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Amagc: Bu galigmanin amaci, adli genetikte 6nemli biyolojik sivilardan olan tiikiiriikteki miRNA’larin referans/hedef belirtegler olarak kullaniminda aday olarak
sunulan hedef genlerin ve bu genlerin etkin yolaklardaki etkilerinin in siliko yontemler ile arastirilmasidir.

Yontem: Calismamiz kapsaminda adli tip alaninda deregiilasyonu bildirilen mikroRNA’larla ilgili arastirmalardan dahil etme kriterlerine uyan 26 tam metin makale
PubMed Central’dan ve Google Scholar’dan taranarak derinlemesine incelendi. Bu arastirma makalelerinde tiikiiriikte 36 miRNA’nin farkli ifadesinin oldugu bulundu.
In siliko analizlerde TAM 2.0 software kullanildi.

Bulgular: Calismamiza dahil edilen adli tip pratiginde yapilan arastirma makaleleri incelendiginde tiikiiriikte 36 miRNA’nin farkli ifadesinin oldugu bulundu.
Bunlardan; mir-205, miR-203, mir-203a-3p, mir-223-3p, mir-658 gibi belirteglerin sadece tiikiiriikte yiiksek diizeyde bulunmasi, tiikiiriigii kan, semen, idrar ve vajinal
sivi gibi diger viicut sivilarindan ayirt edebilecegi gosterildi. In siliko analizler neticesinde tespit edilen miRNA’larin hedefledikleri genlerin TP53, STAT3, KLF2,
NKFB1, MYC, TGFBI1, ZEBI gibi hiicrelerde 6nem arz eden genleri hedefledigi bulundu. Bu genlerin pankreas, kolorektal, prostat kanserlerde ilaveten epitelyal-
mezenkimal gecis, tiroid hormon sinyal yolagi TGF-beta sinyal yolaklarinda rol oynadig tespit edildi.

Sonug: Tikiiriige 6zgli miRNA profillerinin belirlenmesi, olay yerinde bulunan viicut sivisinin hangi kaynaktan geldigini ayirt etmede 6nemli bir avantaj sunmaktadir.
Bu calismamizdaki bulgularimiz tiikiiriikteki miRNA’larin ve hedef genlerinin adli genetik uygulamalarda viicut sivilarinin tanimlanmast, travma tespiti, 6liim zamani
tahmini ve bireysel tanimlama gibi bir¢ok alanda 6nemli bir biyobelirte¢ olma potansiyelini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tiikiiriik, MikroRNA, mRNA, in siliko, Adli genetik

Objective: The aim of this study is to investigate the target genes presented as candidates for the use of miRNAs in saliva, which is an important biological fluid in
forensic genetics, as reference/target markers, and the effects of these genes on active pathways using in silico methods.

Methods: Within the scope of our study, 26 full-text articles that met the inclusion criteria from studies on microRNAs reported to be deregulated in the field of forensic
medicine were scanned from PubMed Central and Google Scholar and examined in depth. In these research articles, it was found that 36 miRNAs were differentially
expressed in saliva. TAM 2.0 software was used in in silico analyses.

Results: When the research articles in forensic medicine included in our study were examined, it was found that 36 miRNAs were differentially expressed in saliva. Of
these; It has been shown that the presence of markers such as mir-205, miR-203, mir-203a-3p, mir-223-3p, mir-658 only in saliva can distinguish saliva from other body
fluids such as blood, semen, urine and vaginal fluid. As a result of in silico analyses, it was found that the genes targeted by the detected miRNAs target genes such as
TPS53, STAT3, KLF2, NKFB1, MYC, TGFBI1, ZEB1, which are important in cells. It was determined that these genes play a role in epithelial-mesenchymal transition,
thyroid hormone signaling pathway and TGF-beta signaling pathways in pancreatic, colorectal and prostate cancers.

Conclusion: Determination of saliva-specific miRNA profiles offers a significant advantage in distinguishing the source of body fluid found at the scene. Our findings in
this study highlight the potential of miRNAs and their target genes in saliva as an important biomarker in many areas such as body fluid identification, trauma detection,
time of death estimation and individual identification in forensic genetic applications.
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Viicut sivis1 tanimlamasi, sug¢ faaliyetinin yeniden
yapilandirilmasi1 agisindan adli vaka c¢alismalarinda
cok oOnemlidir. Su¢ mahallerinde birakilan biyolojik
orneklerin bilesiminin belirlenmesi, ceza davalarinin
sorusturulmasi ve kovusturulmasi icin onemli bilgiler
saglayabilmektedir (1). Kan, tiikiiriik, meni, vajinal
salgilar ve idrar gibi adli agidan 6nemli viicut sivisi
su¢ mahallinde bulunabilir. Belirli bir viicut sivisinin
mevcut olup olmadigini belirlemek ve ardindan bunu
tanimlamak adli sorusturmalarin ilk adimidir. Biyolojik
delillerden DNA profilinin giinlimiizde geleneksel
yontemlerle analizi kimyasal, enzimatik veya
immiinolojik metotlara dayali testleri icerir. Ancak
bu yontemler, karigik viicut sivilarinin varhiginda, az
miktarda kanit materyalinin olmast durumunda ve
bozulmus numunelerin olmasi1 durumlarinda yeterli
olmamakta ilaveten degisken duyarlilik ve ozgiillik
dereceleri gosterebilmektedir (2, 3). MikroRNA’lar,
adli bilimlerde viicut sivilarinin tanimlanmasinda yeni
bir biyobelirte¢ olarak diinya ¢apinda ilgi gormektedir.
mikroRNA’lar

depolanan cevresel faktorlere direncli, yaklasik 18-

Viicut  sivilarindaki ekzosomlarda
22 niikleotit uzunlugunda kiiciik RNA molekiilleridir
(4). MikroRNA’lar hiicreye 0zgii bir sekilde ifade
edilirler. Cogu miRNA hiicre i¢inde bulunur. Son
caligmalar; vendz kan, plazma, tiikiiriik, burun salgisi,
meni, vajinal salgi, gozyasi, beyin omurilik sivisi
ve cilt dahil olmak {izere gesitli viicut sivilarinda mi
RNA'larin yer aldigir bilinmektedir (5-7). Dolasima
katilan miRNA’larin, yiiksek sicaklik, degisen pH
gibi kosullara oldukca dayanikli olmalar1 onlara umut
vadeden biyobelirteg 6zelligi kazandirmaktadir. Bir
viicut sivisinda daha yiiksek miktarda bulunan ancak
diger viicut sivilarinda daha diisiik oranda bulunan

miRNA’larin varligi bilinmektedir. Bu durum son

yillarda, miRNA profillemesi kullanilarak viicut
stvist kokenini belirlemek i¢in ¢ok sayida arastirma
yapilmasina neden olmustur (7, 8). Viicut sivisinda
tanimlanan miRNA’lar adli tipta karsilasilan bogulma,
cinsel saldiri, leke yasi tayini, 6lim sonrasi gegen
stirenin tayini (9), 6liime neden olabilecek patolojik
durumlarin tespiti (10) gibi durumlarda kullanilmistir.
Adli tp vakalarinda tikirigiin - varligr  viicudun
belli bolgelerinde olabilecegi gibi kagit, zarf, sigara
izmariti, plastik ve cam sise, metal kutularda yer
alabilir ve 6nemli biyolojik kanit olarak kullanilabilir.
Ote yandan; bir bireyin cinsiyeti, ABO kan gruplari,
mikrobiyal imza, biyobelirtecler veya sigara igme gibi
aligkanliklar1 gibi cesitli yonlerini belirlemede ¢ok
yardimct olur. Glinliik pratikte Statherin ve histatin
3, tukirtik tespiti icin kullanilan gostergelerdir (11).
Tiikiirikte RNA tespiti, adli molekiiler tanilamada
ortaya ¢ikan bir alandir. Tikiirtikteki RNA’lar, tiikiiriik
mukuslari, adenin ve iiridin agisindan zengin element
baglayici protein, tlikiiriik saperonu Hsp70 ve apoptotik
cisimler gibi spesifik mekanizmalar tarafindan korunur
(12).

olmadan kolayca elde edilebilir olmasi, proteaz

Tiiklirtigiin- miRNA analizleri i¢in invazif
ve RNaz aktivitesine karsi daha stabil oldugundan
miRNA’larin uzun siire korunabilmesi, kan, semen
veya vajinal s1vi gibi diger biyolojik 6rneklerden ayrim
yapilmasina yardimci olabilmesi 6liim zamani tahmini
ve travmaya bagli biyobelirte¢ tespiti agisindan adli
tip incelemelerinde avantajli bir biyolojik sivi haline
gelmesini saglamaktadir. Bu calismada, biyolojik
sistemleri bilgisayar tabanli hesaplamalar ve veri
analizleriyle inceleyen bir yontem olan in siliko analizler
ile tiikiirtik sivisindaki mikroRNA’larin mevcudiyetinin
ve onlarin birbirleriyle ve c¢esitli klinik durumlarla

baglantilarinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Bu caligmada PubMed Central (PMC, https://www.
ncbi.nlm.nih.gov) ve Google Scholar (https://scholar.
google.com) kullanilarak literatiirde tiikiirtikteki
miRNA’larla ilgili yayinlanmis arastirma makaleleri
kullanildi. “Saliva”, “noncoding RNA” “mixed”,“body
fluids”, “microRNA”, “forensic”, “forensic science”,
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“qPCR” “microarray” “next generation sequences”

ve “crime scene”, “’insan mikroRNA’s1’ veya ‘insan
miRNA’s1’ anahtar kelimeleri ile veri tabanlarinda
taramalar yapildi. Tiikiiriik sivisinda istatistiksel olarak
anlamh (< %0,05) ifade seviyelerine sahip taranan
miRNA’lar ¢esitli arastirmalarin sonuglarindan elde
edildi. Sadece 6zgiin aragtirmamakaleler ¢alismayadahil
edildi ve insan tiikiiriglinde anlamli degisime ugrayan
miRNA ifadeleri incelendi. In siliko analizlerde TAM
2.0 software kullanildi. Bu programda altt miRNA seti
icerisinden, hiicre ve doku 6zgiilligi, transkripsiyon
faktorleri, islevsellik diizeyi ile glincellenerek
hazirlandi. miRNA isimleri giincellenmis miRBase

aciklamalarindan (http://www.mirbase.org/) elde edildi

(19). Anlamli degisime ugrayan miRNA’larin ortak
yolaklardaki etkileri DIANA mirpath ile tespit edildi.
MiRNA’larin hedefledigi gen dizilerini de STRING
(https://string-db.org/)

calismalarindan tarandi ve birbirleriyle ilgili olas

protein protein  etkilesimi

etkilesimleri bulundu. MikroRNA’larin deneysel olarak
dogrulanmis hedef genleri (miRNA-mRNA etkilesimi)
miRDB veri tabanlari
kullanildi. Uzun kodlamayan RNA’larin miRNA’lar

iizerindeki etkisi starBase v2.0 (http://starbase.sysu.

miRTarBase, TargetScan,

edu.cn/) software ile tespit edildi.

BULGULAR

alaninda
dahil

Calismamiz  kapsaminda adli  tip

deregiilasyonu bildirilen mikroRNA’lardan;

etme kriterlerine goére 26 tam metin arastirma
makalesi PubMed Central’dan Google Scholar’dan
tarandi. Bu arastirma makalelerinde tiikiirikte 36
miRNA’nin farkli ifadesinin oldugu bulundu. miRNA
ifade seviyeleri RT-PCR veya mikrodizi gibi cesitli
molekiiler yontemler kullanilarak calisildi. Adli tip
alaninda ¢aligilan tiikiiriik ile iligkili tiim dahil edilen
calismalar Tablo 1°de, ¢aligmanin akis semasi Sekil
1’de verilmistir. Analizler sonucunda, Oliim sonrasi
biyolojik degisiklikler, stres yanit1 ve toksik maruziyet
gibi adli durumlarla iligkili olarak tiikiiriikte ekspresyon
degisikligi gosteren belirli miRNA’lar tespit edilmistir.
Ozellikle miR-141, miR-451, miR-200c, miR-223
ve miR-155 gibi miRNA’larin, stres ve inflamatuvar
yanit mekanizmalartyla iligkili oldugu goriilmistiir.
Bu miRNA’larin mRNA etkilesiminde miRTarBase,
TargetScan, miRDB veri tabanlar1 kullanilarak hedef
genleri incelendiginde, BCL2, PTEN, TP53, CASP3,
IL6 ve TNF gibi hiicre 6liimii, inflamasyon ve stres
yamtr ile iligkili genler &n plana ¢ikmustir. Ilaveten
mir-208’in akut miyokard enfarktiisiinde, mir-23-3p,
mir-124a-3p’in servikal dokularindaki ekspresyonlari
Mir-34’{in

etkisi tespit edilmistir. Sinir sistemi, kalp hastaliklar

gosterilmigtir. apoptotik  yolaklardaki

ve cesitli kanserlerde mir-124’lin etkisinin oldugu
mikroRNA’larin
gore spesifik ekspresyonlart Sekil 2°deki gibidir. Bu

bulunmustur.  Secilen hiicrelere
miRNA’larin akciger, bobrek, beyin, testis, ince barsak
prostat gibi organlarda daha cok ifade edildikleri in
siliko caligmalar neticesinde gosterilmistir (Sekil 3).
Fonksiyonel analizler, 6lim sonrast degisikliklerin
belirlenmesi, stres veya travmatik olaylara maruziyetin
tespiti agisindan tiikliriik miRNA’larindaki miRNA-
gen etkilesimlerinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Gene Ontology (GO) ve KEGG yolak analizleri, bu
miRNA’larin 6zellikle apoptoz, inflamasyon, hipoksi
yanitt ve DNA hasar onarim mekanizmalar1 gibi

biyolojik stireclerde rol aldigin1 ortaya koymustur.
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Secilen miRNA’larin  hedefledikleri mRNA’larin
belirlendigi analizler neticesinde se¢ilen miRNA’larin
en ¢ok TP53 genini hedefledigi bunun yanisira STAT3,
KLF2, CEBPA, NKFBI1, MYC, TGFB1, ZEB1 gibi
hiicrelerde 6nem arz eden genleri hedefledigi bulundu.
Bu genler arasindaki etkilesimin belirlenmesi in
siliko analizlerden STRING yardimiyla protein-
protein etkilesimleri gosterildi. KEGG yolak analizleri
neticesinde bu genlerin pankreas, kolorektal, prostat
kanserlerde ilaveten epitelyal-mezenkimal gegis, tiroid
hormon sinyal yolagi TGF-beta sinyal yolaklarinda rol
oynadigi tespit edildi (Sekil 4a, 4b).

Tablo 1. Tukirtkte farkli ekspresyon seviyesine sahip
oldugu bildirilen miRNA’lar

# miRNAs Kaynaklar

1 mir-200c (13, 36)

2 mir-200c-3p (6,37)

3 mir-203 (1, 6, 13, 36, 38, 39)

4 mir-203a-3p (37, 39-43)

5 mir-205-5p (1,5,6,13,36-41,
43-50)

6 mir-658 (5, 36, 39, 40, 49)

7 mir-142-3p (36, 44, 47)

8 mir-26 (36, 51)

9 mir-26b (1,36, 51, 53)

10 mir-223 (36)

11 mir-223-3p (37,41, 52)

12 mir-124 (1, 38)

13 mir-124a (46)

14 miR-124a-3p, mir-138-2, mir-1290 (40)

15 mir-138 (54)

16 mir-208b, mir-518c, mir-583 (1,25)

17 miR-23a-3p, miR-34a-5p (37, 40)

18 miR-145-5p (55)

19 miR-935, miR-3168 (25)

miR-23b-3p, mir-141-3p, miR-375,
miR-27b-3p, miR-125b-5p, miR-99a-
20 _ , . (37
5p, miR-29a-3p, miR-29b-3p, miR-
210-3p, miR-22-3p

21 mir-451

(48)

Sekil 1. Calismanin akis semast.
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Sekil 2. MikroRNA larin hiicrelere ozgii ekspresyon diizeyleri
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Sekil 3. MikroRNA larin dokulara 6zgii ekspresyon diizeyleri

Sekil 4. MikroRNA hedef genlerinin protein-protein
etkilesimleri
Pembe: deneysel olarak belirlenmis (bilinen etkilesimler),

Mavi: veri tabanlarindan diizenlenmis (bilinen etkilesimler). Sari:
metin madenciligi, Yesil: gen komsulugu (ongoriilen etkilesimler),
Siyah: ortak ifade.
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TARTISMA VE SONUC

Son yillarda, tiikiirigiin tanisal ve adli bir arag
olarak rolii giderek daha fazla arastirilmakta ve
degerlendirilmektedir (13). Adli biyolojide tiikiiriigiin
su¢ mahallerinde bulunan en yaygmn biyolojik
stvilardan biri olmas1 énemli bir ayirt edici unsurdur.
Son yillarda, miRNA’lar adli genetikte viicut sivilarinin
kaynagini belirleme, travma belirtecleri ve 6liim zamani
tahmininde kullanilabilirligi konusunda artan aragtirma
konularindandir (14, 15). Genler kullanilarak tiikiirtik
tanimlamasi {iizerine arastirmalar da 2000’li yillarin
basindan beri artarak siiregelmektedir. Ozellikle,
tiikkiirtige spesifik proteinlerden STATH ve HTN3
genlerinin varligimmi dogrulayan g¢alismalar mevcuttur
(16). Ek olarak, mikroRNA (5, 8, 13) ve DNA
metilasyonuna (17, 18) yonelik tiikiiriik tanimlamasi
icin yapilan caligmalar mevcuttur. Bu calismadan elde
edilen veriler dogrultusunda tiikiirik miRNA’larinin
baz1 yolak ve kanserlerde biyomarker 6zelligi tagidigi
bildirilmistir. miR-27b,miR-125bvemiR-223 gibigesitli
miRNA’larin, kanserlerde tedavi etkinligi i¢in 6ngdriicii
biyobelirtegler olarak tanimlanmistir (19). miR-200c,
miR-145 ve miR-223 gibi miRNA’larin oksidatif stres,
endoplazmik retikulum stresi ve apoptozisdeki rolleri
gosterilmistir (20). Mir-27b, mir-125b-5p, mir-22-5p
ve mir-145-5p’nin erken donem meme kanserindeki
biyobelirte¢ olarak kullanimlar1 bildirilmistir (21).
Mir-1290’un onkogenik 6zellikte oldugu ve mir-375,
mir-26 ve mir-138’in prostat kanserlerindeki etkileri
bildirilmistir (22, 23). Geleneksel DNA analizleri,
biyolojik sivinin belli bir bireye ait olup olmadigini
belirlemede oldukg¢a giivenilir olsa da hangi viicut
stvisina ait oldugunu dogrudan ayirt etmede yetersiz
kalmaktadir (24). Bu noktada, tiikiiriige 6zgii miRNA
profillerinin belirlenmesi, olay yerinde bulunan viicut
stvisinin  hangi  kaynaktan geldigini ayirt etmede

onemli bir avantaj sunmaktadir. Tikiirlikte spesifik

olarak eksprese edilen miR-200c ve miR-203 gibi
belirteclerin, diger biyolojik sivilardan ayirt edici oldugu
gosterilmistir (25). Bu miRNA’larin sadece tiikiiriikte
yuksek diizeyde bulunmasi, kan, semen, idrar ve vajinal
stvi gibi diger viicut sivilarindan ayrim yapilmasini
miimkiin kilmaktadir (26). Bunun yam sira travma,
darp, bogma gibi travmatik vakalarda, 6zellikle ag1z ici
yaralanmalar1 tespit etmek ve travmanin biyokimyasal
kanitlarim1  ortaya koymak icin tikiirige ozgi
miRNA’lar, 6nemli biyobelirteclerdir (27). Ozellikle
inflamasyon ve doku hasar1 ile iliskili miRNA’lar
(miR-21, miR-146a ve miR-155), tiikiiriik 6rneklerinde
travmanin varligint dogrulamak i¢in kullanilabilir
(28). Yapilan calismalarda, fiziksel travmaya maruz
kalan bireylerin tiikiirtiglinde belirli miRNA’larin
ekspresyonunun degistigi ve bu degisimlerin olay
anindan sonraki ilk birkag saat i¢inde tespit edilebildigi
gosterilmistir. Bu durum, olay zamaninin belirlenmesi
acisindan da miRNA’larin 6nemli bir ara¢ olabilecegini
gostermektedir (29). Adli tipta 6liim zamaninin tahmin
edilmesi acisindan post-mortem goriilen biyolojik
degisikliklerin belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir.
Tiukiirige 0zgii miRNA’larin 6lim sonrast belirli
bir degradasyon paterni gosterdigi ve bu siirecin
belirlenmesiyle 6liim zamaninin daha dogru tahmin
edilebilecegi gosterilmistir (14). Son yillarda yapilan
arastirmalar, miRNA profillerinin bireysel varyasyon
gosterebilecegini ve belirli genetik 6zellige sahip
bireylere 6zgii ekspresyon profilleri sergileyebildikleri
gosterilmistir (30). Bu baglamda, tiikiiriikteki miRNA
profillerinin yas, cinsiyet ve etnik koken gibi faktorlere
bagl olarak degiskenlik gosterebilecegi ve bireysel
katki

distintilmektedir (31). Zehirlenme ve madde kullanimi

kimliklendirme  siirecine saglayabilecegi
tespitinde geleneksel toksikolojik analizlere ek olarak,
tikiiriikte belirli miRNA’larin ekspresyon seviyelerinde
degisiklikler gozlemlenmistir (32, 33). Bir c¢alisma,

tikiirikten alkol bagimliligimi tahmin etmek icin
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miRNA’larinin kullanilabilecegini gostermistir
(34). Ogzellikle miRNA arastirmalarinda, in siliko
yaklasimlar biyolojik deneylere rehberlik ederek zaman
ve maliyet acisindan énemli avantajlar sunar. In siliko
mikroRNA analizler, hedef genler veya biyobelirtegler
icin en uygun adaylarin belirlenmesinde RNA-seq,
proteomik, epigenetik gibi biyoinformatik algoritmalar
miRNA-mRNA

arasindaki etkilesimlerinin belirlenmesinde, deneysel

ile biiyiik veri setlerinin analizinde,

hatalarin azaltilmasinda, ila¢ gelistirme siireglerinde
deneysel hatalar1 minimize ederek kritik bir rol oynar
(35). Adli tipta da tiikiirik miRNA’larinin biyobelirteg
olarak kullanimina yonelik hedef belirleme stireclerinde
onemli bir destek saglar (30). Sonu¢ olarak bu
calisgmamizdaki bulgularimiz tiikiiriikteki miRNA’larin
ve hedef genlerinin adli genetik uygulamalarda viicut
stvilarinin tanimlanmasi, travma tespiti, 6liim zamani
tahmini ve bireysel tanimlama gibi birgok alanda 6nemli
bir biyobelirte¢ olarak potansiyelini vurgulamaktadir.
Ancak, biyoinformatik tahminlerin daha kapsamli in
vivo ve in vitro ¢calismalara desteklenmesi, klinik ve adli
uygulamalarda gilivenilir bir sekilde kullanilabilmesi
icin kritik Oneme sahiptir. Gelecekte yapilacak
deneysel calismalar, bu miRNA’larin adli olaylarda
kullanim potansiyelini dogrulamak ve standardizasyon

stireglerini gelistirmek i¢in 6nemli bir adim olacaktir.
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