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1. GIRIS

Adli Tip, tibbi bilgilerin su¢ ve hukuk olaylarina uygulanmasi sanat ve
bilimidir. Bu alandaki en 6nemli siireglerden biri, postmortem intervali (PMI) dogru
bir sekilde belirlemektir. PMI tayini, 6liim nedenini belirleme, cinayet ve intihar
vakalarmin ¢6ziilmesi, sugun ya da suglularm tespiti ve dliilerin kimliklendirilmesi
gibi adli siireclerde kritik bir rol oynar. Geleneksel PMI belirleme yontemleri, viicut
sicakligi, Oli lekeleri ve oli katilig1 gibi fizyolojik verilere dayansa da bu
yontemlerin dogrulugu zamanla azalmaktadir ve bazi durumlarda belirsizlikler

yaratmaktadir.

Son yillarda molekiiler biyolojik tekniklerin Adli Tipta kullanimi artmis ve
PMI tayininde yeni olanaklar ortaya ¢ikmistir. miRNA’lar (mikroRNA), hiicre i¢i
gen ekspresyonunu posttranskripsiyonel diizeyde diizenleyen kiigiik, tek sarmalli
RNA molekiilleridir. miRNA’lar, postmortem siireclerdeki genetik degisikliklere
tepki olarak viicutta farkli profiller sergileyebilir, bu da onlar1 PMI tayininde

biyomarker olarak kullanma potansiyeli sunar.

Bu tez ¢aligmasi, rat kalp dokularindan yapilacak miRNA analizleri ile
PMI’y1 geleneksel yontemlere gore daha giivenilir bir sekilde tayin etmeyi

amaclamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oliimiin Tanim

Oliim, biyolojik agidan, bir organizmanm tiim hayati
fonksiyonlarmin geri doniissiiz bir sekilde durmasi olarak tanimlanir. Bu siireg,
solunum, dolasim ve santral sinir sistemi fonksiyonlarmin sonlanmasi ile

karakterizedir (1).
2.1.1. Somatik Oliim

Somatik 6liim, temel viicut fonksiyonlarmi geri doniisii olmayacak sekilde
kaybiyla meydana gelir. Bu siire¢ dolagim sistemi ve solunum sisteminin durmasi
ile merkezi sinir sistemi fonksiyonlarmin kaybolmasmi kapsamaktadir. Oliimiin
sekline gore bu fonksiyonlardan birinin kaybi, bir siire sonra digerlerinin de kaybina

neden olacaktir (2).

Bu siiregte kiginin bilinci kapanir, iletisim kuramaz, herhangi bir duyusal
stimulusu hissedemez, istemli bir hareket yapamaz fakat refleks sinir aktiviteleri
devam edebilir, dolasim ve solunum fonksiyonlar1 kendiliginden veya yapay
destekle devam edebilir, boylece bir¢ok organ ve dokuda canlilik fonksiyonlar1

devam eder (3).

Beyin 6liimii, somatik 6liim kapsaminda bir tanimdir. Beyin 6liimii tanimi
ilk kez 1959 yilinda Mollart ve Goulan tarafindan yapilmis ve bu hastalar i¢in
“komanin Gtesinde” anlamina gelen “coma depasse” deyimi kullanilmistir. Beyin

Oliimii, beynin tiim fonksiyonlarmin geri doniisiimsiiz bir sekilde sonlanmasi



durumudur ve modern Tipta 6liimiin kesin bir isareti olarak kabul edilir. Beyin
Oliimii, beynin iki ana bo liimiiniin, beyin sap1 ve beyin korteksinin tamamen islevsiz
hale gelmesiyle ortaya ¢ikar. Beyin sap1, solunum ve dolasim sistemlerini kontrol
ederken, beyin korteksi biling ve diger yiiksek diizeydeki fonksiyonlar1 yonetir.
Beyin 6liimiinde, her iki boliim de fonksiyonlarmi kaybeder ve bu durum kisinin

hukuken ve tibben 6lii oldugu anlamina gelir (4).

Beyin oOlimii gerceklesmis kisinin tibben yasatilabilme olasiligi
bulunmamaktadir. Beyin 6liimii saptanmis kisilerden, saglikliyken kendisinden
veya kisi 6ldiikten sonra yakinlarindan izin alinmis olmasi kosulu ile hukuken organ

ve doku transplantasyonu yapilabilmektedir (2).
2.1.2. Hiicresel Oliim

Somatik Olimden sonra hiicre ve dokularda belli bir sira ile Sliim
gergeklesir. Hiicresel oliim, hiicrenin yasam fonksiyonlarmin durmasi ve geri
doniisiimsiiz sekilde sonlanmasi siirecini ifade eder. Solunum ve dolagim sisteminin
fonksiyonlarmin durmasina bagli olarak olusan iskemi ve anoksi sonucunda
meydana gelir. Oliim aninda, organizma genel olarak homeostatik dengeyi
kaybeder. Bunun sonucunda hiicreler, oksijen ve besin maddelerinin temin
edilememesi nedeniyle hayati islevlerini siirdiirememeye baslar. Bu durum bir

olaydan ziyade bir siireci ifade etmektedir (3).



2.2. Olii Muayenesinde Degerlendirilmesi Gereken Ozellikler
2.2.1. Oliimiin Erken Belirtileri
2.2.1.1. Sivi Kaybi

Oliimiin erken déneminde, organizmada metabolik siireglerin durmas: ile
birlikte hiicresel ve sistemik diizeyde sivi kayb1 baslar. Viicutta sivi kaybinin
artmasi, dokularda dehidratasyona yol acar. Bunun sonucu olarak, deri
elastikiyetini kaybeder. Sivi kayb1 nedeniyle ciltte, mukozal yiizeylerde, gozlerde,
dilde, skrotumda ve postmortem meydana gelen travmalara sekonder gelisen
styriklarda parsomenlesme bulgusu ortaya ¢ikar (3). Ayrica yenidogan Sliimlerinde,
miad tayini agisindan siibjektif bir bulgu olan cesedin agirligi degerlendirilirken sivi
kaybr dikkate alinmalidir. Ciinkii erigskinlerde olusan Sivi kayb1 viicut agirhigina
gore fazla degilken, yenidoganda sivi kaybi bebegin kilosuna oranla 6nemlidir.
Yenidogan agirliklarinin dl¢iimleri esnasinda kg basma meydana gelen sivi kaybi
(18-20 g/kg/giin) g6z Oniinde bulundurulmalidir. Bu tiir bulgular, Adli Tip
Uzmanlar1 tarafindan 6liim zamani ve ¢evresel faktorler géz oniinde bulundurularak

degerlendirilir (5).

Stv1 kaybi, cevresel faktorlere bagli olarak arti gosterebilir. Yiiksek
sicaklik, diisiik nem orani, dogrudan giines 1s181na maruz kalma gibi etmenler, 6lim
sonrasi viicutta sivi kaybini hizlandirir. Bu durum, 6zellikle agik alanda kalan

cesetlerde ya da sicak iklim kosullarinda gergeklesen 6liimlerde belirgin olur (2).



2.2.1.2. Kan ve Viicut Sivilarindaki Degisiklikler

Oliim anindan sonra kardiyovaskiiler sistemin islevinin durmasiyla birlikte
kanm dolagimi sona erer. Buna bagh olarak kan, kalp icerisinde ve damarlarda
gollenir. Bu siire¢, kanin kivaminda ve bilesiminde onemli degisikliklere yol agar.
Oliimden sonra kanin sekilli elemanlar1 ve plazma kismu ayrilarak c¢oker ve
bulundugu boslugun seklini alir. Meydana gelen bu olusum postmortem piht1 veya
aleka olarak isimlendirilmektedir. Postmortem pihtmin 6zelligi bulundugu
boslugun seklini almasi ama bu boslugu tam olarak doldurmamasidir. Postmortem
piht1 parlak ve elastik Ozelliktedir. Postmortem piht1 ile antemortem trombiis
ayrimimin otopside mutlaka yapilmasi gerekmektedir. Eger bir siiphe varsa, her iki
olusum formalin i¢ine konulur, postmortem piht1 belli bir siire sonra bu soliisyon
icinde erir. Ayrica postmortem piht1 damardan kolayca g¢ekilerek alinabilirken,

antemortem trombiis damar duvarina yapisiktir (2, 5).

Oliim sonras1 kan gazlarmda da belirgin degisiklikler meydana gelir.
Oksijen tiiketimi durur, karbondioksit seviyesi yiikselirken oksijen seviyesi hizla
azalir. Postmortem donemde meydana gelen hemoliz, organlardaki otoliz ve
mikroorganizmalarin {iremeye baslamasi ile kanin pH seviyesi diiser. Kan sekeri
giderek diismeye baslar, magnezyum yiikselirken sodyum ve klor seviyelerinde

diisme meydana gelir (6).
2.2.1.3. Otoliz

Otoliz, 6liim sonrasi hiicresel seviyede gergeklesen bir siiregtir ve viicudun

kendi enzimleri tarafindan dokularmnin sindirilmesi olarak tanimlanabilir. Bu siireg,



Oliimiin hemen ardindan baslar. Hiicrelerin 6liimiine ve metabolik faaliyetlerinin
durmasina bagli olarak, hiicre zarlar1 bozulur ve bunun sonucunda lizozomlar,
sitozoldeki diisiik pH tarafindan aktive edilen hidrolitik enzimleri serbest birakir.
Bu enzimler, hiicre yapilarinin kendi kendini yok etmesinde belirleyici bir rol
oynar. Otoliz, genellikle 24 ile 48 saat icinde daha belirgin hale gelir ve hiicrelerin
yapisal bozulmalar1 viicudun ¢esitli bolgelerinde goriiliir. Yasam sirasinda enzim
acisindan zengin olan pankreas, adrenal medulla gibi organlar, 6liimden sonra ¢ok
hizli sindirime ugrar; hidroklorik asit icermesi nedeni ile mide mukozasinda otoliz
daha belirginken bag ve kas dokusu gibi kompakt dokular otolizden daha az

etkilenir (7, 8).
2.2.1.4. Olii Sogumasi (Algor Mortis)

Normal bir insanin dis viicut 1s151 36-36,5°C’dir. Rektal bolgeden Slgiilen i¢
viicut 1151 ise 0,5°C kadar daha yiiksektir. Olii sogumas tabiri ile, i¢ viicut 1s1s1m1m
diismesi kast edilmektedir. Olii sogumasini etkileyen bir¢ok faktor vardir; cesedin
bulundugu ortamin 1sis1, 6liim anindaki viicut 1sis1, kisinin beslenme durumu,
tizerindeki giysiler, riizgar ve nem bunlardan bazilaridir. Rektal 1s1 6l¢iimii en
yaygin kullanilan yontemdir, ancak uygulamada baz1 zorluklar barmdirir (3). Olii
sogumasi siirecinde dnce dis viicut 1s1s1 diismeye baglar. Bu donemde i¢ viicut 1s1s1
normaldir. Yapilan 6l¢iimlerde goriilen plato evresi bu doneme denk gelir. Viicudun
disi1 ile i¢i arasinda 1s1 gradienti meydana geldiginde i¢ viicut 1s1s1 diismeye baglar.
Once hizl bir diisiis evresi goriiliir. I¢ viicut 1s1s1 cevre 1s1s1na yaklasinca daha yavas

bir diisiis evresi gergeklesir (5).



Marshall ve Hoare (1962), 6liim sonras1 rektal sogumay1 hesaplayabilmek
icin standart soguma kosullar1 altinda viicut soguma deneyleri yaparak
matematiksel bir formiil yaymlamiglardir. Bu formiil, 6limden sonra soguma

egrisinin sigmoidal sekli goz Oniine alinarak yapilmaktadir (9).

Oliim zamanmi tayin etmenin tiim ydntemleri arasinda, Henssge'nin
gelistirdigi nomogram yontemi, cevresel faktorleri de hesaba katarak oliim

zamanini belirlemede en hassas ve en giivenilir yontemlerden biridir (10),(11).
2.2.1.5. Olii Katihg (Rigor Mortis)

Iskelet kaslarinm kasilma ve gevseme mekanizmalari, Hanson ve Huxley’in
one slirdiigii aktin ve miyozin filamentlerinin birbiri izerinde kaymasima dayanan
"kayan filament modeli" ile agiklanmaktadir(12). Kasilma siirecinde, miyozin
baslari ATP'nin sagladigi enerjiyle aktin filamentlerine baglanmakta ve aktin
filamentlerini sarkomerin merkezine dogru c¢ekmektedir. Kas gevsemesi ise,
miyozin baslarinin aktin filamentlerinden ayrilmasi ve kas liflerinin dinlenme
uzunluklarina dénmesiyle miimkiin olmaktadir. Bu mekanizmada iki ana molekiil
kritik 6neme sahiptir; kalsiyum iyonu (Ca?*) ve ATP. Aksiyon potansiyelinin kas
hiicre membraninda yayilmasi, sarkoplazmik retikulumdan Ca** iyonlarinin
salmmmina yol acar. Salman kalsiyum iyonu, troponin C'ye baglanarak
tropomiyozin kompleksinin yapisini degistirir ve boylece miyozin baslarinin aktin
iizerindeki baglanma bdlgeleri agiga ¢ikar. Miyozin baslarinin aktinle baglanmasi
ve ardindan ayrilmast ATPmin varlima baghdir. ATP ayrica kalsiyumun

sarkoplazmik retikuluma geri pompalanmasi i¢in de gereklidir(13).



Olii katil131, 6liim sonrasi kaslarm sertlesmesi ile ortaya ¢ikan bir durumdur.
Oli katihgr swrasinda olusan biyokimyasal olaylar bir dizi mekanizmayla
aciklanmaktadir. iskelet kaslar1 6liimden sonra ii¢ siiregten gecer. Once noronal
uyarinin sona ermesi sonucu tiim kaslarda gevseme meydana gelir. Bu durum
ozellikle ayakta veya oturur pozisyonda 6len kisilerde yergekimi etkisiyle diismeye
neden olur. Olusan travmatik lezyonlar adli agidan degerlendirildiginde diismeye
bagli postmortem yaralarin, antemortem yaralanmalardan ayrimmin yapilmasi
Oonemlidir. Antemortem yaralanmalarda inflamatuar yanitlar bulunurken,
postmortem yaralanmalarda bu bulgular goriilmez. Ortalama 3-6 saat siiren bu
donemi takiben oOli katihigi gelismektedir. Kas hiicrelerinde ATP {iretiminin
durmasi, mevcut ATP konsantrasyonunun diismesi sonucu miyozin baglarmnin aktin
filamentlerinden ayrilmasi imkansiz hale gelir. Bu durum, kas liflerinin kasili
pozisyonda kalmasina ve 6lii katiliginin olusmasina neden olur. Ayni1 zamanda kas
hiicrelerinin aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya ge¢mesi sonucu
dokuda laktik asit birikir, bu durum pH seviyesinin azalmasina neden olur.
Sarkomere sizan kalsiyumun kas filamentlerine baglanarak kasilmalarimi
gliclendirmesiyle olii katiligi progresif olarak artar ve ortalama 6-12 saat i¢inde
maksimum seviyeye ulasir. Oliimden yaklasik 36 saat sonra baslayan ciiriime siireci
ile proteolitik enzimlerin ve bakteriyel faaliyetlerin etkisi sonucu kas proteinleri
aktin ve miyozin yikima ugrar. Bu proteinlerin denatiirasyonu sonucunda kaslar

yeniden gevser ve 0lii katiligi ¢oziiliir (5).

Olii katihgr dnce c¢ene ve boyun gibi kiiciik kas gruplarindan baslar.

Ardindan biiyiik kas gruplarma yayilir. Olii katiiginin ortaya ¢ikis siiresi, ilgili



kasmn kiitlesi ile dogru orantilidir. Olii katilig1 siirecinde viicut fleksdr postiir alir.
Kiigiik kas gruplarinda fleksiyon daha belirgin iken, biiyiik kas gruplarinda daha
hafif fleksiyon goriiliir. Bu durum, fleksor kaslarin fizyolojik olarak daha giiglii

olmalari ile agiklanmaktadir (5).

Olii katiligi ayn1 zamanda musculus arrector pili, musculus sphincter
pupillae ve myokardda da goriiliir. Musculus arrector pilideki 6li katilig: ciltte kaz
derisi goriinimiine neden olur. Buna “cutis anserina” denir. Musculus sphincter
pupilla kasinda 6l katilig1 gelismesi sonucu pupil ¢ap1 degismektedir. Antemortem
donemde, morfin gibi opioid zehirlenmelerinde gozlenen tipik "toplu igne basi
pupil" goriiniimii ile postmortem meydana gelen musculus sphincter pupillae
kasinda 6lii katilig1 gelismesi nedeniyle pupil ¢apinin daralmasi birbirlerinden ayirt
edilemeyecegi icin, pupil capmin degerlendirilmesi 6liim sonrasi giivenilir bir
belirte¢ degildir. Myokarddaki 6lii katilig1 kasta kontraksiyona sebep olmakta ve
myokard hacmi artmus gibi goriinmektedir. Bu nedenle otopside, kalbin sistol
sirasinda mi, yoksa diastol sirasinda mi durdugunu saptamak miimkiin degildir.
Normal kosullarda, dolasimdaki potasyum artist kalbin sistolde durmasina neden
olabilir. Ancak postmortem hiicresel yikim ve hemoliz sonucunda hiicre digina
potasyum s1zdig1 i¢in, yiiksek doz potasyum verilerek kalbin durdurulmasi ile dogal
postmortem hemoliz sonucu olusan potasyum artis1 arasinda ayrim yapilamaz. Bu
nedenle, yalnizca otopsi bulgularina dayanarak kalbin sistolde durdugunu Kkesin
olarak sdylemek miimkiin degildir (7). Oliim anma iliskin video kaydi gibi objektif
belgeler bulunmadiginda veya fail sugu agikea itiraf etmediginde, bu tiir olaylarin

aydinlatilmas1 Adli Tip agisindan olduk¢a zordur. Nitekim, ABD’de Dr. Jack



Kevorkian, 1990-1998 yillar1 arasinda, Thanatron adini1 verdigi bir cihaz sayesinde,
130'dan fazla hastanin kendi baslatabilecegi bir mekanizma ile 6nce sodyum
tiyopental inflizyonu ile derin komaya girmesine, ardindan potasyum kloriir
inflizyonu ile kalbinin durmasina yardimci olmustur. Birgok kez yargilanmasina
ragmen beraat etmis, ancak 1998 yilinda ALS hastast Thomas Youk'a dogrudan
oliimctil enjeksiyon uyguladigi anlarin CBS kanalinin "60 Minutes" programinda

yayimlanmasi lizerine mahkum edilmistir (14, 15)

Cevre sicakligi, 6liim sekli ve 6liim Oncesi fiziksel aktivite gibi faktorler
rigor mortisin baslama hizini ve siiresini etkiler. Sicaklik arttik¢a 6l katiligmin
ortaya ¢ikis1t hizlanir ve c¢oziinme siiresi kisalir. Sicaklik diistiikce bu siire
uzamaktadir. 10°C’nin altinda 6lii katilig1 genellikle gelismez. Bu olay donmus
cesetlerde daha belirgin olarak gdzlenir. Ceset, sonrasinda yiiksek 1s1l1 bir ortama
alindiginda 6lii katilig1 beklenen sekilde gelismektedir. Oliimden énce fiziksel
aktivitede bulunan kisilerde, kaslarin ¢alismasi enerji depolarini bitireceginden 6lii
katihginm ortaya c¢ikisi erken olur ve ¢dziinmesi kisa siirer. Oliimden 6nce
konviilsiyon, organik fosfor bilesikleri ve striknin zehirlenmesi gibi durumlarda kas

metabolizmasi artmis olacagindan 6lii katiligi erken olur ve kisa siirer (5).

Kadaverik spazm, 1siya baglh sertlik ve donmaya bagl sertlik gibi olii
katilig1 ile karisabilecek bazi durumlar da dikkate alinmalidir. Kadaverik spazm
genellikle sadece bir grup kasta goriiliir. Somatik 6liimii takiben kaslarda gevseme
olmasma ragmen bazi kaslarda spazm devam eder, bu duruma kadaverik spazm
denilmektedir. Genellikle 6zel emosyonel faktorlerin etkili oldugu ve bunun

sonucunda lokal olarak belli bir kas grubunda ani ATP kaybma bagli spazm
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gelistigi seklinde agiklanmaktadir (2). Kadaverik spazm genellikle ellerde goriiliir.
Bazi intihar olgularinda intihar eden kisinin elinde silah veya bigagi tuttugu, suda
bogulma olgularinda kisinin yosun veya benzeri maddeleri elinde tuttugu, cinayet
olgularinda saldirganin sa¢1 veya elbise parcalarmin kurbanin elinde oldugu
goriilebilmektedir. Kadaverik spazm bazi olgularda tiim viicutta da
gelisebilmektedir. Kaslarin yiiksek 1s1ya maruz kalmalar1 sonucu 1siya bagl sertlik
meydana gelir. Is1 sertligi gelisen bir cesette kas proteinlerinin koagiilasyonuna
bagli olarak yapilariin degradasyonu nedeniyle 6lii katiligi olusmaz. Isinin etkisi
ile kaslarda belirgin bir kisalma meydana gelir. Eger tiim viicut yanarsa, cesette
eklemlerin gerilmesine bagl olarak pugilistik pozisyon gelisir. Donmaya bagli
sertlesmelerde de Oli katihigina benzer bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Bu tip
olgularda viicut asir1 derecede soguktur. Eklemler hareket ettirildiginde sinovyal
stvinin donmasina bagh olarak elle muayenede krepitasyon saptanir. Donma

¢oziildiikten sonra 6lii katilig1 beklenen seyrine gore devam eder (5).
2.2.1.6. Olii Lekeleri (Livor Mortis)

Dolasimin durmasi ile kan, kalpte ve biiyiik venlerde hareketsiz kalir, yer
cekimi etkisi ile biiylik damarlardan viicudun yere yakin kisimlarindaki kiiciik
damarlara, kapiller damarlara dogru toplanir. Eritrositlerin yikilmasi sonucunda
kan, baslangicta kirmmziya yakin bir renk alirken, oksijen kaybiyla birlikte
indirgenmis hale gecer ve bu durum kanmn koyu mor bir renge donilismesine yol
acar. Oliim sonras1 donemde, cesedin yer cekiminin etkisiyle alt kisimlarinda ve
basi1 altinda kalmayan bolgelerinde, normal deri tonundan farkl olarak koyu mor,

acik kirmizi ya da siyaha yakin renk degisimleri goriiliir. Bu olusumlara '6lii
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lekeleri' ad1 verilir (2). Olii lekelerinin rengi, dogrudan indirgenmis hemoglobin
diizeyiyle iliskilidir. Viicuttaki hemoglobin miktar1 azaldikg¢a, bu lekelerin rengi de
daha soluk hale gelir. Oliim dncesinde asir1 kan kayb1 yasanmissa ve dolayisiyla
hemoglobin diizeyinde belirgin bir azalma meydana gelmisse, 6lii lekeleri hem daha
smirh bdlgelerde goriiliir hem de renkleri daha belirsiz olur. Olii lekeleri liimden
ortalama birkag¢ saat sonra olusmaya baslamakta ve yaklasik 12 saatte maksimum
yogunluga ulasmaktadir. Normal sartlarda 6liimden yaklasik {i¢ saat sonra hemoliz
stireci baglar. Bu siirecte aciga ¢ikan hemoglobin, 6nce damarlarin i¢ yiizeyinde
birikerek bu bolgeyi boyar; zamanla tiim damar duvari tabakalarina yayilarak renk
degisimine neden olur. Kan, damar duvarmi aktif segi¢i gegirgenlik 6zelliginin
bozulmasi1 sonucu damar disina ¢ikarak pasif diflizyonla c¢evre dokulari
boyamaktadir. Ceset bu asamaya gelmeden Once hareket ettirilip pozisyonu
degistirilirse 6lii lekeleri yeni pozisyonuna gore gelisir. Oliimden 15-20 saat sonra
hemolizin tamamlanmasi sonucu damar digina sizan kan dokulara yerlesmis ve olii
lekeleri belirginlesmistir. Bu siireden sonra cesedin pozisyonu degistirilse bile 6lii
lekelerinin yerinde bir degisiklik olmaz. Eger 6li lekeleri cesedin bulundugu
pozisyonla uyumsuzluk gosteriyorsa, cesedin postmortem donemde hareket

ettirildiginden siiphe edilmelidir (5).

Olii lekelerinin viicutta ortaya ¢iktigi bolgeler, cesedin bulundugu
pozisyona bagh olarak degiskenlik gosterir. Cogunlukla cesetler sirtiistii
pozisyonda bulunduklarindan, lekeler en sik st bolgesinde, bacaklarin fleksor
yiizlerinde ve ensede gbzlemlenir. Viicudun zeminle temas eden bdlgelerinde ise

basing nedeniyle kan birikimi engellendigi i¢in bu alanlarda 6lii lekeleri olusmaz.
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Sirt iistii yatan cesette kalpteki ve subklavian venlerindeki kapaklardan dolay1
kafadan ve kollardan gelen kanin drenaji bozulabilir. Bu sebepten dolay1 boynun
On yiiziindeki venler normal olarak bosalamazlar. Boylece ensede olusan o6li
lekelerine ek olarak boyun On yiiziinde de olii lekeleri goriilebilir. Bu lezyonlar
boyun bolgesine gelen travmalar ile karisabileceginden dikkatli yorumlanmalidir.
Bu bulgu, 6zellikle elle ya da bagla bogma vakalarmin ayirici tanisinda dikkate
almmas1 gereken 6nemli bir unsurdur. Cesedin yiiziikoyun pozisyonda bulunmasi
durumunda, Olii lekeleri genellikle g6gsiin 6n yiiziinde, bacaklarin ekstansor
yiizeylerinde ve yiizde ortaya ¢ikar. Asili pozisyonda belirli bir siire kalan
cesetlerde olii lekeleri tipik olarak ellerde ve ayaklarda “eldiven ¢orap tarzinda”
goriilir. Suda bulunan cesetlerde ise, basin agirlik merkezi olmasi ve viicudun
asagida kalmasi nedeniyle ceset genellikle yiiziistii oblik bir pozisyonda durur. Bu

durum, 6lii lekelerinin bas ve viicudun 6n yiizeyinde olusmasina yol agar (5).

Olii lekelerinin renkleri 6liim nedeni, cesedin saglik durumu gibi konularda
bilgi vermektedir. Olii lekeleri, icerdikleri deoksijenize hemoglobin nedeniyle
karakteristik olarak mor renkte gozlemlenir. Cesetteki oksihemoglobin diizeyini
etkileyen faktorler, 6lii lekelerinin renginde degisimlere yol agar. Kalp yetmezligi,
solunum yetmezligi, asi, elle bogma veya iple bogma gibi kandaki karbondioksit
diizeyini artiran durumlarda, 6lii lekeleri genellikle koyu mor renkte ortaya cikar.
Akcigerden oksijenin tasinmasini engelleyen karbonmonoksit zehirlenmesinde ise
karbonmonoksitin hemoglobinle birleserek karboksihemoglobin olusturmasi
sonucu, Olii lekeleri agik pembe-kirmizi renktedir. Donma vakalarinda, cesedin

soguk ortamda kalmasi ya da suya maruz kalmasi gibi diisiik 1smin oksijen
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tilketimini sinirladigi durumlarda ise lekeler agik kirmizi renkte goriliir.
Methemoglobinin olustugu, potasyum klorat ve anilin gibi kimyasal maddelere
bagl zehirlenmelerde 6lii lekeleri kahverengi olur. Kolera gibi kanin sivi igerigini
azaltan hastaliklarda olii lekeleri siyaha yakin mor renkte olusur. Ayrica, tiner,
yapistirict gibi toluen ve ksilen igeren maddelere bagli methemoglobinemi

durumlarinda 61i lekeleri koyu renktedir (2).
2.2.2. Oliimiin Gec Belirtileri
2.2.2.1. Ciiriime (Dekompozisyon)

Ciirtime, cesetteki organik maddelerin bakteriler tarafindan par¢alandigi bir
stirectir. Bu siire¢ cilt ve mukozal yiizeylerde bulunan mikrobiyal flora ile baslar.
Streptokoklar ve hareketli flagellumlar1 sayesinde hizla yayilabilen Proteus tiirleri,
bu siirecte 6zellikle onemlidir. Ciirlime sirasinda cesitli gazlar (kiikiirt hidrojen,
hidrokarbonlar) iiretilir ve amonyak salinimi gergeklesir. Bu da hem gorsel (sisme)
hem de kokuya dayali (keskin amonyak kokular1) belirtilerin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Sigsme 6zellikle diisiik turgorlu dokularda, 6rnegin goz kapaklari, agiz
ve dilde belirgin hale gelir. Karm bolgesi, gaz birikimi nedeniyle asir1 derecede
sisebilir. Siirecin ilerlemesiyle birlikte, sulthemoglobin birikimi nedeniyle batin
duvarinda yesilimsi bir renk degisimi goriiliir ve bu genellikle sag alt kadrandan
baglayarak tiim viicuda yayilabilir. Ayrica deri altindaki damarlar icerisindeki
eritrositlerin _hemolizi nedeniyle agiga ¢ikan hemoglobin pigmentinin damar
duvarlarint boyamasi ve yiizeyel damarlarmn cilt tizerinde goriiniir hale gelmesi

sonucu “damarlt mermer goriinimii” olusur. Cilirlimenin bir diger 6zelligi, cilt
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yiizeyinde “glirime biilleri” adi verilen, transiida sizintisina bagl biillerin

olusmasidir. Siireg ilerledikge sag¢ ve tirnaklar gevser ve kolayca dokiilebilir (16).

Ciiriime hizi, cevresel faktorlere baglh olarak degisir. Sicak ve nemli
ortamlar, viicut iizerindeki Ortiiler, hastaliklar, yiiksek yag orani ve enfeksiyonlar
cliriime siirecinin hizlanmasina neden olurken, soguk ve kuru ¢evre kosullaribu
siirecin yavaglamasini saglar. Ciirlimenin ilerleyisi sabit bir ortam sicakliginda bile
biiyiik degisiklikler gosterir. Alman adli tip doktoru Johann Ludwig Casper (1796—
1864) tarafindan ortaya konulan Casper Kurali, farkli ¢evresel kosullardaki ¢iiriime
stireclerini karsilastirmak amaciyla gelistirilmistir. Bu kurala gore; havada 1 hafta,
suda 2 hafta ve toprak altinda 8 hafta boyunca gergeklesen cliriime miktarlari
birbirine esdeger kabul edilir (17). Casper Kurali, ¢liriimenin farkli ortamlarda nasil
ilerledigini karsilastirmak i¢in kullanilan 6nemli bir prensiptir, ancak tek basma adli

tip acisindan kesin zaman tespiti yapmaya yeterli degildir.
Oliim belirtilerine dayanan postmortem interval tayini
1-2 giin sonra

Karmn derisinde ilk yesilimsi renk degisimi, gbz kiirelerinde yumusama

meydana gelir(16).
3-5 giin sonra

Batin duvarmin biiyiik boliimiinde koyu yesil renk degisimi, viicudun diger
bolgelerinde yer yer yesil lekeler, agiz ve burundan ¢iirlime sivisi sizmasi, damarl

mermer goriiniimii meydana gelir (16).
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5-6 giin sonra
Epidermal soyulma meydana gelir (16).
6-8 giin sonra

Stratum germinativum'da (cildin alt tabakas1) pigment kayb1 meydana gelir

(16).
8-12 giin sonra

Tim viicut yiizeyinde koyu yesil renk degisimi, yiiz, boyun ve gogiis
duvarinda kirmizi-yesil renk degisimi, batin, skrotum ve yiizde bolgesinde sisme,
saclarda gevseyerek dokiilmeye baslama, piitrefaktif kabarciklar ve viicut
bosluklarinda piitrefaktif sivi birikimi, cilt alt1 dokuda piitrefaktif amfizem (gaz

birikimi), batin boslugunda sisme meydana gelir (16).
4-20 giin sonra

Tim viicutta yesilimsi veya kirmizimsi-kahverengi renk degisimi, tiim
viicutta sisme, ciltteki piitrefaktif siviyla dolu kabarciklarda patlama, gozlerde (iris,
sklera) kirmizimsi-kahverengi renk degisimi, tirnaklarda ayrisma meydana gelir

(16).
2.3. Postmortem interval Tayininde Kullanilan Diger Yontemler

PMI tayini, adli tipta 6liim sonras1 gecen zamani belirlemek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Bu tayin, 6liimiin kesin zamanini belirlemek ve olas1 suglar1 ¢6zmek
icin kritik bir 6neme sahiptir. PMI tayininde bir dizi yontem kullanilir ve bu

yontemler cesitli biyolojik, kimyasal ve cevresel faktorlere dayanarak oliim
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zamanini tayin etmeye ¢alisir. Bu siirecte kullanilan yontemler farkli kategorilere

ayrilabilir.
2.3.1. Biyokimyasal Yontemler

Oliim sonrasi viicutta meydana gelen biyolojik ve kimyasal degisiklikler

PMI tayininde kullanilabilir.
2.3.1.1. Vitroz Hiimor Analizi

Vitr6z hiimor, kan ve beyin omurilik sivisi ile karsilastirildiginda, daha izole
olmas1 ve mikrobiyolojik kontaminasyona karsi direnci, bakteriyel bozulma ve
biyokimyasal yapilarla etkilesime girmemesi nedeniyle postmortem konsantrasyon

caligmalari i¢in oldukga uygun bir ortamdir (18).

Postmortem meydana gelen otoliz, ekstraselliller sivida potasyum
seviyesinde artisa, sodyum ve kloriir seviyesinde azalmaya yol agar (3). Hiicredeki
enerji metabolizmasinin durmasiyla, membranlardaki segici gegirgenlik kaybolur
ve iyonlarin konsantrasyon gradyanlarma gore difiizyonu baslar. Postmortem,
intraselliiler potasyum, gecirgen hale gelen hiicre zar1 yoluyla kana, daha sonra
beyin omurilik sivisina ve vitroz hiimore geger (16). Vitroz hiimorde potasyum
yogunlugundaki postmortem artig, ilk olarak Sturner tarafindan tanimlanmaktadir
(19). Sonrasinda Sturner ve Gantner tarafindan vitréz hiimoérdeki potasyum
konsantrasyonunun uniform artigsina dayali olarak 6liim zamanin1 tayin etmek icin
bir formiil gelistirmistir (20). Ancak bu formiiliin ¢evre sicakligi ve siire arttik¢a

PMI tayininde hata payi igerdigi goriilmektedir.
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Postmortem vitrdz hiimdrdeki potasyum konsantrasyonunun artigini
etkileyen faktdrler; ortam sicakligi, kisinin yasi, kronik hastaliklari, travma

maruziyeti, tire birikimi olarak siralanabilir (21).

Oliim zamanini tayin etmek i¢in farkli formiiller karsilastirildiginda, Madea
ve arkadaslar1 ile Munoz ve arkadaslar1 tarafindan agiklanan formiillerle giivenilir
sonuclar elde edildigi goriilmektedir (22-25). Vitr6z hiimorde potasyum yogunlugu
iizerine ¢ok fazla literatiir c¢alismasi olmakla birlikte pratikte nadiren

kullanilmaktadir (26).

Potasyuma ek olarak, vitréz hiimérde hipoksantin konsantrasyonunun
Olgtimii, PMI tayini igin alternatif biyokimyasal bir yontem olarak sunulmaktadir.
Rognum ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada vitr6z htimordeki hipoksantin
konsantrasyonunda potasyuma kiyasla daha kiigiik bir sagilma araligi oldugu ortaya
konmaktadir (27). Bununla birlikte, daha ileri ¢alismalar, hipoksantin
konsantrasyonundaki postmortem artis1  dogrulamakla birlikte potasyum
konsantrasyonunun  6lim  zamami  ile  korelasyonunun  hipoksantin

konsantrasyonundan ¢ok daha anlamli oldugunu belirtmektedir. (25, 27).

Coklu dogrusal regresyon analizi sonucunda, vitréz hiimérde potasyum
konsantrasyonuna ek olarak sodyum, iire ve glikoz konsantrasyonlar1 da hesaba
katildiginda tahmini 6liim siiresinin hassasiyetinde artis elde edildigi, vitroz hiimor
iyonlarmin (K, NH4, Na ve Ba) CZE (capillary zone electrophoresis) ile 6l¢iilmesi

ve tiim iyonlarin hesaba katilmasmnin, sadece potasyum konsantrasyonu
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kullanilarak elde edilen sonuglardan bes kat daha yiiksek hassasiyette tahmini bir

oliim siiresiyle sonuglandigi ifade edilmektedir (18).
2.3.1.2. Sinoviyal Siv1 Analizi

Sinoviyal sivi romatolojide kapsamli bir sekilde arastirilmasma ragmen
sinoviyal siv1 ile ilgili kisitli sayida var olan adli calismalarda, sivinin postmortem
kimyasal analizi yapilarak postmortem inceleme araci olarak kullanilabilirligi
ortaya konmaktadir. Sinoviyal sivi potasyum konsantrasyonundaki zaman igindeki
degisiklikler vitroz hiimordekine yakindir. Sinoviyal sivi analizi, vitr6z hiimoriin

elde edilemedigi durumlarda alternatif bir yontem olarak 6nemli olabilir (28, 29).
2.3.1.3. Mide icerigi Analizi

Oliim zamanini belirlemeye ydnelik bir diger ydntem, yemek yeme ile dliim
arasindaki zaman araligim belirleyip, 6len kisinin son olarak ne zaman yemek
yedigini bulmaktir (3, 8). Yapilan ¢alismalarda, 6giinlerin boyutuna gére sindirim
stireleri belirlenmistir. Kii¢iik hacimli yemekler 1-3 saatte, orta biiylikliikteki
yemekler 3-5 saatte, biiyiik yemekler ise 5-8 saatte sindirilir (30). Mide bosalmasi

yemegin biyiikliigline ve i¢erigine bagl olarak degisiklik gostermektedir (31).

Mide bosalmasi, son yillarda radyoloji, tiip aspirasyonu, radyoizotoplar,
ultrasonografi, oral yoldan verilen ¢Oziinen maddelerin emilim kinetigi ve
ferromanyetik izler dahil olmak iizere c¢esitli yOntemler kullanilarak

incelenmektedir (18).
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2.3.2. Entomolojik Yontemler

Adli entomoloji, ceset lizerinde bulunan artropodlarin incelenmesine
dayanir (32). Artropodlar cesede yerlestikleri andan itibaren zamanla belirli bir
baskalasim asamasina gegerler. Bu gelisim siireci, bocek tiiriiniin 6zelliklerine ve
cevresel faktorlere bagh olarak farkli hizlarda gergeklesebilir. Cesetteki ¢iirlime
stireci ilerledikce, organik materyal bir dizi degisim geg¢irir ve farkl tiirlerin adapte
olabilecegi yasam alanlar1 sunar. Ciirtime siirecine boceklerin hangi sirayla tepki
verdigini anlamak ve bu tiirleri belirli ¢iirime asamalariyla iliskilendirerek PMI
tayini amaciyla gesitli tilkelerde bir¢ok siiksesyon ¢alismasi gergeklestirilmektedir
(33-38) Yapilan ¢aligmalarda hayvan cesetleri dogaya birakilarak farkli ¢ilirlime
asamalarindaki boceklerin gelisimi incelenmektedir. Ancak, bu ¢alismalarin her
biri diinyanin farkli bdlgelerinde gerceklestirildigi i¢in elde edilen verilerin
dogrudan karsilastirilmasi zordur. Bu nedenle, yerel bocek faunasini anlamak i¢in
bolgesel siiksesyon calismalar1 yapilmasi ve gergek vakalardaki boceklerin

incelenmesi Onerilir.

Ceset iizerinde ekolojik agidan dért farkli bocek toplulugu bulunur. ilk grup,
PMI tayinine direkt katkisi bulunan 6lii hayvan ve insan cesetleri ile beslenen 6lii
yiyici (Necrophagus) tiirlerdir. Olii yiyici gruba ait ornekler; sinekler (Diptera;
Calliphoridae (les sinegi), Muscidea (ev sinegi), Sarcophagidae (et sinegi)), kin
kanatlilar (Coleptera), les kinkanatlilar (Silphidae) ve kiirk ve deri kinkanatlilar1
(Dermestidae) seklinde siralanabilir. Tkinci grup ise predatér ve parazitik tiirlerdir.
Bunlar; belirli kanatlilar (Coleptera), les kinkanatlilar (Silphidae) ve bazi sinekler

(Diptera)’dir. Bu tiirler cesede yerlesmis diger boceklerle beslenirler. Ugiincii
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kategoriye giren bocekler ise omnivor (herbivor ve carnivor) tiirlerdir. Yaban
arilari, karincalar ve bazi kinkanatlhilar bu grup iginde yer alirlar. Cesede ait
maddeleri ya da diger bocekleri tiiketebilirler. Son olarak, dordiincii grup, cesedi
dogal yasam alanlarmin bir pargasi olarak kullanan boceklerden olusur. Bu grup,
oriimcekler, kelebekler, kuyruklu sigrayanlar (Collembola) ve benzeri diger tiirleri
icerir ve bu tiirler tesadiifi bir sekilde cesede yerlesen canlilar olarak kabul edilir

(39).

Sise sinekleri (Calliphoridae) cesede ilk gelen tiirler arasindadir, bu nedenle
PMI tayininde 6nemli bir rol oynarlar (7). Ciirliyen organik materyal, hem
sineklerin kendileri i¢in bir protein kaynagi hem de yumurtalarini birakabilecekleri
bir tireme alanidir (40). Gelisimleri dort evreden olusur. Bunlar; yumurta evresi,
larva evresi (li¢ asama igerir), pupa evresi ve yetiskin evredir (41). Larva evresi
icerisindeki ii¢ asamadan ilkinde, yeni yumurtadan ¢ikan larva sadece nemli
dokularla beslenebilmektedir. Bu nedenle sise sinekleri, yumurtalarini cesedin
dogal agikliklarina (gozler, burun delikleri, agiz, aniis) veya agik yaralara birakir.
Larva her asamada bir sonraki gelisim evresine gegebilmek icin deri degisimi
gecirir. Uglincii asamadaki larvalar, pupalasmak i¢in uygun bir yer aramaya baslar
(42). Daha sonra, pupa asamasi baslar ve yetiskin sinek, pupa kilifi i¢inde gelisimini
tamamlar (43). Pupa asamasi, sinegin tiim gelisim siirecinin yaklasik yarisini
kapsar. Son asamada, yetiskin sinek kabugundan cikar ve yasam dongiisii

tamamlanmis olur.

Incelenecek bdceklerin toplanmasi ve bu siiregte izlenecek adimlar son

derece onemlidir. Ceset lizerinden en az ii¢ farkli bolgeden 6rnekler alimmali ve her
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bir bolgeden toplanan drnekleri koymak i¢in ti¢ ayr1 kap hazirlanmalidir. Her kabin
iizerine 0rnegin alindig1 tarih, saat, toplama bdlgesi, toplayan kiginin bas harfleri ve
cesedin bulundugu konum yazilmahdir (7). Farkli boyutlarda ve farkli gelisim
asamalarinda orneklerin toplanmasi gerekmektedir. En biiyiik ve dolayisiyla en
yash larvalar, en onemli &rneklerdir (39). Ugiincii asamaya giren larvalar
pupalasmak i¢in cesetten uzaklasma egilimindedir. Bu nedenle ac¢ik havada bulunan
cesetlerde olay yerinde ceset etrafindaki 2-10 metre ¢apindaki toprak alan
arastirtlmalidir (44). Larvalar toplandiktan sonra, 10-15 saniye boyunca kaynama
noktasina yakin suya batirilarak Oldiiriiliirler. Ardindan %80 alkol ¢ozeltisine

konulurlar (45).

Adli vakalarda entomolojik incelemelerin en kritik asamasi, ceset ve
cevresinde toplanan bocek tiirlerinin dogru bir sekilde tanimlanmasidir. Tiir
tanimlamasi, PMI tayininin yapilabilmesi i¢in temel bir rol oynar. Sise sineklerinin
tanimlanmasi i¢in yaygin olarak bagvurulan kaynaklardan biri, "Blowflies (Diptera,
Calliphoridae)" adli eserdir (46). Ayrica "A Manual of Forensic Entomology" adli
kitap da 6nemli bir kaynaktir (47). Bu eser, ¢iirliyen dokularla iligkili ergin bocekler
ve larvalar i¢in bir tanimlama rehberi sunmaktadir. Boceklerin morfolojik olarak
tanimlanmalari, larva asamalarma kiyasla daha kolaydir. Ancak, bazen bocekler
zarar gormiis olabilir ve morfolojik tanimlama yapilamayabilir. Bu durumda,
molekiiler tanimlama yontemleri kullanilir. Dogru tiir tanimlamasini saglamak i¢in,
adli entomoloji alaninda ¢esitli molekiiler yontemler gelistirilmektedir (48).

Ozellikle mitokondriyal DNA (mtDNA) analizi ve sitokrom oksidaz I (COI) geni
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dizilimi, Calliphoridae alt familyalar1 arasinda tiir ayrimi yapmak i¢in oldukga

faydali bir aragtir (49).

Ceset lizerindeki larvalarin yaslar1 hesaplanarak boceklerin cesette ne kadar
stiredir yerlesik bulundugu belirlenebilir. Ancak tam bir PMI tayini yapmak i¢in
bocegin oliimden ne kadar siire sonra cesede yerlestigi de bulunmalidir. Ayrica,
boceklerin cesede yerlesmesi kisi hala hayattayken de gerceklesmis olabilir.
Bocekler yumurtlarimi agik yara ve {ilserlere birakabilir ve bu bdlgede larvalar
olusabilir. Larvalarin canli insanlar iizerinde beslenmesi myiasise yol agmaktadir
(50). Buna karsilik, bir cesedin PMI’s1 uzun olmasma ragmen, bocek larvalari
hentiz birkag giinliik olabilir. Boyle bir durumda cesedin boceklerin erisemeyecegi
bir ortamda saklanmis ve yalnizca birkag¢ giin 6nce bulundugu ortama birakilmig
oldugu disiiniilecektir. (39) Bu tarz durumlarda yalnizca bdcek kanitlarina

dayanarak cesedin 6liim zaman1 hakkinda kesin bir bilgi vermek miimkiin degildir

(16).

PMI tayininde, toplanan ve yetistirilen bocek ornekleri temel alinarak
postmortem gecen en az ve en ¢ok siire belirlenmektedir. En az siire gelisen larvanin
yast ve olay yeri civarindaki kosullar altinda biiylimek ve eriskinlige ulasmak i¢in
ihtiya¢ duyulan zaman ile tayin edilir. En fazla siirenin tayini zordur ¢iinkii zaman

gectikce ve ¢iiriime devam ettikge belirsizlik biyiir (39).

Larva yasmin hesaplanmasinda en 6nemli faktorlerden biri sicakliktir. Her
tiiriin sicaklik bagiml biiylime hizi1 farklhidir. Bocekler sogukkanli (poikilotermik)

organizmalardir, yani viicut sicakliklar1 ¢cevresel sicaklik kosullarina bagli olarak
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degiskenlik gosterir. Sogukkanli hayvanlarin metabolik hizlari, kimyasal reaksiyon
kinetigine benzer bir sicaklik bagimlilig1 gosterir. Sicaklik her 10°C arttiginda,
kimyasal reaksiyon hiz1 yaklasik iki katina ¢ikar (51). Boceklerin gelisimi, belirli
bir sicaklik araliginda en optimal hizda gerceklesir. Bu sicaklik sinirlarmin disinda,
gelisim stireci tamamen durur (7). Ayrica, larvalarin gelistigi ortamin sicaklik
geemisi de dikkate alinmalidir. Bu amagcla; 6liimiin gerceklestigi bolge birkag giin
boyunca izlenerek sicaklik verileri toplanir ve bu veriler, en yakin hava durumu
istasyonundan saglanan bilgilerle karsilastirilir. Regresyon analizi ydntemi
kullanilarak, hava durumu istasyonundaki Ol¢iimler temel alinarak cesedin

cevresindeki sicaklik tahmin edilir (7).

Adli entomoloji alanindaki ¢alismalar sonucunda elde edilen entomolojik

veriler dikkate alinarak, PMI tayini igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
1. Izomorfen/Izomegalen Diyagrami

Bu diyagramda, larva uzunlugu veya gelisim agamasi, zaman ve ortalama
cevre sicakligina gore birlestirilir (52). Ancak, bu yontem yalnizca cesedin sicaklik
degisimlerine maruz kalmadig1 durumlarda giivenilir kabul edilir. Ornegin, kapali
bir ortamda sicaklik biiyiikk 6l¢lide sabit oldugu i¢in daha dogru tahminler
yapilabilir. Ancak, adli agidan 6nemli tiim bocek tiirleri igin izomorfen ve

izomegalen diyagrami bulunmamaktadir.

2. Accumulated degree days (ADD) veya Accumulated degree hours (ADH)

Y 6ntemi
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ADH, larva gelisimi i¢in gerekli ‘enerji saatleri’ni temsil eder. ADD,
gelisimin tliriine 6zgl sicaklik araliginda dogrusal olarak ilerledigi varsayimina

dayanir (32).
ADH hesaplama formiilii: AD H=(T—60)xt

Bu veriler sayesinde gercek bir vakada larva yasini hesaplamak
miimkiindiir. Ancak, bu yontemin dogrusal olmayan sicaklik araliklarinda gecerli

olmadig1 unutulmamalidir.

Ancak, bu yontemleri uygularken hataya neden olan faktorler goz oniinde
bulundurularak istatistiksel hata payini hesaplamak son derece 6nemlidir. Bu tiir
hesaplamalar mahkemelerde kullanilacak bilimsel delillerin dogrulugunu artirmaya

yardimci olabilmektedir.
2.3.3. Mikrobiyolojik Yontemler

Mikroorganizmalar, ¢evremizde ve hemen hemen her tiir yasam alaninda
bulunan, insanlar ve diger hayvanlar1 konak olarak kullanip yasam siirebilen basit,
tek hiicreli canlilardir. Bu mikroorganizmalar, konak organizmanin i¢inde bulunan
ve konak organizma 6ldiiglinde hizla degisen karmasik topluluklar olusturur; bu
topluluklar, ¢iirliyen hayvan cesetlerinde epinekrotik mikrobiyal topluluklar olarak
adlandirilir (53). Hizla degisen bu epinekrotik topluluklar, PMI tayinine yardimci

olacak bir "mikrobiyal saat" olusturmak i¢in kullanilmaktadirlar (54).

Insan viicuduyla iligkili olan mikrobiyal organizmalar, insan mikrobiyomu

olarak da adlandirilir vebu organizmalar prokaryotik, dkaryotik ve viral tiirlerden
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olusur. Bu ekolojik sistem igerisinde, bakterilerin viicuttaki insan hiicrelerinden 10

kat daha fazla sayida oldugu varsayilmaktadir (55-57)

insan epinekrotik mikrobiyomunun, PMI tayini i¢in kullanilma

potansiyeline sahip oldugu birgok deney ve ¢alisma ile gosterilmektedir (58).

Postmortem, hiicresel otoliz ile baglayan bozunma  siireci,
mikroorganizmalarin neden oldugu g¢iirimeyle devam eder (59). Bozunma
ilerledikce, 6zellikle bagirsaklarda bulunan anaerobik bakteriler ¢esitli gazlar iiretir
ve batin sismeye baslar. Viicut sivilarinin bosalmasmin ardindan, besinler ve
mikroorganizmalar cesedin altindaki topraga salmarak toprak bilesimini degistirir

(54, 60).

Ciirimenin baglangicinda, cesetteki oksijeni tiiketen aerobik bakteriler
cogalir (61). Ciirtime ilerledik¢e endojen, enterik bakteriler devreye girer ve gaz
halinde hidrokarbonlar iireterek cesedin sismesine ve derinin yirtilmasina yol
acarlar (62). Ciirtime, gastrointestinal sistemden gelen endojen bakteriler ve kan ve
lenf sistemleri aracilifiyla viicudun bazi bdlgelerine yayilan diger
mikroorganizmalar tarafindan ilerletilir (63). Karin boslugunun oksijene maruz
kalmasi, Alphaproteobacteria, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae ve
Brucellaceae ailelerindeki Rhizobiales ve 6zellikle Enterobacteriaceae ailesinden
fakiiltatif anaerobik Gammaproteobacteria dahil olmak iizere birkag aerobik
taksonun biiylimesine izin verir (54). Aerobik mantarlar, cesetlerin ayrigma

stireciyle iliskilendirilerek incelenmektedir. Ancak arastirmacilar, mantar
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biiyiimesinin cesedin ayrigsma siirecindeki rolii ya da PMI tayini i¢in kullanilmalar1

hakkinda net bir yaklagim gelistirememektedir (64).

Son yirmi yilda yeni nesil dizileme teknolojisinin kullanilmasindan 6nce,
mikrobiyologlar cevrenin mikrobiyal cesitliligini incelemek icin birden fazla
molekiiler teknik kullanmiglardir. Bu biyometrik profilleme yaklasimlari, cesitli
kemotaksonomik veya Kkiiltiire dayali genotipleme teknikleri zemininde
polimorfizmi, DNA uzunlugunu, yag asidi analizini ve denatiirasyon tekniklerini
icermektedir. Bu teknikler, dogadaki mikrobiyal topluluklarin daha iyi
anlagilmasmna katki saglasa da, maliyetli olmalari, zaman alict olmalar1 ve
kiiltirlenemeyen mikroorganizmalar1 tanimlamakta kullanilamamalar1  gibi
zorluklar barindirmaktadir (65). Ancak son zamanlarda, yeni nesil metagenomik
dizileme, Insan Mikrobiyom Projesi (HMP) ve Diinya Mikrobiyom Projesi'nin
(EMP) genis 6lcekli cabalari sayesinde, bilim insanlar1 mikroorganizmalari gergek
cesitliligi hakkinda daha iyi bir taksonomik anlayis elde etme firsatina sahiptir. (55,

66).

Diinya  Mikrobiyom Projesi (EMP)'nin amaci, metagenomik,
metatranskriptomik ve amplikon dizilimi kullanarak diinya genelindeki mikrobiyal

ornekleri karakterize ederek kiiresel bir gen atlasi tiretmektir (67).

Topraktaki mikrobiyal topluluklar1 analiz etmek i¢in yiiksek miktarda ve
kaliteli genomik DNA elde edilmelidir. Ancak, topraktaki bakterilerin biiyiik
cogunlugu yetistirilemez (68). Bu nedenle, toprak gibi karmasik adli 6rneklerden

yiiksek kaliteli metagenomik DNA ¢ikarmak i¢cin molekiiler genetik yontemler
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kullanilmaktadir. Toprak ornekleri i¢in DNA ekstraksiyon protokolleri alanindaki
ileri aragtirmalar, ticari olarak temin edilebilen, saglam ve tekrarlanabilir kitlerin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Bu kitlerin basarisi, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) analizi, mikrodizi ve yeni nesil dizileme gibi islemler i¢in uygun genomik

DNA ekstraksiyonunu etkin bir sekilde saglamalarina dayanir (65).

Toprak oOrnekleri binlerce farkli tiir icerir ve cok cesitli mikrobiyal
topluluklar olustururlar. Bir viicut ayristik¢a, insan mikroplar1 "ceset ayrisma
adasi"na (CDI) eklenmek {iizere alttaki mezar topraginin mikrobiyal topluluguna
dahil olur (69). Ceset ayrisma adalari, ciiriiyen bir cesedin altinda ve etrafindaki
toprak bolgesidir. Yapilan ¢alismalar, ceset ayrisma adasi toprak habitatlarmdaki
filogenetik olarak yakin iliskili bakterileri inceleyerek bu bakterilerin 16S rRNA
gen dizilerinin %0,3 ile %2,7 arasinda bir farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir

(70).

Metcalf ve arkadaslari, 48 giin boyunca ciiriiyen farelerdeki bakterileri ve
diger mikroorganizmalar1 (nematodlar ve mantarlar gibi) ve bunlarm altinda
bulunan topraktan alinan mikroorganizmalar1 incelemek i¢in yliksek verimli
dizileme yontemlerini kullanmislardir. Degisiklikler dnemliydi ve cesetler arasinda
tutarlydi; cesetlerdeki mikrobiyal topluluklar, topraktakileri etkilemisti, bunun
tersi de gecerliydi. Metcalf ve arkadaslari, bu 6l¢iimlerin PMI’y1 yaklagik 3 giin
icinde tayin etmek i¢in kullanilabilecegini ifade etmektedir, bu da ¢alismalarinin

adli bilimlerde uygulama alani bulabilecegini diisiindiirmektedir (54).
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Giiniimiizde filogenetik degerlendirme i¢in en yaygm kullanilan yontem,
mikroorganizmalardaki ~ housekeeping  genlerin  genetik  belirteclerinin
kullanilmasidir. Hakim olan yaklasim, ribotiplerin operasyonel taksonomik
birimlerinin (OTU) toplam sayisinin karakterize edilmesidir; bu birimler genellikle
16S (prokaryotik) veya 18S (6karyotik) rRNA genlerine dayanir (71). Prokaryotik
16S genleri, mikrobiyal gesitliligin molekiiler karakterizasyonu i¢in "altin standart"
olarak kabul edilmektedir (72). NCBI GenBank veritabaninda, 16S rRNA geninin
en ¢ok temsil edilen gen oldugu bildirilmektedir (73). Filogenetik ¢aligmalar igin
16S rRNA geninin dizilenmesi tercih edilmektedir, ¢linkii bu gen, ¢ogu prokaryotta
bulunmakla birlikte evrimsel siiregte islevi biiytik 6l¢iide korunmaktadir. Bakteriyel
16S rRNA genleri, bakteri tiirleri arasinda énemli dizi gesitliligi gosteren V1-V9
olmak iizere dokuz hiperdegisken bolge icerir. Belirli bir hiperdegisken bolgedeki
tiirlere 6zgii diziler, tan1 testleri ve diger bilimsel arastirmalar i¢in yararh hedefler

olusturur (74).

Mikrobiyom analizi, postmortem i¢ organlar1 (75), viicut stvilarni (76), 6lii
bedenin  agikliklarin1  (thanatomikrobiyom)  ve  ceset  yiizeyindeki

mikroorganizmalar1 (epinekrotik mikrobiyota topluluklari) inceleyerek yapilir (77).

Insan mikrobiyomu analizinin avantajlari, mikroorganizmalarm her
mevsimde ve en ekstrem ortamlar dahil her tiir habitatta bulunmasidir (78).
Mikrobiyal topluluklar g¢evresel degisikliklere ©Ongoériilebilir bir sekilde yanit
verdiginden, bakteri toplulugunun zamanla nasil degistigi belirlenebilir ve boylece

PMI tayini yapilabilir (79). Mikrobiyal topluluklar, postmortem g¢evresel
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kosullardaki degisiklikler ve viicut i¢inde besin bulunabilirligi, oksijen ve nem

seviyeleri gibi faktorler nedeniyle zaman iginde dinamik ve ardisik olarak degisir.

Ayrica, bu mikrobiyom degisiklikleri anatomik bolgeye gore farklilik
gosterir (58). Viicudun cesitli anatomik bolgelerinden ve cesedin altindaki
topraktan alman mikrobiyomun PMI tayini i¢in kullanilma potansiyeline sahip
oldugu bilinmektedir (58). Ornegin,
bagirsaktaki Clostridium, Bacteroides ve Lactobacillus en ilging goriinenlerdir
¢iinkii bunlarm miktar1 artan PMI ile ongoriilebilir sekilde degismektedir (79).
Ancak oral mikrobiyomda, cesetlerin baslangictaki farkli  kosullarina
bakilmaksizin, PMI arttikca aym ardigik degisiklikler gézlemlenir ve Bacillota
filumuna ait bakterilerin daha fazla bulundugu oral mikrobiyotadan,
Pseudomonadota filumuna ait bakterilerin daha fazla bulundugu bagirsak ve toprak

mikrobiyotasina dogru bir gecis yasanir (80).

Adserias-Garriga ve arkadaslar1 tarafindan Onerildigi gibi aerobik
metabolizma taze asamada bakteriyel kolonizasyonu ve dolayisiyla bakteriyel
cesitliligi giiclii bir sekilde belirler. Sonrasinda, oksijenin tilkenmesi ve siskinlik
asamasinin baslamasi ile anaerobik bakteriler 6ncii rol iistlenir. Oral ve bagirsak
mikrobiyotasinda, siskinlik asamasina gecisle birlikte, cevresel degisikliklere bagli
biyolojik rekabet nedeniyle bakteri topluluklarinda dramatik bir degisim
tetikleniyor gibi goriinmektedir. Ciiriime asamalarinm ilerlemesi ve oksijen
mevcudiyetinin azalmasi, gozlemlenen ardigik degisiklikleri yonlendirmektedir

(81).
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Cesedin i¢ organlarini analiz ederken de benzer sonuglara ulagilmaktadir.
Postmortem mikrobiyal ¢ogalma, besin agisindan zengin ortamlar sayesinde
kolaylasir ve Clostridiales takimi i¢ organlar ve kanda PMI'nin iyi bir 6ngoriiciisii

olarak belirlenmektedir (75).

Zhang ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada, PMI'y1 tayin etmede en
yiiksek dogruluk, bes anatomik bdlgenin (kulaklar, gdzler, burun, agiz ve rektum)
tamami kullanildiginda elde edilmektedir. Bu nedenle, farkli anatomik bolgelerden
alman mikrobiyal topluluk analizlerinin daha 1y1 sonuglar vermesi beklenmektedir

(82).

Bazi caligmalar PMI tayininde bakterilerin yani sira 6karyot organizmalari
da arastirmaktadir. Sonuglar prokaryot organizmalarin analizinin PMI'y1 tayin

etmede daha degerli oldugunu gostermektedir (58).

Mikrobiyal topluluktaki degisikliklerin incelenmesi, Olim sonrasi
mikrobiyal saati belirlemek ve PMI'y1 dogrulamak i¢in kullanilabilir. Ayrica, mezar
topragindaki mikroorganizmalarin profilini PMI ve 6liim sonrasi mikrobiyal saatle
iliskilendirmek i¢cin dogrusal bir iliski kurulabilirse, adli tip alaninda 6nemli

kazanimlar elde edilecektir. (65).

Son zamanlarda, bakteriler ve diger mikroorganizmalarin DNA'smin
kapsamli bir sekilde analiz edilerek, 6liim sonrasi mikrobiyota degisikliklerinin
detayl bir sekilde incelenmesine yonelik yapilan ¢aligmalar umut verici sonuglar
ortaya koymaktadir. Bu mikrobiyota temelli yontem, PMI’y1 tayin etmek i¢in gii¢li

bir arag gibi goriinmektedir (16).
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2.3.4. Genetik Yontemler

Molekiiler biyoloji ve analitik tekniklerdeki ilerlemeler, biyolojik
belirteglerin (DNA, RNA, proteinler) bozunma Oriintiilerini analiz edip PMI
tayinine katki saglayarak biyoloji, genetik, patoloji ve klinik tipta dnemli gelismeler

yasanmasina olanak tanimaktadir (83).

2.3.4.1. DNA Degradasyonunun Kullanimi

Sir Alec Jeffreys'in 1985 yilinda DNA analizinin adli amaglarla potansiyel
kullanimini ilk kez gostermesinin (84) ardindan DNA analizi adli bilimlerde devrim
niteliginde bir de§isim olusturmustur. Zaman icinde adli biyoloji alanindaki
tekniklerin ilerlemesiyle birlikte, DNA'nin postmortem degradasyon siirecinde PMI
tayini i¢in kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla ¢esitli yontemler gelistirildi.
Perry ve arkadaslar1 insan kostasindaki DNA degradasyon hizini kullanarak PMI’y1
belirlemenin uygulanabilirligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, farkli bireylerden
alman 6rneklerdeki DNA’nin degradasyon hizinin olduk¢a benzer oldugunu, DNA
degradasyonunun bireyler arasindaki farkliliklardan gok 1s1 ve nemden etkilendigini

gozlemlemislerdir (85).

O zamandan sonra, DNA miktarindaki azalma oranini analiz ederek PMI’y1
tayin etmek amaciyla Restriksiyon Parg¢asi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) (86),
DNA akis sitometrisi analizi (87), IAT (Goriintii Analizi Teknigi) (88), SCGE (Tek
Hiicreli Jel Elektroforezi) (89, 90), real time kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gPCR) analizi (91) ve DNA analizine dayali diger teknikler kullanilarak birgok

calisma yapild1 (92, 93).
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Ancak, elde edilen umut verici sonuglara ragmen, akis sitometrisi, IAT ve
SCGE yontemlerinin diisiik spesifitesi oldugu saptandi ¢linkii bu yontemler, saglam
insan DNA'sin1 (hedef dizi DNA's1) ve hedef olmayan DNA'y1 (bakteriyel veya
fungal DNA) ayirt edememektedir. Bu nedenle, bu yontemler smirli bir degere

sahip olup, genel bir kabul gérmemektedir (94).

Son birkag yil iginde, RT-qPCR tabanli yontemlerin ve kapiller
elektroforezin onceki yontemlere gore daha hassas ve spesifik olduklari

kanitlanmustir (94).

Her organin DNA stabilitesi farkli olup, en yiiksek stabilite beyinde,
ardindan kaslarda, bobreklerde ve en diisiik karacigerde bulunmaktadir (91). Genel
olarak, karaciger dokulari, postmortem calismalar i¢in en ¢ok kullanilan DNA
kaynagi iken, bunu sirasiyla dalak ve beyin dokular1 takip etmektedir (94). Bu
cesitlilik, dokularin antemortem riboniikleaz aktivitesine bagli olarak ortaya
¢ikmaktadir. Riboniikleaz agisindan fakir olan dokular, 6rnegin beyin ve retina,
ribontikleaz acisindan zengin olan dokulara 6rnegin karaciger ve dalak kiyasla daha

yiiksek niikleik asit stabilitesine sahiptirler (95).

DNA degradasyon hizini etkileyen faktorler incelendiginde; 6liim nedeni,
cinsiyet, yas ve 6lim 6ncesi saglik durumu gibi faktorlerin DNA degradasyonuna
onemli bir katki saglamadigi gosterilmistir (94). Sicaklik, nem, suya batma veya
topraga gomiilme gibi faktorler, DNA degradasyonunu farkli oranlarda
etkilemektedir (96). Cevresel faktorler arasinda en belirleyici olani sicakliktir (91).

Bu nedenle, sicakligin etkilerini daha dogru bir sekilde degerlendirmek amaciyla,
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Olim sonrasi takvim giinleri yerine ADD ile korelasyonlar1 dikkate alinarak

arastirmalar yapilmaktadir (97).

DNA degradasyonunu analiz etmek igin yapilan ¢alismalar, genellikle
hayvan modelleri ve belirli dokular (dalak, kalp, beyin) iizerinde yogunlagsmaktadir

(94).

Uzun PMI siirelerinde, cesetlerden elde edilen DNA, bakteriler ve
mantarlarca iretilen DNA ile kontamine olmaktadir. Bu sebeple, insan spesifik
DNA dizilerini hedef alan bir tespit yontemi kullanmak biiyiik 6nem tagimaktadir

(94).

2.3.4.2. RNA Degradasyonunun Kullanimi

RNA'nin PMI tayininde kullanilmasiyla ilgili arastirmalar, DNA'nin
kullanimindan on yil sonra baslamistir (16). Yirmi birinci ylizyila kadar, RNA
degradasyonu ile PMI tayinine yonelik ¢ok az calisma yaymlanmistir ¢ilinkii
RNA'y1 izole etmek ve elektroforezle degerlendirmek zordur (98). Molekiiler
biyoloji alanindaki gelismeler ve 2002 yilinda Inoue ve arkadaslarmnin 6lii ratlardan
alinan orneklerdeki RNA seviyelerinin analizi igin RT-qPCR'nin giivenilirligini
gosteren ¢aligmalar1 sayesinde, PMI tayini i¢in postmortem RNA degradasyonu

yeni bir gosterge olarak ortaya ¢ikmustir (99).

RNA degradasyonu, postmortem erken doénemde endojen RNazlar
tarafindan tetiklenir. Bakteriyel RNazlar ise PMI'nin ilerleyen asamalarinda
devreye girer. Endojen RNaz aktivitesi organlar arasinda farklilik gosterir ve bu da

her organin postmortem RNA stabilitesini belirler. Bu nedenle, RNA
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degradasyonuna dayali PMI tayini i¢in hedef organ se¢imi kritik bir 6neme sahiptir

(16).

Yapilan ¢alismalar, RNA’nin postmortem donemde beyinde en stabil,
karacigerde en kararsiz oldugunu gostermektedir (100). Dis pulpasi, diger organlara
gore ¢cok daha yiiksek RNA stabilitesine sahip olup, ge¢ PMI tayini i¢in kullanabilir

kabul edilmektedir (101).

Bir cesette RNA degradasyonunu etkileyen birgok faktér bulunmaktadir.
Bauer’in bu konudaki ¢alismalar1 RN A'nin postmortem stabilitesinin, doku tiiriine,
cevre sicakligina ve agonal faktorlere gore degistigini gostermektedir (102).
Vennemann ve Koppelkamm’m c¢alismalar1 ise, mMRNA degradasyonunun
postmortem donemde ¢evresel faktorlerden (gilines 15181, nem, yiiksek sicaklik) ve
Olim Oncesi parametrelerden (cinsiyet, 6liim yasi, ilaglar, terminal koma, hipoksi,

ates ve dehidratasyon) etkilenebilecegini gostermektedir (103).

PMI tayininde hedef RNA i¢gin mMRNA, rRNA, circRNA, snRNA, srRNA

ve miRNA gibi ¢ok sayida RNA tiirii test edilmektedir (16).

RNA degradasyonuna dayali PMI tayininde veri standardizasyonu igin en
iyl yontem, endojen referans genlerin analizidir; 6zellikle ¢esitli mRNA belirtegleri
(GAPDH, B-aktin, RPS-29 ve IL-1p dahil) biyokimyasal arastirmalarda endojen
kontrol icin uygun belirtegler olarak kabul edilir (104). Vennemann ve
Koppelkamm, bagka bir calismada 6liim sonrast insan doku orneklerinin (kalp,
iskelet kas1 ve beyin dokusu) gen ifadesi calismalarinda endojen kontrol gen olarak

uygun bulduklar1 on farkli gen transkriptini incelemislerdir (105). HMBS, UBC,
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SDHA ve CYCA gibi genler icin nispeten yiiksek transkript kararlihignin cesitli
parametrelere bagli oldugunu ve B-aktin veya 18S rRNA gibi yaygin olarak
kullanilan kontrol genlerinin postmortem orneklerde daha az kararli oldugunu ve
bu nedenle normalizasyon i¢in uygulanamaz hale geldigini bulmuslardir (105).
Aksine, Zhang ve arkadagslar1 U6, GAPDH ve 18S rRNA'nin kendi 6rnek setlerinde
uygun belirtegler oldugunu, B2M ve B-aktinin yalnizca kalp dokusunda giivenilir
i¢ kontroller oldugunu ve miRNA'larin endojen kontrol genleri i¢cin segilmemesi
gerektigini belirtmislerdir (106). Ancak, rutin kullanimlarina ragmen, bu belirtegler
zamanla, 6zellikle yiiksek 1silar gibi istikrarsiz ¢evre kosullarinda bozulduklari igin

PMI gostergesi olarak etkinliklerinin bir kismini kaybederler (107).

Daha sonra yapilan ¢aligmalar, diger endojen ve daha stabil RNA tiirlerini
(mikroRNA, snRNA ve circRNA) ve birden fazla RNA belirteci kullanma

prensibini benimsemektedir (98).

Ancak mevcut biyobelirtegler insanlarda PMI tayini i¢in tiim gereklilikleri
karsilamada hala yetersizdir ve PMI tayini i¢in daha hassas biyobelirteglere ihtiyag

vardir (98).

2.3.4.3. Sirkadiyen Ritim Kullanim

Kronobiyoloji, biyolojik zamani inceleyen genis bir aragtirma alanidir ve bu
alan, yliksek frekansli dongiiler (giin i¢inde farkli zaman dilimlerinde gerceklesen
hormon salgilar1), glinliik dongiiler (aktivite ve dinlenme dongiileri) ve aylik ya da
yillik dongiiler (bazi tiirlerdeki tireme dongiileri) gibi cesitli zamanlari

kapsamaktadir (108). Bu kronobiyoloji alanlar1 arasinda, sirkadiyen ritim giinliik
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dongiileri ifade etmektedir. Sirkadiyen ritim, bakterilerden bitkilere ve insanlara
kadar cesitli canli tiirlerinde gozlemlenen temel bir biyolojik fenomendir (109).
"Sirkadiyen" terimi, "yaklagik bir giin" anlamina gelen Latince "circa diem"
ifadesinden tiiremistir (110). Sirkadiyen saatlerin kesfi, Fransiz astronom Jean
Jacques Ortous de Malran'm giines 15181 yoklugunda mimoza bitkilerinin
yapraklarini giinliik olarak acip kapatmaya devam ettigini gézlemledigi 1729 yilina

dayanir (111).

Insanlar da diger canlilar gibi fizyolojik siireglerinde (viicut 1sis1, kan
basinci ve hormon salgilar1 gibi) ve davraniglarinda (yeme ve uyuma gibi) belirgin
bir sirkadiyen ritim sergilerler. Bu ritmi diizenleyen molekiiler mekanizma,
viicuttaki her hiicrede bulunan ve "sirkadiyen saat" ya da "hiicresel saat" olarak

adlandirilan bir sistem tarafindan kontrol edilir (16).

Memelilerde sirkadiyen saat, hipotalamusta bulunan SCN’ler tarafindan,
g6z araciligryla alinan 151k uyarilariyla kalibre edilir (112). Ana saat, viicutta yer
alan periferik hiicresel saatlerin isleyisini diizenler. Bu periferik saatler her organ

icin 6zellesmektedir (113).

Sirkadiyen saati diizenleyen molekiiler mekanizmalarin incelenmesi,
davranigsal dongiileri bozulmus Drosophila mutantlar1 {izerinde yapilan
arastirmalarla baslamistir (114). Bu galismalarda, biyolojik saatin diizenlenmesinde
rol oynayan bir gen grubu olan periyod geni ilk kez kesfedilmistir. BMAL1, Clock,
CK1 ¢, mPer ve mCry farelerde tanimlanan sirkadiyen saat genleridir (110).

Memelilerde sirkadiyen fizyoloji ve davranis onlarca yildir incelenmis olmasina
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ragmen, ilk sirkadiyen genler (Clock, Perl ve Per2) yakin tarihlerde kesfedilmis ve
sonrasinda memeliler {izerinde yapilan arastirmalarla birgok farkl sirkadiyen saat

geni daha kesfedilmistir (110, 115).

Sirkadiyen saati kontrol eden bircok genin ifade seviyeleri giin iginde
dalgalanma gdstermektedir. Ornegin, bu kontroliin ana bilesenlerinden ARNTL ya
da BMALL1 olarak da bilinen genin ifade seviyesi, insanlarda sabah 06:00'da en
diistik, aksam 06:00'da ise en yiiksektir. Buna karsin, ARNTL transkripsiyonunu
baskilayan NR1D1 ya da REV-ERB alfa olarak bilinen niikleer transkripsiyon
faktoriiniin ifade seviyesi, sabah 06:00 civarinda en yiiksek, aksam 06:00 civarinda
ise en dustiktiir. Bu iki genin ifade seviyeleri, bir saatin ibreleri gibi hareket eder ve
6lim aninda bu ifadelerin durduguna inanilmaktadir. Bu nedenle, 6liim zamanini
tayin etmek amaciyla ARNTL ve NR1D1 genlerinin organlardaki postmortem ifade

seviyeleri incelenerek bir tahminde bulunulabilmektedir (116).

Bu genlerin birbirlerine oranlar1 incelendiginde, NR1D1/BMAL1 orani
sabah saatlerinde meydana gelen 6liimlerde daha yiiksek iken BMAL1/NR1D1

oran: aksam saatlerinde meydana gelen 6liimlerde daha yiiksektir (117).

Bugiine kadar, PMI tayini i¢in kullanilan yontemlerin ¢ogu 6liimden bu
yana gegen zamani tahmin etmekte iken, sirkadiyen ritim kullanilarak yapilan
caligmalarda dliimden bu yana gegen zaman degil 6lim zamani tahmin edilmekte
ve bu yontem kullanilarak Oliimiin sabah mi1 yoksa aksam mi gerceklestigi

belirlenebilmektedir (117).
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Sirkadiyen ritim kullanilarak cinsiyet, yas, 6lim nedeni ve PMI gibi
faktorlerden bagimsiz olarak sabah ve aksam saatlerinde meydana gelen liimleri

tahmin etmek miimkiindiir (117).

Ancak istisnai durumlar da dikkate alinmalidir. Vardiya usulii ¢alisan
Kisilerde gen ifadelerinin degistigi (118), tip 2 diyabetli hastalarda sirkadiyen saat
genlerinin ifadesinin zayifladigi (119), Alzheimer hastaligi olanlarda pineal bezde
sirkadiyen saat genlerinin ifadesinin bozuldugu (120) ve major depresyon
bozuklugu olan hastalarm beyinlerinde gen ekspresyonunun sirkadiyen deseninin
bozuldugu (121) bildirilmektedir. Sirkadiyen saat genlerinin ifadesi bireysel
faktorlerden yliksek oranda etkilenebileceginden, 6len kisinin yasam tarzi ve kronik

hastaliklar1 dikkate alinmalidir.

Sirkadiyen ritmin ifadesi yalnizca sirkadiyen saat genlerine bagli degildir.
Sirkadiyen saat genleri tarafindan diizenlenen pek ¢ok gen, sirkadiyen dongiilere
uygun bir sekilde ifade gosterir. Melatonin, bu durumu en iyi a¢iklayan 6rneklerden
biridir. PMI, o6len kisinin epifiz bezinde, plazmasinda ve idrarinda bulunan
melatonin  seviyeleri  radioimmunoassay  teknigiyle Olglilerek  tahmin

edilebilmektedir (122).

Genom genelindeki biitiinsel ¢aligmalar, fare karacigerindeki bircok mRNA
ve miRNA'nin sirkadiyen salinim sergiledigini gostermistir (123). miRNA'larin,
mRNA'lardan daha iyi postmortem stabiliteye sahip oldugu bilinmektedir (124).
Bir hedef transkriptin sirkadiyen birikimine katkida bulunmak i¢in miRNA'nin

kendisinin sirkadiyen olmas1 gerekmemektedir (124). Vitrz hiimérde miR-106b
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ve miR-96 diizeyleri giindiiz 6liimlerinde gece liimlerine gore daha yiiksek, kanda
ise miR-142-5p ve miR-219 diizeyleri giindiiz 6liimlerinde gece dlimlerine gore
daha yiiksek bulunmaktadir (125). Bu sonuglar miRNA’nin giindiiz ve gece

arasinda farkl sekilde ifade edildigini dogrulamaktadir.

Sirkadiyen ritme dayali yontemler, PMI tayini i¢in kullanilabilecegi gibi,
diger PMI tayini yontemleriyle birlestirilerek spesifik bir 6liim tarihi ve 6lim

saatinin tahmin edilebilecegi diistiniilmektedir.
2.4. Postmortem interval Tayininin Adli Tiptaki Onemi

PMI tayini, Adli Tipta 6liim sonras1 gecen zamanin belirlenmesidir. Oliim
zamanimi belirlemek medeni hukuk ve ceza hukuku sorusturmalar1 i¢in 6nemlidir
(126). Ceza sorusturmalarinda 6liim zamanini bilmek esastir. Cinayet davalarinda
Olim zamani, arastirmacilarm siiphelilerden bazilarini elemesine ve dolayisiyla

digerlerine odaklanmasina yardimci olarak sorusturma siirecini hizlandirir (126).

Olim zamanmm dogru tahmini, adli arastirmacilar tarafindan
gerceklestirilen en 6nemli ve en karmasik gdrev olarak kabul edilir (127). Oliim
zamanini dogru belirleyen bir yontem arzu edilmekle birlikte mevcut yontemler

degisken sonuglar vermektedir (128).
2.5. miRNA’nmin Tanim

MIRNA’lar, yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda, tek sarmalli, kodlamayan,
kiicik RNA molekiilleridir (129). Lee ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda
tanimlanan miRNA’lar, gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel regiilasyonunda

onemli islevler istlendikleri i¢in molekiiler biyoloji ve genetik alaninda devrim
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niteliginde bir kesif olarak kabul edilmektedir (130). Lee ve arkadaslari C.
elegans'taki lin-4 adi verilen kisa bir RNA’nin protein kodlamadigini ancak lin-14
mRNA'sina antisens baglanarak bagka bir gen olan lin-14 tarafindan kodlanan
proteinin ifadesini engelledigini kesfetmistir (130). Gliniimiizde lin-4'in miRNA
ad1 verilen ve cesitli diger proteinlerin ifadesini benzer sekilde diizenleyen ¢ok
sayida miRNA'nin ilk 6rnegi oldugu bilinmektedir (131). [Ik mikroRNA'nin (lin-4)
1993'te kesfedilmesinden bu yana, insan genomunda yaklagik 2000 mikroRNA

tanimlanmistir ve genlerin >%60'm1 diizenledigi tahmin edilmektedir (132).

MiRNA dizi verileri ve hedef tahmini i¢in ¢evrimi¢i bir havuz olan
miRBase'de tanimlanan isimlendirme sistemi su sekildedir; miRNA'lar, miR veya
let gibi ti¢ harfli bir kisaltma ve ardindan bir say1 (6rnegin, miR-1) ile tanimlanir.
Eger bir miRNA birden fazla gen tarafindan ifade ediliyorsa, buna karsilik gelen
bir sayisal ek eklenir, 6rnegin miR-1-1 ve miR-1-2 gibi. Homolog miRNA'lar ise
ortak bir sayisal ek ve ardindan farkli bir harf ile tanimlanir (6rnegin, Let-7a, Let-
7b, Let-7¢c, vb.). Bazi durumlarda, ayni stemloop prekiirsériinden iki olgun miRNA
islenir, 5" kolundan serbest kalan i¢in 5p ve 3’ kolundan serbest kalan igin 3p ekleri

eklenir (6rnegin, miR-199a-5p ve miR-199a-3p) (133).
2.6. mMiRNA’nin Biyolojik Islevi

mMiRNA'lar, genetik materyalin dogrudan kontrolii yerine, gen
ekspresyonunu diizenleyerek hiicresel fonksiyonlar1 denetler. Bu islev,
miRNA’larin genetik mekanizmalardaki roliiniin anlasilmasi a¢isindan 6nemlidir.

MiRNA’lar, gen ifadesini transkripsiyon sonrasi diizeyde negatif olarak diizenleyen
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kiigik kodlamayan RNA'lardir (129). miRNA’lar, mRNA molekiillerine
baglanarak onlarin translasyonunu baskilamaya neden olmak i¢in hedef mRNA’nin

3' cevrilmemis bolgesine (3'UTR) baglanirlar (134).

MiRNA'lar embriyogenez, organ gelisimi, ¢cogalma, hiicresel farklilagsma,
apoptoz, metabolizma ve homeostaz gibi ¢esitli biyolojik siireclerde temel rol
oynarlar (135). miRNA'larin hem fizyolojik siireglerde hem de patolojik durumlarin
diizenlenmesinde etkileri bulunmaktadir (136). Birgok arastirma, miRNA’larin
onkogenler ve tiimor baskilayici genler tizerinde 6nemli etkileri oldugunu ortaya
koymustur, bu da miRNA’lar1 kanser gibi hastaliklarin gelisiminde etkili bir

molekiiler ara¢ yapar (137).

Ayrica, miRNA'lar kararliliklari, invaziv olmayan yontemlerle kolayca elde
edilebilmeleri, hastaliklarm erken evrelerinde tespit edilebilmeleri, belli dokulara
O0zgii olmalar1 gibi Ozellikleri nedeniyle biyobelirteg¢ olarak kullanilmaya

uygundurlar (135).

2.7. mMiRNA’nin Adli Tipta Kullanim

2.7.1. Yara Yas1 Tayini

Adli uygulamalarda yara yasmin saptanmasi 6lim nedeni ve yaralar
arasidaki iligkinin agiklanmasi, 6liim orijinin belirlenmesi, antemortem yaralar ile
postmortem yaralarin ayit edilmesi, birden fazla yaralanmanin mevcut oldugu

durumlarda yaralarmn sirasmm belirlenmesinde biiyiik faydalar saglar (138).

Yara yas1 tayininde makroskopik analiz (139), histolojik degerlendirme

(140), immiinhistokimyasal yontemler (141), histamin seviyesi (142), PCR ile
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inflamatuvar sitokinlerin ve yara iyilesmesi faktorlerinin mRNA seviyelerinin
tespiti (138) gibi bir¢ok yontem kullanilmis olmakla birlikte, tek bir parametrenin
yeterli olmadigi, bu parametrelerin birlestirilmesinin hata oranini azaltacagi

bilinmektedir (143).

Bu nedenle, son yillarda yara yasi tahmininde miRNA'larin kullanimiyla
ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Ciinkii miRNA'lar inflamasyon ve remodeling gibi
yara iyilesme fizyolojisinde ¢esitli asamalarda rol oynamaktadir (144). Yara
iyilesme siirecinin  diizenlenmesinde belirli miRNA’larin  rol oynadigi
gosterildikten sonra yapilan ¢alismalarda miRNA’lar olasi biyobelirtegler olarak

kullanilmaktadirlar (145).

Ornegin, miR-130a, miR-132, miR-155, miR-198, miR-21, miR-31 ve miR-
378a, miR-155 cilt onarmmu sirasinda inflamatuar yanit1 kontrol etmede énemli bir
rol Gistlenirler; farelerde miR-155'in genetik olarak silinmesi, yarali dokuda yiiksek
sayida makrofaj ve tip-1 kolajen birikiminin artmasiyla iligkili olarak hizlanmis
iyilesmeye yol acar (146). TGF-B ile indiiklenebilir miR-132 insan derisinde
inflamasyondan proliferatif faza gecis sirasinda gen aktivasyonunu artirmaktadir
(147). Buna karsilik, miR-378a remodelling fazin1 olumsuz yonde etkileyerek, 3
integrin ve vimentin akspresyonunu azaltarak fare deri yaralarinin iyilesmesini

geciktirmektedir (148).

Adli Tipta yara yas1 tayininde, yaralarin etrafindaki deri, iskelet kast ve

beyin dokusu en ¢ok incelenen dokulardir (149).
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Albino ratlar iizerinde yapilan hayvan c¢alismasinda, kesi yarasi
olusturulduktan sonra, yara kenarlarinin artan postmortem siirecle birlikte ilerleyici
morfolojik degisiklikler gdsterdigi, inflamatuar fazin hemen sonra ortaya ¢iktigi,
bu donemden sonra, dejeneratif degisikliklerin basladigi, RT-PCR ile tespit edilen
MRNA-205 ve mRNA-21 ifadelerinin, yara olusumundan 24 saat sonra Onemli
Olciide arttig1, ardindan artan postmortem siirecle anlamli olarak distiigi

gosterilmistir (150).

Yapilan otopsi ¢alismasinda, asiya bagli 6liim olgularmm telem dokular1
iizerinden alman deri 6rneklerinde kontrol deri drneklerine gore miR-146a-5p,
miR125a-5p, mMIiR125b-5p, miR21 ekspresyonunun arttigi, miR155-5p ve
mMiR146b-5p ekspresyonunun ise azaldiginin gosterilmesi, asmm canli as1 olup

olmadiginin degerlendirilmesinde 6nemlidir (151).

2.7.2. Viicut Sivilarinin Ayrim

Viicut sivilari, herhangi bir sugta en sik karsilasilan kanit tiirlerinden biridir
ve genellikle bir kiginin kimligini belirlemek i¢in kullanilirlar. Su¢ mahallinden
elde edilen biyolojik materyalin tespiti, sugun ¢oziilmesinde vazgecilmez bir
aractir. Belirli bir viicut sivisinin varliginin belirlenmesi ve ardindan kan, semen,
tiikiirtik, idrar vb. gibi sivi tiirliniin tanimlanmasi sugun niteligini belirlemede

faydalidir (145).

Viicut sivis1 tanimlamasi (BFID), kurban ve fail hakkinda degerli bilgiler
sagladig1 i¢in adli sorusturmalarin 6nemli bir asamasidir. Bunlar kan, semen,

vajinal s1v1, tiikiiriik gibi sivilar olup, cinayet, cinsel saldiri, hirsizlik gibi suglarda
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siklikla karsilasilmaktadir. Bu siireg, sugun niteliginin belirlenmesine, siiphelinin
su¢ mahallinde bulunup bulunmadiginin tespitine, olaya karisan kisi sayisinin

saptanmasina ve bir bireyin kimliginin belirlenmesine yardime1 olur (152).

Olay yerinden elde edilen viicut sivilarinin tanimlanmasi i¢in, kimyasal
reaksiyon analizleri, enzimatik ve immiinolojik analizler, spektroskopik yontemler
ve mikroskopi gibi ¢cok sayida analitik yontem gelistirilmistir ancak bu yontemler
orneklerin tahrip olmasi, zahmetli olmalari, ayrica duyarhilik ve 6zgiilliiklerinin

kararsiz olmasi gibi kisitliliklar igerirler (153).

mMiRNA, yiiksek ekspresyonu, stabilitesi ve dokuya 6zgii olmasi nedeniyle
viicut stvilarmin tanimlamasi i¢in en umut verici biyobelirteglerdendir (154). Viicut
stvilarmin tanimlamasinda miRNA kullanimmin 6nemli avantajlarindan biri, tek
bir numuneden hem miRNA belirtecleri ile viicut sivilarinin tanimlanmasi hem de
buna paralel olarak STR analizi yapilabilmesi ve her ikisinden de basarili sonuglar

alinmasidir (155).

Yeni Nesil Dizileme (NGS) kullanilarak viicut sivilarinin mikroRNA
desenleri araciligiyla tanimlanmasi i¢in gii¢lii bir teknik gelistirilmistir. NGS, bir
ornekteki yiizlerce miRNA'y1 ayn1 anda analiz etmeyi miimkiin kilar ve sivinin
kokenine iligkin ayrintili bir genetik parmak izi olusturur. Bu teknoloji, viicut sivisi
tanimlamasmin dogrulugunu ve giivenilirligini, oOzellikle daha geleneksel

yontemlerin yetersiz oldugu durumlarda 6nemli 6l¢iide iyilestirir (156).

Cok sayida calisma, bazi miRNA'larin dokuya 6zgii bir sekilde ifade

edildigini gostererek bir viicut sivisna O6zgii bir veya birden fazla miRNA
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tanimlamay1 amaglar. Ancak ¢cogu miRNA, 6zgiilliik acisindan bu gereklilikleri
kargilamaz, bu nedenle belirli bir viicut sivisinda daha yiiksek yogunlukta bulunan
ancak diger viicut sivilarinda daha diisiik yogunlukta bulunan miRNA'lar aday

olarak secilir (145).

Viicut stvilarinin tanimlanmasinda miRNA kullanimini degerlendirmek i¢in
Hanson tarafindan 2009 yilinda raporlanan ilk arastrmadan glinlimiize kadar
yapilan ¢aligmalar incelendiginde; miR-451a'nin kan tanimlamasi i¢in giiglii bir
aday biyobelirte¢ oldugu ve kani diger viicut sivilarindan ayirt edebildigi, ayrica
miR-144-3p ve miR-16"nin vendz kani diger viicut sivilarindan ayirmak i¢in yararh
bulundugu, miR-214-3p ve miR-412’nin menstruasyon kaninda diger viicut
sivilarma kiyasla daha yiiksek ifade seviyeleri gosterdigi igin menstruasyon kani
i¢in aday belirteg olarak onerildigi, miR-203a ve miR-205-5p’nin tiikiiriik i¢in aday
belirtegler olarak 6ne ¢iktigi, miR-891a, miR-10b, miR-888 ve 6zellikle epididim
dokusuna 6zgii miR-891a’nin semen igin spesifik belirtecler olarak dogrulandigi,
mMiR-203a’nin vajinal salginin tanimlanmasi i¢in 6nerildigi ifade edilmektedir (145,

157).

2.7.3. PMI Tayini

Bilim insanlar1 geleneksel yontemlerin sinirlamalarindan etkilenmeyen yeni
araglar belirlemeye ¢alismaktadirlar (158). PMI'nin dogru tayin edilebilmesi i¢in
olimden sonra zaman i¢inde sabit bir degisim gosteren bir parametre gerekmektedir
(100). Bu tanim, postmortem niikleik asitlerin degradasyonu ile uyumludur (100).

Molekiiler biyolojideki ilerlemeler, PMI tayininin dogrulugunu artirmak igin
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protein, DNA ve RNA'daki zaman igindeki degisiklikleri aragtirmayir miimkiin
kilmistir  (159). RT-gPCR, biyomolekiiler alanda ara¢ ve tekniklerin
gelistirilmesine olanak tanimis ve rRNA, mRNA ve miRNA gibi niikleik asit
formlarin1 incelemeyi saglamistir (83). Bu baglamda, miRNA'lar ozellikle
kararhiliklar1 ve belirgin degradasyon paternleri nedeniyle PMI tayini i¢in degerli

biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmaktadir (129).

Ancak, doku oOrneklemesi gibi gercek RNA konsantrasyonlarmi
etkileyebilecek ve gen ifadesinde degisikliklere ve ardindan yanhs veri
yorumlamasma neden olabilecek bazi kosullarin oldugu bilinmektedir (160).
Bundan dolay1, uygun veri standardizasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir (161). RNA
degradasyonu iizerine arastirma yiritiilirken normalizasyon saglamak igin
referans genler kullanilmahidir (161). Referans genler, hedef genlerin dizilerinden
farklilik gosteren internal reaksiyon kontrolleridir. Glivenilir bir referans olarak
kabul edilebilmek i¢in bir genin karsilamasi gereken Kriterlerden en 6nemlisi, deney
ortaminda stabil kalmasidir (162). Su anda, GAPDH ve B-aktin yaygm olarak
kullanilmakta ve endojen referans genler olarak onerilmektedir (98). Ancak B-aktin
ve GAPDH gibi bazi mRNA'lar veri standardizasyonu i¢in en iyi belirtegler
arasinda kabul edilseler de, bu genlerin nispeten dar zaman dilimlerinde bozulma
egiliminde oldugu ve bu durumun onlarin PMI gostergesi olarak giivenilirligini
azalttig1 bilinmektedir (163). B-aktin ve GAPDH diginda 18S rRNA, 5S rRNA, U6

SnRNA, RPS29, Let-7a da referans genler olarak kullanilmaktadirlar (145).

Bazi miRNA'larin 6liimle birlikte ekspresyon seviyeleri diiserken, bazi

miRNA'larin ekspresyon seviyeleri 6liimden bir siire sonrasina kadar stabil kalir
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(164). Bu ozellikleri nedeniyle miRNA’lar hem PMI tayininde hem de
normalizasyon i¢in internal kontrol belirtecleri olarak kullanilmaktadirlar (158).
Ozellikle miR-133a, miR-125b ve miR-1, tutarh degradasyon oranlar1 gosterdikleri
ve bu sayede veri normalizasyonu saglamada uygun olduklari igin giivenilir

referans genleri olarak tanimlanmaktadirlar (158).

Normalizasyon hatalarin1 azaltmak amaciyla, geNorm ve Normfinder
algoritmalari, her dokuya 6zgii bir referans gen listesi olusturur ve PMI tayininin
dogrulugunu artirmak i¢in bu referans genler kullanilir (98). PMI boyunca stabil
ekspresyona sahip miR-122, miR-133a ve miR-1 kalpte referans genler olarak

kullanilmaktadir (159).

Doku tiirii, ¢cevresel kosullar (yliksek sicakliklar) veya ciiriime gibi faktorler
miRNA'larm stabilitesini etkiler. RNA’nin 6liim sonrasi stabilitesi beyin, kalp ve
iskelet kas1 dokusunda yiiksekken, riboniikleaz agisindan zengin organlar olan
pankreas ve karaciger dokusunda diisiiktiir (102). MiRNA'larin stabilitesi de analiz
edildigi dokuya bagli olarak degismektedir, bazi miRNA'lar uzun siireler boyunca
ve farkli dokularda stabil kalirken, digerleri daha hizli bozulur, bu nedenle hedef
dokuya gore dogru miRNA hedefi segmek gerekmektedir (164). PMI tayininde
miRNA kullanan ¢alismalarda karaciger, iskelet kasi, kan, kemik, kalp, deri,
tiikkiirtik, semen, beyin, akciger, vitroz hiimér, lenf ve bobrek dokular1 kullanilmistir
(164). Mevcut literatiirde kalp, beyin ve iskelet kasi dokularinmn bu g¢aligmalari

gerceklestirmek i¢in en iyi dokular oldugu sonucuna varilmistir (158).
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Doku orneklerinin farkli sicakliklarda depolanmasi da ifade seviyesini
etkilemektedir. Bu nedenle bir¢cok calisma 6liim sonrasi cesetleri ya da dokular1

farkli sicaklik kosullarinda bekleterek birbiriyle kiyaslamaktadir (164).

MiRNA'larin ifadesini degistirebilen bir diger faktor 6liim nedenidir (165).
Ozellikle mekanik asfiksi nedeniyle meydana gelen Oliimlerde; miR-3185,
hipoksiye bagl faktorlerin (HIF'ler) veya diger hipoksi ile iliskili genlerin ifadesini
diizenler, anjiyogenez, metabolizma ve hiicre sag kaliminda rol oynayan proteinleri
kodlayan mRNA'larin stabilitesini ve translasyonunu etkiler, bu nedenle asfiksi
Olimlerinde RNA upregiilasyonu goriiliirken, diger nedenlerle gerceklesen

oliimlerde RNA downregiilasyonu goriilmektedir (165).

Literatiirdeki sinirli sayida arastirmadan elde edilen timit verici sonuglar,
miRNA'larm PMI tayininde potansiyel bir ara¢ olarak umut verici oldugunu
gostermektedir. Sonu¢ olarak miRNA'lar ve mRNA'lar gibi farkli RNA'larin
davranig Dbilgilerini birlestiren ¢ok parametreli matematiksel modellerin

gelistirilmesi 6nemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan
desteklenen TTU-2024-9269 kodlu bu ¢alisma, 03.08.2023 tarih ve G.U.ET-23.075
kod numarali Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onaymi
almistir. Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirma Merkezi'nde (GUDAM) ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilirken, Gazi
Universitesi Etik Kurulu Yénergesi’nin 13. maddesinde belirtilen “etik kurallara

uygunluk esas1” kararma uyulmustur.
3.1. Kullanilan Hayvan, Arag¢ ve Gereg¢ler
3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada, GUDAM’dan saglanan 250-300 gram agirhgindaki Wistar

cinsi, albino, erkek ratlar kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Laboratuvar Gerecleri
-Sogutmali masa Ustii santriftij (Hettich, Mikro 22R)
-Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)
-Otomatik 1s1 dongii cihazi (Eppendorf, Master Cycler Ep Gradient)
-Gergek zamanli PCR cihazi (Roche, LC 480)
-S1v1 Azot Tanki (GT21)

-Vortex (REAMIX, 2789)
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-Kuru sitict blok (BIOSAN, TDB-120)

-TMA 2071 marka siticili manyetik karistirict

-Derin dondurucu, -80°C (SANYO)

-Derin dondurucu, -30°C (SANYO)

-Buzdolab1 (Argelik)

-Mikrobiyoloji Giivenlik Kabini (CLANLAF VFRS 1206)

-10 uL steril pipet ucu

-100 uL steril pipet ucu

-1000 uL steril pipet ucu

-Steril enjektor (1 cc)

-Steril enjektor (5 mL)

-1,5 mI’lik ependorf tiipler

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

-Ketamin hidroklorir

-Xylasin hidrokloriir

-Reaksiyon Tamponu (Tris-HCI, MgCl,, CaCL, KCI veya NaCl, DTT

(Ditiotreitol), ANTP karisimi, RNaz inhibitorii)

-MicroScript microRNA enzim mix (Reverse Transkriptaz, Poly(A)

Polymerase, RNaz inhibitorii, DTT, Stabilizatorler ve tamponlayicilar)
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-Niikleaz free distile su
-Serum fizyolojik
-Steril dH.0

- Master miks (Reverse Transkriptaz Enzimi, ANTP Karisimi (dATP, dTTP,

dGTP, dCTP), RNaz inhibit6rii, DTT, Primerler)
- Primer F
- Primer R

3.1.4. Kullamilan Kitler
-miRNA primer
-Animal Tissue RNA Izolasyon Kiti
-microScript microRNA cDNA Sentez Kiti
-Faststart Essential DNA Green Master
-Lightcycler 480 Multiwell Tiip 96 well

3.2. Yontemler

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Her birinde GUDAM’dan temin edilen 6 adet erkek Wistar albino rat

bulunan 5 grup olusturulmustur.
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Tim ratlara intrakardiyak kan alinmasi yoOntemi ile Otenazileri
gerceklestirilmeden 6nce 50 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazine intramuskuler (IM)

enjeksiyonu uygulanmistir.

Deney 24 saatlik bir donem i¢in planlanmustir.

3.2.2. Deney Gruplan

3.22.1.Grup 1

Kontrol grubu olarak segilerek, anestezi i¢cin intramuskuler 50 mg/kg
ketamin + 5 mg/kg xylazine enjeksiyonunu takiben intrakardiyak kan alimasi
yontemi ile Otenazileri gergeklestirildikten sonra 0. saatte kalp dokusu Ornekleri
almip molekiiler biyolojik incelemeler icin Tibbi Biyoloji Laboratuvari’na

gonderilmistir (Resim 1).

3.2.2.2. Grup 2

Anestezi i¢in intramuskuler 50 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazine
enjeksiyonunu takiben intrakardiyak kan alinmasi yontemi ile Otenazileri
gergeklestirildikten sonra postmortem 3. saatte kalp dokusu oOrnekleri almip
molekiiler biyolojik incelemeler i¢in T1bbi Biyoloji Laboratuvari’na gonderilmistir

(Resim 1). (Toplam 6 rat)

3.2.2.3. Grup 3

Anestezi igin intramuskuler 50 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazine
enjeksiyonunu takiben intrakardiyak kan almmasi yOntemi ile Otenazileri

gerceklestirildikten sonra postmortem 6. saatte kalp dokusu ornekleri alinip
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molekiiler biyolojik incelemeler i¢in T1bbi Biyoloji Laboratuvari’na gonderilmistir

(Resim 1). (Toplam 6 rat)

3.2.2.4.Grup 4

Anestezi i¢in intramuskuler 50 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazine
enjeksiyonunu takiben intrakardiyak kan alinmasi yontemi ile Otenazileri
gerceklestirildikten sonra postmortem 12. saatte kalp dokusu Ornekleri alinip
molekiiler biyolojik incelemeler i¢in Tibbi Biyoloji Laboratuvari’na géonderilmistir

(Resim 1). (Toplam 6 rat)

3.2.25.Grup 5

Anestezi i¢in intramuskuler 50 mg/kg ketamin + 5 mg/kg xylazine
enjeksiyonunu takiben intrakardiyak kan alinmasi yontemi ile Otenazileri
gerceklestirildikten sonra postmortem 24. saatte kalp dokusu oOrnekleri alinip
molekiiler biyolojik incelemeler i¢cin T1ibbi Biyoloji Laboratuvari’na gonderilmistir

(Resim 2). (Toplam 6 rat)
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Resim 1. Deney hayvanlari gruplar1 (Grup 1, Grup 2, Grup 3, Grup 4)

\

Resim 2. Deney hayvanlar1 gruplar1 (Grup 5)
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3.2.3. Rat Kalp Dokusundan miRNA izolasyonu

Doku 6rneklerinden miRNA izolasyon kiti (Norgen, Canada) kullanilarak

yapilan miRNA izolasyonunun iglem basamaklar1 asagidaki sekildedir:

1- Dondurulmus dokudan 30 mg kadar doku alinarak, {izerine sivi nitrojen

dokildu ve doku havanda ezildi.

2- Nitrojen buharlastiktan sonra tizerine 300 pl Buffer RL eklendi ve

homojenize edildi.
3- Homojenize edilen lizat, pipetle eppendorf tiipe alindi.

4- Ardindan 600 pul RNase-Free Water lizatin lizerine eklenerek 10 saniye

vortekslendi.
5- 20ul Proteinase K eklendi ve 55 °C’ta 15 dakika bekletildi.
6- 14.000 x g’de 1 dakika santrifiijlenerek hiicre artiklar1 ¢oktiiriildii.

7- Dibe temas etmeden, sadece berrak sivi kisim olan siipernatan ¢ekilerek
RNase-free bir eppendorfa alindi. Uzerine 450ul %96-100 etil alkol
eklenir ve karisana kadar vortekslendi. Spin kolonlar toplama tiiplerine

yerlestirildi.

8- Lizat spin kolona tek seferde 650 pl’den fazla olmamak kaydiyla
yiklendi. 3.500 x g’de 1 dakika santrifiijlenerek toplama tiipiinde

toplanan kisim atildi.
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9- 400 ul Wash Buffer A kolona eklendi ve 14,000 x g’de 1 dakika

santrifiijlenerek toplama tiiplinde toplanan siv1 atildi.

10- ikinci kez 400 pl Wash Buffer A eklenip, 14,000 x g’de santrifiij

yapilarak kolon yikandu.

11- Sonraki asamada kolondaki alkolii ugurabilmek i¢in 2 dakika boyunca

14,000 x g’de santrifiij yapild1 ve toplama tiiplinde biriken siv1 atildi.

12- Kolon RNase’siz bir tiipiin iizerine yerlestirilerek, 50 pl Elution

Solution A kolona eklendi.

13- 200 x g’de 2 dakika ve hemen ardindan 14,000 x g’de 1 dakika santrifiij

yapild.
14- Tiipte toplanan kisim olan RNA -20°C’de saklandi.
3.2.4. Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Yontemi

Elde edilen her bir miRNA i¢in spesifik “stem-loop primer” dizayn edilip
cDNA sentezinde bu primerler kullanilarak ¢cDNA sentez kiti ile total RNA’dan
cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve

miktarlar1 Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Hacim
Reaksiyon Tamponu (2X) 10 pl
MicroScript microRNA enzim mix 1 ul
Niikleaz free distile su 7 ul
Total RNA 2 ul

57



Hedef miRNA'lar i¢in Qiagen miScript Reverse Transcription (RT) Kit 11
(Hilden, Almanya) Kiti kullanilarak, ters transkripsiyon PCR gergeklestirildi.
Calisilmas1 hedeflenen miRNA genlerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in
RNA’nin miktari 20 pl hacim igerisinde 200 ng/ul olacak sekilde ayarlanarak RNA
ornekleri ile karisima RNaz igermeyen su, revers transkriptaz enzimi, enzim
tamponu ve niikleik asit karigimi eklenerek Tablo 2’de belirtilen programdaki

tepkime kosullarina gére RT-PCR yapildi.

Tablo 2. Otomatik 1s1 déngiisii cihazinda uygulanan program

Islem Sicaklik Zaman
Primer Baglanmasi 37°C 30 dk
Ters Transkripsiyon 50°C 30 dk
Inaktivasyon 70°C 15 dk

Ardmdan cDNA miktarlar1 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanip, kantitatif Real
Time PCR (gPCR) i¢in kullanima hazir hale getirildi. Reaksiyon sonucunda elde
edilen c¢DNA’lar, cDNA’larin kullanim Omriinii uzatmak i¢in QPCR’da

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.5. Kantitatif Real Time PCR Yontemi

Gen ekspresyonunun kantitatif analizi icin qPCR yapildi. Tablo 3’te ifade
edilen miRNA genlerine 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak ilgilenilen bolge
LightCycler480 cihazinda ¢ogaltildi. qPCR i¢in tepkime bilesenleri Qiagen
miScript SYBR Green PCR kiti kullanilarak hazirlandi. Toplam 20 pl reaksiyon
hacmi igerisinde, cDNA, bolgeye 6zgili primerler ve Master miks kullanilarak

amplifikasyon gergeklestirilmistir (Tablo 4).
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Tablo 3. Gene 6zgii qPCR primer dizileri

Gen Forward primer (5°- 3°) Reverse primer (5°- 3”)

miR-1 5’-TGGAATGTAAAGAAGTGTGTAT-3’ 5’-TGGAATGTAAAGAAGTGTGTATTC-3”

miR-2 5’-CGGTATCATTTGGCTGTCT-3” 5’-GTGCAGGGTCCGAGT-3’

miR-9 5’-CGTTCGTCTCTTTGGTTATCTAGC-3’ 5’-AATGGTTGATCTGCTCTCTCTCTC-3’
miR-122 5’-ATCGACATCTGGAGTGTGACAATG-3’ 5’-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTC-3’
miR-125b 5’-GCGGCTCCCTGAGACCCTAAC-3’ 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’
miR-133a 5’-CTGCAGCTGGAGAGTGTGCG-3’ 5’-GTGCTCTGGAGGCTAGAGGT-3’
miR-143 5’-GCCGCTGAGATGAAGCACT-3’ 5’-AGTGCAGGGTCCGAGGTA-3’
miR-150 5’-CTCCCAACCCTTGTA-3’ 5’-GAACATGTCTGCGTATCTC-3’
miR-195 5’-GGGGTAGCAGCAGCACAGAAAT-3’ 5’-TCCAGTGCGTGTCGTGGA-3’
miR-206 5’-CCACCAGGACTGGAAGACTC-3’ 5’-CGCTGGAATGTAAGGAAGTGTG-3’
miR-208 5’-ATAAGACGAGCAAAAAGCTTGT-3’ 5’-GAATCGAGCACCAGTTACG-3’

U6 snRNA 5’-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3’

5’-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3’

Tablo 4. Real-time PCR tepkime karigimi

Hacim
dH.O 6 ul
Master miks 10 pl
Primer F 1 ul
Primer R 1 ul
cDNA 2l

miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-125b, miR-133a, miR-143, miR-150,

miR-195, miR-206, miR-208 ve U6 snRNA i¢in termal dongii kosullar1 Tablo 5°te

belirtilen programdaki tepkime kosullarma gére yapildi.

Tablo 5. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda uygulanan program

Islem Sicaklik Zaman Dongii Sayist
Enzim Aktivasyonu 95°C 10 dk 1 doéngii
Denatiirasyon 95°C 10 sn 40 dongii
Baglanma 55°C 12 sn 40 dongii
Uzama 72°C 20 sn 40 dongii
Melt Curve Baslatma 95°C 10 sn 1 dongi
Melt Curve — Hibritlesme 60°C 60 sn 1 dongii
Sogutma 37°C 30 sn 1 dongii
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Ekspresyon diizeyinin karsilagtirilmasi icin U6 small nuclear RNA (snRNA)
MRNA seviyeleri referans olarak almmistir. Sonuglar LightCycler480 cihazinda
mRNA seviyeleri ile karsilagtirilarak belirlenen genlere ait ifadelenme diizeyi
kantitatif olarak belirlenmistir. Sonuglar LightCycler480 cihazinda miRNA
seviyeleri ile karsilastirilarak belirlenen genlere ait ifadelenme diizeyi kantitatif
olarak belirlenmistir. miRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu snRNA U6 referans
olarak kullanilarak kontrol gurubuna gore normalize edilmistir. Relatif

kantifikasyon hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanilmistir.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen kalp dokusu 6rneklerinde gruplar arasinda ve kontrol grubunda
miRNA ifade diizeylerine ait veriler SPSS 24.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirilmistir. cDNA ekspresyon seviyelerindeki farkhiliklar “REST (2009
V2.0.13)” istatistik programu ile karsilastirilmistir. Siirekli verileri karsilagtirmak
icin Student's t testi kullanildi. P degerleri *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Postmortem interval gruplarindan miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-
125b, miR-133a, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208 genlerinin
ifade diizeylerine bakildiginda, 6liim sonrasi 3, 6, 12 ve 24 saat gruplarinda kontrol

grubuna kiyasla azalma goriilmiistiir.

Postmortem 3. saat grubunda tiim miRNA’larin ifade diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla azaldigi goriiliirken, miR-2, miR-9, miR-122, miR-125b, miR-
133a, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208 ifade diizeylerindeki
azalmanin anlaml olmadig (p>0.05), miR-1 ifade diizeylerindeki azalmanin ise

anlamli oldugu (p<0.05) goriilmiistiir.

Postmortem 6. saat grubunda tiim miRNA’larin ifade diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla azaldig1 goriilirken, miR-2, miR-9, miR-125b, miR-133a, miR-
143, miR-195 ve miR-208 ifade diizeylerindeki azalmanin anlamli olmadigi
(p>0.05), miR-1, miR-122, miR-150, miR-195 ve miR-206 ifade diizeyleindeki

azalmanin ise anlamli oldugu (p<0.05) goériilmiistiir.

Postmortem 12. ve 24. saat gruplarinda tiim miRNA’larm ifade diizeylerinin
kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriilirken, miR-2, miR-9 ve miR-133a ifade
diizeylerindeki azalmanin anlamli olmadigi (p>0.05), miR-1, miR-122, miR-125b,
miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208 ifade diizeylerindeki azalmanin

ise anlamli oldugu (p<0.05) goriilmiistiir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol ve postmortem interval (3, 6, 12 ve 24 saat) gruplarinda ilgili miRNA'larm bagil
ifade diizeyleri (Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Gosterilen
sonuglar ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. qPCR ile saptanan secili miRNA'larin ifade
diizeyleri RNU6B'ye gore normalize edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildigida *p<
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001. gPCR, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu; RNU6B, U6
small nuclear )

Postmortem interval gruplarindan miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-
125b, miR-133a, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208 genlerinin
ifade diizeylerine bakildiginda, 6liim sonras1 6, 12 ve 24. saat gruplarinda, 6lim

sonrasi 3. saat grubuna kiyasla azalma goriilmiuistiir.

Postmortem 6. ve 12. saat gruplarinda tiim miRNA’larin ifade diizeylerinin
Oliim sonras1 3. saat grubuna kiyasla azaldigi goriilirken, bu azalisin anlamh

olmadig1 (p>0.05) belirlenmistir.

Postmortem 24. saat grubunda tiim miRNA’larin ifade diizeylerinin 6liim
sonrasi 3. saat grubuna kiyasla azaldig1 goriilirken, miR-1, miR-2, miR-9, miR-

122, miR-133a, miR-143, ve miR-150 ifade diizeylerindeki azalmanin anlamli
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olmadigi (p>0.05), miR-125b, miR-195, miR-206 ve miR-208 ifade diizeylerindeki

azalmanm anlamli oldugu (p<0.05) goériilmiistiir. (Sekil 2).
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miR-1 miR-2 miR-9 miR-122 miR-125b miR-133a miR-143 miR-150 miR-195 miR-206 miR-208

Bagil ifade diizeyi

Sekil 2. Postmortem interval (3, 6, 12 ve 24 saat) gruplarinda ilgili miRNA’larm bagil ifade
diizeyleri ( Veriler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmistir. Gosterilen sonuglar
iic bagimsiz deneyi temsil etmektedir. qPCR ile saptanan se¢ili miRNA'larin ifade
diizeyleri RNU6B'ye gore normalize edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda *p<
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001. gPCR, kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu; RNU6B, U6
small nuclear )
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5. TARTISMA

Adli Tip uygulamalarinda PMI’'nin dogru bir sekilde belirlenmesi kritik
oneme sahiptir. Olim zamanini belirlemek medeni hukuk ve ceza hukuku
sorugturmalar1 agisindan degerlidir (126). Bu nedenle PMI’y1 belirlemek igin
giivenilir ve tekrarlanabilir yontemlere ihtiyag vardwr. PMI'nin dogru tayin
edilebilmesi i¢in 6liimden sonra zaman iginde sabit degisim gosteren bir parametre
gerekmekte olup, bu durum postmortem niikleik asit degradasyonu ile uyumludur
(100). miRNA'lar o&zellikle kararlhiliklari ve belirgin  degradasyon paterni
gostermeleri nedeniyle PMI tayini icin degerli biyobelirtegler olarak one
¢cikmaktadir (129). Bu literatiir bilgisi 1s1g¢inda, ¢alismamizda, kalp dokusunun
miRNA degradasyon modelini kullanarak PMI tayini i¢in standartlastirilmis bir

hayvan deneyi modeli olusturduk.

Hayvan deneyi modelleri, biiylik 6rneklem yapilmasina, daha fazla deney
grubu olusturulmasina, deney kosullarinin kontrol altinda tutulmasina, daha uzun
ve kesin PMI degerlendirmelerine ve yiiksek diizeyde standartlastirmaya olanak
sagladiklar1 igin avantajlidirlar. Ote yandan, hayvanlarda analiz edilen doku miktari
insanlara gore onemli 6l¢iide daha azdir. Ayrica, agoni, hipoksi veya koma gibi
Olim oncesi kosullar ve postmortem degisiklikler miRNA’lar1 dnemli olcilide
etkileyebilecek olmasina ragmen, soz konusu kosullar hayvan deney ortamlarinda
standardize edilebilmektedir (166). Lv ve arkadaslar1 PMI tayininde RNA
degradasyonunun kullanildigi hayvan modelleri iizerinde gelistirilen deneysel

verilerin insan ornekleri lizerinde dogrulandig: bir dizi ¢aligmada, hata paylari
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acisindan hayvan ve insan dokularinm birbirine yakin oldugunu belirtmislerdir

(159, 167).

Hayvan deneylerinde ¢esitli 6tenazi yontemleri kullanilmaktadir. CO:2
inhalasyonu ve ketamin/ksylazin infiizyonu, laboratuvar hayvanlarinin Gtenazisi
i¢in kullanilan en yaygimn yontemlerdir (168). Ancak, COz inhalasyonu ile ilgili etik
kaygilar dikkate alindiginda ¢alismamizda ketamin/ksylazin inflizyonu ile 6tenazi

yontemi tercih edilmistir (169).

miRNA’larn stabilitesi analiz edildigi dokuya bagh olarak degismektedir,
bazi miRNA’lar uzun siireler boyunca ve farkli dokularda stabil kalirken, digerleri
daha hizli degrade olabilmektedir. Bu nedenle hedef dokuya uygun miRNA’y1
seemek gerekmektedir (164). RNA’nin 6liim sonrasi stabilitesi beyin, kalp ve
iskelet kasi dokusunda yiiksekken, riboniikleaz agisindan zengin organlar olan
pankreas ve karaciger dokusunda diistiktiir (102). PMI tayininde miRNA kullanan
calismalarda karaciger, iskelet kasi, kan, kemik, kalp, deri, tiikiiriik, semen, beyin,
akciger, vitréz hiimor, lenf ve bobrek dokular1 kullanilmistir (164). Mevcut
literatiirde kalp, beyin ve iskelet kast dokularinin PMI analizi i¢in en iyi dokular
oldugu sonucuna varilmstir (158). Sampaio Silva’nin ¢alismasinda kalpten elde
edilen RNA, oliimden 11 saat sonrasinda bile 7'nin {izerindeki RQI degeriyle
gosterilmis olup, kalp dokusunun 6liimden sonra son derece stabil oldugu sonucuna
vartlmistir (100). Calismamizda kalp dokusu, stabilitesi ve ¢evresel faktorlerden

korunuyor olmasi nedeniyle tercih edilmistir.
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Molekiiler biyolojinin gelismesiyle birlikte, RT-qPCR yontemi hassasiyeti
ve Ozgilliigli sayesinde PMI arastirmalarinda yaygin olarak kullaniimaya
baslanmistir. Hiroshi Inoue’nun raporuna gore, RT-qPCR otopsi 6rneklerinden elde
edilen dokularda mRNA diizeyinin analizinde giivenilir bir yontemdir (99). Gen
ekspresyonunun nicel olarak 6l¢iilmesinde altin standart kabul edilir. Calismamizda
hedef mIRNA ekspresyonlarinin  degerlendirilmesinde qPCR  yontemi

kullanilmastir.

Molekiiler biyolojide, hedef genin diizeyi endojen referans olarak kullanilan
bir housekeeping gen ile normalize edilir (170). Normalizasyon, deneysel PMI
tayini icin RT-qPCR analizinin degerlendirilmesinde o6nemli bir adimdir.
Normalizasyonun amaci, biyolojik olarak anlamli degisiklikleri maskeleyebilen
veya oldugundan daha yiiksek ¢ikmasina neden olan veri varyasyonunu en aza
indirmek ve boylece Olglimlerin dogrulugunu artirmaktir(161). Housekeeping
genler tiim hiicrelerde stabil bir sekilde ifade edilir (171). Zhang ve arkadaslarinin
PMI tayininde 109 otopsi olgusunun kalp, beyin, bobrek ve deri doku 6rneklerinden
elde edilen RNA’lar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada, geleneksel olarak kullanilan
mRNA’lar (GAPDH, B-actin), 18S-rRNA ve U6 snRNA’nin insan kalp, beyin,
bobrek ve deri dokularinda giivenilir belirtecler olduklari, miRNA’larin (miR-1,
miR-9, miR-194-1 ve miR-203) endojen kontrol genleri olarak kullanilmasmin
uygun olmadigi belirtilmistir (106). U6 snRNA, miRNA ¢aligmalarinda siklikla
endojen kontrol geni olarak se¢ilmistir (172-175). U6 snRNA, kisa sa¢ tokasi
(hairpin) yapisinda olmasi ve pargalanmasini saglayacak niikleaz enzimlerinin

bulunmamas1 nedenleri ile son derece stabildir (176).
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Literatiirde yer alan ¢ok sayida ¢alismada, insan, fare ve rat modellerinden
elde edilen ¢esitli doku ve biyolojik sivilar kullanilarak PMI ile iligkili en uygun
hedef  biyobelirteglerin ~ tanimlanmasi  amaglamistr  (145).  Referans
biyobelirteglerin aksine, ideal bir hedef biyobelirtegin, iizerinde caligilan degiskene
kars1t duyarl bir ekspresyon degisimi gostermesi beklenir. Bu dogrultuda, PMI
tayini icin uygun bir hedef biyobelirteg, postmortem gecgen siireye bagl olarak
ekspresyon diizeyinde diizenli, istatistiksel olarak anlamli ve Olgiilebilir bir
degisiklik sergilemelidir. Hedef biyobelirtecte gdzlenen ekspresyon varyasyonunun
biliytikligli ve istatistiksel anlamlilig1 arttikca, s6z konusu biyobelirtegin PMI

tayininde kullanislihig1 ve giivenilirligi de o 6lglide artmaktadir (177).

Tez calismamizda, literatiirde kalp dokusu ile iligkili oldugu bildirilen,
25°C’lik oda sicakliginda, 24 saatlik PMI siiresince rat kalp dokusundan elde
edilen miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-125b, miR-133a, miR-143, miR-150,
miR-195, miR-206 ve miR-208’lerin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen
degisimler, U6 SnRNA endojen referans geni kullanilarak normalize edilmis ve
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Deneysel calisma kapsaminda laboratuvar
hayvanlar1 bes gruba ayrilmis; ilk grup kontrol grubu olarak belirlenmis ve 6lim
aninda (0. saat) kalp dokusu ornekleri alinmistir. Diger dort gruptan sirasiyla
postmortem 3, 6, 12 ve 24. saatlerde kalp dokusu ornekleri elde edilmistir. Elde
edilen 6rnekler, qPCR yontemi ile analiz edilerek, se¢ilen miRNA’larin zamana
bagli ekspresyon profilleri belirlenmistir. Analiz sonuglari, 6liim sonras1 gecen siire
arttikca incelenen tiim miRNA'larin ekspresyon seviyelerinde genel bir azalma

egilimi oldugunu gdstermektedir.
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Postmortem 3. saat grubunda, incelenen tiim miRNA'larin ekspresyon
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla azalma egilimi gdzlenmis, ancak yalnizca
miR-1'deki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Postmortem 6. saat grubunda, miR-1, miR-122, miR-150, miR-195 ve miR-206
ekspresyon diizeylerindeki azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmig (p<0,05), diger miRNA'larda gozlenen degisiklikler ise anlamlilik
diizeyine ulagsmamustir (p>0,05). 12. ve 24. saat gruplarinda ise miR-1, miR-122,
miR-125b, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208'in ekspresyon
diizeylerinde anlamli azalma tespit edilmistir (p<0,05). Buna karsin miR-2, miR-9
ve miR-133a'nin ekspresyon diizeylerinde azalma olmasina ragmen bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Calismamizin sonuglar1 postmortem 3. saatte mMIiR-1’in ekspresyon
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugunu géstermis olup, bu
durum miR-1’in postmortem biyolojik siireclere yiiksek duyarlilik gosterdigini,
postmortem 3. saate kadar olan PMI tayininde giivenilir bir biyobelirteg
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizin sonucu ile uyumlu olarak Zhao ve
arkadaglari, miR-1’in kardiyak doku biitiinliigii ile dogrudan iligkili oldugunu,
iskemi, hipoksi ve benzeri stres durumlarinda ekspresyon diizeyinin hizla azaldigini
(178), bu 6zellikleri nedeniyle miR-1'in, postmortem erken dénemde PMI tayininde
potansiyel  bir molekiiler  biyobelirteg olarak  degerlendirilebilecegini
belirtmiglerdir. Ancak ¢alismamizin ortaya koydugu sonug ile celisen sekilde,
literatiirde miR-1"in kardiyak dokuda oldukga stabil bir ekspresyon profiline sahip

oldugu, farkli PMI siirelerine ve degisen sicaklik kosullarina kars1 direng gosterdigi
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ve bu nedenle postmortem ileri donemlerde bile giivenilir bir referans biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir(159, 179).

Calismamizda degerlendirilen miRNA’lardan biri olan miR-122, literatiirde
genellikle hepatik dokuya 6zgli bir biyomolekiil olarak tanimlanmakla birlikte
(179), kalp dokusunda yapilan c¢aligmalarda miR-122 ekspresyon diizeylerinde
gbzlenen anlamli azalma, bu miRNA'nin sadece karaciger degil, kardiyak doku
ozelinde de PMI tayininde kullanilabilecek potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegini
ortaya koymaktadir (180). Tu ve arkadaslarmin 25 °C’de saklanan kalp, karaciger
ve iskelet kasi dokularinda gergeklestirdikleri deneysel ¢alismada, miR-122'nin
kalp dokusunda yiiksek stabilite gosterdigi, ancak iskelet kasinda belirgin sekilde
downregiilasyona ugradig1 ve karacigerde ise nispeten daha kararh bir ekspresyon
diizeyine sahip oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, bagka bir ¢calismada, miR-
122'nin karacigerde yiiksek sicaklik kosullarinda (>35°C) 4. giinden itibaren
bozulmaya basladig1 ve bu nedenle sadece 5S rRNA'nin karaciger i¢in giivenilir bir
referans belirteg olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (159). Bu bulgular, miR-
122'nin farkli doku tiplerinde ve cevresel kosullarda degisken stabilite profili
sergileyebilecegini ve bu durumun PMI tayini acisindan dikkatle degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir. Ayrica, RT-gPCR analizleri, miR-122'nin rat ve insan
dokularinda tiirler aras1 korunumlu yapisini ortaya koymus olup, belirli sartlar
altinda referans ya da hedef gen olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak, bu miRNA’nimn sicaklik gibi ¢evresel faktorlere karsi duyarliligi, 6zellikle
karaciger dokusunda kullanimmi sinirlayabilirken, kardiyak dokuda belirli PMI

araliklarinda degerli bir hedef biyobelirte¢ olma potansiyelini desteklemektedir.

69



Calismamizin sonuglari, postmortem 6, 12 ve 24. saatlerde miR-122 seviyelerinde
kontrol grubuna gére anlamli bir azalma oldugunu gostermis olup, miR-122’nin
postmortem 6. saate kadar kalp dokusunda saptadigimiz stabilitesinin, erken
postmortem donemde PMI tayininde giivenilir bir biyobelirte¢ olabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizin sonuglari, miR-150, miR-195 ve miR-206’nin ekspresyon
diizeylerinde postmortem 6. Saatten itibaren istatistiksel olarak anlamli bir azalma
meydana geldigini gostermistir. Bu durum miR-122 gibi miR-150, miR-195 ve
mMiR-206’nin postmortem 6. saate kadar kalp dokusunda saptadigimiz stabilitesinin
de, erken postmortem donemde PMI tayininde giivenilir bir biyobelirteg
olabilecegini diisindiirmektedir. Bu bulgu, Singh ve arkadaslarinin artan PMI ile
birlikte insan kalp dokusunda miR-195 ve mMiR-206nin anlamli diizeyde
degradasyon gosterdigini ortaya koyan g¢alismalariyla uyumludur (181). Ancak
Wang ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada, miR-206’nin postmortem ilk 24 saat
boyunca stabil kaldigmi, ancak 24. saatten itibaren ekspresyon diizeylerinde azalma
egilimi gosterdigini, 6te yandan miR-195’in postmortem 24. saat sonrasinda dahi

ekspresyon diizeyinde artig izlendigini bildirmislerdir (182).

Calismamizda, postmortem 12. saatten sonra miR-125b, miR-143 ve miR-
208 ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmigtir.
Bu durum miR-125b, miR-143 ve miR-208’in postmortem 12. saate kadar olan PMI
tayininde giivenilir bir biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Guardado-
Estrada ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢caligmada, rat iskelet kaslarinda postmortem 24.

saatte miR-125b’nin downregiilasyona ugradigini géstermislerdir (183).
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Calismamizin  sonuglari, miR-2, miR-9 ve mIiR-133a ekspresyon
diizeylerinde postmortem 24 saatte bile istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedigini gostermis olup, bu durum miR-2, miR-9 ve miR-133a’nn ileri
postmortem donemde bile PMI tayininde giivenilir bir referans biyobelirteg
olabilecegini disiindiirmektedir. Calismamizin bulgularma benzer sekilde,
Montanari ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, miR-9’un postmortem 6 giiniin,
miR-133a’nin postmortem 5 giiniin iizerinde stabil kaldigini1 belirtmislerdir (177).
Lv ve arkadaslari, miR-133a'nin kardiyak dokuda 144 saate kadar stabil kaldigini
(159), Tu ve arkadaslari, miR-133a'nin hem kalp hem de iskelet kas1 dokularinda
postmortem 8. giine kadar kararliligini korudugunu (180), Li ve arkadaslar1 rat kalp
dokusunda miR-2’nin ekspresyon diizeylerinin 6liimden sonraki 120 saate kadar

stabil seyrettigini bildirmislerdir (184).
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6. SONUC

Bu calismada, PMI tayinine yonelik olarak kalp dokusundaki belirli
miRNA’larn ifade diizeylerindeki degisimlerin analiz edilmesi amaglanmis ve U6
snRNA referans geni kullanilarak normalize edilen miR-1, miR-2, miR-9, miR-
122, miR-125b, miR-133a, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208’in
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Elde edilen bulgular, PMI uzadik¢a bu
miRNA’larin ¢ogunun ifade diizeylerinde genel bir azalma oldugunu ve bu

azalmanin baz1 miRNA’lar i¢in istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir.

Ozellikle miR-1, miR-122, miR-195 ve miR-206’nmn postmortem erken ve
orta donemlerde anlamli diizeyde azaldigi tespit edilmistir. Bu miRNA’larin,
zamanla diizenli sekilde degradasyona ugramasi, onlart PMI tayininde potansiyel
hedef biyobelirtegler haline getirmektedir. Bununla birlikte, miR-2, miR-9 ve miR-
133a gibi bazt miRNA’larin stabil ekspresyon diizeyleri, bu molekiillerin ileri
postmortem donemde bile PMI tayininde giivenilir biyobelirtegler olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu sonuglar, mevcut literatiirle de uyumlu olup, 6zellikle kalp

dokusunda miRNA temelli PMI tayininin giivenilirligini desteklemektedir.

Adli nitelikli bir 6liim olayinda Cumbhuriyet Savcilarinin otopsi karari
alirken Adli Tip Uzmanlarindan 6grenmeyi hedefledikleri en énemli konu 6liim
sebebi olup ardindan PMI tayini gelmektedir. 21. ylizyilin ortalarina gelmekte
oldugumuz bu giinlerde, adli sorusturma acisindan bu kadar 6nemli olan bir konuda,
Adli Tip Uzmanlarmin 6li lekeleri, 6lii katilig1 ve varsa ¢iiriime bulgular1 gibi,

olugsmalar1 ve devamliliklar1 pek ¢ok faktdre bagli olarak degisen bulgulara

72



dayanarak yaptiklart PMI tayini ¢cok genis bir zaman aralig1 belirtmekten Oteye
gidememekte, bu durum gerek adli makamlar1 gerekse de mesleki olarak kendilerini
tatmin etmemektedir. Son derece 6nemli bir bosluk iceren bu alanda, deneysel
asamada kalmis, heniiz rutine girememis olan tez calismamizin da i¢inde bulundugu
calismalar, miRNA gibi biyobelirteclerin postmortem degradasyonunun tespitine
dayali PMI tayininin, geleneksel yontemlerle karsilastirilmayacak olglide timit
verici oldugunu, Ulkemizde yapilacak calismalarla desteklenmesi gerekliligini

gostermektedir.

Calismamizin en giiglii yonlerinden biri, literatiirde kardiyak doku ile
iliskilendirilen bircok miRN A'nin dahil edilmesi ve analizlerin gPCR gibi giivenilir
bir yontemle gergeklestirilmis olmasidir. Calismamizin temel kisitliliklar1 arasinda,
farkli sicaklik kosullarinda miRNA ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin
degerlendirilmemis olmasi, sadece rat kalp dokusunun incelenmis olmasi, deney
stiresinin postmortem 24 saatlik zaman araliini kapsamasi, daha uzun siireli
postmortem donemlerde meydana gelebilecek ekspresyon degisimlerinin
degerlendirilmemesi ve elde edilen bulgularin deney hayvanlar1 iizerinde
degerlendirilmis olup insan doku Ornekleri ile dogrulanmamasi sayilabilir. Bu
nedenle, ¢alismadan elde edilen verilerin gegerliliginin artirilmasi adina, ilerleyen
calismalarda farkli dokular, ¢cevresel kosullar ve insan 6rneklerinin de dahil edildigi

kapsamli dogrulama ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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8. OZET

POSTMORTEM INTERVAL TAYININDE RAT KALP DOKULARINDAN
miRNA EKSPRESYONLARININ ANALIZi

Bu tez caligmasinda, postmortem interval (PMI) tayininde miRNA ekspresyon
diizeylerindeki degisimlerin potansiyel biyobelirteg¢ olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir. Calismada, farkli postmortem zaman noktalarinda (0, 3, 6, 12 ve 24.
saat) rat kalp dokularmdan elde edilen miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-125b,
miR-133a, miR-143, miR-150, miR-195, miR-206 ve miR-208 ekspresyon
diizeyleri, qPCR yontemi ile degerlendirilmis ve U6 snRNA geni referans olarak
kullanilarak normalize edilmistir. Elde edilen bulgular, postmortem siirenin
uzamasina paralel olarak ¢ogu miRNA’da istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalma oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle miR-1, miR-122, miR-195 ve miR-
206, erken postmortem dénemde anlamli degradasyon gostermis ve PMI tayininde
kullanilabilecek potansiyel hedef biyobelirtecler olarak degerlendirilmistir. Buna
karsin, miR-2, miR-9 ve miR-133a’nin ekspresyonlarinda anlamli degisiklik
gbdzlenmemis olup, bu molekiiller ileri postmortem donemlerde referans gen olarak
kullanilabilirlik agisindan dikkate degerdir. Calisma, miRNA temelli PMI tayininin
geleneksel yontemlere alternatif olusturabilecegini gostermekte olup, genis
kapsamli ve farkli doku, sicaklik ve insan Orneklerini i¢eren ileri arastirmalara
ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Postmortem interval, miRNA, adli tip
Sayfa Adedi: 95
Damisman: Prof. Dr. Taner AKAR
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9. ABSTRACT

ANALYSIS OF miRNA EXPRESSIONS IN RAT CARDIAC TISSUES FOR
THE ESTIMATION OF POSTMORTEM INTERVAL

In this thesis, the potential use of MIRNA expression level changes as biomarkers
in estimating the postmortem interval (PMI) was investigated. Expression levels of
miR-1, miR-2, miR-9, miR-122, miR-125b, miR-133a, miR-143, miR-150, miR-
195, miR-206, and miR-208 were analyzed using gPCR in rat heart tissues collected
at 0, 3, 6, 12, and 24 hours postmortem. Normalization was performed using U6
SnRNA as the reference gene. The results revealed a statistically significant
decrease in the expression levels of most miRNAs as the PMI extended.
Specifically, miR-1, miR-122, miR-195, and miR-206 showed marked degradation
in the early postmortem period and were considered promising biomarker
candidates for postmortem interval estimation. In contrast, miR-2, miR-9, and miR-
133a exhibited stable expression, indicating their potential as reliable reference
genes even in later postmortem periods. This study suggests that miRNA-based
PMI estimation may offer a reliable alternative to traditional methods and highlights
the need for further comprehensive studies involving multiple tissues,
environmental variables, and human samples.

Key words: Postmortem interval, miRNA, forensic medicine
Page Number: 95
Advisor: Prof. Dr. Taner AKAR
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