistiksel
olarak daha diisiik ortalamaya sahipti (F=25,804 p=0,001). 6. Saat, 12. Saat ve 24.
Saatlerde alinan Olciimlerde de ayni durum gegerliydi (F=14,185 p=0,001; F=6,824
p=0,001; F=12,029 p=0,001). 48. Saat alinan 6l¢iimlerde mir-16’da elde edilen Ct
Ol¢tim ortalamalar1 mir-1, let-7e, ve mir-133a’dan istatistiksel olarak daha diisiik; mir-
122 ise let-7e’den istatistiksel olarak daha dusiiktii (F=11,343 p=0,001).

let-7e, mir-133a, mir-16, mir-122°de zamansal 6l¢iimler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmazken (F=0,04 p=0,997; F=0,387 p=0,815; F=1,978
p=0,133; F=1,311 p=0,297) mir-1’de 12. saatte alinan 6l¢iim ortalamalar1 48. saatte
alinan 6l¢im ortalamalarindan istatistiksel olarak daha ytiksektir (F=4,156 p=0,012).

Tiim zamanlara bakildiginda mir-16 ve mir-122°de diger gruplara gore daha
diisiik Ct ortalamasi olgiilmiistiir (Sekil 3.4).
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Cizelge 3.2. Let-7e, mir-1, mir-133a, mir-16, mir-122 genlerinin 0., 6.,12., 24. ve 48. saatlerde Ct degerlerinin
zamanlara gore karsilastirmast

Test

Gabsma Gruplan Istatistikleri '

let-7e mir-1 mir-133a mir-16 mir-122

n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 P
hsa mir CT
0. Saat 30,04+0,92 28,29+2,09 29,80+0,82 25,90+0,36 24,02+1,11 25,804 0,001
6. Saat 29,98+1,42 28,76+1,83 30,36+1,19 25,16+1,63 25,32+1,99 14,185 0,001
12. Saat 29,93+0,87 31,32+4,90 30,02+1,65 25,25+3,10 25,14+0,55 6,824 0,001
24. Saat 29,69+1,18 30,17+1,68 30,09+3,06 23,77+1,60 25,842 31 12,029 0,001
48. Saat 29,71+x1,27 27,87+2,36 29,59+0,95 23,22+1,48 26,19+3,02 11,343 0,001
Test F=0,04; F=4,156; F=0,387; F=1,978; F=1311;
Istatistikleri ¥~ p=0,997 p=0,012 p=0,815 p=0,133 p=0,297

Grup etkisi: F=54,37; p=0,001; #°=0,897; Zaman etkisi: F=1,082; p=0,369; #°=0,041

Grup x Zaman etkisi: F=1,254; p=0,242; 4°=0,167

F: Karisik Diizen varyans analizi, 5

2

Etki Biiyiikliigii, 'Gruplar arast

karsilastirma, ¥*Grup ici karsilastirma, Ozet istatistikler ortalama + standart sapma

deger olarak verilmistir. Koyu olarak belirlenen boliimler istatistiksel olarak

anlamhidir (p<0,05).

3250

30,00

27 50

2500

2250

hsamirCT

0 Saat 6 Saat 12 Saat

Zaman

24 Saat

Sekil 3.4. miRNA’larin Ct 6lgiimlerinin zamansal degisimi

48 Saat

Grup
= Let-7e
— Wir-1
= Mir-133a
= Mir-16

Mir-122
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MiRNA analizlerimizde referans gen olarak U6 secilmis olup, gruplar arasinda
farklilik olup olmadig1 analiz edilmistir. Analizlere gore, U6 Ct dl¢timleri i¢cin zaman
ve c¢aligma gruplarinin etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi (F=0,001 p=0,999).
Baslangi¢, 6. Saat, 12. Saat ve 48. Saat sonunda alinan Slgiimlerde gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farkliik yoktu (F=0,001 p=0,999). ilgili aynmi saat
dilimlerinde alinan 6l¢iimler tiim gruplarda ayn1 U6 Ct 6l¢iim ortalamasina sahipti
(Cizelge 3.2). Referans ornekler, her dokuda ve her hiicrede i¢ ve dis etkenlerden
etkilenmeyen bagimsiz genlerdir o nedenle c¢alismamizda her saat igin referans
genimizin eksprese olmasi beklenmistir. Ayni saat dilimlerinde ayni Ct 6l¢iimleri

vermesi bu beklentimizi desteklemistir.

Tiim gruplarda 0, 6 ve 12. saatlerde alinan 6l¢iim ortalamalari 48. saatte alinan
Olciim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha yiliksek 6. saatte alinan ol¢iim
ortalamalar1 da 12. saatte alinan Olgiim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha
yiiksekti (F=3964,075 p=0,001). Bu sonuglar U6’nin dogru bir referans gen segimi
oldugunu, 0., 6. ve 12. saatlerde daha kullanilabilir oldugunu gostermistir. Tim
gruplarda 0 ile 48 saat araliginda ayn1 U6 CT ortalamasi 6l¢iildii ve tiim gruplarin U6
CT ortalamasi1 zaman i¢inde azalmaktayd1 (Sekil 3.5).

Cizelge 3.3. Calisma gruplarinda U6 Ct dl¢iimlerinin zamanlara gore karsilagtirmasi

Calisma Gruplari TeSt .
Istatistikleri '
let-7e mir-1 mir-133a mir-16 mir-122 . "
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
U6 CT
0. Saat 27,18+0,15 27,18+0,15 27,18+0,15 27,18+0,15 27,18+0,15 0,001 0,999
6. Saat 27,23+0,18 27,23+0,18 27,23+0,18 27,23+0,18 27,23+0,18 0,001 0,999
12. Saat 26,70+0,40 26,70+0,40 26,70+0,40 26,70+0,40 26,70+0,40 0,001 0,999
24. Saat 26,00+1,63 26,00+1,63 26,00+1,63 26,00+1,63 26,00+1,63 0,001 0,999
48. Saat 22,89+2,56 22,89+2,56 22,89+2,56 22,8942,56 22,89+2,56 0,001 0,999
Test F=3964,075; F=3964,075; F=3964,075; F=3964,075; F=3964,075;
Istatistikleri ¥ p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001 p=0,001

Grup etkisi: F=0,001; p=0,999; #°=0,001; Zaman etkisi: F=58,763; p=0,001; #?=0,702
Grup x Zaman etkisi: F=0,001; p=0,999; #?=0,001
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F: Karigtk Diizen varyans analizi, 7%

Etki Biiyiikliigi, 'Gruplar aras
karsilastirma, *Grup ici karsilastirma, Ozet istatistikler ortalama + standart sapma
deger olarak verilmistir. Koyu olarak belirlenen boliimler istatistiksel olarak

anlamhidir (p<0,05).

Us CT
28,00 Grup
Let-7e

— Mir-1
= Mir-133a
= Mir-16

26,00 Wir-122

24,00

22,00

20,00

0. Saat 6. Saat 12. Saat 24 Saat 43, Saat

Zaman

Sekil 3.5. Calisma gruplarinda U6 Ct 6l¢limlerinin zamansal degigimi

Her bir miRNA’nin ACt 6l¢limlerinde zaman ve g¢alisma gruplarinin etkisi
inceledi ve ACt 6l¢timleri igin zaman ve ¢alisma gruplarinin etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (F=1,023 p=0,440). Baslangi¢ (0. saat) alinan dl¢timlerde mir-16
ve mir-122 diger gruplardan istatistiksel olarak daha diisiik ortalamaya sahipti
(F=24,991 p=0,001). 6. saat, 12. saat ve 24. saatlerde alinan 6l¢iimlerde de ayn1 durum
gecerliydi (F=14,441 p=0,001; F=6,898 p=0,001; F=13,278 p=0,001). 48. saatte alinan
Olgtimlerde mir-16’da elde edilen ACt 6lglim ortalamalari diger gruplardan istatistiksel
olarak daha dusiiktii (Cizelge 3.3). mir-133a ve mir-16’da elde edilen zamansal
Olgiimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilk bulunmazken (F=2,469
p=0,075; F=2,583 p=0,065); let-7e, mir-1 ve mir-122’de baslangi¢ ve 6. Saatte alinan
Ol¢iim ortalamalar1 48. saatte alinan Olgiim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha

diistikti (F=3,422 p=0,025; F=4,264 p=0,011; F=5,687 p=0,003).
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Tiim zamanlar degerlendirildiginde, mir-16 ve mir-122°de diger gruplara gore
tiim zamanlarda daha diisiik ACt ortalamasi 6l¢iildii (Sekil 3.6).

Cizelge 3.4. Calisma gruplarinda ACt l¢limlerinin zamanlara gore karsilastirmasi

Test
Gahsma Gruplan Istatistikleri *
let-7e mir-1 mir-133a mir-16 mir-122 . 0
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
dCT
0. Saat 2,86+0,97 1,1242,03 2,62+0,94 -1,28+0,94 -3,16+1,13 24,991 0,001
6. Saat 2,75+1,50 1,54+1,81 3,13+1,24 -2,07+1,55 -1,90+1,91 14,441 0,001
12. Saat 3,23+0,96 4,61+4,93 3,32+1,68 -1,454+2,86 -1,56+0,87 6,898 0,001
24. Saat 3,70+1,19 4,17+1,97 4,10+1,88 -2,2342,19 -0,15+2,43 13,278 0,001
48. Saat 6,81+£2,59 497+2,31 6,70+2,42 0,32+3,12 3,3042,07 6,880 0,001
Test F=3,422; F=4,264; F=2,469; F=2,583; F=5,687;
Istatistikleri ¥ p=0,025 p=0,011 p=0,075 p=0,065 p=0,003

Grup etkisi: F=95,091; p=0,001; #?=0,938; Zaman etkisi: F=15,205; p=0,001; #?=0,378
Grup x Zaman etkisi: F=1,023; p=0,440; #?=0,141

dCT

Grup
= Let-Te
— Mir-1
= Mir-133a
— Mir-16

Mir-122

9,00

5,00

3,00

00

‘\ —dk
l—
-3,00
0. Saat 5. Saat 12. Saat 24 Saat 48, Saat
Zaman

Sekil 3.6. miRNA ¢alisma gruplarinda ACt 6l¢iimlerinin zamansal degisimi

Her bir miRNA’nin AACt 6lglimlerinde zaman ve c¢aligma gruplarmin etkisi
inceledi. AACt dlglimleri i¢in zaman ve c¢alisma gruplarimin etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (F=1,023 p=0,440). Baslangi¢, 6. saat ve 12. saatte alinan

Olcimlerde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir
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(F=0,001 p=0,999; F=1,317 p=0,291; F=1,679 p=0,186). 24 ve 48. saatte alinan
6l¢timlerde mir-16’dan elde edilen AACt 6lgiim ortalamalart mir-122°den istatistiksel
olarak daha distiktiir (F=4,279 p=0,009; F=2,770 p=0,049) (Cizelge 3.4).

mir-133a ve mir-16’da elde edilen zamansal Ol¢timler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmazken (F=2,469 p=0,075; F=2,583 p=0,065); Let-7e,
mir-1, mir-122’de baslangig, 6. saat ve 12. saatte alinan 6l¢iim ortalamalar1 48. saatte
aliman 6l¢lim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha diisiiktiir (F=3,422 p=0,025;
F=4,264 p=0,011; F=5,687 p=0,003).

Tiim zamanlar degerlendirildiginde, mir-16 diger gruplara gore 24 ve 48. saatte
daha diisiikk AACt ortalamasi Ol¢iilmiistiir (Sekil 3.7).

Cizelge 3.5. Calisma Gruplarinda AACt Olgiimlerinin Zamanlara Gore Karsilastirmasi

Test

Galisma Gruplari Istatistikleri '

let-7e mir-1 mir-133a mir-16 mir-122

n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 P
ddCT
0. Saat 0,00+0,97 0,00+2,03 0,00+0,94 0,00+0,94 0,00£1,13 0,001 0,999
6. Saat -0,11£1,50 0,42+1,81 0,51+1,24 -0,78+1,55 1,26+1,91 1,317 0,291
12. Saat 0,36+0,96 3,50+4,93 0,70+1,68 -0,17£2,86 1,60+0,87 1,679 0,186
24. Saat 0,83+1,19 3,05+1,97 1,47+1,88 -0,95+£2,19 3,01+2,43 4,279 0,009
48. Saat 3,9542,59 3,86+2,31 4,08+2,42 1,61£3,12 6,46+2,07 2,770 0,049
Test F=3,422; F=4,264; F=2,469; F=2,583; F=5,687;
Istatistikleri ¥~ p=0,025 p=0,011 p=0,075 p=0,065 p=0,003

Grup etkisi: F=13,924; p=0,001; #°=0,690; Zaman etkisi: F=15,205; p=0,001; #°=0,378
Grup x Zaman etkisi: F=1,023; p=0,440; #°=0,141
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Sekil 3.7. Calisma Gruplarinda AACt Olgiimlerinin Zamansal Degisimi

Her bir miRNA’nin Fold Change 6l¢iimleri i¢in zaman ve ¢aligma gruplarinin
etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi (F=0,948; p=0,518). Baslangig, 6. saat 12. saat
ve 48. saatte alinan ol¢limlerde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu
(F=0,434 p=0,783; F=1,279 p=0,305; F=2,109 p=0,110; F=1,875 p=0,146). 24 saatte
alinan oOlgiimlerde mir-16’da elde edilen Fold Change Ol¢iim ortalamalart diger

gruplardan istatistiksel olarak daha yiiksek (F=4,139 p=0,010).

Tim gruplardan elde edilen zamansal 6l¢limler arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmazken (F=1,101 p=0,381; F=1,806 p=0,164; F=0,934;
p=0,463; F=1,365; p=0,278). mir-16’da baslangig, 48. saatte alinan 6lgliim ortalamalari
24. saatte alinan 6l¢tim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha diisiiktii (F=10,390
p=0,001) (Cizelge 3.5).

Tiim zamanlar degerlendirildiginde, mir-16’da diger gruplara gore 24. saatte

daha yiiksek Fold Change ortalamasi 6l¢iilmiistii (Sekil 3.8).
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Cizelge 3.6. Calisma Gruplarinda Fold Change Olgiimlerinin Zamanlara Gére Karsilastirmasi

Test
Galisma Gruplan Istatistikleri '
let-7e mir-1 mir-133a mir-16 mir-122
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 P
Fold Change
0. Saat 1,2+0,78 1,76+1,53 1,16+0,59 1,17+0,68 1,26+0,88 0,434 0,783
6. Saat 1,49+0,94 1,41+1,93 0,94+0,74 2,7342,96 0,72+0,64 1,279 0,305
12. Saat 0,95+0,71 1,15£2,08 0,87+0,53 3,24+3,52 0,37+0,18 2,109 0,110
24. Saat 0,72+0,48 0,28+0,44 0,68+0,83 4,07+4,00 0,52+1,05 4,139 0,010
48. Saat 0,24+0,41 0,25+0,50 0,19+0,29 1,13+1,59 0,03+0,05 1,875 0,146
Test F=1,101; F=1,806; F=0,934; F=10,390; F=1,365;
Istatistikleri ¥~ p=0,381 p=0,164 p=0,463 p=0,001 p=0,278
Grup etkisi: F=33,491; p=0,001; #°=0,843; Zaman etkisi: F=2,100; p=0,086; 5?=0,077
Grup x Zaman etkisi: F=0,948; p=0,518; #°=0,132
Fold Change
6,00 Grup
— Let-Te
e -1
= Mir-133a
= Mir-16
Mir-122

4,00

2,00

00

Sekil 3.8. Calisma Gruplarinda Fold Change Olgiimlerinin Zamansal Degisimi
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4. TARTISMA

Klinik arastirmalarda miRNA ve hiicre dis1 serbest DNA analizleri yaygindir
ancak adli alanda kullanimi heniiz yayginlasmamis olup arastirmalar devam
etmektedir. miRNA’lar, mRNA’lardan daha kararli yapida olmasi PMI tayinin
calismalarinda 6ne ¢ikmistir. Genel olarak, RNA'nin DNA ve proteinden bozulmaya
daha duyarli oldugu diistiniilmekteyse de, uzun siireli 6liim sonras1 RNA stabilitesi
bircok adli tip laboratuvari tarafindan onaylanmistir. Bu nedenle RNA kullanimi uzun
donem PMi’de de daha etkin olacaktir. miRNA’larla ilgili arastirmalar genel olarak

biyolojik sivilarin kimliklendirilmesi tizerinedir (Glynn, 2020).

Adli tibbin en 6nemli sorularindan biri olan 6liimden sonra gegcen zaman tayini
icin kullanilan geleneksel yontemlerdeki parametrelerin ileri donemde tekrar
kullanilmast ve analizlerin yenilenmesi miimkiin degildir. Geleneksel yontemlerde
kullanilan parametreler 6liimden sonra ilk 24 saatte olan degisimlerdir ve daha uzun
siirelerde kullanilmasi giictiir o nedenle molekiiler parametrelerin kullanilmasi bu
sinirlamayr kaldiracaktir. PMi’de heniiz molekiiler ¢alismalar az bulunmaktadur.
Farkl1 6rneklerde ve zamanlarda stabilitesini koruyabilen miRNA’lar 6liimden sonra

gecen zamanin tayin edilmesi agisindan umut vaad etmektedir.

1985°de Allec Jeffrey’in DNA parmakizini kesfi ile DNA profilleme,
kimliklendirme i¢in kullanilmaktadir. DNA tek yumurta ikizleri hari¢ herkesde farkli
profil verdiginden kimliklendirme i¢in uygundur. DNA aynmi kisinin farkl
orneklerinde de ayni profili vermektedir. RNA ise farkli dokularda farkli seviyede
ekspre edildiginden farkli dokularin karsilastirilmasi ¢alismalarinda daha uygun bir
referans olacaktir. Secilen dokularin dnemiyle beraber miRNA’larin kullaniminda
sicaklik da 6nemli bir parametredir. Calismamizda kan Ornekleri ile galisilmis ve 24
°C sicaklik olarak sec¢ilmistir. Bu sicaklikta farkli siirelerde olast miRNA miktar
degisikligin PMI tayininde aragtirilmasi planlanmustir. Karacigerde yiiksek
sicakliklarda miR-122’nin degrede oldugu; karacigerin miyokardiuma gore daha hizli

bozunmaya ugradigi da bildirilmistir (Lv ve ark., 2017). Bu nedenle kan 6rneklerinin
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ve diger dokularin da farkli sicakliklarda kantitatif ¢aligmalarin yapilmasi onemli

olacaktir.

2013 ve 2020 yillar1 arasinda miRNA ve PMI tayini iizerine yapilan tiim
yayinlar1 derleyen bir ¢alismada, sicanlar/fareden alinan serum ornekleriyle higbir
calisma yapilmadigi; hayvanlar ilizerinde yapilan arastirmalarin da az oldugu
belirtilmistir (Montanari ve ark., 2021). Ayni ¢calismada 18 cesetten alinmis insan kan
ornekleriyle calisma yapildigi ancak sonuglarin desteklenmesi i¢in daha fazla
orneklem sayisiyla ¢alisilmasi gerektigi vurgulanmustir (Corradini ve ark., 2015). Biz
calismamizda rat deney hayvani modeli kullanarak ve bu sayiyr genisleterek 30
orneklemle deneyi tamamladik. Gergek adli vakalar iizerine yapilan g¢alismalarda
cevresel ve diger dis degiskenleri kontrol etmek zor oldugundan standart biyobelirteg
bulmak i¢in yapilan c¢aligmalarin ilk olarak hayvanlarda denenmesi daha dogru
sonuglar saglayacaktir. Bu da rat serum Ornekleriyle yapilan ¢alismamizin énemini
gostermektedir. Orneklem olarak once ratlarla yapilan bir ¢calismada dogrulama igin
insanlarla da calisilmis ve 5,6 saatlik hesaplama hatasi oldugu gosterilmistir (Lv ve
ark., 2017). Bu nedenle yapilan hayvan calismalarinin sonrasinda insanlarla

dogrulanmasi da ayr1 bir nem arz etmektedir (Montanari ve ark., 2021).

Referans se¢imi de ayrica 6nemlidir. Genel olarak referans olarak kullanilan
GAPDH, ACTB, U6’nin beyin, karaciger, dalak, kalp ve iskelette zaman gectikge
bozunmaya ugradigi goriilmistiir, Calismamizda miRNA analizlerinde referans olarak
secilen U6’ nin tiim gruplarda O ile 48 saat araliginda ayn1 U6 CT ortalamasinin oldugu
ve tiim gruplarin ortalamasin zaman i¢inde azaldig1 goriilmiistiir. Tiim gruplarda ayni
ortalamaya sahip olmasi kan 6rnekleri ile yapilan ¢alismalarda uygun bir referans

oldugunu gostermistir (Lv ve ark., 2014; Nagy ve ark., 2015 ve Tu ve ark., 2018).

Calismamizda let-7e, mir-1, mir-133a, mir-16, mir-122 g¢alisilmis olup artan
PMI ile ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir ancak kan
serum Ornekleriyle yapilan nadir bir ¢calisma oldugundan bu alanda 6nemli bir adim
olmustur. let-7e, mir-1 ve mir-16 ile PMI tayini ile ilgili literatiirde kan serum

ornekleriyle yapilan tek calisma bulunmaktadir. Bu calismada farkli bolgelerden
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alman kan onekleriyle PMI iliskisi arastirilmistir, mir-16 ve let-7e’nin farkl
bolgelerden alinan kan 6rneklerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamis; mir-
1 de ise ayr1 bdlgelerde farklilik gostermis ancak bunun PMI ile iliskisi bulunmadig
bildirilmistir (Kim ve ark., 2021). Bu ¢alisma, kanda let-7e, mir-1 ve mir-16 ile PMI
arasindaki korelasyonun arastirildigi nadir ¢alismalardandir. Calismamizda otopsi
sirasinda alinan kan 6rneklerinin let-7e, mir-1 ve mir-16 ¢alismalari igin kullanilabilir
potansiyelde oldugu goriilmistiir. Kemik 6rnekleriyle yapilan bir ¢alismada ise artan
PMI let-7e ve mir-16 ile negatif korelasyon gdstermistir (Na, 2020). Calismamizda
tim zamanlar degerlendirildigine, mir-16’nin 24 ve 48. saatlerde istatistiksel olarak
daha diisiikk AACt ortalamasi oldugu; let-7e’nin de baslangi¢ ve 6. Saatte alinan 6l¢iim
ortalamalar 48. saatte alinan 6l¢iim ortalamalarindan istatistiksel olarak daha diisiik

AACt ortalamasi oldugu goriilmuistiir.

mir-122°nin karaciger dokularinda yiiksek sicakliklarda degrede oldugu
bildirilmistir (Lv ve ark., 2017). Kan serum ornekleriyle yapilan ¢alismamizda, 24

°C’lik sicaklikta hig bir grupta degrede olmadig1 goriilmiistiir.

mir-1, farkli bolgelerden alinan kan 6rneklerinde farkli nicel seviyeler oldugu
bildirilmis ancak artan PMI ile istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
bulunmamistir (Kim ve ark., 2021). Calismamizda artan PMI ile mir-1 eskpresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli fark olmamakla birlikte, 0. ve 6. saatlerde, 48.
saate gore istatistiksel olarak daha diisiik ACt ortalamasi oldugu gériilmiistiir. Ileride
yapilacak caligmalarda kas dokusuna daha spesifik olan mir-1’in; karaciger dokusuna
daha spesifik mir-122’nin, kalp dokusuna daha spesifik mir-1’in farkli bdlgelerden
alinan kan 6rnekleri ile spesifik oldugu dokulardaki ekspresyonunun karsilastiriimasi

sonuclarin yorumlanmasi i¢in daha dogru olacaktir (Kim ve ark., 2021).

MiRNA’larin ¢ogunlugu mRNA’larin 3' UTR bolgelerine baglanarak is
gortrler. Yapilan arastirmaya gore mRNA'nin 3'-ucuna yakin bulunanlarin bozunma
hizi, 5'-ucuna yakin bulunanlara gére daha yavastir (Bauer ve ark., 2003). Bu nedenle
hedef miRNA secimlerinde 3'-ucuna yakin bulunanlari se¢gmek daha uygun olacaktir
(Heng ve ark., 2013).
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1948 yilinda Mandel and Metais tarafindan kesfedilen hiicre dig1 serbest DNA,
gebelik, organ nakli ve kanser gibi fizyolojik veya patolojik durumlarda, dokulardan
periferik dolagima salinabilmektedir (Yan ve ark., 2021). Tikdrik, idrar, beyin
omurilik s1visi, bronkoalveolar lavaj sivisi, amniyotik sivi ve diger viicut sivilarindan
da elde edilmesi agisindan ayrica analizleri de invaziv olmasi ve az maliyetli olmasi

acisindan avantajli bir PMI parametredir.

Hiicre dis1 serbest DNA’nin metilasyonu 1999 yilinda kesfedilmistir ve son
yillarda yapilan ¢aligmalarda metillenmis hiicre dis1 serbest DNA’nin 24 saatten daha
uzun siirede, metile olmayan hiicre dis1 serbest DNA’nin 6 saatte ortadan kayboldugu,
timor bulunanlarda hem metillenmis hem de metillenmemis hiicre dis1 serbest
DNA’nin 24 saatten daha uzun siirede tespit edilebildigi gosterilmistir (Bartak ve ark.,
2018). Zamana bagli tespit degisimlerinden yararlanarak metillenmis ve
metillenmemis hiicre dis1 serbest DNA’min PMI tayini ¢alismalarinda ayrica

degerlendirilmesi ¢aligmalar1 arttiracaktir.

Hiicre dis1 serbest DNA kaynaklarindan biri olan nekrozis, ekstrem cevre
sartlariyla da rediikte olabilmektedir (De Miranda ve ark., 2021). Oliim zaman
tayininde kullanilan geleneksel yontemler gevre sartlarindan etkilenmekte ve PMI de
hatali hesaplamalara neden olabilmekteyken, nekrozisin ekstrem sartlarda hiicre dis1
serbest DNA’nin olusumunu rediikte etmesi ile hiicre dis1 serbest DNA’nin PMi’de

daha giivenilir bir parametre oldugunu sdyleyebiliriz.

Hiicre dig1 serbest DNA’nin 6liim sonras1 gegen zamanla ilgili kantitatif olarak
calisma bulunmamaktadir. Kalitatif analiz olarak grubumuz tarafindan yapilan tek
calismada, hiicresel 6liimiin ilk saatlerde hizli olmasindan kaynakli, hiicre dis1 serbest
DNA’nin ilk 3-9 saatte hizla arttig1 bildirilmis ve 24 °C’de hiicre dis1 serbest DNA nin
6. saatte en yiiksek seviyede oldugu, 72. saate kadar da konsantrayonun diisdigi
bildirilmistir (Emiral ve ark., 2021). Ayni ¢alismada hem 24 °C’de hem de 4 °C’de
analizler ayr1 ayr1 yapilmis ve postmortem donemde sicaklik arttikga nekrozun daha
hizl1 oldugunu ve serumdaki hiicre dis1 serbest DNA’nin arttigini bildirmislerdir. Bu

calismadan yola ¢ikarak ¢alismamizda 24 °C’de 48. saate kadar gézlem yapilmis ve
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Emiral ve ark. (2021)’nin ¢alismasina ek olarak ¢alismamizda referans olarak segilen
ACTB ve GAPDH o6l¢lim ortalamalarinin zaman iginde azaldigi, 0., 6. saat ve 12.
saatte alinan Olgiim ortalamalarinin 24. saat ve 48. saatte alinan Olgiim
ortalamalarindan istatistiksel olarak daha yliksek oldugu goriilmektedir. Bu sonug
ozellikle kantitatif olarak ilk 12 saatte hiicre nekrozunun daha hizli oldugu, zamanla
istatistiksel olarak azaldigin1 gostermistir. Erken donem belirtilerinin ¢evresel
sartlardan etkilendigi g6z 6niinde bulunduruldugunda ilk 48 saatlik siirecte hiicre dis1
serbest DNA tayinin kantitatif analizinin kullanilmas: 6nem arz etmektedir. Kalitatif
olarak yapilan caligmanin kantitatif olarak da tekrarlanmasi hiicre dis1 serbest
DNA’nin PMI tayininde kullanilmasma iliskin ¢alismalarm 6niinii agmistir. Hem
miRNA hem de hiicre dis1 serbest DNA’nin PMI ile iliskisinin incelendigi bu
caligmada molekiiler analizlerde kullanilan qPZR kullanilmistir. Bu yontemin hassas
ve glivenilir bir yontem olmasi da kalitatif olarak yapilan ¢alismanin desteklenmesini

saglamaktadir.

Postmortem siirecte molekiiler analizler i¢in alinabilecek en iyi 6rnek kandir.
Otopsiden rutin olarak alinan Orneklerden biri de kan Ornekleridir o nedenle
postmortem interval tayini analizlerinde kan Ornegine dayali giivenilir analizlerin
olmast Onemlidir (Dokgéz ve ark., 2001). Calismalarin kan Ornegi iizerinde
yogunlasmasi ve daha fazla biyobelite¢in degerlendirilmesi yapilan ¢aligmalari

destekleyecektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Molekiiler caligmalar gilinlimiizde her alanda artmaya baslamistir. Bu
alanlardan biri de adli tiptir. Adli tipta sorusturma ve kovusturma asamasinda oldukca
onemli olan pekgok konuda ¢aligmalar artik molekiiler analizlere yonelmistir. Adli tip
alaninda 6nemli olan konulardan biri de 6liimden sonra gecen zamanin bilinmesidir.
Olimden sonra gegcen zamanin tam ve kesin olarak belirlenmesi geleneksel
yontemlerle yapilamamaktadir. Geleneksel yontemler 6liim zamani ile ilgili aralik bir
zaman vermekte ayrica ¢evresel sartlardan da etkilenebilmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 O6lim zamami hakkinda kesin bilgi verecek ve c¢evresel sartlarinda
etkilenmeyecek parametrelere ihtiyag duyulmaktadir. Calismamizda segilen
miRNA’larla ilgili calismalar literatiirde bulunmaktadir ancak uzun yillar yapilan
caligmalarda genellikle dokular ve kemikler tercih edilmis kan 6rnekleriyle yapilan
calismalar ise sinirli kalmistir. Calismamiz, diger dokularda ¢alisilmis ancak kan
serum Orneklerinde yeterli ¢alisma yapilmamis miRNA’larin se¢imi ile bu alanda
onemli bir adim olmustur. Hiicre dis1 serbest DNA’nin ise postmortem interval
tayininde yapilan kalitatif olarak ¢alisilmis bir yayin vardir ve galismamiz kantitatif

olarak yapilmis ilk calisma niteligine sahiptir.

Bu c¢alismanin en oOnemli sinirlamasi az sayida Orneklem olmasidir.
Calismamizin 1s18inda daha fazla sayida orneklemle calisilmasi ve g¢aligmalarda
hayvan ¢alismalarinin sonuglarinin insan c¢alismalarinda da yapilarak sonuglarin
dogrulanmasi daha iyi olacaktir. Bu tarz cok etkenli ¢alismalarda tek bir belirteg yeterli
olmayip farkli biyobelirtegleri birlikte degerlendirmek daha kesin sonuglar

saglayacaktir.
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OZET

Postmortem Interval Tayininde Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Hiicre Dis1 Serbest DNA ve MiRNA Analizi

Fransiz bilim insan1 Emanuelle Fodere ilk olarak 6liimiin tanisini somatik 6liim olarak
adlandirmis ve spontan dolasim, spontan solunum ve merkezi sinir sisteminin geri
doniisiimsiiz olarak kaybi olarak tanimlamustir. Oliim sonras1 gecen zaman ise postmortem
interval (PMI) olarak tanimlanmaktadir. Oliim zamanmin bilinmesi adli vakalarda olaylarin
aydinlatilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Postmortem degisiklikler genel olarak erken ve
ge¢ donem olmak tizere iki ayr1 grupta degerlendirilmektedir. Farkli nedenlerle gerceklesen
6liim sonrasinda viicutta algor mortis, rigor mortis, livor mortis ve piitrefikasyon gibi benzer
degisiklikler meydana gelmektedir. Adli Tip’ta 6liim zamani tayininde kanin donma derecesi,
sakal ve killarin 6l¢limii, mide muhtevasi, kan sekeri 6l¢iimii, kemik iligi hiicreleri, kan pH
sinin Ol¢limii gibi fizyolojik ve biyokimyasal degisimler geleneksel yontemler olarak
kullanilmakta ayrica da adli entomoloji alanin da kullanilmaktadir. Geleneksel yontemler ve
entomolojik veriler ¢evre sartlarindan etkilenebilmekte ve 6liim zamani tayininde yanilgiya
neden olabilmektedir. Cevre sartlarindan daha az etkilenen genetik materyaller, son
donemlerde PMI ¢alismalarma dahil edilmistir. Bu doktora tezi ¢alismasinda, farkli zaman
araliklarinda ratlardan alinan serum 6rneklerinde, hiicre dis1 serbest DNA ve se¢ilen miR-122,
miR-133, miR-1; miR-16, let-7e diizeylerinin kantitatif analizleri yapilmus, 6liim sonras1 gecen
stire arasindaki olas1 korelasyon ile postmortem interval tayininin arastirtlmasi yapilmistir.
Analiz sonuglar1 Ct, ACt ve AACt ve fold change ayri1 ayr1 degerlendirilmis olup mir-16 ve
mir-122°nin diger miRNA’lara gore istatistiksel olarak tiim zamanlarda daha diisiik ACt
ortalamasina sahip oldugu; mir-16’nin 24. ve 48. saatlerde daha diisiik AACt ortalamasina
sahip oldugu; fold chage degisimlerinde ise mir-16"nin 24. saatte en yiiksek ortalamaya sahip
oldugu goriilmiistiir. Oliim sonrasi1 gecen zamanla birlikte hiicre dis1 serbest DNA tayini igin
yapilan ¢aligmada referans genlerimiz olan GAPDH ve ACTB’nin zamanla azaldig, 0., 6., ve
12. saatlerde, 24 ve 48. saatlere gore istatistiksel olarak daha yiiksek ortalamaya sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu caligma postmortem interval tayininde hiicre disi serbest DNAnin olasi etkisi
ile ilgili kantitatif olarak yapilan ilk arastirma niteligindedir.

Anahtar Sézciikler: Hiicre disi serbest DNA, mikroRNA, Olim zamani, Postmortem
interval, gPZR
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SUMMARY

Cell Free DNA and MiRNA Analysis by Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction in Postmortem Interval Determination

For the first time, French scientist Emanuelle Fodere named the diagnosis of death as
somatic death and defined it as irreversible loss of spontaneous circulation, spontaneous
breathing and central nervous system. The time after death is defined as the postmortem
interval (PMI). Knowing the time of death is important in forensic cases. Postmortem changes
are evaluated in two separate groups as early and late period. After death due to different
reasons, similar changes occur in the body such as algor mortis, rigor mortis, livor mortis and
putrefication. Physiological and biochemical changes such as the degree of freezing of the
blood, measurement of beard and hair, measurement of stomach content, blood sugar
measurement, bone marrow cells, measurement of blood pH and also used in the field of
forensic entomology are used as traditional methods in forensic medicine. Traditional methods
and entomological data can be affected by environmental conditions and cause errors in the
determination of time of death. Genetic materials that are less affected by environmental
conditions have been included in PMI studies recently. In the study, quantitative analyzes of
the levels of extracellular free DNA and selected miRNAs were made in serum samples taken
from rats at different time intervals, and the possible correlation between the postmortem
period and the postmortem interval determination were investigated. Analysis results Ct, ACt
and AACt and fold change were evaluated separately, and mir-16 and mir-122 had a
statistically lower ACt mean than other miRNAs at all times; mir-16 had lower mean AACt at
24 and 48 hours; In the fold chage changes, it was observed that mir-16 had the highest mean
at the 24th hour. In the study conducted for the elapsed time after death and extracellular free
DNA determination, it was observed that our reference genes, GAPDH and ACTB, decreased
over time and had a statistically higher mean at 0, 6, and 12 hours than at 24 and 48 hours.
This study is the first quantitative study on the possible effect of extracellular free DNA in
postmortem interval determination.

Keywords: Extracellular free DNA, microRNA, Time of death, Postmortem interval, g°PCR
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