T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA

ADLI TIP VE ADLI BILIMLER ENSTITUSU

Danigsman

Prof. Dr. Emel Hiilya Yiikseloglu

SEMEN ORNEKLERINDE MiR-891A VE MiR-10A BELIRTECLERININ CESITLI
KOSULLARDA DAYANIKLILIGININ DEGERLENDIRILMESI

FEN BILIMLERI ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZi

BiYOLOG AHMET CAN KURT

ISTANBUL, 2024



[stanbul, 09 Ocak 2025

_ ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA
ADLI TIP ve ADLI BILIMLER ENSTITUSU MUDURLUGU
FEN BILIMLERI ANA BIiLiM DALI BASKANLIGINA

Lisansiistii Ogretim Yo6netmeliginin 36.maddesi uyarinca Enstitiiniiz Fen Bilimleri Ana Bilim
Dali’nin yiiksek lisans 6grencisi Ahmet Can KURT'un

"Semen Orneklerinde miR-891a ve miR-10a Belirteclerinin Cesitli Kosullarda
Dayaniklihginin Degerlendirilmesi"
Adl tezi jlirimizce tetkik edilmis ve kendisine tez savunmasi yaptirilmustir.

Yukarida adi gegen tezin ve tez savunmasinin kabul edilmesine oy birligiyle karar verilmistir.

Prof.Dr. Emel Hiilya YUKSELOGLU Prof.Dr. Beytullah KARADAYI
Jiiri Bagkani ' Uye
Danigsman
Dr.Ogr.Uyesi Dilek SALKIM ISLEK Dr.Ogr.Uyesi Filiz Ekim CEVIK
Uye Uye
Dr.Ogr.Uyesi Bahadir ERCAN

Uye



Bu tez projesi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.

Proje No: 37534



ONSOZ
Basta yiiksek lisans egitimim boyunca kendisinden adli bilimler adina ¢ok sey 6grendigim, bana
yol gosteren sevgili danismanim Prof. Dr. Emel Hiilya YUKSELOGLU’na

Alandaki bilgisini ve deneyimlerini paylasan ve deney siiresince her tiirlii destegi veren Dr.

Ogr. Uyesi Bahadir ERCAN’a

Projenin ilerlemesi adma ellerinden gelen tiim destegi veren Dr. Omer KARATAS a ve Nazli

HOLUMEN’e

Verdigi dnemli bilgiler ile deney asamasinda biiyiik yardimi dokunan Ogr. Gér. FATMA EBRU

BEKIiROGLU’na

Laboratuvar imkanlarmi bize sunan Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya

Anabilim Dali Calisanlar1 Cihan SAHIN ve Rojda TANRIVERDI ye

Stire¢ boyunca yanimda olan, zorluklar1 beraber ¢6zdiiglimiiz yol arkadasim Bensu Damla

AKSOY’a

Egitim hayatim boyunca yanimda olan, elimden tutan annem ilkay KURT ve Mehmet KURT ’a

tesekkiirii borg bilirim.

Biyolog Ahmet Can KURT



SUMMARY

1. Giris ve

Icindekiler

7. N 1 1 T T TP PR U PO UUPPPPRRIR:

2. GeNel Bil@iler............ooviiiiiiiiiie e e e

2.1- Viicut Stvilarmmin TaYini ...........ooooviiiiiiiiiiiiieecee e

2.1.1- Viicut sivisi tayininde kullanilan testler....................ccccvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees

2.1.2 Vi

2.1.3 Vi

cut sivilari tayininin Omemi ................cccoooeviiiiiiiiiii

cut sivilan tayininde karsilasilan zorluklar ...................cccooooiiiiiiiinn.

P 2 T 111 (B (VT g USSR

2.2.3 Sperm MOTfolofisi .........cocevvviiiiiiiiiiei e

2.3 Adli Bilimlerde Semen ANALIZI............co.ovimniiiineeie e

2.3.1 ON tArAMA CESTICTE.......eeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e eae e

2.3.2 Do

grulama testleri ...

2.4 Adli Bilimlerde RNA ...

2.4.1 Ribo Niikleik Asit (RINA) .......coooiiiiiiiiiiccecee e

2.4.2 Adli bilimlerde RNA ile ilgili yapilan calismalar.......................ccoccooeiiiiinnnnn.

3. Gerecve YONeM ...



3.1 RINA GZOIASYOMU ...ttt sttt sssssaanne 43
3.2 CDINA @IAESH ..o 44
33 Kantitatif ANALIZ...........ooooiiiiiiii e 45
3.4 Istatistiksel ANABZIET ......................coovoviiieeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeee e 46
4. BulGUIAr ... 47
4.1 Ctve ACEDUIGUIATT .......ooiiiiiiiiiiiiiiiie e eeaseeaesaanees 47
4.1 Tstatistiksel DUIGUIAT ..............ocoooiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 55
4.2 Kat degisimi (Fold Change) bulgulari ......................ccooiiiiiiiiiiiiiieeas 55
T 114 1 1) 1 | F TP PR RTSURRP 63
(TN 1) 1 11 [ 68
T KAYNAKG A ettt et e e e st e e e et e e e e 70
EKICK ...ttt e e e e ettt e e e e e e e 89



TABLOLAR DiZINi
Tablo I: Kan, semen ve tiikiiriik i¢cin kullanilan 6n tarama testleri ...............cccceeeeeeeeeeeeennnnn. 21
Tablo II: Kan, semen ve tiikiiriik i¢in kullanilan dogrulama testleri ...........cccccceevvvvvienenn.nn. 22
Tablo III: Semen iceriginde bulunan bilesikler ve kaynak dokulari............ccccoevvinnininenn..n. 26
Tablo I'V: RNA molekiillerinin smiflandirilmast ............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeen 34
Tablo V: Calismada kullanilan 6rnek gruplart...........cccooeveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 42
Tablo VI: Hedef miRNA sekans bilgileri........cccuvvviiiiieiiiiiiiiiiiiieeeeecieee e 46
Tablo VII: Spermiogram SONUGIATT ........ccceeiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e et ee e e e e e e e e eieeraeeeeee e 47
Tablo VIII: Orneklerin Ct degerleri ve gruplarin ortalama Ct degerleri..................cocueuen...... 48
Tablo IX: Orneklerin miR-10a’ya gdre ACt deSerleri .........ccovvvveeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn, 49
Tablo X: Orneklerin miR-891a’ya gdre ACt deSerleri.........cooovvvveeieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 50

Tablo XI: One-way ANOV A testi SONUGIATT.........uvviiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 55



SEKILLER DiZIiNi
Sekil 1: Memeli sperm hiicresi MOTTOlOJIST ....uvvvviiieeeeiiiiiiiiiieee e 28
Sekil 2: miIRNA biyogenez yolagt (92) ....ccceeeiiiiiiei et e e e e 37
Sekil 3: O grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi .............c..cceenn..e. 51
Sekil 4: T grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi............cccoeeeennnne. 51
Sekil 5: S grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi .............cc..ceennnee. 52
Sekil 6: Y grubu orneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi .............c..ccenn..e. 52
Sekil 7: RNU6bD ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik iizerinde gosterimi............... 53
Sekil 8: miR-10a ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik {izerinde gosterimi............. 53
Sekil 9: miR-891a ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik iizerinde gosterimi.......... 54
Sekil 10: S2 numarali 6rnekte kat deZISTMI.........eeieeriiiriiiiiiiieee e e e e 56
Sekil 11: S4 numarali 6rnekte kat deZISTMI.........eeieeeiiiiiiiiiiiieee et eeeeee e e e e e 57
Sekil 12: S5 numarali 6rnekte kat deZISTMI.......ceevieieiiiiiiiiiiiieee e e e 58
Sekil 13: T2 numarali 6rnekte kat deZISIMI.........ceieeriiiiiiiiiiiiieeee e e e e 59
Sekil 14: T4 numarali 6rnekte kat deGISIMI .......oeeieeriiiiiiiiiiiiiiee e 60
Sekil 15: T5 numarali 6rnekte kat deGISIMI ........eeveeieiiiiiiiiiiieie e 61

Sekil 16: Gruplar iizerinde kat degisimleri ortalamalarinin grafik lizerinde gosterimi............ 62



KISALTMALAR

uL: Mikrolitre

ALS: Alternatif [sik Kaynaklar1 (Alternative Light Sources)
AP: Asit Fosfataz

ATP: Adenozin Trifosfat

cDNA: Tamamlayic1 DNA (Complementary DNA)

circRNA: Circular RNA

Ct: Cycle Treshold

DDT: Diklorodifeniltrikloroetan

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

FSH: Folikiil Uyaric1 Hormon (Follicle Stimulating Hormone)
Kb: Kilobaz

LH: Luteinlestirici Hormon

LTR: Uzun Tandem Tekrarlar (Long Tandem Repeats)
miRNA: Mikro Riboniikleik Asit

mRNA: Mesajc1 Riboniikleik Asit

ORF: Open Reading Frame

PCR: Polimeraz Zicir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PIC: On Baslatma Kompleksi (Preinitiation Complex)



10
pIRNA: Piwi-interacting RNA
PSA: Prostat Spesifik Antijen
RISC: RNA Indiiklenmis Susturma Kompleksi (RNA Induced Silencing Complex)
RNP: Ribo Niikleoproteinler
Rpm: Revolutions Per Minute
RT-PCR: Gergek Zamanli PCR (Real Time PCR)
SNP: Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphisms)
STR: Kisa Tandem Tekrarlar (Short Tandem Repeats)
UTR: Translasyona Ugramayan Bolgeler (Untranslated Regions)
UV: Ultraviyole
VNTR: Degisik Sayili Tandem Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeats)

WHO: Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization)



11

OZET

Adli sorusturmalarda biyolojik deliller, faillerin tespiti ve sug faaliyetlerinin ardindaki ger¢egin
ortaya ¢ikarilmasi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Saglik alanindaki teknolojik gelismeler
ile birlikte biyolojik 6rneklerden DNA analizinin yapilmasi miimkiin olmus ve hukuki a¢idan
daha kesin ve glivenilir sonuglar elde edilmesini saglamistir. Giiniimiizde olay yerinden
toplanan Orneklerden DNA analizi yapilmadan once insan kaynakli bir biyolojik 6rnek
oldugunun kesinlesmesi gerekmektedir. Bunun i¢in gelistirilmis ¢esitli fiziksel, immiinolojik,
histo-kimyasal, mikroskobik testler bulunmaktadir. Ancak bu testler, eser miktardaki 6rneklerle
calisildiginda, 6rnek igerisindeki DNA yapisinin bozulmasina ve 6rnek miktarinda azalmaya
sebep olabilmektedir. Ayrica yeterince spesifik olmayan testlerde yanlis pozitif veya yanlis
negatif sonuglar elde etmek miimkiindiir. Tiim bu dezavantajlar g6z Oniine alindiginda adli
bilimlerde yeni nesil molekiiler uygulamalara basvurulmustur. Doku spesifik ekspresyon
ozellikleri nedeniyle RNA molekiilleri, bu testlere alternatif olarak one siiriilmiistiir. Tipk1
mRNA gibi miRNA’lar da doku spesifik ekspresyon 6zellikleri nedeniyle viicut sivisi tayininde
kullanilmaya uygun molekiillerdir. miRNA’lar daha kiiclik boyutlar1 ve enzim kompleksiyle
korunmasindan dolay1t mRNA’lara gore daha dayanikli ve stabil molekiillerdir. Bu nedenle
degrade kosullarda daha iyi sonu¢ vermektedir. Olay yerindeki degrade edici kosullarin
ozellikleri goz Oniine alindiginda, bu tiir belirteglerin bu ortamlarda stabilitelerinin
degerlendirilmesi adli bilimler i¢in olduk¢a ©Onemlidir. Bu sebeple calismamizda en sik

karsilagilan olay yeri senaryolar1 belirlenerek, bu kosullar {izerinde denemeler yapilmastir.

Calismamizda, ozellikle cinsel suglarda onemli bir yer tutan bir biyolojik sivi olan semen
iizerinde, diger viicut sivilardan ayirt edici bir sekilde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan miR-
10a ve miR-891a belirteclerinin, degrade edici kosullarda stabiliteleri degerlendirilmistir.
Semen ornekleri goniilliiliik esas1 ile calismaya katilan bes saglikli (normospermi) bireyden

toplanmistir. Her bir bireyden almman semen 0Ornegi, %100 pamuklu beyaz kumaslara
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damlatilmis ve bu kumaslar olay yerleri taklit edilerek olusturulan kosullarda bekletilmistir.
Kontrol grubu olarak kullanilan O grubu ornekleri oda sicakliginda, S grubu 6rnekleri
Biiyiikgekmece goliinden alinan su igerisinde, T grubu Ornekleri standart bahge topraginda
gomiilii olacak sekilde 20 giin bekletilmistir. Y grubu ornekleri, ev tipi camasir makinesi
icerisinde 90 °C yikama programinda 1 saat toz deterjanla birlikte yikanmistir. Kumasg
orneklerinden, hedeflenen siire sonunda total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonunun
ardindan cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir. Kantitatif analiz i¢in RT-PCR cihazinda miR-10a
ve miR-891a bolgelerinin amplifikasyonu ger¢ek zamanli olarak goriintiillenmis ve Ct degeri
elde edilmistir. Karsilastrma i¢in referans olarak RNU6b kullanilmistir. miRNA
konstantrasyon karsilastirmalar1 icin ACt [Ctmirna) — Ct (rnush)] ve AACt degerleri hesaplanmis
ve miR-10a ile miR-891a stabiliteleri, 224 formiiliiyle hesaplanan kat degisimi (fold change)
prensibiyle yorumlanmistir. Ct degeri 35 ve tistii ¢ikan 6rnekler i¢in kat degisimi ve istatistiksel
analizler uygulanmamistir. Kat degisimi verilerine gore miR-891a ekspresyonunun, miR-
10a’ya gore daha fazla oldugu ve daha stabil bir belirte¢ oldugu yorumlanmistir. Camasir
makinesinde yikanan 6rneklerde ise ortam sicakliginin fazla olmasi ve camasir deterjani gibi
niikleik asit yapisina zarar veren kimyasallarin bulunmasindan dolayr miRNA degradasyonu
daha fazla gerceklesmistir ve bu grupta miRNA eldesi yapilamadigi icin karsilastirmali
analizlere dahil edilmemistir. Istatistiksel analizler igin IBM SPSS Statistics 22 programu ile
farklh cevresel kosullarin, miRNA konsantrasyonunda anlamli bir fark yaratip yaratmadigiin
belirlenmesi i¢in normallik testi (Shapiro—Wilk) ve One-way ANOVA ve Post-hoc Tukey ile
test edilmistir. One-way ANOVA testi sonuglarina gore test edilen ¢evresel kosullar, miRNA

stabilitesi lizerinde anlamli bir etkiye sahip degildir (p>0,05).

Anahtar Kelimeler: Semen, miRNA, Viicut Stvilarmin Tayini, Adli Biyoloji, Degradasyon.
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SUMMARY

Forensic investigations rely heavily on biological evidence to identify perpetrators and uncover
the truth behind criminal activities. Advances in healthcare technologies have made it possible
to analyze DNA from biological samples, enabling more definitive and reliable results in legal
contexts. Today, before DNA analysis is performed on evidence collected from a crime scene,
it is necessary to confirm that the sample originates from a human biological source. Various
physical, immunological, histochemical, and microscopic tests have been developed for this
purpose. However, when working with trace amounts of samples, these tests can damage the
DNA structure and reduce the sample quantity. Furthermore, tests that are not sufficiently
specific may yield false-positive or false-negative results. Considering these disadvantages,
forensic sciences have turned to next-generation molecular applications. RNA molecules have
emerged as alternatives due to their tissue-specific expression characteristics. Like mRNA,
miRNAs are also suitable for the identification of bodily fluids due to their tissue-specific
expression features. miRNAs are more resilient and stable than mRNAs because of their smaller
size and protection by enzyme complexes. Therefore, they produce better results under
degraded conditions. Given the degrading environmental conditions at crime scenes, evaluating
the stability of such markers in these environments is crucial for forensic sciences. For this
reason, the most common crime scene scenarios were determined in our study, and experiments

were conducted under these conditions.

In our study, the stability of miR-10a and miR-891a, which are markers found in significantly
higher concentrations in semen compared to other bodily fluids, was evaluated under degrading
conditions. Semen samples were collected from five healthy (normospermic) volunteers. The
samples were deposited on 100% cotton white fabrics, which were then exposed to simulated
crime scene conditions. As the control group, O-group samples were stored at room

temperature. S-group samples were submerged in water obtained from Biiyiikcekmece Lake,
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T-group samples were buried in standard garden soil, and Y-group samples were washed in a
domestic washing machine at 90 °C with powdered detergent for 1 hour. After the target
duration, total RNA was isolated from the fabric samples. Subsequently, cDNA synthesis was
performed. Quantitative analysis was carried out using an RT-PCR instrument, where the
amplification of miR-10a and miR-891a regions was monitored in real-time, and Ct values were
obtained. RNU6b was used as a reference for comparison. For miRNA concentration
comparisons, ACt [Ct(miRNA) — Ct(RNU6b)] and AACt values were calculated, and the
stabilities of miR-10a and miR-891a were interpreted using the fold-change principle calculated
by the 2*-AACt formula. Samples with Ct values of 35 or higher were excluded from fold-
change and statistical analyses. Based on fold-change data, it was observed that miR-891a
expression was higher and more stable than miR-10a. In the samples washed in the washing
machine, the high temperature and the presence of chemicals such as laundry detergent, which
damage the nucleic acid structure, led to greater miRNA degradation. Therefore, miRNA could
not be recovered from this group, and comparative analyses were not performed. Statistical
analyses were conducted using IBM SPSS Statistics 22 to determine whether different
environmental conditions significantly affected miRNA concentrations. Normality was
assessed with the Shapiro—Wilk test, while One-way ANOV A and Post-hoc Tukey tests were
used for group comparisons. According to the results of the One-way ANOVA test, the tested

environmental conditions did not have a significant impact on miRNA stability (p>0.05).

Keywords: Semen, miRNA, Identification of Bodily Fluids, Forensic Biology, Degradation.
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1. Giris ve Amag

Adli bilimlerde, olay yerinde bulunan biyolojik kaynakli deliller, sugun aydinlatilmasi ve kisi
kimliklendirilmesi yapilabilmesi agisindan oldukc¢a Onemlidir. Bulunan biyolojik deliller,
ozellikle dogru olarak toplandiginda, uygun kosullarda laboratuvara gonderildiginde ve analiz
edildiginde en giivenilir kanitlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biyolojik deliller olay yerinde
kan, tiikiiriik, semen, vajinal sekresyon, idrar gibi viicut sivilar1 seklinde bulunabilir. Cinsel
suclarda en ¢ok karsilagilan viicut sivisi olan semen, kumas veya bir obje lizerinde leke veya
swvi olarak bulunabilecegi gibi vajinal, anal veya oral bosluklarda kalint1 halinde de bulunabilir.
Ayrica acik havada, lizerinden zaman ge¢mesi durumunda kuruyup seffaf bir hal alabilir ve
olay yerinde tespiti zorlasabilir (1). Adli bilimlerde olay yerinde bulunan ve viicut sivist olma
thtimali olan 6rneklerden DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) analizi yapilmadan 6nce insan
kaynakli bir viicut sivist oldugunun kesinlesmesi gerekir. Bunun i¢in belirli viicut sivilari i¢in
ayrt olarak gelistirilmis baz1 fiziksel, kimyasal, immiinolojik, mikroskobik ve
spektrofotometrik testler bulunmaktadir. Insan kaynakli bir viicut sivist oldugu kesinlesen
orneklerden daha sonra DNA analizi yapilmaktadir (2). Adli bilimlerde kullanilan test
kimyasallarmin, DNA yapisinin bozulmas1 ve ¢ok kii¢iik miktardaki drnekler iizerinde delil
kaybina neden olabilmesi gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica kullanilan testin 6zgiilliigliniin
diisiik olmas1 durumunda yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar alinabilmektedir. Testlerin
dezavantajlar1 g6z oniine alindiginda, 6zgiilliigiin ¢ok daha yiiksek oldugu ve ¢oklu islemlerin
bulunmadigi yeni nesil molekiiler genetik uygulamalar, adli biyolojide arastirilmaya
baslanmustir (3).

Adli bilimlerde RNA’nin (Ribo Niikleik Asit) kullanimi, biyolojik sivilarin
tanimlanmasi ve orijinin belirlenmesinde kullanilan testlerin dezavantajlarmin 6niine gecilmesi

icin gelistirilmis yeni nesil molekiiler uygulamalardan birisidir. RNA temelli metotlar, 6zellikle
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ornek miktarinin ¢ok az olmasi gibi durumlarda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (4,5). RNA temelli
metotlar i¢inde en sik ¢alisilan RNA tiirii olan mRNA (messenger RNA- mesajc1 RNA) olmakla
birlikte daha yeni bir konu olan miRNA (microRNA-mikroRNA), olduk¢a umut verici bulgular
icermekte ve ayn1 zamanda mRNA’ya gore bazi avantajlara sahiptir. Ancak adli bilimlerde
RNA temelli yontemler, standardize analizlerin olmamas1 ve diinya ¢apinda yeterli verilerin
olmamasi sebebiyle giiniimiizde rutin analizlerde kullanilmamaktadir. Bilim diinyasinda bu
amagla kullanilacak belirtecler ve bu belirteclerin nitelikleri calisilmaya devam etmektedir (6).
Tez ¢aligmamizda, miRNA’nin avantajlar1 g6z oniinde bulundurularak, adli bilimler ic¢in
oldukg¢a 6nemli bir viicut sivisi olan semen lizerinde, miR-10a ve miR-891a’nin stabiliteleri,

farkl olay yeri senaryolar1 iizerinden hesaplanmustir.
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2. Genel Bilgiler

Adli bilimlerde olay yerinden toplanan oOrnekler sug, fail ve magdur arasindaki iligkiyi
olusturan, sugun aydinlatilmasini ve adalete hizmet edilmesini saglayan temel unsurlardir. Olay
yeri 6rneklerinin uygun bir sekilde toplanmasi, paketlenmesi, laboratuvara gonderilmesi, delil
niteligini kaybetmeden analizlerinin yapilmasi ve analizlerin dogru yorumlanmasi istenilen
sonuca ulagmak icin dikkat edilmesi gereken hususlardir (4). Olay yerinde en ¢ok karsilasilan
delil tiirlerinden biri olan biyolojik deliller, kisiye 0zgli Ozellikleri sayesinde sugun
aydmlatilmas1 agisindan oldukca Onemlidir. Biyolojik deliller, insan viicudunda bulunan
herhangi bir dokudan elde edilen delillerdir. Kil, kan, tiikiiriik, semen, idrar, dis, kemik, ter gibi
ornekler, olay yerinde karsilasilan biyolojik delillere 6rnektir (7). Biyolojik 6rneklerden DNA
yardimi ile kisinin tespit edilmesi, ilk olarak 20. ylizyilin sonlarinda kullanilmaya baslanmustir.
Adli bilimlerde DNA’nin kanit olarak kullanilmasindan once, 6zellikle kan 6rneklerinde kan
gruplar1 gibi baz1 serolojik ve immiinolojik yontemler kullanilmig, daha sonralar1 ise bazi
polimorfik enzim gruplarmin ayirt edici 6zellikleri yer almaya baslamistir (8,9). 1984 yilinda
Alec Jeffreys ve ekibinin DNA’da baz1 bolgelerin olduk¢a polimorfik oldugunu, kisiler arasi
ayrimin yapilmasina olanak tanidigini ve ‘DNA parmak izi’ tanimini belirtmesi iizerine, DNA
molekiilii adli bilimler icerisinde kendisine yer edinmistir ve ilk kez 1987 yilinda bir vakay1
cozmek i¢cin kullanilmistir (10,11). DNA’nin adli bilimler igerisine girmesi ile biyolojik
orneklerden DNA’ nin ¢alisilmasi vazgecilmez hale gelmistir. Ilerleyen yillarda teknolojinin
gelismesiyle birlikte ortaya ¢ikan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction
(PCR) ) metodu ile daha polimorfik olan STR (Short Tandem Repeats-Kisa ardisik tekrarlar)
ve SNP (Single Nucleotide Polymorphism- tek niikteotid polimorfizmi) analizleri uygulanmis

ve sonuglarm gilivenilirligi arttirilmistir (12,13).

Bir insanin DNA dizisi incelendiginde, istisnai durumlar hari¢ tiim dokularda ayni oldugu

goriiliir. Adli vakalarda bir bireyi farkl doku tipleri kullanilarak kimliklendirebilmenin temel
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sebebi budur. Ayni tiir icinde DNA dizilimi, minimal varyasyon gostermektedir. Bireyler
arasindaki bu varyasyonlarin, molekiiler olarak tespit edilebilmesi adli vakalarda kullanilmasini
saglamaktadir (11). Insanlar arasmmda her 1000 baz basina yaklasik 1 baz farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklar, polimofizmler olarak karsimiza ¢ikarlar. Adli vakalarda DNA
kimliklendirilmesinin temelinde, diinyada tek yumurta ikizleri haricindeki tiim bireylerde
DNA’nm essiz olmasi yatar. DNA dizilimi tiim insanlarda yaklasik %99,5 oraninda aynidir.
Adli kimliklendirmeyi ilgilendiren kalan %0,5 lik kisim yani polimorfizmler kisilere 6zgiidiir
(14). Polimorfizmler, molekiiler biyoloji teknikleriyle analiz edilebilmektedir ve paternite
testlerinde, su¢ olaylarinda suclu tespitinde, toplu Olimler ve kayip kisilerin teshisinde,
antropolojik calismalarda tarihi kisiler ile giinlimiizde yasayan insanlar arasindaki akrabalik
iliskilerini belirlemek amaciyla kullanilan belirteclerdir (15). Kromozomlarda, g¢esitli
bolgelerde belirli bir baz dizisinin siirekli bir bicimde tekrar ettigi goriilmektedir. Bu dizilere
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats- Degisik sayili ardisik tekrarlar) adi
verilmektedir. Insanlarda bu bdlgelerin dizileri, tekrar sayilar1 veya bulunduklar1 bdlgelerin
kisiye spesifik olmasi nedeniyle, adli kimliklendirmede en ¢ok kullanilan polimorfizmler olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. VNTR sekanslari, icerdikleri baz tekrar sayilarinin uzunluklarma gore
iki sinifta incelenirler. Tekrar dizisi 2-6 baz ¢ifti arasindaysa Short Tandem Repeats (STR) ,
tekrar dizisi 6 baz ciftinden fazlaysa Long Tandem Repeats (LTR-Uzun ardisik tekrarlar)

altinda smiflandirilir (16,17).

I- Long Tandem Repeats (LTR)
LTR’ler, yaklagik 7-16 baz ciftinin ardisik olarak tekrar etmesiyle olusmus, VNTR 1n
bir diger alt sinifidir. 1985 te Alec Jeffrey tarafindan, bu sekanslar uzunluk
polimorifzmleriyle iliskilendirilmis ve minisatellit olarak isimlendirilmistir (10). LTR
sekanslari, insanlarda telomerik bdlgelere dogru kiimelenme egilimindedir (18).

Gilinitimiizde daha kisa DNA fragmentleri i¢eren, kismen degrade 6rneklerde dahi sonug



19

almabilmesi, ¢alisma kolayligi, bir¢cok lokusun bir arada amplifiye edilebilmesi, yiiksek
ayirim gilici géstermesi gibi iistiin Ozellikleri sayesinde STR lokuslar1 adli amagh
kimliklendirme ve nesep davalarinda tercih edilen hakim yontem olmustur (17).

2- Short Tandem Repeats (STR)
STR’ler, 1-6 baz ¢iftinin ardisik olarak tekrar etmesiyle olugsmus, protein kodlamayan
kromozom bolgeleridir. Mikrosattelit olarak da isimlendirilir. Genomda sik bulunmasi,
yiiksek polimorfik 6zellikleri, az sayida ve degrade orneklerde iyi calismasi sebebiyle
adli bilimlerde en sik kullanilan belirte¢lerdir (19,20). STR’ler, ¢esitli mutasyon risk
seviyelerine sahiptir. Ama bir STR lokusunun, adli tipta kullanilmasi i¢in, diisiik
mutasyon oranmna sahip olmasi gerekmektedir. Insersiyon, delesyon gibi tekrar
dizilerindeki degisiklik gosteren mutasyonlar, STR’lerde go6zlenen mutasyon
cesitlerindendir. STR lokuslar1 her jenerasyonda, yaklasik 1.2 x 107 ile 1.5 x 102
arasinda mutasyon oranina sahiptir. STR lokusunda tekrar sayismin artmasinin,
mutasyon oranini da arttirdig1 varsayilmaktadir (21).

Bir biyolojik delilin, bir bireye ait olup olmadigmin yorumunun yapilabilmesi i¢in 13 veya

daha fazla STR lokusunun analizi gereklidir. ABD merkezli CODIS (Combined DNA Index

System) 12 farkli kromozom iizerinde bulunan 20 adet STR lokusunu barindiran arsiv

kullanmaktadir. Ayrim giiciiniin fazla olmasi, ¢alisilan STR lokusunun fazlaligma ve

calisilan bolgelerin polimorfizm derecelerine baghdir (22,23).

3- Single Nucleotide Polymorphism (SNP),

SNP’ler polimorfizmlerin en basit formudur. Mayoz bolinmede DNA replikasyonu
sirasinda meydana gelen hatalardan kaynaklanan bir niikleotidin farkliligidir. Insan
genomunda her 275 baz c¢iftinde, ortalama bir adet SNP oldugu varsayilmaktadir. 3 milyar
civar1 baz ciftinden olusan insan genomunda yaklasik 10-11 milyon SNP bulunmaktadir.

SNP’ler genellikle bialleliktir ve ortalama mutasyon orami (107, 10”) ¢ok diisiiktiir. Bu
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nedenle son zamanlarda sikca kullanilmaya baslanmistir (23,24). Insanlarm DNA
dizilerinde meydana gelen SNP’ler, insanlarin hastaliklarla olan iligkisini ve patojenlere,

kimyasallara, ilaclara, asilara ve diger ajanlara nasil tepki verdigini etkileyebilir (25).

Ilerleyen yillarda molekiiler biyoloji teknolojisinin gelismesiyle birlikte, adli bilimler alanmna
yeni profilleme metotlarinin girmesi hiz kazanmustir. ileri derecede bozunmus veya yumusak
dokunun bulunamadigi, sadece sert dokularin (kemik, dis) bulundugu 6rneklerde, genomik
DNA haricinde Mitokondriyal DNA (mtDNA) belirteclerinin kullanisli olmas: ve maternal
kalitim gosterdigi i¢in soy agaci belirlemede, kitlesel 6liimlerin yasandigi olaylarda ve evrimsel
calismalar igerisinde kendisine yer edinmistir (26,27). Adli bilimlerde bu alanda bir¢ok 6nemli
olay1 aydinlatmada kullanilmistir (28-31).

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR, Ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu) teknolojisinin gelistirilmesi ile, RNA molekiilleri de adli analizlere dahil
olmustur. Bu alanda yara yas1 tahmini, post-mortem interval analizi, biyolojik lekelerin yas
analizleri ve viicut sivilarmin tayininde, RNA molekiilleri 6nemli belirtegler olarak karsimiza

cikmaktadir (32).

2.1- Viicut Sivilarimin Tayini
Adli vakalarda en ¢ok karsilasilan biyolojik 6rnekler sugun tiiriine bagli olmakla birlikte
kan, semen, tiikiiriik, vajinal sekresyon, idrar, doku parcalari, kemik, kil gibi viicut
parcalaridir. Bu orneklerin gercekten biyolojik materyal olup olmadigi bilinmeli ve
orijini belirlenmelidir. Bunlarin tespiti i¢in laboratuvarlarda spektrofotometrik,
mikroskobik, immiinolojik, fiziksel ve kimyasal birtakim testler uygulanir. Boylece

delil niteligi tasimayan ve biyolojik 6rnek olmadigi tespit edilen materyaller diglanmis
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olur. Biyolojik 6rnek oldugu dogrulanan delillerden daha sonra DNA analizi yapilir

(33,34). Biyolojik sivilara yapilan testler iki grupta incelenir.

2.1.1- Viicut s1vis1 tayininde kullanilan testler

2.1.1.1 On tarama testleri

Bu testler temelde, o sivinin istenen biyolojik materyal olup olmadigmi tayin

etmektedirler. Bunun i¢in sivinin i¢inde bulunabilecek bir maddenin tespiti

gerceklestirilir. Bu islemin 6zgiilliigli, ancak tespit edilecek maddenin sadece o

siviya ait olmasiyla saglanabilir. Yeterince 6zgiil olmayan testler yanlis pozitif veya

negatif sonuclar verebilirler. Delilin orijini konusunda kesin bir bilgi vermezler

(34,35).

Tablo I: Kan, semen ve tiikiiriik i¢in kullanilan 6n tarama testleri (35-37).

Kan

Luminol ile UV
kullanilmasi

Benzidin testi
Fenolftalein testi

Peroksidaz testi

151k

Semen

Barberio testi
Kolin testi

Asit Fosfataz (AP) testi

Tukirik

Phadebas amilaz testi
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2.1.1.2 Dogrulama testleri
Test edilecek biyolojik sivinin orijinin belirlenmesinde kullanilan dogrulama
testleri, 6n tarama testlerine gore daha pahali, uzun gerektiren ve karmasik ancak

daha 6zellesmis testlerdir (38).

Tablo II: Kan, semen ve tiikiiriik i¢in kullanilan dogrulama testleri (38,39)

Kan e Kan hiicrelerinin mikroskopta
saptanmasi
e Takayama testi

e RSID-Blood Immiinolojik testi

Semen e Spermatazoalarin mikroskopta
saptanmasi
e Prostat spesifik antijen (PSA)

testi

Tkirik e Amilaz testi pozitif ¢ikan

ornekler icin mikroskopta epitel

hiicrelerinin saptanmasi

2.1.2 Viicut sivilan tayininin 6nemi
Adli analizlerde, viicut sivilarini dogru sekilde analiz etmek biiyiik 6nem tasiyan bir
asamadir. Olay yerinden toplanip, laboratuvarda analiz edilinceye kadar olan her
adimda bulgular, delil niteligini kaybetmeyecek sekilde toplanmali ve ilgili
laboratuvara transfer edilmelidir. Biyolojik materyallerden DNA analizi yapilmadan

once insan kaynakli bir biyolojik materyal oldugunun kesinlesmesi gerekmektedir.
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Boylece DNA analizine bagvurulmadan Once diger oOrneklerin elimine edilmesi
saglanir (33).

Olay yerinde bulunan biyolojik delillerin konumu, sekli, miktar1 ve yasmnin
belirlenmesi uzmanlarin olay yerini, zamanini, kisi sayisini ve olay anini1 dogru sekilde
yorumlamasima yardimci olacak unsurlardir. Bu asamada viicut sivilarmin tayini, sug
tiirinii, magdur, fail ve olay yeri arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikaracaktir. Ayrica viicut
stvilariin tayin edilmesi, olay yeri ile ilgisi olmayan veya olay ile ilgili bilgi vermeyen
diger viicut stvilarinin da ayrilmasini saglar. Ornegin olay yerinde bulunan seffaf bir
lekenin, tiikiiriik mii, ter mi, semen mi yoksa vajinal sekresyon mu oldugunun
belirlenmesi, bir cinsel saldir1 olup olmadigi hakkinda c¢ok Onemli ipuglar
verebilmektedir. Benzer sekilde olay bulunan bir kan lekesinin, vendz kan ya da
menstrual kan oldugunun belirlenmesi, olay zamanima ve tiiriine iliskin 6nemli bilgiler

sunabilmektedir (40,41).

2.1.3 Viicut sivilan tayininde karsilasilan zorluklar

Viicut sivist tayininde kullanilan testlerin bazi dezavantajlar1 mevcuttur. Adli
biyolojide kullanilan 6n tarama testleri daha basit uygulanan, ucuz ve tek basamakli
yontemlerdir. Ancak On tarama testleri 6zgiilliigiin diisiik oldugu durumlarda bazi
bilesiklerle yanlis sonuglar verebilmektedir (42). Ayrica degrade orneklerde viicut
stvisinin - 6zelligini  kaybetmesi durumunda yine testler islevsiz kalmaktadir.
Dogrulama testlerinde ise kullanilan test kimyasallar1 ile biyolojik 6rnegin DNA
biitlinliigii zarar gorebilmekte ve eser miktarda bulunan materyalin miktarinda 6nemli

Olciide azalmaya sebep olabilmektedir (3,43).
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Venoz kan, semen ve tikiiriik icin gelistirilmis ve rutinde de kullanilan testler
bulunmasina karsin idrar, vajinal sekresyon ve ter i¢in gelistirilmis bu viicut sivilarina
0zgiil testler bulunmamaktadir. Ayrica olay yerinin yorumlanmasinda 6nemli bir yere
sahip olan menstrual kan icin de, vendz kandan ayrimmi saglayan test

bulunmamaktadir (44,45).

2.2 Semen

Semen erkek iireme organlar1 tarafindan iiretilen icerdigi bir¢ok yardimci bilesikle beraber

sperm hiicrelerini dollenmeye hazir hale getiren, beyaz- gri renkli kompleks bir viicut sivisidir.

Erkek iireme organlar1 semen iiretiminde organize halde ¢aligirlar (46).

2.2.1 Semenin iiretimi

Testis:

Testis, erkek lireme sisteminde, spermatogenez ile olgun sperm hiicrelerinin iiretildigi
seminifer tiipgiiklerin bulundugu kisimdir. Spermatogenez, diploid kromozoma sahip ana
spermatagonyum hiicrelerinin mayoz bdliinme gegirerek, haploid kromozomlu olgun
sperm hiicrelerine doniistiigli biyolojik bir siirectir. Spermatagonyum, yaklasik 40 giin

sonra olgun sperm hiicresine doniisiir (46).

Epididimis ve Vas deferens kanallart:

Epididimis tiipleri, testisten olgun sperm hiicrelerinin ¢ikis yaptigi yerdir. Sperm
hiicreleri, tiip icerisindeki yaklasik 2 haftalik yolculuklarinin sonunda, ejakiilasyon
gerceklesinceye kadar, epididimisin distal kisminda depolanir. Epididimisin distal

kismindan itibaren baslayan Vas deferens kanallari, yapisindaki diiz kaslarin yardimiyla
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sperm hiicrelerini, epididimisten karm bosluguna, oradan seminal keseciklerin bulundugu

kisma tasirlar (47,48).

Seminal kesecikler:

Seminal kesecikler, karin boslugunda idrar kesesinin hemen yanlarinda bulunan ikili
bezlerdir. Bu kisimdan salgilanan molekiiller, semen hacminin yaklasik %60 1
olusturur. Sperm hiicrelerinin hareketi icin gerekli ATP’nin kaynag: fruktoz sekeri ve
iireme fonksiyonunda onemli yere sahip yag asidi olan prostaglandin burada iiretilir

(48,49).

Prostat:

Idrar kesesinin altinda iiretray1 cevreleyen bezdir. Prostat sivis1, semen hacminin yaklasik
%20’sini olusturur. Burada bulunan ¢inko iyonlar: (Zn**) ve sitrat, sperm hareketliligi,
stabilitesi ve seminal sivinin sivilagmasi- pihtilagsmasi dengesinin kurulmasi i¢in 6nemli

molekiillerdir (50).

Cowper (Bulbouretral) bezi:
Prostat bezinin altinda bezelye biiyiikliigiinde bir bezdir. Salgiladigi pek c¢ok
glikoproteinin yaninda, cinsel uyarim sonrast mukus benzeri siv1 salgilayarak, liretranin

asidik ortamii notralize eder ve boylece sperm hiicreleri i¢in uygun ortam olusturulur

(51).
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2.2.2 Semen icerigi

Protein ve karbonhidratca zengin olan semen igerigi, hiicresel kisim ve hiicresel olmayan
kisim olmak tizere iki boliimde incelenir. Hiicresel kisim, ¢ekirdeginin icinde DNA
barindiran boliimdiir. Olgunlagmis sperm, lokositler ve genital doku kaynakli epitel
hiicreler bu kisimda bulunur. Sperm, semenin en 6nemli bilesigi olmasina ragmen, total
semenin yaklasik %1-2’sini olusturur. Hiicresel olmayan kisim ise, salgilandigi dokulara

gore smiflandirilir (52).

Tablo III: Semen iceriginde bulunan bilesikler ve kaynak dokular1

TESTIS %1-2 e Olgun sperm
EPIDIDIMIS %5-10 e  Gliserofosfokolin
(GPC)

o o-glikozidaz
e |- cornitin
e Epididimozom

SEMINAL KESECIKLER %60-70 e  Friiktoz

e Semenogelin

e Prostoglandin

e Sorbitol

e C vitamini

e  Sitokinler
PROSTAT %10-30 e Prostat  Spesifik
Antijen (PSA)

e Asit Fosfataz

e Cinko iyonlar1

(Zn*")
e  Sitrat
e Lipidler

e Spermin
COWPER (BULBOURETRAL) | %1-5 e  Mukus
BEZi e Galaktoz
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Semen iceriginde bulunan bu bilesikler, sperm hiicrelerinin yumurtaya bagaril bir sekilde
ulagsmasinda ve déllenmenin gerceklesmesinde onemli yere sahiptirler. Semen, yaklasik
7,2-7,5’lik pH ile bazik bir ortama sahiptir ve sperm hiicreleri bazik ortamda hayatta
kalirlar. Semen igerisinde bulunan ve bir poliamin olan spermin, semenin bazik yapida

olmasini saglayan en 6nemli bilesiklerden biridir (53).

2.2.3 Sperm morfolojisi

Sperm, erkek iireme sistemi tarafindan {iretilen ve disi yumurta hiicresini ddlleyerek
iiremeyi saglayan hiicredir. Sperm hiicreleri erkek iireme sisteminde testis icerisinde
seminifer tiip¢iikler igerisinde spermatogenez adi verilen mitoz ve mayoz bdliinmelerin
gerceklestigi siirecte dretilirler. Spermatogenezde, olgunlasmamis ve diploid (2n)
kromozom setine sahip spermatogonium hiicrelerinden, haploid (n) kromozom setine
sahip spermatidler iretilir. Spermatidler uygun kosullarda farklilasarak hareketli
spermatozoalara doniisiirler. Insanlarda spermatogenezin uyarilmasi ve sperm
hiicrelerinin tretilmesinde, Sertoli ve Leydig hiicreleri aracigiliyla algilanan FSH (
Folikiil Uyarict Hormon -Follicle-Stimulating Hormone), LH (Luteinizan hormon) ve

testosteron hormonlar1 gérev yaparlar (54,55).

Olgun sperm hiicreleri morfolojik olarak, plazma membrani tarafindan boliinmiis bas ve
kuyruk kisimlarindan olusur. Sperm bas kisminda, yumurta hiicresine giris yapabilmesi
icin bazi enzimleri bulunduran akrozom ve haploid sperm DNA’sim iceren niikleus
bulunur (56). Sperm DNA’s1, somatik hiicre DNA’larindan farkl olarak histon degil
protamin proteinleriyle ¢evrilidir ve olduk¢a siki paketlenmistir (57). Spermin kuyruk

kismi, kamg1 hareketleriyle sperm hiicresinin yumurtaya tasinmasini saglayan, protein
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yapilt flagellum ve bol miktarda mitokondri iceren boyun kismindan olusur.

Mitokondriler, sperm hiicrelerinin hareketi i¢in gerekli olan ATP’nin sentezlenmesini

saglar (58).
Akrozom
Ba
? Niikleus
Boyun [ Sentriol
T Mitokondri
Orta kisim
Flagellum
Kuyruk

Sekil 1: Memeli sperm hiicresi morfolojisi

2.3 Adli Bilimlerde Semen Analizi
Adli bilimlerde semenin tespiti, 6zellikle cinsel suclarin aydmlatilmasinda oldukca 6nemli bir

yere sahiptir. Olay yerinde bulunan semenin miktari, bulundugu yeri ve bigimi, sugun detaylar1
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hakkinda bilgi vermektedir. Cinsel suclarda semen, magdurun vajinal veya anal bosluklarinda

bulundugu gibi, bir obje veya kumas lizerinde kurumus leke seklinde de bulunabilmektedir.

Eskimis ve kurumus semen Orneklerinde leke seffaflasabilir ve tespiti zorlasabilir. Bu

durumlarda 6ncelikle lekenin semen olup olmadiginin tespitinin yapilmasi gerekmektedir. Adli

biyolojide semenin analizi mikroskobik, immiinolojik, spektrofotmetrik, fiziksel ve kimyasal

yontemler ile yapilabilmektedir. Semen tespitinin temelinde, semen igerisinde diger viicut

stvilarindan ayiracak ozellikte olan spesifik molekiiller ya da ¢ok daha yogun olarak bulunan

molekiiller aranir (59,60).

1-

2.3.1 On tarama testleri

Asit Fosfataz (AP) testi

Asit fosfatazlar, asidik ortamda, fosfat monoesterlerin hidolizini katalizleyen ve hemen
hemen tiim memeli dokusunda bulunan enzim ailesidir. Fakat semende, diger viicut
stvilarina oranla oldukga ytliksek oranda bulunmasi, adli bilimler i¢cinde semen tespitinde
kolaylik saglamaktadir. (61). Adli bilimlerde, asit fosfataz enzim varligin tespiti i¢in
kullanilan renk testlerinin basinda Brentamine Fast Blue B gelmektedir. Brentamine
Fast Blue B, asit fosfataz enzim aktivasyonuyla, a-naftil fosforik asidin o-dianisidine
dontismesiyle, mor-menekse renk elde edilir. Hizli ve glivenilir bir 6n-tarama testi
olmasina karsin vajinal sekresyon, kan ve karnabahar gibi bazi bitkilerde de yanlis

pozitif sonug verebilmektedir (62).

Barberio test
Barberio testi, semen igerisinde spermin varligina dayali on-tarama testidir. Semen
iizerine damlatilan ve pikrik asit iceren Barberio belirteci, semen igerisindeki spermin

molekiillerinin sar1 kristal seklinde mikroskopta goriilmesine yardimei olur. Yontem
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basit olmasina karsin hassasiyeti diisiiktiir ve diger viicut sivilarinda yanls pozitif ve

yanlis negatif sonuclar verebilmektedir (35,62).

3- Kolin (Florence) test
19. yiizyilin sonlarinda gelistirilen ve semen igerisindeki fosforilkolin varligni tespit
etmeye yarayan bir On-tarama testi olan Florence test, iyodiir iceren Florence
kimyasalmin, semen lekesi tizerine dokiilmesi sonucu olusan kahverengi renkteki kolin
kristallerinin mikroskopta gozlenmesi ile tanimlanir. Fosforilkolin semende 2-300
mg/100 g oraninda bulunmasinda karsin daha diisiik oranlarda idrar, siit gibi viicut
sivilarinda ve ayrica kabak, karnabahar, patates gibi bazi bitkilerde de bulunmaktadir.
Bu nedenle testlerde yanlis negatiflik ve yanls pozitiflik olusmamasi adina, asit fosfataz
testi ile beraber kullanilmasi oOnerilir. Spesifikligi asit-fosfataz testine gore daha

yiiksektir (63).

4-  Alternatif Isik Kaynaklar

Alternatif 1s1k kaynaklar1 (ALS) kullanilarak olay yerinde bir bulgu iizerinde biyolojik
ornek olup olmadigmin belirlenmesi, adli bilimler i¢cerisinde olduk¢a yaygin bir 6n
tarama testidir. Bunun i¢in 6rnege UV gibi belirli dalga boylarinda 1isimalar gonderilip
absorblamasi saglanir ve belirli filtreler altinda biyolojik 6rnek goriiniir hale getirilir.
ALS teknigi, 6zellikle tiikiiriik ve semen gibi kurudukga seffaflasan biyolojik rnekleri
goriiniir hale getirmek i¢in olduk¢a kullanish bir yontemdir. Kurumus bir semen
lekesini tespit etmek i¢in 320-500 nm aras1 dalga boylar1 yeterli olmakla birlikte en iyi
sonuglar turuncu filtreli gozlik ile 400-490 nm arasindadir (64,65). Ancak UV

isinlarmi, DNA tizerindeki hasar yaratici etkisi dolayisiyla bu orneklerden tekrar
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DNA analizi yapmak sonucglarin hatali ¢itkmasina sebep olabilecektir. Ayrica birbirine
yakin dalga boylarin1 absorblayan biyolojik 6rneklerin ayirt edilememesi ve belirli
objeler lizerinde UV 1smlarmnin tespit edilememesi bu yontemin dezavantajlarindandir

(66).

2.3.2 Dogrulama testleri
5- Isik mikroskobunda sperm tespiti

Sperm, sadece semen igerisinde bulunan erkek lireme hiicresidir. Semene spesifik
oldugundan, incelenen bir 6rnekte sperm hiicresinin mikroskopta tanimlanmasi, 6rnegin
semen oldugunu kanitlamaya yeterli olan dogrulayici bir testtir. Sperm hiicreleri,
yapisal olarak essiz bir morfoloji gosterirler ve bu nedenle mikroskop altinda
tanimlanmalar1 kolaydir. Ancak sperm hiicreleri, dis ortamda hizlica canliligini
kaybetme, bozulma ve karakteristik 6zelliklerini kaybetme egilimindedir. Bozulmaya
baslayan bir sperm hiicresinde bas ve kuyruk kisimlar1 ayrilmaya baslar. Ayr1 bas ve
kuyruk kisimlari, sperm tespitini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle mikroskopla sperm
tespitinin, konu hakkinda bilgili uzmanlar tarafindan yapilmasi gerekmektedir .

D1s ortamda sperm hiicrelerinin bozulma siiresi, ortamim pH’1 ve sicaklik gibi faktorlere
bagli olarak degismektedir. Sperm hiicreleri, semen gibi bazik ortamda yasamaya uyum
saglamiglardir. Vajinal boslukta, 3 ila 7 giin gibi siirelerde sperm hiicresi canliligini
korumaktadir. Literatiirde 17 ila 19 giine kadar hareket etmeyen sperm orneklerinin
toplanabildigine dair bulgular mevcuttur (67). Fakat adli bilimlerde, vajinal bosluktan
alman sprem Orneklerinin delil 6zelligi gdsterebilmesi i¢in, olay gergeklestikten sonra
72 saat icerisinde toplanmas1 gerekmektedir (68). Literatiirde, yapilan ¢alismalarda oral
siiriintiilerde 6 saat, anal siirliintiilerde 46 saat, rektal siiriintiilerde ise 65 saate kadar

spermatazoa tespiti yapilabilen ¢alismalar mevcuttur (69).
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Sperm hiicrelerinin mikroskopta goriiniir kilinmas1 i¢in ¢esitli boyama yontemleri
mevcuttur. Bu boyalar bas, kuyruk, niikleus gibi bolgeleri farkli renklerde boyayarak
spermi goriiniir kilarlar. Bu boyalardan en yaygin kullanilan Christmas tree boyasi,
Nuclear Fast Red ve Picro Indigo Carmine reaktifleriyle birlikte, sperm hiicrelerinin
bas- akrozomal kisimlarini koyu pembeye boyarken kuyruk kisimlarint mavi-gri renge
boyar. Sperm boyama i¢in en giivenilir boyama yontemlerinden biridir (70). Patoloji
laboratuvarlarinda, hiicre ¢ekirdegi morfolojisinin belirlenmesi i¢in en ¢ok kullanilan
boya olan hemotoksilen- eozin, sperm hiicrelerinde de ¢ekirdek ve DNA igceren boliim
olan bas kism1 mavi- mor renkte boyayarak ayirt edilir. Uygulamasi kolay, ucuz ve etkili
bir boyama yontemidir (71). Adli bilimlerde sperm hiicrelerinin boyanmasi i¢in alkalin-
fuksin (70), Paponicolau boyasi (72), eosin-nigrosin (73) gibi pek c¢ok boya cesidi
kullanilmaktadir (70,72,73). Ancak sperm bulunmayan semen 6rneklerinde (azospermi,

oligospermi) mikroskopla gozlem yapilamamasi en biiylik dezavantajidir.

Prostat Spesifik Antijen (PSA) testi

Prostat spesifik Antijen (PSA) ya da p30, prostat epitel hiicreleri tarafindan iiretilen,
serin- proteaz aktiviteli bir proteindir. Androjen diizenleyici olarak gorev yapar (74).
Prostat kaynakli bir protein olmasindan dolay:r semen icerisinde ¢ok yiiksek oranda
bulunur. Prostat spesifik antijenin tespiti, 6rnegin semen olduguna dair dogrulayici bir
test sunar. Ancak PSA’nin vendz kanda ve idrarda da ¢ok diisiik miktarlarda olsa bile
bulundugu ve yanlis pozitif verme ihtimali oldugu bilinmektedir. PSA testi, sperm
icermeyen semen Orneklerinde de pozitif sonu¢ vermesi, spermatazoa tespitine gére en
biliyiik avantajidir. PSA tespiti, antijen-antikor eslesmesine bagl olarak ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay- Enzim bagli immunosorbent analizi) ile

yapilabilir. ELISA olduk¢a hassas olup 4 ng/mL ye kadar yogunlukta Ol¢iim
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yapabilmektedir. ELISA testinin sonug¢ vermesi daha uzun siirdiigiinden adli bilimlerde
daha kisa siirede sonug verebilen, immiino-kramotografik test kitleri gelistirilmistir. Bu
kitler, yaklasik ELISA hassasiyetinde pozitif sonug¢ verebilmekte, uzun siire igerisinde

beklemis semen orneklerinde ve vajinal stiriintiilerde dahi pozitif sonug¢ vermistir (39).

2.4 Adli Bilimlerde RNA
2.4.1 Ribo Niikleik Asit (RNA)
Ribo Niikleik Asit (RNA), kalip DNA zincirinden RNA polimeraz enzimi ile sentezlenen
niikleik asittir. Yapist DNA’ya benzer sekilde fosfodiester baglariyla birlikte seker-fosfat
omurgas1 ve sekere glikozit bagiyla baglanan azotlu bazlardan olusur. DNA’dan farkl
olarak yapisinda Deoksiriboz yerine Riboz sekeri bulunur. Timin yerine Urasil barindirir
ve DNA’nm aksine ¢ift iplikli sarmal yapis1 yoktur. RNA’nin tiiriine bagh olmakla

birlikte cesitli sekonder ve tersiyer yapilar da bulunabilmektedir (56,57).

RNA molekiilleri, sentezinden belli bir siire sonra yikilirlar. Bu yikilma RNA ¢esidine
gore degisken olmakla birlikte, yarilanma 6miirleri dakikalar, glinler hatta haftalar kadar
siirebilmektedir. Ornegin mRNA’lar birka¢ dakika ila giin arasinda degisen yarilanma
omriine sahipken miRNA’lar birkag giin ila hafta arasinda degisen yarilanma Omriine

sahiptir (77).
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Tablo IV: RNA molekiillerinin siniflandirilmasi

long nc-RNA small nc-RNA

rRNA
tRNA

lincRNA

SIRRA CircRNA

snoRNA

2.4.1.1 mRNA

mRNA, ribozoma protein sentezi igin gerekli genetik bilgiyi ileten RNA’dir.
Okaryotlarda mRNA, RNA polimeraz II enzimi ile sentezlenir ve kodlama yapan
tek RNA tiiriidir. DNA’nin gen adi verilen bolgelerinden sentezlenir. RNA
polimeraz II, tek basina gen bolgesini tantyamaz. Bundan dolayr gen bolgesinin
basladig1 promotdr bolgeden birkag niikleotid dncesine transkripsiyon faktorleri ad1
verilen protein ailesi baglanir. RNA polimeraz II, bu transkripsiyon faktorlerini
tantyarak DNA’ya baglanir. Boylece Onciil Baslatma Komleksi (PIC) olusur ve
RNA polimeraz II, gen bdlgesini okuyarak 5°>3’ yoniinde yeni mRNA sentezini
baslatir (78,79). Bu siirecte 3’ ucuna yeni niikleotidler eklenerek mRNA

sentezlenir. RNA polimeraz II, birkag kb’lik uzamanin ardindan defosforile olarak
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DNA zincirinden ayrilir ve transkripsiyon sonlanmis olur (80). mRNA’lar
sentezlendigi andan itibaren olgunlasmamis pre-mRNA olarak adlandirilir bir
takim modifikasyonel siirecten gegerler. 3’ ucuna yaklagik 200 niikleotidlik
Adenince zengin bir poli A kuyrugu, Poliadenilat Transferaz enzimleri araciligiyla
eklenir. Poli A kuyrugu, mRNA stabilizasyonu ve niikleustan sitoplazmaya gecis
icin 6nemlidir (81). 5° ucuna, Guanilil Transferaz enzimi ile katalizlenen 5’-CAP
ad1 verilen 7-metil guanozin eklenir. 5’CAP, ribozomun mRNA’y1 tanimasi,
translasyonun baslamasi ve mRNA stabilizasyonunu saglayan molekiildiir (82).
pre-mRNA sekansmin translasyona katilan, start kodonuyla baslayip stop
kodonuyla biten bolgesine Open Reading Frame (ORF) adi verilmektedir. ORF,
intron ve ekzon olmak iizere iki farkli bolimden olusmaktadir. Ekzonlar
translasyona katilip protein sentezi i¢in gerekli bilgiyi i¢erirken, intronlar bazi Ribo
Niikleoproteinlerin (RNP) yardimiyla pre-mRNA dizisinden ¢ikarilirlar. Boylece
5’CAP-ekzon-poli A kuyrugundan olusan olgun mRNA ribozoma giderek protein

sentezine katilir (83).

2.4.1.2 miRNA

MicroRNA’lar (miRNA), yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda, kodlama
yapmayan kisa RNA tiiriidiir. ilk olarak 1990’11 yillarmn basinda Lee ve ekibi
tarafindan C. elegans mRNA’larinda kesfedilmis ve mRNA’nin 3’UTR bdlgesine
baglanarak geni susturdugu kesfedilmistir (84). Post-transkripsiyonel gen
regiilasyonunda gorev alan miRNA’lar, ¢calisma yapilan bitki ve hayvan model
organizmalarda, organ ve doku gelisimi, apoptoz ve biiylime faktorleri kontrolii,
metabolizma, embriyonik farklilasma gibi pek cok biyolojik siirecte gorev alirlar

(84,85). miRNA’larin hiicre icerisindeki seriiveni ise daha sonraki yillarda
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kesfedilmis ve miRNA nin transkripsiyonundan olgunlagsmasina kadar olan siirece
miRNA biyogenezi ad1 verilmistir. miRNA, tipki diger RNA’lar gibi DNA’nm belli
bir bolgesinden sentezlenir. Bu bdlgeler ¢ogunlukla intergenik bdlgeler ve
intronlardan olusur (86). miRNA’lar, mRNA’larin kodlanmasindan da sorumlu
olan RNA polimeraz II tarafindan sentezlenirler. RNA polimeraz II tarafindan
sentezlenen miRNA, sa¢ tokasina benzeyen ve ‘sap ilmik’ adi verilen baz
eslesmelerinin bulundugu, yaklasik 1kb uzunlugunda “pri-miRNA” adi verilen
onciil molekiildiir. Pri-miRNA, transkripsiyonundan sonra tipik mRNA’ya benzer
olarak 5’ucunda 7-metilguanozin ve 3’ ucunda poli A kuyrugu barmndirir. (87).
Niikleus icerisinde pri-miRNA’nin RNAse III enzim ailesinden olan Drosha
tarafindan, 3’ ve 5 u¢larindaki poli A kuyrugu ile 7-metilguanozin bolgeleri kesilir
ve yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki pre-miRNA’lara doniistiiriiliir. Pre-
miRNA’lar, sitoplazmaya tasinmak tlizere, Ran-GTP bagimli tasiyici protein olan
ve ¢ift zincirli RNA’lar1 tastyan Exportin 5 ile niikleus porlarindan disar1 ¢ikarilir
(88). Sitoplazmadaki ¢ift zincirli pre-miRNA’lar, Dicer enzimi ile sa¢ tokasi kismi
kesilerek, yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda dupleks miRNA ’ya doniistiirtiliir.
Dicer, sitoplazmada RNA interferans ve diger kodlama yapmayan kiiciik
RNA’larin biyogenezini saglayan sitoplazmik bir enzimdir (89). Dicer ile
kesilmesinden sonra helikaz aktivasyonuyla olusan iki ayr1 RNA ipliginden biri
olgun miRNA’ya doéniisiirken diger iplik elenir. Olgun iplik ¢ogunlukla daha stabil
olan ve Guanince daha zengin iplikten olusmaktadir (90). Olusturulan olgun
miRNA’nim gérevini yapabilmesi i¢in RNA Indiiklenmis Susturma Kompleksi ad1
verilen, Argonaute proteinleri ve Dicer bulunduran RISC kompleksi ile etkilesir
Boylece aktif miRNA olusur. RISC kompleksi ile birlikte, mRNA’nmn 3> UTR

bolgesine baglanarak geni susturur ya da proteine ¢evrilen kisim olan ORF
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bolgesine (Open Reading Frame) baglanarak mRNA’y1 parcalar. RISC kompleksi

ile korunmasi ve daha kiigiik molekiiller olmasindan dolayr miRNA’lar,

mRNA’lara gore daha dayanikli ve daha stabil molekiillerdir (91).
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2.4.2 Adli bilimlerde RNA ile ilgili yapilan cahsmalar

Adli  bilimlerde RNA molekiiliiniin ilk kez post-mortem invertal tespitinde
kullanilabilecegi ongoriilmiis ve Olimden sonra gecen zamanm, niikleik asitlerin
sentezinde degisime etkisi olduguna dair ¢alisma yapilmistir (93). RNA molekiillerinin
niikkleaz enzim aktivitesiyle bozunmasit Olim zamanmin tespiti icin kolaylik
saglamaktadir. Ancak RNA molekiillerinin yavas bozunmasi nedeniyle, 6liim zamani
tayininde yaklasik 3-4 giin sonrasinda yapilan caligmalar anlamli sonug verebilmektedir

(94,95).

Adli bilimlerde RNA molekiiliiniin bir diger kullanim1 yara yasi1 tahminidir. Adli tipta
yara yasinin tahmini, yara olusum siiresi, iyilesme derecesinin bilinmesi ve ante-mortem
veya post-mortem oldugunun belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Yara olusumundan sonra
bolgede hiicresel ve molekiiler diizeyde degisiklikler meydana gelir ve bu siiregte
proteinler ve mRNA’larin sentezleri veya konsantrasyonlar1 degisir. Molekiiler biyoloji
teknolojilerinin gelismesinden dnce ¢esitli immiino-histokimyasal boyalar ile kantitatif
analizler adli tipta yaygin olarak kullanilmaktaydi. Gelisen teknolojiyle birlikte ilerleyen
RNA analizleri ile giinimiizde yara bolgesinde mRNA ekspresyon seviyeleri de

Olciilebilir hale gelmistir (96,97).

Viicut sivilarmin tanimlanmasi, bir bulgunun DNA analizi asamasindan Once
tamamlanmas1 gereken ve Ornegin insan kaynakli biyolojik bir materyal oldugunun
belirlenmesine olanak saglayan, adli bilimler i¢in kritik bir basamaktir. Bulgunun
degerlendirilmesi i¢cin adli bilimlerde 6n tarama ve ardindan dogrulama testleri
uygulanmaktadir (33). On tarama testleri daha ucuz ve uygulanmasi kolay ancak
spesifikligi diisiik yontemler iken dogrulama testleri spesifikligi daha yiiksek olmasmnin
yaninda c¢oklu iglemler gerektirebilen testlerdir. Ancak, kullanilan kimyasallar ile delil

iizerindeki DNA yapisinin bozulabilme ihtimali, ¢ok az ornekler ile calisiilmada DNA
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analizi i¢in yeterli ve kaliteli 6rnek kalmayabilecegi thtimali, bazi testlerde karsinojenik
ve toksik maddelerle ¢calisilmasi, diger bilesiklerle ¢apraz kontaminasyon riski bulunmasi
ve karisim 6rneklerini ayirmada kisitli olmasi bu testlerin en biiyiik dezavantajlarindandir
(43). Kullanilan testin 6zgiilliigiiniin diistik olmas1 durumunda yanlis pozitif veya yanlis
negatif sonuglar alimabilmektedir. Bu da delil miktarinda 6nemli 6l¢iide kayba neden
olacaktir. (3). Bu gibi dezavantajlarin 6niine gegebilmesi i¢in bazi yeni nesil molekiiler
uygulamalar gelistirilmistir. Viicut sivilarinda RNA analizleri bu yontemlerden biridir

(98,99).

Bazi mRNA molekiillerinin hiicreye dolayisiyla dokuya spesifik olarak sentezlendigi
bilinmektedir (100). Bu sayede belirli mRNA’larin ekspresyon analizi ile hangi viicut
stvisina ait oldugunu belirlemeye yonelik caligmalar yapilmistir. Kan i¢cin HBB, SPTB,
PBGD (101), tiikiirtik icin STATH ve HTN3 (98,102), vajinal sekresyon i¢in MMP11 ve
HBDI1 (103), mensiitrel kan icin MUC4 (103,104) mRNA’larinin ekspresyon
seviyelerinin yiiksek oldugu ve viicut sivilarinin tanimlanmasinda kullanilabilecegi
belirlenmistir. Semen i¢in ise, Protamin-1 (PRM1) ve Protamin-2 (PRM2) genleri
calisiimistir. PRM1 ve PRM2, memeli hiicrelerinde 16. kromozom iizerinde bulunan
genlerdir. Sperm DNA’smnin sikica paketlenmesini saglayan, spermatogenez siirecinde
histon proteinlerinin yerine gecen molekiillerdir. Bu genlerde meydana gelecek bir
bozukluk sperm morfolojisinde bozulmalara veya azospermiye sebep olmaktadir
(105,106). Semen lekelerinde PRM1 ve PRM2 mRNA ekspresyon seviyeleri
Olciildiigiinde semen icin spesifik oldugu ve semen ile birlikte bulunan karisim
orneklerinde semenin bulundugunu gosteren onemli belirteclerdir (3,104,107). RNA
temelli metotlar i¢inde en sik ¢alisilan RNA tiirii olan mRNA olmakla birlikte daha yeni
bir konu olan miRNA bu alanda baz1 kolayliklar saglamaktadir. miRNA’lar kisa zincir

yapilar1 ve protein kilifla korunmalar1 gibi sebeplerden dolayi, degrade olma olasiliklar1
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daha azdir. Bu da miRNA belirteclerini 6zellikle olay yerinin degrade edici kosullarina
kars1 daha dayanikli ve adli bilimlerde daha kullanisli molekiiller yapar. miRNA’larin
doku spesifik ekspresyon gostermeleri ile birden fazla miRNA belirteci ¢alisilarak, ¢ok
sayida viicut sivisinin karisim olarak bulundugu orneklerde, hangi viicut sivilarinin
bulundugunun analizi tek seferde yapilabilmektedir. Viicut sivisi tanimlamada venoz kan,
tiikiiriik, semen, vajinal sekresyon, menstiirel kan, ter, idrar, anne siitii, amniyotik siv1
gibi pek cok viicut sivisinda farkli miRNA belirtegleri ve ekspresyon seviyeleri 6l¢tilmiis
ve uygun olan miRNA belirte¢leri bulunmaya ¢alisilmistir (108—111). mRNA ve miRNA
molekiillerinin yani sira, viicut sivisi tanimlamak i¢in circRNA ve piRNA gibi diger RNA
tiirleri i¢in de ekspresyon ¢alismalar1 yapilmaktadir (112,113). Bugiin RNA analizlerinde
en sik RT-PCR metodu kullanilmasiyla birlikte, MicroArray analizleri, Northern Blot, in-

situ hibridizasyon metodlar1 da kullanilmaktadir (114,115).

Zubakov ve ekibi 718 insan miRNA’sinda yaptigi microarray calismasinda, semen i¢in
dort, menstrual kan ve vajinal sekresyon i¢in iki, vendz kan ve tiikiiriik i¢in ise ii¢ miRNA
belirtecinin diger viicut sivilarinda aywrt edici olarak yiliksek konsantrasyonlarda
bulundugunu ve adli amagl viicut sivisi tayinininde kullanabilecegini belirtmislerdir.
(109). Hanson ve ekibinin 2009 yilinda yaptig1 calismada 452 miRNA ekspresyon
seviyeleri karsilastirilmis vendz kanda, semende, menstrual kanda, tiikiiriikte, vajinal
sekresyonda bazi miRNA belirteclerinin yiiksek konstantrasyonda bulundugu ve bu
alanda kullanigh olabilecegi one siirlilmiistiir (110). Bu alanda yapilan ilk calismalar,
semen ve diger viicut sivilar1 i¢in potansiyel miRNA belirteglerini belirlemis ve

literatiirdeki diger calismalarin temelini olusturmustur.

Literatiirde, semen tespiti icin miR-10a (109,116-119), miR-10b (99,120,121), miR-135a
(116,119,122,123), miR-135b (110,111,124,125), miR-888 (118,123,126—128) ve miR-

891a (129-136) olmak iizere 6 miRNA 6ne ¢ikmaktadir
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3. Gerec ve Yontem

Calismaya goniilliiliikk esas1 ile katilan 20-35 yaslar1 arasinda 5 erkek birey dahil edildi.
Bireyler arasi farklilasmay1 minimalize etmek i¢in 25-35 yas araligindaki goniilliilerden 6rnek
alimdi. Semen igerigini etkiledigi bilinen sigara kullanimi1 gibi etmenler teyit edildi ve sigara
kullanmayan bireyler tercih edildi. Bireyler, 72 saatlik cinsel perhizin sonunda mastiirbasyon
yoluyla plastik kaplara 6rnek verdi. Analizler Istanbul Unirversitesi Cerrahpasa Adli T1p ve
Adli Bilimler Enstitiisii Ogrenci Laboratuvarinda ve Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.

miRNA ekspresyonunun, semen tiiriine gore farklilik gésterdigi bilinmektedir. Deneyin tutarh
olmas1 i¢in sadece normospermi 6zellik gosteren ornekler deneye dahil edildi. Orneklerin
normospermi kriterlerine uygun oldugunun belirlenmesi i¢in 151k mikroskobunda sayi,
morfoloji ve hareketlilik &zellikleri bakimindan incelendi ve Diinya Saghk Orgiitii’niin
(WHO) belirledigi kriterlere uyan ornekler se¢ildi (137). Semen 6rnekleri deney asamasia
kadar -80°C’de muhafaza edildi. Lekelendirme asamasinda beyaz renkli %100 pamuklu
kumas tercih edildi. Kumag 5x5 cm 6l¢iitlerinde toplam 20 parca olacak sekilde kesildi. Her
bir kumas pargasia, 200 pL semen damlatildi. 4 farkli degradasyon kosulu bulunan 6rnekler
Tablo V’te gosterildigi gibi gruplandirildi ve 24 saat boyunca oda sicakliginda kurumaya
brrakildi. 24 saat sonunda Ornekler, belirlenen kosullar altinda muamele edilmek iizere
hazirlandi. Her bir kosul i¢in 5 tekrar olacak sekilde kumaslar asagidaki kosullarda hazirlandi.
I-  20-25 ° C lik oda sicakliginda 20 giin boyunca bekletildi. Bu gruptaki 6rnekler kontrol
grubu olarak degerlendirildi.

2-  1.U-C Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii bahgesinden standart, hafif nemli toprak
alimdi. Cam beherlerin igerisinde, 15 cm’lik toprak derinliginin tam ortasinda olacak sekilde

yerlestirildi ve 20 giin bekletildi.
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3-  Biiyiikgekmece goliinden alinan su 250 mL hacimli cam beherlerin igerisine eklendi,
ornekler en dipte olacak sekilde yerlestirildi ve 20 giin bekletildi.
4-  Ornekler ayni giin icerisinde, standart ev tipi ¢amasir makinesinde 90 °C’de toz deterjan

kullanilarak yaklagik 1 saat yikand1 ve 20 giin boyunca oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Kumas o6rneklerinden RNA izolasyonlar1 spin-kolon yontemi ile elde edildi. Kumaslardan
RNA molekiillerin tiip igerisine aktarimi i¢in 0zel koruyucu soliisyonlarin i¢inde santrifiij
edildi ve izolasyon bu soliisyon igerisinden gergeklestirildi. Total RNA izolasyonu
saglandiktan sonra Poliadenilasyon yontemi ile Reverse-Transkriptaz enzimi kullanilarak
cDNA Kkiitiiphanesi olusturuldu. Ilgili miRNA bdlgeleri, RT-PCR cihazinda primerler
yardimiyla ¢ogaltildi. Uriinlerin ¢ogalmasi, reaksiyon karisimmda bulunan ve ¢ift zincirli
cDNA’ya non-spesifik olarak baglanan floresans boya ile ger¢ek zamanli olarak izlendi.

Orneklerden Ct degeri elde edildi ve diger analizlerde Ct degerlerinden yararlanildi.

Tablo V: Calismada kullanilan 6rnek gruplari

Oda sicakliginda 20 giin bekletme 01-02-03-04-05

Toprak altinda 20 giin bekletme T1-T2-T3-T4-T5

G0l suyunda 20 giin bekletme S1-S2-S3-S4-S5

90 °C’de ¢amasir makinesinde yikama | Y1-Y2-Y3-Y4-Y5
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Kullanilan malzemeler

¢ Quick-RNA™ MiniPrep Plus Kit - Zymo Research

e ABM miRNA All-In-One cDNA Synthesis Kit

e BlasTaq™ Probe 2X qPCR MasterMix

e Roche LightCycler® 480 Multiwell Plates 96

e RT-PCR cihazi (Roche LightCycler® 480 Instrument II)
e Thermal Cycle cithazi (SimpliAmp™ Thermal Cycler- Applied Biosystems)
e Qubit® 2.0 Fluorometer- Invitrogen

e Santrifiij cthaz1

e Vortex karistirict

e -20 °C Buzdolab1

e -80 °C Buzdolab1

e Mikropipet seti

e DDT (Diklorodifeniltrikloroetan)

e FEtil alkol (%100)

e Distile su

3.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Quick-RNA™ MiniPrep Plus Kit igerisinde belirtilen protokoller

uygulanmaigstir.
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e Kumas ornekleri kiiciik parcalar halinde kesilip 400 uLL. DNA/RNA Shield icerisinde yaklasik
10 dk bekletildi ve 13 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Hiicresel kismin sivi ortama
gecmesi saglandi.

e Her bir 6rnek i¢in 15 pL Proteinaz K, 30 uL PK Digestion Buffer ve 10 pL DDT eklenip oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Hiicre lizisi ger¢eklestirildi.

e inkiibasyondan sonra 6rnekler vortekslenip kirlilikten arindirmak i¢in 12 000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant, temiz tiibe aktarildi.

e Siipernatant tizerine 300 pL RNA Liziz Tamponu eklendi.

e Cozelti, tiip icerisinde bulunan SpinAway™ Filter-1 igerisine eklendi ve 12 000 rpm’de 30
saniye santrifiijlendi. Genomik DNA uzaklagtirildi.

e Kalan ¢6zelti yeni bir tiibe aktarildi ve 1:1 hacim olacak sekilde %100’liik etanol eklenip
vortekslendi.

e Cozelti, Spin™III-CG Columnl tiipiine aktarildi. 12 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
Stiziilen kisim uzaklastirildi.

e Filtre igerisine 400 uL RNA Prep Buffer eklendi. 12 000 rpm’de 30 saniye santriflij edildi.
Stiziilen kisim uzaklagtirildi.

o Filtre igerisine 700 pL. RNA Wash Buffer eklendi. 12 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
Stiziilen kisim uzaklastirildi.

e Filtre yeni bir tiibe aktarildi. 100 puL DN Aase/RNAase-Free Water eklendi. 1 dakika inkiibe
edildi ve 12 000 rpm’de 30 saniye santriflij edildi ve izole edilmis RNA ¢ozeltisi, cDNA

sentez agamasi i¢in kullanildi.

3.2 ¢cDNA eldesi
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cDNA eldesi, Poli-A Polimeraz ve Poli-A kuyruguna spesifik baglanan Oligo d(T) primerleri

kullanilarak, kit prosediiriine uygun olarak yapildi.

e Her bir 6rnek i¢in tiiplere 10 pL. 2X miRNA cDNA Synthesis SuperMix, 2 L Enzyme Mix,
izole RNA ve toplam hacim 20 pL olacak sekilde distile su eklenerek reaksiyon i¢in hazir hale
getirildi.

e Thermal Cycle cithazinda 37 °C’de 30 dakika, 50 °C’de 15 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4

°C’de 1 dakika inkiibe edildi ve 6rnekler buz iistiinde sogumaya birakildi.

3.3 Kantitatif Analiz

Kantitatif analiz (q-PCR) reaksiyon karisimi i¢cin 10 pL BlasTaqTM 2X qPCR MasterMix, 0,5
pL Forward Primer, 0,5 pLL Reverse Primer ve 3 pLL cDNA olmak {izere toplam hacim 20 pL
olacak sekilde distile su eklenerek hazirlandi. Reverse Primer Universal olup her bir reaksiyon
icin ayni primer kullanildi. Calismada analiz edilecek olan miR-891a ve miR-10a Forward
Primer sekanslar1t miRBase veritabanindan belirlendi. Hedef miRNA sekanslar1 Tablo VI’da
verilmistir. Istatistiksel analizler icin RNU6b referans gen olarak belirlendi ve veriler RNU6b

ekspresyon seviyelerine gore hesaplandi.

PCR dongiisii prosediire uygun olarak 95 °C’de 3 dakika (Enzim aktivasyonu), 95 °C ‘de 15
saniye (Denatiirasyon), 60 °C’de 1 dakika (Primer baglanma ve uzama) olacak sekilde 40

dongiide uygulandi.



Tablo VI: Hedef miRNA sekans bilgileri
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miR-891a

UGCAACGAACCUGAGCCACUGA

MIMAT0004902

miR-10a

UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG

MIMATO0000253

3.4 istatistiksel Analizler

gqPCR cihazi ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak ACt [Ct (miRNA) — Ct (RNU6D)]

degerleri hesapland1 ve istatistiksel analiz i¢in ACt verileri kullanildi. Analizler IBM SPSS

Statistics 22 programiyla yapildi. Kullanilacak testler i¢in 6rneklerin normal dagilima

uydugu Shapiro—Wilk testi ile p degerleri ve Skewness- Kurtosis degerleri kullanilarak

belirlendi (p>0,05). Ct degeri 35 ve {istii olan 6rnekler istatistiksel analizlere dahil edilmedi.

miRNA ACt degerleri arasinda anlamli bir fark olup olmadigi One-way ANOVA ve Post-

hoc Tukey testi ile degerlendirildi.

yapilamadigindan bu gruptaki 6rnekler testte kullanilmadi.

Yikama grubu Orneklerinde miRNA eldesi
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4. Bulgular

Gontlliiliik esasina dayali olarak 5 erkek bireyden semen 6rnegi alindi. Caligmaya katilanlarin
yas ortalamasi 30,2+3,49 olarak hesaplandi. Orneklerin normospermi dzellik gdsterdiginin
bilinmesi i¢in 151k mikroskobunda sperm morfoloji, sayr ve hareketliligine dayanan

spermiogram uygulandi. Spermiogram sonuglar1 Tablo VII’de verilmistir.

Tablo VII: Spermiogram sonuglar1

1 55%x10° %40
2 25x10° %45
3 120x10° %40
4 65x10° %40
5 55%x10° %40

4.1 Ct ve ACt bulgulan

Kumas orneklerinden RNU6b, miR-10a ve miR-891a konsantrasyon analizi i¢in RT-qPCR

uygulandi ve her bir RNA i¢in Ct degeri elde edildi. Ct degerleri Tablo VIII’de verilmistir.



Tablo VIII: Orneklerin Ct degerleri ve gruplarin ortalama Ct degerleri
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Tablo IX: Orneklerin miR-10a’ya gore ACt degerleri

01 4,29
02 0,30
o) 03 -0,80 0,95
04 1,41
05 -0,45
S1 2,54
S2 -0,24
S S3 1,87 0,66
S4 2,11
S5 -0,20
T1 3,08
T2 1,55
T T3 2,89 0,16
T4 -1,09
T5 0,69
Y1 0
Y2 1,81
Y Y3 -3,58 -0,46
Y4 0
Y5 0,54
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Tablo X: Orneklerin miR-891a’ya gore ACt degerleri

01 4,29
02 7,40
0] 03 -2,08 3,37
04 5,12
05 2,10
S1 2,54
S2 6,05
S S3 -0,07 2,63
S4 3,46
S5 1,16
T1 3,08
T2 5,40
T T3 -2,11 1,96
T4 1,81
T5 1,61
Y1 0
Y2 0,85
Y Y3 0 0,22
Y4 0
Y5 0,23
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Sekil 3: O grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi
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Sekil 4: T grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gdsterimi
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Sekil 5: S grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi
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Sekil 6: Y grubu 6rneklerinde ACt degerlerinin siitun grafiginde gosterimi
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RNU6b
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Sekil 7: RNUG6b ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik lizerinde gosterimi
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Sekil 8: miR-10a ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik lizerinde gosterimi
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miR-891a
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Sekil 9: miR-891a ortalama Ct degerlerinin kosullara gore grafik tizerinde gosterimi
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4.1 istatistiksel bulgular

Istatistiksel analizlerde, her bir miRNA i¢in kosullar arasindaki fark One-way ANOVA testi ile

degerlendirildi. One-way ANOV A testi sonucglar1 Tablo XI’da gosterilmistir.

Tablo XI: One-way ANOVA testi sonuglari

miR-10a O grubu-T grubu 0,971
O grubu-S grubu 0,729
T grubu-S grubu 0,733
miR-891a O grubu-T grubu 0,381
O grubu-S grubu 0,562
T grubu-S grubu 0,759

One-way ANOV A- Post hoc Tukey testleri sonucunda, p degerlerinin 0,05’ten biiyiik olmasi
sebebiyle, ¢evresel kosullarin miRNA stabiliteleri iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi

yorumlanir.

4.2 Kat degisimi (Fold Change) bulgularn

Birden fazla kosulun bulundugu c¢alismalarda, miRNA ekspresyonunu goérmemiz igin, Ct ve
ACt verileri yetersiz kalmaktadir. Kat degisimi, iki farkli 6l¢ek arasinda miRNA ekspresyon

degisimlerini sayisal olarak gdérmemizi saglayan yontemdir ve 224 formulii ile hesaplanir.
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Calismamizda 6rneklerin normalizasyonu ve istatistiksel olarak anlamli sonug elde etmek i¢in,
Ct degeri 35 ve lizerinde olan 6rnekler i¢in kat degisimi yontemi uygulanmamistir. Y grubu
orneklerinde miRNA eldesi yapilamadigindan dolay1 karsilastirmalara dahil edilmemistir. S ve
T grubu Orneklerinde miRNA kat degisimi karsilastirmalari, O grubu referans alinarak

yapilmistir.

AACT= ACT (deney grubu) — ACT (kontrol grubu)

s2
3,000
2,000
2549
1,000
1,454
oo T T
miR-10a miR-891a

Sekil 10: S2 numarali 6rnekte kat degisimi

S2 numarali 6rnekte, hedef miRNA’larin kat degisimleri incelendiginde miR-891a’nin, miR-
10a’ya gore yaklasik 1,75 kat daha fazla eksprese oldugu goriilmektedir. Bu verilerin 1,00° den
biliylik olmasi ise bu gruptaki miRNA’larin, kontrol grubuna oranla daha yiiksek bir

ekspresyonu oldugunu gostermektedir.
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=4
4,000
3,000
2,000
1,000
0,319
oo T T
miR-10a miR-891a

Sekil 11: S4 numarali 6rnekte kat degisimi

S4 numarali 6rnekteki miRNA kat degisimleri incelendiginde miR-891a’nin, kontrol grubuna
gore yaklasik 3,16 kat daha fazla eksprese oldugu, miR-10a’nin ise yaklagsik 3,13 kat daha az

ekprese oldugu goriilmektedir.
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2,000

miR-10a

Sekil 12: S5 numarali 6rnekte kat degisimi

=~

S5 numarali 6rnekte, tipki diger su altinda bekleyen o6rneklerdeki gibi miR-891a’nin artmus

ekspresyonu goriilmektedir. miR-10a ise, kontrol grubuna gore yaklasik 1,19 kat daha az

eksprese olmustur.



T2
4,000

3,000

2,000

1,000

mik-10a

00—
mik-891a

Sekil 13: T2 numarali 6rnekte kat degisimi

T2 numarali 6rnekte, miR-891a’nim miR-10a’ya gore yaklasik 9,4 kat artmis ekspresyonu

goriilmektedir. miR-10a, kontrol grubuna gore yaklasik 2,4 kat daha az eksprese olmustur.
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miR-10a mik-891a

Sekil 14: T4 numarali 6rnekte kat degisimi

Tim oOrnekler igerisinde, hedef miRNA’larin en yiiksek oranda artan ekspresyonunun
gorildigi 6rnek T4 tiir. Kontrol grubuna gore miR-10a yaklasik 5,6 kat, miR-891a ise yaklasik

9,9 kat artig gostermistir.
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miR-10a

TS

Sekil 15: TS5 numarali 6rnekte kat degisimi
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Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, miR-891a’nin 1,404 katlik artmis ekspresyonu, miR-

10a’nin ise 2,02 katlik azalmis ekspresyonu goriilmektedir.
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miR-10a miR-891a miR-10a miR-891a

Sekil 16: Gruplar iizerinde kat degisimleri ortalamalarinin grafik {izerinde gosterimi

Kat degisimi verileri kullanilarak ¢evresel kosullarin miRNA ekspresyonu tizerindeki etkisinin
daha iyi goriilebilmesi i¢cin Orneklerin ortalamalar1 alinmistir. Bu grafige gore gevresel

kosullarda miR-891a’nin, miR-10a’ya gore daha dayanikli oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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5. Tartisgma

Adli bilimler igerisinde biyolojik drnekler, kisiye spesifik olan DNA’y1 barindirmasi nedeniyle
oldukca kiymetli olan deliller smifindadir. Biyolojik 6rneklerden DNA’nin delil olarak
kullanilabilmesi i¢in ise delil-teslim zincirinin olduk¢a dikkatli bir sekilde korunmasi
gerekmektedir. Bu noktada delillerin toplanmasi, muhafaza edilmesi ve analiz edilecek
laboratuvara gonderilmesinde, mutlaka bu alanda uzman kisilerin goérev yapmasi
gerekmektedir. Biyolojik delillerden DNA analizi yapilmadan 6nce, delillerin siniflandirilmasi
ve insan kaynakli biyolojik oldugunun kesinlestirilmesi gerekmektedir. Bu analizler i¢cin adli
biyolojide gelistirilmis bazi testler bulunmaktadir. Cinsel su¢larin aydnlatilmasinda oldukca
onemli bir yere sahip olan semen i¢in kullanilan testlerin mantig1, semen icerisinde asit fosfataz,
fosforilkolin, spermin, prostat spesifik antijen (PSA) ve sperm hiicreleri gibi diger viicut
stvilarindan ayirt edici oranda yiiksek bulanan maddeleri saptamaya yoneliktir. Ancak adli
biyolojide kullanilan bu testler baz1 dezavantajlara sahiptir. Cok az veya degrade 6rneklerde
testlerin uygulanmasi ve dogru sonuglara ulasilmasi zorlagsmaktadir. Testler yeterince 6zgiil
degilse yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar verebilmektedir. Ayrica bu alanda menstrual
kan, vajinal sekresyon, ter gibi viicut sivilari i¢in gelistirilmis bir test bulunmamaktadir. Gelisen
teknolojiyle birlikte viicut sivilarinin tayini i¢in alternatif bir yol bulunmaya g¢alisiimis ve
dokuya 6zgii o6zellik gosteren ve DNA ile birlikte es zamanli olarak izole edilebilen RNA
molekiiliiniin kullanish olabilecegi dngdriilmiistiir. Viicut sivilarinin tayini icin ilk calisilan
mRNA olmustur. Kan, semen, idrar, tiikiirtik, vajinal sekresyon gibi pek ¢ok viicut sivisinda
calismalar yapilmis ve aday mRNA belirtecleri belirlenmistir. Ancak mRNA, uzun zincirli
olmasindan dolay1 cevresel kosullara fazla dayanamayan bir molekiildiir. miRNA’lar ise
protein kilifla korundugu ve mRNA’lardan daha kiigiik molekiiller oldugu i¢in, degrade edici
kosullara ve yikici niikleaz enzim aktivitesine kars1 daha dayanikli molekiillerdir (138). Yapilan

mRNA/miRNA stabilite ¢caligmalar1 da bunu kanitlar niteliktedir. Mayes ve ekibinin yaptigi
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calismada, ¢evresel kosullarin semen mRNA’s1 (PRM1) ve miRNA’s1 (miR-891a) tlizerindeki
etkileri Olciilmiis, Ozellikle asir1 sicak ve neme karst miR-891a’nin, PRM1’e gore daha
dayanikli oldugu goézlemlenmistir. Ayni ¢alismada kumas iizerindeki semen lekelerinden,
cesitli yikama kosullarindan sonra mRNA/miRNA konsantrasyon analizi yapilmis ve tim
yikama kosullarinda miR-891a, PRM1’e gore daha yiiksek konsantrasyonda bulunmustur
(134). Bamberg ve ekibinin 2022 yilinda yaptig1 ¢alismada viicut sivilarinda ve seyreltilmis
orneklerde, semen mRNA/miRNA ekspresyon analizi yapilmis, seyreltilmis 6rneklerde semen
mRNA’lar1 daha iyi sonug¢ verse de, degrade orneklerde miRNA’lar ¢ok daha basarili
molekiiller olarak bildirilmistir (136). Yine benzer bir calismada semen mRNA’smm (PRM1),
miRNA’ya (miR-135b) gore, seyreltme kosullarinda daha iyi sonug¢ verdigi ancak degrade
orneklerde miRNA belirteclerinin daha basarili oldugu belirlenmistir (139). Bir viicut sivisi
tanimlamada bir belirtecin ideal bir 6rnek olmasi i¢in, ¢esitli cevresel kosullarda ne kadar stabil
olduguna dair ¢caligmalar yapilmali ve veri tabani olusturulmalidir. Tong ve ekibinin yaptig:
calismada 1 yillik bekleyen semen 6rneklerinde, miRNA’larin %80 oraninda basarili olduklar1
ve diisiik total RNA miktarindan (0,01 ng) dahi sonu¢ verdigi gozlenmistir (120). Semen
orneklerinin farkl bekleme kosulu ve siiresi lizerine yapilan ¢calismada Lancia ve ekibi, semen
miRNA’lar1 tizerindeki degradasyon etkenlerinin, gegirilen siireden ¢ok, 6rneklerin bulundugu
ortamla ilgili oldugunu ifade etmisler, miR-10a ve miR-891a’nin hem eskimis 6rneklerde hem
de karisim 6rneklerinde semeni ayirt edici nitelikte oldugunu ifade etmislerdir (119). Degrade
ve eser miktardaki 6rneklerle yapilan diger ¢calismalarin (116,131,134,139-141) ortak 6zelligi,
semen miRNA’larinin zorlu ortam kosullarinda dahi tespit edilebildigi ve adli bilimlerde bu
konuda yardimci olabilecek potansiyele sahip olmasini géstermesidir. Calismamizda kullanilan
miR-10a ve miR-891a belirtegleri literatlir taramasi sonucu belirlenmistir. miR-10a’nin
semende yiiksek oranda bulundugu ve semen tespitinde iyi bir belirtec oldugu yapilan

calismalarda ortaya ¢ikarilmistir (109,116,119,123,142,143). miR-891a’nin ise semen tespiti
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icin en ideal belirte¢ oldugu, diger viicut sivilarina gore ¢cok daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu literatiirdeki pek c¢ok c¢alismada onaylanmistir (127-130,133,143-147). Adli
bilimlerde semen tespitinde karsilagilabilecek bir diger sorun ise azospermi, oligospermi gibi
cesitli semen tiirlerinin olmasi ve saglikli semen 6rneklerinde alinan sonucun alinamamasidir.
Azospermi, ejakiilat icerisinde sperm hiicresi bulunmayan ve erkeklerde infertiliteye sebep olan
bir saglik sorunudur. Oligospermi ise 1 mL igerisinde 5 milyon veya daha az sperm hiicresi
bulunduran semen 6rneklerine verilen isimdir (148). Boyle durumlarda segilecek ideal semen
belirtecinin bu kosullarda da sonug vermesi gerekmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligsmalar kisitli
olsa da miR-10a/miR-891a (118,120), miR-10b/miR-135b (134), miR-888/miR-891a

(119,120) kombinasyonlarmin bu agidan kullanish oldugu belirtilmistir.

Calismamizda olay yeri kosullar1 taklit edilerek olusturulan dort farkli senaryoda, semen
ornekleri beyaz renkli %100 pamuklu kumaga emdirilmistir. Semen miRNA’larmin maksimum
kalitede izolasyonunun gergeklesmesi i¢in boya ve katki maddesi gibi PCR inhibit6rii olan
maddelerin en az oldugu kumas tiirii tercih edilmistir. Farkli kumas ¢esitlerinin, izole edilen
RNA miktarim1 ve kalitesini etkiledigi c¢alismalarda belirtilmistir (119,149,150). RNA
izolasyonu i¢in spin-kolon temelli kit kullanilmis ve kitte belirtilen adimlar izlenmistir.
Kumastan izolasyon i¢in DNA/RNA Shield soliisyonu icerisinde inkiibasyon siiresi
uzatilmistir. Orneklerin izolasyondan sonra RN A miktar1 ve kalitesinin diisiik oldugu goriilmiis
olup hiicre lizisini arttirmak i¢in 10 uL DDT eklendikten sonra inkiibe edilmistir. DDT ile
inkiibe edilen 6rneklerin RN A miktar ve safliginda 6nemli 6l¢iide artig goriilmesi tizerine diger
orneklere de ayni islem uygulanmistir. Elde edilen Ct degerleri sonucunda, 35 ve {istii Ct

degerine sahip RNA’larin ekspresyonunun yapilmadig1 yorumlanmistir (127).

Oda sicaklhiginda bekleyen (O grubu) kumas oOrnekleri, ortalama Ct degerleri gbz Oniine
alindiginda en az degrade olan grup olarak degerlendirilebilir. Referans bolge (RNU6b) hedef

miRNA’lara gore daha iyi korunmustur. O grubu i¢cinde miR-891a Ct degerlerinin
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ortalamasinin, miR-10a’ya gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Lancia ve ekibinin yaptigi
calismada, farkli kumas tiirleri iizerinde ve farkli zaman araliginda kurutulan semen 6rnekleri
incelendiginde, 25 yili askin 6rneklerde dahi miR-10a ve miR-891a tespit edilebilmistir. Bazi
orneklerde miRNA’lar tespit edilemese de (Ct > 35), calismanin genelinde miR-891a’nin, miR-
10a’ya gore stabilitesinin daha fazla oldugu ve semen belirteci olarak daha kullanigl oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar degradasyona asil sebebin, gecirilen siireden c¢ok orneklerin
bulundugu kosul oldugunu belirtmislerdir (119). Mayes ve ekibinin yaptig1 ¢alismada pamuklu
bezlerde kurutulan semen orneklerinde miR-891a belirtecinin karanlik ve kuru ortamda 180
giine kadar tespit edilebildigini, agik havada nemli ortamda bekleyen 6rneklerde ise bu siirenin
60 giline kadar diistiigiinii belirtmiglerdir (134). Tong ve ekibi yaptig1 calismada, oda
sicakliginda bekleyen semen miRNA’larmin 1 yila kadar stabilitesini koruyabildigini
gostermistir (120). Bekleme kosullarinin genetik materyal iizerinde yaptig1 degradasyonu 6lgen
calismalar bize sicak, nemli ve 151k alan ortamin, genetik materyal {izerinde daha yiiksek oranda
yikict etkisi oldugunu gostermistir. Calismamizda O grubu ornekleri, oda sicakliginda, hava
akis1 saglanan, karanlik bir ortamda 20 giin bekletilmistir. Literatiirdeki diger ¢alismalar ile

karsilagtirildiginda miRNA stabilitesinin beklenenden daha az oldugu goriilmektedir.

Gol suyu igerisinde (S grubu) ve toprak altinda (T grubu) bekleyen 6rneklerde, Ct degerleri
sonuclarina gore miR-10a’nin ortalamasinin miR-891a’ya gore daha diisiik oldugu ancak kat
degisimi prensibi uygulandiginda miR-891a’nm bu kosullar igerisinde daha avantajli oldugu
goriilmektedir. GOl suyu ve toprak, niikleik asitlerin yapisin1 bozacak olan ¢ok sayida
mikroorganizma ve niikleaz igcermektedir. Ancak calisma grubumuzdaki sonuglarda bu
degradasyonun beklenenden daha az oldugu goriilmiistiir. Su altinda bekleyen orneklerde
niikleik asitlerin degradasyon hizi, suyun sicakligimna, mikroorganizma yogunluguna, pH
seviyesine, suyun tuzluluk oranma ve suyun durgunluguna gore degismektedir. Borde ve

ekibinin yaptig1 caligmaya gore, farkli su alt1 kosullarinda kan ve semen lekeleri tizerinden STR
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profilleri karsilastirilmistir. Tuzlu suda semen lekelerinde 7 giine kadar, tath suda ise 12 haftaya

kadar STR profili elde edilebilmistir (151).

Camagsir makinesinde 90 °C’de yikanan (Y grubu) 6rneklerde hem hedef miRNA’larin hem de
referans genin Ct degerlerinin 35’ten biiyiik oldugu, dolayisiyla hedef miRNA’larin elde
edilemedigi goriilmektedir. Yikama isleminde Sodyum Lauril Siilfat etken maddeli agartici
icermeyen toz deterjan kullanilmistir. Biyolojik 6rneklerdeki genetik materyal, yiiksek
sicakliktaki su ve deterjan gibi faktorlerden dolay1 yliksek oranda degrade olmaktadir. Mayes
ve ekibi yaptig1 ¢alismada yikanan orneklerde, semen lekesi ilizerinde miR-891a belirtecini
gozlemleyebilmislerdir. Ancak yikama esnasinda sicakligin  artmasiyla, miRNA
konsantrasyonunda 6nemli bir azalis gerceklestirdigini belirtmislerdir (134). Yikanan kumas
orneklerinde yapilan diger calismalarda (152—155), 60 °C ve tizerindeki sicakliklarda yapilan
yikamanin, genetik materyal {izerinde oldukca yikici etkisi oldugunu ve bir delil olarak viicut

swvilarinin 6zelliklerini kaybettiklerini belirtmislerdir.

miR-891a, adli bilimlerde viicut sivis1 tanimlama c¢alismalarmin bir¢ogunda semene 6zgl
ekspresyon ile iliskilendirilmis ve semen tespiti i¢in en ideal miRNA belirteci oldugu
belirtilmistir. Adli biyoloji ¢aligmalarinda, daha az konstantrasyonlarda vajinal sekresyon
icerisinde de ekspresyonunun oldugu tespit edilmistir (119,136,156). miR-891a, 7 miRNA ile
birlikte (miR-888, miR-890, miR-892¢, miR-892a, miR-892b, miR-891a, miR-891b), miR-888
ailesinin liyesidir ve bu grupta yer alan miRNA’larm epididimis kokenli oldugu bilinmektedir.
Bu gruptaki miRNA’lar, erkek iireme sisteminde prostat ve testis kanseri, infertilite gibi pek
cok klinik arastirmada 6nemli belirtecler olarak 6ne ¢ikmaktadir (157,158). Epididimis kokenli
olmas1 nedeniyle miR-891a, adli biyolojide sperm bulundurmayan semen 6rneklerinin tespiti

icin umut vadeden bir belirte¢ olmustur (109,130,157).
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6. Sonuc¢

Adli bilimlerde son derece dnemli bir role sahip olan biyolojik orneklerin dogru sekilde
yorumlanabilmesi i¢in, delil teslim zincirinin bozulmadan, Orneklerin delil 6zelligini
kaybetmeden laboratuvara gonderilmesi gerekmektedir. Ancak olay yerinde karsilasilan
ornekler fazla miktarda degrade olmus olabilir. Nem, sicaklik, mikroorganizmalar, kimyasal
ajanlar biyolojik Ornek yapisina ve genetik materyale zarar vermektedir. Calismamizda,
literatiirde ¢alisilmis olan iki hedef miRNA’nin farkh ¢evresel kosullarda ne kadar dayanikli

olduguna dair bir veri olusturulmustur. Bu sonuglara gore;

e (da sicakliginda, toprak ve tath su altinda bekleyen semen 6rneklerinden, adli bilimler
icin gerekli miRNA eldesinin gerceklesebildigi,

e Yiiksek sicaklikta yikanan kumas orneklerinde ise elde edilen sonucglarm yeterli
olmadigi,

e miR-10a ve miR-891a’nin semen tespiti i¢in kullanilabilecek belirtecler oldugu,

e Kat degisim prensibi kullanilarak yapilan modellemede, miR-891a’nin daha kullanisl

bir belirte¢ oldugu gortilmiistiir.

Adli bilimlerde calisilan bir molekiiliin, bu gibi zorlayici kosullarda, mutlaka sinirlamalarinin
bilinmesi gerekmektedir. Ornekler genel olarak incelendiginde, literatiirdeki diger ¢aligmalara
gore miRNA’larda beklenenin iistiinde bir degradasyon goriilmektedir. Bu kosullardan en

yiiksek derecede verim alabilmek i¢in bazi oneriler verilmistir.

1- Degrade 6rnekler toplandiginda, tipki diger 6rneklerde oldugu gibi kontaminasyondan
uzak tutulmalidir.
2- Orneklerin tasinmasinda soguk ve kuru bir ortam tercih edilmeli, miimkiinse genetik

materyali koruyucu bir soliisyon kullanilmaldir.
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3- Hiicresel materyal olabildigince fazla parcalanmali, 6zellikle sperm gibi kompakt
hiicrelerde DDT gibi hiicre lizisini saglayan kimyasallar kullanilmalidir.

4- cDNA sentezi ve RT-PCR asamasinda, degrade olmayan miRNA’lar1 korumak icin her
adim soguk ortamda ger¢eklestirilmelidir.

5- Yikanmig Orneklerde yapilacak calismalarda, hedef miRNA sayismin arttirilmasi,
istenilen sonuca yaklasmay1 kolaylastirabilir.

6- Yapilacak diger ¢alismalarda da daha kapsamli bir sonug elde etmek icin 6rnek sayisi,

cevresel kosul ¢esidi ve hedef miRNA sayisi arttirilabilir.

Yapilan ¢alismalarla birlikte, miRNA’nin adli bilimlerde viicut s1vis1 tanimlama i¢in uygun bir
aday oldugu soylenebilir. Heniiz rutin analizlerde yer almasa da c¢alisma kapsaminin
genisletilmesi ve standart bir yontemin oturtulmasi ile kendisine bu alanda yer bulabilir.
Calismalar yapilirken, oOzellikle bu alandaki kisitlamalar1 ve limitlerinin bilinmesi

gerekmektedir.



70

7. KAYNAKCA

Chapman B, Natale S. Sexual Assault and Semen Persistence. In: Encyclopedia of

Forensic Sciences, Third Edition. Elsevier; 2023. p. 497-510.

Gefrides L, Welch K. Forensic Biology: Serology and DNA. In: Mozayani A, Noziglia C,
editors. The Forensic Laboratory Handbook Procedures and Practice [Internet]. Totowa,
NJ: Humana Press; 2011 [cited 2024 Aug 18]. p. 15-50. Available from:

https://link.springer.com/10.1007/978-1-60761-872-0 2

SERIN A, CANAN H, ULUBAY A, ALPER B. An Investigation of Various Tissue
Specific mRNA Markers in Body Fluid Identification. Turk Klin J Forensic Med.

2017;14(2):48-55.

Virkler K, Lednev IK. Analysis of body fluids for forensic purposes: From laboratory
testing to non-destructive rapid confirmatory identification at a crime scene. Forensic Sci

Int. 2009 Jul;188(1-3):1-17.

Lynch C, Fleming R. RNA -based approaches for body fluid identification in forensic

science. WIREs Forensic Sci. 2021 Jul;3(4):e1407.

Rocchi A, Chiti E, Maiese A, Turillazzi E, Spinetti I. MicroRNAs: An Update of

Applications in Forensic Science. Diagnostics. 2020 Dec 26;11(1):32.

Lee HC, Ladd C. Preservation and collection of biological evidence. Croat Med J. 2001

Jun;42(3):225-8.

Kishi K, Yasuda T. Forensic applications of genetic polymorphisms detected in human

body fluids (urine, semen and blood). Forensic Sci Int. 1996 Jun;80(1-2):89-97.



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

71

SENSABAUGH GF. Uses of Polymorphic Red Cell Enzymes in Forensic Science. Clin

Haematol. 1981 Feb;10(1):185-207.

Jeffreys AJ, Wilson V, Thein SL. Hypervariable ‘minisatellite’ regions in human DNA.

Nature. 1985 Mar;314(6006):67—73.

Butler JM. Forensic DNA typing: biology, technology, and genetics of STR markers. 2.

ed., [Nachdr.]. Amsterdam Heidelberg: Elsevier, Acad. Press; 2006. 1-17 p.

Gill P, Whitaker J, Flaxman C, Brown N, Buckleton J. An investigation of the rigor of
interpretation rules for STRs derived from less than 100 pg of DNA. Forensic Sci Int. 2000

Jul;112(1):17-40.

Sobrino B, Carracedo A. SNP Typing in Forensic Genetics: A Review. In: Forensic DNA
Typing Protocols [Internet]. New Jersey: Humana Press; 2004 [cited 2024 Aug 18]. p.

107-26. Available from: http://link.springer.com/10.1385/1-59259-867-6:107

Alako¢ YD. ADLI BILIMLERDE DNA ANALIZLERI. Ank Saghk Hizmetleri Derg.

2010;9(2):1-8.

Tracey M. Short tandem repeat-based identification of individuals and parents. Croat Med

J. 2001 Jun;42(3):233-8.

Edwards A, Civitello A, Hammond HA, Caskey CT. DNA typing and genetic mapping

with trimeric and tetrameric tandem repeats. Am J Hum Genet. 1991 Oct;49(4):746-56.

Kowalczyk M, Zawadzka E, Szewczuk D, Gryzinska M, Jakubczak A. Molecular markers

used in forensic genetics. Med Sci Law. 2018 Oct;58(4):201-9.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

72

Tautz D. Notes on the definition and nomenclature of tandemly repetitive DNA sequences.

In: DNA Fingerprinting: State of the Science. Birkhduser Basel; 1993. p. 21-8.

Haddrill PR. Developments in forensic DNA analysis. Emerg Top Life Sci. 2021

Sep;5(3):381-93.

Steely CJ, Watkins WS, Baird L, Jorde LB. The mutational dynamics of short tandem

repeats in large, multigenerational families. Genome Biol. 2022 Dec;23(1):253.

Ellegren H. Heterogeneous mutation processes in human microsatellite DNA sequences.

Nat Genet. 2000 Apr;24(4):400-2.

Wyner N, Barash M, McNevin D. Forensic Autosomal Short Tandem Repeats and Their

Potential Association With Phenotype. Front Genet. 2020 Aug;11.

Canturk KM, Emre R, Kmoglu K, Baspnar B, Sahin F, Ozen M. Current Status of the
Use of Single-Nucleotide Polymorphisms in Forensic Practices. Genet Test Mol Biomark.

2014 Jul;18(7):455-60.

Pontes L, Sousa JC de, Medeiros R. SNPs and STRs in forensic medicine. A strategy for

kinship evaluation. Arch Forensic Med Criminol. 2017;67(3):226—40.

AlwiZB. The Use of SNPs in Pharmacogenomics Studies. Malays J Med Sci MIMS. 2005

Jul;12(2):4-12.

Samsuwan J, Somboonchokepisal T, Akaraputtiporn T, Srimuang T, Phuengsukdaeng P,
Suwannarat A, et al. A method for extracting DNA from hard tissues for use in forensic
identification. Biomed Rep [Internet]. 2018 Sep 13 [cited 2024 Jan 6]; Available from:

http://www.spandidos-publications.com/10.3892/br.2018.1148



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

73

Sato M, Sato K. Maternal inheritance of mitochondrial DNA by diverse mechanisms to
eliminate paternal mitochondrial DNA. Biochim Biophys Acta BBA - Mol Cell Res. 2013

Aug;1833(8):1979-84.

Ivanov PL, Wadhams MJ, Roby RK, Holland MM, Weedn VW, Parsons TJ.
Mitochondrial DNA sequence heteroplasmy in the Grand Duke of Russia Georgij
Romanov establishes the authenticity of the remains of Tsar Nicholas II. Nat Genet. 1996

Apr;12(4):417-20.

King TE, Fortes GG, Balaresque P, Thomas MG, Balding D, Delser PM, et al.

Identification of the remains of King Richard III. Nat Commun. 2014 Dec 2;5(1):5631.

Stoneking M, Hedgecock D, Higuchi RG, Vigilant L, Erlich HA. Population variation of
human mtDNA control region sequences detected by enzymatic amplification and

sequence-specific oligonucleotide probes. Am J Hum Genet. 1991 Feb;48(2):370-82.

Deng YJ,LiYZ, Yu XG, Li L, Wu DY, Zhou J, et al. Preliminary DNA Identification for
the Tsunami Victims in Thailand. Genomics Proteomics Bioinformatics. 2005;3(3):143—

57.

Jawad M, Noreen S, Ashraf MF, Asif M, Asif HM, Ali S, et al. Application of Ribonucleic

Acid (RNA) in Forensic Sciences. BIOMEDICA. 2020 Sep 30;36(3):232—47.

Gomes C, Lopez-Matayoshi C, Palomo-Diez S, Lopez-Parra AM, Cuesta-Alvaro P,
Baeza-Richer C, et al. Presumptive tests: A substitute for Benzidine in blood samples

recognition. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser. 2017 Dec;6:e546—8.

Harbison S, Fleming R. Forensic body fluid identification: state of the art. Res Rep

Forensic Med Sci. 2016 Feb;11.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

74

KARADAYI B, KARADAYI S, SEZGIN N. Presumptive and Confirmatory Tests Used
in Identification of Biological Evidence and the Latest Developments in This Topic. Turk

Klin J Forensic Med Forensic Sci. 2018;15(2):80-92.

Prakash A, Lewis SE, Hickman DL. Use of the Phadebas amylase test to assess the

presence of rodent saliva. Lab Anim. 2016 Nov;45(11):433-4.

Yang J, Messinger DW, Dube R. Bloodstain detection and discrimination impacted by
spectral shift when using an interference filter-based visible and near-infrared

multispectral crime scene imaging system. Opt Eng. 2018 Mar;57(03):1.

Idris B, Goodwin WH. Evaluating the sensitivity of presumptive and confirmatory tests

for body fluids. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser. 2022 Dec;8:276-8.

Hochmeister MN, Budowle B, Rudin O, Gehrig C, Borer U, Thali M, et al. Evaluation of
prostate-specific antigen (PSA) membrane test assays for the forensic identification of

seminal fluid. J Forensic Sci. 1999 Sep;44(5):1057-60.

Sijen T, Harbison S. On the Identification of Body Fluids and Tissues: A Crucial Link in

the Investigation and Solution of Crime. Genes. 2021 Oct;12(11):1728.

Williams GA. Body fluid identification: A case for more research and innovation. Forensic

Sci Int Rep. 2020 Dec;2:100096.

Tobe SS, Watson N, Daéid NN. Evaluation of Six Presumptive Tests for Blood, Their
Specificity, Sensitivity, and Effect on High Molecular-Weight DNA. J Forensic Sci. 2007

Jan;52(1):102-9.

Glynn CL. Potential applications of microRNA profiling to forensic investigations. RNA.

2020 Jan;26(1):1-9.



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

75

Bexon KJ. Forensic MicroRNA Analysis of Body Fluids Relating to Sexual Assaults.

2017;

Sakurada K, Watanabe K, Akutsu T. Current Methods for Body Fluid Identification
Related to Sexual Crime: Focusing on Saliva, Semen, and Vaginal Fluid. Diagnostics.

2020 Sep;10(9):693.

Griswold MD. Spermatogenesis: The Commitment to Meiosis. Physiol Rev. 2016

Jan;96(1):1-17.

Bedford JM, Calvin H, Cooper GW. The maturation of spermatozoa in the human

epididymis. J Reprod Fertil Suppl. 1973 Jul;18:199-213.

Mohanty SK, Singh R. Overview of the Male Reproductive System. In: Male Infertility:

Understanding, Causes and Treatment. Springer Singapore; 2017. p. 3—12.

Cosentino MJ, Emilson LBV, Cockett ATK. Prostaglandins in semen and their

relationship to male fertility: a study of 145 men. Fertil Steril. 1984 Jan;41(1):88-94.

Verze P, Cai T, Lorenzetti S. The role of the prostate in male fertility, health and disease.

Nat Rev Urol. 2016 Jul;13(7):379-86.

Zukerman Z, Weiss DB, Orvieto R. Does Preejaculatory Penile Secretion Originating

from Cowper’s Gland Contain Sperm? J Assist Reprod Genet. 2003;20(4):157-9.

Gupta S, Kumar A. The Human Semen. In: Basics of Human Andrology. Springer

Singapore; 2017. p. 163-70.

Samanta L, Parida R, Dias TR, Agarwal A. The enigmatic seminal plasma: a proteomics

insight from ejaculation to fertilization. Reprod Biol Endocrinol. 2018 Dec;16(1):41.



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

76

Kretser DM de, Loveland KL, Meinhardt A, Simorangkir D, Wreford N. Spermatogenesis.

Hum Reprod. 1998 Apr;13(suppl 1):1-8.

Neto FTL, Bach PV, Najari BB, Li PS, Goldstein M. Spermatogenesis in humans and its

affecting factors. Semin Cell Dev Biol. 2016 Nov;59:10-26.

Nimlamool W, Bean BS, Lowe-Krentz LLJ. Human sperm CRISP2 is released from the
acrosome during the acrosome reaction and re-associates at the equatorial segment. Mol

Reprod Dev. 2013 Jun;80(6):488-502.

Simon L, Castillo J, Oliva R, Lewis SEM. Relationships between human sperm
protamines, DNA damage and assisted reproduction outcomes. Reprod Biomed Online.

2011 Dec;23(6):724-34.

Lehti MS, Sironen A. Formation and function of sperm tail structures in association with

sperm motility defectst. Biol Reprod. 2017 Oct;97(4):522-36.

Gongalves ABR, De Oliveira CF, Carvalho EF, Silva DA. Comparison of the sensitivity
and specificity of colorimetric and immunochromatographic presumptive methods for

forensic semen detection. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser. 2017 Dec;6:e481-3.

Stefanidou M, Alevisopoulos G, Spiliopoulou C. Fundamental issues in forensic semen

detection. West Indian Med J. 2010 Jun;59(3):280-3.

Buchwald SL, Saini MS, Knowles JR, Etten RLV. Stereochemical course of phospho
group transfer by human prostatic acid phosphatase. J Biol Chem. 1984 Feb;259(4):2208—

13.

Atasoy S. Lekelerde Sperm Idantifikasyonu. AdIi Tip Derg. 1989;1(2):49—66.



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

77

Hardinge P, Allard J, Wain A, Watson S. Optimisation of choline testing using Florence
lodine reagent, including comparative sensitivity and specificity with PSA and AP tests.

Sci Justice. 2013 Mar;53(1):34-40.

Fiedler A, Rehdorf J, Hilbers F, Johrdan L, Stribl C, Benecke M. Detection of Semen
(Human and Boar) and Saliva on Fabrics by a Very High Powered UV-/VIS-Light Source.

Open Forensic Sci J. 2008 Apr;1(1):12-5.

Rodriguez JJRB, Calacal GC, Laude RP, Ungria MCAD. Integrating presumptive and
confirmatory semen tests into DNA profiling of sexual assault evidence: a Philippine

example. Egypt J Forensic Sci. 2019 Dec;9(1):45.

Grskovi¢ B, Zrnec D, Popovi¢ M, Petek MJ, Primorac D, Mrsi¢ G. Effect of ultraviolet C

radiation on biological samples. Croat Med J. 2013 Jun;54(3):263—71.

DiFrancesco J, Richards E. Persistence of spermatozoa: lessons learned from going to the

sources. Sci Justice. 2018 May;58(3):244-7.

Ingemann-Hansen O, Charles AV. Forensic medical examination of adolescent and adult

victims of sexual violence. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol. 2013 Feb;27(1):91-102.

Willott GM, Allard JE. Spermatozoa — their persistence after sexual intercourse. Forensic

Sci Int. 1982 Mar;19(2):135-54.

Allery JP, Telmon N, Mieusset R, Blanc A, Rougé D. Cytological detection of
spermatozoa: comparison of three staining methods. J Forensic Sci. 2001 Mar;46(2):349—

51.



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

78

Lingappa HA, Govindashetty AM, Krishnamurthy A, Puttaveerachary AK, Manchaiah S,
Shimoga IC, et al. Quest for an ideal, simple and cost-effective stain for morphological

assessment of sperms. J Clin Diagn Res. 2015 Oct;9(10):EC01-4.

Singh S, Sharma S, Jain M, Chauhan R. Importance of Papanicolaou Staining for Sperm

Morphologic Analysis. Am J Clin Pathol. 2011 Aug;136(2):247-51.

Agarwal A, Gupta S, Sharma R. Eosin-Nigrosin Staining Procedure. In: Andrological
Evaluation of Male Infertility [Internet]. Springer International Publishing; 2016. p. 73—7.

Available from: http://link.springer.com/10.1007/978-3-319-26797-5 8

Yousef GM, Diamandis EP. The New Human Tissue Kallikrein Gene Family: Structure,

Function, and Association to Disease®. Endocr Rev. 2001 Apr;22(2):184-204.

Markham R, Smith JD. The structure of ribonucleic acids. 2. The smaller products of

ribonuclease digestion. Biochem J. 1952 Dec;52(4):558—65.

Townshend RJL, Eismann S, Watkins AM, Rangan R, Karelina M, Das R, et al. Geometric

deep learning of RNA structure. Science. 2021 Aug;373(6558):1047-51.

Vennemann M, Koppelkamm A. mRNA profiling in forensic genetics I: Possibilities and

limitations. Forensic Sci Int. 2010 Dec;203(1-3):71-5.

Buccitelli C, Selbach M. mRNAs, proteins and the emerging principles of gene expression

control. Nat Rev Genet. 2020 Oct;21(10):630—44.

Lemon B, Tjian R. Orchestrated response: a symphony of transcription factors for gene

control. Genes Dev. 2000 Oct;14(20):2551-69.



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

79

Cramer P, Zaher H. Transcription | Gene Expression in Eukaryotes: RNA Polymerase 11

Structure. In: Encyclopedia of Biological Chemistry III. Elsevier; 2021. p. 475-9.

Tian B, Hu J, Zhang H, Lutz CS. A large-scale analysis of mRNA polyadenylation of

human and mouse genes. Nucleic Acids Res. 2005;33(1):201-12.

Efimov VA. Detection of the 5’-cap structure of messenger RNAs with the use of the cap-

jumping approach. Nucleic Acids Res. 2001 Nov;29(22):4751-9.

Lee Y, Rio DC. Mechanisms and Regulation of Alternative Pre-mRNA Splicing. Annu

Rev Biochem. 2015 Jun;84(1):291-323.

Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes small

RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell. 1993 Dec;75(5):843-54.

Bartel DP. MicroRNAs. Cell. 2004 Jan;116(2):281-97.

Lee Y, Ahn C, Han J, Choi H, Kim J, Yim J, et al. The nuclear RNase III Drosha initiates

microRNA processing. Nature. 2003 Sep;425(6956):415-9.

Lee Y, Kim M, Han J, Yeom KH, Lee S, Baek SH, et al. MicroRNA genes are transcribed

by RNA polymerase II. EMBO J. 2004 Oct;23(20):4051-60.

BOHNSACK MT, CZAPLINSKI K, GORLICH D. Exportin 5 is a RanGTP-dependent
dsRNA-binding protein that mediates nuclear export of pre-miRNAs. RNA. 2004

Feb;10(2):185-91.

Lee Y, Jeon K, Lee JT, Kim S, Kim VN. MicroRNA maturation: stepwise processing and

subcellular localization. EMBO J. 2002 Sep;21(17):4663-70.



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

80

Khvorova A, Reynolds A, Jayasena SD. Functional siRNAs and miRNAs Exhibit Strand

Bias. Cell. 2003 Oct;115(2):209-16.

Winter J, Diederichs S. Argonaute proteins regulate microRNA stability: Increased
microRNA abundance by Argonaute proteins is due to microRNA stabilization. RNA

Biol. 2011;8(6):1149-57.

Winter J, Jung S, Keller S, Gregory RI, Diederichs S. Many roads to maturity: microRNA

biogenesis pathways and their regulation. Nat Cell Biol. 2009 Mar;11(3):228-34.

Oehmichen M, Zilles K. Postmortale DNS- und RNS-Synthese: Erste Untersuchungen an

menschlichen Leichen. Z Fiir Rechtsmed. 1984 Feb;91(4):287-94.

Bauer M, Gramlich I, Polzin S, Patzelt D. Quantification of mRNA degradation as

possible indicator of postmortem interval—a pilot study. Leg Med. 2003 Dec;5(4):220-7.

Madea B, Saukko P, Oliva A, Musshoff F. Molecular pathology in forensic medicine—

Introduction. Forensic Sci Int. 2010 Dec;203(1-3):3-14.

Ohshima T. Forensic wound examination. Forensic Sci Int. 2000 Sep;113(1-3):153-64.

Sato Y, Ohshima T. The expression of mRNA of proinflammatory cytokines during skin
wound healing in mice: a preliminary study for forensic wound age estimation (II). Int J

Legal Med. 2000 May;113(3):140-5.

Haas C, Klesser B, Kratzer A, Bar W. mRNA profiling for body fluid identification.

Forensic Sci Int Genet Suppl Ser. 2008 Aug;1(1):37-8.



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

81

Bai P, Deng W, Wang L, Long B, Liu K, Liang W, et al. Micro RNA profiling for the
detection and differentiation of body fluids in forensic stain analysis. Forensic Sci Int

Genet Suppl Ser. 2013;4(1).

Seashols-Williams S, Lewis C, Calloway C, Peace N, Harrison A, Hayes-Nash C, et al.
High-throughput miRNA sequencing and identification of biomarkers for forensically

relevant biological fluids. ELECTROPHORESIS. 2016 Oct;37(21):2780-8.

Haas C, Hanson E, Bar W, Banemann R, Bento AM, Berti A, et al. mRNA profiling for
the identification of blood—Results of a collaborative EDNAP exercise. Forensic Sci Int

Genet. 2011 Jan;5(1):21-6.

Sakurada K, Ikegaya H, Fukushima H, Akutsu T, Watanabe K, Yoshino M. Evaluation of
mRNA-based approach for identification of saliva and semen. Leg Med. 2009

May;11(3):125-8.

Jakubowska J, Maciejewska A, Pawlowski R, Bielawski KP. mRNA profiling for vaginal

fluid and menstrual blood identification. Forensic Sci Int Genet. 2013 Feb;7(2):272-8.

Juusola J, Ballantyne J. Multiplex mRNA profiling for the identification of body fluids.

Forensic Sci Int. 2005 Aug;152(1):1-12.

Engel W, Keime S, Kremling H, Hameister H, Schliiter G. The genes for protamine 1 and
2 (PRM1 and PRM2) and transition protein 2 (TNP2) are closely linked in the mammalian

genome. Cytogenet Genome Res. 1992;61(2):158-9.

Steger K, Pauls K, Klonisch T, Franke FE, Bergmann M. Expression of protamine-1 and

-2 mRNA during human spermiogenesis. Mol Hum Reprod. 2000 Mar;6(3):219-25.



107.

108.

109.

110.

I11.

112.

113.

114.

82

Kubo S, Niimi H, Kitajima I. Rapid detection of blood and semen mRNA markers by
reverse transcription-recombinase polymerase amplification. Forensic Sci Int Genet. 2022

May;58:102665.

Silva SS, Lopes C, Teixeira AL, Sousa MJCD, Medeiros R. Forensic miRNA: Potential

biomarker for body fluids? Forensic Sci Int Genet. 2015 Jan;14:1-10.

Zubakov D, Boersma AWM, Choi Y, Kuijk PFV, Wiemer EAC, Kayser M. MicroRNA
markers for forensic body fluid identification obtained from microarray screening and

quantitative RT-PCR confirmation. Int J Legal Med. 2010 May;124(3):217-26.

Hanson EK, Lubenow H, Ballantyne J. Identification of forensically relevant body fluids
using a panel of differentially expressed microRNAs. Anal Biochem. 2009

Apr;387(2):303-14.

Wei S, Hu S, Han N, Wang G, Chen H, Yao Q, et al. Screening and evaluation of
endogenous reference genes for miRNA expression analysis in forensic body fluid

samples. Forensic Sci Int Genet. 2023 Mar;63.

Zhang Y, Liu B, Shao C, Xu H, Xue A, Zhao Z, et al. Evaluation of the inclusion of
circular RNAs in mRNA profiling in forensic body fluid identification. Int J Legal Med.

2018 Jan;132(1):43-52.

Wang S, Wang Z, Tao R, He G, Liu J, Li C, et al. The potential use of Piwi-interacting
RNA biomarkers in forensic body fluid identification: A proof-of-principle study.

Forensic Sci Int Genet. 2019 Mar;39:129-35.

Parker GJ, McKiernan HE, Legg KM, Goecker ZC. Forensic proteomics. Forensic Sci Int

Genet. 2021 Sep;54:102529.



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

83

Precazzini F, Detassis S, Imperatori AS, Denti MA, Campomenosi P. Measurements
Methods for the Development of MicroRNA-Based Tests for Cancer Diagnosis. Int J Mol

Sci. 2021 Jan 25;22(3):1176.

Sauer E, Reinke AK, Courts C. Differentiation of five body fluids from forensic samples
by expression analysis of four microRNAs using quantitative PCR. Forensic Sci Int Genet.

2016 May;22:89-99.

Tian H, Lv M, LiZ, Peng D, Tan Y, Wang H, et al. Semen-specific miRNAs: Suitable for
the distinction of infertile semen in the body fluid identification? Forensic Sci Int Genet.

2018 Mar;33:161-7.

Fujimoto S, Manabe S, Morimoto C, Ozeki M, Hamano Y, Hirai E, et al. Distinct spectrum
of microRNA expression in forensically relevant body fluids and probabilistic

discriminant approach. Sci Rep. 2019 Dec;9(1).

Lancia M, Severini S, Tommolini F, Carnevali E. The appropriateness of analysing some
known micro-RNAs to detect the presence of semen in old stains. Forensic Sci Int Genet

Suppl Ser. 2019 Dec;7(1):498-500.

Tong D, Jin Y, Xue T, Ma X, Zhang J, Ou X, et al. Investigation of the application of

miR10b and miR135b in the identification of semen stains. PLoS ONE. 2015 Sep;10(9).

Iroanya OO, Olutunde OT, Egwuatu TF, Igbokwe C. Stability of selected microRNAs in
human blood, semen and saliva samples exposed to different environmental conditions.

Forensic Sci Int. 2022 Jul;336.



122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

84

Zubakov D, Boersma AWM, Choi Y, Kuijk PFV, Wiemer EAC, Kayser M. MicroRNA
markers for forensic body fluid identification obtained from microarray screening and

quantitative RT-PCR confirmation. Int J Legal Med. 2010 May;124(3):217-26.

Tian H, Lv M, LiZ, Peng D, Tan Y, Wang H, et al. Semen-specific miRNAs: Suitable for
the distinction of infertile semen in the body fluid identification? Forensic Sci Int Genet.

2018 Mar;33:161-7.

Bai P, Deng W, Wang L, Long B, Liu K, Liang W, et al. Micro RNA profiling for the
detection and differentiation of body fluids in forensic stain analysis. Forensic Sci Int

Genet Suppl Ser. 2013;4(1).

Al-Mawlah YH, Jebor MA, Abdulla AA. The Effect of Mixing Seminal Fluid and Vaginal
Secretion on the Expression of miRNA Markers in a Simulated Forensic Scientific

Detection [Internet]. Vol. 25. 2021. p. 11477-82. Available from: http://annalsofrscb.ro

LiY, Zhang J, We1 W, Wang Z, Prinz M, Hou Y. A strategy for co-analysis of microRNAs

and DNA. Forensic Sci Int Genet. 2014;12:24-9.

Wang Z, Zhang J, Luo H, Ye Y, Yan J, Hou Y. Screening and confirmation of microRNA
markers for forensic body fluid identification. Forensic Sci Int Genet. 2013 Jan;7(1):116—

23.

Wang Z, Zhao X, Hou Y. Exploring of microRNA markers for semen stains using

massively parallel sequencing. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser. 2017 Dec;6:¢107-9.

Park JL, Park SM, Kwon OH, Lee H chul, Kim J young, Seok HH, et al. Microarray
screening and qRT-PCR evaluation of microRNA markers for forensic body fluid

identification. Electrophoresis. 2014 Nov;35(21-22):3062-8.



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

85

Mayes C, Seashols-Williams S, Hughes-Stamm S. A capillary electrophoresis method for

identifying forensically relevant body fluids using miRNAs. Leg Med. 2018 Jan;30:14.

Layne TR, Green RA, Lewis CA, Nogales F, Cruz TCD, Zehner ZE, et al. microRNA
Detection in Blood, Urine, Semen, and Saliva Stains After Compromising Treatments. J

Forensic Sci. 2019 Nov;64(6):1831-7.

Lewis CA, Layne TR, Seashols-Williams SJ. Detection of microRNAs in DNA
Extractions for Forensic Biological Source Identification. J Forensic Sci. 2019

Nov;64(6):1823-30.

O'Leary KR, Glynn CL. Investigating the Isolation and Amplification of microRNAs for

Forensic Body Fluid Identification. MicroRNA. 2018 May;7(3):187-94.

Mayes C, Houston R, Seashols-Williams S, LaRue B, Hughes-Stamm S. The stability and
persistence of blood and semen mRNA and miRNA targets for body fluid identification

in environmentally challenged and laundered samples. Leg Med. 2019 May;38:45-50.

He H, Han N, Ji C, Zhao Y, Hu S, Kong Q, et al. Identification of five types of forensic

body fluids based on stepwise discriminant analysis. Forensic Sci Int Genet. 2020 Sep;48.

Bamberg M, Bruder M, Dierig L, Kunz SN, Schwender M, Wiegand P. Best of both: A
simultaneous analysis of mRNA and miRNA markers for body fluid identification.

Forensic Sci Int Genet. 2022 Jul;59.

WHO Laboratory Manual for the Examination and Processing of Human Semen. 6th ed.

Geneva: World Health Organization; 2010.

Courts C, Madea B. Micro-RNA — A potential for forensic science? Forensic Sci Int. 2010

Dec;203(1-3):106-11.



139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

86

Chen X, Xu H, Zhu B. Forensic validation of a combined analysis of mRNA and miRNA
markers for precise tissue origin inferences of five kinds of body fluids by RT-qPCR.

Electrophoresis. 2023;

Iroanya OO, Olutunde OT, Egwuatu TF, Igbokwe C. Stability of selected microRNAs in
human blood, semen and saliva samples exposed to different environmental conditions.

Forensic Sci Int. 2022 Jul;336.

Al-Mawlah YH, Jebor MA, Abdulla AA. The Effect of Mixing Seminal Fluid and Vaginal
Secretion on the Expression of miRNA Markers in a Simulated Forensic Scientific

Detection [Internet]. Vol. 25. 2021. p. 11477-82. Available from: http://annalsofrscb.ro

Fujimoto S, Manabe S, Morimoto C, Ozeki M, Hamano Y, Hirai E, et al. Distinct spectrum
of microRNA expression in forensically relevant body fluids and probabilistic

discriminant approach. Sci Rep. 2019 Dec;9(1).

Fujimoto S, Manabe S, Morimoto C, Hamano Y, Tamaki K. Effect of the absence of

spermatozoa on microrna-based semen identification. Forensic Sci Int Genet Suppl Ser.

2017 Dec;6:€238-40.

LiY, Zhang J, Wei W, Wang Z, Prinz M, Hou Y. A strategy for co-analysis of microRNAs

and DNA. Forensic Sci Int Genet. 2014;12:24-9.

Lewis CA, Layne TR, Seashols-Williams SJ. Detection of microRNAs in DNA
Extractions for Forensic Biological Source Identification. J Forensic Sci. 2019

Nov;64(6):1823-30.

He H, Han N, Ji C, Zhao Y, Hu S, Kong Q, et al. Identification of five types of forensic

body fluids based on stepwise discriminant analysis. Forensic Sci Int Genet. 2020 Sep;48.



147.

148.

149.

150.

I51.

152.

153.

87

LiuY, He H, Xiao ZX, Ji A, Ye J, Sun Q, et al. A systematic analysis of miRNA markers
and classification algorithms for forensic body fluid identification. Brief Bioinform. 2021

Jul;22(4).

Wosnitzer MS. Genetic evaluation of male infertility. Transl Androl Urol. 2014

Mar;3(1):17-26.

Kulstein G, Schacker U, Wiegand P. Old meets new: Comparative examination of
conventional and innovative RNA-based methods for body fluid identification of
laundered seminal fluid stains after modular extraction of DNA and RNA. Forensic Sci

Int Genet. 2018 Sep;36:130-40.

C. Zapico S, Dytso A, Rubio L, Roca G. The Perfect Match: Assessment of Sample
Collection Efficiency for Immunological and Molecular Findings in Different Types of

Fabrics. Int J Mol Sci. 2022 Sep 14;23(18):10686.

Borde YM, Tonnany MB, Champod C. A Study on the Effects of Immersion in River
Water and Seawater on Blood, Saliva, and Sperm Placed on Objects Mimicking Crime

Scene Exhibits. Can Soc Forensic Sci J. 2008 Jan;41(3):149-63.

Brayley-Morris H, Sorrell A, Revoir AP, Meakin GE, Court DS, Morgan RM. Persistence
of DNA from laundered semen stains: Implications for child sex trafficking cases.

Forensic Sci Int Genet. 2015 Nov;19:165-71.

Karadayi S, Moshfeghi E, Arasoglu T, Karadayi B. Evaluating the persistence of
laundered semen stains on fabric using a forensic light source system, prostate-specific
antigen Semiquant test and DNA recovery-profiling. Med Sci Law. 2020 Apr;60(2):122—

30.



154.

155.

156.

157.

158.

88

Kulstein G, Wiegand P. Comprehensive examination of conventional and innovative body
fluid identification approaches and DNA profiling of laundered blood- and saliva-stained

pieces of cloths. Int J Legal Med. 2018 Jan;132(1):67-81.

Sapan TU, Giingdr A, Sandik¢1 N, Kocabas A, Atasoy S. DNA recovery and human
identification from semen stains washed at different temperatures. Int J Legal Med. 2023

Mar;137(2):303-10.

LY, He H, Xiao ZX, Ji A, Ye J, Sun Q, et al. A systematic analysis of miRNA markers
and classification algorithms for forensic body fluid identification. Brief Bioinform. 2021

Jul;22(4).

Landgraf P, Rusu M, Sheridan R, Sewer A, lovino N, Aravin A, et al. A Mammalian
microRNA Expression Atlas Based on Small RNA Library Sequencing. Cell. 2007

Jun;129(7):1401-14.

Hasegawa T, Glavich GJ, Pahuski M, Short A, Semmes OJ, Yang L, et al. Characterization
and Evidence of the miR-888 Cluster as a Novel Cancer Network in Prostate. Mol Cancer

Res. 2018 Apr 1;16(4):669-81.



Ekler

Ek 1: Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Etik Kurul Onay Belgesi

89



90

Ek 2- Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BiLGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

"Bir arasgtirma c¢aligmasina katilmak icin davet edilmis bulunmaktasimz. Asagidaki bilgileri okuduktan sonra caligmaya

katilmak isterseniz, bu formu imzalayiniz. Formu imzalamaniz ¢aligmanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve
kararinizi serbestce verdiginizi belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyas: size verilecektir. Bu formda anlamadiginiz
ifadeler varsa ¢alismadaki arastirmacilara sorarak bilgi edininiz."

BGOF asgari olarak asagida belirtilen bashklari, aciklamalari ve béliimleri icermelidir:

1.

10.

“Semen orneklerinde miR-891a ve miR-10a belirteclerinin cesitli kosullarda dayamklihigimin degerlendirilmesi”
adli caligmaya davet edilmis bulunmaktasiniz.

Calismanin bir arastirma oldugu

Yapilacak ¢alisma akademik amagl bir arastirmadir

Arastirmanin amaci

Adli bilimlerde, biyolojik kaynakli deliller, sugun aydinlatilmasi, kisi kimliklendirilmesinin yapilmasi ve adaletin
saglanmasi agisindan en 6nemli delillerdir. Biyolojik deliller olay yerinde kan, tiikiiriik, semen, vajinal sekresyon, idrar
gibi viicut sivilart seklinde bulunabilir. Cinsel suglarda en ¢ok karsilasilan viicut sivist semendir. Semen, yap1 geregi
bulundugu ortama gore kuruyup seffaf bir hal alabilir ve olay yerinde tespiti zorlasabilir. Bir biyolojik delilden DNA
analizi yapilmadan 6nce, biyolojik delil olup olmadig kesinlesmelidir. Bunun i¢in bazi on testler uygulanir. Ancak bu
testler 6zgiin olmama, delilin yapisin1 bozma, zaman alici olma ve ¢ok az miktardaki delilden DNA analizini zorlastirma
gibi baz1 dezavantajlara sahiptir ve yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglar verebilmektedir. Testlerin dezavantajlart
g0z Oniine alindiginda, 6zgiinliigiin ¢ok daha yiiksek oldugu ve c¢oklu islemlerin bulunmadigi yeni molekiiler genetik
uygulamalar, adli biyolojide kullanilmaya baglanmustir. Adli bilimlerde RNA’nmn kullanimi, biyolojik sivilarin
tanimlanmasi ve orijinin belirlenmesinde kullanilan testlerin dezavantajlarinin 6niine gecilmesi igin gelistirilmis, yeni
nesil molekiiler uygulamalardan birisidir. RNA bazli metotlar, dzellikle rnek miktarinin ¢ok az olmasi gibi durumlarda
¢ok onemli bir yere sahiptir. RNA temelli metotlar i¢inde en sik ¢aligilan RNA tiirii olan mRNA olmakla birlikte daha
yeni bir konu olan microRNA (miRNA), olduk¢a umut verici bulgular icermekte ve ayni zamanda mRNA ya gore bazi
avantajlara sahiptir. Yapmay: planladigimiz ¢alismada miRNAnn avantajlart g6z 6nitinde bulundurularak, adli bilimler
icin olduk¢a 6nemli bir viicut sivisi olan semen {izerinde, miR-10a ve miR-891a’nin stabiliteleri, farkli olay yeri
senaryolari tizerinden hesaplanmast amaglanacaktir.

Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi icin 6ngoriilen siire,

Goniilliiniin kabul ettigi semen 6rnegini vermesi disinda arastirmaya devam etmesi i¢in dngériilen bir siire yoktur.
Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi,

Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayist 5 olarak belirlenmistir.

Arastirmada uygulanacak tedaviler,

Arastirmada tedavi yontemi uygulanmayacaktir.

Varsa farkl tedaviler icin goniilliilerin arastirma gruplarina rastgele atanma olasiiginin bulundugu,

Goniilliilere tedavi yontemi uygulanmayacaktir.

Arastirma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak iizere izlenecek veya goniilliiye uygulanacak
yontemlerin tiimii,

Arastirma igin goniillerden sadece vermeyi kabul ettigi viicut sivist drnegi/drnekleri alinacaktir. Arastirma sirasinda
goniilliillerden swab ile tiikiiriik 6rnegi ve semen drnegi (ejakulat) alinacaktir.

Arastirmanin deneysel kisimlari,

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nu imzalayan, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan, 20-35 yas arasi rastgele
secilmis yaklasik 5 erkek goniilliiden semen (ejakulat), calisma zamanina kadar +4 °C’de muhafaza edilecektir. Semen
ornekleri alindiktan sonra su banyosunda 20 dakika bekletilerek akiskan hale getirilecek ve drneklerden 200 uL 5x5
cm’lik pamuklu bezlere pipetlenecektir. Ornekler belirlenen kosullarda bekletilecek ve sonrasinda pamuklu bezlerden kit
ile microRNA (miRNA) izolasyonu yapilacaktir. [zolatlardan cDNA kiitiiphanesi olusturulacak ve miR-10a ve miR-891a
belirteglerinin ekspresyon seviyeleri Real Time PCR (qRT-PCR) ile belirlenecektir. Ekspresyon degerlendirmesinde Cr,
ACr degerleri ve AACT yontemi kullanilacaktir. Karsilastirmalarda snRNA U6 gen ekspresyonlar: referans olarak
kullamlacaktir. One-way ANOVA- Post hoc Tukey teti ile hasta ve kontrol grubu ekspresyon ortalamalar1 ve dagilimlari
(Cr, ACr ve AACT degerleri) bakimindan anlamli bir fark (P<0,05) olup olmadigr arastirilacaktir.

Goniilliiniin maruz kalacad ongoriilen riskler veya rahatsizhklar (arastirma hamilelerde veya lohusalarda
yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit cocuklarimin da maruz kalacagl ongoriilen riskler veya rahatsizliklar dahil
olmak iizere),

Goniillilerin maruz kalacagr herhangi bir risk veya rahatsizlik dngoriilmemektedir.
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Arastirmadan makul dlciide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii acisindan hedeflenen herhangi bir klinik
yarar olmadiginda goniilliiniin bu durum hakkinda bilgilendirilecegi,

Calismada goniilliiniin saglayabilecegi bir klinik yarar bulunmamaktadir.

Goniillitye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve bunlar olasi yarar ve riskleri,
Goniilliiye uygulanabilecek alternatif tedavi yontemleri bulunmamaktadir.

ilgili mevzuat geregince gerekiyorsa goniilliiye verilecek tazminat (sigorta) ve / veya saglanacak tedaviler, Calismada
herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

Varsa, goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler hakkindaki bilgiler,

Goniilliilerin ulasim, yemek gibi masraflarina iliskin bir 6deme yapilmayacaktir.

Goniilliilerin sorumluluklari,

Goniilliilerin semen ve tiikiiriik 6rnegi vermeleri disinda hicbir sorumluluklar: bulunmamaktadir.

Goniilliiniin arastirmaya katiliminin istege bagh oldugu ve goniilliiniin istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirnma maruz kalmaksizin, hicbir hakkim1 kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi reddedebilecegi veya
arastirmadan cekilebilecegi,

Goniilliiniin arastirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima maruz kalmaksizin
arastirmadan g¢ekilebilecektir. Ayrica, arastirmaci tarafindan da gerek goriildiigiinde katilimer arastirma disi
birakilabilir.

Goniilliiniin kimligini ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna ag¢iklanamayacagi; arastirma
sonuclarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimliginin gizli kalacag,

Goniilliiniin kimligini ortaya ¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna acgiklanmayacaktir; arastirma sonuglarinin
yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir.

izleyiciler, yoklama yapan Kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saghk otoritelerinin goniilliiniin orijinal
tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilecegi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacagi, yazih
bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla goniillii veya kanuni temsilcisinin s6z konusu erisime
izin vermis olacag, Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin
goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erigimleri olacaktir. Ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin aragtirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde
edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegi,

Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler
elde edildiginde goniilliiniin veya kanuni temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegini taahhiit ederim.

Goniilliiniin; arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla
bilgi temin edebilmesi icin temasa gecgebilecegi Kisiler ile bu kisilere ait giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon
numaralari,

Goniilliiniin; arastirma, kendi haklari veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin
edebilmesi igin temasa gegebilecegi kisiler proje yiirtitiiclisit Ahmet Can KURT, Danisman Prof. Dr. Emel Hilya
YUKSELOGLU’dur. 24 saat boyunca ulasabilecekleri telefon numaralari sirast ile XXX, XXX dir.

Goniilliiniin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya nedenler,

Goniilliilerin aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek herhangi bir durum veya neden bulunmamaktadir.
Calisma sonrasi arastirma iiriinlerine erisim,

Caligma sonrasi aragtirma tiriinlerine yapilacak tez ¢alismast ile ulagilabilir.

Goniilliillerden alinacak biyolojik materyallerin ne oldugu, hangi amacla alindig1 ve analizlerinin nerede
yapilacagina dair bilgiler (analizlerin yurtdisinda yapilmasi durumunda biyolojik materyallerin nereye
gonderileceginin aciklanmasi),

Goniillilerden semen 6rnegi toplanacaktir. Bu biyolojik 6rnegin segilme amaci, tibbi personel gerekmeksizin daha
kolay toplanabilir ve muhafaza edilebilir olmasidir. Calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler
Enstitiisii’nde toplanacak ve analiz edilecektir. Analizler yurtdisinda yapilmayacaktir.

BGOF’nin imza béliimiinde;

“Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim aciklamalar1 okudum. Bana yukarida konusu ve amaci belirtilen
arastirma ile ilgili yazihi ve sozlii aciklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii
olarak katildigimy, istedigim zaman gerekeeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi
biliyorum”ifadesi goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.

“Soz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum”ifadesi
g6niilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.
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Goniilliiniin ad1/ soyad1 / imzasi / tarih,

Arastirma ekibinde yer alan ve arastirma hakkinda bilgilendirmeyi yapan yetkin bir arastirmacinin adi / soyadi
/ imzasi / tarih,

Gerekiyorsa olur islemine tanik olan kisinin ad1 / soyadi / imzasi / tarih,

Gerekiyorsa anne ve baba veya kanuni temsilcinin ad1/ soyad1 / imzasi / tarih,

fleride yapilacak arastirmalar igin;

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen
arastirma ile ilgili yazili ve sozIii agiklama asagida adi belirtilen arastirmaci tarafindan yapildi. Arastirmaya goniilli
olarak katildigimu, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime
bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan da arastirma disi1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

“Semen orneklerinde miR-891a ve miR-10a belirteglerinin g¢esitli kosullarda dayanikliliginin degerlendirilmesi ” adlt
arastirma kapsaminda alinan semen 6rneginin, (Goniilli tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir.)

OSadece yukarida bahsi gecen galismada kullanilmasina izin veriyorum.
Oﬂeride yapilmasi planlanan tiim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.
OHiqbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliniin Adr: Yetkin Arastirmacmin Adi: Biyolog Ahmet Can

Goniilliiniin Soyadi: Yetkin Arastirmacinin Soyadi: KURT

Goniilliniin Cinsiyeti: Kadin CErkek

Goniilliniin Yagt:

Yetkin Arastirmacinin imzas:

Tarih:

Goniilliiniin Imzast:

31.

Pediatrik calismalar icin;
Bu caligsma pediatrik popiilasyonda yiiriitiilmeyecektir.






