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OZET

Olay yerlerinde, delil niteligi kazanabilecek olan bircok bulgu bulunsa da magdur, siipheli ve olay yeri iliskisini ortaya ¢ikaran
en énemli bulgu tiirlerinden olan biyolojik 6rnekler; kan, menstrual kan, meni, vajinal salgilar ve tiikiiriiktiir. Kimliklendirmede
kullanilan biyolojik sivilarin tanimlanmasinda enzimatik, serolojik ve mikroskobik yontemler yillardir kullanilmaktadir. Biyolojik
ornekler olay yerlerinde ok kii¢lik miktarlarda bulunduklarindan ve cogunlukla bozunmus halde olduklarindan dolay1 6rneklerin
tespiti zorlagsmaktadir. Ancak son zamanlarda, yiiksek stabiliteleri nedeniyle “bozunmadan kalabilecek delil” niteliginde kabul
goren miRNAlar ile viicut sivilarinin tanimlamasina yonelik yapilan adli calismalar bu durumu tersine gevirmektedir. Yapilan
calismalarin gogunlugundaki genel goriis, miRNA’larin viicut sivilarmin tespitinde kullanilabilir oldugu yoniindedir. Ozellikle
yiiksek hassasiyetleri nedeniyle karisim halinde bulunan ve riskli 6rneklerin dogru bir sekilde analiz edilip siniflandirilmasinda,
analiz yapilirken kullanilan modellemeler biiyiik 6nem tasimaktadir. Sonug olarak yapilan literatiir taramalarma gore, miRNA
calismalarinda kesin ve ortak sonuclara tam anlamiyla ulasilamamis olmanin nedeni olarak, calismalarda kullanilan analiz ve
modelleme yontemlerinin gesitliligi veya farkliligi 6ne siiriilmiistiir. Tleride yapilacak olan ¢alismalar i¢in genel ve kabul gormiis
ortak bir yontemle daha fazla arastirma yapilmasi onerilmektedir. Bu derlemede, son zamanlarda miRNAlar ile yapilan gesitli
calismalarin farkli yonleriyle ele alinarak 6zetlenmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Viicut siilari tanimlanmasi, mikro RNA, adli bilimler, olay yeri, gPCR

ABSTRACT

Although there are many findings at crime scenes that can be considered as evidence, biological samples are among the most
important types of findings that reveal the relationship between the victim, the suspect and the crime scene; blood, menstrual
blood, semen, vaginal secretions and saliva. Enzymatic, serological and microscopic methods have been used for years in the
identification of biological fluids used in identification. Since biological samples are found at crime scenes in very small quantities
and are often in a degraded state, identification of the samples becomes difficult. However, recently, forensic studies on the
identification of body fluids with miRNAs, which are accepted as “non degraded evidence” due to their high stability, have
reversed this situation. The general opinion in the majority of studies is that miRNAs can be used in the detection of body fluids.
The modeling used during analysis is of great importance, especially in the correct analysis and classification of mixtures and
risky samples due to their high sensitivity. As a result, according to the literature review, it has been suggested that the reason
for not reaching definitive and common results in miRNA studies is the diversity or difference of analysis and modeling methods
used in the studies. For future studies, it is recommended to conduct further research with a general and accepted common
method. In this review, it is aimed to summarize various studies conducted recently on miRNAs from different aspects.
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GiRis

Olay yerlerinde delil niteligi tasiyabilecek birgok
bulguyla karsilasiimakta olup bunlardan en kiymet-
lilerinden birisi biyolojik bulgulardir. Olay yerinden
elde edilen biyolojik bulgularla suglularin tespiti ya-
pilmaya ve bu kisilerin islenen sug ile baglantilar1 ku-
rulmaya calisilir (1). Kan, semen, tiikiiriik, dis, kemik
dokusu ve kil gibi biyolojik materyaller tanimlana-
rak kisilerin adli kimliklendirme islemleri gercekles-
tirilmektedir (2,3).

Olay yerinde siklikla karsilasilan kan, menstrual
kan, semen, vajinal salgilar, tiikiiriik gibi biyolojik
ornekler DNA icerdikleri icin vakalarda suglayic
veya kurtaric1 delil niteligi tasiyabilirler (2). Karisim
halinde de bulunabilen bu bes viicut sivisinin (kan,
menstrual kan, semen, tiikiiriik ve vajinal siv1) bir-
birlerinden ayr1 olarak tanimlanabiliyor olmasi bir
sug¢ mahallinin yeniden yapilandirilmas: ve vakanin
¢oziimi i¢in ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir (4). Bu
viicut sivilarinin, ¢ok kiiciik miktarlarda bulunabil-
meleri veya ¢ogunlukla bozulmus numunelerin go6z-
le goriilerek ayirt edilememeleri nedeniyle tespitleri
zordur (5). Rutin ve klasik yontemlerden biri olan
serolojik yontemlerle DNA analizinden 6nce viicut
stvilari icin bir 6n tarama yapilabilir fakat bu 6n ta-
rama, kimliklendirmede kullanilacak olan DNAmin
tahrip olmasina neden olabilir (6). Ayrica bu yon-
temler diger viicut sivilari ile ¢apraz reaksiyon veya
yalanci pozitiflik de gosterebilmektedir (7,8). DNA
igeren o6rneklerin uzun siireden beri olay yerinde bu-
lunuyor olmas: veya drneklerin bozunmasina sebep
olan sicaklik, nem gibi etmenler veya kotii hava sart-
larina maruziyet gibi durumlar da s6z konusudur.
Bu durumlarda DNA materyali kismen veya tama-
men yok olabilir, delil niteligi tasiyacak numuneler
ise yaramayabilir. Bu gibi nedenlerden dolay1 viicut
swvilarinin tanimlanmasi igin serolojik yontemler gibi
geleneksel yontemlerin yerine dncelikle messenger
RNA (mRNA) kullanilarak molekiiler genetik taban-
I1 yaklasimlar 6nerilmistir. Fakat mRNA testlerinde
kullanilan amplifikasyon {iriinlerinin boyutunun
(yaklasik 200-300nt) adli olaylarda karsilasilan bo-
zunmus numunelerin kullaniminda ideal olmadikla-
11 belirtildikten (9) sonra mRNA yerine; boyutlarinin
daha kiicik olmasi (18-25 niikleotid), bozunmala-
rinin mRNA’lara gore nispeten daha az olmas: gibi
Ozelliklere sahip olan mikroRNA’lar (miRNA) ile

calisiilmas: Onerilmistir (6). miRNA'larin ¢ogu du-
rumda “bozunmadan kalabilecek delil” niteliginde
kabul edilebilecegi kamitlanmistir (10,11). DNA ve
miRNA’larin paralel olarak ayn1 anda (ortak DNA
ekstrasyon yontemleriyle) analiz edilebiliyor olmala-
11 da bu biyomolekiillerin adli uygulamalar igin ide-
al birer biyobelirte¢ olarak goriilmesini saglamistir
(8,12-15). Ayrica viicut sivilarinin tanimlanmast igin
mRNA ve mikroRNA disinda circRNA ve piwi-RNA
dahil olmak tizere diger RNA belirtecleri de kullani-
labilmektedir (16,17).

Bu derlemede viicut sivilarinin kimliklendirilme-
sinde potansiyel oneme sahip olan miRNAlarin
kesfi, biyogenezi, adlandirilmalari, adli viicut sivi-
larinda miRNAlarin yeri ve viicut sivilarinin tes-
pitleri literatiir bilgileri esliginde detaylandirilarak
sunulmustur.

MiKRO RNA'LAR VE KESFi

Insan genomunda yaklasik olarak %98 oraninda pro-
tein kodlamayan RNA (non-coding RNA) bulunur.
Bu RNA grubuna dahil olan ve yaklasik 18-24 niik-
leotid iceren miRNAlar; insan viicudundaki bir¢ok
biyokimyasal mekanizmanin diizenlenmesinde yer
alirlar ve “protein sentezinin post-transkripsiyonel
diizenleyicileri” olarak tanimlanmiglardir (13,18).

miRNA ¢alismalar1 1993 yilinda Lee ve arkadaslar: ta-
rafindan Caenorhabditis elegans’da 22 niikleotid uzun-
lugunda, protein kodlamayan lin-4"tin kesfi ile basla-
mustir (19). Pasquinelli ve arkadaslar: tarafindan 2000
yilinda yine C. elegans’da 22 niikleotid uzunlugunda
olan let-7 kesfedilmistir (20). Daha sonra ¢ok sayida
miRNA, bir¢ok canlida kesgfedilmistir. miRNAlar ile
ilgili adli bilimlerde ¢alismalar ise 2009 yilinda Han-
son ve arkadaslar tarafindan viicut sivilarinn tespiti
ile baglamistir (9) ve o zamandan beri bir¢ok arastir-
mact bu alanda miRNA ¢alismalarin siirdiirmekte-
dir. Son zamanlarda viicut sivilari calismalarmin yani
sira olay yerinde bulunan lekelerin yasi, biyolojik saat
ritimleri ile kisilerin 6liim zamaru tespiti gibi calisma-
lardan da bahsedilmektedir (21-23).

miRNA’lar, DNA’dan transkripsiyonlar1 yapilan
fakat translasyona gevirisi yapilmayan genler tara-
findan kodlanirlar. miRNA’lar hedef genlerin mR-
NA’larina baglanarak ilgili mRNAnin yikimina ve
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Sekil 1. Hedef mRNAya baglanan miRNA ve protein inhibisyonu/mRNA yikimi [(25)den esinlenerek yeniden cizilmistir]

translasyonda inhibisyona neden olurlar. Bir genin
ekspresyonu miRNA'lar tarafindan bu sekilde kont-
rol edilebilmektedir. Hedef genlerin mRNA’larina
baglanan miRNA tam komplementer yapida ise
mRNA parcalanir, komplementer yap: tam degil ise
translasyon baskilanarak gen ekspresyonu kontrol
altina alinmis olur (24) (Sekil 1). miRNA’lar genel-
likle protein kodlayan genlerin intronik bolgelerinde
yerlesmislerdir. Az miktarlarda genler aras1 bélgede
veya ekzonlarda da bulunmaktadirlar. Kodlamayan
bolgeler arasinda bulunan (intergenik) miRNA gen-
lerinin ekspresyonlari, kiimeler olarak bilinen ¢oklu
miRNAlar ile kontrol edilmektedir (26). Intronik
bolgelerdeki protein kodlayan miRNA genleri ise he-
def genlerindeki gibi ayn1 atasal zincirden ve o genin
ekspresyonuna baglh diizeylerde eksprese olmakta-
dir. miRNA genlerinin genellikle mutasyona kolay
ugrayan kirilgan gen bolgelerinde bulunduklar:
bildirilmistir (27). Genellikle hedef gen tiriinlerinin
negatif diizenleyicileri olarak islev goren miRNA’la-
rin ekspresyon seviyelerinin, viicuttaki bir yolagin
degisme durumuna gore artabildigi ya da azalabil-
digi de gosterilmistir (28). miRNAlar ile ilgili yapi-
lan bir¢cok ¢alismada miRNA’larin gesitli sebeplerle
artan ya da azalan ekspresyon diizeyleri gozlenerek
hastaliklarin tanisinin ve tedavisinin saglandig, adli
boyutta da iyi birer biyobelirteg¢ olabilme yolunda
ilerlendigi bildirilmistir (16).

miRNA’larin  ¢ogu, DNA dizilerinden primer
miRNA’lara kopyalanir ve sonrasinda oncii olan
pre-miRNA’lara ve daha sonra olgun miRNA'lara
islenir. miRNA’larin hedef mRNA'lar ile olan etkile-
simleri dinamiktir. Bu etkilesim, miRNA'larin hiicre
igindeki yerlesimleri, miRNA ve mRNA'larin bollu-
gu ve miRNA-mRNA etkilesimlerinin afinitesi gibi
cesitli faktorlere baghidir (29).

miRNA BiYOGENEZi

RNA polimeraz II tarafindan bir primer mRNA sen-
tezlenir ve intron bolgelerinde sa¢ tokas: (hairpin)
seklinde kivrilip esleserek ilk miRNA molekiilii olan
pri-miRNA olusur. Bu sag tokas: yapisi, bir RNAaz
III enzimi olan Drosha ve kofaktoriinden (DGCRS8)
olusan mikroprosesor tarafindan kesilir ve boyle-
ce prekiirsor miRNA (pre-miRNA) olusur. Expor-
tin-5 araciifiyla cekirdekten sitoplazmaya taginan
pre-miRNA, diger bir RN Aaz III ailesinden bir endo-
niikleaz enzimi olan Dicer ve cift zincirli RNA bag-
lanma proteini (transactivating response RNA binding
protein) TRBP araciligiyla ift iplikli olgun miRNA
olusturulacak sekilde kesilir ve daha sonra cift ip-
likli RNA molekiilleri Dicer'mn helikaz aktivitesi ile
acilir ve tekrar kisa ¢ift iplikli parcalar olarak kesilir-
ler (30,31). Bu ipliklerden biri miRNA olarak gorev
yapar, digeri niikleaz tarafindan pargalanir. miRNA
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olarak gorev yapacak olan iplik “argonaute” (AGO)
proteini igeren (30) RISC adli susturum kompleksi-
ne (RNA induced silencing complex) aktarilir (32).
RISC kompleksi, miRNA komplementer dizi ile tam
olmayan bir sekilde esleserek hedef mRNAnin bu-
lunmasmi saglar (33). Eksik baz eslesmesi gercek-
lestiginde miRNA, RISC kompleksini indiikleyerek
RISC kompleksinin mRNA’ya baglanmasin saglar
ve boylelikle hedef mRNAmin degradasyonu ya da
translasyonel susturma ile protein sentezi baskilan-
mis olur (31) (Sekil 2). Eger RISC kompleksindeki
miRNA, mRNAnin 3’ translasyon olmayan bolge-
sindeki (3’-UTR) kismen eglenik dizileri ile etkilesime
girerse baslangic faktorleri mRNA‘ya baglanamaz ve
translasyon baskilanir. RISC kompleksinin, translas-
yon bagladiktan sonra mRNA’ya baglanabildigi ve
bu baglanma gerceklestiginde ribozomlarin ayrildig:
ve translasyonun erken sonlandigi durumlar da s6z
konusudur (35). Bazen, RISC kompleksi'nin; RNA,
RNA enzimleri ve proteinlerce zengin bir organel
olan P-cisimciginin (P-body, processing body) icin-
de daha sonra isleme sokulmak iizere saklanabildigi
gozlenmistir. miRNA bagli mRNAnin bu cisimcigin
icinde parcalanabilecegi veya bir siire sonra sitop-

lazmaya birakilarak tekrar translasyona girebilme-
sinin de miimkiin oldugu bildirilmistir (36). Her bir
miRNA benzer eslenik dizilere sahip olan farkli mR-
NA’lara baglanabilmektedir (37). Bu durum da, bir
miRNAnin birden fazla mRNAnin ekspresyonunu
diizenleyebildigini; bir mRNA ekspresyonunun da
birden fazla miRNA tarafindan diizenlenebilir oldu-
gunu gosterir (38).

miRNA'larin Adlandirmasi

¢ Pre miRNA’lar ve olgun miRNA’lar %100 ayn1
olsalar da genomdaki yerlesimleri farkli bolge-
lerdedir. Pre-miRNA kiiciik harflerle “mir-" ya-
zilirken olgun miRNA'lar “miR-" seklinde yazil-
maktadir.

* Benzer dizilere sahip miRNA’lar i¢in ise miR
adindan sonra bir son ek kullanilmaktadir.

¢ Tiirlerin kdkenlerine gore de 6n eklerle isimlen-
dirilmislerdir.

e Aymni olgun miRNA'ya doéniisecek olsalar da ge-
nomun farkli yerinde olan miRNAlar farkl ad-
landarilar.
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Tablo 1. miRNAlarin adlandiriimasi

Ozelliklerine gore adlandirma sebebi Ornek

pre-miRNA'lar. mir-9

Olgun miRNA'lar. miR-196

Benzer dizilere sahip miRNA'lar. miR-125a miR-125b

Tiir kokenine gore 6rn: Homo sapiens hsa-miR-123
:Solanum lycopersicum slImIR-482-b

Genomun farkl bolgelerinde olduklari icin, ayni olgun miRNA'ya doniisecek olsalar da farkh adlandirilan hsa-mir-194-1

miRNA'lar. hsa-mir-194-2

Ayni pre-miRNA'nin karsilikli kollarindan kéken alan olgun miRNA'lar. miR-150-3p miR-150-5p

pre-miRNA sa¢ tokasini paylassalar da ekspresyon farkliligi olan miRNA'larda az eksprese olan * isaretli. nr:IF?— _1122;

* Ayni pre-miRNA'nin farkli kollarindan koken
alan iki miRNA da dizinin uglarina gore -3p veya
-5p olarak son ek halinde yazilirlar.

e Bagil ekspresyon diizeyleri bilinen zincirler var-
sa, ornegin hairpin’in kars: kolunda bulunan ve
miRNA’ya gore daha diisiik diizeyde eksprese
edilen bir miRNAnin arkasina * isareti konul-
maktadir (39).

miRNA’larin adlandirilmalar1 ve oOrnekleri Tablo
1’de verilmistir.

ADLI CALISMALARDA miRNA'LARIN YERI

Son yillarda yapilan ¢alismalarla miRNA’larin hiic-
re ve doku tiplerinin biiyiik ¢cogunlugunda, hiicreye
veya dokuya spesifik olarak eksprese edildigi bilin-
mektedir (40). Viicut sivilarmn tayini igin, ilgili vii-
cut svisina spesifik olan bazi miRNA’larin belirteg
olarak kullanilmasimin 6nerildigi adli ¢alismalarda;
ilgili miRNA’larin birbirlerine kiyasla ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklarma gore viicut sivilar ta-
nimlanmuistir. (16,40).

Viicut sivisi tanimlamasinin yan sira bogulma, do-
pingle miicadele (13), leke yas1 tayini, 6liim sonrasi
gecen siirenin tayini (21), 6liime neden olabilecek
patolojik durumlarin tespiti (41) calismalar ile ge-
sitli spesifik miRNA'lar incelenmistir. Adli miRNA
arastirmalarinda 6zellikle viicut sivisi tanimlamasi
siirekli gelisme halindedir. Yapilan ¢alismalarin ¢o-
gunlugunda miRNA’larin viicut sivilarimin tanim-
lanmasinda kullanilabilirligi kanitlanmustir  fakat
mahkemelerce onaylanmis biyobelirtecler olarak
kabul edilebilecek ortak miRNA biyomolekiillerini

bulmak icin daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag
vardir (13).

Yapilan miRNA calismalarinda kesin ve ortak so-
nugclara tam anlamiyla varilamamuistir. Bunun nedeni
olarak, calismalarda kullanilan analiz yontemlerinin
cesitliligi diistiniilmektedir. Farkli arastirmalarda
elde edilen sonuglarin giivenilir sayilabilmesi icin
ortak bir anlasmaya varilabilmis evrensel bir yon-
tem kullanilmalidir (7). Bir miRNA analizinin rutin
prosediiriinde, miRNA'nin ekstraksiyonu, qRT-PCR
normalizasyonu igin referans RNA’larin dogrulan-
masi, miRNA ekspresyonunun belirlenmesi asa-
malar1 ve sonuglarin analizi i¢in standartlastirilmis
protokoller olmalidir (15). miRNA calismalar: icin
kullanilan molekiiler tekniklerden bazilari gercek
zamanli kantitatif PCR (RT-qPCR), Polimeraz Zin-
cir Reaksiyonu (PCR), Nouthern Blot, Mikrodizin
ve Yeni Nesil Dizilemedir. Bu yontemler ile bilinen
miRNA’larin ekspresyonlar dl¢tilmektedir (42). Gii-
niimiizde genel olarak miRNA ekspresyon profilinin
¢ikarilmasi icin yiiksek duyarlihigi, 6zgilligi ve tek-
rar edilebilen sonuglarin elde edilebilmesi nedenle-
riyle RT-qPCR teknigi tercih edilmektedir (11,15,43).

ADLi VUCUT SIVILARININ GELENEKSEL
TESPITINDEN miRNA'LARA

Viicut sivist analizinde geleneksel olarak kimyasal,
immiinolojik ve spektroskopik yontemlerin yani sira
enzim aktivite tayini ve mikroskopi kullanilmak-
tadir. Her viicut sivisi belirli bilesenlerden olusur
ve bir sivida digerine kiyasla spesifik bir bilesenin
bulunmasi, o sivinin tanimlanmasini saglar. Bazi
swvilarda ortak bilesenler bulunsa da bunlarin dii-
zeylerindeki goreceli farkliliklar, birbirlerinden ayri-
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Tablo 2. Viicut sivilari ve tespitinde kullanilan geleneksel yontemlere érnekler (44, 50)

Viicut sivisi Protein

Geleneksel Tespit

Hem grubu
Kan

Kemiliiminesans: Luminol, Fluorescein, Bluestar
Kimyasal: Benzidine, Kastle-Meyer, O-toludine, Tetramethyl-benzidine/Hemastix,

Leucomalachite green

Hemoglobin

immiinolojik: HemeSelect, ABAcard, HemaTrace, Hexagon OBTI, RSID-blood

Asit fosfataz

Alpha-naphthyl phosphate/Brentamine Fast Blue, beta-naphthol/Fast Garnet B, alpha-

Kimyasal:

naphtol/Fast Red AL

Semen Prostat Spesifik Antijen (PSA)

Biosign, ABAcard, Chembio, Medpro, Onco-screen, PSA-check-1, Seratec PSA Semiquant

immunolojik:

Christmas tree, Haematoxylin/Eosin, Baecchi’s, Papanicolaou’s staining

Mikroskobik:

Vajinal sivi

Kimyasal: PAS reagent (Periodic acid-Schiff)
immunolojik: Ostrojen Reseptorleri
-17 beta-estradiol (E2-17b)

Menstrual kan D-Dimer

immunolojik: D-Dimer assays

Tiikiiriik

a-Amylase

Kimyasal: Starch-iodine, Phadebas, Amylose azure, Rapignost-Amylase, SALIgAE

immiunolojik: RSID-saliva

labilmelerini saglayabilir. Ornegin semen ve vajinal
sivilarda da bulunan amilaz, miktar olarak tikiirtik-
te ¢ok daha fazla bulundugu icin tiikiiriik tayininde
kullanilmaktadir (44). Ilgili viicut stvilariin tespitle-
rinde kullanilan geleneksel baz1 yontemlere 6rnekler
Tablo 2’de verilmistir.

Karisim halinde bulunan viicut sivist orneklerin-
de, miRNAlarin goreceli ekspresyon farkliliklarina
gore ayirt edilebilmeleri icin yapilan ¢alismalar ha-
len gelisme asamasindadir (Tablo 3) ve ¢alismalarda
miRNA ekspresyon seviyelerinin goreceli 6lgtimii
icin kullanilan endojen referans genlerin, normali-
zasyon i¢in dnemli oldugu belirtilmektedir (45). Bu
genlerin dogru secimi ile hatalar 6nlenebilir ve viicut
stvilarindaki miRNA'larin ekspresyon seviyelerinin
farki gozlenebilir hale gelir (46). Yapilan bir ¢alisma-
da miR26b, miR92, miR144 ve miR484 olmak tizere
dort aday genin stabilitesinin ¢alisilan miRNAlar
iginde en yiiksek oldugu ve bu ytizden bu genlerin
endojen referans grubu olarak secildigi belirtilmistir
(47). Yapilan bir diger calismada, 28 endojen referans
aday genin ekspresyon seviyeleri 238 ornekte (peri-
ferik kan, adet kan, tiikiiriik, meni ve vajinal salgm)
Olglilmiistiir. Calisma sonuglarma gore miR-320a-
3p'nin ilgili bes viicut sivisi igin uygun bir referans
gen olabilecegi bildirilmistir. Ayn1 zamanda, refe-
rans gen olarak calisilabilecek bu miRNAnin bozul-
mus Orneklerin tanimlamasi igin de uygun oldugu
ve RNUG6b ile kombine kullanimimnin normalizasyon
etkisini artirdig1 gosterilmistir (46).

Viicut sivilarinda bulunan, ilgili miRNA’larin eks-
presyonlarinin cevresel kosullardaki degisimlerini
inceleyen arastirmalar da mevcuttur (23,48,49). Ya-
pilan bir calismada goniillii bireylerden alinan kan,
tikkiirik ve semen Ornekleri; zamanin lekeler tize-
rindeki etkilerini gormek igin karanlik ve kuru bir
yerde, oda sicakliginda 10, 30 ve 60 giin olmak tizere
bekletilmistir. Ikinci grup érneklerde ise kan lekesi,
tiikkiiriik ve semen lekesi ile ayr1 ayr1 karistirilmstir.
Karigim halindeki 6rnekler, yine ayni1 ortamda ve
aymu siirelerde bekletilmistir. Calisma sonuglarinda
miR16'nin kisa siire 6nce birakilmis kan lekesinde-
ki ekspresyon seviyesinin, tiikiiriik ve semendekine
gore ¢ok daha ytiiksek oldugu gozlenmistir. Bekletilen
semen ve tiikiiriik orneklerinde ise miR16 ekspres-
yonunun, kisa siire once birakilmis 6rneklere gore
¢ok daha diisiik seviyede oldugu veya ekspresyonun
hi¢ gozlenmedigi bildirilmistir. Calisma sonuglari-
na gore kana 6zgli bir miRNA belirteci olarak bili-
nen miR16 ekspresyonunun; hem karisim halindeki
hem de karisim olmayan lekelerde, ¢alisilan bekleme
siireleri boyunca sabit kaldig1 bulunmustur (23). Se-
men, kan ve vajinal siv1 6rnekleri kullanilarak olay
yerinin simiile edildigi bir ¢calismada ise miRNA-126
ve miRNA-16'min karisim halindeki sivilarda iki
haftaya kadar olan siire iginde, kan lekesi belirteci
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (49). Cevresel
kosullara gére miRNA ekpresyon degisimini aragti-
ran diger bir calismada; kan, tiikiiriik ve semenden
olusan 60 6rnek dort gruba ayrilmis, 37 giin boyunca
dis (bahge/ haziran-temmuz ay1) ve i¢ mekanda (oda

Adli Tip Dergisi « Cilt 38, Sayr: 1




Arat and Kaya Akydzli

Tablo 3. Karisim halinde bulunan sivilarda ayirt edilen miRNAlar

Ornek . Ayirt edilen sivi
Kaynak sayisi | Sivi Ornegi Ornegi miRNA Yontem
Chen ve ark., 2023 (45) 169 Tukaruk Diger sivilar miR-223-3p RT-gPCR
75 Periferal kan -Diger sivilar -miR-45Ta miR-144-3p miR-16-5p SYBR Green
RT-gPCR
Menstrual kan -Diger sivilar -miR-141-3p miR-412-3p miR185-5p
Chen ve ark., 2023 (74) Semen -Diger sivilar -miR-10b-5p miR-135b-5p miR-891a-5p
Tukardk -Diger sivilar -miR-205-5p miR-658
miR-203a-3p
Vajinal sivi -Diger sivilar -miR-124-3p miR-372-3p
Rhodes ve ark,, 2022 (6) 25 Vajinal sivi -Diger sivilar miR-1208 ve miR-30 ¢ SYBFI{E_II_?_S(;?;EN
Lewis ve Williams, 2024 (76) 180 Semen -Kan miR-891a RT-gPCR
Al-Mawlah ve ark., 2023 (49) 30 Kan Semen ve vajinal sivi miRNA-126 ve miRNA-16 RT-gPCR
Iroanya ve ark., 2022 (48) 60 Kan -Tukurik/ Semen miR-451a gPCR
Semen -Tukdriik/ Kan miR-10b
Valentine, 2021 (64) 100 Menstrual kan Periferik kan miR141 ve miR-412 RT-gPCR
10 Vajinal sivi -Semen -miR-124-3p, miR-372 RT-qPCR
Al-Mawlah ve ark, 2021 (2) Semen -Vajinal sivi -miR-10b, miR-135b
605 Kan -Diger sivilar -miR-457a SYBR Green PCR
Periferik kan -Menstrual kan -miR-144-5p veya miR-144-3p
Liu ve ark., 2021 (70) Semen -Diger sivilar -miR-888-5p veya miR891a-5p
Vajinal sivi -Diger sivilar -miR-203a3p, miR-205-5p ve
miR-124-3p
He ve ark, 2020 (4) 350 Vajinal sivi Diger sivilar miR-888-5p S\[({I?rf_{q('ircesn
Alshehhi ve Haddrill, 2020 (23) | 144 Kan Semen ve tukuruk miR16 TagMAn RT-gqPCR
200 Kan -Diger sivilar -miR-451 SYBR Green
He ve ark., 2020 (59) RT-gPCR
Menstrual kan -Periferal kan -miR-203, miR-205, miR-214

sicakligi), dondurucu (-80) ve buzdolabi (+4) kosul-
larinda bekletilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore
miR-451a’nin tiim kan 6rneklerinde ve miR-10b’nin
tim semen Orneklerinde tespit edildigi fakat tiikii-
ritk orneklerinde tespit edilemedigi bildirilmistir.
miR-451a’nin segilen ¢evresel kosullar altinda kanda
stabil oldugu gosterilmistir. has-miR-451a, has-miR-
10b ve has-miR-205'in olay yerlerinde viicut sivilari-
nin tanimlanmasi i¢in umut verici birer biyobelirteg
olarak kullanilabilecekleri ifade edilmistir (48).

SEMEN LEKESININ TESPiTi VE AYRIMI

Olay yerindeki semen varlig: cinsel saldir1 vakalar:
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Semen lekelerinde
bulunan DNA ve RNA'lar, siipheliyi hedef alan kisi-
sellestirilmis bir kanit olarak hizmet etmektedir. Se-
men; sperm hiicrelerine ek olarak fruktoz, karnitin,
gliserilfosforilkolin, asit fosfataz (50), sitrik asit, pro-
teolitik enzim gibi bilesenleri igeren bir sividir (51).

Alkali fosfataz ve PSA (Prostat Spesifik Antijen) gibi
geleneksel sperm tanimlama yontemlerinin 6zgiillii-
gl nispeten yiiksektir. Ancak bu yontemlerin, zay:if
stabiliteleri ve hedef proteine olan diisitk duyarh-
liklar1 gibi ¢esitli nedenler yiiziinden basar1 oranlar:
distktir (52).

Sperm analizi sirasinda meninin sperm igerip icer-
medigi biiyiik énem tasimaktadir (50). Ciinkii bir
lekede sadece semen analizi yapilmasi, sperm anor-
malliklerinin sebep oldugu infertilite vakalar1 i¢in
ayri bir problem yaratmaktadir (53). Calismalarin
¢ogunlugunda normal sperm tizerinde yogunlasil-
dig1 fakat anormal spermler tizerinde durulmadig:
goriilmektedir (54).

Sperme 0zgii miRNA arastirmalar;; miRNA'larin
spermatogenezde (55) ve spermin sayisi, hareket-
liligi ve sekli gibi sperm &zelliklerini tanimlamada
rol oynamalar1 gibi nedenlerle son zamanlarin odak
noktasi haline gelmistir. miR-135b ve miR-135a’nin
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cesitli calismalarda spermatogenezdeki rolleri goste-
rilmistir. miR-135b, miR-205 ve miR-146a’nin sperm
olgunlasmasi, sperm gelisimi, hareketliligi ve ¢ogal-
masinin diizenlenmesinde énemli rol oynadig: bildi-
rilmistir (56,57). Yapilan bir diger ¢alismada ise hsa-
miR-9-3p, hsa-miR-30b-5p ve hsa-miR-122-5p’nin
infertilite ile giiclii baglantiya sahip oldugu goste-
rilmistir (58). Infertilite gibi bozukluklarmn, miRNA
ekspresyon seviyelerini degistirdigini bildirilen ¢a-
lismalar da mevcuttur (54).

Semen ve vajinal siv1 karisimi ile yapilan bir ¢alis-
manin sonuglarina goére, MiR-10b ve miR-135b'nin
semen lekelerinde vajinal sivilara gore daha yiiksek
seviyelerde eksprese edildigi, miR-124-3p ve miR-
372'nin ise vajinal sivilarda semen lekelerine kiyasla
daha yiiksek seviyelerde eksprese edildigi belirtil-
mistir. Ayn1 zamanda bu dért miRNAnin, semen ve
vajinal siv1 igeren karisim sivisinda da ekspresyon
seviyelerine bakilmis ve karisim sivisi ekspresyo-
nunun, semen lekesi veya vajinal sivi drneklerinin
ekspresyonlarma kiyasla daha diisiik seviyede ol-
duklar bildirilmistir. Ayrica ayni ¢calismada iki hafta
boyunca semen ve vajinal sivi karisiminin miRNA
ekspresyon seviyelerinde degisiklik gozlenmedigi
veilgili miRNA’larin iyi bir stabilite gosterdikleri be-
lirtilmistir (2).

PERIFERIK VE MENTSTRUAL KAN
LEKELERININ TESPiTi VE AYRIMLARI

Periferik kanda plazma; kan hiicreleri olan eritrosit,
lokosit ve trombositlerden olugsmaktadir. Eritrositler
yapilarinda ¢ekirdek bulundurmazlar. Dolayisiyla
DNA igermezler, ancak “hem”grubu igerirler. Loko-
sitlerde “hem”grubu yoktur ancak cekirdekleri oldu-
gundan DNA igerirler. Olay yerinde bulunan perife-
rik kan siddet veya yaralanma vakalarini isaret eder.
Bu nedenle, adli olaylar agisindan biiyiik 6nem tasir.
Olay yerinde ¢iplak gozle bile goriilen kan ¢ok kolay
fark edilebilir. Ancak, suglular durumu gizlemek i¢in
genelde lekeleri temizlemeye calisirlar. Genel olarak
“luminol” testi kan lekesi tespitinde kullanilmakta-
dir (50).

Her ay kanama sirasinda dokiilen menstrual kan ise,
servikal mukus ve endometriyal doku parcalarindan
olusur. Menstual kan, vajinal yoldan ¢ikarken vaji-

nal sekresyonla birlikte ¢ikacag: i¢in karmasik ve
¢ok bilesenli bir sivi haline gelmektedir. Menstrual
kan, periferik kan icermesine ragmen rahim agz ve
rahimden kaynakli menstrual kanamaya 6zgii bile-
senleri de igermektedir. Bu yiizden cinsel saldir1 va-
kalarinda menstrual kanama ile periferik kan ayrimi
yapilabiliyor olmalidir. Ancak giiniimiizde menstru-
al kan tespitinde kullanilan testlerin sayis1 azdir ve
bu testlerdeki menstrual kanamadan kaynaklanan
pozitif sonug ile yaralamadan kaynakl periferik kan
karisimi ayirt edilemez. Dolayisiyla menstrual kan
ile periferik kanin ayriminda tam anlamiyla bir so-
nuca varilamaz (50).

Menstrual kami periferal kandan ayirt etmek igin
miRNA’larin  kullanildig:r bir ¢alismada miR-451,
miR-203, miR-205 ve miR-214 {izerine yogunlasil-
mistir (59). Daha 6nce yapilan bazi calismalarda
miR-203 ve miR-205"in epitel hiicrelerinde (60,61) ve
miR-214in servikal dokularda (62) yiiksek ekspres-
yon seviyeleri gosterdikleri bildirilmis ve miR-203,
miR-205, miR-214"tin menstrual kani periferal kan-
dan ayirt etmek icin kullanilabilecegi gosterilmistir
(59). miR-412'nin menstrual kanin tespiti i¢in olduk-
ca spesifik oldugundan bahsedilmistir (63). Aymn za-
manda, bagka bir calismada ise miR-412 ve miR141i
analizlerde birlikte kullanmanin menstrual kanin ve
periferik kanin ayrimimin yapilabilmesi igin daha bii-
yiik bir avantaja sahip oldugu bildirilmistir (64).

Bir diger ¢alismada, 56 menstrual kan ve 47 periferik
kan 6rneginin yani sira 10’ar adet tiikiiriik, semen ve
vajinal s1vi olmak tizere toplam 133 6rnek ile ¢aligil-
mistir. Calismada miR-451a/miR-21-5p orani ROC
(Receiver Operating Characteristic) analizi ile yapilmig
olup, miR-451a/miR-21-5p orani 0,929'un altinda
oldugunda o6rnegin kan olmadigy, 0,929-10,201 ara-
liginda ise menstrual kan oldugu, 10,201’in iizerinde
ise periferik kan oldugu belirlenmistir. Seksen alt1 6r-
nek ile (62 menstrual kan ve 24 periferik kan 6rnegi)
yapilan harici dogrulamada sonucun %100 duyarlilik
ve %100 ozgiilliige sahip oldugu gosterilmistir (65).

VAJINAL SIVININ TESPITi VE AYRIMI

Vajinal mukoza, serviks hiicreleri ve Bartholin bez-
leri tarafindan tretilen vajinal sekresyon, diger
viicut sivilarindan farkli olarak kendine 6zgii bir
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protein icermedigi i¢in tespiti zor olmaktadir (50).
I[nsan vajinal sivisinin ana bilesenleri epitel hiicre-
leri, beyaz kan hiicreleri ve asit fosfataz, laktik asit,
sitrik asit, tire, vajinal peptidaz, asetik asit, piridin,
skualen ve immdiinoglobulinler dahil olmak iizere
gesitli biyomolekiillerdir (66). Vajinal siv1 tespitle-
rinde bazen Papanicolaou ve Lugol boyas1 kullani-
labilmektedir (67).

Literatiirde miR-451a ve miR-144-3p periferal kana,
miR-205-5p ve miR-203-3p tiikiiriige; miR-214-3p
ve miR-144-5p menstrual kana; miR-888-5p ve miR-
891a-5p semene; miR-124a-3p ve miR-654-5p vajinal
sekresyona 6zgii belirtecler olarak bildirilse de, bu
miRNA'larin yalnizca belirli viicut sivilarini tanim-
lamada degil diger viicut sivilarmi tanimlamada
da bir potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan bir ¢alismada, miR-888—5p nin ekspresyon
seviyelerinde vajinal siviya kiyasla menstrual kan,
periferal kan, tiikiiriik ve semen ornekleri arasinda
onemli farkliliklar bulundugu bildirilmis olup miR-
888-5p'nin vajinal siviy1 diger dort viicut sivisindan
ayirt etme yetenegine sahip oldugu belirtilmistir (4).

Farkl cinsiyet, yas grubu ve etnik kokenleri bilinen
334 kisiden alman viicut sivilarimin tahmini igin ista-
tistiksel bir model gelistirmek amaciyla yapilan bir
calismada QDA (quadratic discriminant analysis) yon-
teminin, karisim sivilardaki performansi degerlendi-
rilmistir. Menstrual kan iceren karisimlarda mens-
trual kanlar dogru sekilde siniflandirilsa da meni,
tiikiirtik ve/veya vajinal sivilar igeren karisimlarin
yanhs smiflandirildiklar: belirtilmis ve ek g¢alisma
veya farkli bir yontem ile ¢alisilmas: gerektigi vur-
gulanmustir. Ayni ¢alismada az sayida bir érneklem
grubu kullanilarak miR-1208 ve miR-30 c’nin birlikte
kullanimu ile yapilan analizde vajinal sivilarin diger
sivilardan ayirt edilebildigi gozlenmistir. Ancak bu
miRNAlar ile daha biiyiik bir 6rneklem grubunda
calisildiginda ise ayni sonucuna ulagilamadig: belir-
tilmistir (68).

TUKURUGUN TESPITI VE AYRIMI

Ag1z boslugunda bulunan {ig ¢ift biiyiik bez ve bir-
cok kiigiik tiikiiriik bezinden tiretilen tiikiiriik; azot-
lu triinler, miisinler, immiinoglobulinler, a-amilaz
gibi enzimler ve agiz mikrobiyotasindan olusur.

Olay yerlerinde tiikiirtige; kisilerdeki yaygin tiikiir-
me aligkanliklarina bagh olarak veya siddet ve cinsel
saldir1 vakalarinda siklikla rastlanmaktadir. Ttikiiri-
gii tespit etmek amaciyla kullanulan klasik testlerin
temeli genellikle a-amilaz varliginin arastirilmasina
dayanur (49,50,67).

Bazi hiicresel bilesenlerin benzerligi nedeniyle tiikii-
riik ve vajinal sivilarin ayrimindaki ¢aligmalar tatmin
edici kabul edilmemektedir (45). Her iki viicut sivisi-
nin da 6zellikle epitel hiicre igeriyor olmas, tiikiirtik
ve vajinal sivinin tanimlanmasini zorlastirmaktadar.
Yapilan bir ¢alismada miR203a-3p ekspresyonunun
vajinal sivida tiikiiriige gore daha yiiksek oldugu-
nu gosterilmis olup bu miRNAmin tikiirige 6zgi
bir miRNA olabilecegi ileri stiriilmiistiir (69). Yeni
bir analizi yontemi olan KDE (Kernel Density Esti-
mation) kullanilarak tiikiiriik ve vajinal sivilardaki
miRNA belirteclerinin tarandigr bir ¢alismada, bu
yontemin olay yerlerinde yaygin bulunan bes viicut
stvisini dogru bir sekilde ayirt edebilecek etkili bir
analitik yontem olabilecegi ifade edilmistir. Yapilan
calismada, miR-223-3p tiikiirtige 6zgii bir belirteg
olarak tanimlanmistir ve kullanilan yéntemin %100
dogru sonug verdiginden bahsedilmistir (45).

Bireylerin biyolojik ritimlerine veya zamana bagh
olarak viicut sivilarindaki ilgili miRNA’larda her-
hangi bir degisiklik olup olmadiginin gozlemlendigi
calismada, bireylerden alinan tiikiiriik drneklerinde
miR-412 ve miR-205 ekspresyonuna bakilmistir. Ca-
lismaya katilan bireylerden; ilk giin yemek yemeden
once ve yemek yedikten sonra ikinci giin sabah uy-
kudan uyanmanin hemen sonrasinda alinan tiikiiriik
orneklerindeki miR-412 ve miR-205 ekspresyonla-
rinin 6nemli Olciide farkl oldugu bildirilmistir. Bu
durumun, farkli kosullarda farkl tiikiiriik bezlerinin
uyariliyor olmasindan ve kisilerin metabolizmasin-
daki farkliliklardan kaynaklanabilecegi sonucuna
varilmistir (68).

SONUC

Bu derlemede taranan literatiirler 2020-2024 arasinda
yapilan calismalar1 icermektedir. “BFID”, “mixed”,
“body fluids”, “miRNA”, “forensic”, “qPCR” ve,
“crime scene”anahtar kelimeleri Google Akademik
ve Pubmed veri tabanlarinda taranmuistir.
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Son 15 yildir viicut sivilarinin tanimlanmasinda po-
tansiyel birer biyobelirte¢ olan miRNA’larla, adli
alanda bircok ¢alisma yapilmistir. Kan, semen, vaji-
nal s1v1 ve tiikiirtige 6zgii birgok potansiyel miRNA
belirlenmistir. Viicut sivilarindaki miRNA belirtec-
lerinin taninmasi, degerlendirilmesi ve diger viicut
swvilarindan ayirt edilebilmeleri icin gesitli model
analizleri gelistirilmistir ve genel olarak 6nceki ¢a-
lismalarda kullanilan miRNAlar kullanilmistir. Ca-
lismalardaki degerlendirmelerin sonuglarina bakil-
diginda; miRNA’larin tek baslarina calisildiklarina
kiyasla ¢oklu ve kombine miRNAlar sekilde calisil-
masinin daha iyi sonug verdigi goriilmdistiir.

Ozellikle karigim halindeki 6rneklerin dogru bir se-
kilde smiflandirilmas: icin analiz yapilirken kullani-
lan modellemeler biiyiik énem tasimaktadir. Olay
yerlerinde bulunan az miktardaki drnek agisindan
riskli ve karisim halinde bulunan sivilarla yapilan
miRNA analiz yontemleri giivenilir olmalidir. Yapi-
lan ¢alismalarin ¢cogu miRNA'larin genel olarak vii-
cut sivisi tespitinde kullanilabilir oldugu konusunda
hemfikirdir. Ayni zamanda c¢alisilan miRNA’larin
tek baslarma degil, ilgili viicut sivisina spesifik bir-
ka¢ miRNA ile kombine sekilde daha dogru sonug
verecegi ortak goriisler arasindadir. Ayrica calisilan
orneklerde DNA analizi ile birlikte miRNA analizi-
nin de es zamanl olarak ytiriitiilmesi adli bir vaka-
nin dogru bir sekilde tespit edilerek aydinlatilmasini
saglar.

Yapilan bu aragtirma sonucunda miRNAlarla kom-
bine olarak viicut sivisi tespitinde RNA, DNA me-
tilasyon seviyeleri ve/veya mikrobiyomlarla (71,72)
yapilan gesitli calismalara da rastlanilmistir (73-76).

Calisilan viicut sivilarinin érneklem miktarlar1 veya
stvilarin analizinde kullanilan modelleme yontemle-
ri ile ilgili heniiz ortak bir karara varilamadigindan,
cesitli ve degisken cevre kosullarina bagh durumla-
rin simiile edildigi, belirli bir popiilasyonun yas ve
cinsiyet dzelliklerinin g6z dniinde tutuldugu 6zellik-
le potansiyel miRNA’larin dahil edildigi daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir.

Finans: Bu ¢alisma icin hi¢ bir kurum veya kurulustan finansal destek alinmanmugtir.

Cikar catismasu: Yazarlar ¢ikar catismast olmadigini beyan eder.
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