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OZET

Postmortem Interval Tayininde Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Akciger Dokusunda miRNA Analizi

Francois-Emmanuel Foderé, 19. yiizyilda somatik 6liimii organizmanin hayati fonksiyonlarmin geri
doniistimsiiz kaybi olarak tanimlamistir. Bu baglamda somatik 6liim; kalp atiminin durmasi, solunumun
sonlanmast ve merkezi sinir sistemi fonksiyonlarmin geri doniisiimstiz kaybi ile karakterizedir.
Oliimden sonra gegen siire postmortem interval (PMI) olarak tanimlanir, PMi’nin dogru sekilde
belirlenmesi adli vakalarda olaylarin zamanmin anlasilmasi ve yasal siirecin yiiriitiilebilmesi agisindan
6nemlidir.

Giiniimiizde adli tipta PMI tayininde postmortem fiziksel bulgularla birlikte biyokimyasal ve
entomolojik yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin c¢evresel kosullardan ve bireysel
faktorlerden etkilenmesi, elde edilen sonuglarin giivenilirligini sinirlamaktadir. Ozellikle sicaklik, nem
gibi cevresel faktorler, PMI hesaplamalarmda yamltict sonuglara yol agabilmektedir. Bu nedenle,
cevresel ve bireysel faktorlerden gorece daha az etkilenen, olgiilebilir ve tekrarlanabilir yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiya¢ dogrultusunda adli bilimlerde molekiiler belirteglere yonelik ilgi
giderek artmistir.

Son yillarda teknolojik gelismelerle birlikte molekiiler biyolojik yéntemler PMI arastirmalarina dahil
edilmig; DNA ve RNA temelli yaklasimlar bu alanda dikkat ¢cekmeye baslamisti. MikroRNA’lar
(miRNA), yaklasik 20-25 niikleotid baz uzunlugunda, protein kodlamayan ve gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynayan kii¢itk RNA molekiilleridir. miRNA’larin dokuya 6zgii
ifadeleri, gosterdikleri ekspresyon paternleri ve gevresel kosullara karsi gérece direngli olmalari, onlar1
PMI tayini acisindan potansiyel biyobelirtegler héline getirmektedir. Ayrica 6liim sonrasi gelisen
hipoksiye bagli olarak miRNA ekspresyon diizeylerinde meydana gelebilecek degisimlerin PMI ile
iliskili olabilecegi bildirilmistir.

Bu yiiksek lisans tez c¢aligmasinda, servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilen yetiskin Wistar
albino ratlardan 24°C’de farkli postmortem zaman araliklarinda alinan akciger doku érneklerinde, PMi
caligmalarinda hentiz degerlendirilmemis, akciger dokusunda yiiksek ekspresyon gosteren ve hipoksi
ile iligkili miR-10a-5p, miR-26a-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p’nin ekspresyon
diizeyleri kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) yontemi ile dlgtilmiistiir.
Normalizasyon i¢in endojen kontrol olarak U6 kiigiik niikleer RNA kullanilmig ve miRNA ekspresyon
seviyeleri ile 6liim sonrasi gegen siire arasindaki olasi iliskiler ACt degerleri ile analiz edilmistir.

Elde edilen bulgular sonucunda, incelenen miRNA’lardan miR-10a-5p, miR-26a-5p, miR-30a-5p ve
miR-143-3p’nin ekspresyon diizeylerinde postmortem zaman noktalari arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklhiliklar saptanmis; 6zellikle miR-10a-5p ve miR-143-3p’nin akciger dokusunda PMI ile
iliskili olabilecegi belirlenmistir. Literatiirde akciger dokusunda PMI tayinine yonelik miRNA temelli
caligmalarin siirli olmasi ve segilen miRNA’larin bu amagla daha dnce degerlendirilmemis olmasi
dikkate alindiginda, bu galisma PMI tayininde akciger dokusunda yapilmis 6zgiin bir 6n ¢alisma niteligi
tagimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Akciger, miRNA, Oliim zamani, Postmortem interval, RT-qPCR
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SUMMARY

Analysis of miRNA in Lung Tissue Using Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction for Postmortem Interval Estimation

Frangois-Emmanuel Foderé defined somatic death in the 19th century as the irreversible loss of vital
functions of an organism. In this context, somatic death is characterized by the cessation of cardiac
activity, termination of respiration, and irreversible loss of central nervous system functions. The time
elapsed after death is defined as the postmortem interval (PMI), and accurate determination of PMI is
crucial for establishing the timing of events and ensuring the proper conduct of legal procedures in
forensic cases.

Currently, PMI estimation in forensic medicine relies on postmortem physical findings, as well as
biochemical and entomological methods. However, the reliability of these approaches is limited due to
their susceptibility to environmental and individual factors. In particular, environmental conditions such
as temperature and humidity may lead to misleading PMI estimations. Therefore, there is an increasing
need for measurable, reproducible methods that are relatively less affected by environmental and
individual variability. In line with this need, interest in molecular markers in forensic sciences has grown
substantially.

With recent technological advances, molecular biological methods have been incorporated into PMI
research, and DNA- and RNA-based approaches have gained increasing attention. MicroRNAs
(miRNAs) are small, non-coding RNA molecules approximately 20-25 nucleotides in length that play
a role in post-transcriptional regulation of gene expression. Their tissue-specific expression patterns,
characteristic expression profiles, and relative resistance to environmental conditions make miRNAs
promising potential biomarkers for PMI estimation. Moreover, it has been reported that alterations in
miRNA expression levels induced by postmortem hypoxia may be associated with PMI.

In this master’s thesis, lung tissue samples were collected from adult Wistar albino rats sacrificed by
cervical dislocation at different postmortem time intervals and maintained at 24°C. The expression
levels of miR-10a-5p, miR-26a-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p, and miR-143-3p miRNAs that exhibit
high expression in lung tissue, are associated with hypoxia, and have not previously been evaluated in
PMI studies were quantified using quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). U6
small nuclear RNA was used as the endogenous control for normalization, and the potential relationships
between miRNA expression levels and time since death were analyzed using ACt values.

The results demonstrated statistically significant differences in the expression levels of miR-10a-5p,
miR-26a-5p, miR-30a-5p, and miR-143-3p across postmortem time points. In particular, miR-10a-5p
and miR-143-3p were identified as potentially associated with PMI in lung tissue. Considering the
limited number of miRNA-based studies on PMI estimation in lung tissue and the fact that the selected
miRNAs have not previously been investigated for this purpose, the present study represents an original
preliminary investigation into PMI estimation using lung tissue.

Keywords: Lung, microRNA, postmortem interval, RT-qPCR, time of death
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1. GIRIS

Adli olaylarda, 6liim zamaninin belirlenebilmesi 6liim sonrasi siiregte en kritik
noktalardan biridir. Oliimden sonra gegen zaman araligina postmortem interval (PMI) denir.
Postmortem intervalin dogru belirlenebilmesi adli olaylarin zamaninin saptanmasinda, yasal

boyutunun anlagilmasinda ve adli siirecin ¢oziimlenmesinde 6nemlidir.

Postmortem interval, gecen saate gore erken ve ge¢ donem olmak iizere ikiye ayrilir.
Cesitli 6liim sebepleri sonrasinda erken dénem PMI’de cesette sivi kaybu, 6lii lekeleri, 6lii
katihig, 6lii sogumasi 3-72 saat arasinda gergeklesmeye baslamaktadir. Geg dsnem PMI ise
72 saat ve sonrasinda cesette piitrefikasyon baslamasi ile gergeklesmektedir. Giiniimiizde adli
tipta PMI belirlenmesinde, postmortem fiziksel gozlemlerle birlikte fizikokimyasal,
biyokimyasal, entomolojik yontemler kullanilmaktadir (Lecheta ve Moura, 2019). Bu
degisikliklerin ¢evresel kosullardan etkilenebilmesi bir smirhiliktir. Bu sinirlilik nedeniyle
cevre kosullarindan daha az etkilenen degigkenlerin kullanilmasi 6nemli hale gelmis ve
gectigimiz yillarda teknolojik gelismelerle beraber molekiiler degiskenler PMI arastirmalarina

dahil edilmistir (Pasaribu vd., 2023; Pérez-Martinez vd., 2017; Van Den Berge vd., 2016)

Molekiiler biyolojide ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)
gibi yeni ve kantitatif yontemlerin gelismesi niikleik asitlerin (DNA, RNA) kantitatif
Ol¢timlerine olanak saglamistir. Bu teknolojik ilerleme sayesinde mesajct RNA (mRNA),
mikroRNA (miRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) gibi farklit RN A tiirlerinin hassas ve giivenilir

bi¢cimde 6l¢iilmesi de miimkiin hale gelmistir (Pasaribu vd., 2023).

Calismalar sonucunda, miRNA'larin nemli ortamlarda veya yiiksek sicaklik kosullarinda,
mRNA'lara gore gorece daha stabildir, degradasyon sirasinda bir patern gosterirler ve bu
patern RT-qPCR gibi hassas yontemlerle goézlemlenebilmektedir. Bu ozellikler ile
miRNA’larin PMI tayini igin uygun bir belirteg olabilecegi 6ngoriilmekte ve potansiyeli

arastirilmaktadir (Jung ve Suh, 2014; Li vd., 2021).

Oliimle beraber gelisen hipoksi, hiicrelerde stres olusturarak o6zellikle hipoksiye duyarli
apoptozu diizenleyen miRNA’larin farkli seviyelerde ifade edilmesine yol agar. Bu degisiklikler,
postmortem siirecin ne kadar ilerledigiyle iliskilendirilebilir ve bu da PMIi belirlenmesinde Snemli

bir gosterge olabilir (Cianci vd., 2024). Hipoksiye bagli olarak ifade diizeylerinin degistigi
miRNA'lar, PMI tayini agisindan potansiyel biyobelirtegler olarak degerlendirilebilir.



Oliim sonucunda akcigerlerde solunum ve kan dolasimi durur. Solunum ve kan dolasiminin
durmasi, akcigerlerde hipoksiye yol agar. Bu siireg, hiicresel diizeyde gesitli biyokimyasal yollart
tetikler ve dokuya zarar verir. Oliim sonrasi bu degisikliklerin hizlanmasi ve dokularin bozulmasi,
PMI tespiti agisindan 6nemli bir rol oynar. Akciger dokulari, solunumla ve dolagimla direkt iliskili
ve Olim sonrasi enzimatik aktivitenin hizla devreye girdigi bir yapiya sahiptir. Bu 6zellikler
akcigeri PMI tayini igin potansiyel bir biyobelirteg olarak degerlendirilebilecek miRNA’larin ifade
diizeylerindeki degisikliklere duyarli hale getirir. Akciger dokusunda yapilmis PMI tayini
caligmalari sinirli sayidadir. Akcigerde fazla ekspresyon gosteren miRNA'larin genellikle kanser ve
akciger hastaliklarinda incelenmis olmasina ragmen, secilen miRNA'larin PMI tayini i¢in heniiz

arastirilmadigi da belirlenmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilen yetiskin
Wistar albino ratlardan farkli zaman araliklarinda alinan akciger doku 6rneklerinde, miR-10a-5p,
miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p’nin Kantitatif Ger¢ek Zamanl Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) ile kantitatif olarak analiz edilmistir. Bu g¢aligma, miRNA
ekspresyon profilleri ile postmortem interval arasindaki olasi iligkiyi ortaya koyarak oliim
zamaninin belirlenmesine yonelik molekiiler yaklagimlarm adli tiptaki olas1 degerini gostermeyi
amaglamaktadir. Adli bilimlerde postmortem intervalde daha 6nce incelenmemis miRNA’larin
degerlendirilmesi, elde edilecek bulgularin literatiire 6zgiin katki sunma ve yeni biyobelirteg

adaylarmin belirlenmesine zemin hazirlama agisindan 6nemli bir yenilik niteligi tasimaktadir.

1.1. Oliim

Oliim, organizmanin hayati islevlerinin geri doniisiimsiiz kayb1 olarak tanimlanmistir. Bu
temel olgu, uzun yillar boyunca bilimsel olarak net bir sekilde tanimlanamamistir ancak 19.
ylizyilda Fransiz bilim insam1 Emanuelle Fodere’nin ¢alismalariyla ilk sistematik
tanimlamalardan biri yapilmistir (Kog¢ & Can, 2011). Tipta 6liim kavrami genellikle iki baglik
altinda incelenir: somatik ve hiicresel 6liim. Somatik 6liim, bireyin tiim organ ve sistemleriyle
birlikte yasaminin sonlandig1, yasal olarak da kabul edilen 6liim seklidir (Dokgoz, 2019).
Hiicresel 6liim ise, birey heniiz somatik olarak 6lmemisken bile bazi doku ve hiicrelerin
islevlerini yitirerek canliligin1 kaybetmesiyle ortaya ¢ikar (Ko¢ & Kolusaym, 2011). Kisaca
oliim canhiligin son bulmasidir. Oliimiin tanimlanmasi 6zellikle adli tip ve 6liim sonrasi

siireglerin anlasilmasi agisindan biiyiik 6nem tasir (Kog¢ & Kolusayin, 2011).



1.1.1. Somatik Oliim

Somatik 6liim ilk kez bilim insan1 Emanuelle Foderre tarafindan tanimlanmistir. Bu
tanima gore somatik 6liim, kalp atislarinin durmasi, solunumun sonlanmasi ve merkezi sinir
sistemi islevlerinin geri doniistimsiiz kaybi ile gergeklesir (Kog ve Can, 2011). Hukuki agidan

gecerliligi olan 6liim tanimidir.

1.1.2. Hiicresel Oliim

Somatik 6liimiin ardindan, viicuttaki tiim doku ve hiicreler, oksijene olan duyarlilik
seviyelerine bagl olarak, belirli bir sirayla canliliklarin1 kaybetmeye baslar. Hiicresel 6liim,
hukuki ac¢idan belirleyici bir unsur olmasa da ozellikle kadavradan organ ve doku nakli
planlanan durumlarda, transplantasyonun basarisini etkilemektedir. Hiicresel 6liim i¢in kisinin

somatik oliimiiniin gergceklesmesine gerek yoktur (Kog¢ ve Kolusayin, 2011).

1.1.3. Klinik Oliim

Klinik 6lim, temel olarak kalp durmasi ve solunumun durmasi ile tanimlanan,
organizmanin dolagim ve oksijenasyon sistemlerinin gegici olarak durdugu bir durumdur. Bu
donemde beyne ve dokulara kan gitmedigi igin bilincin kisa siirede kapanmastyla birlikte kritik
organlarda hasar baslar ve miidahale edilmezse beyin 6liimiine yol agabilir. Klinik 6liim,
somatik Sliimden farkli olarak tibbi miidahale ile geri dondiiriilebilir bir durumdur (Schroeter,

2023).

1.2. Oliim Siniflamasi

Oliim tanis1 ve buna iliskin resmi belgelerin diizenlenmesi, hekimlerin mesleki, etik ve
hukuki sorumluluklar1 arasindadir. Tiirkiye’de gorev yapan her hekim, 1593 sayili Umumi
Hifzissithha Kanunu dogrultusunda, karsilastigi 6liim olgularinda 6liim halini degerlendirmek
ve gerektiginde yasal gegerliligi olan 6liim raporunu diizenlemekle yiikiimlidiir (Kog ve Can,
2011).

Bir 6liim olgusunun adli ya da dogal nitelikte olup olmadiginin dogru sekilde belirlenmesi,
uygulanacak hukuki siirecin yonii agisindan biiyiik 6nem tagir. Bu baglamda 6liimler, temel

olarak dogal ve dogal olmayan (zorlamali) 6liimler seklinde siniflandirilmaktadir. Dogal



olumler; yaghilik, kronik hastaliklar veya fizyolojik tibbi nedenlerle meydana gelirken; dis
etkenlere bagli siddet, kaza veya intihar gibi durumlar dogal olmayan ve adli nitelik tasiyan
olimler kapsaminda degerlendirilmektedir. Bunlara ek olarak, tibbi ve hukuki agidan
karigikliga yol agabilecek “yalanci 6liim” olgulari da dikkate alinmasi gereken ayri bir baglik

olusturur (Kog ve Can, 2011).

1.2.1. Dogal Oliim

Hayatini olagan yasam siiresinde tamamlayan ya da mevcut bir hastaliga bagh kisilerde
meydana gelen 6liim sekline dogal 6liim denir. Dis etkenler 6liimde etkili degildir veya kisinin
hastaligma bagli olarak 6liim gerceklesir. Oliim seklinde siiphe yoksa kisi defin ruhsati
alindiktan sonra gomiiliir. Oliim sekli ve sebebi net belirlenemiyorsa olay “siipheli 6liim”

olarak degerlendirilir ve adli islemler baslatilmalidir (Kog ve Can, 2011).

1.2.2. Dogal Olmayan (Zorlamah) Oliimler

Dogal olmayan oliimler hukuk acisindan kaza, intihar, cinayet seklindeki oliimlerdir.
Ayrica ani ve beklenmedik 6liimleri de kapsar. Kisinin belirtileri gostermeye baslamasindan
24 saat i¢inde Slmesine ani 6liim; saglikli oldugu bilindigi halde birden kisa siirede 6lmesine

de beklenmeyen 6liim denir (Kog ve Can, 2011).

Bu 6liimler adli nitelik tasidigindan sorusturulmalidir. Vakalar olay yeri incelemesi, ceset
muayenesi, otopsi ve postmortem analizler aracilifiyla incelenerek oOlim sebebi ve
mekanizmasi bilimsel olarak kanitlanir ve bulgular sorusturmaya yon vermektedir (Kog ve

Can, 2011).

1.2.3. Yalanci Oliim

Kiside meydana gelen yiizeysel solunum, yavaglayan dolagim ve azalan refleksler ile
kiginin 6ldiigii zannedilebilir, bu olaya adli tipta “yalanci 6liim” denmektedir. Yalanci 6liim
birgok sebepten dolay1 olabilir. Bunlar; yiiksek miktarda merkezi sinir sistemi inhibitorii
almmasi, suda bogulma, yeni doganlarda hipoksi ve anoksi, kafa travmalarinda “koma” ve

“kriz”, fazla kan kayb1 ve bazi zehirlenmelerdir (Machado, 2010; Polat, 2022). Hekimlerin



dikkatli muayenesi ve bulgular1 degerlendirmesi ile yalanci 6liim ve gergek 6liim birbirinden

ayirt edilebilmektedir (Kog ve Can, 2011).

1.3. Postmortem Degisimler ve Postmortem Interval Tayini

Postmortem interval, 6liim sonrasinda gegen zaman araligi olarak tanimlanir. Oliim
zamanmin belirlenmesi adli olaylarm aydinlatilabilmesinde kritiktir. PMI belirlenmesi,
6limiin zamanlamasini belirlemeye yardimei olur, olasi siiphelilerin tespitini kolaylastirir ve
mahkeme siirecinde tanik ifadelerinin dogrulugunu degerlendirmeye katki saglar (Secco vd.,

2025).

Oliim sonrasinda viicutta fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana gelir ve
postmortem degisimler olarak adlandirilir. Oliimiin erken doneminde gzlemlenen temel viicut
fonksiyonlarinin kaybi1 ve hareketsizlikle beraber gecen zamanla cesedin renginde ve
biitiinliigiinde de bozulmalar baslamaktadir. Ortam ve kosullara bagli olarak bozulmalar ve
iskeletlesme siireci gerceklesir. Gergeklesen bu postmortem degisimlerin gézlemlenmesi ve
analiz edilmesi ile postmortem interval tayinleri gerceklestirilmektedir (Kog¢ ve Can, 2011;

Swain vd., 2015).

1.3.1. Oliim Sonrasi Sivi Kaybi

Oliimden sonra sivi kaybr ilk olarak buharlasma yoluyla baslar ve bu siire¢ cesedin
agirliginda azalma ve cesitli goriiniim farkliliklar1 seklinde kendini gostermektedir. Derinin
ince oldugu ve buharlasmanin yogunlastig1 bolgelerde, yiizey zamanla sarimsi-kahverengi,
kuru bir goriiniim kazanir; bu, “parsémenlesme” olarak adlandirilan ve erken mumyalasmay1
andiran bir postmortem degisimdir. Ayrica parsdmenlesmenin bir diger ¢esidi de goziin agik
kalmasina bagli olarak sklerada gerceklesen “tache noire sklerotica”dir. Bu durumda goz agik
kalarak sklerada kuruma gergeklesir ve goziin beyaz bolgesinde simetrik sekilli kahverengi -

siyah bir renk degisimi g6zlenir (Dokgé6z, 2019; Kog ve Can, 2011).

1.3.2. Oliim Sonrasi Pihtilasma ve Fibrinoliz

Oliimle birlikte dolasimin durmasi sonucu kan kalp ve damarlarda birikmeye baslar. Bu

stirecte kanin sekilli elemanlar1 ¢oker ve parlak, elastik goriiniimlii postmortem pihtilar yani



“aleka” olusur. Oliim sonras1 donemde kan, farkli kosullara ve &liim sekillerine bagh olarak
pihtilasma ya da fibrinoliz egilimi gosterebilir; bu nedenle otopsi sirasinda pihtilarin dikkatle
degerlendirilmesi gerekir ancak bahsi gegen durumlar direkt herhangi bir 6liim sekli veya
postmortem interval ile iligkilendirilecek anlamli bir c¢alisma birikimi oldugu

soylenememektedir (Dokgéz, 2019).

1.3.3. Olii Lekeleri (Livor Mortis)

Oliimiin gergeklesmesi ile kan dolasim1 durur ve kan akiskanlig1 yavaslar. Buna bagh
olarak viicuttaki kan yer ¢ekimin etkisi ile ¢okelir ve kiigiik ve kilcal damarlarda birikmeye
baslar. Oliimden sonra viicutta kanin birikmesiyle olusan bu lekelere “6lii lekeleri” denir (Kog
ve Can, 2011). Ik olarak eritrositlerin pargalanmastyla kirmizimsi renkte olan birikme
zamanla oksijen kaybina bagl olarak koyu mor renk olarak gozlemlenir. Aslinda kan ile
birlikte viicuttaki diger sivilar da (ekstravaskiiler sivi ve lenf sivisi) yercekimine gore ¢okelir

ama lekelerin olusumu biiyiik oranda kan birikmesinden kaynaklanmaktadir (Dokgéz, 2019).

Olii lekelerinin, genellikle dliimden sonraki 3-5 saat i¢inde, bazi durumlarda ise 1-2
saat gibi daha kisa bir siirede, viicudun basinca ugramayan alt bolgelerinde ince ¢izgiler
halinde ortaya ¢ikar. Bu cizgilerin zamanla birleserek daha biiyiik lekeler olusturdugu ve
yaklasik 8-10 saat igerisinde cesedin yere yakin bolgelerinde once dar, ardindan daha genis
alanlara yayildig1 bilinmektedir. Oliimden sonraki ilk 10-15 saat ierisinde cesedin tasinmasi
halinde hem 6nceki hem de yeni pozisyona uygun bolgelerde 6lii lekelerinin gézlenebilmekte;
15-20 saatten sonra ise bu lekelerin sabit hale gelir ve yer degistirmemektedir (Kog¢ ve
Kolusayimn, 2011). Ayrica 6lii lekeleri otopsi siirecinde i¢ muayene ile birgok organda da

gozlemlenebilmektedir (Sahinoglu Giines, 2020).

Olii lekeleri bircok etmenden etkilenerek rengi ve yogunlugu degismektedir. Oliim
sebebi ve sekli, viicuttaki kan miktari, kanin sivi halde ne kadar kaldigi, kanin hemoglobin ve

oksijen seviyesine gore olii lekelerinde farkliliklar gézlenmektedir (Kog ve Can, 2011).

Olii lekelerinin postmortem interval tayininde yorumlanmasi 6znel degerlendirmeleri
icerdiginden bu analiz bir sisteme oturtulmaya calisilmistir. 1976 yilinda Uluslararasi
Aydinlatma Komisyonu (CIE-Commission Internationale de I'Eclairage) analiz icin 6lu
lekelerinin renklerini spektrofotometrik olarak inceleyen bir sistem ile ilgili bir ¢alisma

yapmistir (Usumoto vd., 2010; Weatherall ve Cloombs, 1992). Bu sistem “L*a*b* sistemi”



veya “CIELAB renk uzay1” olarak adlandirilmistir (Sekil 1.1). L*a*b* sisteminde, L* degeri
aydinlik-karanlik; a* degeri kirmizi-yesil; b* degeri ise mavi-sar1 eksenini belirtmektedir

(Usumoto vd., 2010).

Lo Gy

yesil

mavi

R

a°

kirmz siyah

Sekil 1. 1. L*a*b* renk sistemi (Usumoto vd., 2010) (Diizenlenmistir.)

L*a*b* renk sistemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, 6lu lekeleri ile saglikli deri
arasindaki renk farkliliklart AE*ab ile, renk parlakligi ise C* ile gosterilmektedir. Ayrica,
ACC* ve ACC*/CC* parametrelerinin postmortem interval ile yalnizca zayif bir korelasyon
sergiledigi rapor edilmistir (Usumoto vd., 2010). Bu sistem iizerinden yiiriitillen ¢alismalar,
olii lekeleri ile 6liim sonrasi gegen siire arasinda belirgin ve giivenilir bir iliski kurulamadigini
gostermektedir. Olii lekelerinin olusumunun gevresel ve fizyolojik faktorlerden etkilendigi goz

oniine alindiginda, bu bulgularin PMI tahminlerinde kullanimi sinirhidir (Usumoto vd., 2010).

1.3.4. Olii Katihg (Rigor Mortis)

Olii katilig1, 5liimden sonra kaslarin biyokimyasal siiregler sonucunda sertlesmesiyle
ortaya ¢ikan bir postmortem degisimdir. Dolasimin durmasityla ATP sentezi kesilir; mevcut
enerji depolart tilkendiginde aktin ve miyozin filamentleri birbirinden ayrilamaz hale gelir ve
kas lifleri kasili pozisyonda sabitlenir (Dokgoz, 2019). Bu durumun sonucunda eklemler
hareket kabiliyetini kaybeder ve viicut kat1 bir goriiniim alir. Rigor mortis genellikle 6liimden
sonraki 3-5 saat i¢inde yiiz ve boyun kaslarinda baslar, ilerleyen saatlerde viicut uzuvlarina

yayilir ve yaklasik 10-15 saat i¢erisinde maksimum seviyeye ulagir (Erkol, 1994; Kog ve Can,



2011). Coziilme evresi ise proteolitik enzimlerin etkisiyle genellikle 24-36 saat iginde
gergeklesir; diisiik sicakliklarda bu siire 48-72 saate kadar uzayabilmektedir. (Erkol, 1994).
Olii katihig1, bazi durumlarla karistirilabilir. Oliimiin ani ve siddetli gerceklestigi olgularda,
olim oncesinde aktif olarak kullanilan kaslarin kasili halde kalmasi “kadaverik spazm” olarak
adlandirilir. Buna ek olarak, yiiksek 1siya maruz kalma sonucu gelisen “sicak sertligi” ve diisiik
sicaklik  kosullarinda ortaya ¢ikan “donma sertligi” de benzer bir goriiniim
sergileyebilmektedir. Bu ii¢ tablo dikkatle ayirt edilmezse, PMi tahmininde hatalara yol
agabilir (Kog ve Can, 2011).

Olii katihiginin olusma siiresi ve siddeti, cevre sicakligi, 6liim sekli, bireyin kas kiitlesi,
yasl, 6liim Oncesi fiziksel aktivite diizeyi ve metabolik durumu gibi bircok faktorden etkilenir

(Polat vd., 1997: Akt. Vanlioglu, 2025).

Olii katihig1, 6lim zamanmin belirlenmesinde dnemli bir kriter olsa da tek basina
giivenilir bir parametre degildir. Katiligin baglama ve ¢oziilme siiresi pek ¢ok digsal ve i¢sel
etmenden etkilendigi igin, PMI degerlendirmelerinde diger postmortem degisimlerle ele

alinmalidir.

1.3.5. Olii Sogumasi (Algor Mortis)

Normal sartlarda viicut 1sis1 ve gevre sist denge halindedir. Oliim sonrasinda 1st
dengesi siirdiiriilemez ve viicut 1sis1, ¢evre 1sis1 ile ayni olana kadar soguma gergeklesir.
Olgiilen viicut sicakliginin zaman ile korelasyonu géz 6niinde bulundurularak 6liim zamani
tahmini yapilabilmektedir. Radyasyon, buharlasma, konveksiyon ve kondiiksiyon yollari ile
cesedin bulundugu ortama da bagl olarak yaklasik 24 saatte soguma tamamlanir (Dokgoz,

2019; Kog ve Can, 2011).

Soguma siirecinin hizi ve derecesi konusunda literatiirde farkli yaklasimlar ve
yorumlar bulunmaktadir. Normal viicut sicakligi 37,2°C kabul edilmektedir (+ 0,5°C). Viicut
sicakliginin saatte yaklasik 0,5-1,5 °C azaldigi, ortalama kaybin ise 0,8 °C civarinda oldugu
bildirilmektedir (Koehler vd., 2018). Klasik yaklagimda 37°C’den viicut sicakligini ¢ikarilir
ve farka 3 eklenerek 6liim zamani saat cinsinden hesaplanmaktadir. Y 6ntem uygulanabilir olsa
da hassas degildir ayrica kisinin viicut sicakliginin “normal’ kabul edilmesi, kisilerin “normal”
viicut sicakliginin farkli olabilmesi ve viicut sogumasinin tekdiize bir diisiis yasadigi kabul

edilmesi bu hesaplamanin sinirliliklaridir (DiMaio ve DiMaio, 2001).



Bir diger metod ise Henssge nomogramidir (Henssge, 1988). Bu metodda ¢evre
sicakligi ve rektal sicaklik grafik iizerinde isaretlenerek postmortem zaman tahmini
yapilmaktadir (Sekil 1.2). Elde edilen degerde kosullara bagli olarak ortalama +2,8-7 saatlik
standart sapma derecesi hesaplamalara dahil edilmelidir (Dokg6z, 2019). Nomogram
yontemiyle belirlenen PMI’nin dogrulugunu artirmak igin ek yontemlerle desteklenmelidir.

(Sahinoglu Giines, 2020)
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Sekil 1. 2. Henssge nomogrami (Henssge ve Madea, 2004) (Duizenlenmistir.)

Bu parametrelerle birlikte kisinin viicut sicakligi, cinsiyeti, aktivitesi, kilosu, giyimi
de goz oniinde bulundurulmali ve viicut sicakliginin 6l¢iildiigii yer, 6liim saati, 6ldiigii yer ve
cevre kosullarina gore de belirlenen PMI degisebilmektedir (DiMaio ve DiMaio, 2001). Ayrica
6liim nedeni de postmortem viicut sicakliginda belirleyici rol oynamaktadir. Enfeksiyon, beyin
kanamasi veya miyokard enfarktiisiine bagli 6liimlerde, baslangi¢ sicakliginin normalden daha

yiiksek olabilecegi bildirilmistir (Kog¢ ve Kolusayi, 2011).

Postmortem interval tahmininde viicut sicakligi oOlctimleri yaygin bir sekilde
kullanilmakla birlikte, 6lii sogumasinin ¢evresel kosullara duyarli olmasi yontemin
giivenilirligini sinirlandirmaktadir. Kisisel 6zellikler, ortam sicaklig1 ve cevre sartlarina bagh

degiskenlik, bu yaklagimin tek bagina PMI tayininde kullanilmasini kisitli hale getirmektedir.



1.3.6. Mide icerigi ve Bosalma Siireci

Otopsi sirasinda incelenen mide igerigi de postmortem interval tayini ile ilgili
cikarimlar yapmaya yardimei olur ancak, i¢erigin miktari ve goriiniimii kisiden kisiye degistigi
icin bilimsel olarak kesin bir degerlendirme genellikle miimkiin degildir. Ayrica, kisinin ne
zaman ve ne yedigi gibi bilgilerin bilinmemesi de bu yontemin giivenilirligini sinirlamaktadir.
Mide igerigi ayrintili bicimde tanimlanip olay yeri veya sorusturma verileriyle desteklenirse

sinirli diizeyde yorum yapilabilmektedir (Dokgoz, 2019).

Yenilen besin ve miktari, ¢ignenme siiresi; kisginin fiziksel yapisi, psikolojik durumu,
alkol, sigara veya narkotik kullanimi, kronik hastaliklar1 ve hastalik gegmisi gibi bir¢ok faktor
midenin sindirimini ve bosaltimini etkilemektedir (Dokgé6z, 2019). Bu faktérler gbz oniinde
bulunduruldugunda mide icerigi ve bosalma siireci 6liim zamani tayini i¢in kesin bir sonug

verememektedir.

1.3.7. Dekompozisyon

Dekompozisyon, yani cesedin bozunma siireci; dokularin enzimler ve viicut sivilar
ile pargalandig1 otoliz ve mikroorganizmalarin anaerobik faaliyetleri ile olusan piitrefikasyon

asamalarindan olusur (Dokg6z, 2019).

Otoliz asamasinda oliimden sonra meydana gelen ATP azalimina bagh olarak hiicre
zarlan islevini yerine getiremez ve lizozomal enzimlerin lizozomdan serbest kalmasiyla
dokular yumusamaya baslar. Ozellikle enzim igerigi yilksek olan (pankreas) ve kan
hiicrelerinden zengin organlar (dalak, akciger) hizli bir sekilde otolize ugrar (Dokgoz, 2019;

Kog ve Can, 2011).

Piitrefikasyon asamasi viicudun kendisinden ve zamanla digaridan da katilan
bakterilerin faaliyetleri ile gergeklesir. Kisinin enfeksiyonu ya da sepsis durumu varsa ¢iiriime

daha hizli ger¢eklesebilmektedir (Dokgé6z, 2019).

Cesedin bulundugu g¢evresel kosullar, sicaklik, nem, hava ya da suyun hareketi ve
entomolojik aktivite giiriimenin hizin1 belirleyen temel etkenlerdir. Ozellikle sicaklik ve nem

mikrobiyal aktiviteyi etkileyerek ¢iiriime hizin1 belirlemektedir. Bu nedenle, 6liim zamant
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tahmininde fiziksel degisimlerle birlikte ¢evresel faktorler de dikkatle degerlendirilmelidir

(Rai vd., 2023).

Ciiriime siirecinde bakteriler tarafindan iretilen hidrojen siilfiir, hemoglobinle
reaksiyona girerek siilfohemoglobin olusturur ve bu durum deride yesil renk olarak
gozlemlenir. Aynt zamanda yikim ve indirgenme sonucu olusan bilirubin de bu renk
degisiminde rol oynar. Genellikle ilk olarak bagirsak florasinin yogun oldugu karnin sag alt
kadraninda baglayan bu yesilimsi renk, zamanla diger bolgelere ve damar hatlarina yayilir.
Damarlar boyunca gelisen bu renklenme, “ciiriime haritasi” veya “mermerlesme (marbling)”

olarak adlandirilir (Dokgéz, 2019).

Dekompozisyon 5 asamada incelenebilir. “Taze ceset” doneminde erken donem
postmortem degisiklikler gozlenir. “Erken Bozunma™ déneminde ciltte yesillenmeler baglar,
gaz birikmesine bagl sislik ve cesedin patlamasi ile biter. “Ilerlemis Bozunma” déneminde
zaman i¢inde pargcalanma ve biitiinlikte bozulma meydana gelir, larva aktivitesi vardir.
“Iskeletlesme” doneminde ceset artik taninmaz, camurumsu dokulardan ve iskeletten
olusmaktadir dénemin sonunda sadece iskelet yapisi kalir. “Iskeletin Kayb1” déneminde ise
kemikler beyazlagsmaya ve sonra ufalanmaya baglar boylece iskeletin kaybi gerceklesir.

(Dokgoz, 2019)

Bozunmanin istisnalart olarak adlandirilan, ¢iiriimeye ragmen biittinliigiinii koruyan
vakalar vardir. Bu vakalar belli ¢evresel kosullardan dolay1 olusur ancak kosullar degistiginde
clirtime tekrar baslayabilmektedir. Kuru ortam kosullarinda meydana gelen mumyalagma,
cesedin su kaybederek derinin sertlesmesi ile olusur ¢ogunlukla sicak iklimlerde goriiliir ama
soguk iklimlerde de gozlemlenebilir. Nemli ortamlarda meydana gelen sabunlasma, yag
dokusunun su varlig: ile hidrolizi ve hidrojenasyonuna bagli cesette olusan sari-beyaz
sabunumsu goriintidiir. Karin i¢inde 6len amniyon sivisi igindeki fetiisiin maserasyonu ve

karm igindeki fetusun kalsifiye olmasi yani tas fetus de bu istisnalar arasindadir. (Dokgoz,

2019; Kog ve Can, 2011; Polat, 2006).

1.3.8. Viicut Sivilarinda Calismalar

Postmortem interval tayininde en sik kullanilan yaklasimlardan biri de viicut sivilarinin
analizidir. Farkli anatomik bolgelerden elde edilen bu sivilar, biyokimyasal, genetik ve molekiiler

biyobelirteglerin incelenmesiyle 6liim zamaninin daha dogru tahmin edilmesine olanak saglar. Kan,
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vitréz sivi, sinoviyal sivi, perikardiyal sivi ve beyin omurilik sivist (BOS) bu amagla

degerlendirilen sivilar arasindadir.

1.3.8.1. Kan

Kan, postmortem biyokimyasal analizlerde en sik incelenen viicut sivilarindan biridir.
Homojen yapist ve antemortem donemde yas, cinsiyet, diyet ve stres gibi faktorlerden goérece az
etkilenmesi nedeniyle, 6liim zamani belirlemede uygun bir biyomateryal olarak degerlendirilmistir

(Donaldson ve Lamont, 2013).

Postmortem donemde kanin biyokimyasal bilesimi hem hiicre yikim1 hem de enzimatik
otoliz nedeniyle hizli degisim gosterir. Bu nedenle glukoz, iire, kreatinin, klor, potasyum, kalsiyum,
demir, enzimler (6rnegin LDH, AST, ALT, CK) ve insiilin gibi hormonlar gibi ¢esitli parametreler
6lim siirecini anlamak i¢in degerlendirilmistir (Donaldson ve Lamont, 2013; Hilal vd., 2017; Jiang

vd.,2016; Kumar ve Verma, 2016; Secco vd., 2025; Querido, 1990; Querido, 1991).

Yapilan ¢alismada 6zellikle serumdaki laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin 6liimden
sonraki ilk birka¢ saatte hizla yiikseldigi, bunu izleyen 2-3 giin boyunca daha yavas arttig1 ve
dordiincii giin en yiiksek seviyeye ulastigi bildirilmistir. Bu artis, kirmizi kan hiicrelerinin otolizine
baglanmis ve LDH’nin PMI tayini igin potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi belirtilmistir
(Donaldson ve Lamont, 2013).

Ayrica kan hiicrelerinin morfolojik ve sayisal degisimleri de PMI arastirmalarinda
degerlendirilmistir. Oliimden sonraki erken fazda eozinofil, notrofil ve monositlerde 6zel boyalarla
saptanabilen piknotik dejeneratif degisiklikler yaklasik 6 saat icinde goriilmeye baslarken,
lenfositlerdeki benzer degisimler genellikle 24 saatten sonra ortaya ¢ikar. Bu morfolojik bulgular,
uygun kosullarda 6liimden sonraki 120 saate kadar izlenebilmektedir (Hilal vd., 2017). Ancak bu
degisiklikler, go6zlemcinin yorumuna bagli subjektif sonuglar verebileceginden, yalnizca

destekleyici parametre olarak kullanilmalari 6nerilmektedir (Swift, 2006).

1.3.8.2. Vitroz Sivi

Vitroz sivi, goz lensi ile retinasi arasinda yer alan, saydam, jelatinimsi yapida bir sividir.

Goziin seklini ve tonusunu korur (Bévalot vd., 2016). Anatomik olarak korunakli bir bolgede
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bulunmasi, kontaminasyona ve ¢iiriime siireglerine karsi diger viicut sivilarina kiyasla daha direngli
olmasini saglar; bu nedenle postmortem analizlerde en ¢ok tercih edilen 6rneklerden biridir (Kog

ve Can, 2011; Vieira vd., 2024).

Literatiirde vitrdz sividaki potasyum, sodyum, kloriir, kalsiyum, iire, kreatinin ve glukoz
gibi biyokimyasal belirtegler PMI tayininde arastirilmistir. Ozellikle vitroz sividaki potasyum
1960’lardan beri PMI tayininde arastirilmaktadir (Zilg vd., 2015). Olimden sonra potasyumun
zamanla artis gosterdigi bildirilmistir ve derlemelerle konuya sistematik bir yaklagim getirilmeye
caligtlmaktadir (Vieira vd., 2024; Zilg vd., 2015). Bununla birlikte, yas, ¢cevre sicakligi, 6liim
nedeni veya agonik doénem gibi faktorlerin potasyum konsantrasyonlarini etkileyebildigi

belirtilmistir (Zilg vd., 2015).

Vitr6z sivida degerlendirilen bir diger molekiil de hipoksantin (Hx) dir. Yapilan ¢alismada
Hx seviyesi 120 saate kadar lineer bir artis gdstermis ve konsantrasyonlarinin potasyuma goére daha
dar bir sagilma aralig1 gosterdigi bildirilmistir (Rognum vd., 1991). Ancak literatiirde yer alan daha
kapsamli ¢aligmalar, hipoksantinin 6liim sonrasi déonemde artig gosterdigini dogrulamakla birlikte,
potasyum konsantrasyonlarinin PMI ile olan korelasyonunun hipoksantine kiyasla ¢ok daha giiclii

ve tutarli oldugunu ortaya koymaktadir (Barus vd., 2002).

1.3.8.3. Sinoviyal Sivi

Sinoviyal sivi, eklem bosluklarinda yer alan ve eklem yiizeyleri arasindaki siirtiinmeyi
azaltarak hareketin devamliligimi saglayan bir sividir. Cevresel etkenlerden, sicaklik
degisimlerinden ve mikrobiyal kontaminasyondan biiyiik Sl¢iide korundugu igin postmortem
analizlerde alternatif bir 6rnek materyali olarak kullanilabilmektedir (Vieira vd., 2024). Vitroz sivi
bulunamadiginda veya yetersiz kaldiginda, sinoviyal sivinin biyokimyasal igcerik bakimindan

benzer &zellikler gostermesi, onu PMI tayininde yardimer bir materyal haline getirmistir.

Yapilan c¢aligmalarda, sinoviyal sividaki potasyum ve glukoz diizeylerinin postmortem
siiregte zamanla degisim gosterdigi ve vitroz sivi ile benzer korelasyonlar sergiledigi bildirilmistir
(Madea vd., 2001; Tumram vd., 2011). Bununla birlikte, iire ve kreatinin diizeylerinin PMI ile
anlamli bir iligki gostermedigi belirtilmistir (Srettabunjong vd., 2020). Bu bulgular, 6zellikle vitroz
sivinin 6rneklenemedigi durumlarda, sinoviyal sivinin potasyum analizine dayali PMi tahmininde

alternatif bir biyokimyasal materyal olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

13



1.3.8.4. Perikardiyal Sivi

Perikardiyal sivi, kalp ile perikard zar1 arasinda yer alan bir sividir. Vitréz sivi, beyin
omurilik sivist ve sinoviyal siviya gore daha fazla miktarda elde edilebilmesi ve postmortem
donemde dis etkenlerden korunmus yapisi nedeni ile postmortem g¢aligmalarda tercih edilen bir

viicut sivist olmustur (Singh vd., 2006).

Yapilan ¢alismada perikardiyal sivida elektrolitler, toplam protein, rezidiiel nitrojen ve
cesitli enzim diizeylerinin 6liim sonrasi siire¢ boyunca belirgin degisiklikler gosterdigini ve bu
nedenle PMI tayininde kullanilabilecek potansiyel parametreler oldugu bildirmistir (Btezau, 1977:
Akt. Singh, 2006). Balasooriya vd. (1984)’nin ¢calismasinda perikardiyal sivida potasyum ve fosfat
konsantrasyonlarmin oliimiin ilk 85 saati boyunca arttigi;; sodyum diizeylerinin azaldig
belirtilmistir. Adli vakalarda gergeklestirilen ¢calismada perikardiyal sivi potasyum diizeyi ile PMI
arasinda giiclti ve lineer bir korelasyon bulunmug ve yas, cinsiyet, 6lim nedeni gibi degiskenlerin

potasyum artig hizini etkilemedigi raporlanmigtir (Niranjan vd., 2016).

1.3.8.5. Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)

Beyin omurilik sivisi, merkezi sinir sistemiyle dogrudan iliskili olan ve dis g¢evresel
faktorlerden biiyiik Olgiide korunan bir viicut sivisidir. Postmortem donemde kolaylikla
orneklenebilmesi ve nispeten biiyiik hacimlerde elde edilebilmesi nedeniyle analizler i¢in uygun
bir biyolojik materyal olarak kabul edilmektedir. Ayrica, BOS’taki temel biyokimyasal bilesenlerin
canli bireylerdeki referans degerlerinin iyi tanimlanmis olmasi, postmortem degisimlerin
degerlendirilmesinde karsilastirmali analizler yapilmasina olanak saglamaktadir (Peyron vd.,

2019).

BOS biyokimyasal yontemlerle aragtirilmistir. BOS’taki tau ve p-tau protein diizeylerinin
olimden sonra gegen siireyle anlamli korelasyon gosterdigi ve bu molekiillerin 6liim zamani
tayininde potansiyel biyobelirtegler olarak degerlendirilebilecegi bildirilmistir (Peyron vd., 2021).
Sitolojik olarak BOS ¢alisan bir diger ¢calismada da, 6liim sonrasi donemde BOS’taki hiicre sayist
ve morfolojisindeki degisimlerin incelendigi, 0-12 saatlik postmortem aralikta hiicre sayisinin

arttig1 ancak ilk 6 saatte dejeneratif degisimlerin gozlenmedigi rapor edilmistir. (Pandey vd., 2023).

BOS’un 6liim sonrasi degerlendirilmesi erken dénem PMI icin belirli avantajlar sunmakla

birlikte, yontemin giivenilirligini sinirlayan faktorler de vardir. Ozellikle nérodejeneratif
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hastaliklar, enfeksiyon veya travmatik beyin hasari gibi durumlar BOS iiretimini etkilemektedir.
Ayrica kontaminasyon riski, 6rnek alim bolgesi, kan karigimi, cesedin bulundugu ortam kosullar

ve oliim sekline bagli degiskenler de dikkate alinmalidir (Peyron vd., 2019).

1.3.9. Entomolojik Calismalar

Adli entomoloji, 6liim sonrasi viicutta bulunan boceklerin biyolojik ve ekolojik analizinden
yaralanarak kanitlar saglayan, adli vakalarda kullanilan bir bilim dalidir (Scieuzo vd.,2025).
Ozellikle dekompozisyonun orta ve geg asamalarinda PMI tahmini icin kullanilan koklii bir aractir
(Strete vd.,2025). Ilk olarak 13.yiizy1lda Cin’de bir sug aletinin tespitinde kullanilmistir (Dokgéoz,
2019).

Ciiriime ile 6liim sonrasi viicutta meydana gelen fiziksel ve biyokimyasal degisimler,
kendine 6zgii bocek topluluklarmi cezbetmektedir. Ayrisma sirasinda dokulardan salinan ugucu
bilegikler, ciirlimeye 6zgii kokularin olugmasina neden olur. Bécekler bu bilesikleri algilar ve
cesede ulasirlar. Bu boceklerin ceset iizerinde gosterdikleri gelisim evreleri PMI tahmininde temel
belirleyici olarak kullanilir (Sekil 1.3). Dort yasam evresi temel alinarak yapilan geriye doniik

degerlendirme sonucunda, cesedin bulundugu andan itibaren PMI hesaplanabilir (Ceylan, 2020).

birkag hafta

FUrA YUMURTA
ortalama 5 giin S5 rr
S
e - /,)

LARVA R
liglincti evre LARVA

3-9 giin _ e : ilk evre

20 saat-4 giin
LARVA
ikinci evre

24 saat-birkag giin

Sekil 1. 3. Bocek gelisim evreleri (Rana, 2020) (Duizenlenmistir.)

PMi tayininde kullanilan entomolojik veriler, sicaklik, nem, basing, iklim ve cografi

ozellikler gibi gevresel faktorlerden biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir. Boceklerin gelisim hizi ve tiir
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cesitliligi, iginde bulunduklar1 ekolojik kosullara gore degisiklik gosterebilir. Bu nedenle, dogru bir
degerlendirme yapabilmek i¢in cesedin bulundugu bolgenin cografi yapisi, mevsimsel 6zellikleri
ve bolgesel bocek-sinek faunasi hakkinda ayrintili bilgi sahibi olunmasi gerekmektedir (Dokgoz,

2019).

Son yillarda, geleneksel entomolojik yontemlerin yani sira molekiiler ve teknolojik
analizler de PMI calismalarina entegre edilmeye baslanmistir. Ozellikle RNA ve protein bozunma
analizleri, mikrobiyal ardillik (nekrobiyom) incelemeleri, genetik materyal tabanli yontemler ve
DNA metabarkodlama, klasik yo6ntemleri tamamlayan yeni arastirma alanlari olarak O6ne

¢ikmaktadir (Strete vd.,2025).

1.3.10. Molekiiler Diizeyde Calismalar

Geleneksel postmortem oliim zamani belirleme yontemleri ¢evresel kosullardan fazla
etkilenebildikleri i¢in her zaman giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar verememektedir. Bu nedenle
cevresel kosullardan daha az etkilenen degiskenlerin kullanilmasi bu alanda 6nemli hale gelmistir
ve molekiiler belirteclere yonelik ilgi giderek artmistir (Pasaribu vd., 2023). Hiicre oliimi
sonrasinda DNA, RNA ve proteinlerin bozunma dinamikleri ile dokularda gelisen mikrobiyal
topluluk degisimleri, zamana bagli paternler gostermeleri nedeniyle son yillarda PMI

arastirmalarinda gii¢lii adaylar olarak ortaya ¢ikmistir (Dell'Aquila vd., 2021; Sutton vd., 2024)

1.3.10.1. DNA

Oliim sonras: hiicre biitiinliigiiniin bozulmastyla birlikte DNA diizenli bir par¢alanma
siirecine girer ve bu degradasyon, zamanla 6ngériilebilir bir azalma Oriintiisii olusturdugu igin

DNA, PMI ¢alismalarinda degerlendirilebilir hale gelmistir (Dokgoz, 2019).

Farkli dokular farkli DNA stabilitesine sahiptir, bunun nedeni dokularin riiboniikleaz
aktivitesine bagl otoliz hizidir. Dokular kargilastirildiginda beyin ve iskelet kasi gibi riboniikleaz
aktivitesi diisiik olan organlarda DNA stabilitesinin daha yiiksek oldugu; buna kargin karaciger ve
dalak gibi enzim igerigi yogun dokularda daha hizli degradasyon goriildiigii bildirilmistir (Green
vd., 2005; Hansen vd., 2014; Itani vd., 2015).
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DNA’nin biitiinliigi; jel elektroforezi, goriintii analiz teknikleri, akis sitometrisi, tek hiicre
jel elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis-SCGE) ve o6zellikle kisa/uzun amplikon
karsilagtirmalarina dayali RT-qPCR gibi ¢esitli yontemlerle degerlendirilmistir. Son dénem
calismalar, RT-qPCR ve kapiller elektroforezin DNA fragmentasyonunu daha duyarli ve kantitatif
bir bi¢imde 6l¢ebildigini ortaya koymustur (Tozzo vd., 2020).

DNA degradasyonunu etkileyen degiskenler degerlendirildiginde; 6liim nedeni, cinsiyet,
yas ve kisinin saglik durumu gibi bireysel faktorlerin degradasyon siirecine anlamli bir etki
gostermedigi bildirilmistir (Tozzo vd., 2020). Cevresel faktorlerden basta sicaklik olmak iizere
nem, cesedin bulundugu ortam, suda veya toprakta gibi faktérler DNA degradasyonunu

etkilemektedir (Mansour vd., 2019)

Postmortem siirenin uzamasi ile birlikte cesetteki bakteriyel ve fungal DNA birikmesi
yaygimlastigindan, analizlerde yalnizca insana 06zgii DNA’y1 ayirt edebilen yontemlerin

kullanilmasi kontaminasyonun 6nlenmesi agisindan kritik kabul edilmektedir (Tozzo vd., 2020).

Bu bulgular bir arada degerlendirildiginde, DNA’nin 6liim sonrasi siiregte belirli ve
ongoriilebilir bir bozunma paterni sergiledigi; ancak degradasyon hizinin hem dokuya 6zgii
enzimatik yapiya hem de ¢evresel kosullara bagli olarak degistigi goriilmektedir. Bu nedenle DNA
temelli analizler, PMI tayininde degerli bir biyomolekiil olmakla birlikte, giincel literatiirde
¢ogunlukla RNA ve protein diizeyindeki parametrelerle birlikte destekleyici bir yaklasim olarak ele

alinmaktadir.

Hiicre ici DNA'nin yani sira, 6liim sonrasi siirecte dokulardan ortama salinan hiicre disi
serbest DNA da PMI arastirmalarinda degerlendirilen bir diger biyomolekiiler parametre olarak 6ne

cikmaktadir (Fujihara vd., 2021).

Hiicre disi serbest DNA (cell-free DNA; c¢fDNA), niikleer DNA’nin hiicresel 6liim
siiregleriyle ortama salinmasi sonucu olusan kiigiik fragmanlardan genis pargalara kadar degisen
heterojen yapida bir niikleik asit grubudur. ilk olarak Mandel ve Metais tarafindan 1948°de kanser
hastalarinin kan plazmasinda tanimlanan cfDNA’nin; apoptoz, nekroz ve bazi hiicresel stres
yanitlart sirasinda aktif salinimla dolagima gegtigi bildirilmistir (Mandel ve Metais, 1948; Nagy,
2019). Saglikli bireylerde diisiik diizeylerde bulunan cfDNA’nin enfeksiyon, inflamasyon, kanser
ve doku yikimiyla seyreden klinik tablolar sirasinda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir. Klinik
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olarak bu hastaliklarin tanisinda ve prenatal tanilarda bir parametre olarak kullanilmaktadir

(Fujihara vd., 2021; Lo vd., 1998).

Grubumuz tarafindan gergeklestirilen uzmanlik tezi ¢aligmasinda, rat serum Srneklerinde
hiicre dis1 serbest DNA ve High Mobility Group Box-1 (HMGB-1) protein konsantrasyonlart,
postmortem erken dénemdeki zamana bagli degisimleri aragtirilmigtir. Bu amagla, 96 adet Wistar
rat servikal dislokasyon sonrasi +4°C ve +24°C olmak iizere iki farkli sicaklikta bekletilmis; 0., 3.,
6.,9.,12.,24.,48. ve 72. saatlerde alinan serum 6rneklerinde hiicre dis1 serbest DNA miktar1 SYBR
Gold niikleik asit boyama yapilarak luminometrik optik yogunluk l¢iimii ile analiz edilmistir. Elde
edilen bulgular, +4 °C kosullarinda serum ¢fDNA miktarinin postmortem siire uzadik¢a anlaml
diizeyde arttign gozlemlenmis ve erken postmortem dénemde cfDNA’nin PMI tayininde
kullanilabilecegi bulunmustur. +24°C’de bu iligskinin 6.saatte en yiiksek degere ulastig1 ve sonra
diistiigii saptanmigtir. Bu sonuglar, postmortem dénemde ilerleyen hiicresel nekrozla birlikte hiicre
dist serbest DNA diizeylerinde zamanla degisiklik olustugu ve bu degisimin sicaklik faktoriinden
etkilendigi ortaya konmustur (Emiral, 2016; Emiral vd., 2021).

Grubumuz tarafindan gerceklestirilen bir diger doktora tezi ¢alismasinda da, rat serum
orneklerinde hiicre dis1 serbest DNA ve secilen miRNA’larin postmortem zamana baglh degisimleri
arastirilmistir. Calismada 30 adet Wistar albino rat servikal dislokasyon sonrasi +24°C bekletilmis;
0.,6.,12., 24., 48 saatlerde alinan serum 6rneklerinde hiicre disi serbest DNA miktar1 RT-qPCR ile
analiz edilmistir. Calisma sonucunda, referans gen olarak segilen GAPDH ve ACTB'nin zamanla
azaldigi, 0., 6., ve 12. saatlerde, 24 ve 48. saatlere gore istatistiksel olarak daha yiiksek ortalamaya
sahip oldugu bildirilmis ve 6zellikle kantitatif olarak ilk 12 saatte hiicre nekrozunun daha hizli
oldugu, zamanla istatistiksel olarak azaldigin1 gosterilmistir. Bu ¢alisma, serum hiicre dis1 serbest
DNA diizeylerinin PMI tayininde potansiyel bir molekiiler biyobelirteg olabilecegini gésteren bu
alanda yapilmis ilk kantitatif calisma niteligindedir (Yavuz Kiligaslan, 2023; Yavuz Kiligaslan vd.,
2025).

1.3.10.2. RNA

Riboniikleik asit (RNA), hiicrede protein sentezinin diizenlenmesi ve gen ifadesinin
kontroliinde kritik rol oynayan tek zincirli bir niikleik asittir DNA’ya kiyasla daha kisa 6miirlii,
kimyasal olarak daha reaktif ve riboniikleazlara karsi daha duyarlidir. Mesajct RNA (mRNA),
rRNA, tRNA, miRNA, snRNA ve circRNA gibi hiicrede ¢ok sayida RNA tiirii bulunmaktadir. Bu

cesitlilik, farkli RNA tiirlerinin hem hiicresel siireglerde hem de postmortem dénemde birbirinden
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farkli stabilite paternleri gostermesine yol agmakta ve RNA’y1 6liim sonrasi biyokimyasal

degisimlerin degerlendirilmesinde 6nemli bir molekiil héline getirmektedir (Singh vd., 2025).

Molekiiler teknolojilerin gelismesi ile, 2002 yilinda &lii rat dokularinda mRNA
degradasyon profilleri RT-qPCR ile analiz edilmis ve postmortem mRNA bozunumunu PMI tayini
icin kullanilabilecek yeni giivenilir bir biyobelirte¢ olabilecegini bildirilmistir (Inoue vd., 2002).

Postmortem RNA degradasyonu, erken dénemde hiicre i¢i RNazlarin aktivasyonu ile
baslar; ilerleyen zamanlarda bakteriyel RNazlarin devreye girmesiyle hizlanir ve bu durum dokuya
6zgii RNaz diizeylerine bagli olarak her organda farkli bir stabilite profili olusturur. Dolayisiyla
RNA degradasyonuna dayali PMI analizlerinde hedef organ sec¢imi kritiktir (Madea, 2023).
Calismalar, mRNA’nin beyin dokusunda stabil oldugunu, dis pulpasimnin uzun siire stabil kaldigini
ancak karaciger gibi enzimatik olarak zengin organlarda ¢cok daha hizli bozundugunu gostermistir

(Sampaio-Silva, 2013; Singh vd., 2025).

RNA degradasyonuna dayali analizlerin avantaji yiiksek hassasiyet, minimum ornek
miktar1 ve doku 6zgiilliigii olsa da kararsiz yapisi, degradasyonunun hizini ¢evresel sicaklik, nem,
pH giines 15181 gibi postmortem kosullarla beraber 6liim 6ncesi klinik durumlar, kullanilan ilaglar,
hipoksi ve metabolik stres gibi agonal faktorler de etkileyebilmektedir (Madea, 2023; Singh vd.,
2025; Strete vd., 2025).

RNA tiirleri arasinda mRNA, rRNA, snRNA, circRNA ve miRNA gibi ¢ok sayida tiir PMI
arastirmalarinda test edilmistir (Madea, 2023). Ozellikle mRNA’nin kisa yar1 6mrii ve gevresel
kosullara duyarliligi nedeniyle bu belirteclerin tek basmna yiiksek dogruluk saglamadigi
belirtilmistir (Senbas, 2023).

Oliim sonrasi 5 giine kadar sogutularak muhafaza edilen insan kan ve beyin dokusu
ornekleri ile yasayan kisilerden alinan tam kan orneklerinin mRNA degradasyonu lazerle
indiiklenen floresan kapiler elektroforezle birlikte RT-qPCR’de analiz edilmis ve mRNA
degradasyonu ile PMI arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Bauer vd., 2003).
Fakat, sonraki yapilan ¢alismalarla insan beyin dokusunda mRNA degradasyonu seviyesi ile PMI

arasinda anlamli bir korelasyon olmadigi da gosterilmistir (Sampaio-Silva, 2013).

Sonraki c¢aligmalar, mRNA’nin bozunmaya daha duyarli yapisi nedeniyle analizlerde

mikroRNA, snRNA ve circRNA gibi daha stabil endojen RNA tiirlerine yonelmis ve PMI tayininde
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birden fazla RNA belirtecinin birlikte degerlendirildigi ¢alismalar yiirtitiilmistiir (Scrivano vd.,

2019).

Ayrica adli bilimlerde RNA’lar postmortem interval tayini ile birlikte viicut sivilarinin
belirlenmesi, yara yasi tayini, 6liim nedeni ve mekanizmasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir

(Sampaio-Silva, 2013).

1.3.10.3. Protein

Proteinler, hiicresel siireglerin yiiriitilmesinde merkezi bir rol oynar ve bir¢cok biyolojik
olayr dogrudan sekillendirir (Singh vd., 2025). Proteom, bir organizmanin genomu tarafindan
sentezlenen tiim proteinleri ifade eder ve proteomik analizler bu proteinlerin belirli biyolojik
siireglere bagli degisimlerini inceleyen disiplin olarak tanimlanir. Oliimden sonra hiicresel
metabolizma durur, ATP diizeyleri hizla azalir ve proteolitik yollar yeniden diizenlenir. Bu nedenle
protein degradasyon paternleri, 6liim sonrasi siire ile iligkili biyokimyasal bir g6sterge olarak

degerlendirilmistir (Dokgdz, 2019).

Kas dokusu iizerinde yapilan ¢aligmalar, belirli yapisal proteinlerin zamanla 6ngoriilebilir
parcalara ayrildigini gostermektedir. Domuz kasinda yapilan ¢alismada titin, nebulin, desmin,
c¢TnT, SERCA2 ve kalpain tiirevlerinin 6liim sonrast gegcen zamanla diizenli bir degradasyon
paterni gosterdigi bildirilmistir (Pittner vd., 2016). Yine domuz kasinda yapilan bir ¢calismada da
domuz iskelet kasi1 ornekleri 21°C ve 6°C’de farkli postmortem araliklarda (0-120 saat) analiz
edilmis ve degradasyon davraniglart birbirinden farkli ti¢ gruba ayrilabilen toplam 22 protein
tamimlanmistir. Boylece proteomik verilerin PMI ile iliskili potansiyel biyobelirtegler olabilecegi

gosterilmistir (Battistini vd., 2023).

Proteomik degisiklikler kas disinda baska dokularda da calisilmustir. insan beyin, akciger,
kalp, karaciger, pankreas ve bobrek dokularinda yapilan c¢alismada transferrin, albumin, o-1
antitripsin, haptoglobin, GAPDH, GST ve hemoglobin alt birimleri tiim dokularda goriilmiis ve
kademeli bozulmalar gostermisler ve on giin gectikten sonra yalnizca albumin ve hemoglobinin alt
birimleri gézlemlenebilmistir (Sinha vd., 2012). Yapilan derleme ¢aligmasinda protein degradasyon

analizleri ve PMI tayini tahminleri yer almaktadir (Singh vd., 2025).

Postmortem 6rneklerde kalp dokusunda cTnl (Cardiac Troponin I) diizeyi Western blot ile

analiz edilmis gosterdigi degradasyon paterninin PMI tayininde kullanilabilecegi bildirilmistir
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(Sabucedo ve Furton, 2003). Ayrica dolasimdaki HMGB-1 diizeylerinin de +4°C kosullarinda
erken PMI i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir (Emiral vd., 2021).

Bununla birlikte protein temelli yaklagimlarin 6nemli sinirhiliklar1 vardir. Protein
degradasyonu sicaklik, nem ve mikrobiyal faaliyetlerden giiclii sekilde etkilenir ve bu ¢evresel

duyarlilik sebebi ile PMI tayini i¢in tutarli sonuglar veremeyebilir (Dell’ Aquila vd., 2021).

1.3.10.4. Mikrobiyom

“Mikrobiyom” kavrami, belirli bir ekosistemde yasayan mikroorganizmalarin tagidigi tiim
genetik materyali ifade eder ve bu yaklasim adli bilimlerde postmortem degisimlerin

degerlendirilmesinde giderek daha fazla kullanilmaktadir (Brooks, 2016).

Postmortem mikrobiyom calismalar; i¢ organ mikrobiyotasi (Lutz vd., 2020), viicut
sivilarindaki mikrobiyal profiller (Hanssen vd., 2018), oliim sonrasi agikliklart ve ceset
yilizeyindeki epinekrotik mikroorganizmalar (Spagnolo vd., 2019) iizerinde yiiriitiilmektedir.

(Moitas vd., 2024).

Insan cesetlerinde yapilan ¢alismada bagirsak ve agiz incelenmis, besinden zengin
ortamlarda mikrobiyal gogalmanin arttigini klostridia bakterisinin i¢ organlar ve kanda PMi’nin bir
belirteci olarak bildirilmistir (Moitas vd., 2024). Bir baska calismada cesedin deri ve toprak
mikrobiyomlar1 incelenmis ilk 50 giin igin PMI tayinindeki hata paymin +5-7 giin gibi diisiik
degerlere indirilebildigi bildirilmistir (Metcalf, 2019). Insan kérbagirsaginda yapilan 5-192 saat
PMI’ye sahip 6rneklerde kdrbagirsagin belirgin bir mikrobiyal ardigiklik sergiledigini gostermis ve

bu bélgenin 6rnekleme i¢in uygun bir alan oldugunu vurgulamistir (Hu vd., 2021).

Ayrica genis insan orneklemli bir ¢aligmada kulak, gbz, burun, agiz ve rektumdan alinan
orneklerde mikrobiyal topluluklarin degerlendirilmesiyle mikrobiyota bilesimlerinin anatomik
bolgeye gore farklilik gosterdigi ve bu nedenle ¢ok bolgeli 6rneklemenin daha dogru sonug verdigi

belirtilmektedir (Zhang vd., 2019).

Son yillarda bakteriyel ve fungal DNA’nin yiiksek ¢6ziiniirliiklii analizine dayanan
metagenomik yaklagimlar; postmortem mikrobiyal degisimlerin daha ayrmtili sekilde izlenmesi ve
mikrobiyal siiksesyonun ardisik degisimi, mikrobiyom temelli PMI modellerinin giiglii bir

alternatif olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir (Madea, 2023; Sutton vd., 2024).
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1.4. miRNA

MikroRNA’lar (miRNA’lar), yaklasik 20-25 niikleotid baz uzunlugunda, protein kodlamayan
ve hiicrede transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen kiigiik RNA molekiilleridir
(Pasaribu vd., 2023). Ilk miRNA olan /in-4, 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’ta protein
tiretimini diizenleyici gorev aldigi kesfedilmistir ve bunu kegfedilen ikinci miRNA olan /Jet-7
izlemistir (Lee vd., 1993; Pasquinelli vd., 2000). Zaman i¢inde ¢esitli miRNA’lar kesfedilmis,
miRNA’larin bir¢ok organizmada varlig1 gézlemlenmis, bir¢ok biyolojik ve patolojik yollarda rol
aldig1 kesfedilmistir (Bartel, 2004; Maiese vd., 2021). Giiniimiizde miRBase veritabaninda iki bin

alt1 ylizden fazla olgun insan miRNA’s1 tanimlanmistir (Kozomara vd., 2019).

miRNA olusum siireci ¢ekirdek ve sitoplazmada gergeklesen iki asamadan olusur (Sekil 1.4)
(Michlewski ve Caceres, 2019). Cogu miRNA geni RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir
ve cap yapisi ile poli-A kuyrugu tasiyan, sa¢ tokasi yapili bir pri-miRNA olusturur. Bu primer
transkript, mikroislemci kompleksindeki Rnaz III enzimi olan Drosha tarafindan kesilerek yaklagik
70 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA’ya doniistiiriiliir (Liu vd., 2022). Daha sonra pre-miRNA'lar,
tagima reseptorii olan Exportin-5 araciligiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir ve burada Rnaz 111
enzimi olan Dicer tarafindan ¢ift sarmalli miRNA'ya ayristirilir. Elde edilen miRNA dubleks 19-23
niikleotid uzunlugundadir. Dubleks miRNA’nin yolcu ipligi yikilir, kilavuz iplige Argonaute-2
proteini (AGO2) yiiklenir ve olgun miRNA olusur (Chen vd., 2019). Olusan kompleks
riboniikleoprotein olan RNA kaynakli susturma kompleksini (RISC) de olusturmaktadir.
Kompleks, hedef mRNA’nin 3'-UTR bolgesine tutunur ve baglandigi transkriptin ya

translasyonunu baskilar ya da onun par¢alanmasini baglatir (Liu vd., 2022).

Sitoplazma Cekirdek

\—FJ Y7 Pri-miRNA
'

Drosha

Exportin-5
Pre-miRNA ) < :r\_:’) Pre-miRNA

miRNA — W
dubleks miRNA e
l ‘ hedel mRNA
Kesilmesi
g N
miRNA Al | —p — [
olgun mil

Sekil 1. 4. miRNA Biyogenezi (Liu vd., 2022) (Diizenlenmistir.)
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miRNA’larin kisa tamamlayici dizilere tekrar eden baglanma 6zelligi, her bir miRNA’nin
yiizlerce farkli transkript iizerinde eszamanh diizenleyici islevler iistlenebildigini gostermektedir

(Bartel, 2004).

miRNA’lar hiicresel gelisim, hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, hiicresel stres, embriyogenez,
apoptoz, patogenez, homeostaz gibi temel biyolojik siireclerde rol alirlar (Pasaribu vd., 2023;
Saliminejad vd., 2019). Bu rolleri, kararliligi ve dokuya 6zgii ifadesi de klinik patolojide
kullanimint artirmigtir. Diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, kas
bozukluklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin teshisinde ve geligsiminde biyobelirte¢ olarak potansiyeli
arastirilmistir (Chandrasekaran vd., 2019; Maisese vd., 2021).

Yapilarinin kisa olmasi, nRNA’ya kiyasla daha yavas degradasyona ugramalari, dokuya 6zel
ekspresyonlari, miktarlarinin ¢ogaltilabilmesi ve gelisen teknoloji ile daha hassas oOl¢timler
yapilabilmesi miRNA’lar1 6zellikle avantajli hile getirmekte ve adli molekiiler ¢alismalarda ilgi
cekmektedir (Pasaribu vd., 2023). Yara yas1 tayini, viicut stvilarinin tanimlanmasi ve PMI tayini

aragtirmalarinda siklikla kullanilmaya baglanmistir (Maisese vd., 2021).

Belirli miRNA’larin yara iyilesmesindeki rolii belirlendikten sonra adli bilimler i¢in 6nemli
olan yara yasinin tespiti i¢in bir¢ok calisma yapilmis ve potansiyel biyobelirtegler arastirilmistir
(De Simone vd., 2022). Albino ratlarda yapilan yara yasi ¢alismasinda miR-205 ve miR-21 0-48
saat araliginda histolojik olarak ve RT-qPCR ile incelenmistir. Her iki miRNA’nin ifadeleri yara
olusumundan 24 saat sonra giiglii bir artis ve 48.saatte giiclii bir diisiis gostermistir. Istatistiksel
olarak bu degisimler ve PMI arasinda bir korelasyon tespit edilememistir (Ibrahim vd., 2019; Cianci
vd., 2024). Asi olgularinda yapilan bir ¢aligmada bag izlerinden alinan 6rnek ile kontrol grubu
kiyaslanmis ve miR146a-5p, miR125a-5p ve miR125b-5p'nin asir1 ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Neri vd., 2019). Farelerde yapilan ¢aligmada ise genel olarak, miR-26a-5p,
miR-30d-5p ve miR-152-3p’nin PMi’de en stabil genler olarak belirlenmis ve miR-26a/30d/152

kombinasyonunun yara yasi tahmininde kullanilabilecegi bildirilmistir (Suo vd., 2023).

miRNA’larin doku spesifik ekspresyon ozelligi ile olay yerinde viicut sivilarinin
tanimlanmasi igin arastirilmig ve bu konuda potansiyel biyobelirtecler bildirilmistir (Silva vd.,
2015). Hanson vd. (2009) miRNA’lar1 adli bilimlerde kullanan ilk ¢alismay1 viicut sivilarini
tanimlamak i¢in yapmistir. Devam eden arastirmalar sonucunda kan 6rneklerinde miR-451a’nin
kan tanisi i¢in giiclii adaylardan biridir; miR-144-3p ve miR-16 ise vendz kani diger viicut

sivilarindan ayriminda kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olarak bildirilmistir. miR-214-3p ve miR-
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412’nin diger viicut sivilarina kiyasla 6zellikle menstrual kanda daha yogun eksprese edildigi
gozlemlenmis ve iki miRNA’y1 menstrual kanamanin dogrulanmasinda potansiyel biyobelirtecler
olarak bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda miR-203a ve miR-205-5p’nin tiikiirik i¢in aday
biyobelirtecler olabilecegi bildirilmistir. Semen i¢in en gii¢lii aday ise epididime 6zgii ekspresyon
profili nedeniyle miR-891a’dir; miR-10b ve miR-888 de aday biyobelirtegler olarak bildirilmistir.
miR-203a ise vajinal salgi tanimlamasinda aday biyobelirte¢ olarak onerilmektedir. Ancak , bazi
miRNA’larin birden fazla sivida gézlemlenebilmesi karigik orneklerin tanimlanmasi icin bir

sinirliliktir (Li vd., 2023; Rocchi vd., 2021).

Gelisen teknoloji ile arastirmacilar geleneksel yontemlerin smirliliklarini asabilecek PMI
tayini icin daha giivenilir ve objektif yaklasimlar gelistirmeye ¢alismistir. Oliim zamanmin
hesaplanabilmesi i¢in 6ngoriilebilir ve diizenli degisim gdsteren biyobelirteglerin tanimlanmasi
gerekmektedir. Zamanla o©liim sonrast DNA, RNA ve protein diizeylerinin degisiminin
incelenebilmesi bu molekiiler yapilarin potansiyelinin aragtirilmasini saglamigtir. miRNA’larin
dokuya spesifik olmalari, diger yontemlere kiyasla yiiksek kararliliklari ve zamana bagli bozunma
profillerinin gdzlemlenebilmesi PMI tayininde potansiyel biyobelirtegler olarak incelenmelerini

saglamig ve bu konuda ¢ok sayida aragtirma yapilmistir (Cianci vd., 2024; Pasaribu vd., 2023)

miRNA ve PMI ile ilgili arastirmalar genellikle doku 6rnekleri ile yapilmistir (Pasaribu vd.,
2023). Farkli doku o6rneklerinde, 6liim sonrasi gecen zamana gore stabilite degisebilmektedir. Bu
tiir doku caligmalarinda verilerin yorumlanabilmesi i¢in uygun veri standardizasyonu se¢gmek
onemlidir. Normalizasyonu saglamak igin referans genler kullanilmali ve referans genlerin PMI
boyunca kararhi ve stabil olmalidir (Lv vd., 2014). Literatirde miRNA’lar i¢cin 18S rRNA, 5S
rRNA, U6 snRNA, RPS29 ve Let-7a referans gen olarak tercih edilmektedir (Rocchi vd., 2020).

Rat kalp kasinda ilk kez 25 °C'de kontrollii yapilan ¢alismada miR-1-2 ve 18S rRNA’nin
ifadesindeki degisiklikleri RT-qPCR ile degerlendirmis ve 18S rRNA ve miR-1-2’nin yararh
biyobelirtecler olabilecegi bildirilmistir (Li vd., 2010).

Devam eden calismalarla bazi miRNA’larin 6liimden sonra ifadelerinin degistigi bazi
miRNA’larin ise belli bir siire stabil kaldigi belirlenmistir (Pasaribu vd., 2023). Bu 6zellikleri,
miRNA’larin  PMi  belirlenmesine  yonelik ¢alismalarda aday biyobelirtegler olarak
degerlendirilmelerine ve bazi miRNA’larin da ekspresyon caligmalarinda referans gen olarak

kullanilmasina olanak saglamaktadir (Cianci vd., 2024). Gelisen teknoloji ile normalizasyon
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hatalarini azaltmak i¢in matematiksel modeller gelistirilip geNorm ve Normfinder gibi yazilimlarla

referans gen listesi olusturulmaktadir (Scrivano vd.,2019).

Oliimden sonra rat deri rneklerinde on bir farkli zaman noktasinda yapilan ¢alismada 4°C,
15 °C ve 35 °C’de 5S rRNA ve miR-203’iin en uygun referans genler secilmistir (Pan vd., 2014).
Kalp dokusunda c¢aligmalar sonucunda belirlenen referans genler miR-1, miR-122 ve miR-
133a’dir; karaciger dokusundaki ¢aligmalar sonucunda belirlenen referans gen miR-122"dir; beyin
dokusunda yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenen referans genler miR-9 ve miR-125b’dir; iskelet
kasi ¢aligmalarinda belirlenen referans genler miR-1, mir-133a ve miR-206dir; akciger dokusunda
yapilan c¢aligmalarda belirlenen referans genler miR-195 ve miR-200c’dir; kemik dokusu

caligmalarinda belirlenen referans genler miR-16 ve let-7¢’dir (Montanari vd., 2021).

Giintimiizde, molekiiler teknolojilerin gelismesi ile gergek zamanli kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-qPCR), yiiksek duyarliligi, segiciligi, tekrarlanabilirligi ve ¢ok yonlii bir
analiz arac1 olmas1 nedeniyle PMI tayini ¢alismalarinda sikca kullanilan nemli bir yontemdir
(Rocchi vd. 2021; Scrivano vd., 2019). Ancak, postmortem 6rneklerde RNA diizeyinin ortam
sicakligi, pH, 6lim nedeni, ¢iirlime ve otoliz, yas, cinsiyet, dokunun i¢sel durumu ve analizin
yapildig1 ortamin parametreleri gibi degiskenlerin sonucu etkileyebilecegi unutulmamalidir (Cianci

vd., 2024).

Ratlarda tiim toraks ismmlanmasindan sonra akciger ve tiim kandaki miRNA'daki
degisiklikleri inceleyen calismada, radyasyona ugramamis kontrol grubu siganlarinda akciger
dokusunda ifade seviyesi yiiksek olan miRNA’lar 6 kiitiiphaneden alinan verilerle tespit edilmistir
(Gao vd., 2017). Oliimle beraber gelisen hipoksi, hiicresel stres olusturarak hipoksiye duyarli,
apoptozu diizenleyen miRNA’larm ifadesini etkilemektedir. Bu baglamda hipokside rol alan
miRNA’lar PMI ile iliskilendirilebilir (Cianci vd., 2024). Bu ¢alismada akciger dokusunda yiiksek

ifade seviyesine sahip ve literatiirde hipoksi durumunda ¢alisilmis miRNA’lar se¢ilmistir.
miR-10a-5p, pre-miR-10a’nin islenmesiyle olusan iki olgun miRNA’dan biridir. Insan

genomunda 17. kromozomda (17q21.32) bulunurken, rat genomunda 10. kromozom iizerinde

bulunmaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1. 5. miR-10a’nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2025a)

Karacigerde olusturulan hipoksi/iskemi modelinde 1 giinliikk hipoksi, miR-10a-5p
ekspresyonunda artisa yol agmis ancak 5.giin ve 10.giinde ekspresyon seviyesinde azalma
bildirilmistir (Zhi vd., 2017). Hipoksik kardiyomiyosit modelleri ve miyokard infarktiisii
farelerinde yapilan ¢aligmada, miR-10a-5p ekspresyonunun hipoksi altinda belirgin sekilde

azaldigi da bildirilmistir (Cao vd., 2021).

miR-26a-5p, pre-miR-26a’nm 5’ kolundan tiiretilen olgun miRNA’dir ve miR-26a-1 ile
miR-26a-2 olmak iizere iki ayri gen lokusundan sentezlenebilir. insan genomunda miR-26a-1 3.
kromozomda (3p22.2), miR-26a-2 ise 12. kromozom iizerinde (12q14.1) yer alir. Rat genomunda

ise 8.kromozom iizerinde yer alir (Sekil 1.6).
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Sekil 1. 6. miR-26a’nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2025b)

Yapilan pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) ¢alismasinda hastalarin akciger
dokularinda miR-26a-5p'nin ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir (Ma vd., 2023). Hipoksik
kosullarda miyokard hiicreleri izerinde yapilan bir ¢aligmada da MiR-26a- 5p'nin yiiksek
ekspresyon gostermis ve apoptoz seviyesini azalttigi diisiiniilmustiir (Wen vd., 2020).
Kardiyomiyositlerde yapilan bir ¢alismada hipoksi/reoksijenasyon (H/R) kosullarinda miR-26a-
5p'nin ifadesi 6nemli 6l¢iide azalmis ve miR-26a-5p’nin ifadesinin artmasi apoptozu
Onleyebilecegi bildirilmistir (Yan vd., 2021). Fare kardiyomiyositlerinde yapilan ¢calismada H/R

kosullarinda miR-26a-5p’nin aktivitesine ve sinyal yolunu diizenleme mekanizmasina bakilmis
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ve miR-26a-5p’nin asir1 ekspresyonu, sinyal yolunu aktive etmis ve apoptozu azaltmistir (Xing

vd., 2020).

miR-30a-5p, pre-miR-30a’nin 5° kolundan tiiretilen olgun miRNA’dir ve miR-30 ailesinin
bir iiyesidir. Insan genomunda miR-30a 6. kromozomda (6q13) yer alir; rat genomunda 9.

kromozom (9q13) iizerinde konumlanmigtir (Sekil 1.7).
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Sekil 1. 7. miR-30a’nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2025c)

Akciger dokusunda yapilan pulmoner hipertansiyon ¢alismasinda hipoksik kosullar altinda
miR-30a-5p’nin ekspresyon seviyesinin azaldig1 goriilmustiir. (Caruso vd., 2010). H9c2 hiicre
hattinda yapilan bir ¢alismada H/R kosullarinda miR-30a-5p ekspresyonunun arttig1 ve apoptozu
azalttig1 bildirilmistir (Lv vd., 2021).

miR-126a-5p, pre-miR-126a’nin 5’ kolundan tiiretilen olgun miRNA’dir. Insan
genomunda miR-126 9. kromozomun (9q34.3) icinde yer alir ve EGFL7 geninin intronik

bolgesinden tiiretilir. Rat genomunda miR-126a 3.kromozom iizerinde bulunmaktadir (Sekil 1.8).
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Sekil 1. 8. miR- 126a’nin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2025d)

Rat endotel hiicrelerinde yapilan ¢alismada miR-126a-5p’nin akcigerde baskin olarak ifade
edildigi tespit edilmistir (Liu vd., 2021). Yenidogan pulmoner hipertansiyon calismasinda
hipoksiye bagli rolii incelenmis ve miR-126a-5p’nin ekspresyonun azaldigi goriilmiistiir ( Xu vd.,

2017).
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miR-143-3p, pre-miR-143"tin 3’ kolundan tiiretilen olgun miRNA’dir ve miR-143/145
kiimesinin bir iiyesidir. insan genomunda 5. kromozom iizerinde (5q32) yer alir ve rat genomunda

18. kromozom iizerinde bulunur (Sekil 1.9).
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Sekil 1. 9. miR-143’iin genomik organizasyonu (National Library of Medicine, 2025¢)

Mezenkimal kok hiicresi (MSC) kaynakli eksozomlarin miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
(I/R) hasarina kars1 koruyucu etkisini inceleyen ¢alismada, H/R modeli olusturulmus ve eksozomal
miR-143-3p’nin ekspresyonunun artirilmast CHK2-Beclin2 yolunu modiile ederek otofajiyi
diizenledigi ve bdylece apoptozu belirgin bicimde azalttigi gosterilmistic (Chen vd., 2021).
Mikoplazmal pnémoni (MP) ile ilgili yapilan c¢alismalarda ise miR-143-3p'nin artmasmin
TLR4/MyD88/NF-kB sinyal yolunu diizenleyerek alveolar epitel hiicre apoptozunu azalttigi
goriilmiistir (Wang vd., 2020).

Rat ve insan akciger dokularinda yapilan PMIi tayini calismasinda, potansiyel
biyobelirte¢ler (ACTB, GAPDH, RPS29, miR-1, miR-133a, miR-122, miR-9, miR-125b, 18S
rRNA, 5S rRNA) arastirilmistir. Dokular 3 farkli sicaklik (10°,20°,30°C) ve 12 zaman noktasinda
(0-144 saat), RT-qPCR ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda PMI tayini i¢in akciger dokularinda
secilen referans biyobelirte¢ler miR-195, miR-200c, 5S, U6 ve RPS29 olarak belirlenmistir (Lv
vd., 2016). snRNA smifinin bir iiyesi olan U6, Okaryotik hiicre c¢ekirdeginde kiigiik niikleer
riboniikleoprotein pargacigi (SnRNP) adli protein kompleksine baglidir. Kisa sa¢ tokasi (hairpin)
yapisi, ¢ekirdegin koruyucu ortami ile U6 nin niikleaz kaynakl parcalanmaya karsi daha direngli
olmasina katki saglamaktadir (Lv vd., 2014). Bu 6zellikleri sebebi ile caligmamizda gen ekspresyon

analizlerinde endojen kontrol referans gen olarak snRNA U6 kullanilmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, servikal dislokasyon yontemi ile sakrefiye edilen
yetiskin Wistar ratlardan farkli zaman araliklarinda alinan 24°C’de bekletilmis akciger doku
orneklerinde, akciger dokusunda yiiksek diizeyde ifade edilen ve hipoksi ile iliskili miR-10a-5p,
miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p RT-qPCR yo6ntemi ile kantitatif olarak
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analiz edilmistir. Calisma kapsaminda bu miRNA’larin 6liim sonrast zamanla gosterdigi
degisimlerin ortaya konmasi ve postmortem interval ile olasi iligkilerinin degerlendirilmesi

amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi deneylerinde, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 18/09/2019 tarihli 2019-17-166 karar numarali izni kapsaminda, grubumuz
tarafindan gergeklestirilen doktora tez calismasinda elde edilen akciger doku o&rnekleri
kullanilmigtir. Akciger doku orneklerinin bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda kullanilabilmesi
icin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 25/12/2024 tarihli ve

2024-20-173 karar numarali ek izin alinmistir.
2.1. Orneklem Yéntemi ve Sayis

Bu c¢alismada, daha o6nce grubumuz tarafindan gerceklestirilen doktora tez
caligmasinda kullanilan Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma
Laboratuvari’nda tiretilmis servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilen 30 adet yetiskin
Wistar albino rat modeli 24°C’de bekletilerek akciger doku &rnekleri 0., 6., 12., 24. ve 48.
saatlerde otopsi ile alindi (Cizelge 2.1). Doku o6rnekleri -20°C’de RNAlater soliisyonu

icerisinde muhafaza edildi.

Cizelge 2. 1. Deney hayvanlarinin postmortem zamana bagli gruplandirilmasi

Grup No 24°C Postmortem Bekleme Grup Basina Hayvan Adedi
1 0. saat 6

2 6. saat 6

3 12. saat 6

4 24. saat 6

5 48. saat 6

2.2. miRNA Analizleri

0., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde toplanan ve -20°C’de RNAlater soliisyonu igerisinde
tutulan akciger doku Orneklerinden miRNA analizleri gergeklestirildi. Calismada hedef
miRNA’lar; miR-10a-5p, miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p olarak
se¢ildi.
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2.2.1. miRNA Izolasyonu

-20°C’den alinan akciger doku 6rneklerinden miRNA izolasyonu yapildi. miRNA
izolasyonu i¢in Hybrid-R™ miRNA mini test kiti (GeneAll Biotechnology, 2011, Korea)
kullanildi (Sekil 2.1).

= _

Sekil 2. 1. Hybrid-R™ miRNA mini test kiti

miRNA izolasyon protokolil asagidaki gibi gerceklestirildi:

e Doku ornekleri steril bir bistiiri yardimiyla par¢alandiktan sonra (Sekil 2.2) 1 mL
RiboEx eklenerek (Sekil 2.3) bilyeli homojenizator cihazinda 5 dakika pargalanmaya
birakildi. Karisim 5 dakika (dk.) oda isisinda inkiibe edildi. Karisim 12.000 rpm’de
15 dk., 4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant baska bir tiipe aktarildu.
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Sekil 2. 2. Bistiiri ile dokularin pargalanmasi

Sekil 2. 3. Pargalanmis doku ¢rneklerine RiboEx eklenmesi

e Siipernatant iizerine 200 ul kloroform eklenerek karistirildi. 2 dk. oda isisinda
inkiibe edildi. 12.000 rpm’de, 1 dk., 4°C’de santrifiij edildi ve stipernatant baska bir
tiipe aktarildi.

e Siipernatant tizerine 1:1 oranda %50 etanol eklenerek pipetaj yapildi.

e Elde edilen karisim TypeB kolona 700 pL hacimde aktarildi. 11.000 rpm’de, 1 dk.,
oda sicakliginda santrifiij edildi.

e Altta kalan sivinin iizerine 1:1 oranda %100 etanol eklenerek pipetaj yapildi.

e Elde edilen karigim daha sonra karisim 650 pL hacimde TypeW kolona aktarildi.
11.000 rpm’de, 1 dk., oda sicakliginda santrifiij edildi.

e  Geriye kalan 6rnek olmasi durumu da g6z 6niinde bulundurularak son iki iglem

tekrarlandi
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Sekil 2. 4. Type W ve Type B kolonlar

e Toplama tiipii yenisi ile degistirildi ve lizerine 500 nLL RBW Buffer eklendi. 11.000
rpm’de, 1 dk., oda sicakliginda santrifiij edildi.

e Toplama tiipii yenisi ile degistirildi ve lizerine 500ul. RN'W Buffer eklendi. 11.000
rpm’de, 1 dk., oda sicakliginda santrifiij edildi.

o RBW Buffer ve RNW Buffer islemleri tekrar edildi.

e Toplama tiipii yenisi ile degistirildi ve {izerine bir sey eklenmeden 11.000 rpm’de, 2
dk., oda sicakliginda santrifiij edildi. Kolon temiz bir tiipe alind1.

e Kolon iizerine 50 pL RNase-free su eklendi ve 2dk. oda sicakliginda bekletildi.
12.000 rpm’de, 1 dk., oda sicakliginda santrifiij edildi.

e Elde edilen miRNA 6rnekleri -80°C sicaklikta muhafaza edildi.

2.2.2. miRNA-cDNA Sentezi

miRNA izolasyonu sonrasinda miRNA-cDNA sentezi asamasina gegildi. Sentez i¢in
A.B.T.™ c¢DNA Synthesis Kit with Rnase inh. (High Capacity) kiti kullanildi. 30 6rnekte 6
miRNA c¢alisilacagindan, toplamda 180 reaksiyon igin reaksiyon karigimi hazirlandi.

Reaksiyon karisimi ve 6rnek miktar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2. 2. miRNA-cDNA sentezi i¢in kullanilan reaksiyon karigimi bilgileri

Bilesen Hacim
5X Reaksiyon Tamponu 4l
20X dNTP Karisim1 1 ul
Random hexamer 1 ul
Reverse transkriptaz enzimi 1 ul
Rnase Inhibitor 0,5 ul
Rnase free Water 8,5 ul
Ornek (40 ng/uL) 4l
TOPLAM 20 pl

cDNA sentezi i¢in reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon

reaksiyonuna ge¢ildi. Bu islem ProFlex thermalcycler (Applied Biosystems™) cihazinda

gerceklestirildi. cDNA sentezi icin kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun kosullari

Cizelge 2.3te belirtilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri Real-Time PCR asamasina kadar

-20°C sicaklikta muhafaza edildi.

Cizelge 2. 3. miRNA- cDNA sentezi reaksiyon kosullar

c¢DNA Sentezi Reaksiyon Kosullari

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) | 25 50 85 4
Siire 5 dk. 15 dk. 5 dk. -

2.2.3. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA elde edildikten sonra ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu RT-

gPCR agamasina gegildi. Reaksiyon i¢in A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix kiti kullanildi.

Primer bilgileri Cizelge 2.4’te; reaksiyon karisimi ve ornek miktarn ise Cizelge 2.5°te

verilmistir.
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Cizelge 2. 4. RT-qPCR’da kullanilan primerlerin adi, dizisi ve baglanma sicakliklari

Primer Ad1 Primer Dizisi Primer Baglanma
Sicakh@:
miR-143-3p _F CTGGGTGAGATGAAGCACTG 60°C
miR-143-3p _R GTGCAGGGTCCGAGGTCAGAGCCACCT 60°C
GGGCAATTTTTTTTTTTGAGCTA
miR-10a-5p _F CGCTACCCTGTAGATCCGAATTTGTG 65°C
miR-10a-5p _R GTGCAGGGTCCGAGGT 65°C
miR-26a-5p _F TTCAAGTAATCCAGGA 55°C
miR-26a-5p R CAGTGCGTGTCGTGGAGT 55°C
miR-30a-5p _F TGTAAACATCCTCGACTGGAAG 60°C
miR-30a-5p _R TGCGTGTCGTGGAGTC 60°C
miR-126a-5p _F GGGGGCATTATTACTTTTGG 60°C
miR-126a-5p _R GTGCGTGTCGTGGAGTCG 60°C
RNU6_F GCTTCGGCAGCACATATACTAAAA 60°C
RNU6_R CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 60°C

Cizelge 2. 5. RT-qPCR i¢in kullanilan reaksiyon karigimi bilgileri

RT-qPCR I¢in Kullanilan Reaksiyon Karisimi Bilgileri

Bilesenler Hacim
2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 ul
Forward Primer (10 pM) 1l
Reverse Primer (10 uM) 1l
cDNA Template 3ul
RNase-Free Water Sul

TOPLAM 20 pl

Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra RT-qPCR reaksiyonuna gecildi. RT-qPCR
icin kullanilan reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.6°da belirtilmistir. RT-qPCR reaksiyonu
DRAWELL Real-Time Quantitative PCR cihazinda gerceklestirildi.
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Cizelge 2. 6. RT-qPCR reaksiyon kosullar1

RT-qPCR Reaksiyonu Kosullari
Adimlar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Baslangig 95 10 dk 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 20 sn
35

Baglanma 60 1 dk
Uzama 72 1 dk

95 15 sn Bu asama tek adimda

erceklestirilmis olu
Erime Egrisi 60 1 dk £ P
veri toplama 05 saniyede
95 15 sn bir yapilmastir.

2.3. Bagil Ekspresyon Hesaplamasi

miRNA ekspresyonlart snRNA U6’ya gore normalize edilmistir. Bagil ekspresyon

hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanimistir. AACt hesaplamasi asagidaki gibi

gerceklestirildi.

Hem hedef grupta, hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef miRNA hem de
referans gen i¢in RT-qPCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir. Teknik tekrarli
calismalarda Ct degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplamalar yapildi.

Hedef grupta hedef miRNA Ct degerinden referans gen Ct degeri ¢ikarilarak hedef
grup ACt degerleri elde edildi.

Referans grupta hedef miRNA Ct degerinden referans miRNA Ct degeri ¢ikarilarak
referans grup ACt degerleri elde edildi.

Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri
elde edildi.

AACt degerleri 224 seklinde isleme alinarak kat degisimi (Fold Change)
hesaplamasi yapildi.

Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu miRNA
ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artig

gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Fold Change degeri 1’in altinda ¢ikmasi
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durumunda ise hedef grubu miRNA ekspresyonunun referans grubun miRNA

ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde yorumlandi.

2.4. istatistiksel Analiz

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda referans gen olan U6 ile birlikte
analizini gerceklestirdigimiz miRNA’larm (miR-10a-5p, miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-
5p ve miR-143-3p) Ct, ACt, AACt, Fold change (degisim katsayilar1) degerleri hesaplanmistir.
Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS V22 istatistik paket programinda gerceklestirilmistir.
Her bir miRNA i¢in zaman gruplarina ait ACt normal dagilim testi Shapiro-Wilk ile
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in Tek Yo6nliit ANOVA yo6ntemi uygulandi. p-
degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Anlamli farkliliklar saptaninca Tukey
post-hoc testi uygulandi. PMI ile miRNA'larin ekspresyon diizeyleri arasindaki iliskinin yonii
ve giiclinii istatistiksel olarak degerlendirmek amaciyla Pearson korelasyon analizi

gerceklestirilmisgtir.
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3. BULGULAR

Bu calismada servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilip 24°C’de bekletilen ve
0., 6., 12., 24., ve 48.saatlerde otopsi ile alinan rat akciger doku 6rneklerinde miR-10a-5p,
miR-26a-5p, miR30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p’nin ekspresyon seviyeleri RT-qPCR
yoOntemi ile 6l¢iilmiistiir. Normalizasyon i¢in endojen kontrol olarak snRNA U6 kullanilmis ve
hedef gen Ct degerinden referans gen Ct degeri ¢ikarilarak ACt degerleri hesaplanmistir. Her
gruptaki alt1 6rnekten birinin verileri kalite ve analiz kriterlerini karsilamadigi i¢in ¢alismaya
dahil edilmemis; bdylece istatistiksel degerlendirmelerin dogrulugu ve giivenilirligi

saglanmuisgtir.

Tim miRNA’lara ait ACt verileri kullanilarak normalite testi Shapiro-Wilk ile
yapilmigti. miR-10a-5p, miR-26a-5p, miR30a-5p ve miR-143-3p’nin ACt degerlerinin
normal dagilima sahip oldugu goriilmistiir (p>0,05). miR-126a-5p’de normal dagilimdan
sapma tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 3.1). Ancak parametrik ANOVA testinin normallik
varsayimindaki kii¢iik ihlallere kars1 dayanikli olmasi ve gruplarin esit drneklem biiyiikliigiine

sahip olmasi nedeniyle analizler parametrik yontemlerle siirdiiriilmiistiir.

Cizelge 3. 1. miRNA’larin Shapiro-Wilk Normalite Testi sonuglar1

Shapiro-Wilk

Normalite Testi [statistik df Sig.
miR-10a-5p 0,944 25 0,186
miR-26a-5p 0,877 25 0,006
miR-30a-5p 0,946 25 0,202
miR-126a-5p 0,754 25 0,000
miR-143-3p 0,886 25 0,009

Calisilan miRNA’larin ACt degerlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri
Cizelge 3.2°de sunulmustur. Tiim degerler U6 endojen kontroliine gére normalize edilmistir.

Verilere gore ortalama ACt degerleri zaman ilerledik¢e genel bir artis egilimi gostermistir.
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Cizelge 3. 2. Calisilan miRNA’larin farkli zaman noktalarindaki ACt degerlerinin ortalama (+SD)

dagilimlart

miR-10a-5p miR-26a-5p miR-30a-5p | miR-126a-5p | miR-143-3p
Zaman n

Mean £ SD Mean + SD Mean + SD Mean = SD Mean + SD
0.saat 5 4,16 £0,49 1,54 £ 0,57 4,14 + 0,63 5,30+ 0,30 3,80+ 0,58
6.saat 5 493+147 3,71 £ 0,34 4,94+ 1,59 5,29+0,36 3,79+ 1,13
12.saat 5 5,97 +0,68 0,85+ 0,39 3,32+ 0,91 5,15+0,14 3,26 + 0,68
24.saat 5 7,08 + 0,50 4,49+ 0,40 5,75+ 0,24 4,09 + 1,73 6,15+0,41
48.saat 5 6,19 + 0,60 3,99 + 0,37 5,03 +0,43 5,68 +0,98 6,10+ 0,30

Calisilan miRNA’larin tek yonliit ANOVA testi sonuglari, anlamliliklar (p) ve etki

buiyiikliikleri (n?) Cizelge 3.3’te sunulmugtur.

Cizelge 3. 3. miRNA’larin Tek yonlit ANOVA sonuglari ve etki biiylikliigti (n?) hesaplamalari

miRNA F(DFn, DFd) p 0
miR-10a-5p F(4,20)= 9,346 0,0002 0,6515
miR-26a-5p F(4,20)= 76,82 <0,0001 0,9389
miR-30a-5p F(4,20)= 5,435 0,0040 0,5208

miR-126a-5p F(4,20)=2,145 0,1127 0,3002
miR-143-3p F(4,20)=20,73 <0,0001 0,8057

Ortalama ACt

Tiim miRNA’nin ortalama ACt degerleri zaman noktalarina gore birlikte g6sterilmistir

(Sekil 3.1).

Zaman (saat)

Sekil 3. 1. miRNA’larin ortalama ACt degerlerinin zamana bagli degisim grafigi

B miR-10a-5p
B miR-26a-5p
B miR-30a-5p
B miR-126a-5p
B miR143-3p
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miR-10a-Sp’nin ortalama ACt degerlerinin zaman noktalar1 arasinda anlamli
farkliliklar saptanmistir (ANOVA, F(4,20)=9,346, p<0,001) ve etki biiyiikliigii (m*) 0,65
olarak hesaplanmistir. Post-hoc analizlere gore , 0. saat ile 12. saat arasinda (p<0,05), 0.saat
ile 24.saat arasinda (p<0,01) ve 6. saat ile 24. saat arasinda (p<0,01) anlamli diizeyde artig

saptanmigtir. Ayrica (.saat ile 48.saat arasinda (p<0,01) anlamli farklilik tespit edilmistir (Sekil
3.2) (Cizelge 3.4).
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Sekil 3. 2. miR-10a-5p’nin zaman gruplar1 arasindaki ortalama ACt karsilagtirmasi

miR-26a-5p’nin ortalama ACt degerleri zaman noktalar1 arasinda anlamli farkliliklar
saptanmistir ve (ANOVA, F(4,20)=76,82 p<0,0001) ve etki biiyiikligi (n?) 0,94 olarak
hesaplanmistir. Post-hoc analizlere gore, 0.saat ile 6.saat arasinda (p<0,0001), 0.saat ile 24.saat
arasinda (p<0,0001), O.saat ile 48.saat arasinda (p<0,0001), 6.saat ile 24.saat arasinda
(p<0,05), 12.saat ile 24.saat arasinda (p<0,0001) ve 12.saat ile 48.saat arasinda (p<0,0001)
ortalama ACt degerlerinde anlamli artiglar; 6.saat ile 12.saat arasinda (p<0,0001) ise ortalama

ACt degerinde anlamli azalis tespit edilmistir (Sekil 3.3) (Cizelge 3.4).
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miR-26a-5p
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Sekil 3. 3. miR-26a-5p’nin zaman gruplari arasindaki ortalama ACt karsilagtirmasi

miR-30a-5p’nin ortalama ACt degerleri zaman noktalar1 arasinda anlamli farkliliklar
saptanmistir  (ANOVA, F(4,20)=5,435 p<0,01) ve etki biytikligi (n?) 0,52 olarak
hesaplanmigtir. Post-hoc analizlere gore, 12.saat ile 24.saat arasinda (p<0,01) ve 12.saat ile

48.saat arasinda (p<0,05) ortalama ACt degerlerinde anlamli artislar tespit edilmistir (Sekil
3.4) (Cizelge 3.4).
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Sekil 3. 4. miR-30a-5p’nin zaman gruplari arasindaki ortalama ACt karsilagtirmasi
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miR-126a-Sp’nin etki biyiikliigii 0,30 olarak hesaplanmasina ragmen ortalama ACt
degerleri zaman noktalar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (ANOVA,

F(4,20)=2,145 p>0,05). Post-hoc analizlere gore de saatler arasinda ortalama ACt degerlerinde
anlamlilik tespit edilmemistir (Sekil 3.5) (Cizelge 3.4).
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Sekil 3. 5. miR-126a-5p’nin zaman gruplari arasindaki ortalama ACt karsilagtirmasi

miR-143-3p’nin ortalama ACt degerleri zaman noktalar1 arasinda anlamli farkliliklar
saptanmistir (ANOVA, F(4,20)= 20,73 p>0,0001) ve etki biyiikliigi (n?) 0,81 olarak
hesaplanmistir. Post-hoc analizlere gore, 0.saat ile 24.saat arasinda (p<0,001), 0.saat ile 48.saat
arasinda (p<0,001), 6.saat ile 24.saat arasinda (p<0,001), 6.saat ile 48.saat arasinda (p<0,001),
12.saat ile 24.saat arasinda (p<<0,0001) ve 12.saat ile 48.saat arasinda (p<0,0001) ortalama ACt
degerlerinde anlamli artiglar tespit edilmistir (Sekil 3.6) (Cizelge 3.4).
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Sekil 3. 6. miR-143-3p’nin zaman gruplari arasindaki ortalama ACt karsilagtirmasi

Cizelge 3. 4. miRNA’larin zamana bagli degisiminde ortalama fark ve p degeri

Zaman miR-10a-Sp miR-26a-Sp miR-30a-Sp
Ort. p Ort. p Ort. p
fark degeri fark degeri fark degeri
0-6 saat -0,78 0,592 -2,17 <0,0001 -0,80 0,6196
0-12 saat -1,82 0,019 0,70 0,0933 0,82 0,6046
0-24 saat -2,93 0,0002 -2,95 <0,0001 -1,61 0,0667
0-48 saat -2,03 0,008 -2,44 <0,0001 -0,89 0,5256
6-12 saat -1,04 0,312 2,87 <0,0001 1,62 0,0635
6-24 saat -2,15 0,005 -0,78 0,0492 -0,80 0,6196
6-48 saat -1,26 0,160 -0,27 0,8285 -0,09 0,9999
12-24 saat -1,11 0,257 -3,65 <0,0001 -2,43 0,0029
12-48 saat -0,22 0,994 -3,14 <0,0001 -1,71 0,0462
24-48 saat 0,89 0,459 0,51 0,3253 0,72 0,7123
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Cizelge 3. 4. Devam miRNA’larin zamana bagli degisiminde ortalama fark ve p degeri

Zaman miR-126a-5p miR-143-3p
Ort. fark p Ort. fark ]
degeri degeri
0-6 saat 0,01 >0,9999 0,01 >0,9999
0-12 saat 0,15 0,9990 0,54 0,7196
0-24 saat 1,21 0,2600 -2,34 0,0002
0-48 saat -0,38 0,9648 -2,30 0,0003
6-12 saat 0,14 0,9992 0,53 0,7381
6-24 saat 1,20 0,2671 -2,36 0,0002
6-48 saat -0,39 0,9613 -2,31 0,0003
12-24 saat 1,07 0,3792 -2,88 <0,0001
12-48 saat -0,52 0,8917 -2,84 <0,0001
24-48 saat -1,59 0,0819 0,05 >0,9999

Cizelge 3. 5. PMI ile miRNA’larmn ortalama ACt diizeyleri arasidaki Pearson Korelasyon Analizi
sonuglari

MiRNA Pearson Korelasyon p degeri Anlamhhk
(r degeri)
miR-10a-5p 0,667 <0,001 **p <0,01
miR-26a-5p 0,549 0,004 **p <0,01
miR-30a-5p 0,318 0,122 p>0,05
miR-126a-5p -0,045 0,830 p>0,05
miR-143-3p 0,643 0,001 **p <0,01

Postmortem interval ile secilen miRNA’larin ortalama ACt diizeyleri arasindaki
iligkileri degerlendirmek amaci ile Pearson Korelasyon Analizi yapilmistir (Cizelge 3.5).
Analizlerde kullanilan ACt degerlerinin, Ct(hedef)-Ct(referans) seklinde hesaplandigi ve bu
nedenle ACt artisinin ekspresyon azalmasina, ACt diisiisiiniin ise ekspresyon artigina isaret
ettigi dikkate alindiginda, pozitif ve anlamli korelasyonlar ifadede bir diisiis egilimine karsilik
gelmektedir. Analize gore miR-10a-5p’nin ortalama ACt degerleri zamanla anlamli pozitif ve
orta korelasyon (r=0,667 p<0,01), miR-26a-5p’nin ortalama ACt degerleri zamanla anlamli
pozitif ve orta korelasyon (r=0,549 p<0,01), miR-143-3p’nin ortalama ACt degerleri zamanla

anlaml pozitif ve orta korelasyon (r=0,643 p<0,01) gostermistir. miR-30a-5p’nin ortalama
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ACt degerleri zamanla pozitif ve zayif korelasyon gosterse de anlamlilik saptanmamistir
(r=0,318 p>0,05). miR-126a-5p’nin ortalama ACt degerleri zamanla negatif ve zayif
korelasyon gosterse de anlamlilik saptanmamistir (r=-0,045 p>0,05). Korelasyon katsayilari
degerlendirilirken -1 ile +1 arasindaki degerler temel alinmis, || > 0,70 gii¢lii, 0,50< |r| <0,70

orta, 0,30 <|r| < 0,50 zayif iligki olarak yorumlanmistir.
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4. TARTISMA

Adli olaylarda, 6liim zamaninin belirlenebilmesi 6liim sonrasi siiregte en kritik
noktalardan biridir. Pratikte kullanilan 6liim zamani belirleme yontemleri fiziksel degisimlerin
gbzlemlenmesi ile biyokimyasal degerlerin analizi {izerinedir (Lecheta ve Moura, 2019). Bu
yontemlerin ¢evresel kosullardan etkilenmesi ve tekrarlanabilir olmamasi postmortem interval
tayini i¢in bir sinirliliktir. Bu sinirhiliklar nedeni ile ¢evre kosullarindan daha az etkilenen ve
tekrarlanabilir yontemlerin kullanilmasi 6nemli hale gelmis ve molekiiler biyolojideki
gelismeler ile molekiiler degiskenler (DNA, RNA ve protein) PMI arastirmalarina dahil
edilmistir (Pasaribu vd., 2023).

Molekiiler biyolojide ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)
gibi yeni ve kantitatif analizlerin gelismesi ile mikroRNA’larin postmortem dénemde gesitli
dokularda ekspresyon analizleri hassas bir sekilde yapilmis ve PMI tayininde potansiyeli

arastirilmigtir.

Caligmalar sonucunda, miRNA'larin nemli ortamlarda veya yiiksek sicaklik kosullarinda,
mRNA'lara gore daha yiiksek stabiliteye sahip olmasi, degradasyon sirasinda bir patern
gosterebilmeleri ve bu paternin RT-qPCR gibi hassas yontemlerle gézlemlenebilmesi nedeni
ile miRNA’lar1 PMI tayini igin uygun bir biyobelirteg yapmaktadir. Ancak miRNA temelli
yaklagimlarin rutin uygulamalarda kullanabilmesi i¢in ¢esitli dokularda ve farkli postmortem
kosullarda kapsamli dogrulama c¢alismalar1 yapilmalidir. Bu baglamda, calismada akciger
dokusunun tercih edilmistir ¢iinkii mevcut literatiirde akciger dokusunda PMI tayinine yonelik

molekiiler caligmalar siirlidir ve bu alandaki bilgi bosluguna katki saglanmasi amaglanmistir.

Akciger dokusunun yiiksek enzimatik aktiviteye sahip olmasi, yogun kapiller ag i¢eren
yapist ve oksijenle direkt temas halinde olmasi postmortem dénemde o6zellikle miRNA
stabilitesini etkileyebilecek 6nemli faktorlerdir. Akciger dokusunda bulunan RNazlar ve
oksidatif stresle iligkili enzimatik siirecler, 6liim sonrasi donemde miRNA degradasyonunu
hizlandirabilmektedir. Bu durum, akciger dokusunda miRNA ekspresyon paternlerinin diger
dokulara kiyasla daha hizli ve belirgin degisimler gostermesine yol agarak PMI degisimlerin
degerlendirilmesi i¢in duyarli bir model sunabilir. Ancak bu 6zelliklerin otolizi hizlandirmasi
postmortem siirenin uzamasi ile dokuda ekspresyon seviyesi Ol¢iimlerinin giivenilirligini de

etkileyecektir.
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Akcigerde miRNA caligmalar1 genellikle kanser arastirmalar1 ve akciger hastaliklart
tizerinedir. Postmortem interval tayininde akciger dokusunda miRNA ¢alismalar1 smirhdir.
Akcigerde yapilan PMI tayini arastirmalart incelendiginde rat ve insan akciger dokularinda
potansiyel biyobelirtecler arastirilmistir. Dokular 3 farkli sicaklik (10°, 20°, 30°C) ve 12
zaman noktasinda (0-144 saat), RT-qPCR ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda PMl'yi
tahmin etmek i¢in akciger dokularinda segilen referans biyobelirtegcler miR-195, miR-200c,

58S, U6 ve RPS29 olarak belirlenmistir (Lv vd., 2016).

RT-gPCR ¢aligmalarinda normalizasyonu saglamak i¢in endojen kontrol se¢imi kritiktir.
Segilen miRNA’nin ifade diizeyi endojen kontrol olarak kullanilan bir referans gen ile
normalizasyon saglanir. Lv vd. (2016) yaptiklari ¢alisma ile akciger dokusunda referans
biyobelirtecleri bildirmislerdir. Sag tokasi (hairpin) yapisi, niikleazlara kars1 gorece direngli olmasi,
okaryotik ¢ekirdege 6zgii olmasi ve miRNA calismalarinda yaygin olarak kullanilmasi nedeni ile
calismamamizda akciger doku drneklerinde normalizasyon i¢in endojen kontrol referans gen olarak

snRNA U6 kullanilmistir.

Oliimle beraber gelisen hipoksi, hiicrelerde oksidatif stres olusturarak ozellikle hipoksiye
duyarl, apoptozu diizenleyen miRNA’larin farkli seviyelerde ifade edilmesine yol agar. Bu
degisiklikler, postmortem siirecin ne kadar ilerledigiyle iliskilendirilebilir ve bu da PMI tayinini
etkileyebilir (Cianci vd., 2024). Hipoksiye bagli olarak ifade diizeyleri degisen miRNA'lar, PMI
tayini agisindan potansiyel biyobelirte¢ler olarak degerlendirilebilir. Bu nedenle ¢alismamizda
secilen miRNA’lar (miR-10a-5p, miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p) akciger
dokusunda en ¢ok ifade edilen ve hipoksi kosullarinda ¢aligilmis miRNA’lardir.

Calismamizda servikal dislokasyon yontemi ile sakrefiye edilen ve 24°C’de bekletilen ratlarin
akciger dokular1 0., 6., 12., 24.,ve 48.saatlerde otopsi ile alinmig ve belirlenen miRNA’larin (miR-
10a-5p, miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p) RT-qPCR yontemi ile kantitatif
ifade seviyeleri Gl¢iilmiistiir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri ortalama ACt degerleri ile

gerceklestirilmisgtir.

Bulgularimiza gére miR-10a-5p, postmortem gegen siire ile birlikte ortalama ACt degeri
artan bir patern sergilemis ve korelasyon analizinde, postmortem gegen siire ile ortalama ACt
degerleri arasinda pozitif ve istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmistir. ACt degerlerinin
artmasinin hedef miRNA ekspresyonunda azalmaya karsilik gelmesi nedeniyle, bu bulgu miR-10a-

5p ekspresyonunun zamanla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini géstermektedir. Bununla
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birlikte, 48. saatte gozlenen ekspresyon artisi, ileri postmortem evrede hipoksiye ek olarak doku
biitiinliigiin bozulmasi ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Literatiirde hipoksik kardiyomiyosit
modelinde ve miyokard enfarktiisii olugturulmus farelerde yapilan ¢alisma sonucunda miR-10a-
5p’nin ekspresyonunun hipoksi kogullar1 altinda belirgin bir sekilde azaldig1 bildirilmistir (Cao vd.,
2021). Bu bulgu, ¢aligmamizda erken postmortem dénemde gozlenen ekspresyon azalmasi ile
uyumludur. Sigan karaciger dokusunda yapilan bir c¢alismada &-opioid reseptor (DOR)
aktivasyonunun mikroRNA ekspresyonu iizerine etkisi incelenmis ve sicanlar 1, 5 ve 10 giin
boyunca hipoksik kosullara maruz birakilmistir. Calisma sonucunda 1 giinliik hipoksinin miR-10a-
5p’nin ekspresyonunu artirdigi ancak uzun siireli hipoksinin 5. ve 10.giinlerde ekspresyon
seviyesini azalttigi bildirilmistir (Zhi vd., 2017). Bu bulgular, miRNA ekspresyon diizeyinin
hipoksi siiresine bagl degiskenlik gosterdigine ek olarak dokuya 6zgii farkliliklarinda g6z 6niinde
bulundurulmasi gerektigini gostermektedir. miR-10a-5p’nin erken postmortem donemde zamanla
azalan ekspresyon dinamigi ile PMI tayinine katki saglayabilecek yardimci bir molekiiler

biyobelirte¢ potansiyeli tasidigini gostermektedir.

miR-26a-5p, postmortem gegen siire ile birlikte diizenli bir ekspresyon paterni
sergilememis fakat postmortem saatler arasinda anlaml farklar tespit edilmistir. 0.saat ile 6.saatte
ortalama ACt artis gozlemlenirken 12.saatte belirgin bir azalma gerceklesmis, 24.saatte ise yeniden
artmigtir. 48.saatte ortalama ACt seviyesinde tekrar azalma goriilmiistiir. Buna karsin korelasyon
analizinde, postmortem gegen siire ile ortalama ACt degerleri arasinda pozitif ve istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmustur. ACt degerlerindeki artisin hedef miRNA ekspresyonunda azalmaya
karsilik gelmesi dikkate alindiginda, miR-26a-5p’nin genel olarak zaman ilerledik¢e
ekspresyonunda azalma egilimi gosterdigi, ancak bu degisimin non-lineer bir dinamik sergiledigi
anlasilmaktadir. Literatiirde hipoksik kosullarda miyokard hiicreleri iizerinde yapilan bir calismada
da miR-26a- 5p'nin yiiksek ekspresyon gostermis ve apoptoz seviyesini azalttigi bildirilmistir (Wen
vd., 2020). Kardiyomiyositlerde yapilan bir ¢alismada hipoksi/reoksijenasyon (H/R) kosullarinda
miR-26a-5p'nin ifadesi 6nemli 6l¢iide azalmis ve miR-26a-5p’nin ifadesinin artmasi apoptozu
onleyebilecegi bildirilmistir (Yan vd., 2021). Bu bulgular, miR-26a-5p’nin hipoksi ve iligkili
hiicresel stres kosullarina duyarli bir miRNA oldugunu gostermektedir. Calisgmamiz sonucunda
miR-26a-5p’nin postmortem siire¢ boyunca farkli zaman noktalari arasinda istatistiksel olarak
anlamli ekspresyon degiskenligi sergilemis ancak PMI tayininde dogrudan bir biyobelirte¢ olarak

degerlendirilemeyecegi diisiiniilmiistiir.

miR-30a-5p, postmortem gegen siire ile birlikte diizenli bir ekspresyon paterni

sergilememis fakat postmortem saatler arasinda anlamli farklar tespit edilmistir. Buna karsin
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korelasyon analizinde, postmortem gegen siire ile miR-30a-5p’nin ortalama ACt degerleri arasinda
pozitif ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan bir iliski saptanmistir. ACt degerlerindeki artigin
hedef miRNA ekspresyonunda azalmaya karsilik gelmesi dikkate alindiginda, miR-30a-5p’nin
genel olarak zaman ilerledik¢e ekspresyonunda azalma egilimi gosterdigi ama bunun anlamli
olmadigi tespit edilmistir. Literatiirde akciger dokusunda gerceklestirilen pulmoner hipertansiyon
caligmalarinda, hipoksik kosullar altinda miR-30a-5p ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir
(Caruso vd., 2010). Buna karsin, H9c2 hiicre hattinda hipoksi/reoksijenasyon (H/R) modeli
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda miR-30a-5p ekspresyonunun arttigi ve bu artisin apoptozu
baskilayici etki gosterdigi rapor edilmistir (Lv vd., 2021). Bu bulgular, miR-30a-5p’nin hipoksi ile
iliskili siireclere duyarli olabilecegini, ancak PMI tayininde dogrudan bir biyobelirte¢ olarak

degerlendirilemeyecegini diigiindiirmektedir.

miR-126a-5p, postmortem gegen siire ile birlikte ortalama ACt degerleri zaman noktalar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Korelasyon analizinde, postmortem gegen siire ile
miR-126a-5p’nin ortalama ACt degerleri arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir iligki saptanmistir. Literatiirde rat endotel hiicrelerinde yapilan g¢alismada miR-126a-5p’nin
akcigerde baskin olarak ifade edildigi tespit edilmistir (Liu vd., 2021). Yenidogan pulmoner
hipertansiyon ¢aligmasinda hipoksiye bagli rolii incelenmis ve miR-126a-5p’nin ekspresyonun
azaldig1 goriilmiistiir ( Xu vd., 2017). Calismamiz sonucunda zamana bagli ekspresyon seviyesinde
anlamli farkliliklar olmamasi ve anlamli bir korelasyon gostermemesi miR-126a-5p’nin PMI ile
iliskili olmadigin1 ve PMI tayininde dogrudan bir biyobelirteg olarak kullanim1 uygun olmadigini

diisiindiirmektedir.

miR-143-3p, postmortem gegen siire ile birlikte ifadesi diizenli bir ekspresyon paterni
sergilememis fakat postmortem saatler arasinda anlamli farklar tespit edilmistir. Ozellikle 24.saatte
ortalama ACt degeri belirgin bir yiikselis gostermis ve yiiksek seviyelerde devam etmistir.
Korelasyon analizinde, postmortem gegen siire ile ortalama ACt degerleri arasinda pozitif ve
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir. ACt degerlerinin artmasimnin hedef miRNA
ekspresyonunda azalmaya karsilik gelmesi nedeniyle, bu bulgu miR-143-3p ekspresyonunun
24 saatte birden azaldigini ve  zamanla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigini
gostermektedir. Literatirde MSC kaynakli eksozomlar araciligiyla H/R kosullarinda miR-143-
3p’nin ekspresyonunun artirilmasi CHK2-Beclin2 yolunu modiile ederek otofajiyi diizenledigi ve
apoptozu azalttigi bildirilmistir (Chen vd., 2021). Mikoplazmal pnémoni (MP) ile ilgili yapilan
caligmalarda ise miR-143-3p'nin artmasmin TLR4/MyD88/NF-kB sinyal yolunu diizenleyerek

alveolar epitel hiicre apoptozunu azalttigi goriilmiistir (Wang vd., 2020). Bu bulgular
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degerlendirildiginde miR-143-3p’nin akciger dokusunda apoptozda rol aldigi ve hipoksi ile iligkili
olabilecegi anlagilmaktadir. Calismamizda o6zellikle 24.saatten sonra belirgin bir ayrisma
gostermesi PMI tayini agisindan potansiyel bir biyobelirtec olarak degerlendirilebilecegini

diistindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢alismanin bazi simirhiliklar1 da g6z oniinde bulundurulmaldir. Oncelikle
caligma hayvan modeli (rat) izerinde yiiriitiilmiis olup postmortem insan fizyolojisine genellenmesi
sinirhidir. Incelenen PMI zaman noktalari sinirli olmakla beraber zaman noktalari arasinda uzun
siirelerin olmasi degisimlerin ayrmtili olarak ortaya konmasmi giiglestirmektedir. Orneklem
biiyiikliigiiniin sinirli olmasi, istatistiksel anlamli farklara ragmen verilerin genellenebilirligini
kisitlamaktadir. Calismada endojen kontrol olarak yalnizca snRNA U6 kullanilmasi
normalizasyona iligkin bir sinirlilik olarak degerlendirilebilir. Ayrica miRNA ekspresyon diizeyleri
RT-qPCR yontemi ile Ol¢iilmiis olup, postmortem RNA degradasyonu ve teknik kaynakli
varyasyonlarm tiimiiyle elimine edilmesi miimkiin degildir. Calisma 24°C’de ve steril bir ortamda
gerceklestirilmis olup gercek adli vakalarda karsilagilan sicaklik, nem, mikrobiyal aktivite ile yas,
cinsiyet ve oliim nedeni gibi degiskenleri kapsamamaktadir; bu durum elde edilen bulgularin saha

kosullarina uyarlanabilirligini sinirlamaktadir.

Calismamizda miR-10a-5p, miR-26-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p’nin
akciger dokusunda ekspresyon degisimleri incelenmis ve bu miRNA’larin PMI tayininde
potansiyelleri degerlendirilmistir. Sonuglar incelendiginde, postmortem siiregte 6zellikle miR-10a-
5p’nin gosterdigi azalan degradasyon paterni ile miR-143-3p’nin 24.saatte ifadesinin belirgin bir
sekilde azalarak diisiik diizeylerde seyretmesi, bu iki miRNA’nin diger miRNA’lardan ayristiklarini
gostermektedir. Akciger dokusunda postmortem miRNA degisimlerini ve PMI ile iliskisini
inceleyen c¢aligsmalarin literatiirde sinirlt oldugu dikkate alindiginda, bu ¢alisma hipoksi ile iliskili
secilen miRNA’larin akciger dokusunda PMI tayininde biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegine

isaret eden bir 6n ¢aligma niteligi tagimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, farkli postmortem interval siirelerine sahip rat
akciger dokularinda hipoksi ile iligkili ve akcigerde yiiksek ekspresyon seviyesine sahip
miRNA’lar olan miR-10a-5p, miR-26a-5p, miR-30a-5p, miR-126a-5p ve miR-143-3p’nin
ekspresyon degisimleri kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)
yontemi ile degerlendirilmistir. Normalizasyon i¢in endojen kontrol olarak U6 snRNA
kullanilmis ve miRNA’larin ekspresyon seviyeleri ile 6liim sonrasi gecen siire ile olasi

iligkileri analiz edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, incelenen miRNA’larin bir kisminda postmortem siireye
bagli olarak istatistiksel agidan anlaml1 ekspresyon degisimleri saptanmustir. Ozellikle akciger
dokusunda miR-10a-5p’nin ve miR 143-3p’nin ekspresyon degisimlerinin postmortem interval
ile iligkili olabilecegi belirlenmistir. Literatiirde, akciger dokusunda postmortem interval
tayinine yonelik miRNA temelli ¢alismalarin sinirli olmasi ve segilen miRNA’larin daha dnce
bu amagla degerlendirilmemis olmasi goz 6niine alindiginda, bu ¢alisma PMI tayininde

akciger dokusunda yapilmig 6zgiin bir 6n ¢alisma niteligindedir.

Bununla birlikte, ¢alismanin hayvan modeli iizerinde yiiriitiilmiis olmasi, sinirli zaman
noktalar1 ve 6rneklem biiyiikliigii, elde edilen bulgularin genellenebilirligini kisitlamaktadir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalarda, insan dokularinda gergeklestirilecek analizler, daha sik ve
diizenli PMi zaman noktalarinin dahil edilmesi ve Srneklem sayisinin artirtlmasi miRNA
ekspresyon degisimlerinin PMI tayini ile olasi iligkilerin daha ayrintili bir sekilde ortaya
konmasini saglayacaktir. Ayrica, normalizasyon i¢in birden fazla endojen kontrol geninin
birlikte degerlendirilmesi, miRNA ekspresyon verilerinin giivenilirligini artirabilir. Son
olarak, gercek adli vakalarda karsilasilan ¢evresel ve bireysel faktorleri dahil edebilmek i¢in

farkli cevresel kosullart ve bireysel farkliliklari iceren deney tasarimlari 6nerilmektedir.

Tek bir biyobelirtecin 6liim zamaninin tayininde her kosulda yeterli olmayabilecegi
dikkate alindiginda, PMI tayininde farkli biyobelirteclerin ve gesitli yontemlerin birlikte
degerlendirilmesi daha giivenilir sonuglar saglayabilir. Bu baglamda, miRNA temelli
molekiiler yaklagimlarin, geleneksel yontemlerle birlikte uygulanmasi, postmortem siirecin

daha dogru ve biitiinciil bicimde degerlendirilmesine olanak saglayabilir.
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