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ÖZET 

Çeşitli miRNA Belirteçlerinin Semen Özgünlüğünün Araştırılması 

 

Adli bilimlerde yaşanan gelişmeler sayesinde olay yerlerinde karşılaşılan 

örneklere karşı çeşitli yaklaşımlar geliştirilmiştir. Kimliklendirme açısından DNA 

temelli yaklaşımlar öne çıkarken, olay yerini yeniden canlandırmak için gerekli 

parametrelerden biri olan vücut sıvısı/dokusu identifikasyonunda RNA temelli 

yaklaşımlar ön plandadır. Literatür incelendiğinde “mesajcı RNA (mRNA)” ya 

dayalı yaklaşımların temel problemi degradasyona eğilimli oluşu olarak 

görülmektedir. Buna karşın “mikro RNA” molekülleri ise degradasyon etkenlerine 

karşı daha dayanıklıdır. Bu özellikleriyle adli bilimler açısından önemli bir 

potansiyele sahiptirler. “Kodlamayan Mikro RNA (nc miRNA)” 18-22 nükleotid 

uzunluğunda, epigenetik mekanizmalarda önemli roller üstlenen ve gen 

ekspresyonunu düzenleyen bir RNA molekülüdür. Gen ekspresyonunu, çeşitli başka 

proteinlerle kompleksler oluşturup, mRNA’ların 3’ UTR bölgelerine bağlanarak 

down regüle ederler. mRNA tiplerinin doku/vücut sıvısı spesifik ekspresyon 

profilleri olduğu göz önüne alındığında, onları regüle eden miRNA’ların da benzer 

spesifite gösterdiği sonucuna ulaşılmaktadır. Kan, semen, tükürük vb. gibi çeşitli 

örnekler olay yerinde en sık karşılaşılan vücut sıvılarıdır. Literatür incelendiğinde 

semen identifikasyonu için öne çıkan miRNA’lar miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-

888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p olarak belirtilmiştir. Bu çalışmada 50 

gönüllüden alınan venöz kan (n=10), menstrüel kan (n=10), vajinal sekresyon 

(n=10), tükürük (n=10) ve semen (n=10) örneklerinde miR-10a-3p, miR-10a-5p, 

miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p belirteçleri ile referans gen olarak 

SNORD48’in kullanılmıştır. Belirteçler SYBR Green’e dayalı gerçek zamanlı 

kantitatif PCR ile analiz edilmiştir. Vücut sıvılarını semen/semen olmayan şeklinde 

gruplayarak yaptığımız diskriminant analizler sonucunda; miR-10a-3p (%92,0), 

miR-10a-5p (%94,0), miR-888-3p (%94,0), miR-888-5p (%100,0) ve miR-891a-3p 

(%100,0) doğrulukta semen ayrımı yapabilmektedir. İstatistiksel analizler 

sonucunda miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p kombinasyonunun semen 

identifikasyonunda en iyi performansı gösterdiği belirlenmiştir. Bu 3 belirteç 

birlikte kullanıldığında %100,0 doğrulukta semen örneklerini diğer vücut 

sıvılarından ayırt ettiği görülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, miRNA, Semen, Vücut Sıvısı İdentifikasyonu 
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ABSTRACT 

Investigation of the Semen-Specificity of Various miRNA Markers 

 

Advancements in forensic sciences have led to the development of diverse 

approaches for the analysis of evidence encountered at crime scenes. While DNA-

based methods dominate for identification purposes, RNA-based approaches are 

more prominent in body fluid/tissue identification, a critical parameter for 

reconstructing crime scenes. A review of the literature indicates that the primary 

limitation of messenger RNA (mRNA)-based methods is their susceptibility to 

degradation. Conversely, microRNA (miRNA) molecules are more resistant to 

degradation factors, making them highly promising for forensic applications. Non-

coding microRNAs (nc-miRNAs) are small RNA molecules, 18–22 nucleotides in 

length, playing significant roles in epigenetic mechanisms and regulating gene 

expression. They achieve gene expression regulation by forming complexes with 

various proteins and binding to the 3' UTR regions of mRNAs, thereby 

downregulating their expression. Considering the tissue/body fluid-specific 

expression profiles of mRNAs, it can be inferred that the miRNAs regulating them 

exhibit similar specificity. Among the most frequently encountered body fluids at 

crime scenes are blood, semen, and saliva. Literature highlights miRNAs such as 

miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p, and miR-891a-3p as prominent 

candidates for semen identification. In this study, miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-

888-3p, miR-888-5p, and miR-891a-3p markers were analyzed in samples of venous 

blood (n=10), menstrual blood (n=10), vaginal secretions (n=10), saliva (n=10), and 

semen (n=10) collected from 50 volunteers. SNORD48 was used as the reference 

gene. Markers were analyzed by real-time quantitative PCR based on SYBR Green.  

Grouping body fluids into semen and non-semen categories, discriminant analyses 

showed that miR-10a-3p (92.0%), miR-10a-5p (94.0%), miR-888-3p (94.0%), miR-

888-5p (100.0%), and miR-891a-3p (100.0%) could accurately distinguish semen 

samples. Statistical analyses identified the combination of miR-888-3p, miR-888-5p, 

and miR-891a-3p as the most effective for semen identification. When these three 

markers were used together, they achieved 100.0% accuracy in distinguishing semen 

from other body fluids. 

 

Keywords: Body Fluid Identification, Epigenetics, miRNA, Semen 

 

 

 



1 

1. GİRİŞ 

Olay yerinin rekonstrüksiyonu ve olayın aydınlatılması açısından adli seroloji ve 

adli genetik metodları 30 yılı aşkın süredir yaygın şekilde kullanılmaktadır. Olası 

şüphelilerin kimliklendirilmesi amacıyla DNA analizleri kullanılmakla birlikte, olay yeri 

örneklerinin tanımlanması amacıyla ön tarama testlerinin kullanımı rutin pratikte daha 

çok görülmektedir1,2. Bununla birlikte ön tarama testlerinin çapraz reaksiyon, 

tekrarlanabilirlik, yanlış pozitiflik gibi dezavantajları da bulunmaktadır. Buna ek olarak 

bu testlerin uygulamaları, olay yerinde halihazırda az veya eser miktarda bulunacak olan 

leke gibi delillerin, DNA testleri gibi kimliklendirme açısından daha kritik olan ileri 

analizlerini olanaksız hale getirmektedir3–6. Bu gibi sorunların çözümü için alternatif 

yollar aranmış ve halen aranmaktadır. Belirlenen stratejiler arasında doku/vücut sıvılarına 

özgün RNA belirteçleri araştırılmıştır. Bunların dışında doku/vücut sıvılarına özgün DNA 

metilasyon paternleri de araştırılmış ve halen araştırılmaktadır. Özellikle yapılan ilk 

çalışmalarda mesajcı RNA (mRNA) belirteçlerinin kullanılması planlanmış ve oldukça 

iyi sonuçlar alınmıştır. Periferik kan, semen, vajinal sıvı, menstrüel kan, tükürük gibi olay 

yerinde sıklıkla karşılaşılan vücut sıvılarına odaklanılmış ve bu sıvılara özgün belirteçler 

ortaya konulmuştur2,3,7. Bu mRNA belirteçlerinin postmortem interval, yaş, cinsiyet 

belirleme gibi analizlerde de kullanılabileceği düşünülmektedir8–11. Olay yerinden elde 

edilen az ve/veya eser miktardaki örneklerin hem kimliklendirme açısından DNA 

analizlerinin, hem de vücut sıvısının belirlenmesi açısından mRNA analizlerinin aynı 

anda yapılması12, geliştirilen teknik sayesinde mümkün olmaktadır. Buna bağlı olarak 

delil miktar kaybı minimize edilmekte, elde edilen veri ise maksimize edilmektedir13. 

mRNA analizlerinin de bazı dezavantajları bulunmaktadır. Bunlardan en önemlisi olay 

yeri ortamlarının değişkenliğinden kaynaklanmaktadır. Güneşten kaynaklanan ultra 

viyole (UV) radyasyon, nem, ışık, ısı değişimleri, yağmur gibi iklim olayları gibi etkenler 

mRNA degredasyonu ya da stabilitesini önemli ölçüde etkilemektedir14. Bu sorunun 

çözümü için mikro RNA (miRNA) olarak isimlendirilen, 18-22 nükleotid uzunluğunda 

ve bu küçük boyutu sebebiyle olay yerinin potansiyel değişkenlerine karşı görece daha 

stabil ve degredasyona dirençli epigenetik mekanizmalarda önemli rol üstlenen 

kodlamayan RNA grubu, yapılan araştırmalarda öne çıkmıştır15–19. 
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Bununla birlikte miRNA’ların doku/vücut özgüllüğünün ileri analizlerle 

incelenmesi gerekmektedir15,20–23. 

Bu çalışmada miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-

3p belirteçleri kullanılmış ve önemli bir olay yeri delili olan semene özgünlük 

değerlendirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Tarihçe 

Alec Jeffreys’in 1984 yılında yaptığı devrimsel “DNA parmak izi” keşfinin 

üzerinden geçen 40 yıl boyunca, adli bilimlerde birçok gelişme yaşanmış/yaşanmaktadır. 

Özellikle Kary Mullis’in 1993 yılında geliştirdiği ve ona Nobel ödülü kazandıracak olan 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniğinin keşfi, adli bilimler açısından çok önemli 

avantajlar sağlamıştır. Adli analizlerde kullanılacak olan DNA’nın miktarını önemli 

ölçüde azaltması, degrade örneklerden profilleme yapmayı olanaklı hale getirmesi, 

zamandan ve iş gücünden tasarruf gibi avantajlar PCR tekniğini adli bilimler açısından 

oldukça önemli kılmaktadır24–26. Sonrasında ise Edwards ve arkadaşları tarafından 

tanımlanan Short Tandem Repeats (STRs)’ler adli analizlerde kullanılmıştır. 1990’ların 

sonuna geldiğinde STR’ler adli genetik laboratuvarlarında yaygın olarak kullanılır hale 

gelmiştir27.  Adli bilimlerde yaşanan bu devrimsel gelişmeler yıllar içerisinde standartize 

edilmiştir. Çeşitli şirketler aracılığıyla ticari kitler geliştirilmiş ve bu sistemlerin daha da 

yaygınlaşmasını sağlamıştır. Günümüzde adli genetik laboratuvarlarında hem otozomal 

hem de gonozomal STR belirteç sistemleri altın standart olarak kullanılmaktadır28–31. Adli 

genetik analizler, yeni nesil sekanslama gibi teknolojik platformların da ortaya çıkmasıyla 

birlikte daha da etkin hale gelmiştir32.  

Hukuk sistemleri ve adli bilimler camiası DNA’ya dayalı kimliklendirme 

sistemini kabul etmekle birlikte, olay yerinin rekonstrüksiyonu açısından sadece DNA 

delillerinin yeterli olmadığı durumlar olduğunu belirtmektedirler33. Bu camia içerisinde 

“X şahıs hakkında cinsel saldırı iddiası olunduğunda” kanıta dair sorular yükselmektedir. 

Örnek vermek gerekirse, cinsel şiddete/istismara maruz kaldığını belirten bir mağdurun 

iddiasının doğruluğu araştırılırken, olay yerinde bulunduğu, DNA analizi ile doğrulanan 

şüpheli şahıs/lar hakkında cinsel saldırı “yaşanmıştır” denilmesi mümkün değildir34. 

Cinsel saldırıyı işaret edebilecek olan en önemli delil elbette semen ve vajinal sekresyon 

bulgusu olacaktır. Bununla birlikte bu ayrımı yapmakta kullanılan ön tarama testleri 

çeşitli dezavantajlar yaratabilmektedir. Yanlış pozitiflik, az miktardaki delilin, DNA 

analizlerine imkân vermeyecek şekilde kullanılması gibi sorunlar öne çıkmaktadır. Olay 

yerinin rekonstrüksiyonu açısından, RNA moleküllerinin analiz edilmesinin adli bilimler 

alanında büyük bir potansiyel taşıdığı gösterilmiştir2. Özellikle postmortem intervalin 
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belirlenmesinde, yara yaşı tahminlerinde, biyolojik lekelerin yaş tahminlerinde, patolojik 

durumların varlığının araştırılmasında ve vücut sıvılarının/dokularının 

kimliklendirilmesinde kullanılabileceği belirtilmektedir2,35. Farklı doku ve hücre 

tiplerinin farklı görevleri olduğu göz önüne alındığında RNA profillerinin değişkenlik 

göstereceği bilinmektedir. Bu amaçla çeşitli mRNA belirteçleri kullanılmış ve venöz kan, 

tükrük, menstrüel kan, semen ve vajinal sekresyon gibi vücut sıvılarının ayrımı 

yapılabilmiştir. Reverse Transkriptaz PCR tekniğinin36 geliştirilmesi bu RNA 

analizlerinin yapılabilmesini önemli ölçüde kolaylaştırmıştır. Bununla birlikte olay 

yerinin, kompleks ve birden fazla fiziksel etkenin bir arada bulunduğu ortamlardan 

oluştuğu göz önüne alındığında, mRNA’ların degradasyona yatkın doğası çeşitli sorunlar 

yaratmaktadır14. Bu sorunu aşmak adına araştırmacılar küçük moleküler boyutları 

sayesinde degradasyona daha dirençli olan miRNA moleküllerinin kullanımını 

önermişlerdir16,17. Bu tez kapsamında semene spesifik miRNA profilleri incelenmiştir. 

 

2.2. RNA’ların Genel Özellikleri 

RNA (Ribonükleik Asit), temel olarak DNA’da kodlanmış olan bilginin 

transkripsiyonundan ve translasyonundan sorumlu, aminoasitlerin ve dolayısıyla 

proteinlerin düzenlenmesinde ve ekspresyonunda görev alan polimerik bir nükleik asittir. 

RNA incelendiğinde 5 karbonlu riboz şekerden, 1 fosfot grubundan ve Adenin, Guanin, 

Sitozin ve Urasil bazlarından birinden oluştuğu görülmektedir37. Bu formdaki 

nükleotidler, fosfodiester bağlarıyla polinükleotid bir zincir oluşturmaktadır (Şekil 1). 

RNA’yı DNA’dan ayıran temel farklar ise, RNA’nın tek zincirli olması, Timin bazı yerine 

Urasil bazına sahip oluşu ve deoksiriboz şekeri yerine riboz şekerine sahip olması olarak 

belirtilebilir. 
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Şekil 1.. RNA’nın moleküler yapısı 

 

DNA’da kodlanan bilginin RNA’lar aracılığıyla işlenmesi, düzenlenmesi ve hatta 

susturulması işlemleri hücresel fonksiyonlar için hayati öneme sahiptir. Bu bilgi akışı 

farklı RNA tipleri aracılığıyla gerçekleşmektedir. RNA’lar temel olarak 2 ana grupta 

sınıflandırılmaktadır (Şekil 2). Bunlar kodlayan ve kodlamayan gruplar olarak 

belirtilmektedir. Kodlayan grup mRNA’lardan oluşurken, kodlamayan grup 2 alt gruba 

ayrılmaktadır. Yapısal grupta taşıyıcı/transfer RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) 

bulunmaktadır. Düzenleyici grup ise kısa ve uzun kodlamayan grup olarak ayrılmaktadır. 

Bu grup gen ekspresyonunun işleyişini düzenleyen RNA’lardan oluşmaktadır. 
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Şekil 2. RNA sınıflandırılması38  

 

2.2.1. Mesajcı RNA’lar 

Çift zincirli DNA’daki genetik kod, bir takım yardımcı ve düzenleyici proteinler, 

enzimler ve promotör adı verilen bölgelere bağlanan baz dizileri aracılığıyla, kalıp DNA 

zincirine anti-sense olacak şekilde pre-mesajcı RNA’lara transkripte olur. Sonrasında 

“splicing” adı verilen bir süreç ile pre-mRNA dizisinden intronlar çıkarılır, 

“poliadenilasyon” adı verilen diğer bir modifikasyon ile Poly(A) kuyruğu eklenir, 

başlıklama denilen bir diğer modifikasyon ile ise 5’ uç metillenir ve ortaya kodlayan 

matür mRNA dizisi çıkar (Şekil 3 ve Şekil 4). Ortaya çıkan bu yeni molekül çeşitli başka 

protein kompleksleri aracılığıyla nükleustan dışarı taşınıp amino asit sentezinde rol 

oynar39. Ökaryotik hücrelerdeki RNA’nın yaklaşık %5 ini mRNA’lardan oluşmaktadır. 

Ökaryotik mRNA’lar monosistronik karakter göstermektedirler. Bir ökaryotik hücrede 

10000 kadar farklı mRNA çeşidi bulunmaktadır. Hücrelerin işlevlerine göre mRNA 

ekspresyon profilleri değişkenlik gösterebilmektedir37,40–42. 
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Şekil 3. mRNA biyogenezi ve fonksiyonu43 
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Şekil 4. mRNA’nın yapısı44  

 

2.2.2. Transfer RNA’lar 

Kodlamayan, yapısal RNA’lar grubundadırlar. Amino asit/peptid sentezinde 

ribozomlarda bulunan mRNA moleküllerinin translasyonundan sorumlu olan tRNA’lar 

hücredeki total RNA’nın %15 kadarını oluşturmaktadırlar. tRNA’lar genellikle 75-90 baz 

uzunluğundan oluşan tek zincirli polinükleotid molekülleridir. Tek zincirli haldeki 

molekülün bazları, kendi aralarında eşleşmeler yaparak 3 yapraklı yonca benzeri bir 

konfigürasyon oluşturmaktadır (Şekil 5). tRNA, sentezlendikten sonra bir dizi 

modifikasyonlar geçirmektedir. Bu modifikasyonlar temel olarak D-loop ve T-loop adı 

verilen bölgelerinde görülmektedir. Adını, geçirdiği nükleotid modifikasyonundan alan 

D-loop bölgesi, Urasil nükleotidlerinin indirgenerek Dihidroüridin halini almasıyla 

ortaya çıkar. T-loop bölgesinde ise bulunan Urasil nükleotidleri metillenerek 

Ribotymidine (T) modifiye edilir. Bir diğer kol olan amino asit bağlanma bölgesi 

RNA’nın 3’ ucuna karşılık gelmektedir. Amino asitler burada bulunan C-C-A dizisi ile 

kovalent bağ yaparlar. Bir diğer kolda ise antikodon bölgesi bulunmaktadır. Bu bölümde 

ilgili mRNA’ya komplementer 3 baz uzunluğundaki nükleotid dizisinden oluşan bir dizi 

bulunur (Şekil 6). Bunlara ek olarak değişken kol denilen bir ilmik de mevcuttur. Her bir 

tip tRNA spesifik bir aminoaside bağlanabilir. Bununla birlikte aminoasitler birden fazla 

tRNA ile bağ yapabilir37,41,42,45. 
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Şekil 5. tRNA’nın moleküler yapısı 

 

 

 

 



10 

 

Şekil 6. tRNA fonksiyon 

 

2.2.3. Ribozomal RNA’lar 

 Hücredeki protein sentezi makinesinin en önemli birleşenlerinden biri olan 

ribozomların %65 kadarı rRNA’lardan oluşmaktadır. Total hücre RNA’sının %85 kadarını 

da rRNA’lar oluşturmaktadır. Pre-rRNA sentezlenmesinin ardından sno RNP’lar adı 

verilen bir grup protein ve snoRNA’lardan oluşan kompleks, yeni oluşan pre-rRNA 

molekülünü birtakım modifikasyonlar ile olgun hale getirir. Bunlar metilasyon, 

psödoüridin formasyonu ve diğer bazı modifikasyonlar olarak özetlenebilir. Ortaya çıkan 

olgun rRNA ribozomların 2 alt ünitesini diğer başka proteinlerle birlikte oluşturmaktadır. 

Ökaryotik organizmalarda, 40S’lik küçük alt ünitede 18S, 60S’lik büyük alt ünitede ise 

5S, 5.8S ve 28S’lik rRNA molekülleri bulunmaktadır. Aminoasit sentezi sırasında 

mRNA’lar bu iki alt ünite arasında bulunmaktadırlar. Küçük alt ünite mRNA’ların 

tutunduğu bölümdür. Büyük alt ünitede ise tRNA ile koordineli şekilde amino asit 

polimerizasyonu gerçekleşmektedir (Şekil 7). Ribozomlardaki rRNA’lar amino asit 

polimerizasyonunda katalizör olarak görev yapmaktadırlar46,47. 
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Şekil 7. rRNA fonksiyon 48 

 

2.2.4. Long Non Coding RNA’lar 

 Uzunluğu 200 nükleotitten daha fazla olan kodlamayan RNA çeşididir. 

Bulunduğu yere, sekansına, yapısal özelliklerine ve fonksiyonlarına göre farklı şekillerde 

sınıflandırılmaktadırlar. Genellikle yapısal proteinlerle etkileşime girerek işlev görürler. 

Histon modifikasyonunda ve protein-DNA etkileşimde rol oynamaktadırlar (Şekil 8). 

Örneğin Xist gibi memeli dişilerinde dozaj kompanzasyonunun sağlanması için gereken 

X kromozom inaktivasyonunda rol oynamaktadırlar. Bunun dışında kanserlerle ilişkili 

olan HOXD lokusunun susturulmasında da görev aldığı bilinmektedir49–51. 
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Şekil 8. lncRNA fonksiyon52  

 

2.2.5. Small Non-Coding RNA’lar 

 18-200 nükleotitten oluşan bir uzunluğa sahip, küçük kodlama yapmayan 

RNA'lardır. RNA’larla ilgili olarak 150’den fazla kimyasal modifikasyon çeşidi 

saptanmıştır. Bu post-transkripsiyonel modifikasyonlar RNA biyogenezinde ve RNA’nın 

işlev göstermesi bakımından önemli roller üstlenmektedir53–58. sncRNA’ların 

posttranskripsiyonel modifikasyonlar ve düzenleyici işlevlerine ek olarak bu RNA 

tiplerinin birçok fizyolojik ve patofizyolojik süreçlerde görev aldıkları görülmektedir. 

Fizyolojik işlevlerine örnek olarak nöron ve kasların gelişimde oynadıkları rol 

verilebilir59. Patofizyolojik süreçlere ise tümör gelişimi ve metabolik hastalıkların 

gelişimindeki etkileri örnek verilebilir60,61. MikroRNA'lar (miRNA'lar), PIWI ile 

etkileşen RNA'lar (piRNA'lar), small nucleolar RNA’lar (snoRNA), small nuclear 

RNA'lar (snRNA'lar) sncRNA grubunda yer almaktadırlar62,63 (Şekil 9). 

 



13 

 
Şekil 9. sncRNA karşılaştırlması 58  

 

2.2.5.1. Piwi Interacting RNA’lar 

23-32 nükleotit uzunluğunda olan Piwi-interacting RNA’lar (piRNA'lar), sncRNA 

ailesinde yer alırlar. Özellikle germline hücrelerinde bulunan piRNA'lar, 

retrotranspozonların ve transpozonların susturulmasında görev alarak genom 

stabilitesinin korunmasında kritik rol oynar64 (Şekil 10). Ek olarak piRNA'lar, histon 

modifikasyonu ve DNA metilasyonunu tetikleyerek epigenetik mekanizmalarda da rol 

oynarlar65. Bozulan piRNA ekspresyonunun bazı rol hastalıklarda rol oynadığı 

düşünülmektedir. Örneğin yapılan bazı çalışmalarda kanser hastalarında piwi 

proteinlerinin aşırı eksprese edildiği görülmüştür66. piRNA'lar, primer biyogenez ve 

sekonder biyogenez olmak üzere iki temel yol ile üretilir. Primer biyogenezde, piRNA 

prekürsörleri Dicer enzimine ihtiyaç duymaksızın Argonaute protein ailesinin bir üyesi 

olan PIWI proteinlerine bağlanarak bir kompleks oluşturur67. Sekonder biyogenezde ise, 

ilk üretilen piRNA'ların rehberliğinde yeni piRNA'lar amplifiye edilir bu süreç "ping-

pong amplifikasyonu/döngüsü" olarak bilinmektedir. Bu süreç, transpozon RNA'larının 

parçalanmasını ve yeni piRNA'ların oluşmasının tetiklemesi olarak özetlenilebilir68. 
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Şekil 10. piRNA fonksiyon 69  

 

2.2.5.2. Small Nuclear RNA’lar 

 Uzunluğu yaklaşık 150 nükleotitten oluşan snRNA’lar, sncRNA ailesine ait olan 

moleküllerdir. Nükleusta bulunurlar ve genetik bilginin işlenmesinde önemli roller 

oynarlar. Matür mRNA moleküllerinin oluşmasındaki aşamalardan biri olan splicing 

evresinde kritik bir role sahiptirler. Spliceosome kompleksinin oluşmasında önemli bir 

rol oynayarak pre-mRNA’daki intron sekanslarının çıkarılmasını veya bir başka değişle 

ekson sekanslarının birleştirilmesini sağlarlar70. Özellikle U1, U2, U4, U5 ve U6 bu 

RNA’lara örnek olarak verilebilir. Her bir snRNA çeşitli başka proteinlerle bir araya 

gelerek kendi small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) komplekslerini oluştururlar. 

Sonrasında bu snRNP’ler bir araya gelerek splicesome aletini oluşturur71 (Şekil 11). 

Biyogenezleri genellikle RNA polimeraz II aracılığıyla olmaktadır72–74. Normal 

fizyolojik işlevlerin yanısıra, kanserleşme gibi bazı patofizyolojik olaylarda da 

snRNA’ların bazı roller oynadığı görülmektedir. Over ekspresyon gösteren bazı 

snRNA’ların onkogenik özellikler taşıyabileceği gösterilmiştir75. 
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Şekil 11. snRNA fonksiyon76.  

 

2.2.5.3. Small Nucleolar RNA’lar 

 Genellikle hücrenin nükleolusunda bulunan snoRNA’lar 60-300 nükleotit 

uzunluğundadırlar. sncRNA ailesinin önemli bir üyesidir. Ribozomların posttrankripsiyon 

modifikasyonu ve matür hale gelmesinde önemli bir rol üstlenmektedir. Bunun dışında 

snRNA’ların da posttranskripsiyonel modifikasyonunda görev alır. Bu mekanizmalar 

metilasyon ve psedoüridilasyon olarak özetlenebilir77. Temel olarak 2 tip snoRNA 

kategorize edilmektedir. C/D Box snoRNA ve H/ACA Box snoRNA olarak 

isimlendirilmektedirler. C/D Box snoRNA sınıfı, rRNA'nın 2'-O-metilasyonunda görev 

almaktadır. C/D box snoRNA'lar, C (UGAUGA) ve D (CUGA) boxlarını içeren koruyucu 

dizilere sahiptir. H/ACA box snoRNA'lar ise rRNA ve snRNA'ların 

psödoüridilasyonunda görev almaktadır. Bu snoRNA'lar, H box (ANANNA) ve ACA box 

içeren yapısal motiflere sahiptir (Şekil 12). Bu modifikasyonlar rRNA’nın işlevinin ve 

strüktürel stabilitesinin artmasını sağlamaktadır. Bunlara ek olarak bazı durumlarda 

spliceosome a katılarak gen ekspresyonunda rol oynamaktadır78–81. Bunlara ek olarak 

snoRNA’ların kanser ve nörodejenaratif hastalıklarla ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Örneğin aşırı ekspresyonu bazı akciğer kanserleriyle ilişkilendirilirken, az ekspresyonu 

prostat kanseriyle ilişkilendirilmiştir82,83.  
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Şekil 12. snoRNA fonksiyon 84  

 

2.2.5.4. Mikro RNA’lar 

Lee ve arkadaşları 1993 yılında Caenorhabditis elegans üzerinde, solucanın larval 

gelişim sürecine dair araştırma yaparken önemli bir keşifte bulundular. Lin-4 adı verilen 

bu genetik materyal LIN-14 isimli bir proteini geçici olarak down regüle ederek larvanın 

gelişiminde önemli bir rol oynamaktaydı85. İlerleyen yıllardaki çalışmalarda, 18-22 

nükleotid uzunluğunda, sncRNA ailesine üye olan bu mikro RNA’ların epigenetik 

mekanizmalarda önemli roller üstlenen ve gen ekspresyonunu düzenleyen moleküller 

oldukları ortaya konulmuştur. Gen ekspresyonunu, çeşitli başka proteinlerle kompleksler 

oluşturup, mRNA’ların 3’ UTR bölgelerine bağlanarak down regüle etikleri 

saptanmıştır86–89. Keşfedilen tüm miRNA’lar kategorize edilmiş ve bir veri tabanı 

oluşturulmuştur. mirBase adı verilen bu veri tabanı sürekli olarak güncellenmektedir. 

mirBase incelendiğinde, insanda belirlenen 1917 adet miRNA bulunmaktadır. Yeni 

çalışmalarla bu sayının artacağı düşünülmektedir90. 
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Biyogenez 

miRNA biyogenezi ise oldukça kompleks bir süreç olarak karşımıza çıkmaktadır. 

miRNA’lar, RNA polimeraz II veya RNA polimeraz III enzimleri tarafından ilgili 

sekanstan transkripte edilmektedirler91. Hair pin yapısındaki immatür pri-miRNA bu 

şekilde nükleusta sentezlenir. Bu noktadan sonra yine nükleus içerisinde bulunan DGCR8 

isimli protein tarafından işaretlenir ve bir tür RNA III endonükleazı olan DROSHA 

enzimi uyarılır. DROSHA/DGCR8 kompleksi pri-miRNA’ya bağlanır ve belirli 

sekansları keserek pre-miRNA’yı oluşturur. Ortaya çıkan 70-100 nt uzunluğundaki Pre-

miRNA, exportin-5/RanGTP adı verilen bir kompleks aracılığıyla nükleustan 

sitoplazmaya doğru taşınır. Pre-miRNA sitoplazmaya transfer olduğunda exportin-5’den 

ayrılarak yine bir tür RNAaz III endonükleazı olan DICER ve TRBP tarafından tanınır ve 

işaretlenir. TRBP, DICER’ın daha stabil çalışmasını sağlar. DICER pre-miRNA’nın hair 

pin kısmını sekanstan keser ve iki zincirli miRNA molekülünü oluşturur. Buna matür 

miRNA adı verilmektedir. Daha sonrasında Arganout protein ailesinden olan Ago2, 

HSC70/HSP90 gibi bir dizi şaperon kompleksleri aracılığıyla DICER proteiniyle 

etkileşerek miRNA’ya bağlanır. İki zincirden biri Ago2 tarafından kesilir ve geriye tek 

zincirden oluşan “kılavuz zincir” /Ago2 kompleksi kalır. Sonrasında bu komplekse 

TNRC6 proteininin bağlanmasıyla miRISC makinası tamamlanmış olur (Şekil 13,14,15 

ve 16). Kılavuz zincir, regüle edilecek olan mRNA molekülüne ya tamamen ya da parsiyel 

olarak uyumludur85,92–95. 
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Şekil 13. miRNA biyogenez ve fonksiyon 196 

 

 

Şekil 14. miRNA biyogenez ve fonksiyon 2 97  
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Şekil 15. miRNA biyogenez ve fonksiyon 3 98  

 

 Yapılan bazı çalışmalar miRNA biyogenezinin alternatif başka şekillerde de 

olabildiğini iddia etmektedirler. Bu çalışmalarda pre-mRNA’dan intron bölgeleri 

splizying ve/veya mikroprosesör ile çıkarıldığında pri-miRNA’ların, pre-miRNA’ların ve 

mirtronların oluştuğu gösterilmektedir. Bu senaryoda pri-miRNA’lar Drosha/DCGR8 

kompleksiyle etkileşime geçerek matürasyonuna devam ederken, pre-miRNA’lar bu 

yolağı atlamış olurlar. Mirtronlar da debranching sonrasında pre-miRNA formunda 

oldukları için Drosha/DCGR8 modifikasyonununu atlamaktadırlar91,99–103. 



20 

 

Şekil 16. miRNA biyogenez ve fonksiyon 4 91  

 

Fonksiyon 

Matür mi-RNA, RISC kompleksiyle birleştikten sonra hedeflediği mRNA’ya 

afinite göstererek translasyonda önemli bir rol oynar. Genel olarak mi-RISC kompleksi 

Watson-Crick baz eşleşmesi yoluyla hedef mRNA’ya parsiyel ve/veya tam olarak 

komplementer karakter gösterir. Bu parsiyel ve/veya tam karakter hem mi-RNA-RISC 

kompleksinin fonksiyonunu hem de etkisini belirler. “Seed Sekans” adı verilen 2-11 nt 

uzunluğundaki miRNA sekansı hedef mRNA’yı belirlemede önemli bir rol oynar. Seed 

sekans mi-RNA’nın transkripsiyonu regüle ederken oynadığı rolü büyük ölçüde belirler. 

Buna ek olarak tek bir miRNA kılavuz zinciri birkaç farklı mRNA tiplerini 

hedefleyebileceği gibi birden fazla miRNA tipi, tek bir mRNA tipini de 

hedefleyebilmektedir104.  
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Mi-RISC, mRNA’nın ORF denilen kısımlarına bağlanarak translasyonun 

inhibisyonunu nadiren de olsa sağlayabilir fakat genellikle mRNA’nın 3’UTR ucu mi-

RISC tarafından hedeflenmektedir. Eğer seed sekans hedef mRNA’ya tam komplementer 

olarak bağlanırsa ki hayvanlarda genellikle tam uyum görülür, slicing-bağımlı yolak 

aktive olur105–107. AGO proteinleri, RISC komplekslerine yüklenen miRNA’lar 

aracılığıyla hedef özgüllüğü sağlarken, TNRC6 (trinükleotid tekrar içeren gen 6 protein 

ailesi), AGO’nun PIWI bölgesine bağlanarak decapping ve deadenilasyon 

komplekslerinin oluşmasını sağlar95. TNRC6, hedef mRNA’nın poly(A) kuyruğunun 

kısaltılması için poli(A)-nükleaz (PAN) ve CCR4-NOT kompleksini poly(A) kuyruğuna 

bağlar, bu da decapping ile 5'-3' ekzonükleolitik yıkım yoluyla mRNA'nın 

destabilizasyonuna yol açar108. Ayrıca TNRC6 ve CCR4-NOT kompleksi, eIF4E ile 

etkileşime giren (eIF4G ile rekabet eden) DDX6'nın toplanmasına da katkıda bulunarak, 

hedef mRNA'ların yıkımını ve translasyonel baskılanmasını artırır109. Seed sekans 

parsiyel olarak hedef mRNA’ya bağlanırsa slincing-bağımsız yolak mekanizması 

aktifleşir. AGO’ya bağlı kesilme mekanizması aktive olmaz. Bu yolaktaki mekanizma 

tam olarak keşfedilmemiş olmasına rağmen çalışmalar mRNA translasyonunun başlangıç 

ve/veya uzama aşamalarında miRNA’ların, translasyonun inhibisyonuna yol açtığını 

gösteren kanıtlar öne sürmektedirler110,111. Translasyon faktörlerinin mi-RISC’ bağlı 

çeşitli moleküler mekanizmalar aracılığıyla baskılandığı düşünülmektedir. Buna ek 

olarak P-cisimciklerinin de süreçte önemli bir rol oynadığını gösteren çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır. P-cisimciklerinin, miRNA aracılı çeşitli mekanizmalarla mRNA 

baskılanması ve/veya mRNA degradasyonunun gerçekleştiği yer olduğunu 

göstermektedir. P-cisimcikleri, mRNA’nın decapping, deadenilasyon ve translasyonel 

represyonu gibi süreçler için gereken çeşitli enzimleri ve faktörleri içerir112–117. Örneğin 

deadenilasyon enzimleri Ccr4, Not1, Pop2, decapping enzimleri Dcp1, Dcp2 ve 

nükleazlar Xrn1p ve ekzosom, P-cisimcikleri içinde bulunur91,114,118–120. Trasnslasyon 

baskılanması için gerekli olan p54, FMRP, Gemin5 ve RAP55 gibi translasyonel kontrol 

enzimlerini ve faktörlerini barındırır. miRNA’nın seed sekansının parsiyel bağlanmasınde 

bu baskılayıcı enzimlerin rol oynadığı düşünülmektedir118,119,121,122. 

Özetle miRNA’ların, epigenetik mekanizmalarda, embriyonik oluşumda oldukça 

önemli olduğu ve hücrelerin/dokuların fizyolojik mekanizmalarında büyük rol oynadığı 

bilinmektedir. 
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2.3. Adli Bilimler ve miRNA 

Adli bilimler açısından bakıldığında olay yerinin rekonstrüksiyonu gerçeğin 

aydınlatılması için büyük önem taşımaktadır. Olayın oluş biçimini anlamak için olay 

yerinde bulunan kan, semen, tükürük, vajinal sıvı vb. biyolojik materyallerin tespiti ve 

doğrulanması gereklidir. Buna karşın olay yerleri, doğaları gereği kontrolsüz ortamlardır. 

Isı, nem, UV ışınları vb. etkenler olay yerinde bulunabilecek olan delil niteliği 

taşıyabilecek biyolojik materyalleri degrade etme eğilimindedirler. Ek olarak olay yerinde 

bulunan biyolojik materyallerin hangi vücut sıvısı/dokusu olduğunun da doğrulanması 

gereklidir. Bu etkenler adli vakaların çözülmesi ve adaletin sağlanması için yapılacak olan 

araştırmaları derinden etkilemektedir. Mevcutta bir takım ön tarama testleri 

araştırmacılara ön bilgi verse de bu testlerin çapraz reaksiyon, yanlış pozitiflik veya 

negatiflik gibi bazı dezavantajları olduğu bilinmektedir. Bunlara ek olarak ön tarama 

testlerinin, olay yerinde bulunan eser miktardaki genetik materyallerin ileri analizlerini 

etkileyecek bazı kimyasallar içerdikleri de bilinmektedir. Literatür incelendiğinde 

doku/sıvı spesifitesi gösteren çeşitli belirteçler belirlenmiştir. Spesifite ve degradasyona 

dayanıklı belirteçler arasında miRNA’ların kullanılması gündeme gelmektedir34. 

Sonuç olarak adli bilimler açısından miRNA kullanılması birçok alanda 

yaygınlaşmaktadır. Vücut sıvılarının ve dokularının identifikasyonunda, leke yaşının 

belirlenmesinde, postmortem intervalin belirlenmesinde, yara yaşının belirlenmesinde, 

ölüme neden olan patolojik mekanizmanın anlaşılmasında ve yaş belirlenmesinde 

kullanılabilme potansiyeline sahip  olduğu gösterilmiştir. 

 

2.3.1. Kuru Leke Yaşının Belirlenmesi ve MiRNA 

Olay yerinden bulunan biyolojik lekelerin yaşı, suçun zamanlamasını belirlemede 

önemli bir rol oynar. Şüpheli/lerin veya mağdurun olay yeriyle olan ilişkisinin anlaşılması 

vakanın aydınlatılması için oldukça önemlidir. Kan, semen, tükürük, vajinal sıvı vb. 

biyolojik lekelerin yaşının belirlenmesi soruşturmacılara önemli bilgiler vermektedir. 

Optik prensiplere dayanan geleneksel yöntemler tüm biyolojik lekelerin yaşını 

belirlemede sınırlı kalırlar. Özellikle renksiz olan tükürük, vajinal sıvı, semen, vb. 

biyolojik materyallerde leke yaşını ya çok sınırlı şekilde ya da hiç belirleyememektedirler. 

Araştırmacılar mRNA’ları ve DNA moleküllerini kullanarak bu sorunu çözmek için 

çeşitli çalışmalar yapmıştır. Bu çalışmalardaki temel prensip bu moleküllerin zamana 
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bağlı bozunma hızlarını incelemek şeklinde olmuştur. Bu çalışmalar sonucunda 18S 

rRNA ve beta-actin mRNA moleküllerinin degradasyonlarını analiz etmiş ve iki 

molekülünde 150 güne kadar tespit edilebildiğini ortaya koymuşlardır. Bu moleküllerin 

bir diğer avantajı ise tüm hücrelerde bulunmaları ve ekspresyon seviyelerinin yüksek 

olmasıdır123–127. Bunlara ek olarak miRNA'lar da incelenmiş ve bu alanda 

kullanılabilirliği ortaya konmuştur. Fang ve ark.’nın yaptığı bir çalışmaya göre, kan 

lekelerinin yaşını belirlemek için bazı miRNA'ların zamana bağlı olarak değişkenlik 

gösteren ekspresyon seviyeleri incelenmiştir. Bu çalışmada miR-16 ve miR-451a'nın kan 

lekesinin yaşının belirlenmesinde yüksek doğrulukta sonuçlar verdiği belirlenmiştir. miR-

451a’nın eritrositlerde bol miktarda bulunması ve zamana bağlı degradasyonunun 

stabilite göstermesi nedeniyle kan lekelerinin yaşının belirlenmesinde potansiyel bir 

belirteç olarak öne çıkmaktadır128.  

 

2.3.2. Postmortem İnterval ve MiRNA 

 Postmortem interval (PMI) tayini, bir kişinin ölüm anı ile cesedin keşfi arasındaki 

süreyi belirlemek için yapılan önemli bir analizdir. Geleneksel yöntemler, vücut sıcaklığı, 

rigor mortis (ölüm sertliği), livor mortis (ölüm lekesi) ve vücut bozulma hızı gibi fiziksel 

özelliklere dayanır. PMI tayini, ölüm sonrası süreçte hücrelerde meydana gelen 

biyokimyasal ve moleküler değişikliklere dayanır. Geleneksel PMI tahmin yöntemleri, 

genellikle cesedin görünümü ve çevresel koşullara dayanır ve dolayısıyla yüksek oranda 

değişkenlik gösterebilir129. Çevre koşullarının (ısı,nem, vb.) etkisi göz önüne aldığında 

bazı durumlarda gerçek ölüm anı için söylenilebilecek zaman aralığı önemli ölçüde 

genişleyebilir. Örneğin yüksek ısılarda pütrifikasyon daha hızlı olacağı için PMI 

belirlemek oldukça zorlaşır. Bu durum şüpheli/lerin olayla ilişkili olup olmadığının 

belirlenmesinde bazı sorunlara sebep olabilir. Bu zorluğun üstesinden gelmek adına 

araştırmacılar, ölüm sonrasında RNA moleküllerinin zamana bağlı degradasyonlarını 

belirlemeye yönelik çalışmalar ortaya koydular. Ye-hui ve ark. fare dalağından aldıkları 

örneklerde miR-125b, miR-143 ve 18S rRNA belirteçlerini analiz ettiklerinde miRNA 

belirteçlerinin anlamlı sonuçlar vermediğini ortaya koydular130. Odriozola ve ark.’nın 

yaptığı bir başka çalışmada ise vitröz sıvıda çeşitli miRNA belirteçleri çalışılmıştır. Bu 

çalışma sonucunda miR-142-5p ve miR-541 belirteçlerinin gece ve gündüz farklı 

ekspresyon paternleri gösterdiklerini belirlemişlerdir. Bu durumun altındaki mekanizma 
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tam olarak bilinmemekle birlikte sirkardiyen ritim veya ışık maruziyetiyle alakalı olduğu 

düşünülmektedir131. Yine benzer bir çalışmada Corradini ve ark. gece ve gündüz ölen 

cesetlerden topladıkları vitröz sıvı ve periferik kan örneklerinde analizler yapmışlardır. 

24 saat boyunca miRNA ekspresyon seviyelerinde anlamlı bir değişiklik göremediklerini 

bildirmişlerdir. Gece ve gündüz ölümleri açısından farklı sonuçlara ulaştıklarını öne 

sürmüşlerdir. Bu sonuçlara göre vitröz sıvıda gece ve gündüz ölenler arasında miR-106b 

ve miR-96 anlamlı fark gösterdiğini belirtmişlerdir. Dahası gece ve gündüz farkı periferik 

kan analizlerinde de ortaya çıkmıştır. miR-142-5p ve miR-219’un anlamlı fark 

gösterdiğini ortaya koymuşlardır132. Singh ve ark. tarafından yapılan bir başka çalışmada 

ise trafik kazasında ölen kişilerin kalp sol ventrikül dokuları incelenmiş ve miR-195, 

miR-206, miR-378’nın miktarlarında anlamlı ölçüde düşüş gözlemlediklerini 

bildirmişlerdir133. miRNA’nın PMI açısından değerlendirilmesi için henüz yeterli çalışma 

yapılmadığı ve yeterli veri elde edilmediği görülmektedir. 

 

2.3.3. Ölüme Neden Olan Patolojik Mekanizmanın Anlaşılması, Ölüm 

Sürecinin Belirlenmesi ve MiRNA 

 Ölüme sebep olan mekanizmalar genellikle gözle görülür değişimler meydana 

getirmezler. Bu değişiklikler genellikle fonksiyonel olup, gözle görünür şekilde 

gözlemlenecek kadar etki bırakacak kadar uzun sürmezler. Bu sorunun üstesinden gelmek 

için ölüme sebebiyet veren mekanizmanın aydınlatılmasını sağlamak moleküler 

mekanizmalar araştırılmış ve RNA’ların kullanılabileceği fikri ortaya atılmıştır. Hücre 

içindeki RNA eskpresyon paternleri incelenmiş ve miRNA’ların da belirteç olarak 

kullanılabileceği düşünülmüştür. Yu ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada suda 

boğulmalar incelenmiştir. Yapılan çalışmada hem tuzlu su hem de tatlı suda boğulan 

fareler kullanılmış ve tatlı suda boğulmuş olan farelerin serebrumları incelenmiştir. miR-

706’ın tatlı suda boğulmalarda up regüle olduğu ve tuzlu suda boğulmalarda down-regüle 

olduğu ortaya konmuştur. Araştırmacılar bu durumu açıklarken, suda boğulma 

vakalarında aquaporin sentezinde artış olabileceği fikriyle yola çıkmış ve iyon transport 

kanalıyla ilişkili proteinleri regüle eden miR-706 seçtiklerini belirtmişlerdir134. Bir başka 

çalışmada ise sıçan hipokampusunda travmatik beyin hasarından sonra miRNA 

ekspresyonundaki değişiklikler araştırılmıştır. Araştırmacılar bu çalışmanın sonucunda 

miR-142-3p ve miR-221'in ekspresyon paterninin artış gösterdiğini ve bu belirteçlerin 
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travmatik beyin hasarlarının değerlendirilmesinde uygun belirteçler olduğunu 

belirtmektedirler135. Yapılan bir başka araştırmada ise ani bebek ölümü sendromu 

vakalarında miRNA’lar incelenmiş, kalbe spesifik miR-1 ve beyine spesifik let-7b’nin 

up-regüle olduğunu ortaya koymuşlardır136. 

  

2.3.4. Vücut Sıvılarının İdentifikasyonu ve MiRNA 

Olay yerinin rekonstrüksiyonunda vücut sıvılarının belirlenmesi önemli bir yer 

tutmaktadır. Bu sayede olayın oluş biçimi, varsa şüpheli/ler veya mağdurların ifadelerini 

doğrulamak ve/veya yanlışlamak için olay yerinde bulunan vücut sıvılarının doğru 

şekilde tespiti gereklidir. Bunun için yapılan ön tarama testlerinin sınırlılıklarından ve 

dezavantajları daha önce bahsedilmiştir. Yapılan çalışma ve analizlerde RNA 

moleküllerinin kullanımı önemli bir yer tutmaktadır. Özellikle Mesajcı RNA’lar (mRNA) 

adli bilimlerde sıklıkla incelenmektedir. Doku spesifik oluşu vücut sıvısı/dokusu 

identifikasyonunda mRNA’ları önemli bir belirteç haline getirmektedir. mRNA’ların 

doku/vücut sıvısı spesifik ekspresyon profilleri sebebiyle sahip oldukları potansiyel 

avantaj yerini, olay yeri örneklerinde degradasyona olan yatkınlıkları sebebiyle bir 

dezavantaja bırakmaktadır. Bu sorunun aşılması için yapılan çalışmalarda miRNA’lar öne 

çıkmaktadır. Literatür incelendiğinde mikro RNA (miRNA)’ların stabilitesinin daha 

yüksek olduğu görülmektedir. Bu dirençli yapıları kısa (18-22 nt) sekanslı yapıda 

olmalarından ileri gelmektedir.  

miRNA’ların epigenetik mekanizmalardaki rolü göz önünde bulundurulduğunda, 

fonksiyonlarının doğası gereği down regüle edecekleri genler ve/veya mRNA’lar doku 

tiplerine göre farklılık gösterecektir. Semen, kan, tükürük, vajinal sekresyona bağlı 

sıvılar, vb. gibi vücut sıvı örnekleri farklı fizyolojik işlevler üstlenmektedir. Bu 

farklılıklar miRNA profillerine de yansımaktadır. Bu özellikleri miRNA’ların vücut 

sıvısı/doku spesifitesi ve olay yeri örneklerinin identifikasyonu için büyük bir potansiyel 

taşıdıklarını göstermektedir18,34,87–89,104,137–141. Bunlara ek olarak olay yerinde genellikle 

az miktarda bulunan genetik materyallerin verimli kullanılması da sağlanabilmektedir. 

Simultane olarak hem şüphelilerin belirlenmesi ve doğrulanması/yanlışlanması için 

gerekli olan DNA’nın eldesi hem de vücut sıvılarının/dokularının belirlenmesi için gerekli 

olan RNA’nın eldesi güncel teknolojiyle mümkün olmakta ve büyük bir avantaj 

sağlamaktadır. Aşağıdaki tablolarda vücut sıvısı ve doku tipleri için potansiyel olarak 

kullanılabilecek miRNA’lar gösterilmektedir (Tablo 1 ve 2). 
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Tablo 1. Vücut sıvılarının identifikasyonu için test edilen miRNA belirteçlerinden bazıları. 

Vücut sıvısı miRNA Kaynaklar 

   

Kan miR-451, miR-16 

miR-20a,miR-106a miR-185  

miR486 

142 

143 

143 

144 

   

Semen miR-135b, miR-10b 

miR-943, miR-374  

miR-135a,miR-10a miR-507, 

miR-891a 

miR-888  

miR-1246 

142 

145 

146 

143 

144 

147 

   

Tükrük miR-658; miR-205 

miR-583 miR-518  

miR-208b 

miR138-2 

miR142-3p,  

miR-205 

142 

143 

143 

144 

148 

148 

   

Vajinal sekresyon miR-124a miR-372 

miR-617, miR-891a 

 

142 

143 

 

Menstrüel kan miR-451a 

miR-412, miR205 

miR-141-3p 

miR-185, miR-144 

miR-214 

miR-203, miR-214 

142 

148 

148 

145 

144 

149 
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Tablo 2. Doku identifikasyonu için test edilen miRNA belirteçlerinden bazıları  

Doku/organ miRNA Kaynaklar 

   
Cilt (Deri) 
 

miR-152,miR-143, 
miR-126, miR-21,  
miR-27a, miR-214,  
miR-16, miR-203, 
miR -125b,miR-34a 
miR-27b, miR-30b 
miR-205-5p 
 

150 
150 
150 
150 
150 
150 
151 
 

Yağ dokusu miR-103, miR-24 
miR-17-5,miR106a 
miR-132,miR-134, miR-
181a,miR-27a, miR-30e, miR-
140, miR-147, miR-155, miR-
197, miR-210 

152 
153 
154 
154 
154 
154 
154 

Beyin  
 

miR-9,  
miR-124,125a,125b 
miR101, -127, -128 
miR131, miR-132  
MiR-124,let-7b 

 
155  
155 
155 
156 

Kalp miR-208 
miR-1, miR-133 

157 
156 
 

Hipofiz bezi miR-7a-5p 158 

   
Karaciğer miR-122-5p 155 

   
Testis 
 

miR-202-5p/3p 
miR-34c-5p, 
miR-509-3-5p, 
miR-508-3p 
miR-15b-5p 
miR-184 
miR-106b-5p 

159 
160 
151 
160 
160 
160 
160 

   
Epididim hsa-miR-143,hsa-let-7 

miR-891a, 
miR-891b,  
miR-10b 
miR-142-3p 
miR-149-5p, 
miR-148a-3p,  
miR-28-3p,  
miR-196b-5p,  miR-151-3p 

161 
148 
148 
148 
148 
160 
160 
160 
160 
160 

Retina  miR-182, miR-183 
miR-96 

162 
162 
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Bizim çalışmamızda kullanılan belirteçler miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, 

miR-888-5p ve miR-891a-3p olmasına rağmen bu bölümde semen spesifik miRNA 

ekspresyon profili gösteren diğer belirteçlerden de bahsedilecektir. Semen için öne çıkan 

spesifik ekspresyon profili gösteren miRNA’lar ise miR-10a, miR-10b, miR-135a, miR-

135b, miR-507, miR-888, miR-891a ve miR-943 olarak belirtilmiştir. Yapılan 

çalışmalarda vücut sıvılarında yaygın ve stabil olarak bulunan referans gen belirteçleri 

olarak RNU44, RNU48, U6 ve U6b öne çıkmaktadır15,20,139,163.  

 

miR-10a ve miR-10b: 

  17. kromozom üzerinde bulunan MIR10A ve MIR10B genleri tarafından 

kodlanmaktadırlar. miR-10 RNA ailesinin pek çok canlıda HOX gen transkriptlerini 

hedef aldığı bilinmektedir. Bu özellikleriyle gelişimsel süreçte düzenleyici rol aldıkları 

düşünülmektedir. Bunun dışında miR-10 ailesinin bazı kanser türleriyle ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Örneğin miR-10b’nin, HOXD10’u represe ederek meme kanseri 

metastazında rol oynadığı öne sürülmektedir164,165. Ek olarak miR-10a’nın HOXA1 ve 

HOXA3 genlerini down regüle ettiği gösterilmiştir166,167. Dahası miR-10a, USF2’yi 

represe ederken168, miR-10b ise Syndecan-1 proteinini hedef alır169,170. Adli bilimler 

açısından bu belirteçlerin ilk değerlendirilmesi Hanson ve ark. tarafından 

gerçekleştirilmiştir. miR-10b, 452 miRNA’yı inceledikleri çalışmada semen için spesifik 

ekspresyon gösteren potansiyel bir belirteç olarak öne çıkmıştır20. miR-10a’nın ise adli 

bilimler açısından önemi 718 miRNA’nın incelendiği bir çalışmada yine semen spesifik 

ekspresyon profili göstermesiyle belirlenmiştir15. 

 

miR-135a ve miR-135b: 

 İki üyeden oluşan miR-135 ailesinin fizyolojik işlevlerdeki rolü tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Onkogenik aktivite göstererek kolorektal kanser patogenezinde rol 

oynadığı gösterilmiştir171. Buna ek olarak küçük hücreli dışı akciğer kanseri tedavisinde 

kullanılan paclitaxel’e karşı direnç gelişiminde miR-135a’nın etkili olduğu 

gösterilmiştir172. Bu etkilerini APC genini süprese ederek yaptığı belirlenmiştir171,172. 

Bunların dışında miR-135 ailesinin GSK3β ekspesyonunu regüle ederek podosit 

yaralanmalarında rol oynadığı ve podosit hücre iskelet hasarına yol açtığı bilinmektedir 

173. Adli bilimler açısından ilk olarak incelenmesi Hanson ve ark. tarafından yapılmıştır. 
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452 miRNA’yı inceledikleri çalışmada miR-135b semen için spesifik ekspresyon 

gösteren potansiyel 2 belirteçlerden biri olarak belirlenmiştir20. Zubakov ve ark. 

tarafından yapılan çalışmada ise 718 miRNA incelendiğinde miR-135a, semen spesifik 

ekspresyon profili gösteren 5 miRNA’dan biri olarak kendini göstermektedir15. 

 

miR-507: 

 X kromozomu üzerinde bulunan MIR507 geni tarafından sentezlenen bir 

miRNA’dır. miR-507’nin fizyolojik işlevleri tam aydınlatılmamış olmakla birlikte, 

literatür incelendiğinde çeşitli çalışmalarda etkinliğinin incelendiği görülmektedir. Jia ve 

ark. tarafından yapılan bir çalışmada, miR-507’nin, Flt-1 ekspresyonunu modüle ederek 

meme kanserinde bir rol oynayabileceği gösterilmiştir174. Buna ek olarak başka bir 

çalışmada malign melanomada miR-507’nin erken progresyon döneminde up regüle olup, 

metastatik kolonizasyon döneminde down regüle olduğu gösterilmiştir175. Adli bilimler 

açısından incelendiği ilk çalışma ise yine Zubakav ve ark. tarafından yapılan geniş 

miRNA setlerinin incelendiği çalışmadır. Semen spesifik ekspresyon gösteren miRNA 

belirteçlerinden biri olarak miR-507 de belirtilmiştir15. 

 

miR-888: 

 X kromozomu üzerinde bulunan MIR888 geni tarafından sentezlenen bir 

miRNA’dır. Landgraf ve arkadaşlarının yaptığı geniş kapsamlı memeli miRNA atlası 

çalışmasında epididimise spesifik bir miRNA olduğu belirtilmiştir176. Lewis ve ark. 

tarafından yapılan bir çalışmaya göre miR-888’in, prostat kanserinde tümör supresör 

olarak rol oynayan RBL1 ve SMAD4 gen transkriptlerini suprese ettiği ve kanser 

progresyonunu kolaylaştırdığı belirtilmiştir177. Dahası Hovey ve arkadaşlarının bildirdiği 

üzere miR-888, güçlü bir endometrial tümör supresörü olan progesteron reseptörünü 

doğrudan hedef almaktadır. Buna ek olarak endometrial karsinosarkomlarda miR-888 

ekspresyon seviyesinin çok yüksek olarak görüldüğünü belirtmektedirler178. Bir başka 

çalışmada ise kolorektal kanserlerde miR-888’in yüksek ekspresyonunun sağ kalımı 

azalttığı gösterilmiştir. Çalışmanın detayları incelendiğinde miR-888’in, iyi bilinen bir 

tümör supresör olan Smad4’ü hedef aldığı ifade edilmektedir179. Adli bilimler bağlamında 

incelediğimizde semen identifikasyonu için kullanım potansiyeli ilk kez Wang ve ark. 

tarafından önerilmiştir. 754 miRNA belirtecini taradıkları bu çalışmada miR-888’i semen 
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identifikasyonunda kullanılabilecek potansiyele sahip yeni bir belirteç olarak ortaya 

koymuşlardır163. 

 

miR-891a: 

 X kromozomu üzerinde bulunan MIR891A geni tarafından sentezlenmektedir. 

Landgraf ve arkadaşlarının yaptığı geniş kapsamlı memeli miRNA atlası çalışmasında 

epididimise özgü gibi görünmektedir176. miR-891a’nın fizyolojik etkileri büyük ölçüde 

bilinmemektedir180. Literatürde kısıtlı bilgi olmakla birlikte, yapılan bir çalışmada 

hepatoselüler karsinoma hücre kültürlerine miRNA transfeksiyonları 

gerçekleştirildiğinde en hızlı migrasyon sağlayan miRNA’nın miR-891a olduğu 

belirlenmiştir181. Bir başka çalışmada ise meme kanserinde miR-891a-5p nin düşük 

seviye ekspresyonunun kötü prognozu işaret edebileceği ifade edilmiştir. Ek olarak 

ADAM10 ekspresyonunu engelleyerek meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu ve 

migrasyonunu engellediği saptanmıştır182. Yine bir başka çalışmada ise pediatrik merkezi 

sinir sistemi neoplazilerinde miR-891a’nın tümör supresör özellikte olduğu 

belirtilmiştir183. Epididimisin farklı segmentlerinde miRNA ekspresyonlarını inceleyen 

başka bir çalışmada ise miR-891a’nın corpus ve cauda bölgelerinde, caput’a kıyasla daha 

yüksek seviyede eksprese olduğu gösterilmiştir184. Adli bilimlerde, miR-891a’nın 

potansiyel semen belirteçi olarak ilk öne sürüldüğü çalışma yukarıda da belirtildiği üzere 

Zubakov ve ark.larının çalışmasıdır15. Sonrasında Wang ve ark. tarafından yapılan 

çalışmada miR-891a’nın çalışılan diğer bütün sıvılar incelendiğinde sadece semende 

görüldüğü ve ekspresyon seviyesinin oldukça yüksek olduğu belirtilmiştir163. 

 

miR-943: 

 4. kromozom üzerinde bulunan MIR943 geni tarafından sentezlenmektedir. miR-

943 ile ilgili literatürde oldukça kısıtlı veri olmakla birlikte, hepatoselüler karsinomda rol 

oynayabileceğine dair bazı bulgular vardır185. Bununla birlikte servikal kanserlerle ilişkili 

olabileceği düşünülmektedir186. Ek olarak prostat kanserlerini inceleyen bir çalışmada 

miR-943’ün rolü olabileceği belirtilmiştir187. Yine ilk kez Zubakov ve ark. tarafından 

semen belirteçi olarak öne sürülmüştür15. 
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2.3.5. miRNA Analiz Yöntemleri 

 MiRNA’ların oldukça kısa sekanslara sahip olması, analizlerinde bazı zorluklara 

neden olmaktadır. Ek olarak aynı aileye ait olan miRNA varyantları tek nükleotit 

farklılıklarına sahiptir. Dahası total RNA miktarının yalnızca %0,01’i miRNA’lardan 

oluşmaktadır. Bütün bu zorluklar göz önünde bulundurulduğunda araştırmacılar farklı 

stratejiler geliştirerek miRNA’ların tespit ve kantitasyonunu belirlemeye 

çalışmışlardır188–190. 

 miRNA gibi kısa sekansların amplifikasyonu, konvansiyonel DNA amplifikasyon 

yöntemlerden farklı stratejileri gerektirir. Bunun için reverse transkripsiyon, miRNA'ların 

cDNA’ya dönüştürülmesi, bu cDNA’nın çeşitli kimyasal ve enzimatik yöntemlerle 

amplifikasyonu, düşük konsantrasyonlardaki miRNA'ları tespit etmede önemli bir strateji 

olarak öne çıkmaktadır190. 

 

2.3.5.1. RT-qPCR 

Ortaya konulmuş tüm miRNA tespit teknikleri arasında, RT-qPCR hem adli 

bilimler hem de diğer alanlarda altın standart olarak kabul edilmektedir. Bu yöntem, 

miRNA hedeflerini görece düşük maliyetli olmasına rağmen, tek nükleotit seviyesinde 

yüksek özgünlükte tespit edebilmektedir. Temel olarak, RNA moleküllerinin RT-qPCR 

ile kantifikasyonu iki aşamada gerçekleşmektedir. İlk olarak Reverse Transkriptaz (RT) 

kullanılarak hedef RNA’nın tamamlayıcı DNA’sı (cDNA) sentezlenir (Şekil 17). Sonraki 

aşama ise bu cDNA’nın bir çift primer ve DNA polimeraz ile PCR yoluyla 

amplifikasyonuna dayanır. Amplifikasyon işlemi, floresans boyaların ışımaları tespit 

edilerek gerçek zamanlı olarak izlenir. Çift zincirli DNA'ya yüksek afinite gösteren bu 

floresans boyalar (örn. SYBR Green I) amplifikasyon gerçekleştikçe çift zincire bağlanır 

ve ışımalar yayar. Bu yayılan ışımalar lazerle indüklenmiş optik kameralar aracılığıyla eş 

zamanlı olarak kaydedilir191. Veya farklı floresan boyalarla işaretlenmiş spesifik problar 

(örn. hidroliz veya moleküler işaret probları) kullanılarak yapılır.  Bu yöntemde 6-

karboksifloresin (6-FAM, Reporter) boyasıyla 5’ ucundan, 6-karboksiltetrametil-rodamin 

(TAMRA, Quencher) boyasıyla 3’ ucundan işaretlenmiş problar kullanılmaktadır. 6-FAM 

floresan ışıma yaparken, TAMRA bu ışımayı sekanstaki konumlarının yakın olması 

sebebiyle maskeleyerek amplifikasyon gerçekleşmeden ışıma oluşmasını engeller. 

Amplifikasyon sonunda Taq Polimeraz enzimi ekzonükleaz aktivitesiyle probu parçalar. 
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Reporter ve quencher birbirinden uzaklaşır. Reporter ışıma yapar ve bu ışıma monitörize 

edilir (Şekil 18). Bu yöntem reaksiyondan eş zamanlı olarak veri almamızı 

sağlamaktadır191.  

Ct threshold adı verilen sınır döngü sınırına ulaşıldığında yazılım aracılığıyla 

sinyaller grafikleştirilir. Ct değeri ne kadar düşükse hedeflenen DNA o derece bol 

anlamına gelmektedir. Bilinen konsantrasyonlara sahip bir standart örnek ile 

karşılaştırılarak kantifikasyon yapılır190.  

 

 

Şekil 17. RT-qPCR prensip 191  

 

qPCR’nin miRNA kantifikasyonu bazı zorlukları da beraberinde getirmiştir. 

Klasik RT-qPCR uzun RNA dizilerinin kantifikasyonu için dizayn edilmiştir. Tipik PCR 

primerleri yaklaşık 20 baz uzunluğundadır. miRNA’ların sekans uzunluğu göz önüne 

alındığında tipik bir primer uzunluğu sebebiyle reaksiyon için uygun olmamaktadır. Bu 

sorunu gidermek adına miRNA'ya parsiyel komplementer özellikte olan stem-loop veya 

lineer RT primerleri tasarlanmıştır. Ek olarak poli(A) polimeraz (PAP) kulllanılma 

stratejisi de kullanılmaktadır190,192,193. Bu çözümünün pratik olmakla birlikte primerlerin 

özgünlüğünü ve hassasiyetini azaltabileceği düşülmektedir190,191. Bunlara ek olarak bu 

yöntemde verilerin normalizasyonu için referans gen adı verilen belirteçler 

kullanılmaktadır. Literatürde çeşitli referans genler önerilmektedir. Bunlardan öne çıkan 

U6 referans geni yaptığımız ön çalışmalarda verimli olmadığı (Ct>40) için 

çalışmamızdan çıkarılmış onun yerine SNORD48 referans geni eklenmiştir194. 
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Şekil 18. RT-qPCR prensip 2 190   
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2.3.5.2. Rolling Circle Amplifikasyonu (RCA) 

 Kool ve ark tarafından geliştirilen Rolling circle amplifikasyonu (RCA), tek 

sarmallı RNA’nın lineer amplifikasyonunu hedefleyen bir yöntemdir. Bu teknikte, 

amplifikasyon işlemi için dairesel tek sarmallı DNA kalıp olarak kullanılır. RCA işlemi 

sırasında, forward primer gibi davranan miRNA dairesel şablona bağlanır ve DNA 

polimeraz tarafından uzatılır (Şekil 19). Polimeraz, dairesel şablon etrafında defalarca 

dolaşarak, kalıp sekansına komplementer birçok kopyadan oluşan uzun bir zincir 

üretir190,195. 

 

 

Şekil 19. RCA prensip 190  

 

2.3.5.3. Exponential Amplifikasyon Reaksiyonu (EXPAR) 

 Exponential Amplification Reaction (EXPAR), Galas ve çalışma arkadaşları 

tarafından PCR'a alternatif olması için geliştirilmiş olan bir yöntemdir. EXPAR, bir DNA 

şablonu, bir DNA polimeraz ve bir kesici enzim kullanarak nükleik asit sekansının 

eksponansiyel olarak amplifikasyonunu sağlar. DNA şablonu, bir kesici enzim tanıma 

bölgesi ile ayrılmış iki hedef miRNA'ya komplementer sekanstan oluşur. Hibridizasyon 

gerçekleştiğinde, miRNA elongasyon aşaması için primer olarak kullanılır. Kesici enzim, 

spesifik tanıma bölgesini tanıyarak yalnızca miRNA içeren zinciri keser ve miRNA'nın 

bir DNA analoğunu serbest bırakır. Bu DNA zinciri, diğer bir kalıpla hibritleşir ve daha 

fazla miRNA analoğu üretir. Böylece miRNA dizisi eksponansiyel olarak çoğaltılır (Şekil 

20). EXPAR oldukça etkili bir sinyal amplifikasyon yöntemi olmasına rağmen, özgün 

olmayan amplifikasyona eğilimlidir, bu da duyarlılığını sınırlamaktadır190,196–201. 
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Şekil 20. EXPAR prensip 190  

 

2.3.5.4. Duplex-Spesifik Nükleaz Sinyal Amplifikasyonu 

 Duplex-spesifik nükleaz sinyal amplifikasyonu (DSNSA), genellikle multipleks 

miRNA analizi için kullanılan bir tekniktir. Özel bir tür olan Kamçatka yengecinden izole 

edilmiş olan bu nükleaz (DSN), öncelikle çift sarmallı DNA'yı spesifik olarak 

parçalayabilen bir ekzonükleaz olarak tanımlanmıştır. Anisimova ve ark. DNA:RNA 

duplekslerinin varlığında, DSN'nin özellikle DNA zincirini degrade ettiğini fakat RNA 

zincirlerini degrade etmediğini belirtmişlerdir. Yin ve ark enzimin bu özelliğini 

kullanarak DSN'yi üç miRNA'nın eşzamanlı tespiti için ilk kez uygulamıştır. Bu yöntem, 

miRNA'ya spesifik, reporter moleküllerle modifiye edilmiş, tek zincirli DNA problarının 

hedef miRNA’lar ile hibridizasyonunu ve daha sonrasında enzim bağımlı, modifiye DNA 

zincirinin lizis prensibine dayanmaktadır. Hibridizasyon sonucunda DNA:RNA dupleksi 

oluşmaktaydı. Liziz süreci, probun DSN tarafından selektif olarak degrade edilmesiyle 

ve intakt haldeki miRNA’nın serbest kalarak başka bir probla hibridizasyonuyla devam 

etmekteydi. Her bir prob lizisinde reporter molekülleri sinyal oluşturmaktaydı (Şekil 21). 

Bunun sonucunda lineer sinyal grafikleri meydana gelmekteydi. DSN'ye alternatif olarak, 

CRISPR ile ilişkili nükleazlar (Cas) veya T7 ekzonükleaz gibi enzimlerin de benzer 

şekilde miRNA tespitinde kullanılabileceği belirtilmektedir190,192,193,195,199–202. 
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Şekil 21. DSNSA prensip 190   

 

2.3.5.5. Hibridizasyon Zincir Reaksiyonu 

 Diğer amplifikasyon yöntemlerinin aksine, hibritizasyon zincir reaksiyonu (HCR) 

içermeyen amplifikasyon tekniğidir. HCR, tek zincirli başlatıcı hair-pin formundaki bir 

molekül ve 2 adet kısa hair-pin formasyonundaki DNA moleküllerini (H1 ve H2) içeren 

bir tekniktir. Başlatıcı molekül hedef miRNA’ya komplementer bir sekans içerir. 

Başlatıcının 5′ ve 3′ uçları açıktadır ve her iki uçtan H1 ile komplementer özellikte 

sekanslara sahiptir. H2 ise H1 molekülüne komplementer sekanslar içerir. H1 başlatıcıya 

her iki uçtan bağlanır. Daha sonrasında H2, H1’e bağlanır ve floresans ışıma gerçekleşir 

(Şekil 22). Bu şekilde sinyaller kaydedilip miRNA varlığı tespit edilmektedir190,203–208. 
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Şekil 22. HCR prensibi 190  

 

2.3.5.6. Kapiller Elektroforez 

 Kapiler elektroforez, farklı renkteki florasans boyalarla işaratlenmiş moleküllerin 

jel içerisinde yürüme hızlarını, moleküllerin boyutlarına bağlı olarak saptama ve ayırma 

tekniğidir. miRNA’lar boyut olarak oldukça küçük moleküller olmakla birlikte sekans 

uzunlukları farklılıklar göstermektedir. Kapiller elektroforez sistemlerinin 0,5 baza kadar 

ayrım gücü olduğu göz önünde bulundurulduğunda miRNA’lar arasında ayrım yapabilme 

potansiyellerinin bulunduğu düşünülmektedir. Özellikle aynı aileye ait miRNA’ların aynı 
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sekans uzunluklarına sahip olmaları bazı problemler yaratmaktadır. Bu sorunu aşmak için 

yapılan çalışmalarda sekans farklılıklarının kullanımının, hedef miRNA’ların farklı 

floresans boyalarla hibridize edilerek kapiller elektroforezde benzer moleküler 

boyutlarına rağmen ayırt edilebildikleri gösterilmiştir. Jiang ve arkadaşları farklı 

uzunluklarda poli(A) kuyruğu içeren yakalama problarına hedef miRNA'ların 

hibridizasyonuna dayanan, amplifikasyon gerektirmeyen bir yöntem geliştirmiştir. Bu 

sayede, dupleksin moleküler ağırlığına göre ayırma yapılmasına olanak tanımıştır (Şekil 

23). Ayrımdan önce PCR, DSNSA veya EXPAR gibi bir amplifikasyon adımı eklenerek 

hassasiyetin arttırılabileceği belirtilmektedir190,209–212. 

 

 

Şekil 23. CE prensibi 190  

 

2.3.5.7. Yeni Nesil Sekanslama 

 NGS, miRNA profillemesinde önemli potansiyel gösteren bir teknoloji olarak öne 

çıkmaktadır. RNA dizileme (RNA-seq) işlemini gerçekleştirmek için öncelikle 

numunedeki RNA'ların izolasyonunun yapılıp saflaştırılması gerekmektedir. Saflaştırma 

sonrasında, universal adaptörler ve ligandlar her bir RNA zincirinin 5' ve 3' uçlarına 

ligamente edilir. Sonrasında genetik materyal flow cell adı verilen chipler üzerindeki, 

adaptör ve ligandlara komplementer oligonükleotidler tarafından yakalanır ve hibridize 

edilir. Devamında, köprü PCR amplifikasyonu adı verilen bir teknik uygulanır. Köprü 

RCR sonrasında floresans işaretli nükleotidler teker teker uzama süreci boyunca 

polimerize olur ve her eklenen nükleotit işaretlendiği rengin sinyalini verir. Teorik olarak 

ekstrakttaki tüm RNA'ların tespit edilebilen NGS, miRNA tespiti açısında en yüksek 

tespit kapasiteye sahiptir. Universal RT ve PCR primerlerinin kullanımı bu kapasitesinde 

büyük rol oynamaktadır. Tekniğin bu özelliği, önceden herhangi bir bilgi veya belirli bir 



39 

hedef diziyi gerektirmez. Bu özellik, RNA-seq'i miRNA tespit yöntemleri arasında 

benzersiz kılmaktadır. Çünkü diğer birçok teknik, hedeflenen her miRNA için spesifik 

primerlerin ve/veya probların tasarımını gerektirir ve bu da analizin kapsamını 

daraltmaktadır190,213–215. 

 

2.3.5.8. Mikroarray 

 Bu yöntemde izole miRNA hedefleri öncelikle reverse transkripsiyon 

aşamasından geçerler. Reverse transkripsiyon aşamasında floresans işaretli parsiyel uyum 

gösteren moleküller rol oynar. RT aşamasında oluşan cDNA materyalleri, mikroçip 

üzerinde bulunan hedef miRNA’ya yüksek oranda komplementer sekansa sahip sabit 

sekanslarla muamele edilirler. Bu aşamada hedef miRNA molekülleri parsiyel olarak 

uyum gösterdikleri floresans işaretli zincirlerinden ayrılırlar ve yüksek komplementer 

sekans özelliği gösteren mikroçip üzerinde bulunan oligonükleotidlere bağlanırlar. Bu 

ayrılık floresans bir sinyale sebep olur ve bu sinyal lazerle indüklenmiş kameralar 

aracılığıyla kaydedilir216–218. 
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3. YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında, Çukurova Üniversitesi Etik Kurulu’nun 02.04.2021 tarihli 

ve 110 sayılı toplantısında (Karar No: 29) alınan onay ile bilimsel çalışmalarda 

kullanılmasına onam veren 10 kişiden alınan semen, 10 (5 Kadın, 5 erkek) kişiden alınan 

kan, 10 kişiden alınan menstrüel kan, 10 (5 erkek, 5 kadın) kişiden alınan tükürük ve 

vajinal sıvı örnekleri kullanılmıştır. RNA izolasyonunu takiben Qubit florometrik 

yöntemle RNA miktar tayini yapıldı. Örneklerden alınan 5 ng RNA ile reverse 

transkriptaz PCR ve sonrasında cDNA ürünleri SYBR Green’e dayalı Real Time kantitatif 

PCR yöntemi ile çoğaltıldı. İşlem sonrası oluşan ürünlerin istatistiksel analizi ve 

hesaplamaları için Ms-Excel 2010 ve IBM SPSS İstatistik 20.0 (IBM Corp. 2013. IBM 

SPSS İstatistikleri Windows, Sürüm 20.0. Armonk, NY, IBM Corp.) kullanılmıştır. 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Kullanılan Cihaz, Malzemeler ve Kitler 

 

3.1.1.1. Cihazlar 

 

● Qubit® fluorometer 

● Beckman Coulter  Microfuge 20R Soğutmalı Santrifüj Cihazı  

● IKAMAG KS125 Basic karıştırıcı   

●  BioSan Vortex V-1 Plus 

● Veriti  96-Well Thermal Cycler PCR Cihazı 

● ABI 7500 Real Time PCR Cihazı 

● Eppendorf Mikropipet 

 

3.1.1.2. Kitler ve Malzemeler  

 

● miRNeasy Mini kit ekstraksiyon kiti 

● Quant-iT™ RNA Assay Kit 

● miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti 
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● miRCURY LNA RT Kiti 

● Copan sürüntü çubuğu   

● Pipet ucu (10, 100, 200 ve 1000 µl)  

● 500 µl Eppendorf tüp  

● 1.5 ml steril tüp 

● PCR plate dhsghsdfshdg 

● Rack 

● Klorofom 

● Etanol 

 

3.2. Yöntem 

Çalışma süreci örnek alma, RNA izolasyonu, RNA kantitasyonu, cDNA aşaması 

ve RT-PCR aşamalarından oluşmaktadır. 

 

3.2.1. Örnek Alma 

 

3.2.1.1. Örnek Alma 

Sağlıklı 30 kadın ve 20 erkek gönüllüden semen, kan, menstrüel kan, tükürük ve 

vajinal sıvı örneğinden oluşan toplam 50 biyolojik alınmıştır. Semen, mastürbasyon 

yoluyla steril kaplar içeresinde toplanmış ve +4 derecede saklanmıştır. Diğer örnekler ise 

steril svablar aracılığıyla toplanmıştır. 

 

3.2.2. RNA İzolasyonu 

Semen örneklerinden RNA izolasyonu miRNeasy kiti ile yapılmıştır. 

 

miRNeasy Mini Kit ile RNA ekstraksiyonu  

Semen içeren örneklerden RNA ekstraksiyonu için kullanılan miRNeasy Mini 

kitinin aşamaları şu şekildedir; 

 

1.   100 µl semen üzerine 700 µl QIAzol Lizis Reaktifi eklendikten sonra oda 

sıcaklığında 10 dk shaker üzerinde bekletildi.  
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2.   Örneklerin üzerine 140 µl kloroform eklendi ve 15 saniye kuvvetlice sallayarak 

iyice karıştırılan örnekler oda sıcaklığında 2-3 dakika bekletildi. 

3.   12.000 g'de 15 dakika (4°C'de) santrifüj yapılarak, faz oluşumu sağlandı.  

4.  Santrifüj sonucunda 3 faz oluştu. En üstteki RNA içeren şeffaf fazın tamamı 

pipetle çekilerek (350 µl) yeni bir 1.5 ml eppendorf tüpe aktarıldı ve üzerine 

525 µl %100 etanol eklendi. Birkaç kez pipetle çek-bırak yapılarak iyice 

karıştırıldı.  

5.  700 µl örneği 2 ml’lik kite ait toplama tüpü üzerindeki RNeasy Mini spin 

kolona ekleyip 8000 g'de 15 saniye santrifüj edildikten sonra altta kalan sıvı 

döküldü. 2 tekrar sonunda tüm örnek spin kolondan geçirildi. (Şekil 24.) 

6.  RNeasy Mini spin kolona 700 µl RWT tampon çözeltisi eklenip 8000 g’ de 15 

saniye santrifüj yapılıp altta kalan sıvı döküldü. 

8.  RNeasy Mini spin kolona 500 µl RPE tampon çözeltisi eklenip 15 saniye 

santrifüj yapıldı ve altta kalan sıvı dökülerek tekrar 500 µl RPE eklenerek 2 

dakika santrifüj yapıldıktan sonra RNeasy Mini spin kolonu alttaki tüpten 

etanol bulaştırmadan kaldırıldı.  

9.  RNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tüpüne yerleştirildi ve 1 

dakika boyunca 12.000 g’ de santrifüj edildi.  

10.  RNeasy Mini spin kolonunu tekrardan başka bir 1.5 ml’ lik tüpe aktarıp 30 µl 

RNaz free su eklenip 8000 g’ de 1 dakika santrifüj edilip ekstraksiyon işlemi 

tamamlanmıştır (Şekil 25). 
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Şekil 24. Kolon uygulaması 

 

 

Şekil 25. Santrifüj Cihazı 
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3.2.3. RNA kantitasyonu 

Kantitasyon analizi Quant-iT™ RNA Assay Kiti ile yapılmıştır. 

Quant-iT™ RNA Assay Kit ile RNA kantitasyonu ( Florometrik yöntem ile 

RNA kantitasyonu) 

 

1. Çalışılacak olan her bir örnek için 1 µl Quant-iT™ RNA reagent ve 199 µl 

Quant-iT™ RNA buffer karıştırılarak çalışma solüsyonu hazırlandı. 

2. Çalışma solüsyonundan her bir örnek için 198 µl yeni ependorf tüplerine 

aktarıldı. 

3. 2 µl RNA ekstraktı hazırlanan tüplere eklendi ve yavaşça karıştırıldı. 

4. Qubit® Fluorometer cihazı (Şekil 26.) kullanılarak total RNA miktarı 

belirlendi. 

 

 

Şekil 26. Qubit Cihazı 

 

3.2.4. cDNA Aşaması   

cDNA aşamasında  QIAGEN miRCURY LNA RT Kiti kullanılmıştır. 

 

QIAGEN miRCURY LNA RT Kiti ile cDNA aşaması 

Örnekler 5 ng/µl konsantrasyonunda olacak şekilde ayarlandı ve her bir örnek 

için; 
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1. 2 µl 5x miRCURY SYBR® RT reaksiyon tamponu. 

2. 4.5 µl RNAse Free Water  

3. 1 µl 10x miRCURY RT Enzim karışımı 

4. 0.5 µl UniSp6 RNA spike-in 

5. 2 µl şablon RNA’ dan eklenerek toplam hacim 10 µl’ye tamamlandı ve PCR 

cihazında uygun program başlatıldı. // 60 dakika 42ºC’ de ve 95 ºC’ de 5 dakika 

PCR cihazında inkübe edildi. (Şekil 27) 

6. Son olarak hızlıca 4 ºC’ de soğutuldu ve cDNA aşaması tamamlandı. 

 

 

Şekil 27. Thermocyler Cihazı 

 

3.2.5. Real Time PCR aşaması 

Real Time için QIAGEN miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti 

kullanılmıştır. 

 QIAGEN miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti Real Time PCR 

Ön Hazırlık 

 

1. Kullanılan primerlerin sulandırılması için 220 µl nükleaz free su eklenerek oda 

sıcaklığında 20 dakika bekletildi.  

2. cDNA’ ya çevrilen 10 µl’lik örnekler 590 µl RNAse free su eklenerek 1/60 

oranında dilüe edildi. 
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Reaksiyon Karışımının Hazırlanması 

Her bir örnek için; 

3. 5 µl miRCURY LNA SYBR Green Master Mix 

4. 0.05 µl ROX referans boyası  

5. 1 µl PCR primer Mix 

6. 3 µl şablon cDNA 1/60 dilüe 

7. 1 µl RNAse free su eklenerek toplam hacim 10 µl’ ye tamamlandı ve iyice 

karışması sağlandı. 

Real Time aşaması 

8.  Hazırlanan çözeltiden 10 µl PCR plate kuyucuklarına yüklendi, cover 

yapıştırıldı, santrifüj yapıldı ve ABI 7500 Real Time PCR cihazında (Şekil 28.) 

uygun programda PCR döngüsü başlatıldı. 

 

 

Şekil 28. ABI 7500 Real Time PCR cihazı 

 

3.3. İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada rölatif miRNA ekspresyonunu hesaplamak için delta Ct (ΔCt) ve 

delta-delta Ct (ΔΔCt) değerleri kullanılmıştır:  
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ΔCt = Ct (miRNA) - Ct (SNORD48),  

ΔΔCt = ΔCt (Hedef miRNA) – Endojen Gen (SNORD48) ΔCt  

 

Verileri normalleştirmek amacıyla endojen kontrol olarak SNORD48 

kullanılmıştır. Örneklerin kendi içinde ekspresyon seviyeleri arasında ve örnekler 

arasındaki ekspresyon seviyeleri arasında anlamlı farklılıklar olup olmadığını 

karşılaştırmak için SPSS 20.0 istatistiksel analiz programı kullanılmıştır. Program ile 

önce her bir örnek grubunda ΔΔCt değerleri arasında karşılaştırma yapılarak verilerin 

normal dağılıma uygunluğu, ardından da diskriminant fonksiyon analizi ile ekspresyon 

seviyeleri arasındaki farklılıklar karşılaştırılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada adli amaçlı olarak semenin tanımlanmasında ayırt edici belirteç 

olarak kullanılıp kullanılamayacağını test etmek için beş farklı miRNA'nın (miR-10a-3p, 

miR-10a-5p, miR-888-3p, miRNA-888-5p ve miR-891a) ve SNORD-48'in (endojen gen) 

ifade düzeyleri incelenmiştir.  

 

Semen için seçilen 5 aday miRNA'nın 5 farklı vücut sıvısında ifadesinin 

analizi 

Beş aday miRNA'nın beş vücut sıvısındaki ekspresyon seviyesinin analizinde 10 

semen, 10 kan, 10 menstruel kan, 10 tükrük ve 10 vajinal sekresyon örneğinden oluşan 

toplam 50 örnek kullanılmıştır. Beş çeşit vücut sıvısında aday genlerin ekspresyon 

seviyeleri sırasıyla şekil 29. (A-E)’da gösterilmiştir. 
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A      B 

 

C      D 

 

E 

 

Şekil 29.  (A-E): Beş çeşit vücut sıvısında aday genlerin ifadesi (Y ekseni: Hedef miRNA’nin relatif CT 

değeri-Delta CT); X ekseni:5 farklı biyolojik örnek; Semen, Kan, Menstrüel Kan, Tükürük, 

Vajinal Sekresyon  
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Çalışılan 5 biyolojik örnekte diskriminant fonksiyon analizi ile test edilen 5 

belirtecin ekspresyon seviyelerine dayalı ayrım gücünün test edildiği bireysel 

değerlendirmede; test edilen tüm belirteçler semen örneklerini semen olarak tanımlarken, 

semen dışı örneklerin tanımlanmasında çapraz sonuçlar alınmıştır. Her bir belirtecin 

ayrıntılı sonuçları altta aktarılmıştır. 

 

miR-10a-3p’nin Ekspresyon Seviyesinin Değerlendirilmesi 

miR-10a-3p’nin ekspresyon seviye ortalaması (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 

karşılaştırıldığında semende farklılık göstermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Tüm vücut sıvılarının birlikte değerlendirildiği diskriminant fonksiyon 

analizine göre miR-10a-3p’nin çalışılan tüm vücut sıvıları için ayrım gücü toplam %54,0 

olarak belirlenmiştir. Bu analizde miR-10a-3p tüm semen örneklerini doğru kategorize 

ederken, kan örneklerinden 8’ini kan ve 2’sini tükürük; menstrüel kan örneklerinden ise 

1’i semen, 1’i kan, 4’ü menstrüel kan, 2’si tükürük ve 2’si de vajinal sekresyon olarak 

sınıflandırılmıştır. 10a-3p’nin tükürük örneklerini sınıflandırma kapasitesi incelendiğinde 

örneklerden 4’ünün kan, 1’inin menstrüel kan, 3’ünün tükürük ve 2’sinin de vajinal 

sekresyon olarak sınıflandırıldığı görülmektedir. Vajinal sekresyon örneklerinde ise 

4’ünü menstrüel kan, 4’ünü tükürük ve 2’sini vajinal sekresyon olarak kategorize etmiştir.  

Semen ve semen olmayan örneklerden oluşan 2 ayrı sınıf dikkate alınarak yapılan 

diskriminant fonksiyon analizine göre bu belirtecin semeni diğer vücut sıvılarından 

ayırma kapasitesi %92,0 olarak belirlenmiştir. 

 

Tablo 3. miR-10a-3p ve Vücut Sıvılarının Karşılaştırılması (ΔΔCt) 

Belirteç/Doku/ 

Örnek 

Kan Semen Menstrüel 

Kan 

Tükrük Vajinal 

Sekresyon 

miR-10a-3p ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt Değeri 

1 14,68 1,1 6,64 16,87 6,64 

2 15,64 2,31 9,53 10,32 12,25 

3 14,03 0,26 4,05 12,97 7,31 

4 14,39 0,97 6,6 14,34 11,84 

5 14,9 -1,59 9,07 13,25 5,41 

6 14,73 0,47 12,98 7,7 10,03 

7 15,36 0 6,13 14,03 4,82 

8 14,21 -0,37 12,81 11,94 9,63 

9 11,79 0,63 5,77 10,63 10,75 

10 12,01 2,17 14,36 10,97 13,03 
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miR-10a-5p’nin Ekspresyon Seviyesinin Değerlendirilmesi 

miR-10a-5p’nin ekspresyon seviye ortalaması (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 

karşılaştırıldığında semende farklılık göstermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Tüm vücut sıvılarının birlikte değerlendirildiği diskriminant fonksiyon 

analizine göre miR-10a-5p’nin çalışılan tüm vücut sıvıları için ayrım gücü toplam %70,0 

olarak belirlenmiştir. Bu analizde miR-10a-5p tüm semen örneklerini doğru kategorize 

ederken, kan örneklerinden 8’ini kan ve 2’sini tükürük; menstrüel kan örneklerinden ise 

3’ü kan, 5’i menstrüel kan ve 2’si de vajinal sekresyon olarak sınıflandırılmıştır. miR-

10a-5p’nin tükürük örneklerini sınıflandırma kapasitesi incelendiğinde örneklerden 

4’ünün kan ve 6’sının tükürük olarak sınıflandırıldığı görülmektedir. Vajinal sekresyon 

örneklerinde ise 1’ini semen, 3’ünü menstrüel kan ve 6’sini vajinal sekresyon olarak 

kategorize etmiştir.  

Semen ve semen olmayan örneklerden oluşan 2 ayrı sınıf dikkate alınarak yapılan 

diskriminant fonksiyon analizine göre bu belirtecin semeni diğer vücut sıvılarından 

ayırma kapasitesi %94,0 olarak belirlenmiştir.  

 

Tablo 4. miR-10a-5p ve Vücut Sıvılarının Karşılaştırılması (ΔΔCt) 

Belirteç/Doku/ 

Örnek 

Kan Semen Menstrüel 

Kan 

Tükrük Vajinal 

Sekresyon 

miR-10a-5p ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

1 9,14 -7,67 0,59 16,87 6,64 

2 12,39 -5,88 9,75 10,32 6,39 

3 10,98 -7,44 1,35 16,03 3,52 

4 10,37 -6,92 4,23 14,34 7,47 

5 12,29 -8,45 5,01 13,25 3,27 

6 10,52 -7,13 6,23 7,7 6,87 

7 10,48 -7,59 0,62 14,03 -1,02 

8 10,56 -6,54 8,08 11,94 4,76 

9 8,34 -4,95 1,94 10,63 5,18 

10 8,67 -3,43 9,87 9,92 5,34 
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miR-888-3p’nin Ekspresyon Seviyesinin Değerlendirilmesi 

miR-888-3p’nin ekspresyon seviye ortalaması (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 

karşılaştırıldığında semende farklılık göstermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Tüm vücut sıvılarının birlikte değerlendirildiği diskriminant fonksiyon 

analizine göre miR-888-3p’nin çalışılan tüm vücut sıvıları için ayrım gücü toplam %56,0 

olarak belirlenmiştir. Bu analizde miR-888-3p tüm semen örneklerini doğru kategorize 

ederken, kan örneklerinden 9’unu kan ve 1’ini tükürük; menstrüel kan örneklerinden ise 

1’ini semen, 2’sini menstrüel kan, 5‘ini tükürük ve 2’sini de vajinal sekresyon olarak 

sınıflandırmıştır. miR-888-3p’nin tükürük örneklerini sınıflandırma kapasitesi 

incelendiğinde örneklerden 3’ünün kan, 2’inin menstrüel kan, 3’ünün tükürük ve 2’sinin 

vajinal sekresyon olarak sınıflandırıldığı görülmektedir. Vajinal sekresyon örneklerinde 

ise 2’sini semen, 2’sini menstrüel kan, 2’sini tükürük ve 4’ünü vajinal sekresyon olarak 

kategorize etmiştir.  

Semen ve semen olmayan örneklerden oluşan 2 ayrı sınıf dikkate alınarak yapılan 

diskriminant fonksiyon analizine göre bu belirtecin semeni diğer vücut sıvılarından 

ayırma kapasitesi %94,0 olarak belirlenmiştir.  

 

Tablo 5. miR-888-3p ve Vücut Sıvılarının Karşılaştırılması (ΔΔCt) 

Belirteç/Doku/ 

Örnek 

Kan Semen Menstrüel 

Kan 

Tükrük Vajinal 

Sekresyon 

miR-888-3p ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

1 14,68 -0,13 10,25 16,87 1,9 

2 15,64 2,31 12,6 8,57 12,25 

3 15,84 -0,78 2,38 14,94 5,85 

4 14,39 -0,56 6,5 12,92 6,42 

5 14,9 -2,02 12,09 13,25 8,2 

6 14,73 -2,4 12,98 7,7 10,03 

7 15,36 0 10,53 11,94 2,99 

8 14,21 -2,44 12,81 14,03 12,51 

9 11,79 -0,1 7,54 10,63 10,75 

10 14,79 1,41 12,55 10,97 8,4 
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miR -888-5p’nin Ekspresyon Seviyesinin Değerlendirilmesi 

miR-888-5p’nin ekspresyon seviye ortalaması (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 

karşılaştırıldığında semende farklılık göstermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Tüm vücut sıvılarının birlikte değerlendirildiği diskriminant fonksiyon 

analizine göre miR-888-3p’nin çalışılan tüm vücut sıvıları için ayrım gücü toplam %62,0 

olarak belirlenmiştir. Bu analizde miR-888-5p tüm semen örneklerini doğru kategorize 

ederken, kan örneklerinden 9’unu kan ve 1’ini tükürük; menstrüel kan örneklerinden ise 

3’ünü kan, 1’ini menstrüel kan, 3’ünü tükürük ve 3’ünü de vajinal sekresyon olarak 

sınıflandırılmıştır. miR-888-5p’nin tükürük örneklerini sınıflandırma kapasitesi 

incelendiğinde örneklerden 2’sinin kan, 5’inin tükürük ve 3’ünün vajinal sekresyon 

olarak sınıflandırıldığı görülmektedir. Vajinal sekresyon örneklerinde ise 1’ini kan, 1’ini 

menstrüel kan, 2’sini tükürük ve 6’sını da vajinal sekresyon olarak kategorize etmiştir.  

Semen ve semen olmayan örneklerden oluşan 2 ayrı sınıf dikkate alınarak yapılan 

diskriminant fonksiyon analizine göre bu belirtecin semeni diğer vücut sıvılarından 

ayırma kapasitesi %100,0 olarak belirlenmiştir.  

 

 

Tablo 6. miR-888-5p ve Vücut Sıvılarının Karşılaştırılması (ΔΔCt) 

Belirteç/Doku/ 

Örnek 

Kan Semen Menstrüel 

Kan 

Tükrük Vajinal 

Sekresyon 

miR-888-5p ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

1 14,68 -8,46 11,41 16,87 6,64 

2 12,65 -7,69 12,6 4,52 11,57 

3 15,84 -9,77 7,1 11,1 8,62 

4 14,39 -8,96 4,9 10,63 10,01 

5 13,85 -9,34 12,09 8,67 6,25 

6 14,73 -10,35 11,73 7,7 7,81 

7 15,36 -7,16 10,53 11,94 3,51 

8 14,21 -9,38 12,81 14,03 12,51 

9 11,79 -7,72 7,54 10,63 10,75 

10 14,79 -4,97 14,36 10,97 7,13 
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miR-891a-3p’nın Ekspresyon Seviyesinin Değerlendirilmesi 

miR-891a-3p’nin ekspresyon seviye ortalaması (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 

karşılaştırıldığında semende farklılık göstermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır. Tüm vücut sıvılarının birlikte değerlendirildiği diskriminant fonksiyon 

analizine göre miR-891a-3p’nin çalışılan tüm vücut sıvıları için ayrım gücü toplam %56,0 

olarak belirlenmiştir. Bu analizde miR-891a-3p tüm semen örneklerini doğru kategorize 

ederken, kan örneklerinden ise 9’unu kan ve 1’ini tükürük; menstrüel kan örneklerinden 

ise 3’ünü kan, 1’ini menstrüel kan, 3’ünü tükürük ve 3’ünü de vajinal sekresyon olarak 

sınıflandırmıştır. miR-891a-3p’nin tükürük örneklerini sınıflandırma kapasitesi 

incelendiğinde örneklerden 2’sinin kan, 5’inin tükürük ve 3’ünün vajinal sekresyon 

olarak sınıflandırıldığı görülmektedir. Vajinal sekresyon örneklerinde ise 1’ini kan, 1’ini 

menstrüel kan, 2’sini tükürük ve 6’sını vajinal sekresyon olarak kategorize etmiştir.  

Semen ve semen olmayan örneklerden oluşan 2 ayrı sınıf dikkate alınarak yapılan 

diskriminant fonksiyon analizine göre bu belirtecin semeni diğer vücut sıvılarından 

ayırma kapasitesi %100,0 olarak belirlenmiştir.  

 

Tablo 7. miR-891a-3p ve Vücut Sıvılarının Karşılaştırılması (ΔΔCt) 

Belirteç/Doku/Örnek Kan Semen Menstrüel 

Kan 

Tükrük Vajinal 

Sekresyon 

miR-891a-3p ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

ΔΔCt 

Değeri 

1 14,68 -2,51 11,41 15,99 6,64 

2 15,64 -3,1 12,6 10,32 12,25 

3 15,84 -0,75 7,1 16,2 8,48 

4 14,39 -1,82 5,21 14,34 11,84 

5 14,9 -4,92 12,09 13,25 9,55 

6 12,12 -3,82 12,98 7,7 8,28 

7 15,36 -3,05 10,53 14,03 6,58 

8 14,21 -3,56 12,81 11,94 12,51 

9 11,79 -1,32 7,54 10,63 10,75 

10 14,79 -0,16 14,36 10,83 8,56 
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RNA’ya dayalı vücut sıvılarının tanımlanmasında RNA ekspresyon seviyelerinin 

bireyler arasında varyasyon göstermesi, hastalık vs gibi çok çeşitli nedenlerle ekspresyon 

seviyelerinde farklılıklar oluşması ve bir vücut sıvısına tamamen spesifik bir belirtecin 

bulunmaması nedeniyle her vücut sıvısının en doğru tanımlamasını yapılabilmesi için her 

vücut sıvısı için birden fazla belirtecin bir arada değerlendirilmesi gerektiği ifade 

edilmektedir. 

Beş belirtecin her biri ile biyolojik örnekler arasında ekspresyon seviyelerine bağlı 

olarak gözlenen çapraz reaksiyonların oluşturduğu belirsizliği ortadan kaldırmak için 

SPSS'e dayalı diskriminant fonksiyon analizi ile 5 belirtecin de dahil olduğu basamaklı 

(step-wise method) istatistiksel analiz yöntemi gerçekleştirilmiştir.  

Her biyolojik materyalden 10 örneğin ΔCt değerleri ile oluşturulan diskriminant 

fonksiyon analizinde miR-10a-3p, miR10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-

3p’nin ΔCt değerleri bağımsız değişkenler ve semen örnekleri ve semen olmayan (kan, 

menstrüel kan, tükrük ve vajinal sekresyon) örnekler bağımlı değişkenler olarak 

kullanılmıştır. 

Program ile bu analiz yöntemine göre 5 aday belirteçten 3 belirtecin (888-3p, 888-

5p ve 891a) öne çıktığı ve bu üç belirteç ile semen ile semen olmayan örneklerin 

ayrımının yapılabileceği bir fonksiyon üretilmiştir. Bu fonksiyon aşağıdadır. 

 

Y1 = 2.304*ΔCt(miR-888-3p) + (-3,044)*ΔCt(miR-888-5p) + (-,066)*ΔCt(miR-

891a-3p) −  12,988; 

Y2 =(-0,912*ΔCt(miR-888-3p)) + (0,399*ΔCt(miR-888-5p) + 2.197*ΔCt(miR-

891a-3p) − 10.715. 

 

miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p için ΔCt değerleri fonksiyonlara 

yerleştirildiğinde Y1 > Y2 ise bilinmeyen örnek Semen örneği, Y1 < Y2 ise örnek semen 

dışında bir başka örnek olarak sınıflandırılmıştır. Fonksiyon ile doğruluk oranı %100 

hesaplanmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

Olay yerlerinin rekonstrüksiyonu adli vakaların aydınlatılması için hayati öneme 

sahiptir. Olay yerinde bulunan kanıt niteliği taşıyan biyolojik materyallerin analizi her 

zaman zorlayıcı bir konu başlığı olmuştur. Olay yerleri doğaları gereği (sıcaklık, nem, 

UV ışığı, diğer mekanik etkenler vb.) biyolojik materyallerin degrade olmasına yatkınlık 

sağlayan ortamlardır. Ek olarak olay yerinde bulunabilecek olan biyolojik materyaller 

sıklıkla eser miktarda bulunmaktadır. Biyolojik materyallerin tanımlanmasında yıllar 

içerisinde çeşitli ön tarama testleri ve doğrulayıcı testler geliştirilmiştir. Fakat bu testlerin 

çeşitli dezavantajları bulunmaktadır. Örneğin ön tarama testlerinde kullanılan kimyasal 

ajanlar, DNA testleri gibi ileri analizler için inhibitör etkeni olmaktadır. Bunun dışında ön 

tarama testlerinin hassasiyet dereceleri her zaman yeterli olamayabilir. Dahası yanlış 

pozitif ya da negatif sonuçlarla da karşılaşılmaktadır. Ek olarak eser miktardaki biyolojik 

materyaller boşa harcanabilmektedir. Doğrulayıcı testler ise kompleks iş akışı süreçleri 

ve yüksek maliyetler yaratmaktadırlar2,4–6,22,33. 

Bütün bu etkenler göz önüne alındığında araştırmacılar RNA moleküllerini 

kullanma yoluna gitmişlerdir. Vücut sıvılarının farklı işlevleri olduğu göz önünde 

bulundurulduğunda farklı RNA moleküllerinin farklı kompozisyonlara ve ekspresyon 

paternlerine sahip olduğu beklenmekte ve bilinmektedir. İlk etapta mRNA molekülleri 

öne çıkmış ve çeşitli araştırmalar yapılmıştır. Tüm vücut sıvıları için çeşitli mRNA tipleri 

ve ekspresyon paternleri belirlenmiştir. mRNA moleküllerinin kullanılması başta iyi bir 

strateji olarak görülmekle birlikte boyutları sebebiyle olay yerlerinin zorlayıcı koşullarına 

karşı degradasyona açık moleküller oldukları anlaşılmıştır. Bu zorluğun üstesinden 

gelmek için ise daha küçük RNA molekülleri incelenmiştir. Bu çalışmalar ışığında 

özellikle miRNA’lar öne çıkmıştır. Küçük boyutları degradasyona karşı önemli bir direnç 

avantajı yaratmaktadır. Gen ekspresyonundaki regülatör rolleri sebebiyle bazı 

miRNA’ların doku/vücut sıvılarına özgün olduğu bilinmektedir. Ek olarak ekspresyon 

paternleri de doku ve vücut sıvılarında varyasyonlar göstermektedir. Bu özellikleri 

miRNA’ların vücut sıvısı identifikasyon potansiyellerinin yüksek olduğunu 

düşündürmektedir3,7,15–21,23.  

Bu çalışmada kullanılan miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve 

miR-891a-3p belirteçlerinin ekspresyon seviyelerinin (ΔΔCt) diğer vücut sıvılarıyla 
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karşılaştırıldığında semende daha yüksek olduğu, fakat istatistiksel değerlendirmede 

miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a’nın anlamlı olduğunu ortaya konmuştur (p<0,05).  

Belirteçler semen ve semen olmayan örneklerin ayrımı açısından tekil olarak 

incelendiğinde, miR10a-3p’nin %92, miR10-5p’nin %94, miR-888-3p’nin %96,0, miR-

888-5p’nin %100,0 ve miR-891a-3p’nin %100,0 derecesinde ayrım kapasitesine sahip 

olduğu görülmüştür. Her belirteç tek başına değerlendirildiğinde 5 belirtecin de 

ekspresyon seviyelerine dayalı bir farklılık gösterdiği, ancak bu farklılığın tüm vücut 

sıvılarının ayrımı için istatistiksel olarak yeterli olamayacağı ortaya çıkmıştır. 

Semen örneklerini semen olmayan biyolojik örneklerden ayırt edebilmek için 

basamaklı diskriminant fonksiyon analizi (step-wise method) ile 5 belirteç birlikte 

değerlendirmeye alındığında, en iyi kombinasyonun 888-3p, miR-888-5p ve miR-

891a’nın olduğu; bu üç belirtecin birlikte analiz edildiği program ile oluşturulan 

fonksiyon analizi ile semen-semen olmayan örnek ayrımının %100 güvenilirlikle 

yapılabileceği hesaplanmıştır. Bununla birlikte, miR-10a-3p ve miR-10a-5p’nin test 

edilen örnekler arasında gözlenen ekspresyon seviyelerindeki yakınlık nedeniyle semen 

ayrımı için yetersiz kaldığı ortaya çıkmıştır.  

Zubakov ve ark.’nın vücut sıvılarının tanımlanmasına dayalı miRNA 

belirteçlerinin araştırıldığı örneklemi küçük olan çalışmada (3 erkek ve 3 kadın gönüllü) 

toplanan örnekleri 3 farklı yöntem ile incelemişlerdir. Yaptıkları mikroarray analizinde 

miR-10a’nın diğer vücut sıvılarından farklı olarak ifade düzeylerinin semende daha 

yüksek olduğunu saptamışlardır. Buna karşın miR-891a’nın ifade düzeyinin vajinal 

sekresyonda yüksek olduğunu saptamışlardır. TaqMan probları kullanarak yaptıkları RT-

PCR da ise miR-10a’yı ve miR-891a’yı diğer vücut sıvılarına kıyasla semende yüksek 

eksprese olarak saptamışlardır. Ek olarak LNA probuyla yaptıkları Northern Blotlamada 

yine miR-10a ve miR-891a’yı semene spesifik olarak tespit etmişlerdir. Mikroarray 

analizindeki farklılığın vajinal sekresyonun doğasına bağlı olarak bulunabilen bakteri 

veya mantarlarla ilişkili olabileceğini belirtmişlerdir. Bir diğer olasılık olarak miR-

891a’nın olgun olmayan prekürsörlerinden kaynaklı olabileceğini de belirtmişlerdir. 

Zubakov ve ark.’nın kullandığı mikroarray analizleri için miR-891a’nın semen 

identifikasyonunda uygun olmayacağı görülmektedir. Buna karşın RT-PCR ve Northern 

Blotlama gibi daha güvenilir ve altın standart sayılan teknikler miR-10a ve miR-891a’nın 

semen identifikasyonu için yüksek potansiyel göstermektedir. Bizim çalışmamızda farklı 
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RT-PCR kiti kullanılmasına rağmen miR-891a Zubakov ve ark.’ın yaptığı çalışmayla 

uyum göstermektedir. miR-891a semene spesifik olarak öne çıkmaktadır15. Wang ve 

ark.’nın TaqMan problarıyla yaptığı çalışmada ise 5 farklı (kan, semen, tükrük, menstrüel 

kan, vajinal sekresyon) vücut sıvısı analiz edilmiş ve miR-888 ve miR-891a’nın diğer 

vücut sıvılarına kıyasla semende yüksek oranda eksprese edildiği belirlenmiş ve 

potansiyel semen belirteçleri olarak önerilmiştir. Farklı RT- PCR kitleri kullanmamıza 

rağmen çalışmamızdaki sonuçlarımız benzerlik göstermektedir163. Luo ve ark.’nın 10 

gönüllüyle yaptığı çalışmada 5 vücut sıvısı ve deri hücresi örnekleri RT-PCR yöntemiyle 

analiz edilmiş ve miR-888-5p’nin semen ayrımında oldukça etkin olduğu belirtilmiştir219. 

Sauer ve ark.’nın yaptığı çalışmada ise mikroarray ve TaqMan problarıyla RT-PCR 

yöntemleri kullanılmıştır. Mikroarray analizi sonrasında miR-891a’nın semende çok 

güçlü, vajinal sekresyonda zayıf bir sinyal verdiğini belirtmişlerdir. RT-PCR analizlerinde 

ise miR-891a’nın sadece semende eksperse olduğunu ortaya koymuşlardır. Ek olarak 

miR-10a-5p’nin yapılan 2 analizde de diğer vücut sıvılarıyla karşılaştırıldığında semende 

yüksek eksprese olduğunu eklemişlerdir23. He ve ark.’nın yaptığı 350 kişilik geniş 

kapsamlı çalışmada 5 farklı vücut sıvısı değerlendirilmiştir. SYBR Green kiti kullanılarak 

yaptıkları RT-PCR’ın sonucunda miR-888-5p ve miR-891a’nın semeni ayırt etmekte 

%100 verimli olduğunu belirtmişlerdir. Yaptıkları tüm kör testlerde bu iki belirteç tam 

doğrulukta semen ayrımını sağlayabilmiştir220. Seashols-Williams ve ark.’nın NGS ve 

RT-PCR yöntemlerini kullanarak yaptığı çalışmada miR-891a’nın NGS platformunda 

anlamlı seviyede farklılık göstermediği belirtilmiştir. Fakat RT-PCR analizi ile yaptıkları 

çalışmada semen belirteci olarak söylenebileceği ifade edilmiştir221. Bir diğer çalışmada 

Mayes ve ark. tarafından kapiller elektroforez yöntemiyle yapılmıştır. Bu yöntemde önce 

floresan işaretli lineer ve uzun primerler seçilerek uzun cDNA’lar üretilmiş sonrasında 

elektroforezi yapılmıştır. Tüm semen örneklerinde, elektroforegramda miR-891a’nın 

sinyal piki görülürken, semen olmayan örneklerde bu belirtecin sinyal piki 

gözlemlenmemiştir. Ek olarak bu çalışmada DNA ve miRNA’lar eşzamanlı olarak 

çalışıldığı için iş gücünden önemli ölçüde tasarruf edilmiştir. Buna karşın primer 

maliyetleri büyük ölçüde artmıştır. Çalışmada belirtildiği üzere tüm örneklerin STR 

profilleri de başarıyla belirlenmiştir222. Fujimato ve ark.’nın çalışmasında miR-10a-5p, 

miR-888-5p ve miR-891a incelenmiştir. Yapılan analizler sonucunda miR-10a-5p’nin 

vajinal sekresyon ve kanda da semen ile aynı seviyede eksprese olduğu görülmüş buna 



59 

karşın miR-888-5p ve miR-891a’nın ya semene spesifik olduğu yada semende 

ekspresyonun diğer sıvılara göre daha yüksek olduğunu belirtmiştir223. Park ve ark.’nın 

yaptığı bir çalışmada 60 sağlıklı gönüllüden elde edilen kan, tükürük, semen ve vajinal 

sekresyon örnekleri analiz edilmiştir. Çalışmada mikroarray ve kantitatif RT-PCR 

yöntemleri kullanılmış ve semen için miR-10a’yı düşük eksprese, miR-891a’yı ise çok 

yüksek eksprese olarak raporlamışlardır. Park ve ark. miR-891a’yı mikroarray panelinde 

semen identifikasyonu için ideal bir aday olarak belirtmişlerdir. miR-891a bizim 

çalışmamızda da yüksek doğrulukta ayrım sağlamıştır (%100, p<0.05). Ek olarak 

çalışmamızın başlangıcında analiz etmeyi planladığımız miR-135a ve miR-135b’nin 

vajinal sıvıda semenden daha fazla eksprese olduğunu belirtmişlerdir.  

Park ve ark.’nın yaptığı çalışmada normalizasyon için kullanılan referans gen U6 

olarak belirtilmiştir. Literatürde birçok internal gen önerisi bulunmaktadır. U6 belirteci 

de ilk kullanılan ve halen sıklıkla kullanılmakta olan bir belirteç olsa da literatürde 

özellikle stabilite açısından farklı referans genler de önerilmektedir. Özellikle zamana 

bağlı stabilite çalışmalarında let-7 öne çıkmaktadır. Ek olarak yapılan bir çalışmada 

NormFinder, geNorm ve BestKeeper veri tabanları incelendiğinde SNORD48’in en 

güvenilir 3 adaydan birisi olduğu belirtilmiştir224. Yaptığımız ön analizlerde U6’nın, 

kullandığımız kantitatif RT-PCR sistemlerinde ve ticari kitinde verimli sonuç alınamamış 

ve alternatif olarak SNORD48 referans geni çalışmaya dahil edilmiştir.  

Literatür incelendiğinde bu çalışma ile diğer çalışmalar arasında cDNA eldesinde 

farklı ticari kitler ve total RNA konsantrasyonlarının kullanıldığı görülmektedir. Bir diğer 

farklılık ise istatistiksel analiz modellemelerinde bulunmaktadır Park ve ark. Ct 

değerleriyle istatistiksel analiz modellemeleri yaparken bu çalışmada Ct parametresi 

kullanılmıştır22. Lewis ve ark.’nın yaptığı bir başka çalışmada ise 3 donörden alınan 4 

farklı vücut sıvısı RT-PCR yöntemi ile analiz edilmiş ve miR-891a’nın semene spesifik 

olduğu saptanmıştır. Çalışmamızda kullandığımız RNA izolasyon kitleri ve RT-PCR 

kitleri Lewis ve ark.’ın kullandığı kitlerden farklı olmasına rağmen miR-891a bağlamında 

sonuçlarımız uyumluluk göstermekte ve miR-891a’nın semen spesifik yüksek 

ekspresyonunu ortaya koymaktadır225.  

Lancia ve ark.’nın yaptığı çalışmada ise 17 donörden toplanan örnekler 

çalışılmıştır. Adli vakalar simüle edilmiştir. Analizlerde kot pantolon, kumaş, kondom, 

kâğıt peçete, mendil gibi ortamlardan elde edilen hem tekil vücut sıvıları hem de semen 
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ile karışık kan ve tükürük örnekleri çalışılmıştır. Ek olarak vajinal mukoza ve nazal 

mukoza da analiz edilmiştir. Çalışmada RT-PCR yöntemi kullanılmış ve araştırılan tüm 

belirteçlerin (miR-10a-5p, miR-888-5p, miR-891a-5p, miR-135a-5p ve miR-135b-5p) 

semen ayrımını yapabildiği belirlenmiştir. Buna karşın miR-135a-5p ve miR-135b-5p’nin 

nazal mukozada da yüksek eksprese olduğunu, miR-891a-5p ve miR-10a-5p’nin de 

vajinal mukozada yüksek eksprese olduğunu belirtmişlerdir. Bu sorunu aşmak için tüm 

örnekler için semen identifikasyonunu sağladıkları bir formül geliştirmişlerdir. Ayrım için 

kullandıkları formülasyon ise x ≥ n / 2 (x = Delta CT değeri <30, n = analiz edilen belirteç 

sayısı) şeklindedir. Bizim çalışmamızda ise miR-891a’nın vajinal sekresyonda 

ekspresyonu düşük olarak bulunmuştur (p<0,05). Ek olarak Lancia ve ark. 26 yıllık 

donmuş semen örneğini de çalışmaya dahil etmiş ve araştırılan belirteçlerin stabilitesini 

koruduğunu ortaya koymuşlardır. Bizim çalışmamızda zamana bağlı stabilite 

incelenmediği için karşılaştırma imkânı bulamamaktayız. Stabilite analizleri için yeni 

çalışmalar önermekteyiz226. 

Tian ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada semen spesifik potansiyel miRNA’ları 

incelemiştir. Ek olarak çalışmada günümüzde özellikle artan infertilite ilişkili azospermi, 

astenoospermi, oligospermi, oligospermi ve astenospermi vakalarını sağlıklı 

semen örnekleriyle karşılaştırıp, adli vakalarda potansiyel infertil zanlı senaryolarını 

incelemişlerdir. Cinsel saldırı gibi adli vakalarda azospermik, vb. zanlıların da yer 

alabileceği göz önünde bulundurulduğunda yapılan çalışmadan elde edilen verilerin adli 

analizlerde kullanılabilme potansiyeli ortaya konmuştur. Bunlara ek olarak kan, 

menstrüel kan, tükürük, vajinal sekresyon da ilgili belirteçler için incelenmiştir. Lineer 

Diskriminasyon Analizinden elde edilen 2 boyutlu grafik incelenmiştir. miR-10a ve miR-

10b için sağlıklı semen açısından spesifik kümeleşme göstermiş fakat menstrüel kan 

örnekleriyle kesin bir ayrım sağlanamamıştır. Buna karşın miR-891a ve miR-888 ile 

yapılan analizler diğer vücut sıvılarından kesin bir ayrı küme oluşturmuştur. Azospermik, 

astenoospermik, oligospermik, oligospermik ve astenospermik vakalarda ilgili belirteçler 

analiz edildiğinde miR-10a ve miR-10b diğer vücut sıvılarıyla ayrım sağlayamamış buna 

karşın miR-888 ve miR-891a belirteçleri ayrım sağlayabilmişlerdir227. Bu çalışmaya göre 

infertil bireyler, çalışmamızda da bulunan miR-888 ve miR-891a ile ayırt edilebilme 

potansiyeli göstermektedir. Bizim çalışmamızda likefaksiyon, motilite, sperm sayımı vb. 

parametreler olmadığı için karşılaştırma yapma imkânı bulamamakla birlikte gelecek 
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zamanlarda adli bilimler açısından validasyon bağlamında başka çalışmaların yapılması 

önerilmektedir. Bu konuda yapılan bir başka çalışmada ise Fujimoto ve ark. 

normospermik ve azospermik örnekleri miR-10a-5p, miR-888-5p ve miR-891a için test 

etmişlerdir. Yapılan analizler sonucunda normospermik örnekler ve azospermik 

örneklerin arasında fark olmasına rağmen seçilen bu 3 belirteçin, semeni diğer vücut 

sıvılarından açık şekilde ayırt edebildiğini göstermişlerdir. Bu çalışmalar incelendiğinde 

özellikle miR-888-5p ve miR-891a’nın sperm anomalilerine sahip semen örneklerinde 

bile ayrım sağlama potansiyeli yüksek belirteçler olduğu görülmektedir228. 

Literatür ve bizim sonuçlarımız arasında çoğunlukla paralel analiz sonuçları elde 

ettiğimiz görülmektedir. miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a semen için ayırt edici 

belirteçler olarak görünmektedir. Literatür incelendiğinde var olan bazı farklılıkların 

RNA izolasyon yöntemleri, cDNA eldesi, RT-PCR kitleri gibi önemli adımlardaki 

farklılıklardan kaynaklandığı düşünülmektedir. Ek olarak NGS, mikroarray, kapiller 

elektroforez, vb. gibi farklı platformlarda yapılan analizler ve istatistiksel yazılımlar da 

bu farklıları önemli ölçüde açıklamaktadır. 

miRNA’lar adli bilimler camiasında artarak popülerleşmeye ve yaygınlaşmaya 

devam edecektir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Test edilen 5 belirtecin 10’u semen 40’ı diğer vücut sıvılarından oluşan toplam 50 

örnekte yapılan diskriminant fonksiyon analizi ile; 

- Belirteçlerin 5 farklı grup olarak sınıflandırılan her bir vücut sıvısını diğer vücut 

sıvısından/sıvılarından ayırt edebilme potansiyelleri 

o miR-10a-3p   %54,0 

o miR-10a-5p  %70,0 

o miR-888-3p  %56,0 

o miR-888-5p  %62,0 

o miR-891a-3p  %56,0 

olarak hesaplanmıştır. 

- Belirteçler semen ve semen olmayan örneklerin ayrımı açısından iki gruba 

ayrılarak incelendiğinde, semen örneğini diğer biyolojik materyallerden (kan-

menstruel kan-tükrük-vajinal sekresyonun dahil olduğu tüm örnekler birlikte bir 

grup) ayırt edebilme potansiyelleri 

o miR-10a-3p   %92,0 

o miR-10a-5p  %94,0 

o miR-888-3p  %94,0 

o miR-888-5p  %100,0 

o miR-891a-3p  %100,0 

olarak saptanmıştır. 

- Toplam 50 örnekte, 5 belirteç ile birlikte yapılan diskriminant fonksiyon 

analizinde (step-wise method) miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p birlikte 

değerlendirilerek %100,0 doğrulukta semen/semen olmayan örnek ayrımı 

yapılabileceği hesaplanmıştır.  Bu sonuçlar ışığında semen identifikasyonu için 

miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p’nin 3’lü kombinasyonun birlikte 

kullanılmasının güvenilir semen tanımlanması için uygun olacağı sonucuna 

varılmıştır. 

- Bir sonraki aşamada miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p belirteçlerinin 

zaman/çevre koşullarına bağlı stabiliteleri ile sperm patolojilerine sahip 
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örneklerin incelenmesi ve laboratuvar koşullarında geçerlilik ve güvenilirlik 

testlerinin yapılarak laboratuvarda kullanılması önerilmektedir.  

- Son olarak adli analizlerde minimum örnekten maksimum verim alma önemli bir 

kriter olduğundan, her bir vücut sıvısına spesifik olan multi-belirteçler 

belirlenecek ve belirlenen bu belirteçler ile tüm vücut sıvılarının tanımlanmasına 

olanak tanıyan bir multipleks oluşturulacaktır. Oluşturulacak olan bu multipleks 

içinde semen için önerilen bu üç belirteçten en az ikisinin kullanılmasının uygun 

olacağı düşünülmektedir.  
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