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1. GIRIS

Herkesin bildigi gibi 6lim, yasamin ka¢inilmaz sonudur ve ne zaman
gerceklesecegi kimse tarafindan bilinememektedir. Bir saat degil, bir dakika degil,
hatta bir saniye sonra bile hayatta olacagimiz kesin degildir. Yapilan arastirmalar
diinyada ortalama yilda 50 milyon kiginin 6ldiigiinii goéstermektedir (Oguz, 2013).
Tirkiye’de ise, 0liim sayist revize edilen 2014 yili verisine gore farkli sebeplerle
ortalama 391 bin 9 kisi 6lmdistiir. Bu say1 2015 yilinda %3,6 artarak 405 bin 218 kisi
dlmiistiir. Olenlerin %54,8’ini erkekler, %45,2’sini kadinlar olusturmaktadir (Tiirkiye

[statistik Kurumu, 2015).

Giinlik hayatta en c¢ok rastlanan 6liim nedenleri; biyolojik yaslanma, koti
beslenme, hastalik, kirlilik, predatorliik, intihar, cinayet, aclik ve kazalardir (Tolou-
Ghamari, 2016). Son yillarda ise, uygarligin ve teknolojinin gelismesi ile cinayetin
tiirleri ve sugun islenis bigcimleri fevkalade artmig ve degismistir. Bu yiizden polise ve

yargiya diisen gorevler ve/veya sorumluluklar da artig gostermistir.

Gilinlimiizde ise, tiim siddetli ve siipheli 6liim vakalarin sorusturulmalarinda
6liim nedeninin yani sira 6liim zamaninin tayin edilmesi son derece 6nemli konulardan
biridir (Young ve ark., 2013; Vass ve ark., 2013). Ciinkii olaylarin sorusturulmasi ve
faillerin yakalanmasi hem olay magdurlar1 hem de toplumsal beklenti agisindan 6nem
arz etmektedir (Swift, 2006). Ayrica, 6lim zaman tayin edildikten sonra bazi
stipheliler serbest birakilabilmekte ve taniklarin ifadelerinin dogrulugu tespit
edilebilmektedir (Bishop, 2014). Ancak, bugiine kadar tibbi ve tibbi olmayan
bulgularin birlikte degerlendirilmesi 6liim zamaninin tayini i¢in % 100 kesin sonuglar
vermemistir (Sampaio-Silva ve ark., 2013; Mahalakshmi ve ark., 2016). Ozellikle
cesedin dig ortamda kaldigi, ¢iirlimenin basladig: ve ilerledigi durumlarda dnemlidir.
Postmortem araligi (PMA)’ni1, olay yeri incelemesi bulgulari ve otopsi sonuglari ile

belirlemek miimkiin olabilmektedir (Asante, 2013; Ebuehi ve ark., 2015).



PMA tayininde olay yerindeki kosullarin degerlendirilmesi ve olen sahsin
ayrintili hikayesinin alinmasi gerekmektedir. Ayrica, postmortem donemde cesette
meydana gelen fiziksel degisiklikler (temel viicut fonksiyonlarinin kaybi1 ve
hareketsizlik, 6lii sogumasi, 6l lekeleri, 6lii sertligi, ¢iirime ve iskeletlesme),

entomolojik ve antropolojik bulgular da kullanilmaktadir (Kushwaha ve ark., 2010).

Postmortem donemde; cesette meydana gelen degisimleri iyice incelenerek
Olimiin yaklagik siiresini saatlerle ifade edildigi siire kisa postmortem donem,
giinlerle-haftalarla ifade edildigi silire orta postmotern donem, aylarla-yillarla ifade
edildigi siire¢ ise uzun postmortem dénem olarak siniflandirilabilmektedir Oliimiin
yaklasik siiresini tahmini bu smiflandirma yardimiyla yapilabilmektedir (Ag¢ikgoz,

2008).

Postmortem donemde Ozellikle ilk iki ay i¢inde Oliimiin yaklasik siiresinin
belirleme tayininde en iyi yontem bdceklerin kullanilmasidir (Kokdener ve
Karapazarlioglu, 2013). Cesedin iizerindeki bulunan bdceklerin gelisim evreleri
(yumurta-larva-pupa-ergin) iyice incelenerek 6liimden sonra gegen zamanin tahmini
yapilabilmektedir (Brundage ve Byrd, 2016; Hanci ve ark., 2002).

Postmortem araligin aylara-yillara uzayan son kisminda oliimiin yaklasik
stiresinin tayini adli antropolojinin ilgi alanina da girmektedir (A¢ikgoz, 2008). Son
yillarda da biyolojik yontemler ve teknik olarak ilerlemelerle birlikte, niikleik asitlerin
zamana bagli degradasyonlari oliimiin yaklagik siiresini tahmin edilmesinde
kullanilmigtir (Vass ve ark., 2013). Ancak, DNA’nin aksine RNA’nin her zaman hazir
bulunan riboniikleaz aktivitesi sayesinde 6liimden sonra hizli bir sekilde degrede

oldugu bulunmustur (Bauer ve ark., 2003).

Postmortem dénemde DNA’nin uzun bir siire stabil oldugu bilindiginden DNA
degradasyon diizeyinin tayin edilmesine yonelik cesitli metotlar kanitlanmistir.
Ayrica, siipheli vakalarin sorusturulmasinda DNA analizinin yant sira DNA

metilasyon analizleri de 6nemlidir (Vidaki ve ark., 2013).



DNA metilasyonu, DNA'ya bir metil grubunun eklenmesidir. Bu 06zelligi
nedeniyle epigenetik koda aittir (Bird, 2002). DNA metilasyon profili diisiik miktarda
ornek varliginda bile glivenilir sonuglarin elde edilmesini sagladigi bir¢ok ¢alisma ile
gosterilmistir (Kader ve Ghai, 2015). Ayrica, siipheli vakalarin agiklanmasinda DNA
metilasyon profilinin son derece 6nemli oldugu kanitlanmistir. Bunlarin arasinda
biyolojik kaynakli doku ve sivi 6rneklerinin belirlenmesi, DNA 6rneklerinin kimlik
denetimi, tek yumurta ikizleri arasinda ayirt edilmesi, biyolojik orneklerden; yas
tayini, cinsiyet tayini ve 6liim nedeninin belirlemesi 6zetlenmistir (Vidaki ve ark.,

2013).

Bizim calismamizda, postmortem donemde degisen saatlerde zamana bagl
olarak insan kas dokusu oOrnekleri {izerinde global DNA metilasyon diizeyi analiz
edilerek 6lim zamani tayininde DNA metilasyonun etkinliginin arastirilmasi
amaglanmistir. Bulgularimizin adli bilimlere ve adli tip uygulamalarina biiyiik katki

saglamasi beklenmektedir.



1.1. EPIGENETIK

Epigenetik terimi ilk olarak 1950°de Conrad Waddington tarafindan
kesfedilmistir. Epigenetik, genotipte bir degisiklik olmaksizin gen ekspresyonundaki
degisikliklerin kalitsal fenotipi olusturmasi anlamina gelmektedir. Bu siireglerde
DNA, RNA ve proteinler kimyasal ve yapisal olarak etkilemektedir ancak, gergek bir
DNA dizisinde hicbir degisiklik ger¢eklesmemektedir. Boylece, ayni genetik diziye
sahip hiicreler, farkli ifade profili sergileyerek degisik fenotipler gostermektedir. Bu
modifikasyonlar, hiicre boéliinmesi (mitoz veya mayoz siireci yoluyla) sirasinda

meydana gelmektedir (Kader ve Ghai, 2015).

Son yillarda, genetik biliminde yapilan kesifler ile epigenetik degisikliklerin
yeni nesillere aktarilabilecegi kanitlanmistir (Ci ve Liu, 2015). Baska bir ¢alismada
ise, ¢evresel faktorler ve beslenmemizin bile epigenetik digisiklikler yaratabilecegi
bilinmektedir. Dahas1 kendi yasam tarzi tecriibelerimizin ¢ocuklarimizi ve hatta

torunlarimizi etkileyebilecegi kanitlanmigtir (Caglayan ve Turan 2014).
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Sekil 1. Insan iizerindeki epigenetik degisim faktorleri (Kanherkar ve ark., 2014).



Viicudumuzdaki her hiicre tam olarak ayni genetik yapiya sahiptirler. Ancak,
genlerimizin hepsi ayn1 anda aktive edilmez. Ornegin sag hiicresinde yalnizca sag igin
gerekli olan genler aktive olurken, kemikte kendisine gerekli olan genler aktive olurlar.
Diger bir ifade ile gelisme sirasinda, belli genlerin aktivasyonunun ne zaman ve nasil
olacagini belirler. Mesela, gerekli olan genleri ifade edilir ama belirli hiicrede gerekli

olmayan genler kapatilir (Kanherkar ve ark., 2014).

Epigenetigin DNA yapisini degistirmeden geni aktive ve pasifize etmesi ¢esitli
yollardan olmaktadir. Bunlarin baginda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
RNA interferans ve Niikkleosom yeniden diizenlenmesi gelmektedir (Sekil 2). Bunlarin
hepsi, dogrudan ve dolayli olarak DNA sekansinda degisiklikler olmadan gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Vidaki ve ark., 2013).
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Sekil 2. Epigenetik mekanizmalar (Sawan ve ark., 2008).



1.1.1. Histon Modifikasyonu

Histon, bir kromozomda yapisal destek saglayan bir proteindir (Greer ve Shi,
2012). Hiicre ¢ekirdegindeki DNA molekiillerinin ¢ekirdek igersine sigmasina olanak
vermektedir. Histon proteinlerinin etrafint DNA iki kez sarar ve kromozomlara daha
yogun paketlenmesi saglar. Fiziksel ve fonksiyonel kisitlamalardan dolayi, hiicre
igindeki boslukta genetik materyal iyi bir sekilde paketlenmelidir. Niikleozom, 146 bp
DNA’nin 8 histon molekiilii igeren oktameri etrafinda sarilmasiyla olugsmaktadir. Her
histon oktameri igeren dort tip iki birimden olusur: H3, H4, H2A ve H2B. Histon
korlar1 (nukleosomlar) arasinda DNA baglayicisi histon H1 yer alir (Can ve Aslan,
2016).

kromozom

N-terminal
histon kuyrugu

Kromatin

Histon proteinier

Sekil 3. Niikleozom sekiz histon protein icerir; H2A, H2B, H3 ve H4 sarili DNA (gri
renki) ile temsil edilir (http://www.whatisepigenetics.com/histone-modifications/, 2017).

Histon modifikasyonlari, histonlarda meydana gelen asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon gibi modifikasyonlar kromatin yapisini degistirerek gen
ifadesini regiile eden epigenetik mekanizmalardir. Ancak, en iyi karakterize edilen

histon modifikasyonlar1 asetilasyon ve metilasyon’dur (Kiigtikoglu, 2013).



Histon metilasyonu, bir histon proteini i¢indeki bazi amino asitlerin metil grubu
eklenerek gerceklesen modifikasyonudur (Rotili ve Mai, 2011). Hedef bolgelere bagli
olarak, transkripsiyonda sessizlesme ya da aktivasyon neden olabilir. Histon
demetilasyonu ise, histon demetilaz ile modifiye edilmis histon proteinlerinde metil
guruplarimin koparlmasidir. Histone proteinlerin metilasyonu veya demetilasyonu gen
ekspresyonunu agar ya da kapatir. Histon metiltransferaz (HMT) ve histon demetilaz
(HDM) enzimleri ile regiile edilir (Greer ve Shi, 2012).

Histon metiltransferaz (HMTSs), histon proteinlerinde metil grubu transferini
katalize eder veya kromatin-bagli transkripsiyon baskilanmasi ya da aktivasyonu
yoluyla histon metilasyonunu diizenlemektedir. Histon demetilaz ile histon
metilasyonu kalic1 degisiklik olmadigini gosterir ve daha dinamik bir siirectir. Histon
metilaz aktivasyonu yada inhibisyonunu daha iyi anlamak i¢in spesifik demetilazin
kanserin ilerlemesi gibi patolojik siireglerde rol oynadigi gézlenmektedir (Greer ve
Shi, 2012).

Histon asetilasyonu ve histon deasetilasyonu, N-terminal kuyruk lizin
kalintilarinin iizerinde ve histon proteinlerinin niikleozom ¢ekirdek yiizeyi lizerine bir
asetil grubu (COCH3) eklenmesi veya gikarilmasinda rol oynamaktadir. Eger asetil
grup eklenirse, 0 zaman gen ifade edilir, eger asetil grubu kaldirilir, 0 zaman RNA
polimeraz DNA’ya baglanmaz ve gen ifadesi susar. Histon asetilasyonu siireci
kromatin dinamikleri ve transkripsiyonel, gen susturma, hiicre dongiisii ilerlemesi,
apoptoz, diferansiyasyon, DNA replikasyonu, DNA onarimi, niikleer ithalat ve
noronal represyonu gibi pek ¢ok hiicresel proseslerin diizenlenmesinde gorev alir.

(Dokmanovic ve ark., 2007).

Histon asetilasyonuna katilan degistirici enzim, histon asetiltransferaz denir.
Onlar histon H3 ve H4 asetilasyon kontroliinde rol oynamaktadir. Histon
deasetilazlarin inhibisyonu tarafindan histon H3 asetilasyonu arttirilabilmekte ya da
azaltabilmektedir. Histon deasetilaz, bir histon iizerindeki asetil gruplari kaldiran

enzimlerin bir sinifidir ve DNA ekspresyonunun diizenlenmesinden sorumludur.



Histon deasetilaz, ayn1 zamanda siki bir sekilde hiicre dongisiiniin
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu ve insanin kanser gelisiminde rol oynamaktadir
(Ata, 2009; Kuo ve Allis, 1998). Histon deasetilaz, histon lizin kalintilarindan asetil
gruplarin1 hidrolize eder. Histone H3 lizin kalintilar1 iizerinde asetillenmis olup
olmadigini algilanmasi, asetilasyon desenleri daha fazla karakterizasyonu i¢in bilgiler
saglar. Bu sekilde, gen aktivasyonunun epigenetik diizenlenmesinin daha iyi

anlasilmas1 yan1 sira HAT-hedefli ilaglarin gelistirilmesine yol agar (Wood ve
Shilatifard, 2004).

Fosforilasyon, histon deasetilazlara geri doniisiimlii olarak fosfat gruplarinin
baglanmasidir. Fosfatlar, histon deasetilazlara serin, treonin ve tirozin rezidiilerinden
baglanir. Fosforilasyon, protein kinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan bir
reaksiyondur. Ubikitinasyon ise, ubukitin lizin rezidiisii ile baglanabilen kii¢iik bir
proteindir. U¢ asamali bir enzimatik reaksiyonun olusumuna neden olur. Bu
reaksiyonlar, E1, E2, E3 enzimleri tarafindan gergeklestirilir ve neticesinde, proteinler

proteosom yolagina girerek degrade olur (Kuo ve Allis, 1998



1.1.2. RNA interferans

Yiiksek organizmali canlilarda genetik materyal DNA olup DNA’daki bilgi
RNA’ya transkribe edildikten sonra RNA’nin da islevi bu sifreyi proteine
cevirmektedir. Ancak, RNA’nin %98’den fazlasi proteine c¢evrilemez ve bu
cevrilemeyen kisimlarin da %70’ini intronlar olusturmustur (Erdal ve Yilmaz, 2016).
RNA interferans (RNAi), memeli hiicrelerinde transkripsiyon sonrast gen
sessizlestirilme mekanizmasi olarak bilinmektedir. Bu mekanizma hiicrenin hem
sitoplazmasinda hem de nukleusunda gergeklesebilir. Nukleusta transkripsiyon
asamasinda transkripsiyonun engellenmesi ile gen sessizlestirilmesi saglanirken;
sitoplazmada ise transkripsiyon asamasinda mRNA’larin kesilmesi ve translasyon
asamasinda da translasyonun engellenmesi ile gen sessizlestirilmektedir (Bender ve
ark., 2016). Hem mikroRNA (miRNA) hem de kiiciik interferans RNA's1 (siRNA)
islenmek ve fonksiyonel olmak icin RNAi yolagmi kullanmaktadir. Bunlar kiiciik,
protein kodlamayan ve gen ifadesinin negatif diizenleyicisi olan RNA’lardir. Ayrica,
gelisim, farklilagma, hiicre ¢cogalmasi ve apopitoz gibi dnemli biyolojik siireclerin
diizenlenmesinde rol almaktadir (Giizelgiil ve Aksoy, 2009). Insanlarda 1500°den
fazla miRNA oldugu bilinmektedir. Bu kisa RNA dizileri mRNA transkriptione 6zgiil
bir sekilde baglanarak proteine doniismelerine engel olurlar. Boylellikle, hiicresel
proteinlerin translasyon diizeyini degistirerek hiicresel faaliyetleri epigenetik olarak
diizenlemis olurlar. Kanser gibi bircok hastalikta normal olmayan miRNA

fonksiyonlar1 oldugu goriilmektedir (Goodall ve ark., 2013).

Cizelge 1. Baz1 6zellikleri bakimindan miRNA ile siRNA’nin karsilastirilmas: (Bodur ve
Demirpenge, 2010).

Ozellik miRNA SiRNA
Sentezi Endojen RNA’lardan Ekzojen veya Endojen
RNA’lardan

Sentez enzimi RNA polimeraz RNA baglimli RNA polimeraz

Esaa etki mekanizmasi Translasyonun mRNA’nin yikilmasi
baskilanmasi

Normal homeostazda islevi Var Var

Kanser tan1 ve prognozunda Var Yok

kullanimi

Aragtirma ve tedavi amaciyla Var Var

kullanimi




RNA interferans, Dicer adi verilen bir RNase III enzimi tarafindan ¢ift zincirli
RNA’nin kiiciik engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile baslamaktadir. Bu
siRNA’lar daha sonra, bir multiprotein-RNA niikleaz kompleksi olan, RNA-
indiikleyici baskilama kompleksine (RISC) baglanir. RISC, siRNA’lar1 komplementer
mRNA’y1 bulmak i¢in kullanir ve hedef mRNA’y1 endoniikleolitik olarak keser.

Neticede spesifik mRNA’nin azalmasi uygun proteinlerin azalmasina yol agar.

Endojen miRNA genleri Transgenler, transpozonlar, heterokromatin
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Sekil 4. RNAi mekanizmasinda rol alan miRNA ve siRNA’larin sentez ve etki
yolaklar1 (Bodur ve Demirpence, 2010).
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1.1.3. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, hiicreler tarafindan gen ekspresyonu kontrol etmek i¢in
kullanilan bir epigenetik mekanizmadir. DNA metilasyonu normal gelisim i¢in 6nemli
olmasmin yani sira; embriyonik gelisim, X-kromozom inaktivasyonu, genomik
imprinting, tekrar elemanlarinin baskilanmasi, karsinogenezis ve kromozom stabilitesi

ile iliskilidir (Robertson, 2015).

DNA metilasyonu; beslenme, yasam tarzi ve diger ¢evresel faktorlerine bagl
olarak, belirli genlerin ifade olmasini saglarken belirli genlerin ifadesini de
sessizlestirmektedir. Bunu saglayan mekanizmalarin herhangi birindeki bir hata ya da
diizensizlik, genlerin ifadesinin asir1 artmasina veya sessizlesmesine neden olarak

bir¢ok hastaliklara neden olabilmektedir (Wang ve ark., 2014).

1.1.3.1. DNA Metilasyonu Mekanizmasi

DNA, hiicreyi yoneten bir molekiildiir ve hiicre i¢inde solunum, beslenme,
iireme, bosaltim gibi yasamsal faaliyetleri yonetmektedir. DNA metilasyonu, DNA'ya
bir metil grubunun eklenmesi anlamina gelmektedir. DNA’nin yapisinda dort farkli
organik baz vardir. Bunlar adenin (A), timin (T), guanin (G) ve sitozin (S veya C)'dir.
DNA’nin metilasyonu, insanlarda ve pek ¢ok memelide yalnizca CpG bolgelerinde
gozlenmektedir. Bu stiregte, DNA dizisinde sitozin (C) bazinin besinci karbonuna bir
metil (CH3) grubunun kovalent sekilde DNA metiltransferaz (DNMT) tarafindan
ilavesi ile 5-metilsitozin (5-mC) yapisi olusmaktadir (Robertson, 2015). Sitozinin bu
metillenmis hali onun baz eslesme 6zelliklerini etkilememektedir. DNA metillenmesi
genellikle, promotorlerin ¢evresinde yliksek siklikta CpG diniikleotidi igeren genlerin

transkripsiyonel aktivitelerinin azaltilmasi ile iliskilidir (Kader ve Ghai, 2015).
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Sekil 5. DNA metilasyonunu mekanizmasi. DNMT enzimler, metil grubu donérii olan S-
adenozil-L-metiyonin (AdoMet veya SAM)’den metil grubu alarak sitozinin besinci
karbonuna transfer etmektedir. Sitozine metil(-CH3) grubunun ilavesi ile 5-metilsitozin (5-
mC) olusmaktadir (Zakhari, 2013).

1.1.3.2. CpG Adaciklari

CpG, Sitozin fosfo Guanin anlamma gelmektedir. Insan genomunda, CpG
diniikleotidince zengin bolgelere CpG adaciklart denilmektedir. Genomlarda tiim CpG
adaciklar metile degildir. Ancak, ¢cogunlugu metillenmistir. Ayrica, metillenmemis
CpG'ler rastgele dagitilmamistir ve genlerin promotorii bolgelerinde, ekzon-1 veya
ifade edilmeyen bolgelerde bulunmaktadirlar CpG adaciklari 1-2 kb uzunlugunda kisa
DNA bolgeleridir. Genomik bdlgede bulunan CpG adaciklart sayisi ile o bolgedeki
genlerin sayis1 arasinda dogru orantili bir iligki vardir. Insan genomunda, yaklasik
olarak 28 milyon CG boélgelerinden olusmaktadir. Onlarin yaklagik % 70-80'i
metillenmistir (Ci ve Liu, 2015).

DNA metillenmesi hem bazi1 transkripsiyonel aktivatorlerin baglanmasini
engelleyerek, hem de metilenmis DNA’ya 0zgiil olarak baglanan represorlerin
katilimini saglayarak, genin ekspresyonunu engellemektedir. Metillenmemis durumda
bulunan CpG adaciklarindaki yeniden metillenmeler, yaslanma siireci ve kanser gibi

bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Lovkvist ve ark., 2016).
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1.1.3.3. DNA Metiltransferaz Enzimleri

DNA metiltransferaz (DNMT), DNA’daki CpG adaciklara metil grubu ekleyen
bir enzimdir (Kanzleiter ve ark., 2015). Epigenetik alaninda glinimiizdeki bilgilere
gore Okaryotlarda bes DNMT kesfedilmistir. Bunlarin arasinda DNMT1, DNMT3a,
DNMT3b, DNMT3L ve DNMT2 gelmektedir. Ancak, en 6nemli katalitik aktivitelere
sahip olan enzimler DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b’dir (Robertson, 2015).

Insanda karakterize edilen ilk DNMT enzimi DNMT1 ayn1 zamanda somatik
hiicrelerde en ¢ok bulunan DNMT’dir. DNMT1 olarak bilinen maintenance
DNMT’lar, DNA’daki CpG diniikleotidlerini (CpG adaciklar1) substrat olarak kullanir
DNMT3a ve DNMT3b, de novo DNMT’lardir. De novo metilasyonda DNMT,
metillenmemis DNA’ya metil ilave ederken maintenance DNMT metillenmis olan
DNA’nin replikasyon sonrasinda da devam ettirilmesinden sorumludur (Robertson,
2015).
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Sekil 6. De novo metilasyonu ve maintenance metilasyonu mekanizmalari (Moison ve

ark., 2014).
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1.1.3.4. DNA Metilasyonu ve Gen Ifadesi

Gen, kalittmun fiziksel ve fonksiyonel olarak en temel iinitesidir. Insan genomu
yaklasik 21 bin civar protein kodlayan genden olusmaktadir. Ancak, bu genler ayni
anda aktive edilmemektedir (Collins ve ark., 2003). Benzer olarak insan yasami
boyunca bazi genler aktif veya pasif olmaktadir. DNA metilasyonu, gen ifadesinin

"acik veya kapal1" olus mekanizmasini kontrol etmektedir (Vidaki ve ark., 2013).

Sitozin metil grubunun baglanmasiyla DNA’da olusan “epigenetik isaret”
genlerin hangi hiicrede ifade olup, hangi hiicrede ifade olmayacagini belirlemistir
(Bock ve ark., 2012). Eger genlerin promotor bdlgelerindeki CpG adaciklari
metillenmemisse transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi saglanir ve bu durumda gen
ekspresyonu gergeklesir. Eger sitozin metillenirse CpG ada promotdriindeki sitozin
metillendiginde kapali kromatin formasyonu gozlenmektedir. Bu nedenle, gen
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi dnlenmektedir. Bu durumda, gen kapanir ve
basitge RNA polimeraz DNA’ya baglanmadigi i¢in RNA ve protein sentezi baskilanir.
DNA metilenmesi ile genler de sessizlesme meydana gelmektedir, gen ifadesinin

diizenlenmesini olumlu veya olumsuz olarak etkilemektedir (Sekil 7).

/—> Gen ifadesi

(I) Metillenmemis CpG hdolge

Gen sessizlestirme
? Metillenmis CpG bdlge

Gen

CpG ada

Sekil 7. DNA metilasyonu yoluyla gen ifadesinin sessizlesmesini gosterir.
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DNA metilasyon ile transkripsionun regiilasyonularini agiklayan farkli
mekanizmalar vardir. Sekil 8’de de gosterilen bu mekanizmalarin ilkinde metillenmis
bolgeler transkripsiyon faktorlerini baglanma bdlgelere baglanan 6zel represor
proteinler yoluyla transkripsiyon baskilanir, tiglinciisiinde ise metilasyon nedeniyle

olusan yeni kromozomal diizenlenmeler transkripsiyonu engeller.

1, 2. |
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Sekil 8. DNA metilasyonu ile transkripsiyonun diizenlenmesi (Singal ve Ginder,
1999).
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1.1.3.5. DNA Metilasyonu ve Yaslanma

Bir insanin hayat dongiisii dogumla baslayip 6liimle son bulmasi doganin
evrensel bir olgusudur. Bu sebeple yaslanma; yasam siirecinin dogal ve kac¢inilmaz bir
donemidir. Yaglanma zamanla hiicre ve dokularda ortaya ¢ikan hasarin sonucudur. Bu
hasarlanma yasamin erken zamanlarinda baslayan ve Omiir boyu devam eden bir

stirectir (Karan veTufan, 2010).

Yaslanma siirecin ilerleyis hizi canlinin ¢evre ile olan etkilesimi ve kendi kalitsal
Ozelliklerine bagli olarak degismektedir (Lazarus ve ark., 2015). Bir insan igin
yaslanma siirecini etkileyen g¢evresel faktorlerin basinda beslenme aliskanligr ve
kalitesi, icki ve sigara aligkanligi, yasanilan ortamin kalitesi gelmektedir. Genetik
faktorler ise, farkli metabolik yolaklarla ilgili bircok gen yaslanma siireci pozitif ya da

negatif yonde etkilemektedir (Caglayan veTuran, 2014).

Son yillarda, epigenetik modifikasyonlar ve yaslanma arasinda bir iligki
oldugunu ortaya koymaktadir (Rodriguez-Rodero ve ark., 2014). Epigenetigin uzun
Oomiirdeki roliinii anlamak i¢in alternatif bir yaklasim, yaslanma siireci boyunca farkli
sekilde metillestirilen ve olaganiistii uzun Omiir fenotipiyle iliskili olan genetik
lokuslar1 tammlamaktir. Ozellikle, tiim epigenome ekran teknolojisindeki ilerlemeler,
eskime islemi sirasinda farkli sekilde metilasyona tabi tutulmus birden fazla lokusun
tanimlanmasina olanak saglamistir. Bu farklilasan metillenmis bolgeler, yaslanma
stireci boyunca ortaya ¢ikan global epigenetik degisikliklere en duyarli lokuslari temsil
edebilir veya erken mortalite sansini artiran hastalik genlerine karsilik gelebilmektedir

(Madrigano ve ark., 2012).

Insan émriiniin epigenetik incelenmesi igin degerli bir model monozigot ikiz
modeldir. Bu model, aragtirmacilarin, monozigot ikizleri genetik olarak 6zdes
olduklarindan, yaslanmaya bagli fenotiplerde degiskenlige katkida bulunan epigenetik
mekanizmalarin yanm1 sira g¢evresel faktorlerin goreli katkilarini tanimlamalarin

saglamaktadir (Tan ve ark., 2013).
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Cizelge 2. Yaslanma ve uzun 0miir ile iliskili farklilasan metillenmis lokuslarin insan

calismalari.
((;:ll)l MM Kohort Arastirma | Yontem Gozlemler
Global
Fraga et|3-74 yas aras1 40 MZ gpl,%eﬂ(eltilkkl . in Yetisken MZ  ikizlerinde epigenetik
al. (2005) | ikiz cifti Siiﬁ 3 n stiriklenmeyi ilk tanimlayan ¢aligma
hibridizasyon
T ot 1659 s ras 230|082 ST [ Vol B il v o, el
al. (2012) | MZ ikiz cifti pes Y Y g1y
metilasyonu artmistir
Bell et al 32-80 yas arasi, 33 |Cesitliyasabagli | EWAS, yasla iligkili fenotip aralig ile
(2012) "|MZ cifti ve 43 DZ |fenotipler icin |iliskili olarak farkli sekilde metillenmis
cifti EWAS bdlgeler tespit etmistir

21 kadmn yiiz yagini

S[entllmlal azlj/lrlzlarl_klmse U21\1/re1 EWAS ve uzun | Uzun 6miir i¢in spesifik DNA metilasyon
(2013) ' gmﬁrlﬁ ;beveynlerin omiirli profilleri tespit edilmistir.
21 kontrolii ¢ocuk
Global metilasyonda cinsiyet farklar
sun et al 100 ¢ift erkek / kadin EWAS ve uzun yoktur.  Cinsiyet-spesifik  diferansiyel
(2014) ‘| nonagenarians / iiz Smiirli metillenmis problar spesifik biyolojik
yasini asmis kimse proseslerin  zenginlesmesine  karsilik
gelmigtir
Bocklandt Tug™ Lokuslari, EDARADD, TOMILI ve
21-55 yas arasi, 34 | DNA'larinin o . . . N
et al. erkek MZ ikiz cifti EWAS'si A NPTX2'nin metilasyon seviyeleri yasa bagl
(2011) ¢ Onemli derecede degisiyor
yaglanma
Tam kan
Hannum , S . . .
ot al 19-101 yas arasi, 656 | DNA'larinin 71  belirtegin ~ metilasyon  seviyeleri
(2013) " | kisi EWAS's1 ve | epigenetik bir saat olarak kullanilabilir
yaslanma
130 kisinin egitim
Koch and|grubu, 16-72 yas |5 farkli doku'nun | NPTX2, TRIM58, GRIA2 ve KCNQ1DN
Wagner arast. 0-78 yas arasi | EWAS's1 ve | ve BIRC4BP ile iligkili bes CpG bolgesi
(2011) 766 kisinin gegerlilik | yaglanma yasla degisiyor
grubu
(s);;)lﬁh yas dokiiizsri 51 doku ve hiicre | Embriyonik hiicreler icin DNA metilasyon
Horvath 80%0 Srnekten olusan tiplerinin yaginin  sifir oldugunu ve hiicre gegis
(2013) verileri ; eien EWAS's1 ve | sayisinda artis ile iliskili oldugunu
éngbriicii grubu ¢ yaglanma gostermistir
4 beyin | ; . .
Hernandez e Incelenen tiim beyin dokusunda 10 lokus
1-102 yas arasi, 387 | bolgesinin .. .
et al. isi EWAS ve kronolojik yas ile anlamli derecede korele
(2011) g bulundu
yaslanma
Kan . -
70-79 yas arasi, 478 , DNA metilasyon varyasyonu, belirli
(Szhg&?t al- | hisi: 117 ailenin aile E\T/\Ivi?g“m ve| CpGller igin iyi korunur ve oldukea
temelli kohort kalitsaldir
yasglanma

DZ: Dizygotik; EWAS: Epigenom capinda analiz; MZ: Monozigotik.
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1.1.3.6. DNA Metilasyonu ve Iliskili Hastahklar

1.1.3.6.1. Bagisiklik Sistemi Hastaliklar:

Viicudumuzun en biiyiik korumasi bagisiklik sistemimizdir. Giiglii bir bagisiklik
sistemi hastaliklara kars1 bizi kalkan gibi korurken, bagisiklik sisteminin zayif olmasi
mikroplarin viicuda rahat¢a girmesine neden olmaktadir. Bagisiklik sistemini
etkileyen 3 faktor yer almaktadir. Bunlar1 genetik yatkinlik, gevresel faktorler ve
yasam tarzi gelmektedir. En yaygin bagisiklik sistemi hastaliklarindan bazilari; tip 1
diyabet, lupus eritematoz, ¢oklu skleroz (multiple skleroz) ve ¢dlyak hastaligidir

(Parham, 2014; Abbas ve ark., 2014).

Son yillarda yapilan aragtirmalar epigenetik diizenlenmenin bozulmasi
bagisiklik sistemini ilgilendiren otoimmiin hastaliklar olusturmaktadir. Ornegin, T-
hiicrelerinin anormal DNA metilasyonu sonucu olusan otoimmiin bir hastalik olan ve
coklu organ yetmezligi ile karakterize edilen lupus hastaligi olusturmaktadir. T
hiicrelerinde olusan DNA metilasyonu ile bagantili hatalarin oto-antikor {iretimi
cevabini olusturdugu diistiniilmektedir. Normal olarak, T-hiicrelerinde sistemik lupus
eritematozus 1ile iligkili genler metillenmistir. Sistemik lupus eritematozuslu T-
hiicrelerinde ise, tiim genomun global olarak hipometilasyonu ve diisiik DNMT]1
seviyeleri sz konusudur (Oaks ve Perl, 2014). Immiin yetmezlik, sentromerik
kararsizlik ve yiliz anomalileri (ICF) sendromu, ¢ok nadir goriilen otozomal resesif
kalitima sahip bir immiin yetmezlik hastaligidir (Al-Herz ve ark., 2014). ICF, en az iki
immunoglobulin izotipinin eksik olmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. ICF hastalarinin
%70’inde DNMT3B geninde olusan mutasyonlarin hatali metilasyonlara yol agtig
goriilmiistir. DNMT3B enziminin islev bozuklugundan dolayr B-hiicrelerinde
kromozom 1, 16 ve 9 bolgeleri, inaktif X kromozomundaki genlerin ve genomdaki
diger tekrar bolgeleri hipometile olmaktadir. Bu anormal hipometilasyon sonucun da

gen ifadesi diizeni degismektedir (Izmirli ve ark., 2012; Giiler ve Peynircioglu, 2016).
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1.1.3.6.2. Noropsikiyatrik Hastahklar

Psikiyatrik, otistik ve ndrodejeneratif hastaliklarin DNA metilasyonunu iliskili
epigenetik bozukluklardan kaynaklanabilecegi tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada
ise, DNA metilasyonunun Alzheimer hastaliginin potansiyel bir sebebi olabilecegi
ortaya konulmustur. Alzheimer'n belirtileri ortaya c¢ikmadan Once hastalik
olusturabilecek genlerin metilasyona ugradigi tespit edilmistir. Otizm ile DNA
metilasyonu arasindaki iligki de yapilan g¢alismalar arasindadir. Otistik bireylerde
yapilan otopsi ¢alismalar1 metil-CpG-baglayici protein 2 (MECP2) adi verilen ve
metilasyona ugrayabilen DNA’y1 aktive eden proteinin eksik oldugu tespit edilmistir
(Giiler ve Balct, 2016).

Frajil X sendromu, X kromozomuna bagli bir hastalik olup kalitsal zeka
geriligine neden olabilmektedir (Ladd-Acosta ve ark., 2014). Bu hastalik, mRNA
transportunda gorevli olan “fragile X mental retardation 1” (FMR1) geninin 5’UTR
bolgesindeki CGG tekrarlarinin 200 kopyadan fazla olmasi sonucu olugmaktadir.
CGQG tekrarlarinin normalden fazla olusursa, anormal metilasyon durumlarina sebep
olabilecegi diislintilmistiir. Frajil X sendromu hastalarin 5’UTR bolgesindeki uzamis
CGQG tekrarlarinda de novo metilasyon (DNMT3A ve DNMT3B) gozlenmistir (Giiler
ve Balci, 2016). Mental retardasyon ve otisitik davranislar ile karakterize olan Rett
sendromu, X kromozomu ile iligkili bir hastaliktir. Bu hastalik X kromozomundaki
MeCP2 genindeki mutasyon sonucunda gergeklesmektedir. Bu genin {iriinii CpG
bolgelerine baglanan bir proteindir ve bu bolgeler ayni zamanda metilasyona ugrayan

bolgelerdir. MeCP2 yoklugu Rett sendromu ile iligkilidir (Kinde ve ark., 2016).

DNA metilasyon problemleri neticesinde gerceklestigi gosterilen diger
hastaliklar olarak Beckwith-Wiedemann sendromu, Prader Willi Sendromu ve
Angelman Sendromu sayilabilmektedir. Tiim bunlara ilave olarak metilasyon
anomalileri kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser ile de iliskili bulunmustur (Giiler ve

Balci, 2016).
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1.1.3.6.3. Kanser ve Epigenetik

Hayatimizi siirdiirebilmemiz i¢in hiicrelerimizin siirekli yenilenmesi yani
boliinlip ¢ogalmas1 gerekmektedir. Ancak, hiicreler siirekli olarak bdliinemezler
¢linkii her hiicrenin hayat1 boyunca belirli bir béliinebilme sayis1 vardir. Saglikli bir
hiicre gerektigi yerde boliinmesini ve gerektigi kadar boliinecegini bilir. Bu denge
genlerimizin kontrolii altindadir. Bazi1 genler hiicrelerin boliiniip c¢ogalmasini

saglarken bazilar1 ise asir1 hiicre iiremesini kontrol eder (Stewart ve Wild, 2014).

Beslenme, hava kirliligi, radyasyon, sigara, ¢cevre kirliligi, gida katki maddeleri
ve gesitli toksik maddelerin olusturdugu hasar gen fonksiyonlarint bozdugu igin
hiicreler asir1 sekilde cogalmaktadir. Hiicrelerin asir1 sekilde ¢ogalmasini kontrol
eden genler ise aktiviteleri azaldig1 ya da bu ¢ogalmalar bas edemedigi i¢in kanser
meydana gelmektedir. Kanser hiicreleri kontrolsiiz boliinmekte ve ¢ogalmaktadir

(Stewart ve Wild, 2014).

Kanser hiicreleri cogalip biriktik¢e tiimorleri olusturmaktadir. Kanser hiicreleri
olustuklar1 timorden ayrilarak kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger
bolgelerine taginabilmektedir. Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri olusturur ve
biiyiimeye devam etmektedirler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine

yayilmasi olayina metastaz adi verilmektedir (Aydogan ve Uygun, 2011).

Her gecen giin artan kanser ¢esitleri ve vakalari, yas sinirinin gittikge azalmasi
bu hastalig1 hepimiz i¢in korkulu bir riiya haline getirmistir. Tibbi imkanlarin az
oldugu gelismekte olan {lilkelerde ¢ok az kanser vakalart vardir. Fakat, burada
yasayan insanlarin gelismis tiilkelere goc ettikten bir kac yil sonra kanser sikligi

artmaktadir (Siegel ve ark., 2016).
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Diinyada her y1l milyonlarca kisi kanser hastaligina yakalanmaktadir. Ayrica,
kanser tiim diinyada en ¢ok 6liime neden olan ikinci hastalik grubudur (ilki kalp-

damar hastaliklar1) (Stewart ve Wild, 2016).

Avrupa Birligi’nin (AB) giincel verisi olan 2013 yil1 sonuglar1 incelendiginde,
Avrupa’daki her dort 6limden birinin kanserden kaynaklandigi goriilmektedir.
Kanser nedenli 6liim sebeplerinin toplam oranlar1 incelendiginde, Italya ve
Ingiltere'nin %28, Ispanya ve Fransa'nin %27 ile iist siralarda; Bulgaristan'in %17,
Romanya'nin %20 ve Finlandiya'nin %23 ile alt siralarda yer aldigi dikkati
cekmektedir. Tiirkiye'de ise, bu oran 2013 yilinda %21, 2015 yilinda ise %20'dir
(TUIK, Oliim Nedeni Istatistikleri, 2016).

1983 yilinda, yapilan calismada kanserin epigenetik ile baglantili olan ilk
hastalik oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar kolon kanserli hiicrelerdeki genlerin
normal dokulardakine gére hipometilasyonu oldugunu tespit etmislerdir. Normale
gore hipometilasyonun kromozomlarda karasizliga yol agtigi ve kanser genlerini

aktive ettigi bilinmektedir (Feinberg ve Tycko, 2004).

Genelde tiimdr baskilayici genlerde DNMT diizeyi siklikla artmaktadir. Global
olarak 5-mC’inde azalma goriilmesine karsin bolgesel olarak CpG adaciklarinda
hipermetilasyon goriilmektedir. Boylece, promotor bdlgedeki CpG adaciklar1 ¢ok
fazla metillenmesiyle yiizlerce tiimor supressor genler sessizlesir ve kontrolsiiz hiicre

boliinmesi engellenemez ve hiicre kanserogeneze girer (Izmirli ve ark., 2012).

Genetikten kaynaklanan hastaliklarin tedavisi DNA’miz adeta silinmez oldugu
icin pek mimkiin goriinmemektedir. Ancak, epigenetik diizenlenmelerin geri
dondiirtilebilir degisiklikler yapmas1 ve bunun hastaliklarla olan iliskisi yeni tedavi
yollar1 i¢in umut olabilmektedir (Giiler ve Peynircioglu, 2016). Giiniimiizde, kanser
de kemoterapi ve radyoterapi tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Kemoterapi ve
radyoterapi tiimoriin biiylimesini azaltabilir ama her zaman tiimorii yok edememistir.

Yok etse bile tiimériin tekrarlama olasiligi vardir (Izmirli, 2012).
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1.1.2. ADLIi BILIMLERDE DNA METILASYONU UYGULAMALARI

Adli bilimler, mahkeme ve sorusturmalarda bilimsel ve temel bilgiler saglayarak
Adaletin dogru islemesinde 6nemli rol oynayan bilim dalidir. Adaletin saglanmasinda
bilimsel verilerden her gegen giin daha fazla yararlanilmasi1 Adli bilimler dalinin
Onemini giin gectikce artirmaktadir. Giintimiiz hukuk sisteminde deliller i¢in fiziksel
muayene biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Ayrica, olay yeri inceleme sirasinda sanikla
magdur arasinda ki her tiirlii biyolojik materyalin ve tiim fiziksel materyalin
degerlendirilmesi zorunludur. Biyolojik 6rnekler; kan, tiikiiriik, meni, kemikler,
vajinal sivilar, ter, sag, tirnak ve idrar gibi Ornekler genellikle olay yerinde
bulunmaktadir (An ve ark., 2012).

Olay yerinde bulunan biyolojik materyallerin tespiti, toplanmasi, tanimlamasi ve
analizinin gerceklestirilmesi son derece Onemlidir. Ciinkii siipheli vakalarin
aciklanmasinda arastirmacilara Onemli bir destek olusturarak sonuca c¢abuk
ulasmamizi saglamaktadir (Fish ve ark., 2013). Ayrica, biyolojik 6rneklerden elde
edilen DNA analizi, bir kisinin kimliklendirilmesine yonelik adli bilimlerde
kullanilabilecek en gii¢lii ara¢ oldugu dusiiniilmektedir. Bununla birlikte, gen
dizilimindeki farkliliklarin disindaki mekanizmalarin neden oldugu, gen islevinde
veya hiicresel fenotipte kalitsal degisiklikler de vardir. Cesitli hiicresel kararlar;
hayatta kalma, biiylime ve diferansiyasyon gen ekspresyonu tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlar epigenetik olgular tarafindan degistirilebilmektedir (Ceppioglu
ve Yurdun, 2015; Virkler ve Lednev, 2009).

Genel olarak, genetik bilgiler bir bireyi kimliklendirir ama epigenetik kanitlar
informatif bilgiler ekleyebilmektedir. Spesifik genler lizerindeki epigenetik diizeyinin
nicel olasilig1 bilimsel ve tibbi disiplinlerde genis bir alan haline gelmistir. Epigenetik
mekanizma da, celisli vakalarin aydinlatilmasinda DNA metilasyonu profil analizinin

arastirilmalar1 dikkat ¢ekmektedir (Ceppioglu ve Yurdun, 2015).
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1.1.2.1. Biyolojik Kaynakh Doku ve Stvi Orneklerinin Tayini

Olay yerinde viicut sivilarinin bulunmasi biyolojik o6rneklerin tipinin ve
kaynaginin belirlenmesinde, meydana gelen olaylarin miikemmel géstergeleri olarak
kullanilabilmektedir. Ornegin: kan lekesi incelenerek fiziksel miicadele, saldir1 veya
cinayet olup olmadigi gosterebilmektedir. Meni veya vajinal sivi tespiti, cinsel
saldirmin olup olmadigint gosterebilmektedir. Olay yerinde bulunan cesitli viicut
stvisinin, DNA’y1 analiz ederek siiphelinin suga karistigininin tespitini kolaylastirir ve
haksiz yere mahkum edilmis olan masum kisiler temize ¢ikarilabilmektedir (Madi et

al., 2012).

Adli bilimlerde, viicut sivisin1 tanimlamak igin gesitli yontemler ve teknikler
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda 151k kaynagi1 yontemleri, kimyasal testler (Luminol,
Kastle-Meyer), immiinolojik testler (antikor-antijen reaksiyonu), Katalitik testler
(benzidin, orto-tolidine, leucomalachite, leucocrystal, fenolftalein, asit fosfataz ve
alfa-amilaz), spektroskopik ve mikroskopik yontemler gelmektedir. Bu testlerin,
nispeten hizli ve kolay oldugu ancak gevresel faktorler yiiziinden duyarliligi ve
Ozgirligli sinirladign ortaya ¢ikarilmistir. Aslinda, serolojiye dayali metodlar
bireylerin biyolojik madde tiiriinii tespitini kolaylastirir ancak kaynak
belirlenememektedir (Madi ve ark., 2012). Son yillarda, DNA'nin doku-spesifik
metilasyon desenlerinin varligi gosterilmistir (Lee ve ark., 2012). Ayrica, DNA
metilasyonu son derece hiicre tipine 6zgiidiir ve bu nedenle sadece DNA 6rnekleri
sadece kokenlerini ayirt etmek i¢in kullanilmamaktadir, ayn1 zamanda numune
icindeki c¢esitli hiicre tiplerinin popiilasyonunu 6lgmek i¢in de kullanilabilmektedir.
Ornegin, DNA, bir viicut sivis1 karisimimdan izole edildiginde, hassas bir DNA
metilasyon analizi, diger doku tiirleri arasinda s1vinin semen, tiikiiriik veya kan 6rnegi
icerip igermedigini ayirt edebilecektir (Frumkin ve ark., 2010; Vidaki ve ark., 2013).
Lee ve arkadaslan tarafindan 2016'da yayinlanan "Kan, tiikriik, meni, vajinal sivi ve
adet kani tizerinde teyit edici bir test icin DNA metilasyon profillemesi" bashikli bir
calismada 9CpG belirtecleri kullanilarak farkli doku ornekleri iizerinde olumlu bir

sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir.
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1.1.2.2. DNA Orneklerini Kimlik Denetimi ve Metilasyon

Gegmiste bireyler arasi farkliliklar g6z Oniine alinarak kimliklendirmede
kullanilan kan gruplar1 ve enzim analizlerinin yerini bugiin polimorfizm agisindan
avantaj olan DNA polimorfizmleri almistir. Bu giinlerde ¢esitli sug tiirleri (hirsizlik,
tecaviiz, cinayet, vb.) incelemelerinde kullanilan delillerin DNA analizi, siiphelilerin
bulunmasinda temel yoldur. Ayrica, DNA dizisinin incelenmesi, bir kisinin
tanimlanmast ya da belirli etnik ve fenotipik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in adli

bilimlerde kullanilan en gii¢lii arag olmaktadir (Venter ve ark., 2001).

Olay yerinde elde edilen delillerinin DNA analizine bagvururulan adli inceleme
sayist her gegen giin artmakta ve elde edilen veriler adalet hizmetlerine sunulmaktadir.
DNA, hukuk davalarina iligkin olarak soy baginin belirlenmesinde de etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Genellikle bir olay yerinde bulunan DNA'nin, biyolojik kaynakli
olduguna inanilmaktadir. Ancak, her zaman dogru olmayabilmektedir. Ciinkii
uygarligin ve teknolojinin gelismesi ile sahte DNA (ya da yapay DNA) delilleri olma
olasilig1 vardir. Yapay DNA, nesnelerin yiizeylerine uygulanabilir veya gergek insan
dokularina konulmus olabilmektedir. Konvansiyonel genotip teknikleri dogal ve yapay
DNA orneklerini ayirt etmekte basarisizdir. Bu sorunla basa ¢ikmak icin adli bilim
arastirmacilari, DNA metilasyon analizi yaparak dogal ve yapay DNA'y1 birbirinden
ayirmayl saglayan molekiiller ve bilimsel yontemlerle kimlik dogrulanmasini

saglamistir (Frumkin ve ark., 2010).

Dogal ya da in vivo seklinde tiretilen DNA’nin yapay DNA’dan veya in vitro
DNA’dan farki; bazi lokuslarinin metillenmis ve diger lokuslarin metillenmemis
olmasidir. In vivo iiretilen DNAda, spesifik genomik lokuslar metillenmistir. In vitro
DNA’da ise, yalmz DNA Polimeraz yetersizligi metillenmis sitosinleri
tanimadigindan dolay1 tiim lokuslar metillenmemistir. Boylece, sodyum bisiilfit
modifikasyonu yontemiyle metillenmis ve metillenmemis sitozinler ayirt etmek i¢in

kullanilmaktadir (Frumkin ve ark., 2010; Vidaki ve ark., 2013).
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1.1.2.3. Tek Yumurta Ikizleri Arasinda Metilasyon

Eski donemlerden gilinlimiize kadar, ikizler ozellikle tek yumurta ikizleri
insanlarin ilgisini ¢ekmistir. Tek yumurta ikizleri, bir yumurta hiicresi ile bir sperm
hiicresinin birlesmesi sonucunda bir zigot olusmaktadir. Dogduklari zaman goriintiileri
tipa tip ayni olmaktadir. Genetik yapilari ve cinsiyetleri birbirinin aynidir (Fraga ve
ark., 2005). Ancak, parmak izleri ayni degildir (Gordon ve ark.,2012).

Tek yumurta ikizleri, dogumdan itibaren genelikle birbirlerinden hig
ayrilmamaktadir. Ozellikle ilk 3 yasinda kadar, yani ilkokul c¢aglarinda beslenme
diizenleri ve yasam tarzlari ¢ogu zaman ayni olmaktadir. Ev disina ¢iktiklari zaman
bile hep ayni ¢evre faktorlerden etkisi altinda olmaktadir. Eger ¢evresel faktorlerden
kaynaklanan bir farklilik varsa, tek yumurta ikizlerinin her ikisine de ayni etkiyi
yapmis olmaktadir. Ayrica, yas ilerledik¢e fiziksel 6zellikler ortaya c¢ikmaktadir.
Ancak, onlarin DNA’larinin yapilart ayn1 kalmaktadir ve zaman igerisinde genlerinin
ifadeleri degismektedir. Beslenme, yasam tarzi ve ¢evresel faktorler bu farkliklardan
birkagidir. Son zamanlarda, adli bilimlerde yapilan kesifler bu farkliliklara epigenetik
degisikliklerin sebep oldugunu delillerle kanitlamistir. (Gordon ve ark., 2012).

Li ve ark. (2011), bisiilfit yontem kullanarak 22 ¢ift erigkin monozigot ikizin
kan DNA oOrnekleriyle test yapmislar ve 27,000 'den fazla CpG bolgeleri de dahil
olmak iizere, Illumina'nin insan Metilasyon27 Beadchip ile analiz etmislerdir. Sonug
¢cok umut verici olmustur ¢iinkii 6nemli DNA metilasyon farkliliklarim1 (377 CpG
bolgeleri) aciga ¢ikarmistir. Adli vakalarda tek yumurta ikizlerini ayirmak i¢in CpG
bolgeler belirteg olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle, STR tiplendirme ve tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) tek yumurta ikizlerini ayirt etmede yetersiz kalmakta,
DNA metilasyonu Onemli belirtegleri analizleyerek onlari ayirt edebilmektedir

(Levesque ve ark., 2014).
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1.1.2.4. Biyolojik Orneklerden Yas Tayini ve Metilasyon

Yas tayini, kiginin sosyal iligkilerde ve yargiya yansiyan vakalarinda son derece
onem arz etmektedir. Ozellikle okula baslama, cezai sorumluluk, evlenme, emekli
olma, kisinin yetenegi ya da performans degerlendirme, memuriyete girme, siiriicii
belgesi alma gibi durumlarda kisinin yas tayini gerekmektedir. Adli vakalar da
sorusturma boyunca kimligi belirsiz kisiler (slipheli ya da magdur), siipheli bebek
Olimii ve kendini ifade edemeyecek durumdaki kisilere yas tayinin yapilmasi son
derece Onemlidir. Dahasi, bir hukuki durumdan dolayi, gecerli kimlik belgeleri
olmayan bir siiphelinin cezai sorumluluk yasini doldurmus olup olmadigini belirlemek

onemlidir (Hirschi ve Gottfredson,1983).

Adli vakalarda, bireyin yas tayini i¢in fiziksel gelisimi ve yaslanma bulgulari
gerekmektedir. Bunlarin basinda sekonder seks karakterlerinin gelisimi, konusma ve
ses Ozellikleri, boy, agirlik, cilt ve goz degisiklikleri, kil gelisimi, disler ve kemik
gelismi gelmektedir. Dahasi, radyolojik ve histolojik yontemler de kullanilarak yas
tayini tespiti edilebilmektedir (Franklin, 2010). Ancak, hastaliklar, ¢cevre faktorleri ve
yasam tarz1 yiiziinden bu kriterler her zaman % 100 sonu¢ vermemektedir (Bocklandt
ve ark., 2011). Ciinkii biyolojik yas (beden ve ruhun igbirligi ile olusan gergek yasiniz)
kronolojik yastan (takvim yasimizdan) bazilar i¢in daha kiigiik, bazilar1 i¢in fazla
goriiniirler. Ornegin: 50 kronolojik yasta olabilir. Ancak, saglikli, aktif bir yasam tarz1
ve gevresel faktorler yiiziinden viicudunuzun fiziksel goriiniimii 55 kronolojik yash

birine benzeyebilmektedir.

Son yillarda, bir bireyin yasini dogru tahmin etmek i¢in insan kanindaki T-hiicre
DNA diizenlemeleri analizi kullanmilmigtir. Ciinki T-hiicre sayisi, yas arttikca
azalmaktadir. Bu yontem yas grubunu gergek yaslardan daha iyi tahmin etmektedir

(Zhao ve ark., 2011).

26



Hiicreler ve dokular gelisimi boyunca diferansiye edilmektedir. Bu nedenle,
DNA mutasyonlar1 ve epigenetik degisiklikler dmiir boyu gergeklesen bu siirecte
meydana gelebilmektedir. Jones ve arkadaslari tarafindan 2015'de yayinlanan "DNA
metilasyonu ve saglikli insan yaglanmasi" baglikli bir calismada global diizeyde DNA
metilasyonunun yasamin ilk birka¢ yili boyunca arttig1 ve daha sonra yetiskinlikte ve
yas ilerledikce azaldig: bildirilmistir. Boylelikle DNA metilasyonu, yas tahmin etmek
i¢cin bir alternatiftir. Clinkii DNA metilasyonu zaman i¢inde hiicre farklilasmasi ve

degisiklikten sorumlu mekanizmalardan biridir.

Bilim adamlari1 DNA metilasyonu belirtecleri sayesinde yasa duyarli olan
genomik bolgeleri tespit edebilmektedir (Cizelge 3). Dahasi, hiicre ve doku
numunelerinin kronolojik yasini hesaplamak igin DNA metilasyon profillerinin
kullanimin1 6nerilmektedir (Xu ve ark., 2015). Ayrica, birgok yasla ilgili DNA
metilasyon degisiklikleri de doku tiiriine baglidir (Vidaki ve ark., 2017).

Son zamanlarda, yasa-bagli CpG bolgelerinin varligini kesfedilmistir. Bu CpG
bolgelerinin ya hipermetillenmis ya da hipometillenmis oldugu kanitlanmistir (Xu ve
ark., 2015). Koch ve Wagner (2011) yaptigi arastirmada, 13 farkli hiicre tipi ve
dokularini kamu veri depolarindan (hepsi HumanMethylation27 BeadChip platformu
ile kullanilmistir) alinan birka¢ veri kiimeleriyle analiz etmistir. Bu ¢alismada, 431
yas-bagli hipermetillenmis ve 25 yas-bagli hipometillenmis CpG bdlgeler tespit
edilmigtir. Secilen CpG bolgelerine dayanarak, tahminler 9.3 yillik bir ortalama

hassasiyetle korele edilmistir.

Zbie¢-Piekarska ve ark. (2015) yapilan insan yasi tahmini i¢in ELOVL2
belirteginin DNA metilasyon durumu iizerine bir ¢alismada ELOVL?2 geninde iki CpG
kullanilarak kan igin bir yas 6ngdrme modeli olarak 6,85 yillik bir tahmin hatas1 ve
5.03 yillik kronolojik yastan itibaren ortalama mutlak sapma (MAD) bildirmistir. Daha
sonra, bes CpG ELOVL2, Clorf132, TRIMS59, KLF14 ve FHL2 genlerinden olusan
bir modelin 3.9 yillik kronolojik yastaki bir MAD ile kanda daha iyi bir tahmini
dogruluga sahip oldugu gosterilmistir (Cizelge 3.).
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Cizelge 3. DNA Metilasyonuna Bagli Yas Tayini Yapilan Genler.

Calisma (y11) Yasa-bagh belirtecler: Doku Hata (y1l)
Bocklandt ve ark. (2011) EDARADD, TOM1L1, NPTX2 Tiikiiriik 5.2
Weidner ve ark. (2014) ITGA2B, ASPA, PDE4C Kan 4.3
ELOVL2, Clorfl32, TRIM59,
Zbiec-Piekarska ve ark. (2015) | KLF14, FHL2 Kan 3.9
Huang ve ark. (2015) ASPA, ITGA2B, NPTX2 Kan 7.9
71 CpGs from Illumina’s beadchip
Hannum ve ark. (2013) array Kan 3.9
NHLRC1, SCGN, CSNK1D (16
CpGs from Illumina MiSeq®
Vidaki ve ark. (2017) platform) Kan 7.5
353 CpGs from Illumina’s beadchip | Somatik
Horvath (2013) array dokular 3.6

1.1.2.5. Biyolojik Orneklerden Cinsiyet Tayini ve Metilasyon

Olay yerinde bulunan biyolojik 6rneklerden cinsiyetin belirlenmesi, olayin
sorusturulmasi igin biiyiik bir 6neme sahiptir. Hepimizin her otozomal genin iki
kopyasi (aleli) bulunur ve biri annemizden digeri babamizdan bize miras kalmaktadir.
Ancak, bazi genler aktarildig1 ebeveyn kokenine gore farkli tarzda ortaya ¢ikmaktadir.
Babadan devralinan alel imprint gen ise, anneden sadece alel eksprese edilmektedir.
Anneden alleli baskin ise, o zaman babadan sadece alel eksprese edilmektedir (Gregg
ve ark., 2010).

Genetik materyalin anneden veya babadan kalitilmasina bagli olarak farkli ve
monoallelik ekspresyon gerceklesmesine genomik imprinting denir. Genomik
imprinting epigenetik bir fenomendir. Genomik imprinting, embriyonun gelismesinde
baslar ve daha sonra organizmanin tiim somatik hiicrelerine iletilmesinde rol alir.
Imprint (damgalanmis) genler, germ hiicrelerinin olusumu sirasinda yumurta ya da
sperm hiicresinde bulunmalarina bagli olarak metilasyon ile isaretlenir. Yogun CpG
adaciklarma sahip imprint genlerin en 6nemli 6zelligi, farkli allellere-6zgii olarak
metilasyon paterni gostermeleridir. Boylece, embriyoda genin hangi ebeveynden
geldigi DNA metilasyon durumu ile belirlenebilmektedir. Bu kalitim sekli klasik
Mendel kalitmima (Bagimsiz ayrisim prensibi ya da Alellerin ayrigim prensibi)
uymamaktadir. Genomik damgalanma sonucu ortaya ¢ikan etki pozitif veya negatif
olabilmektedir (Feinberg ve ark., 2002; Gregg ve ark., 2010).
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1991 yilinda, ilk imprint genler Igf2 ve Igf2r bulunmustur. Daha sonra, 100 kb
Igf2 geninden H19 bulunmustur. Igf2 geni yalniz babadan gelen bir kromozom iken,
H19 geni sadece maternal kromozomdan eksprese edilen gendir. Boylelikle, adli
bilimler uygulamalarda H19 gen ifadesi inceleyerek maternal alel tayini edilebilir ve

1gf2 gen ifadesi incelenerek paternal alel tayin edilebilmektedir (Wang ve ark., 2014).

Baskilanmis ekspresyon doku ve gelisim asamalarinin arasinda degisebilir iken
hatali1 baskilama ¢esitli hastalik sendromlarinin nedenidir. Kalitilan aleller farkli olarak
metillenmislerdir. Boylece, biyolojik 6rnekler lizerinden elde edilen spesifik genlerin
bir erkek veya bir kadina ait olup olmadigini belirlemek i¢gin DNA metilasyonun
durumu analiz edilebilmektedir (Kader ve Ghai, 2015).

Normal olarak insanda 46 adet kromozom bulunmaktadir. Her hiicrede 23 cift
kromozom bulunup bunun iki tanesi cinsiyet kromozomu (X ve Y kromozomu), diger
22 tanesi otozomal kromozomlardan olusur. Saglikli diside iki adet XX, erkekte 1 adet
X 1 adet Y kromozomu bulunmaktadir. Ancak, disideki iki adet XX kromozomu hiicre
fonksiyonlar1 i¢in gerekli degildir. Bu sebeple disi somatik hiicrelerinde sadece bir X
kromozomu aktif durumdadir. Ikinci X inaktifleserek kondanse olur ve interfaz
hiicrelerinde Barr Cisimcigi olarak giiriinmektedir. Normal erkekler Bar cisimcigine
sahip degildir. Boylece, olay yerinde bulunan biyolojik materyallarin kadina m1 erkege
mi ait olup olmadiginin tanimlamak i¢in Barr cisimcigi varlig ile gosterebilmektedir.
Inaktive edilecek X kromozomu, baskilayici heterokromatin ile paketlenerek bu
kromozomun iizerinde bulunan genlerin ifadelenmesi onlenmektedir. Ancak, bu
degisiklikler, DNA dizisini degistirmede yapilir. X kromozomu inaktivasyonu, DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonu sayesinde = siirdiiriilmektedir.  X-
inaktivasyonunda, CpG adaciklart ve gen promotor boélgeleri hipermetillenmistir
(Kader ve Ghai, 2015).
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1.1.2.6. Oliim Nedeni ve Metilasyon

Insanlarin zamanla giicten diismesi ve tahribat miktarinin siirdiiriilemeyecek
durum anlasmasi sonucundaki 6liim, dogal 6limdiir. Bu tiir 6liimler normal yasam
siiresini tamamlamis veya herhangi bir hastalig1 olan kisilerde goriilen 6liim seklidir.
Fakat, dikkatsizlik, ihmal ya da acemilikten kaynaklanan beklenmedik bir 6lim,
kazadir. Diinyada en sik rastlanan kaza tiirleri sunlardir: ucak kazalari, ev kazalari,

trafik kazalari, yanginlar ve eletrik ¢arpmasidir (Oguz, 2013).

Gecmisten giiniimiize kadar bazi insanlar, karsilagtiklar1 sorunlarin ¢oziimii
olarak intihar1 diigiiniir. Mesela: aile i¢i siddet, bosanma, ebeveyn kaybi, kredi borcu
O0deyememe, fakir olma korkusu, finansal kayiplar (kumar bagimliligi, isten kovulmak,
batmak), uyusturucu kullanimi, depresyon’dan kaynakli problemler, kronik
hastaliklarla yasamak, diizelemeyecek fiziksel bir aci, ¢coziilemeyen seksiiel konular
(karsiliks1iz ask, ask acisi, cinsel sorunlar), siirgiin’den kaynakli problemler,
umutsuzluk, stres gibi nedenlerden dolay1 intihara yeltenilir (Tolou-Ghamari, 2016).
Intihar etmeyi diisiinen kisi intihar tehditleriyle diger insanlar1 manipiile etmemek i¢in
bu diisiincesini kimseye sdylemez ve bu diislinceyi kimseyle paylasmaz ve kendine
saklar. Giiniimiizde ise, cinayet islemenin birgok yolu vardir. Onlar atesli silah
yaralanmalari, bicaklama, bogma, zehirleme, yanik, asi, diri gomiilme, suda bogulma

ve igskencedir (Oguz, 2013).

Tim o6liim vakalarinda, mutlaka Oliimiin gerceklesmis oldugunun hekim
tarafindan tespiti gerekmektedir. Herhangi bir tanig1 olmayan, beklenmedik 6liim ya
da bagkalarinin rolii olmasi ihtimali varsa, cesedin gomiilmeden 6nce veya yakilmadan
once otopsi olarak bilinen postmortem muayene yapilmalidir. Otopsi, cesedin distan
ve icten tetkik edilmesi, 6liim zamaninin ve nedeninin belirlenmesi ayrica, viicuttaki

her bir organin durumunun tetkiki ve incelenmesini kapsar (Hanci, 2002; Oguz, 2013).
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Postmortem biyokimya ve molekiiler biyolojinin kullanmanin temel amaci,
Olim prosediiriinde yer alan, hiicreler ve organlarin morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikleriyle korelasyon kurulamayan genel patofizyolojik degisiklikleri
aciklayabilmektedir (Babu ve ark., 2015).

Son yillardaki arastirmalar, ¢esitli hastaliklarin (kanser gibi) DNA metilasyon
seviyelerinde anormal degisikliklerle iligkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle,
promoter bolgedeki bazi genlerin DNA metilasyon durumunun, edinilen c¢esitli
diatezlere veya oliim nedenlerine yanit olarak degisip degismedigini belirlemek

amaciyla ¢calismalar yapilmaktadir (Vidaki ve ark., 2013).
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1.1.3. DNA METILASYONU OLCUM TEKNIKLERI

Giliniimiize kadar gelistirilen DNA metilasyonu analiz yontemleri, DNA
dizisindeki sitozinlerle 5-mC’lerin ayirt edilmesi esasina dayanmaktadir. DNA
metilasyonu analizi i¢in iki yontem vardir. Bunlar global metilasyon analizleri ve gen-

spesifik metilasyon analizleridir (Gtiler ve Balci, 2016).

1.1.3.1. Global Metilasyon Analizi

Global metilasyonunun dl¢iilmesinde kullanilan en yaygin yontemlerden ytiksek
performanslit  stvi  kromatografist (HPLC), sivi  kromatografisi-kiitle-kiitle
spektrometresi (LC-MS-MS) ve tekrar dizilerinin bisulfit sekanslamasi gelmektedir
(Lisanti ve ark., 2013). Ayrica, 5-mC ELISA kiti ile DNA'nin global DNA metilasyon
yiizdesi Ol¢lilmektedir. HPLC kantitatif bir yontem olmasina ragmen, analizler ¢ok
miktarda ve yiiksek kalitede genomik DNA gerektirmektedir (Kurdyukov ve Bullock,
2016).

Memeli genomundaki metillenmis CpG’ler, %70-80 oraninda tekrar
bolgelerinde bulunmaktadir. Boylelikle, metillenmis CpG yogunlugu Sl¢iilmesinde
tekrar bolgelerinin analiz edilmesi global yogunluk hakkinda dogru bilgi vermektedir.
Bu yontemlerde DNA’ya bisiilfit modifikasyonu uygulanir ve daha sonra PCR ile
amplifiye edilmektedir. Elde edilen tiim genoma ait PCR dirlinleri, yeni nesil
sekanslama gibi yiiksek-0lcekli yontemlerle analiz edilerek genomdaki 5-mC

yogunlugu belirlenmektedir (Mahapatra ve ark., 2012).
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1.1.3.2. Gen-Spesifik Metilasyon Analizi

Gen-spesfik metilasyon analizlerinde kullanilan yontemler arasinda bisiilfit
modifikasyon, restriksiyon enzimi ve immiinopresipitasyon, sekanslama,
pyrosekanslama, mikrogip, RT-PCR ve mikrodizin analiz yer almaktadir (Giiler ve
Balci, 2016). Gen-spesfik metilasyon 6l¢iimii i¢in bisiilfit modifikasyonu yontemi gold
standart olarak kabul edilmistir. Bu yontemde, DNA baz diziliminde metillenmemis
olan tiim sitozin bazlar1 kimyasal reaksiyonla urasil’e doniistiiriilmektedir.
Metillenmis olan sitozinler etkilenmezler ve sitozin olarak kalirlar. Modifikasyon
isleminden sonra PCR ile amplifiye edilir ve daha sonra sekanslama ile DNA’daki
metillenmis ve metillenmemis bolgeler ayirt edilebilmektedir (Castellanos-Rizaldos
ve ark., 2014). Gen-spesifik DNA metilasyon analiz kitleri ile herhangi bir gen
bolgesinde bisiilfit modifikasyonu yapmadan RT-PCR ile metilasyon ylizdesi
kantitatif olarak elde edilmektedir (Kurdyukov ve Bullock, 2016). Restriksiyon
enzimleri ile kesim yonteminde, enzimler metillenmis ya da metillenmemis DNA’y1
tanyip kesim yapacak sekilde adapte edilebilmektedir. Enzim kesiminden sonra
olusan fragmentlere adaptor ligasyonu yapilmaktadir. Fragmentler PCR ile amplifiye
edilmektedir. Restriksiyon enzim yoOntemlerin dezavantaji, metilasyon analizinin
sadece enzimin tanidig1 bolgelerle kisitli olmasidir. Metillenmis bolgeleri analiz etmek
icin 5m-C’lere baglanan metil-spesifik proteinlere 6zgli antikorlar iretilmistir. Bu
antikorlarin kullanimiyla immunopresipitasyona dayali metotlar gelistirilmistir. DNA
once sonikasyona ugratilarak denatiire edilmektedir. Metillenmis bolgelere baglanan
proteinlere 0zgii antikorlar kullanilarak immunopresipitasyon islemi yapilmaktadir.
Bu bolgeler PCR ile amplifiye edilmektedir. Daha sonra olusan fragmentler
mikroarray ya da yeni nesil sekanslama yontemleri ile analiz edilmektedir (Giiler ve
Balci, 2016). Pyrosekanslama, ayni reaksiyonda birden ¢ok CpG bdlgesinin
metilasyon miktarinin kesin olarak belirlenebilmesi yoniinden avantajlidir. Tek
dezavantaji, her bir reaksiyonda sadece 25-30 bazlik bolgelerin sekanslanabilmesi ve

bunun da analiz edilecek CpG bdlgelerini sinirlandirtyor olmasidir (Kurdyukov ve

Bullock, 2016).

33



2. GEREC VE YONTEM

Bu boliimde, 6rneklerin toplanmasi, laboratuvar analizi ve istatistik analizi ile
verilerin degerlendirilmesi {i¢ ana asamada gerceklestirilmistir. Bu islemler sirasinda

literatiirde belirtilen genel kurallar g6z 6niinde tutularak calisilmistir.

2.1. Ornek Toplanmasi

Bu tez c¢alismasi, Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda saklanan psoas kas
dokularinda; Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi 11 Nisan 2016 tarihli Klinik
aragtirmalar etik kurulu toplantisinda 07-308-16 sayili etik kurulu karar1 ve Adalet
Bakanligi Adli Tip Kurumu (ATK) Ankara Grup Baskanligimin 07/06/2016 tarihli
Egitim ve Bilimsel Arastirma Komisyonu toplantisinda 21589509/246 sayili bilimsel
calisma onay1 alinarak gerceklestirilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Insan psoas kas doku 6rnekleri.
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Cesedin nereden geldigi, 6liim nedeni, 6liim saati, ne kadar siire ile hastanede
kaldig1 ve ne zaman morga geldigi belirlenmistir. Bu kisiler farkli sebeplerden dolay1
hayatin1 kaybetmistir. Bunlar; atesli silah, yiiksekten diismeye baglh travma, trafik
kazasi, is kazasi, ugucu madde intoksikasyonu, yiiksek akim ve intihar 6rnekleridir.
Ayrica, grup igersinde kalp-damar hastaligit ve sizofreni tanis1 alan vakalar
bulunmustur (Cizelge 4.). PMA arasindaki farki en erken 2 saat ve en geg 26 saat 40
dakika olmustur. Calisma yer alan vakalar 15-71 yas arasinda degisen 4 kadin ve 17

erkek bireyden olusmaktadir (Cizelge 4. ).

Cizelge 4. Incelenen Insan Biyometrik Verileri

Vaka No. Cinsiyet | Oleninin Klinik Ozellikleri ve Oliimiiniin nedeni PMA
1. E Gastrointestinal sistem hastas1 (18 giin hastanede) 10 saat 05dk
2. E Yiiksek diigme (2 giin hastanede) 12 saat 55 dk
3. E Is kazas1 (Ayn1 giin) 17,5 saat
4. K Evde 6ldii (Ayn1 giin) 14,5 saat
5. E Atesli silah (Ayni1 giin) 15 saat
6. E Kalp damar hastasi (Ayni giin) 15 saat
7. E Yiiksek diisme (Ayni giin) 18 saat
8. E Bilinmiyor (Ayni giin) 14 saat 30 dk
9. K Kalp damar hastasi (Ayni1 giin) 11 saat 20 dk
10. E Bilinmiyor (12 giin hastanede) 18 saat
11. E Yiiksekten diisme (10 giin hastanede 20 saat 30 dk
12. E Sizofreni (Ayni1 giin) 22 saat 30 dk
13. E Is kazas1 (Yiiksekten akim) (Aym giin) 16 saat 30 dk
14. E Kalp damar hastasi (Ayn giin) 14 saat
15. E Ugucu madde (2 giin hastanede) 13 saat 15 dk
16. E Atesli silah (Ayn1 giin) 2 saat
17. K Trafik kazas1 (50 giin hastanede) 25 saat 30 dk
18. E Sizofreni (Ayn1 giin) 26 saat 40 dk
19. E Atesli silah (Ayni1 giin) 18 saat 50 dk
20. E Atesli silah (Ayni1 giin) 18 saat 50 dk
21. K Trafik kazas1 (67 giin hastanede) 20 saat

No.: Numara, PMI: Postmortem araligi, E: Erkek, K: Kadin
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2.2. Gerekli Materyaller

2.2.1. Alet ve Gerecler

Laboratuvar onliigi

Eldiven

Su banyosu

Mikrosantrifiij (12000x g, 16000x g)

10, 100, 1000°lik pipetler

10, 100, 1000°1ik pipet ucu

Volteks

Mikrodalga firin

Hassas terazi

Elektroforez Cihaz

Elektrofotometre Cihaz ((Epoch Microplate Spectrophotometer-BioTek)

-85°C Dondurucu (Scancool, SCL50P)
. -20°C Dondurucu

Rack

Steril gazli bez

Meziir (10ml, 25ml, 100ml, 1000ml)

Aluminium foil

Bistrii

ST OS3I AT OSQMD Q0T

2.2.2. Kimyasallar

%70, %90, %100 EtOH

Camasir su

dH.0

TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, Ph 7.5)

Agaroz

Etidium Bromdir (EtBr)

BromoFenol blue

Quick-DNA ™ Miniprep Plus Kit, Katalog No. D4068 & D4069
5-mC DNA ELISA Kit, Katalog Numaras1 D5325 & D5326

—STQ@ o0 o
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Cizelge 5. Quick-DNA ™ Miniprep Plus Kit igerigi.

. ) D4068 (50| D4069 (200
Urtinleri Saklama Sicakh
Preps.) Preps.)
] -20 °C (karigtirildiktan
Proteinase K & Storage Buffer 20 mg 4 x 20 mg
sonra)
BioFluid & Cell Buffer (Red) 12 ml 45 ml Oda sicaklig
Solid Tissue Buffer (Blue)* 6 ml 22 ml Oda sicakligi
Genomic Binding Buffer 25 ml 85 ml Oda sicaklig
DNA Pre-Wash Buffer * 30 ml 2 x50 mg Oda sicaklig
g-DNA Wash Buffer 50 ml 200ml Oda sicakligi
DNA Elution Buffer 10 mi 50 ml Oda sicakligi
Zymo-Spin™ TIC-XL Columns 50 Colunmns 200 Colunmns | Oda sicaklig1
Collection Tubes 100 tubes 400 tubes Oda sicakligi

Cizelge 6. 5-mC DNA ELISA Kit igerigi

Uriinleri D5325 D5326 Saklama Sicakhg
(1 x 96 wells) (2 x 96 wells)

5-mC Coating Buffer 15 mg 30 mg 4°C

5-mC ELISA Buffer 250 ml 250 ml x 2 4°C

Anti-5-Methylcytosine (1 pg/pl) 15 ml 30 ml -20°C

Secondary Antibody (1 pg/pl) 15 ml 30 ml 4°C

HRP Developer 15 mi 30 mg 4°C

Negative Control (100 ng/ul) 50 ml 50ml -20°C

Positive Control (100 ng/ul) 50 mi 50 ml -20°C

96-well plate (12 x 8-well Strips) 1 Colunmns 2 Colunmns Oda sicakligi
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Cizelge 7. Negatif Kontrol ve Pozitif Kontrol hazirlamasi. Bu tablo standart bir egri
olusturmak icin kullanilmasi gereken yedi karisimin hazirlanigini gosterir.

% 5-Mc Negatif Kontrol (100ng/pl) Negatif Kontrol (100ng/pl)
%0 10.0 pl 0Oul

%5 9.5ul 0.5 ul

%10 9.0 ul 1.0 ul

%25 7.5 ul 25

%50 5.0l 5.0 ul

%75 2.5 ul 7.5 ul

%100 0 ul 10.0 pl

Cizelge 8. Antikor hazirlamast

Diliisyonu | Hacmi (ul) Ornek (18 kuyu)
5-mC ELISA Tampon N/A (# wells + 2) 100 2,000 pl
Anti-5-Metilsitozin 1:2,000 Buffer Vol. /2,000 1wl
Ikincil Antikor 1:1,000 Buffer Vol. /1,000 |2 ul
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2.3. DENEY PROSEDURU

2.3.1. DNA lzolasyonu

Calismanin yapildigi Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji Laboratuvarinda
saklanan 21 psoas kas dokularindan DNA izolasyonu Quick-DNA ™ Miniprep Plus
Kit, Katalog No. D4068 & D4069 ile gerceklestirildi. 21 psoas kas doku drnekleri -
85°C dondurucudan ¢ikartilip bistiiri yardimi ile 25 mg’lik dokulara parc¢alandi. Kalan

dokular ihtiyag¢ halinde tekrar kullanilmak tizere -85°C dondurucuda saklandi.

Parcalanan doku 25 mg’lik mikrosantrifiij tiiplere alind1 ve iizerine 95ul su, 95ul
Solid Tissue Buffer (mavi) ve 10 pl Proteinaz K eklendi. Ondan sonra karigim 15
saniye vorteks edildi. Sonraki agamaya devam etmeden 6nce su banyosunda 55°C’de

bir gece boyunca 6rnekler inkibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra &rnekler su banyosundan cikartilip 15 saniye vorteks
edildi. Cozlinmeyen pargay1 ortamdan uzaklastirmak i¢in 12,000 x g 1 dakikada
santrifiij edildi. Santrifiijden alinan tiiplerin igindeki 200ul siipernatan dikkatlice
cekilip yeni mikrosantrifiij tiiplere alindi. Ondan sonra iistiine 400ul Genomic Binding
Buffer eklendi ve 1 dakikada 12,000x g santrifiij edildi. Daha sonra kit ambalaji
igerisindeki bir koleksiyon tiipline yerlestirilmis Zymo-Spin™ [IC-XL Column
c¢ikarildi daha sonra 600ul karisim mikrosantrifiij tliplinden alinarak Zymo-Spin™
IIC-XL Column tiipii icerisine aktarildi ve 1 dakikada 12,000x g santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda igerisinde atik soliisyon bulunan koleksiyon tiipi atildi (Zymo-
Spin™ [IC-XL Column tiiplerin iginde DNA yapist1). Yeni bir koleksiyon tiipiine
yerlestirilmis Zymo-Spin™ IIC-XL Column igerisine 400ul DNA Pre-Wash Buffer
eklendi ve 1 dakika 12,000 x g santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda igerisinde soliisyon
biriken koleksiyon tiipii atilarak Zymo-Spin™ IIC-XL Column yeni bir koleksiyon
tiipiine yerlestirildi. Ondan sonra Zymo-Spin™ [IC-XL Column igerisine 700ul g-
DNA Wash Buffer eklendi ve 1 dakika 12,000 x g santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda

icerisinde sollisyon biriken koleksiyon tiipii atildi.
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Daha sonra Zymo-Spin™ [IC-XL Column yeni bir koleksiyon tiipiine
yerlestirildi. Zymo-Spin™ [IC-XL Column igerisine 200ul g-DNA Wash Buffer
eklendi ve 1 dakika 12,000 x g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda igerisinde

soliisyon biriken koleksiyon tiipi atild1.

Yeni ve steril mikrosantrifiij tiipii alinip igerisine Zymo-Spin™ IIC-XL Column
yerlestirildi. Daha sonra Zymo-Spin™ IIC-XL Column igerisine 40ul DNA Elution
Buffer eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1 dakika
16,000 x g santrifiij edildi ve 20ul DNA Elution Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonudan sonra 1 dakika 16,000 x g’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda, Zymo-Spin™ I[IC-XL Column altinda bulunan mikrosantrifiij

tiipliniin icerisinde yaklasik olarak 60pl saflastirilmis genomik DNA bulundu. Zymo-

Spin™ [IC-XL Column tiipler atild1 ve DNA 6rnekleri mikrosantrifiij tiipinde kald1
(Sekil 2.2). DNA safligr, DNA miktart ve DNA metilasyon analiz zamanina kadar -
20’de saklandi.

Sekil 10. 21 insan dokulardan elde edilen, DNA izolasyon isleminden sonraki DNA

ornekleri.
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2.3.2. DNA'min Kalite ve Miktarmmin Belirlenmesi

2.3.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, DNA, RNA ve proteinlerin molekiil safligi ve agirhigi ve
miktarinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir inceleme yontemidir.
Alinan DNA 6rneklerin saflig1 ve degradasyonu goriintiilenmek i¢in %2’lik agorose
jel hazirland1. 2gr Agaroz, 90ml dH20 ve 10ml TBE igerisinde karigtirildiktan sonra
Mikrodalga firinda homojenize edildi. Biraz sogutulduktan sonra 3.5ul Etidyum
Bromiir eklendi ve jel tepsisine hava kabarcigi olusmayacak sekilde dokiildi ve
polimerlesmesi beklenildi. Agaroz jel elektroforezi icin DNA oOrnekleri yiikleme
boyast ile karigtirildiktan sonra jele yiiklendi ve 120V’da 25 dakika bekletildi.
Gortintiiler Image Analyze programu ile elde edildi (Sekil 2.3).

2.3.2.2. DNA Miktar Tayini

Quick-DNA ™ Miniprep Plus Kit ile elde edilen DNA 6rneklerin miktarini
tayinini belirlemek icin spektrofotometrik (Epoch Microplate Spectrophotometer-
BioTek) o6l¢iim yapildi. Epoch Microplate Spectrophotometer-BioTek ile 280 ve
280nm dalga boylarinda 6lctiigli absorbans degerlerinin oraninin (A260/A280) saf
DNA’de yaklasik 1,8 saf RNA ise yaklagik 2.0 olmas1 sarti aranmaktadir. Eger
proteinden kaynaklanan bir kontaminasyon varsa A260/A280 yukarida verilen

degerlerden daha az olacaktir ve niikleik asit 6l¢iimii miimkiin olmayacaktir.

Deneyimizde spektrofotometrik 6l¢lim yapmak lizere bilgisayar yaziliminda
bulunan Gen5 programi baslatildi. Baslatma islemi tamamlandiktan sonra her iki optik
yiizey (alt ve iist) dH2O ile iyice temasi silinerek temizlendi. Daha sonra 2ul dH>O
yiiklenerek ve bilgisayarda kor (read blank) secilerek kor oOlgiimii tamamlandi.
Kuyularda yesil rengi gostererek kontrol testi tamamlandi. Daha sonra iki optik ylizey

tekrar temizlendi. DNA 6l¢iim islemi i¢cin 2ul DNA 6rnek yiiklenerek ve bilgisayarda
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Ol¢iim (Read sample) secilerek DNA Ol¢iimii yapildi. Tiim DNA &rneklerin optik
dansiteleri elde edildi (Cizelge 2.2.). Olgiim yapildiktan sonra her iki optik yiizey

tekrar silenerek temizlendi.
2.3.3. DNA Modifikasyonu

DNA metilasyonun miktari tayininde dncelikle elde edilen DNA 6rneklerin 5-
mC DNA ELISA Kit ile modifiye edilmistir. 5-mC DNA ELISA Kit, en az 3 saat
iginde herhangi bir DNA 6rneginde 5-mC 6l¢mek i¢in arastirmaciya saglayan uygun
ve gliclii bir aractir. Bu kit, 5-mC i¢in hem duyarli hem de spesifik olan benzersiz bir
Anti-5-Metiltiyosin monoklonal antikora sahiptir. Test, omurgali, bitki ve mikrobiyal
kaynaklardan gelen genis bir girdi DNA, yani sira PCR amplikonlar1 ve pargalanmis
DNA ile uyumludur. DNA 6rnegindeki 5-mC'lik yiizdelik, kit ile birlikte verilen 6zel
olarak tasarlanmis kontrollerle olusturulan standart bir egriye gore dogru bir sekilde

Olciilebilmektedir. Ayrica, hizli, akici is akisi, yiiksek verimli analiz i¢in idealdir.

’{ /{ikincil Antikor A
J_( /< Anti-5-mC mAb A
Tek sorn“o”l DNW

Kuyu yUzeyi

Sekil 11. 5mC DNA ELISA Kiti ile DNA modifikasyonunun prensibi. 5-mC DNA ELISA
Kiti, is akisinda dolayli ELISA teknigini kullanir. Denature edilmis, tek sarmalli DNA
ornekleri, 5-mC Coating Buffer icerisinde kuyu yiizeyleri kaplandi. Anti-5-Metiltiyosin
monoklonal antikor (Anti-5-mC mAb) ve HRP ile konjiige edilmis Sekonder Antikor 5-mC
ELISA Tamponu Kuyulara eklendi. 5-mC'nin saptanmasi, HRP Developer eklenmesinden
sonra ger¢eklesmektedir (zymo research tirtinleri: 5-mC DNA ELISA Kiti, Katalog No. D5325
& D5326).
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2.3.3.1. DNA Modifikasyonu Ydéntemi

Global DNA metilasyon analizi, iiretici tarafindan saglanan talimatlara uygun
olarak 5-mC DNA ELISA Kiti (Katalog No. D5325 & D5326) kullanilarak
gergeklestirildi. Kisaca, 21 DNA 6rnekleri i¢erisinde 100 ng DNA, her bir PCR tiipiine
eklendi ve 5-mC Coating Buffer ile son hacmi 100ul'ye getirildi. DNA, bir termal
dongii cihaz1 i¢inde 5 dakikada 98°C dereceye ulastirilip denatiire edildi.
Denatilirasyonundan sonra, DNA’lar 10 dakika boyunca buz igerisinde birakildi. Daha

sonra gerekli olan kuyu seritleri sayisinda alindi.

Denatiire edilmis DNA'lar 100 pl plate kuyularina yiiklendi ve aliminyum folyo
ile kapatildi, sonra 1 saat siireyle 37°C derecede inkiibasyon edildi. Daha sonra her bir
kuyucuk, 200 pl 5-mC ELISA buffer ile 3 kez yikandi (her yikamadan sonra 5-cm
ELISA buffer kuyularindan atild1). Daha sonra her bir kuyucuga 200 pl 5-mC ELISA
buffer eklendi. Plate aliiminyum folyo ile kapatildi ve 30 dakika siire ile 37 °C
derecede inkibasyona birakildi. 100 pl Antikor (5-mC ELISA buffer, Anti-5-
metilsitozin ve ikinci antikor karisimi) her bir kuyucuga yiiklendi. Ondan sonra plate

aliminyum folyo ile kapatildi ve 1 saat siire ile 37°C derecede inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra Antikor karisimi kuyulardan atildi. Ondan sonra her bir
kuyucuk, 200ul 5-mC ELISA buffer ile 3 kez yikandi. Yikama asamalardan sonra her
bir kuyucuga 100ul HRP developer eklendi ve oda sicakliginda 50 dakika i¢inde renk
gelismeye birakildi. Ondan sonra 405-450nm'de bir ELISA plaka okuyucusu (Epoch

Microplate Spectrophotometer-BioTek) ile absorbansi 6l¢iildii.
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2.4, ISTATISTIK ANALIiZLER

Orneklere ait analiz sonuglarmin ortalama, standart sapma ve korelasyon
katsayis1 gibi hesaplanan degerleri IBM SPSS istatistik paket programindan
yararlanarak yapilmistir. Negatif Kontrol ve Pozitif Kontrol ile yapilandirilan standart
egrinin ikinci dereceden regresyon denklemi kullanilarak 5-mC'lik yiizdesi hesaplandi.
Istatistiksel analiz yapmak iizere postmortem doku 6rnekleri 3 grup zaman araliginda
siniflandird1 (Tablo 10). Normal dagilim gostermeyen stirekli degiskenlerin gruplar
aras1 karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri kullanildi.

Istatiksel anlamlilik seviyesi olarak p<0.05 alind.
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3. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, istatistiksel anlamliliklar1 belirleyerek
tablo ve sekil olarak bu bolimde sunulmustur. Calismaya alinan toplam 21 vakanin
biyometrik verileri Cizelge 4°te ve Sekil 9’da gdsterilmistir. Tiim 6rneklerden DNA
izole edilmis (Cizelge 9 ve Sekil 10 ) ve elde edilen DNA’larin safligi incelenmistir
(Sekil 12).

Cizelge 9. Vakalara ait cinsiyet ve istatistik olarak degerlendirilmesi.

Cinsiyet Frekans Yiizde Gegerli yiizde Kiimiilatif yiizde
Erkek 17 81 81 81

Kadin 4 19 19 100

Total 21 100 100

Sekil 12. 21 vakadan izole edilen DNAya ait jel elektroforez goriintiisii.
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Cizelge 10. Vakalara ait optik dansite ve DNA (ng/ul) sonuglari.

Vaka No. |Optik Dansite (260/230) ng/pL
1 1,021 47,472
2 1,8165 15,1145
3 0,6335 12,589
4 1,491 14,4285
5 1,4805 19,248
6 0,081 6,267

7 0,349 4,684

8 0,3685 42,832
9 0,73 107,961
10 1,613 130,4915
11 0,2645 23,7605
12 0,6545 42,508
13 1,854 11,3405
14 1,625 14,1005
15 1,838 14,681
16 1,726 36,78
17 0,02 25,95
18 0,0995 28,586
19 1,4075 92,0895
20 0,882 24,3665
21 1,2325 148,622
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Cizelge 11. Vakalara ait global DNA metilasyon (ng/ul) ve standart sonuglari

Global DNA

Hasta no Cinsiyet | Metilasyonu
PMA

(ng/pl)
1 E 0,3305 10 saat 5dk
2 E 0,4155 12 saat 55 dk
3 E 0,5235 17,5 saat
4 K 0,3405 14,5 saat
5 E 0,4025 15 saat
6 E 0,122 15 saat
7 E 0,464 18 saat
8 E 0,355 14 saat 30 dk
9 K 0,4205 11 saat 20 dk
10 E 0,4105 18 saat
11 E 0,419 20 saat 30 dk
12 E 0,3575 22 saat 30 dk
13 E 0,4045 16 saat 30 dk
14 E 0,5415 14 saat
15 E 0,3045 13 saat 15 dk
16 E 0,453 2 saat
17 K 0,232 25 saat 30 dk
18 E 0,3825 26 saat 40 dk
19 0,493 0,493 18 saat 50 dk
20 0,381 0,381 18 saat 50 dk
21 0,332 0,332 20 saat
Standartlar (ng/ul)
0% 0,075
5% 0,39
10% 0,5175
25% 0,79
50% 0,9575
5% 0,9355
100% 1,053
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OD-405
0,6
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0,4
0,3
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Sekil 13. Degisen saatlerde zamana bagli olarak vakalara ait global DNA metilasyon (ng/pl)
oranlari. Sekil postmortem dénemde insan kas psoas dokusu 6rnekleri {izerinde 6liim zamani
tayininde DNA metilasyonu etkinliginin gostermi.

OD-405

y =0,2217In(x) + 1,0571
R?=0,9751

Absorbance @ 405 nm
o o o »
£ o)) [0} [ N
3

o
N
1

0 T T T T T 1
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

% 5-mC

Sekil 14. DNA karigimlar ile tiretilen standart egri.
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Cizelge 12. Vakalara ait Global DNA metilasyon miktar1 (ng/ul) ve global DNA
metilasyon ylizdesi. Asagidaki tablo, logaritmik ikinci dereceden regresyon tiiretilen
Sekil 8’deki denklem kullanilarak, kendi absorbansina dayali DNA 6rneklerinden 5-
mC yiizdesini gostermektedir.

Vakano |Global 5-mC (ng/pl) Global % 5-mC (Formiil sonucu)
1 0,3305 0,0377
2 0,4155 0,0554
3 0,5235 0,0901
4 0,3405 0,0395
5 0,4025 0,0522
6 0,122 0,0147
% 0,464 0,0689
8 0,355 0,0421
9 0,4205 0,0566
10 0,4105 0,0541
11 0,419 0,0563
12 0,3575 0,0426
13 0,4045 0,0527
14 0,5415 0,0977
15 0,3045 0,0336
16 0,453 0,0656
17 0,232 0,0242
18 0,3825 0,0477
19 0,493 0,0785
20 0,381 0,0474
21 0,332 0,0380

49



Cizelge 13. Vakalara ait gruplar ve istatistik olarak degerlendirilmesi

Vaka Grubu Frekans |Yilizde |Gegerliyiizde |Kiimiilatif yiizde
0-12 saat 3 14,3 14,3 14,3

12-18 saat 9 42,9 42,9 57,1

18-27 saat 9 429 429 100

Total 21 100 100

Cizelge 14. Vakalara ait global DNA metilasyon yiizdesi sonuglar1 ve istatistik olarak

degerlendirilmesi.
Grup N Ortalama | Standart Sapma | Medyan Minimum | Maksimum
0-12 saat |3 0,0533 0,0142397 0,0566 0,0377 0,0656
12-18 saat |9 0,053111 |0,0262802 0,0522 0,0147 0,0977
18-27 saat |9 0,050856 |0,0161857 0,0477 0,0242 0,0785
Total 21 0,052171 |0,0200673 0,0522 0,0147 0,0977
NPar Tests

Kruskal-Wallis Test
Cizelge 15. Vakalara ait bildirilen 3 grup i¢in ortalama rank.

Grup N Ortalama Rank
0-12 saat |3 12,33
12-18 saat |9 10,56

Logx 18-27 saat |9 11
Total 21

Cizelge 16. Vakalara ait bildirilen 3 grup i¢in istatistik Testi.

logx
. P>0,05
Chi-Square 0,185
df 2
Asym. Sig. 0,912

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: grup
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OD-405

0-12 saat 12-18 saat 18-27 saat
PMA

0,0535
0,053
0,0525
0,052
0,0515
0,051
0,0505
0,05
0,0495

Global % 5-mC Ortalama

Sekil 15. Vakalara ait gruplari, global DNA metilasyon ortamalar1 ve PMA iligkisi.

Cizelge 17. Vakalara ait Cinsiyetler arasindaki global DNA metilasyon diizeyinin

istatistik olarak degerlendirilmesi.

Cinsiyet Logx Ort-miktar

N 17 17
Ortalama 0,055135 0,397647

Erkek St. Sapma 0,0205261 |0,0959184
Medyan 0,527 0,4045
Minimum 0,0147 0,122
Maksimum 0,0977 0,5415
N 4 4
Ortalama 0,039575 0,33125
St. Sapma 0,0132756 |0,0772491

Kadmn
Medyan 0,03875 0,33625
Minimum 0,0242 0,232
Maksimum 0,0566 0,4205
N 21 21
Ortalama 0,052171 0,385

Total St. Sapma 0,0200673 |0,0947056
Medyan 0,0522 0,4025
Minimum 0,0147 0,122
Maksimum 0,0977 0,5415

Npar Tests

Mann-Whitney Test
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Cizelge 18. Vakalara ait bildirilen cinsiyet i¢in ortalama rank.

Cinsiyet N Mean Sum of Ranks
Erkek 17 11,88 202

Logx Kadin 4 7,25 29
Total 21

Cizelge 19. Vakalara ait bildirilen cinsiyet icin istatiksel Testi.

Test Statistics a Logx
Mann-Whitney U 19 P> 0,05
Wilcoxon W 29

7 -1,343

Asymp. Sig. (2-tailed) 0179

Exact Sig. 2*(1-tailed Sig.) |0,203°

a. Grouping variable: cinsiyet
b. Not corrected for ties

Cizelge 20. Hastanede yatanlarin ve ayn1 giin vefat edenlerin global DNA metilasyon
degerleri lizerine etkisi istatistik olarak degerlendirilmesi.

Logx Ort-miktar
N 14 14
Ortalama 0,056879 0,402929
A . St. Sapma 0,0217944 0,1024612
v gun Medyan 0,05245 0,4035
Minimum 0,0147 0,122
Maksimum 0,977
0,5415
N 7 7
Ortalama 0,042757 0,349143
Yatigh St. Sapma 0012572 | 0,0700058
’ Medyan 0,038 0,332
Minimum 0,0242 0,232
Maksimum 0,0563
0,419
N 21 21
Ortalama 0,052171 0,385
Total St. Sapma 0,0200673 0,0947056
Medyan 0,0522 0,4025
Minimum 0,0147 0,122
Maksimum 0,0977
0,5415
Npar Testa

Mann-Whitney Test
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Cizelge 21. Vakalara ait bildirilen hastanede yatanlar1 ve ayn1 giin vefat edenleri i¢in
ortalama rank.

N Ortalama | Sum of Ranks
Ayni giin 14 12,5 175
Logx Yatish 7 8 56
Total 21

Cizelge 22. Vakalara ait bildirilen hastanede yatanlar1 ve ayn1 giin vefat edenleri i¢in
istatiksel Testi.

Test Statistics a logx
Mann-Whitney U

Wilcoxon W 28 P>0.05
z 56 ’

Asymp. Sig. (2-tailed) -1,156
Exact Sig. 2*(1-tailed|0,117
Sig.) 0,128°
a. Grouping variable: Hastane-kalis
b. Not corrected for ties.
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Cinsiyet

m Erkek mKadin

Sekil 16. Cinsiyet ve global DNA metilasyon ortalamalarinin karsilastiriimasi.

o/

= Ayni giin = Hastane yatan

Sekil 17. Hastanede yatan ve ayni giin vefat eden gruplar arasindaki global DNA

metilasyon ortalamalarinin karsilastirilmasi.
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4. TARTISMA

Toplumsal yasamin temel taslarindan biri, adaletin dogru bigimde
gerceklesmesidir. Yarginin dogru bigimde karar verebilmesi, dogru toplanmis ve
dogru degerlendirilmis ¢ok sayida delilin bulunmasina baghdir. Giiniimiizde, adli
bilimler bilirkisilik gdrevini yerine getirerek yargiya onemli hizmet vermektedir.
Ayrica, adli bilimler uzmanlarmin verdigi raporlar kuskusuz ¢ogu iilkelerin adalet ve

yarg1 sistemlerini onemli olgiide etkilemektedir.

Adli vakalarda, cesedin bulundugu yerin incelenmesinde giivenilir sonuglar
vermesi gerekmektedir. Ancak, PMA i¢in giiven araliklariyla tahminde bulunulmasini
saglayan geleneksel yontemler yerine daha kesin sonuglar verebilecek yontemlerin

gelistirilmesi gerekmektedir.

Postmortem donemde DNA’nin uzun bir siire stabil oldugu bilindiginden DNA
degradasyon diizeyinin tayin edilmesine yonelik cesitli metotlar kanitlanmistir.
Ayrica, DNA'larin zamana bagli degradasyonlar1t da PMA belirlenmesinde
kullanilmistir. Glintimiizde ise, postmortem RNA fragmantasyon diizeyinin zamana
gore kantitatif belirlenmesinin PMA tayininde kullanilabilecegi diisiiniilmiistir.
Ancak, bu konuda yapilan caligmalar siirmekle birlikte saglanan gelismeler yeterli
degildir. Biz bu sebeple postmortem siirenin belirlemesinde global DNA
metilasyonunun  kullanilabilirliginin ~ arastirilmasin1  amagladik. Bu  amagla
calismamizda, postmortem bilinen 21 vakadan aldigimiz insan psoas kas doku
ornekleri tizerinde; degisen saatlerde zamana bagli olarak DNA metilasyonu

diizeylerindeki degisimleri inceledik.

Calismamizda, postmortem vakalardan aldigimiz 6rneklerin %81’ini erkekler,
%19’unu ise kadinlar olusturmustur (Cizelge 9). Ayrica, ¢alismadaki vakalarin yaglar
15-71 arasinda yer almaktadir. Vakalarla ilgili verilerin PMA ve 6liim nedeni Cizelge

4’teki bilgiler 6zetlnmistir.
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Bu ¢alismada, alinan tiim postmortem insan psoas kas doku 6rneklerinden DNA
izolasyonu yapilarak orneklere ait DNA degerleri saptanmistir (Cizelge 10). Elde
edilen DNA’larin miktari, spektrofometrik 6lgiim sonucu 4,684 ng/ul ile 148,622

ng/ul arasinda hesaplanmustir.

Tiim 6rneklerden izole edilen DNA’lar %2’lik agorose jelde kontrol edilmistir.
Tablo 3’°teki numara siralarina gore jele yiiklenmis ve jel goriintiilerine gore elde edilen

DNA’lar 5-mC DNA ELISA Kit ile kullanilmasi i¢in yeterli bulunmustur (Sekil 12).

Rhein ve ark. (2015) tarafindan domuz beyni ve kani iizerinde yapilan bir
calismada PMA arttiginda DNA metilasyonunda anlamli bir degisim saptanmamustir.
Ayrica, DNA metilasyon sonuglarinin post mortem aralikta DNA biitiinliigiine 6nemli
derecede bagli oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligsma ile uyumlu olarak ¢aligmamizda alinan
DNA’larin saflig1 degerlendirdikten sonra DNA'lardan global DNA metilasyon analizi
yapilarak global DNA metilasyon ait degerler saptanmistir (Cizelge 11). Elde edilen
global DNA metilasyonlarin miktari, spektrofotometrik 6l¢iim sonucu 0,122 ng/ul ile
0,5415 ng/ul arasinda hesaplanmistir.

Kruskal-Wallis testi, normal dagilim géstermeyen gruplarda ii¢ veya daha fazla
sayida grubun ortalamalar1 arasindaki farkliligin anlamlhiligini gdstermek igin test
amactyla kullanilan bir tekniktir (McKight ve Najab, 2010). Bu calismada, global
DNA metilasyonunun ortalamasinmi yiizdelik olarak inceledigimiz vakalar1 3 gruba

bolerek Kruskal-Wallis testi uygulandi (Cizelge 13).

Global DNA metilasyonu diizeylerinde belirtilen gruplar arasinda 0.185'lik bir
skor ile istatistiksel bir fark olmadig1 gostermistir (Cizelge 16; P = 0,912). Bildirilen
3 grup i¢in ortalama rank sirasiyla 2-12 saat i¢in 12.33, 12-18 saat i¢in 10,56 ve 18-27
saat i¢in 11'dir (Cizelge 15). Boylece, ¢calismamizda poas kas dokularinda global DNA
metilasyon diizeyi ve PMA arasindaki korelasyon incelendiginde global DNA
metilasyon diizeyinin PMA’da kullanabilecek uygun bir belirte¢ olmadigi sonucuna

varilmistir.
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Gross ve ark. (2016) tarafindan yetiskin Sprague Dawley farelerinin beyinleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada 0O ila 96 saatler arasinda degisen siirelerde DNA
metilasyon diizeyleri incelenmistir. S6z konusu calismada 5-metilsitozin ve 5-
hidroksimetilsitozin stabilitesi incelenmistir. Onlarin ¢alismalar1 sonucunda 5-metil-
sitozin ve 5-hidroksimetil-sitozin'in ne global ne de bdlge-spesifik diizeylerinin
PMA’dan etkilenmedigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Ernst ve ark. (2008) tarafindan
yapilan bir diger ¢alismada, yapay metillenmis plazmid kullanarak in vitro olarak
DNA metilasyon durumunun agir1 pH kosullarinda bile sabit kaldig1 gosterilmistir. Bu
calismala uyumlu olarak c¢alismamizda insan psoas kas dokusunda 2 ila 27 saatler
arasinda degisen PMA zamana arasinda global DNA metilasyonunda herhangi bir

degisiklik olmadig ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Boks ve ark. (2009) tarafindan ikizlerde yas, cinsiyet ve genotip ile DNA
metilasyon iligkisi arastirtlmistir. Onlarin ¢alismalarda tam kan genomik DNA'y1 ikiz
(23 monozigot ikiz ¢ift ve 23 dizigot ikiz ¢ift, N = 92) ve saglikli kontrollerde (N =
96) kullanmistir. Onlarin ¢aligsmalar1 sonucunda olgularin yaslari ile cinsiyetlerinin
DNA metilasyon degerleri arasinda anlamli iliski bulunmustur. Calismamizda ise,
postmortem insan psoas kas dokularinda hem erkeklerde hem de kadinlarda global
DNA metilasyon diizeyleri arastirildi. Ancak, postmortem 2 ila 27 saatlerde tespit
edilen global % 5-mC ortalamalar vakalarin cinsiyetine gore farklilik gosterip
gostermedigine Mann-Whitney testi ile baktigimizda erkekler ve kadinlar arasinda
global DNA metilasyonun diizeylerinde 0.179'lik bir skor ile istatistiksel bir fark
olmasada belirlendi (Cizelge 19; p=0,203). Calismamizda yer alan vakalarin az sayida
kullanilmas1 bu sonuca neden olabilecegi sekilinde yorumlandi. Ayrica, calismamizda
vakalarin yaslar1 hakkinda veri elde edilmediginden postmortem DNA metilasyon
degerleri arasinda korelasyon incelenememistir. Bildirilen cinsiyet i¢in ortalama rank

sirastyla erkek igin 11,88; kadin igin 7,25'dir (Cizelge 18).
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Nohara ve ark. (2011) tarafindan bir metil-yeterli diyet (MSD), bir metil eksik
diyet (MDD) ve bir MDD + arsenik besili erkek ve disi C57BL/6 farelerinin karacigeri
tizerinde bir ¢alisma yapmistir. S6z konusu ¢alismada DNA metilasyon seviyesini,
evrensel metil verici S-adenosilmetionin (SAM) icerigini ve DNA metil transferazlarin
(DNMT) ekspresyonu arastirilmistir. Onlarin ¢alisma sonucunda farelerde hepatik
global DNA metilasyonunda cinsiyete-spesifik degisiklikler oldugunu bildirmistir.
Cinkii MDD ve arsenik, erkek farelerin karacigerlerinde genomik 5meC igerigini
azaltma egilimindeyken, MDD + arsenik, disi farelerde bulunan karacigerlerde 5SmeC
icerigini 6nemli Ol¢lide artirdigini gozlenmistir. MDD ve MDD + arsenik, sadece
erkek farelerin karacigerlerinde DNMT1 ekspresyonunu bastirmigtir. SAM igerigi
MDD ve MDD + arsenik ile yalnizca disi farelerin karacigerlerinde azalmasi
gozlenmistir. Bir diger beklenmedik bulgu, gruplar arasinda SmeC igerisindeki kiiciik
farklilik gozlenmistir. Fragou ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise,
kokain ve eroin ile dozlanan farelerin karaciger ve beyindeki global DNA metilasyon
seviyelerini aragtirmistir. Bu c¢alismada beyin ve karaciger arasindaki kiiresel
metilasyon durumundaki doku spesifik farkliliklarini ortaya koymustur. Bununla
birlikte, dozlanmis ve kontrol edilen hayvanlar arasinda toplam igeriginde %35-metil-
2'-deoksisitidin'in higbir farki gozlenmemistir. Kokain veya eroin ile tedavi edilen
farelerin beyindeki ve karacigerindeki global DNA metilasyon durumu etkilenmeden

kalmustir.

Calismamizda ise, alinan vakalarin 6liim nedenlerine ek olarak, bazi 6lmeden
once hastanede yatan, digerleri ayni giin vefat eden kisler de bulunmaktaydi. Boylece,
ilag kullanminin global DNA metilasyon diizeyleri iizerine etkiler olabilecegi
diistildiigiinden bu iki grup ile postmortem global DNA metilasyon degerleri
arasindaki iliski analiz edildi. Alinan vakalara ait ayn1 giin vefat edenleri ve 6lmeden
once hastanede bir siireye yatanlarin genel bilgileri Cizelge 4’te verilmistir. Boylelikle,
O0lmeden Once hastanede yatan ve ayn1 giin vefat eden gruplar1 arasindaki postmortem
global DNA metilasyon degeri ortalamalar iizerine etkisi analiz Mann-Whitney U
testi ile analiz edildi (Cizelge 20). Ancak, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamadi (Cizelge 22; p=0,128). Bildirilen 2 grup i¢in ortalama rank sirasiyla
hastanede yatan i¢in 8, ayn1 giin vefat eden i¢in 12,5 dir (Cizelge 21).
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Adli arastirmalarda olay yeri incelemelerinden elde edilen biyolojik kaynakli
materyallerin analizi son derece dnemlidir. Ayrica, biyolojik kaynakli materyallerin
tiirlinlin ve kokeninin belirlenmesi, bagiscilarla fiili su¢ eylemlerini birbirine
baglayarak olay yeri yeniden insas1 i¢in 6nemli ipuglar1 saglayabilir. Bununla birlikte
Adli biyolojik kaynakli materyallerin incelenmesinde katalitik, enzimatik ve
immiinolojik testler kullanarak c¢esitli sinir vardir. Ancak, giiniimiizdeki ¢aligmalarda
dokuya spesifik DNA metilasyonu, bu sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in umut
verici yeni bir arag¢ olarak onerilmistir. Ayrica, Adli tipta metilasyon c¢alismalar1 son
yillarda ilgi artmaya baslamistir. Bu tez ¢alismasinda, postmortem donemde degisen
saatlerde zamana bagl olarak insan kas dokusu Ornekleri iizerinde global DNA
metilasyon diizeyi arastirilmis ve 6liim zamani tayininde DNA metilasyonu Adli

bilimlerde kullanlabilirligi test edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tim siddetli ve silipheli oliimlerde, 6liim zaman ve nedenini belirlemek
onemlidir. Ayrica, 6liim belgeleri ayn1 zamanda saglik istatiklerinin de onemli bir
kaynag olup, Diinya Saglik Orgiitii de konuyu tiim diinyada bilimsel, ortak temellere
dayandirmak i¢in caba gostermektedir. Ancak, bugiine kadar tibbi ve tibbi olmayan
bulgularin birlikte degerlendirilmesi 6liim zamaninin tayini i¢in % 100 kesin sonuglar

vermemistir.

Adli tipta metilasyon g¢alismalar1 son yillarda ilgi siirmeye baslamistir. 2016
yilinda Gross ve arkadaslar yaptig1 sadece bir calismada otopsi materyallerinde beyin
dokusunda global DNA metilasyon diizeyi analiz edilmis ve analiz bir korelasyon

bulunmustur.

PMA ve metilasyon iliskisi konusunda otopsi kas dokularinda higbir ¢alisma
bulumamaktadir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda postmortem donemde degisen
saatlerde zamana bagli olarak insan kas dokusu ornekleri iizerinde global DNA
metilasyonu diizeyi analiz edilerek 6liim zamani tayininde genom ebaduda DNA
metilasyonunun etkinligi aragtiritlmistir. Bu ¢alismada insan psoas kas dokusunda 2 ila
27 saatler arasinda degisen PMA arasinda global DNA metilasyonunda herhangi bir
degisiklik olmadigi ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir. Bu sonuca vaka sayisi, yas,
cinsiyet, hayat tarzi, cevresel faktorler, hasta popiilasyonu veya hastalik alt tiplerindeki
farkliliklarin neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Boylelikle, calismanin hem 6liim
zamani hem de vaka sayis1 bakimindan daha genis calisilmasi ve farkli dokularda da

arastirma yapilmasini 6neriyoruz.

Postmortem doénemde global DNA metilasyonu iizerinde ¢aligmalar yas ve
kisinin antemortem durumlari da dikkate alinmali ve bu faktorleri ilizerinde ek
calismalar yapilmasi geregi sunulmaktadir. Calismamizin sonuglari, preliminer

sonuglardir. Ayrintili arastirmalara 151k tutmasi agisindan son derece 6nemlidir.
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OZET

POSTMORTEM OLUM ZAMAN TAYININDE DNA METILASYONUNUN
ETKINLIGi

Tiim siddetli ve siipheli 6liimlerde, 6liim zaman ve nedenini belirlemek i¢in bir
otopsiye ihtiyag duyulmaktadir. Onceki arastirmacilar, postmortem biyokimya ve
molekiiler biyoloji, 6liim prosediiriinde yer alan hiicrelerin ve organlarin morfolojik
ve fonksiyonel degisiklikleriyle kurulamayan genel patofizyolojik degisiklikleri
incelemek igin kullanmistir. Bu ¢alismada, 6liim zamaninin tayininde global DNA
metilasyonunun etkinligini degerlendirmek amaciyla 2 ila 27 saat arasinda degisen
postmortem araliklarla ATK’dan aldigimiz 21 insan kas doku 6rneginden Quick-DNA
™ Miniprep Plus Kit (Katalog No. D4068 & D4069) ile izole edilen DNA
kullanilmistir. DNA metilasyonun miktar1 tayininde oOncelikle elde edilen DNA
orneklerin 5-mC DNA ELISA Kiti (Katalog No. D5325 & D5326) ile modifiye
edilmistir. Sonuglarimiz, postmortem insan kas doku 6rneklerinde zamana bagli olarak
postmortem ilk 27 saatte global DNA metilasyonunun stabil oldugunu gostermektedir.
Sonuglara gore 6lim zaman tayininde ilk 27 saatte global DNA metilasyonu etkinligi
ve PMA arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir. Bu nedenle, postmortem
insan kas dokularindaki arastirmasinda global DNA metilasyonun incelemek
konusunda daha fazla ¢alisma ile desteklemesine ihtiyag¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimler: Epigenetik, DNA metilasyonu, 6liim zamani, postmortem araligi
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SUMMARY

THE EFFECTS OF DNA METHYLATION IN DETERMINING TIME OF
DEATH DURING POSTMORTEM

All violent and suspicious deaths require an autopsy to determine the time and
possible cause of death. Previous researchers use postmortem biochemistry and
molecular biology to examine the general pathophysiological changes involved in the
death procedure that cannot be established by morphological and functional changes
of cells and organs. In this study however, we used DNA isolated from 21 human psoas
muscle tissue samples obtained from ATK subjected to postmortem intervals ranging
from 2 to 27 hours by using Quick-DNA ™ Miniprep Plus Kit (Catalog No. D4068 &
D4069). In determining the amount of global DNA methylation, the DNA samples
obtained were first modified with 5-mC DNA ELISA Kit (Katalog No. D5325 &
D5326) according to the manufacturer’s recommendations. Our results indicated that
global DNA methylation are stable in the first 27 hours in postmortem human psoas
muscle tissue samples. According to the results, there was no significant correlation
between global DNA methylation effect and PMI in the first 27 hours time-dependent
postmortem. For this reason therefore, there is need for further comprehensive research
on global DNA methylation in post mortem human muscle tissues in determining time
of death.

Keywords: Epigenetics, DNA methylation, time of death, postmortem interval
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