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OZET

Cesitli miRNA Belirteclerinin Semen Ozgiinliigiiniin Arastirilmasi

Adli bilimlerde yasanan gelismeler sayesinde olay yerlerinde karsilasilan
orneklere karsi cesitli yaklasimlar gelistirilmistir. Kimliklendirme ac¢isindan DNA
temelli yaklasimlar one c¢ikarken, olay yerini yeniden canlandirmak icin gerekli
parametrelerden biri olan viicut sivisi/dokusu identifikasyonunda RNA temelli
yaklasimlar on plandadir. Literatiir incelendiginde “mesajc1 RNA (mRNA)” ya
dayali yaklasimlarin temel problemi degradasyona egilimli olusu olarak
goriilmektedir. Buna karsin “mikro RNA” molekiilleri ise degradasyon etkenlerine
karsi1 daha dayamkhdir. Bu ozellikleriyle adli bilimler acisindan o6nemli bir
potansiyele sahiptirler. “Kodlamayan Mikro RNA (nc miRNA)” 18-22 niikleotid
uzunlugunda, epigenetik mekanizmalarda onemli roller iistlenen ve gen
ekspresyonunu diizenleyen bir RNA molekiiliidiir. Gen ekspresyonunu, ¢esitli baska
proteinlerle kompleksler olusturup, mRNA’larin 3’ UTR bolgelerine baglanarak
down regiile ederler. mRNA tiplerinin doku/viicut sivis1 spesifik ekspresyon
profilleri oldugu goz oniine alindiginda, onlari regiile eden miRNA’larin da benzer
spesifite gosterdigi sonucuna ulasilmaktadir. Kan, semen, tiikiiriik vb. gibi cesitli
ornekler olay yerinde en sik karsilasilan viicut sivilaridir. Literatiir incelendiginde
semen identifikasyonu icin one ¢ikan miRNA’lar miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-
888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p olarak belirtilmistirr Bu calismada 50
goniilliiden alinan vendéz kan (n=10), menstriiel kan (n=10), vajinal sekresyon
(n=10), tiikiiriik (n=10) ve semen (n=10) orneklerinde miR-10a-3p, miR-10a-5p,
miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p belirtecleri ile referans gen olarak
SNORD48’in kullanmilmustir. Belirtecler SYBR Green’e dayah gercek zamanh
kantitatif PCR ile analiz edilmistir. Viicut sivilarin1 semen/semen olmayan seklinde
gruplayarak yaptigimiz 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) dogrulukta semen ayrimi yapabilmektedir. Istatistiksel analizler
sonucunda miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p kombinasyonunun semen
identifikasyonunda en iyi performansi gosterdigi belirlenmistir. Bu 3 belirte¢
birlikte kullamldiginda %100,0 dogrulukta semen orneklerini diger viicut
sivilarindan ayirt ettigi gorillmektedir.

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, miRNA, Semen, Viicut Sivisi identifikasyonu



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
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1. GIRIS

Olay yerinin rekonstriiksiyonu ve olayin aydinlatilmasi agisindan adli seroloji ve
adli genetik metodlar1 30 yili askin siiredir yaygin sekilde kullanilmaktadir. Olas1
stiphelilerin kimliklendirilmesi amaciyla DNA analizleri kullanilmakla birlikte, olay yeri
orneklerinin tanimlanmasi amaciyla 6n tarama testlerinin kullanimi rutin pratikte daha

cok goriilmektedir'-2.

Bununla birlikte ©6n tarama testlerinin ¢apraz reaksiyon,
tekrarlanabilirlik, yanlis pozitiflik gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Buna ek olarak
bu testlerin uygulamalari, olay yerinde halihazirda az veya eser miktarda bulunacak olan
leke gibi delillerin, DNA testleri gibi kimliklendirme agisindan daha kritik olan ileri
analizlerini olanaksiz hale getirmektedir’ . Bu gibi sorunlarin ¢dziimii igin alternatif
yollar aranmis ve halen aranmaktadir. Belirlenen stratejiler arasinda doku/viicut sivilarina
0zglin RNA belirtecleri arastirilmistir. Bunlarin disinda doku/viicut sivilarina 6zgiin DNA
metilasyon paternleri de arastirilmis ve halen arastirilmaktadir. Ozellikle yapilan ilk
calismalarda mesajc1t RNA (mRNA) belirteglerinin kullanilmasit planlanmis ve oldukca
iyi sonuglar alinmistir. Periferik kan, semen, vajinal s1vi, menstriiel kan, tiikiiriik gibi olay
yerinde siklikla karsilasilan viicut sivilarina odaklanilmis ve bu sivilara 6zgiin belirtecler
ortaya konulmustur>*’. Bu mRNA belirteglerinin postmortem interval, yas, cinsiyet
belirleme gibi analizlerde de kullanilabilecegi diisiiniilmektedir®!!. Olay yerinden elde
edilen az ve/veya eser miktardaki Orneklerin hem kimliklendirme agisindan DNA
analizlerinin, hem de viicut sivisinin belirlenmesi agisindan mRNA analizlerinin ayni
anda yapilmas1'?, gelistirilen teknik sayesinde miimkiin olmaktadir. Buna bagl olarak
delil miktar kayb1 minimize edilmekte, elde edilen veri ise maksimize edilmektedir'?.
mRNA analizlerinin de baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi olay
yeri ortamlarinin degiskenliginden kaynaklanmaktadir. Glinesten kaynaklanan ultra
viyole (UV) radyasyon, nem, 151k, 1s1 degisimleri, yagmur gibi iklim olaylar1 gibi etkenler
mRNA degredasyonu ya da stabilitesini énemli olgiide etkilemektedir'®. Bu sorunun
¢Oziimii i¢cin mikro RNA (miRNA) olarak isimlendirilen, 18-22 niikleotid uzunlugunda
ve bu kii¢iik boyutu sebebiyle olay yerinin potansiyel degiskenlerine kars1 gorece daha
stabil ve degredasyona direngli epigenetik mekanizmalarda Onemli rol iistlenen

kodlamayan RNA grubu, yapilan arastirmalarda dne ¢ikmistir!>1°,



Bununla birlikte miRNA’larin  doku/viicut 06zgilliigiiniin ileri analizlerle
incelenmesi gerekmektedir!>2*%,

Bu ¢alismada miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-
3p belirtegleri kullanilmis ve onemli bir olay yeri delili olan semene 6zglinliikk

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Alec Jeffreys’in 1984 yilinda yaptigi devrimsel “DNA parmak izi” kesfinin
tizerinden gegen 40 yi1l boyunca, adli bilimlerde bir¢cok gelisme yasanmis/yasanmaktadir.
Ozellikle Kary Mullis’in 1993 yilinda gelistirdigi ve ona Nobel &diilii kazandiracak olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin kesfi, adli bilimler agisindan ¢ok énemli
avantajlar saglamistir. Adli analizlerde kullanilacak olan DNA’nin miktarini 6nemli
Olclide azaltmasi, degrade oOrneklerden profilleme yapmayi olanakli hale getirmesi,
zamandan ve i giiciinden tasarruf gibi avantajlar PCR teknigini adli bilimler agisindan
olduk¢a 6nemli kilmaktadir®*2°. Sonrasinda ise Edwards ve arkadaslari tarafindan
tanimlanan Short Tandem Repeats (STRs)’ler adli analizlerde kullanilmistir. 1990’larin
sonuna geldiginde STR’ler adli genetik laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilir hale
gelmistir?’. Adli bilimlerde yasanan bu devrimsel gelismeler yillar igerisinde standartize
edilmistir. Cesitli sirketler araciligtyla ticari kitler gelistirilmis ve bu sistemlerin daha da
yayginlagsmasini saglamistir. Glinlimiizde adli genetik laboratuvarlarinda hem otozomal
hem de gonozomal STR belirteg sistemleri altin standart olarak kullanilmaktadir®® !, Adli
genetik analizler, yeni nesil sekanslama gibi teknolojik platformlarin da ortaya ¢ikmasiyla
birlikte daha da etkin hale gelmistir®2,

Hukuk sistemleri ve adli bilimler camiast DNA’ya dayali kimliklendirme
sistemini kabul etmekle birlikte, olay yerinin rekonstriiksiyonu acisindan sadece DNA
delillerinin yeterli olmadig1 durumlar oldugunu belirtmektedirler®*. Bu camia igerisinde
“X sahis hakkinda cinsel saldir1 iddiast olundugunda” kanita dair sorular yiikselmektedir.
Ornek vermek gerekirse, cinsel siddete/istismara maruz kaldigim belirten bir magdurun
iddiasinin dogrulugu arastirilirken, olay yerinde bulundugu, DNA analizi ile dogrulanan
siipheli sahis/lar hakkinda cinsel saldir1 “yasanmistir” denilmesi miimkiin degildir*,
Cinsel saldirty1 isaret edebilecek olan en 6nemli delil elbette semen ve vajinal sekresyon
bulgusu olacaktir. Bununla birlikte bu ayrimi yapmakta kullanilan 6n tarama testleri
cesitli dezavantajlar yaratabilmektedir. Yanlis pozitiflik, az miktardaki delilin, DNA
analizlerine imkan vermeyecek sekilde kullanilmasi gibi sorunlar 6ne ¢ikmaktadir. Olay
yerinin rekonstriiksiyonu agisindan, RNA molekiillerinin analiz edilmesinin adli bilimler

alaninda biiyiik bir potansiyel tasidig1 gosterilmistir®>. Ozellikle postmortem intervalin



belirlenmesinde, yara yas1 tahminlerinde, biyolojik lekelerin yas tahminlerinde, patolojik
durumlarin ~ varliginin  aragtinlmasinda  ve  viicut  sivilarin/dokularinin
kimliklendirilmesinde kullanilabilecegi belirtilmektedir>*>. Farkli doku ve hiicre
tiplerinin farkli gorevleri oldugu g6z oniine alindiginda RNA profillerinin degiskenlik
gosterecegi bilinmektedir. Bu amagla cesitli mRNA belirtecleri kullanilmis ve venoz kan,
tikriik, menstriiel kan, semen ve vajinal sekresyon gibi viicut sivilarmin ayrimi

yapilabilmistir. Reverse Transkriptaz PCR tekniginin®

gelistirilmesi bu RNA
analizlerinin yapilabilmesini 6nemli Olgiide kolaylastirmistir. Bununla birlikte olay
yerinin, kompleks ve birden fazla fiziksel etkenin bir arada bulundugu ortamlardan
olustugu goz oniine alindiginda, mRNA’larin degradasyona yatkin dogasi ¢esitli sorunlar
yaratmaktadir'*. Bu sorunu asmak adina arastirmacilar kiiciik molekiiler boyutlari

sayesinde degradasyona daha direngli olan miRNA molekiillerinin kullanimini

onermislerdir'®!”. Bu tez kapsaminda semene spesifik miRNA profilleri incelenmistir.

2.2. RNA’larin Genel Ozellikleri

RNA (Riboniikleik Asit), temel olarak DNA’da kodlanmis olan bilginin
transkripsiyonundan ve translasyonundan sorumlu, aminoasitlerin ve dolayisiyla
proteinlerin diizenlenmesinde ve ekspresyonunda gorev alan polimerik bir niikleik asittir.
RNA incelendiginde 5 karbonlu riboz sekerden, 1 fosfot grubundan ve Adenin, Guanin,
Sitozin ve Urasil bazlarindan birinden olustugu goriilmektedir’’. Bu formdaki
niikleotidler, fosfodiester baglariyla poliniikleotid bir zincir olusturmaktadir (Sekil 1).
RNA’y1 DNA’dan ayiran temel farklar ise, RNA’nin tek zincirli olmasi, Timin bazi yerine
Urasil bazina sahip olusu ve deoksiriboz sekeri yerine riboz sekerine sahip olmasi olarak

belirtilebilir.



Sekil 1.. RNA’nin molekiiler yapisi

DNA’da kodlanan bilginin RNA’lar araciligiyla islenmesi, diizenlenmesi ve hatta
susturulmasi iglemleri hiicresel fonksiyonlar icin hayati 6neme sahiptir. Bu bilgi akisi
farkli RNA tipleri aracilifiyla gergeklesmektedir. RNA’lar temel olarak 2 ana grupta
simiflandirilmaktadir (Sekil 2). Bunlar kodlayan ve kodlamayan gruplar olarak
belirtilmektedir. Kodlayan grup mRNA’lardan olusurken, kodlamayan grup 2 alt gruba
ayrilmaktadir. Yapisal grupta tasiyici/transfer RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA)
bulunmaktadir. Diizenleyici grup ise kisa ve uzun kodlamayan grup olarak ayrilmaktadir.

Bu grup gen ekspresyonunun isleyisini diizenleyen RNA’lardan olusmaktadir.
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Sekil 2. RNA siniflandirilmasi®®

2.2.1. Mesajc1 RNA’lar

Cift zincirli DNA’daki genetik kod, bir takim yardimci ve diizenleyici proteinler,
enzimler ve promotdr ad1 verilen bolgelere baglanan baz dizileri araciligiyla, kalip DNA
zincirine anti-sense olacak sekilde pre-mesajc1t RNA’lara transkripte olur. Sonrasinda
“splicing” adi1 verilen bir siire¢ ile pre-mRNA dizisinden intronlar ¢ikarilir,
“poliadenilasyon” adi verilen diger bir modifikasyon ile Poly(A) kuyrugu eklenir,
basliklama denilen bir diger modifikasyon ile ise 5’ u¢ metillenir ve ortaya kodlayan
matlir mRNA dizisi ¢ikar (Sekil 3 ve Sekil 4). Ortaya ¢ikan bu yeni molekiil ¢esitli bagka
protein kompleksleri araciligiyla niikleustan disari taginip amino asit sentezinde rol
oynar®®. Okaryotik hiicrelerdeki RNAnin yaklasik %35 ini mRNA’lardan olusmaktadr.
Okaryotik mRNA’lar monosistronik karakter gostermektedirler. Bir dkaryotik hiicrede
10000 kadar farkli mRNA c¢esidi bulunmaktadir. Hiicrelerin islevlerine gére mRNA

ekspresyon profilleri degiskenlik gosterebilmektedir®”4%42,
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2.2.2. Transfer RNA’lar

Kodlamayan, yapisal RNA’lar grubundadirlar. Amino asit/peptid sentezinde
ribozomlarda bulunan mRNA molekiillerinin translasyonundan sorumlu olan tRNA’lar
hiicredeki total RNAnin %15 kadarini olusturmaktadirlar. tRNA’lar genellikle 75-90 baz
uzunlugundan olusan tek zincirli poliniikleotid molekiilleridir. Tek zincirli haldeki
molekiiliin bazlari, kendi aralarinda eslesmeler yaparak 3 yaprakli yonca benzeri bir
konfiglirasyon olusturmaktadir (Sekil 5). tRNA, sentezlendikten sonra bir dizi
modifikasyonlar gecirmektedir. Bu modifikasyonlar temel olarak D-loop ve T-loop adi
verilen bolgelerinde goriilmektedir. Adini, gecirdigi niikleotid modifikasyonundan alan
D-loop bolgesi, Urasil niikleotidlerinin indirgenerek Dihidroiiridin halini almasiyla
ortaya c¢ikar. T-loop bolgesinde ise bulunan Urasil niikleotidleri metillenerek
Ribotymidine (T) modifiye edilir. Bir diger kol olan amino asit baglanma bdolgesi
RNA’nin 3’ ucuna karsilik gelmektedir. Amino asitler burada bulunan C-C-A dizisi ile
kovalent bag yaparlar. Bir diger kolda ise antikodon bdlgesi bulunmaktadir. Bu béliimde
ilgili mRNA’ya komplementer 3 baz uzunlugundaki niikleotid dizisinden olusan bir dizi
bulunur (Sekil 6). Bunlara ek olarak degisken kol denilen bir ilmik de mevcuttur. Her bir
tip tRNA spesifik bir aminoaside baglanabilir. Bununla birlikte aminoasitler birden fazla

tRNA ile bag yapabilir®’#!42:4°,
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Sekil 6. tRNA fonksiyon

2.2.3. Ribozomal RNA’lar

Hiicredeki protein sentezi makinesinin en Onemli birlesenlerinden biri olan
ribozomlarin %65 kadar1 rRNA’lardan olusmaktadir. Total hiicre RNA’sinin %85 kadarini
da rRNA’lar olusturmaktadir. Pre-rRNA sentezlenmesinin ardindan sno RNP’lar adi
verilen bir grup protein ve snoRNA’lardan olusan kompleks, yeni olugsan pre-rRNA
molekiiliinii birtakim modifikasyonlar ile olgun hale getirir. Bunlar metilasyon,
psodoiiridin formasyonu ve diger bazi modifikasyonlar olarak 6zetlenebilir. Ortaya ¢ikan
olgun rRNA ribozomlarin 2 alt {initesini diger baska proteinlerle birlikte olusturmaktadir.
Okaryotik organizmalarda, 40S’lik kiiciik alt iinitede 18S, 60S’lik biiyiik alt iinitede ise
5S, 5.8S ve 28S’lik rRNA molekiilleri bulunmaktadir. Aminoasit sentezi sirasinda
mRNA’lar bu iki alt iinite arasinda bulunmaktadirlar. Kiigiik alt {inite mRNA’larin
tutundugu boliimdiir. Biiyiik alt iinitede ise tRNA ile koordineli sekilde amino asit
polimerizasyonu gerceklesmektedir (Sekil 7). Ribozomlardaki rRNA’lar amino asit

polimerizasyonunda katalizdr olarak gorev yapmaktadirlar*®4.
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2.2.4. Long Non Coding RNA’lar

Uzunlugu 200 niikleotitten daha fazla olan kodlamayan RNA cesididir.
Bulundugu yere, sekansina, yapisal 6zelliklerine ve fonksiyonlarina gore farkli sekillerde
simiflandirilmaktadirlar. Genellikle yapisal proteinlerle etkilesime girerek islev goriirler.
Histon modifikasyonunda ve protein-DNA etkilesimde rol oynamaktadirlar (Sekil 8).
Ornegin Xist gibi memeli disilerinde dozaj kompanzasyonunun saglanmast igin gereken
X kromozom inaktivasyonunda rol oynamaktadirlar. Bunun disinda kanserlerle iliskili

olan HOXD lokusunun susturulmasinda da gorev aldigi bilinmektedir® !,
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2.2.5. Small Non-Coding RNA’lar

18-200 niikleotitten olusan bir uzunluga sahip, kiiciik kodlama yapmayan
RNA'lardir. RNA’larla ilgili olarak 150’den fazla kimyasal modifikasyon c¢esidi
saptanmistir. Bu post-transkripsiyonel modifikasyonlar RNA biyogenezinde ve RNA’nin
islev gostermesi bakimindan ©6nemli roller iistlenmektedir’>>®. sncRNA’larin
posttranskripsiyonel modifikasyonlar ve diizenleyici islevlerine ek olarak bu RNA
tiplerinin bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde gorev aldiklart goriilmektedir.
Fizyolojik islevlerine Ornek olarak noron ve kaslarin gelisimde oynadiklari rol
verilebilir’®. Patofizyolojik siireglere ise tiimdr gelisimi ve metabolik hastaliklarin
gelisimindeki etkileri ornek verilebilir®®®!. MikroRNA'lar (miRNA'lar), PIWI ile
etkilesen RNA'lar (piRNA'lar), small nucleolar RNA’lar (snoRNA), small nuclear
RNA'lar (snRNA'lar) sncRNA grubunda yer almaktadirlar®*% (Sekil 9).
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2.2.5.1. Piwi Interacting RNA’lar

23-32 niikleotit uzunlugunda olan Piwi-interacting RNA’lar (piRNA'lar), sncRNA
ailesinde yer alirlar. Ozellikle germline hiicrelerinde bulunan piRNA'lar,
retrotranspozonlarin  ve transpozonlarin susturulmasinda gorev alarak genom
stabilitesinin korunmasinda kritik rol oynar® (Sekil 10). Ek olarak piRNA'lar, histon
modifikasyonu ve DNA metilasyonunu tetikleyerek epigenetik mekanizmalarda da rol
oynarlar®. Bozulan piRNA ekspresyonunun bazi rol hastaliklarda rol oynadig
diisiiniilmektedir. Ornegin yapilan bazi calismalarda kanser hastalarinda piwi
proteinlerinin asir1 eksprese edildigi goriilmiistiir®®. piRNA'lar, primer biyogenez ve
sekonder biyogenez olmak iizere iki temel yol ile tiretilir. Primer biyogenezde, piRNA
prekiirsorleri Dicer enzimine ihtiyag duymaksizin Argonaute protein ailesinin bir iiyesi
olan PIWI proteinlerine baglanarak bir kompleks olusturur®’. Sekonder biyogenezde ise,
ilk tretilen piRNA'larin rehberliginde yeni piRNA'lar amplifiye edilir bu siire¢ "ping-
pong amplifikasyonu/dongiisii" olarak bilinmektedir. Bu siireg, transpozon RNA'larinin

pargalanmasini ve yeni piRNA'larin olusmasinin tetiklemesi olarak dzetlenilebilir®,
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Sekil 10. piRNA fonksiyon

2.2.5.2. Small Nuclear RNA’lar

Uzunlugu yaklasik 150 niikleotitten olusan snRNA’lar, sncRNA ailesine ait olan
molekiillerdir. Niikleusta bulunurlar ve genetik bilginin islenmesinde 6nemli roller
oynarlar. Matiir mRNA molekiillerinin olusmasindaki asamalardan biri olan splicing
evresinde kritik bir role sahiptirler. Spliceosome kompleksinin olugsmasinda énemli bir
rol oynayarak pre-mRNA’daki intron sekanslarinin ¢ikarilmasini veya bir baska degisle
ekson sekanslarinin birlestirilmesini saglarlar70. Ozellikle U1, U2, U4, U5 ve U6 bu
RNA’lara 6rnek olarak verilebilir. Her bir snRNA ¢esitli bagka proteinlerle bir araya
gelerek kendi small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) komplekslerini olustururlar.
Sonrasinda bu snRNP’ler bir araya gelerek splicesome aletini olusturur’' (Sekil 11).

72774 Normal

Biyogenezleri genellikle RNA polimeraz II araciligiyla olmaktadir
fizyolojik islevlerin yanisira, kanserlesme gibi bazi patofizyolojik olaylarda da
snRNA’larin bazi roller oynadigi goriilmektedir. Over ekspresyon gosteren bazi

snRNA’larin onkogenik ozellikler tagiyabilecegi gosterilmistir’>.
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2.2.5.3. Small Nucleolar RNA’lar

Genellikle hiicrenin niikleolusunda bulunan snoRNA’lar 60-300 niikleotit
uzunlugundadirlar. sncRNA ailesinin 6nemli bir liyesidir. Ribozomlarin posttrankripsiyon
modifikasyonu ve matiir hale gelmesinde énemli bir rol tistlenmektedir. Bunun disinda
snRNA’larin da posttranskripsiyonel modifikasyonunda gorev alir. Bu mekanizmalar
metilasyon ve psedoiiridilasyon olarak 6zetlenebilir’’. Temel olarak 2 tip snoRNA
kategorize edilmektedir. C/D Box snoRNA ve H/ACA Box snoRNA olarak
isimlendirilmektedirler. C/D Box snoRNA sinifi, rRNA'nin 2'-O-metilasyonunda goérev
almaktadir. C/D box snoRNA'lar, C (UGAUGA) ve D (CUGA) boxlarin1 igeren koruyucu
dizilere sahiptir H/ACA box snoRNA'lar ise rRNA ve snRNA'larin
psodoiiridilasyonunda gérev almaktadir. Bu snoRNA'lar, H box (ANANNA) ve ACA box
iceren yapisal motiflere sahiptir (Sekil 12). Bu modifikasyonlar rRNA’nin islevinin ve
striiktiirel stabilitesinin artmasin1 saglamaktadir. Bunlara ek olarak bazi durumlarda
spliceosome a katilarak gen ekspresyonunda rol oynamaktadir’®®!. Bunlara ek olarak
snoRNA’larin kanser ve norodejenaratif hastaliklarla iliskili oldugu diistintilmektedir.
Ornegin asir1 ekspresyonu bazi akciger kanserleriyle iliskilendirilirken, az ekspresyonu

prostat kanseriyle iliskilendirilmistir®>®,
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Sekil 12. snoRNA fonksiyon

2.2.5.4. Mikro RNA’lar

Lee ve arkadaslar1 1993 yilinda Caenorhabditis elegans lizerinde, solucanin larval
gelisim siirecine dair arastirma yaparken 6nemli bir kesifte bulundular. Lin-4 ad1 verilen
bu genetik materyal LIN-14 isimli bir proteini gegici olarak down regiile ederek larvanin
gelisiminde onemli bir rol oynamaktaydi®. Ilerleyen yillardaki ¢alismalarda, 18-22
niikleotid uzunlugunda, sncRNA ailesine iiye olan bu mikro RNA’larin epigenetik
mekanizmalarda 6nemli roller {istlenen ve gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiller
olduklar1 ortaya konulmustur. Gen ekspresyonunu, cesitli baska proteinlerle kompleksler
olusturup, mRNA’larin 3> UTR bolgelerine baglanarak down regiile etikleri
saptanmuistir®®®®. Kesfedilen tiim miRNA’lar kategorize edilmis ve bir veri tabam
olusturulmustur. mirBase adi verilen bu veri tabani siirekli olarak giincellenmektedir.
mirBase incelendiginde, insanda belirlenen 1917 adet miRNA bulunmaktadir. Yeni

calismalarla bu saymnin artacag: diisiiniilmektedir®’.
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Biyogenez

miRNA biyogenezi ise oldukca kompleks bir siire¢ olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
miRNA’lar, RNA polimeraz II veya RNA polimeraz III enzimleri tarafindan ilgili
sekanstan transkripte edilmektedirler’!. Hair pin yapisindaki immatiir pri-miRNA bu
sekilde niikleusta sentezlenir. Bu noktadan sonra yine niikleus i¢erisinde bulunan DGCRS
isimli protein tarafindan isaretlenir ve bir tiir RNA III endoniikleazi olan DROSHA
enzimi uyarili. DROSHA/DGCRS8 kompleksi pri-miRNA’ya baglanir ve belirli
sekanslar1 keserek pre-miRNA’y1 olusturur. Ortaya ¢ikan 70-100 nt uzunlugundaki Pre-
miRNA, exportin-5/RanGTP adi verilen bir kompleks araciligiyla niikleustan
sitoplazmaya dogru tasinir. Pre-miRNA sitoplazmaya transfer oldugunda exportin-5’den
ayrilarak yine bir tiir RNAaz III endoniikleazi olan DICER ve TRBP tarafindan taninir ve
isaretlenir. TRBP, DICER 1n daha stabil calismasini saglar. DICER pre-miRNA’nin hair
pin kismin1 sekanstan keser ve iki zincirli miRNA molekiiliinii olusturur. Buna matiir
miRNA adi verilmektedir. Daha sonrasinda Arganout protein ailesinden olan Ago2,
HSC70/HSP90 gibi bir dizi saperon kompleksleri araciligiyla DICER proteiniyle
etkileserek miRNA’ya baglanir. iki zincirden biri Ago2 tarafindan kesilir ve geriye tek
zincirden olusan “kilavuz zincir” /Ago2 kompleksi kalir. Sonrasinda bu komplekse
TNRC6 proteininin baglanmasiyla miRISC makinasi tamamlanmis olur (Sekil 13,14,15
ve 16). Kilavuz zincir, regiile edilecek olan mRNA molekiiliine ya tamamen ya da parsiyel

olarak uyumludur®>%*3,
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Yapilan bazi calismalar miRNA biyogenezinin alternatif baska sekillerde de
olabildigini iddia etmektedirler. Bu calismalarda pre-mRNA’dan intron bolgeleri
splizying ve/veya mikroprosesor ile ¢ikarildiginda pri-miRNA’larin, pre-miRNA’larin ve
mirtronlarin olustugu gosterilmektedir. Bu senaryoda pri-miRNA’lar Drosha/DCGRS
kompleksiyle etkilesime gecerek matiirasyonuna devam ederken, pre-miRNA’lar bu
yolag1 atlamig olurlar. Mirtronlar da debranching sonrasinda pre-miRNA formunda

olduklar1 i¢in Drosha/DCGRS8 modifikasyonununu atlamaktadirlar®’-"-10,
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Sekil 16. miRNA biyogenez ve fonksiyon 4 °!

Fonksiyon

Matiir mi-RNA, RISC kompleksiyle birlestikten sonra hedefledigi mRNA’ya
afinite gostererek translasyonda 6nemli bir rol oynar. Genel olarak mi-RISC kompleksi
Watson-Crick baz eslesmesi yoluyla hedef mRNA’ya parsiyel ve/veya tam olarak
komplementer karakter gosterir. Bu parsiyel ve/veya tam karakter hem mi-RNA-RISC
kompleksinin fonksiyonunu hem de etkisini belirler. “Seed Sekans” adi1 verilen 2-11 nt
uzunlugundaki miRNA sekans1 hedef mRNA’y1 belirlemede 6nemli bir rol oynar. Seed
sekans mi-RNA’nin transkripsiyonu regiile ederken oynadigi rolii biiytlik 6l¢iide belirler.
Buna ek olarak tek bir miRNA kilavuz zinciri birka¢c farkli mRNA tiplerini
hedefleyebilecegi gibi birden fazla miRNA tipi, tek bir mRNA tipini de
hedefleyebilmektedir'®.
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Mi-RISC, mRNA’nin ORF denilen kisimlarina baglanarak translasyonun
inhibisyonunu nadiren de olsa saglayabilir fakat genellikle mRNA’nin 3°’UTR ucu mi-
RISC tarafindan hedeflenmektedir. Eger seed sekans hedef mRNA’ya tam komplementer
olarak baglanirsa ki hayvanlarda genellikle tam uyum goriiliir, slicing-bagimli yolak
aktive olur'® 197 AGO proteinleri, RISC komplekslerine yiiklenen miRNA’lar
araciligiyla hedef 6zgiilliigii saglarken, TNRC6 (triniikleotid tekrar iceren gen 6 protein
ailesi), AGO’nun PIWI bolgesine baglanarak decapping ve deadenilasyon
komplekslerinin olusmasini saglar®>. TNRC6, hedef mRNAnin poly(A) kuyrugunun
kisaltilmasi i¢in poli(A)-niikleaz (PAN) ve CCR4-NOT kompleksini poly(A) kuyruguna
baglar, bu da decapping ile 5'-3' ekzoniikleolitik yikim yoluyla mRNA'nin
destabilizasyonuna yol agar'®®. Ayrica TNRC6 ve CCR4-NOT kompleksi, elF4E ile
etkilesime giren (elF4G ile rekabet eden) DDX6'nin toplanmasina da katkida bulunarak,
hedef mRNA'larin yikimmi ve translasyonel baskilanmasmi artirir'®. Seed sekans
parsiyel olarak hedef mRNA’ya baglanirsa slincing-bagimsiz yolak mekanizmasi
aktiflesir. AGO’ya bagli kesilme mekanizmasi aktive olmaz. Bu yolaktaki mekanizma
tam olarak kesfedilmemis olmasina ragmen calismalar mRNA translasyonunun baglangic
ve/veya uzama asamalarinda miRNA’larin, translasyonun inhibisyonuna yol actigini

gosteren kanitlar 6ne siirmektedirler!!%!!

. Translasyon faktorlerinin mi-RISC’ bagh
cesitli molekiiler mekanizmalar aracilifiyla baskilandigi diistintilmektedir. Buna ek
olarak P-cisimciklerinin de siire¢te 6nemli bir rol oynadigini gosteren cesitli calismalar
bulunmaktadir. P-cisimciklerinin, miRNA aracili ¢esitli mekanizmalarla mRNA
baskilanmas1 ve/veya mRNA degradasyonunun gercgeklestigi yer oldugunu
gostermektedir. P-cisimcikleri, mRNA’nin decapping, deadenilasyon ve translasyonel
represyonu gibi siirecler icin gereken cesitli enzimleri ve faktorleri igerir''>!'7. Ornegin
deadenilasyon enzimleri Ccr4, Notl, Pop2, decapping enzimleri Dcpl, Dcp2 ve
niikleazlar Xrnlp ve ekzosom, P-cisimcikleri iginde bulunur’-"'*!18-120 Tragnslasyon
baskilanmasi i¢in gerekli olan p54, FMRP, Gemin5 ve RAPS5 gibi translasyonel kontrol
enzimlerini ve faktorlerini barindirir. miRNAnin seed sekansinin parsiyel baglanmasinde
bu baskilayici enzimlerin rol oynadig diisiiniilmektedir!!®119:121:122

Ozetle miRNA’larin, epigenetik mekanizmalarda, embriyonik olusumda oldukca

onemli oldugu ve hiicrelerin/dokularin fizyolojik mekanizmalarinda biiyiik rol oynadig:

bilinmektedir.
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2.3. Adli Bilimler ve miRNA

Adli bilimler agisindan bakildiginda olay yerinin rekonstriiksiyonu gercegin
aydinlatilmasi igin biiyiilk 6nem tagimaktadir. Olayin olus bi¢imini anlamak ig¢in olay
yerinde bulunan kan, semen, tiikiiriik, vajinal s1v1 vb. biyolojik materyallerin tespiti ve
dogrulanmasi gereklidir. Buna karsin olay yerleri, dogalar1 geregi kontrolsiiz ortamlardir.
Isi, nem, UV 1smlart vb. etkenler olay yerinde bulunabilecek olan delil niteligi
tasiyabilecek biyolojik materyalleri degrade etme egilimindedirler. Ek olarak olay yerinde
bulunan biyolojik materyallerin hangi viicut sivisi/dokusu oldugunun da dogrulanmasi
gereklidir. Bu etkenler adli vakalarin ¢6ziilmesi ve adaletin saglanmasi i¢in yapilacak olan
arastirmalart derinden etkilemektedir. Mevcutta bir takim On tarama testleri
arastirmacilara on bilgi verse de bu testlerin ¢apraz reaksiyon, yanlis pozitiflik veya
negatiflik gibi baz1 dezavantajlar1 oldugu bilinmektedir. Bunlara ek olarak on tarama
testlerinin, olay yerinde bulunan eser miktardaki genetik materyallerin ileri analizlerini
etkileyecek bazi kimyasallar igerdikleri de bilinmektedir. Literatiir incelendiginde
doku/s1v1 spesifitesi gosteren cesitli belirtegler belirlenmistir. Spesifite ve degradasyona
dayanikli belirtecler arasinda miRNA’larin kullanilmasi giindeme gelmektedir®.

Sonu¢ olarak adli bilimler agisindan miRNA kullanilmasi birgok alanda
yayginlagsmaktadir. Viicut sivilarinin ve dokularmin identifikasyonunda, leke yasinin
belirlenmesinde, postmortem intervalin belirlenmesinde, yara yasinin belirlenmesinde,
6lime neden olan patolojik mekanizmanin anlagilmasinda ve yas belirlenmesinde

kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.

2.3.1. Kuru Leke Yasinin Belirlenmesi ve MiRNA

Olay yerinden bulunan biyolojik lekelerin yasi, sugun zamanlamasini belirlemede
onemli bir rol oynar. Siipheli/lerin veya magdurun olay yeriyle olan iligkisinin anlagilmasi
vakanin aydinlatilmasi i¢in oldukc¢a onemlidir. Kan, semen, tiikiiriik, vajinal sivi vb.
biyolojik lekelerin yasimin belirlenmesi sorusturmacilara onemli bilgiler vermektedir.
Optik prensiplere dayanan geleneksel yontemler tiim biyolojik lekelerin yasini
belirlemede smirli kalirlar. Ozellikle renksiz olan tiikiiriik, vajinal sivi, semen, vb.
biyolojik materyallerde leke yasini ya ¢ok sinirli sekilde ya da hig belirleyememektedirler.
Arastirmacilar mRNA’lar1 ve DNA molekiillerini kullanarak bu sorunu ¢6zmek igin

cesitli ¢alismalar yapmistir. Bu ¢alismalardaki temel prensip bu molekiillerin zamana
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bagli bozunma hizlarini incelemek seklinde olmustur. Bu g¢aligmalar sonucunda 18S
rRNA ve beta-actin mRNA molekiillerinin degradasyonlarin1 analiz etmis ve iki
molekiiliinde 150 giine kadar tespit edilebildigini ortaya koymuslardir. Bu molekiillerin
bir diger avantaji ise tiim hiicrelerde bulunmalar1 ve ekspresyon seviyelerinin yliksek

olmasidir'3-1%7,

Bunlara ek olarak miRNA'lar da incelenmis ve bu alanda
kullanilabilirligi ortaya konmustur. Fang ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismaya gore, kan
lekelerinin yasini belirlemek i¢in bazi miRNA'larin zamana bagli olarak degiskenlik
gosteren ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Bu ¢alismada miR-16 ve miR-451a'nin kan
lekesinin yasinin belirlenmesinde yiiksek dogrulukta sonuglar verdigi belirlenmistir. miR-
451a’nin eritrositlerde bol miktarda bulunmasi ve zamana baglh degradasyonunun

stabilite gostermesi nedeniyle kan lekelerinin yasinin belirlenmesinde potansiyel bir

belirtec olarak dne ¢cikmaktadir!?s.

2.3.2. Postmortem Interval ve MiRNA

Postmortem interval (PMI) tayini, bir kisinin 6liim ani ile cesedin kesfi arasindaki
stireyi belirlemek i¢in yapilan 6nemli bir analizdir. Geleneksel yontemler, viicut sicakligi,
rigor mortis (0liim sertligi), livor mortis (6liim lekesi) ve viicut bozulma hizi gibi fiziksel
ozelliklere dayanir. PMI tayini, Olim sonrasi siiregte hiicrelerde meydana gelen
biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere dayanir. Geleneksel PMI tahmin yontemleri,
genellikle cesedin goriiniimii ve ¢evresel kosullara dayanir ve dolayisiyla yiiksek oranda

degiskenlik gosterebilir!®

. Cevre kosullarinin (1s1,nem, vb.) etkisi goz Oniine aldiginda
bazi durumlarda gergek Oliim ani i¢in sdylenilebilecek zaman aralifi onemli 6lciide
genisleyebilir. Ornegin yiiksek 1silarda piitrifikasyon daha hizli olacagi i¢in PMI
belirlemek oldukca zorlasir. Bu durum siipheli/lerin olayla iliskili olup olmadiginin
belirlenmesinde bazi sorunlara sebep olabilir. Bu zorlugun iistesinden gelmek adina
arastirmacilar, 6liim sonrasinda RNA molekiillerinin zamana bagli degradasyonlarini
belirlemeye yonelik ¢alismalar ortaya koydular. Ye-hui ve ark. fare dalagindan aldiklar
orneklerde miR-125b, miR-143 ve 18S rRNA belirteglerini analiz ettiklerinde miRNA
belirteglerinin anlamli sonuglar vermedigini ortaya koydular'*’. Odriozola ve ark.’nm
yaptig1 bir bagka calismada ise vitroz sivida ¢esitli miRNA belirtecleri calisiimistir. Bu

calisma sonucunda miR-142-5p ve miR-541 belirteglerinin gece ve gilindiiz farkh

ekspresyon paternleri gosterdiklerini belirlemislerdir. Bu durumun altindaki mekanizma
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tam olarak bilinmemekle birlikte sirkardiyen ritim veya 11k maruziyetiyle alakali oldugu

B! Yine benzer bir ¢alismada Corradini ve ark. gece ve giindiiz 6len

distiniilmektedir
cesetlerden topladiklar1 vitr6z siv1 ve periferik kan orneklerinde analizler yapmislardir.
24 saat boyunca miRNA ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik géremediklerini
bildirmislerdir. Gece ve giindiiz 6limleri agisindan farkli sonuglara ulastiklarini 6ne
stirmiislerdir. Bu sonuglara gore vitroz sivida gece ve giindiiz 6lenler arasinda miR-106b
ve miR-96 anlamli fark gosterdigini belirtmislerdir. Dahasi gece ve giindiiz farki periferik
kan analizlerinde de ortaya c¢ikmistir. miR-142-5p ve miR-219’un anlamli fark
gosterdigini ortaya koymuslardir'32. Singh ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada
ise trafik kazasinda olen kisilerin kalp sol ventrikiil dokular1 incelenmis ve miR-195,
miR-206, miR-378’nin miktarlarinda anlaml 6lclide diisiis gozlemlediklerini

133

bildirmislerdir'””. miRNA’nin PMI acisindan degerlendirilmesi i¢in heniiz yeterli calisma

yapilmadigi ve yeterli veri elde edilmedigi goriilmektedir.

2.3.3. Oliime Neden Olan Patolojik Mekanizmanmin Anlasilmasi, Oliim
Siirecinin Belirlenmesi ve MiRNA

Oliime sebep olan mekanizmalar genellikle gozle goriiliir degisimler meydana
getirmezler. Bu degisiklikler genellikle fonksiyonel olup, gozle goriiniir sekilde
gozlemlenecek kadar etki birakacak kadar uzun stirmezler. Bu sorunun tistesinden gelmek
icin Ollime sebebiyet veren mekanizmanin aydinlatilmasini saglamak molekiiler
mekanizmalar arastirilmis ve RNA’larin kullanilabilecegi fikri ortaya atilmistir. Hiicre
icindeki RNA eskpresyon paternleri incelenmis ve miRNA’larin da belirte¢ olarak
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Yu ve ark. tarafindan yapilan bir calismada suda
bogulmalar incelenmistir. Yapilan ¢aligmada hem tuzlu su hem de tath suda bogulan
fareler kullanilmis ve tathi suda bogulmus olan farelerin serebrumlari incelenmistir. miR-
706’1n tatli suda bogulmalarda up regiile oldugu ve tuzlu suda bogulmalarda down-regiile
oldugu ortaya konmustur. Arastirmacilar bu durumu agiklarken, suda bogulma
vakalarinda aquaporin sentezinde artis olabilecegi fikriyle yola ¢ikmis ve iyon transport
kanaliyla iliskili proteinleri regiile eden miR-706 sectiklerini belirtmislerdir'**. Bir baska
caligmada ise sican hipokampusunda travmatik beyin hasarindan sonra miRNA
ekspresyonundaki degisiklikler arastirilmistir. Arastirmacilar bu ¢alismanin sonucunda

miR-142-3p ve miR-221'in ekspresyon paterninin artis gosterdigini ve bu belirteclerin
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travmatik beyin hasarlarinin  degerlendirilmesinde uygun belirtegcler oldugunu
belirtmektedirler'>>. Yapilan bir baska arastirmada ise ani bebek &liimii sendromu
vakalarinda miRNA’lar incelenmis, kalbe spesifik miR-1 ve beyine spesifik let-7b’nin

up-regiile oldugunu ortaya koymuslardir!3¢.

2.3.4. Viicut Stvilarinin Identifikasyonu ve MiRNA

Olay yerinin rekonstriiksiyonunda viicut sivilariin belirlenmesi énemli bir yer
tutmaktadir. Bu sayede olayin olus bigimi, varsa slipheli/ler veya magdurlarin ifadelerini
dogrulamak ve/veya yanlisglamak icin olay yerinde bulunan viicut sivilarinin dogru
sekilde tespiti gereklidir. Bunun i¢in yapilan 6n tarama testlerinin siirliliklarindan ve
dezavantajlart daha Once bahsedilmistir. Yapilan ¢alisma ve analizlerde RNA
molekiillerinin kullanimi 6nemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle Mesajc1t RNA’lar (nMRNA)
adli bilimlerde siklikla incelenmektedir. Doku spesifik olusu viicut sivisi/dokusu
identifikasyonunda mRNA’lar1 6nemli bir belirte¢ haline getirmektedir. mRNA’larin
doku/viicut sivist spesifik ekspresyon profilleri sebebiyle sahip olduklar1 potansiyel
avantaj yerini, olay yeri Orneklerinde degradasyona olan yatkinliklar1 sebebiyle bir
dezavantaja birakmaktadir. Bu sorunun asilmasi i¢in yapilan ¢alismalarda miRNA’lar 6ne
cikmaktadir. Literatiir incelendiginde mikro RNA (miRNA)’larin stabilitesinin daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu direngli yapilar1 kisa (18-22 nt) sekansli yapida
olmalarindan ileri gelmektedir.

miRNA’larin epigenetik mekanizmalardaki rolii g6z 6niinde bulunduruldugunda,
fonksiyonlarinin dogasi geregi down regiile edecekleri genler ve/veya mRNA’lar doku
tiplerine gore farklilik gosterecektir. Semen, kan, tlikiiriik, vajinal sekresyona bagl
stvilar, vb. gibi viicut sivi Ornekleri farkli fizyolojik islevler iistlenmektedir. Bu
farkliliklar miRNA profillerine de yansimaktadir. Bu 6zellikleri miRNA’larin viicut
stvisi/doku spesifitesi ve olay yeri drneklerinin identifikasyonu i¢in biiyiik bir potansiyel
tasidiklarini gdstermektedir!®3487-8%-104137-141 ‘Bynlara ek olarak olay yerinde genellikle
az miktarda bulunan genetik materyallerin verimli kullanilmasi da saglanabilmektedir.
Simultane olarak hem siiphelilerin belirlenmesi ve dogrulanmasi/yanliglanmasi igin
gerekli olan DNA’nin eldesi hem de viicut sivilarinin/dokularinin belirlenmesi i¢in gerekli
olan RNA’nin eldesi giincel teknolojiyle miimkiin olmakta ve biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. Asagidaki tablolarda viicut sivist ve doku tipleri i¢in potansiyel olarak
kullanilabilecek miRNA’lar gosterilmektedir (Tablo 1 ve 2).
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Tablo 1. Viicut sivilarinin identifikasyonu igin test edilen miRNA belirteglerinden bazilari.

Viicut s1visi miRNA Kaynaklar
Kan miR-451, miR-16 142
miR-20a,miR-106a miR-185  '¥
miR486 143
144
Semen miR-135b, miR-10b 142
miR-943, miR-374 145
miR-135a,miR-10a miR-507, '4¢
miR-891a 143
miR-888 144
miR-1246 S
Tiikriik miR-658; miR-205 142
miR-583 miR-518 143
miR-208b 143
miR138-2 144
miR142-3p, 148
miR-205 148
Vajinal sekresyon miR-124a miR-372 142
miR-617, miR-891a 143
Menstriiel kan miR-451a 142
miR-412, miR205 148
miR-141-3p 148
miR-185, miR-144 145
miR-214 144
miR-203, miR-214 149
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Tablo 2. Doku identifikasyonu igin test edilen miRNA belirteglerinden bazilart

Doku/organ miRNA Kaynaklar

Cilt (Deri) miR-152,miR-143, 150
miR-126, miR-21, 150
miR-27a, miR-214, 150
miR-16, miR-203, 130
miR -125b,miR-34a 150
miR-27b, miR-30b 150
miR-205-5p 151

Yag dokusu miR-103, miR-24 152
miR-17-5,miR106a 133
miR-132,miR-134, miR- 1

181a,miR-27a, miR-30e, miR- '>*
140, miR-147, miR-155, miR- *

197, miR-210 154
154
Beyin miR-9,
miR-124,125a,125b 155
miR101, -127, -128 155
miR131, miR-132 155
MiR-124 let-7b 156
Kalp miR-208 157
miR-1, miR-133 156
Hipofiz bezi miR-7a-5p 158
Karaciger miR-122-5p 155
Testis miR-202-5p/3p 159
miR-34c-5p, 160
miR-509-3-5p, 151
miR-508-3p 160
miR-15b-5p 160
miR-184 160
miR-106b-5p 160
Epididim hsa-miR-143,hsa-let-7 161
miR-891a, 148
miR-891b, 148
miR-10b 148
miR-142-3p 148
miR-149-5p, 160
miR-148a-3p, 160
miR-28-3p, 160
miR-196b-5p, miR-151-3p Eg
Retina miR-182, miR-183 162
miR-96 162
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Bizim ¢alismamizda kullanilan belirte¢ler miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p,
miR-888-5p ve miR-891a-3p olmasina ragmen bu bolimde semen spesifik miRNA
ekspresyon profili gésteren diger belirteclerden de bahsedilecektir. Semen i¢in 6ne ¢ikan
spesifik ekspresyon profili gésteren miRNA’lar ise miR-10a, miR-10b, miR-135a, miR-
135b, miR-507, miR-888, miR-891a ve miR-943 olarak belirtilmistir. Yapilan
calismalarda viicut sivilarinda yaygin ve stabil olarak bulunan referans gen belirtecleri

olarak RNU44, RNU48, U6 ve U6b 6ne ¢ikmaktadir!>20:13%163,

miR-10a ve miR-10b:

17. kromozom iizerinde bulunan MIR10A ve MIRI0B genleri tarafindan
kodlanmaktadirlar. miR-10 RNA ailesinin pek ¢ok canlida HOX gen transkriptlerini
hedef aldig1 bilinmektedir. Bu 6zellikleriyle gelisimsel siiregte diizenleyici rol aldiklari
diistiniilmektedir. Bunun disinda miR-10 ailesinin bazi kanser tiirleriyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Ornegin miR-10b’nin, HOXD10’u represe ederek meme kanseri
metastazinda rol oynadig1 6ne siiriilmektedir'®*!%, Ek olarak miR-10a’nin HOXA1 ve
HOXA3 genlerini down regiile ettigi gosterilmistir'®®!®’. Dahas1 miR-10a, USF2’yi
represe ederken!®®, miR-10b ise Syndecan-1 proteinini hedef alir!®-17°, Adli bilimler
acisindan bu belirteglerin  ilk degerlendirilmesi Hanson ve ark. tarafindan
gerceklestirilmistir. miR-10b, 452 miRNA’y1 inceledikleri calismada semen i¢in spesifik
ekspresyon gdsteren potansiyel bir belirteg olarak one ¢ikmistir?). miR-10a’nin ise adli
bilimler acisindan 6nemi 718 miRNA’nin incelendigi bir ¢alismada yine semen spesifik

ekspresyon profili gdstermesiyle belirlenmistir!®.

miR-135a ve miR-135b:
Iki iiyeden olusan miR-135 ailesinin fizyolojik islevlerdeki rolii tam olarak
aydinlatilamamistir. Onkogenik aktivite gostererek kolorektal kanser patogenezinde rol

171

oynadig1 gosterilmistir' **. Buna ek olarak kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde

kullanilan paclitaxel’e karsi diren¢ gelisiminde miR-135a’nin  etkili oldugu
gosterilmistir' . Bu etkilerini APC genini siiprese ederek yaptigi belirlenmistir!”!172,
Bunlarin disinda miR-135 ailesinin GSK3p ekspesyonunu regiile ederek podosit
yaralanmalarinda rol oynadigi ve podosit hiicre iskelet hasarina yol actig1 bilinmektedir

173 Adli bilimler agisindan ilk olarak incelenmesi Hanson ve ark. tarafindan yapilmustr.
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452 miRNA’y1 inceledikleri ¢alismada miR-135b semen igin spesifik ekspresyon

20 Zubakov ve ark.

gosteren potansiyel 2 belirteglerden biri olarak belirlenmigtir
tarafindan yapilan ¢alismada ise 718 miRNA incelendiginde miR-135a, semen spesifik

ekspresyon profili gdsteren 5 miRNA’dan biri olarak kendini gostermektedir!®.

miR-507:

X kromozomu iizerinde bulunan MIR507 geni tarafindan sentezlenen bir
miRNA’dir. miR-507nin fizyolojik islevleri tam aydinlatilmamis olmakla birlikte,
literatiir incelendiginde ¢esitli ¢alismalarda etkinliginin incelendigi goriilmektedir. Jia ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, miR-507 nin, Flt-1 ekspresyonunu modiile ederek
meme kanserinde bir rol oynayabilecegi gosterilmistir'”*. Buna ek olarak baska bir
calismada malign melanomada miR-507 nin erken progresyon déneminde up regiile olup,
metastatik kolonizasyon déneminde down regiile oldugu gésterilmistir!’>. Adli bilimler
acisindan incelendigi ilk ¢alisma ise yine Zubakav ve ark. tarafindan yapilan genis
miRNA setlerinin incelendigi ¢alismadir. Semen spesifik ekspresyon gosteren miRNA

belirteclerinden biri olarak miR-507 de belirtilmistir'>.

miR-888:

X kromozomu iizerinde bulunan MIR888 geni tarafindan sentezlenen bir
miRNA’dir. Landgraf ve arkadaglarinin yaptigi genis kapsamli memeli miRNA atlasi
caligmasinda epididimise spesifik bir miRNA oldugu belirtilmistir'’®. Lewis ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismaya gore miR-888’in, prostat kanserinde tiimor supresor
olarak rol oynayan RBL1 ve SMAD4 gen transkriptlerini suprese ettigi ve kanser

progresyonunu kolaylastirdig: belirtilmistir!”’

. Dahas1 Hovey ve arkadaslarinin bildirdigi
tizere miR-888, giiclii bir endometrial tiimdr supresorii olan progesteron reseptoriini
dogrudan hedef almaktadir. Buna ek olarak endometrial karsinosarkomlarda miR-888
ekspresyon seviyesinin ¢ok yiiksek olarak goriildiigiinii belirtmektedirler'”. Bir bagka
calismada ise kolorektal kanserlerde miR-888’in yiiksek ekspresyonunun sag kalimi
azalttig1 gosterilmigtir. Caligmanin detaylar1 incelendiginde miR-888’in, iyi bilinen bir
tiimor supresor olan Smad4’ii hedef aldig1 ifade edilmektedir'”®. Adli bilimler baglaminda

inceledigimizde semen identifikasyonu i¢in kullanim potansiyeli ilk kez Wang ve ark.

tarafindan 6nerilmistir. 754 miRNA belirtecini taradiklar1 bu ¢alismada miR-888’1 semen
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identifikasyonunda kullanilabilecek potansiyele sahip yeni bir belirteg olarak ortaya

koymuslardir'®,

miR-891a:
X kromozomu tizerinde bulunan MIR891A geni tarafindan sentezlenmektedir.
Landgraf ve arkadaslarinin yaptig1 genis kapsamli memeli miRNA atlas1 ¢alismasinda

epididimise 6zgii gibi goriinmektedir!’®

. miR-891a’nin fizyolojik etkileri biiyiik 6l¢iide
bilinmemektedir'®®. Literatiirde kisitli bilgi olmakla birlikte, yapilan bir ¢alismada
hepatoseliiler =~ karsinoma  hiicre  kiiltiirlerine ~ miRNA  transfeksiyonlar
gerceklestirildiginde en hizli migrasyon saglayan miRNA’nin miR-891a oldugu
belirlenmistir'®!. Bir baska ¢alismada ise meme kanserinde miR-891a-5p nin diisiik
seviye ekspresyonunun kotii prognozu isaret edebilecegi ifade edilmistir. Ek olarak
ADAMI10 ekspresyonunu engelleyerek meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve

migrasyonunu engelledigi saptanmustir'®?

. Yine bir baska c¢alismada ise pediatrik merkezi
sinir sistemi neoplazilerinde miR-891a’nin tiimoér supresor Ozellikte oldugu
belirtilmistir'®>. Epididimisin farkli segmentlerinde miRNA ekspresyonlarini inceleyen
baska bir ¢alismada ise miR-891a’nin corpus ve cauda bolgelerinde, caput’a kiyasla daha
yiiksek seviyede eksprese oldugu gosterilmistir'®. Adli bilimlerde, miR-891a’nin
potansiyel semen belirteci olarak ilk one siiriildiigii calisma yukarida da belirtildigi tizere
Zubakov ve ark.larinin calismasidir'®>. Sonrasinda Wang ve ark. tarafindan yapilan
calismada miR-891a’nin calisilan diger biitiin sivilar incelendiginde sadece semende

goriildiigii ve ekspresyon seviyesinin oldukca yiiksek oldugu belirtilmistir'®3,

miR-943:
4. kromozom lizerinde bulunan MIR943 geni tarafindan sentezlenmektedir. miR-

943 ile ilgili literatiirde oldukga kisitli veri olmakla birlikte, hepatoseliiler karsinomda rol

185

oynayabilecegine dair bazi bulgular vardir'®°. Bununla birlikte servikal kanserlerle iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir'®®. Ek olarak prostat kanserlerini inceleyen bir calismada

187

miR-943’1in rolii olabilecegi belirtilmistir ®’. Yine ilk kez Zubakov ve ark. tarafindan

semen belirteci olarak &ne siiriilmiistiir'>.
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2.3.5. miRNA Analiz Yontemleri

MiRNA’larin oldukga kisa sekanslara sahip olmasi, analizlerinde bazi zorluklara
neden olmaktadir. Ek olarak ayni aileye ait olan miRNA varyantlar1 tek niikleotit
farkliliklarina sahiptir. Dahast total RNA miktarinin yalnizca %0,01°1 miRNA’lardan
olugmaktadir. Biitiin bu zorluklar g6z 6nilinde bulunduruldugunda arastirmacilar farkl
stratejiler  gelistirerek miRNA’larin  tespit ve kantitasyonunu belirlemeye
calismislardir!'3-1%0,

miRNA gibi kisa sekanslarin amplifikasyonu, konvansiyonel DNA amplifikasyon
yontemlerden farkl: stratejileri gerektirir. Bunun i¢in reverse transkripsiyon, miRNA'larin
cDNA’ya doniistiiriilmesi, bu ¢cDNA’nin ¢esitli kimyasal ve enzimatik ydntemlerle
amplifikasyonu, diisiik konsantrasyonlardaki miRNA'lar1 tespit etmede 6nemli bir strateji

olarak one ¢cikmaktadir!®’.

2.3.5.1. RT-qPCR

Ortaya konulmus tiim miRNA tespit teknikleri arasinda, RT-qPCR hem adli
bilimler hem de diger alanlarda altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontem,
miRNA hedeflerini gorece diisiikk maliyetli olmasina ragmen, tek niikleotit seviyesinde
yiiksek 6zgiinliikte tespit edebilmektedir. Temel olarak, RNA molekiillerinin RT-qPCR
ile kantifikasyonu iki asamada gerceklesmektedir. Ilk olarak Reverse Transkriptaz (RT)
kullanilarak hedef RNA’nin tamamlayict DNA’s1 (cDNA) sentezlenir (Sekil 17). Sonraki
asama ise bu cDNA’nin bir ¢ift primer ve DNA polimeraz ile PCR yoluyla
amplifikasyonuna dayanir. Amplifikasyon islemi, floresans boyalarin isimalar1 tespit
edilerek gercek zamanl olarak izlenir. Cift zincirli DNA'ya yiiksek afinite gosteren bu
floresans boyalar (6rn. SYBR Green I) amplifikasyon gerceklestikce ¢ift zincire baglanir
ve 1s1malar yayar. Bu yayilan isimalar lazerle indiiklenmis optik kameralar araciliiyla es

zamanl olarak kaydedilir'®!

. Veya farkli floresan boyalarla isaretlenmis spesifik problar
(6rn. hidroliz veya molekiiler isaret problari) kullanilarak yapilir. Bu ydntemde 6-
karboksifloresin (6-FAM, Reporter) boyasiyla 5’ ucundan, 6-karboksiltetrametil-rodamin
(TAMRA, Quencher) boyasiyla 3’ ucundan isaretlenmis problar kullanilmaktadir. 6-FAM
floresan 1s1ma yaparken, TAMRA bu 1simay1 sekanstaki konumlarinin yakin olmasi
sebebiyle maskeleyerek amplifikasyon gerceklesmeden 1sima olusmasini engeller.

Amplifikasyon sonunda Taq Polimeraz enzimi ekzoniikleaz aktivitesiyle probu pargalar.
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Reporter ve quencher birbirinden uzaklasir. Reporter 1s1ma yapar ve bu 1s1ma monitorize
edilir (Sekil 18). Bu yoOntem reaksiyondan es zamanli olarak veri almamizi
saglamaktadir'®!.

Ct threshold ad1 verilen smir dongii sinirina ulasildiginda yazilim araciligiyla
sinyaller grafiklestirilir. Ct degeri ne kadar diisiikse hedeflenen DNA o derece bol
anlamina gelmektedir. Bilinen konsantrasyonlara sahip bir standart o6rnek ile

karsilastirilarak kantifikasyon yapilir!®’.

A B
miRNA Stem-loop RT primer Forward
I UL g LTt
Reverse
Stem-loop RT l Sybrgreen |
C
T AT,
Forward
Eorwacd "CRl T T
orwar
IOy &) Reveres
_
Reverse UPL probe #21

Sekil 17. RT-qPCR prensip !°!

qPCR’nin miRNA kantifikasyonu bazi1 zorluklar1 da beraberinde getirmistir.
Klasik RT-qPCR uzun RNA dizilerinin kantifikasyonu i¢in dizayn edilmistir. Tipik PCR
primerleri yaklasik 20 baz uzunlugundadir. miRNA’larin sekans uzunlugu goz oOniine
alindiginda tipik bir primer uzunlugu sebebiyle reaksiyon i¢in uygun olmamaktadir. Bu
sorunu gidermek adina miRNA'ya parsiyel komplementer 6zellikte olan stem-loop veya
lineer RT primerleri tasarlanmistir. Ek olarak poli(A) polimeraz (PAP) kulllanilma
stratejisi de kullamlmaktadir'®*1°>1%3, Bu ¢dziimiiniin pratik olmakla birlikte primerlerin
6zgiinliigiinii ve hassasiyetini azaltabilecegi diisiilmektedir'®>!!. Bunlara ek olarak bu
yontemde verilerin normalizasyonu i¢in referans gen adi verilen belirtecler
kullanilmaktadir. Literatiirde cesitli referans genler 6nerilmektedir. Bunlardan 6ne ¢ikan
U6 referans geni yaptifimiz on calismalarda verimli olmadigi (Ct>40) i¢in

calismamizdan ¢ikarilmis onun yerine SNORDA48 referans geni eklenmistir!®*,
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ad. miRNA specific primer mMiRNA

NNANA IXIX NN~ (PAP
|

l |

AN/ universal
NRNRRRRN

[N IMINMTITT T primer

| |

cDNA cDNA

b. specific grimer

[HENARRRR
cDNA
SR
AR RN RN AR RN AR RN RN
N
(AERNANN! (ARRNRRAN
Q) . _
hydrolysis universal
probe 1 primer
N
AR RN RN RN RN RRRRRRRRRERY

Q)

Sekil 18. RT-qPCR prensip 2 %
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2.3.5.2. Rolling Circle Amplifikasyonu (RCA)

Kool ve ark tarafindan gelistirilen Rolling circle amplifikasyonu (RCA), tek
sarmalli RNA’nin lineer amplifikasyonunu hedefleyen bir yontemdir. Bu teknikte,
amplifikasyon islemi i¢in dairesel tek sarmalli DNA kalip olarak kullanilir. RCA islemi
sirasinda, forward primer gibi davranan miRNA dairesel sablona baglanir ve DNA
polimeraz tarafindan uzatilir (Sekil 19). Polimeraz, dairesel sablon etrafinda defalarca
dolasarak, kalip sekansina komplementer bir¢ok kopyadan olusan uzun bir zincir

tiretir! %19,

P1 (mlRNA)

circular
template

po!ymerase

Sekil 19. RCA prensip '

2.3.5.3. Exponential Amplifikasyon Reaksiyonu (EXPAR)

Exponential Amplification Reaction (EXPAR), Galas ve calisma arkadaslar
tarafindan PCR'a alternatif olmasi i¢in gelistirilmis olan bir yontemdir. EXPAR, bir DNA
sablonu, bir DNA polimeraz ve bir kesici enzim kullanarak niikleik asit sekansinin
eksponansiyel olarak amplifikasyonunu saglar. DNA sablonu, bir kesici enzim tanima
bolgesi ile ayrilmis iki hedef miRNA'ya komplementer sekanstan olusur. Hibridizasyon
gerceklestiginde, miRNA elongasyon asamasi i¢in primer olarak kullanilir. Kesici enzim,
spesifik tanima bdlgesini taniyarak yalnizca miRNA igeren zinciri keser ve miRNA'nin
bir DNA analogunu serbest birakir. Bu DNA zinciri, diger bir kalipla hibritlesir ve daha
fazla miRNA analogu iiretir. Boylece miRNA dizisi eksponansiyel olarak ¢ogaltilir (Sekil
20). EXPAR oldukga etkili bir sinyal amplifikasyon yontemi olmasina ragmen, 6zgiin

olmayan amplifikasyona egilimlidir, bu da duyarliligini sinirlamaktadir!®%196-201,
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reporting by double-strand
specific dye

Sekil 20. EXPAR prensip '%°

2.3.5.4. Duplex-Spesifik Niikleaz Sinyal Amplifikasyonu

Duplex-spesifik niikleaz sinyal amplifikasyonu (DSNSA), genellikle multipleks
miRNA analizi i¢in kullanilan bir tekniktir. Ozel bir tiir olan Kamgatka yengecinden izole
edilmis olan bu niikleaz (DSN), oOncelikle ¢ift sarmalli DNA'y1 spesifik olarak
parcalayabilen bir ekzoniikleaz olarak tanimlanmistir. Anisimova ve ark. DNA:RNA
duplekslerinin varliginda, DSN'nin 6zellikle DNA zincirini degrade ettigini fakat RNA
zincirlerini degrade etmedigini belirtmislerdir. Yin ve ark enzimin bu 06zelligini
kullanarak DSN'yi ic miRNA'nin eszamanl tespiti i¢in ilk kez uygulamistir. Bu yontem,
miRNA'ya spesifik, reporter molekiillerle modifiye edilmis, tek zincirli DNA problarinin
hedef miRNA’lar ile hibridizasyonunu ve daha sonrasinda enzim bagimli, modifiye DNA
zincirinin lizis prensibine dayanmaktadir. Hibridizasyon sonucunda DNA:RNA dupleksi
olusmaktaydi. Liziz siireci, probun DSN tarafindan selektif olarak degrade edilmesiyle
ve intakt haldeki miRNA’nin serbest kalarak bagka bir probla hibridizasyonuyla devam
etmekteydi. Her bir prob lizisinde reporter molekiilleri sinyal olusturmaktaydi (Sekil 21).
Bunun sonucunda lineer sinyal grafikleri meydana gelmekteydi. DSN'ye alternatif olarak,
CRISPR ile iligkili niikleazlar (Cas) veya T7 ekzoniikleaz gibi enzimlerin de benzer
sekilde miRNA tespitinde kullanilabilecegi belirtilmektedir!%:192193:195.199-202.
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/I N NN

duplex-specific

nuclease
Sekil 21. DSNSA prensip '*°

Q)

2.3.5.5. Hibridizasyon Zincir Reaksiyonu

Diger amplifikasyon yontemlerinin aksine, hibritizasyon zincir reaksiyonu (HCR)
icermeyen amplifikasyon teknigidir. HCR, tek zincirli baglatic1 hair-pin formundaki bir
molekiil ve 2 adet kisa hair-pin formasyonundaki DNA molekiillerini (H1 ve H2) iceren
bir tekniktir. Baglatict molekiil hedef miRNA’ya komplementer bir sekans igerir.
Baglaticinin 5’ ve 3’ uglar agiktadir ve her iki uctan HI1 ile komplementer ozellikte
sekanslara sahiptir. H2 ise H1 molekiiliine komplementer sekanslar icerir. H1 baslaticiya
her iki ugtan baglanir. Daha sonrasinda H2, H1’e baglanir ve floresans 1s1ma gerceklesir

(Sekil 22). Bu sekilde sinyaller kaydedilip miRNA varlig1 tespit edilmektedir!*%203-2%8,
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Sekil 22. HCR prensibi '

2.3.5.6. Kapiller Elektroforez

Kapiler elektroforez, farkli renkteki florasans boyalarla isaratlenmis molekiillerin

jel igerisinde yliriime hizlarini, molekiillerin boyutlarina bagl olarak saptama ve ayirma

teknigidir. miRNA’lar boyut olarak oldukg¢a kiigiik molekiiller olmakla birlikte sekans

uzunluklar farkliliklar gostermektedir. Kapiller elektroforez sistemlerinin 0,5 baza kadar

ayrim giicii oldugu g6z dniinde bulunduruldugunda miRNA’lar arasinda ayrim yapabilme

potansiyellerinin bulundugu diisiiniilmektedir. Ozellikle ayni aileye ait miRNA’larin ayn1
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sekans uzunluklarina sahip olmalar1 bazi problemler yaratmaktadir. Bu sorunu agmak i¢in
yapilan caligmalarda sekans farkliliklarinin kullaniminin, hedef miRNA’larin farkli
floresans boyalarla hibridize edilerek kapiller elektroforezde benzer molekiiler
boyutlarina ragmen ayirt edilebildikleri gosterilmistir. Jiang ve arkadaslar1 farkhi
uzunluklarda poli(A) kuyrugu igeren yakalama problarina hedef miRNA'larin
hibridizasyonuna dayanan, amplifikasyon gerektirmeyen bir yontem gelistirmistir. Bu
sayede, dupleksin molekiiler agirligina gére ayirma yapilmasina olanak tanimistir (Sekil
23). Ayrimdan 6nce PCR, DSNSA veya EXPAR gibi bir amplifikasyon adimi eklenerek

hassasiyetin arttirilabilecegi belirtilmektedir!%-20%212,

- & .
- -=—| It
= - = - -
miR1 miR2 miR 3 1+2+43
- -

Time

Sekil 23. CE prensibi '

2.3.5.7. Yeni Nesil Sekanslama

NGS, miRNA profillemesinde 6nemli potansiyel gosteren bir teknoloji olarak dne
cikmaktadir. RNA dizileme (RNA-seq) islemini gergeklestirmek icin oOncelikle
numunedeki RNA'larin izolasyonunun yapilip saflagtirilmas1 gerekmektedir. Saflagtirma
sonrasinda, universal adaptorler ve ligandlar her bir RNA zincirinin 5' ve 3' uglarina
ligamente edilir. Sonrasinda genetik materyal flow cell adi verilen chipler lizerindeki,
adaptor ve ligandlara komplementer oligoniikleotidler tarafindan yakalanir ve hibridize
edilir. Devaminda, koprii PCR amplifikasyonu adi verilen bir teknik uygulanir. Koprii
RCR sonrasinda floresans isaretli niikleotidler teker teker uzama siireci boyunca
polimerize olur ve her eklenen niikleotit isaretlendigi rengin sinyalini verir. Teorik olarak
ekstrakttaki tiim RNA'larin tespit edilebilen NGS, miRNA tespiti agisinda en yiiksek
tespit kapasiteye sahiptir. Universal RT ve PCR primerlerinin kullanimi1 bu kapasitesinde

biiylik rol oynamaktadir. Teknigin bu 6zelligi, dnceden herhangi bir bilgi veya belirli bir
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hedef diziyi gerektirmez. Bu 6zellik, RNA-seq'i miRNA tespit yontemleri arasinda
benzersiz kilmaktadir. Ciinkii diger birgok teknik, hedeflenen her miRNA i¢in spesifik
primerlerin ve/veya problarin tasarimini gerektirir ve bu da analizin kapsamini

daraltmaktadir!'2%213-215,

2.3.5.8. Mikroarray

Bu yontemde izole miRNA hedefleri Oncelikle reverse transkripsiyon
asamasindan gecerler. Reverse transkripsiyon asamasinda floresans isaretli parsiyel uyum
gosteren molekiiller rol oynar. RT asamasinda olusan ¢cDNA materyalleri, mikrogip
tizerinde bulunan hedef miRNA’ya yiiksek oranda komplementer sekansa sahip sabit
sekanslarla muamele edilirler. Bu asamada hedef miRNA molekiilleri parsiyel olarak
uyum gosterdikleri floresans isaretli zincirlerinden ayrilirlar ve yiiksek komplementer
sekans ozelligi gosteren mikrogip tlizerinde bulunan oligoniikleotidlere baglanirlar. Bu
ayrilik floresans bir sinyale sebep olur ve bu sinyal lazerle indiiklenmis kameralar

araciligryla kaydedilir?!218,
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3. YONTEM

Bu tez calismasinda, Cukurova Universitesi Etik Kurulu’nun 02.04.2021 tarihli
ve 110 sayili toplantisinda (Karar No: 29) alinan onay ile bilimsel calismalarda
kullanilmasina onam veren 10 kisiden alinan semen, 10 (5 Kadin, 5 erkek) kisiden alinan
kan, 10 kisiden alinan menstriiel kan, 10 (5 erkek, 5 kadin) kisiden alinan tiikiiriik ve
vajinal sivi Ornekleri kullanilmistir. RNA izolasyonunu takiben Qubit florometrik
yontemle RNA miktar tayini yapildi. Orneklerden alinan 5 ng RNA ile reverse
transkriptaz PCR ve sonrasinda cDNA iiriinleri SYBR Green’e dayali Real Time kantitatif
PCR yontemi ile gogaltildi. Islem sonrasi olusan iiriinlerin istatistiksel analizi ve
hesaplamalar1 icin Ms-Excel 2010 ve IBM SPSS Istatistik 20.0 (IBM Corp. 2013. IBM
SPSS Istatistikleri Windows, Siiriim 20.0. Armonk, NY, IBM Corp.) kullanilmustir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullamilan Cihaz, Malzemeler ve Kitler

3.1.1.1. Cihazlar

o Qubit® fluorometer

e Beckman Coulter Microfuge 20R Sogutmali Santrifiij Cihazi
o [IKAMAG KS125 Basic karistirici

e BioSan Vortex V-1 Plus

o Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR Cihaz1

e ABI 7500 Real Time PCR Cihaz1

e Eppendorf Mikropipet

3.1.1.2. Kitler ve Malzemeler
e miRNeasy Mini kit ekstraksiyon kiti

e Quant-iT™ RNA Assay Kit
e miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti
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e miRCURY LNA RT Kiti

e (Copan siirlintii gubugu

e Pipet ucu (10, 100, 200 ve 1000 pl)
e 500 ul Eppendorf tiip

e 1.5 ml steril tiip

e PCR plate dhsghsdfshdg

e Rack

e Klorofom

e Etanol

3.2. Yontem
Caligsma siireci 6rnek alma, RNA izolasyonu, RNA kantitasyonu, cDNA asamasi

ve RT-PCR asamalarindan olusmaktadir.

3.2.1. Ornek Alma

3.2.1.1. Ornek Alma

Saglikli 30 kadin ve 20 erkek goniilliiden semen, kan, menstriiel kan, tiikiiriik ve
vajinal sivi Orneginden olusan toplam 50 biyolojik alinmistir. Semen, mastiirbasyon
yoluyla steril kaplar igeresinde toplanmis ve +4 derecede saklanmistir. Diger drnekler ise

steril svablar araciligiyla toplanmistir.

3.2.2. RNA izolasyonu

Semen orneklerinden RNA izolasyonu miRNeasy kiti ile yapilmistir.

miRNeasy Mini Kit ile RNA ekstraksiyonu
Semen iceren orneklerden RNA ekstraksiyonu igin kullanilan miRNeasy Mini

kitinin asamalar1 su sekildedir;

1. 100 pl semen iizerine 700 pl QIAzol Lizis Reaktifi eklendikten sonra oda
sicakliginda 10 dk shaker tizerinde bekletildi.

41



10.

Orneklerin iizerine 140 pl kloroform eklendi ve 15 saniye kuvvetlice sallayarak
iyice karistirilan 6rnekler oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi.

12.000 g'de 15 dakika (4°C'de) santrifiij yapilarak, faz olusumu saglandi.
Santrifiij sonucunda 3 faz olustu. En listteki RNA igeren seffaf fazin tamam
pipetle cekilerek (350 pl) yeni bir 1.5 ml eppendorf tiipe aktarildi ve {izerine
525 ul %100 etanol eklendi. Birka¢ kez pipetle ¢ek-birak yapilarak iyice
karistirildi.

700 ul 6rnegi 2 ml’lik kite ait toplama tiipii iizerindeki RNeasy Mini spin
kolona ekleyip 8000 g'de 15 saniye santrifiij edildikten sonra altta kalan sivi
dokiildii. 2 tekrar sonunda tiim 6rnek spin kolondan gecirildi. (Sekil 24.)
RNeasy Mini spin kolona 700 pl RWT tampon ¢ozeltisi eklenip 8000 g’ de 15
saniye santrifiij yapilip altta kalan s1v1 dokiildii.

RNeasy Mini spin kolona 500 pul RPE tampon ¢ozeltisi eklenip 15 saniye
santrifiij yapild1 ve altta kalan siv1 dokiilerek tekrar 500 ul RPE eklenerek 2
dakika santriflij yapildiktan sonra RNeasy Mini spin kolonu alttaki tlipten
etanol bulastirmadan kaldirildi.

RNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve 1
dakika boyunca 12.000 g’ de santrifiij edildi.

RNeasy Mini spin kolonunu tekrardan baska bir 1.5 ml’ lik tiipe aktarip 30 pl
RNaz free su eklenip 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilip ekstraksiyon islemi
tamamlanmistir (Sekil 25).
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Sekil 24. Kolon uygulamasi

Sekil 25. Santrifiij Cihaz
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3.2.3. RNA kantitasyonu

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

Quant-iT™ RNA Assay Kit ile RNA kantitasyonu ( Florometrik yontem ile
RNA kantitasyonu)

1. Calisilacak olan her bir 6rnek i¢in 1 pl Quant-iT™ RNA reagent ve 199 ul
Quant-iT™ RNA buffer karistirilarak ¢caligma soliisyonu hazirlandi.

2. Calisma soliisyonundan her bir 6rnek i¢in 198 pl yeni ependorf tiiplerine
aktarildi.

3. 2 ul RNA ekstrakti hazirlanan tiiplere eklendi ve yavasca karistirildi.

4. Qubit® Fluorometer cihazi (Sekil 26.) kullanilarak total RNA miktar

belirlendi.

Sekil 26. Qubit Cihazi

3.2.4. cDNA Asamasi
cDNA asamasinda QIAGEN miRCURY LNA RT Kiti kullanilmustir.

QIAGEN miRCURY LNA RT Kiti ile cDNA asamasi

Ornekler 5 ng/ul konsantrasyonunda olacak sekilde ayarlandi ve her bir érnek

i¢in;
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2 ul 5x miRCURY SYBR® RT reaksiyon tamponu.

4.5 ul RNAse Free Water

1 pl 10x miRCURY RT Enzim karigimi

0.5 pl UniSp6 RNA spike-in

2 pl sablon RNA’ dan eklenerek toplam hacim 10 pl’ye tamamlandi ve PCR
cihazinda uygun program baslatild1. // 60 dakika 42°C” de ve 95 °C’ de 5 dakika
PCR cihazinda inkiibe edildi. (Sekil 27)

6. Son olarak hizlica 4 °C’ de sogutuldu ve cDNA asamas1 tamamlandi.

A o e

Sekil 27. Thermocyler Cihazi

3.2.5. Real Time PCR asamasi

Real Time icin QIAGEN miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti
kullanilmastir.

QIAGEN miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti Real Time PCR
On Hazirhik

1. Kullanilan primerlerin sulandirilmasi i¢in 220 pl niikleaz free su eklenerek oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi.
2. cDNA’ ya ¢evrilen 10 pl’lik 6rnekler 590 ul RNAse free su eklenerek 1/60

oraninda diliie edildi.
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Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi

Her bir 6rnek i¢in;

3. 5 ul miRCURY LNA SYBR Green Master Mix

4. 0.05 ul ROX referans boyasi

5. 1 ul PCR primer Mix

6. 3 ul sablon cDNA 1/60 diliie

7. 1 ul RNAse free su eklenerek toplam hacim 10 pl’ ye tamamlandi ve iyice
karigmasi saglandi.

Real Time asamasi

8. Hazirlanan ¢ozeltiden 10 ul PCR plate kuyucuklarma yiiklendi, cover
yapistirildi, santrifiij yapildi ve ABI 7500 Real Time PCR cihazinda (Sekil 28.)
uygun programda PCR dongiisii baglatildi.

7500 Real Time PCR Systs™

Sekil 28. ABI 7500 Real Time PCR cihaz1
3.3. istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada rolatif miRNA ekspresyonunu hesaplamak i¢in delta Ct (ACt) ve
delta-delta Ct (AACt) degerleri kullanilmugtir:
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ACt = Ct (miRNA) - Ct (SNORD48),
AACt = ACt (Hedef miRNA) — Endojen Gen (SNORD48) ACt

Verileri normallestirmek amaciyla endojen kontrol olarak SNORDA48
kullanilmistir. Orneklerin kendi iginde ekspresyon seviyeleri arasinda ve ornekler
arasindaki ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli farkliliklar olup olmadigini
karsilastirmak i¢in SPSS 20.0 istatistiksel analiz programi kullanilmistir. Program ile
once her bir 6rnek grubunda AACt degerleri arasinda karsilastirma yapilarak verilerin
normal dagilima uygunlugu, ardindan da diskriminant fonksiyon analizi ile ekspresyon

seviyeleri arasindaki farkliliklar karsilagtirilmigtir.
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4. BULGULAR

Bu calismada adli amagh olarak semenin tanimlanmasinda ayirt edici belirteg
olarak kullanilip kullanilamayacagini test etmek i¢in bes farkli miRNA'nin (miR-10a-3p,
miR-10a-5p, miR-888-3p, miRNA-888-5p ve miR-891a) ve SNORD-48'in (endojen gen)

ifade diizeyleri incelenmistir.

Semen icin secilen 5 aday miRNA'min 5 farkh viicut sivisinda ifadesinin
analizi

Bes aday miRNA'nin bes viicut sivisindaki ekspresyon seviyesinin analizinde 10
semen, 10 kan, 10 menstruel kan, 10 tiikriik ve 10 vajinal sekresyon 6rneginden olusan
toplam 50 ornek kullanilmistir. Bes gesit viicut sivisinda aday genlerin ekspresyon

seviyeleri sirasiyla sekil 29. (A-E)’da gosterilmistir.
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Vajinal Sekresyon
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Calisilan 5 biyolojik 6rnekte diskriminant fonksiyon analizi ile test edilen 5
belirtecin ekspresyon seviyelerine dayali ayrim giiciiniin test edildigi bireysel
degerlendirmede; test edilen tiim belirtecler semen orneklerini semen olarak tanimlarken,
semen dis1 Orneklerin tanimlanmasinda gapraz sonuglar alinmistir. Her bir belirtecin

ayrintili sonuglari altta aktarilmistir.

mMiR-10a-3p’nin Ekspresyon Seviyesinin Degerlendirilmesi

miR-10a-3p’nin ekspresyon seviye ortalamasi (AACt) diger viicut sivilariyla
karsilastirildiginda semende farklilik gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuigtir. Tiim viicut sivilarinin birlikte degerlendirildigi diskriminant fonksiyon
analizine gére miR-10a-3p’nin ¢aligilan tiim viicut sivilari igin ayrim giicii toplam %54,0
olarak belirlenmistir. Bu analizde miR-10a-3p tiim semen Orneklerini dogru kategorize
ederken, kan orneklerinden 8’ini kan ve 2’sini tiikuriik; menstriiel kan 6rneklerinden ise
1’1 semen, 1’1 kan, 4’i menstriiel kan, 2’si tiikiiriik ve 2’si de vajinal sekresyon olarak
siiflandirilmistir. 10a-3p’nin tiikiiriik 6rneklerini siniflandirma kapasitesi incelendiginde
orneklerden 4’tintin kan, 1’inin menstriiel kan, 3’tiniin tikirik ve 2’sinin de vajinal
sekresyon olarak smiflandirildigi goriilmektedir. Vajinal sekresyon orneklerinde ise
4’1inii menstriiel kan, 4’iinii tiikiiriik ve 2’sini vajinal sekresyon olarak kategorize etmistir.

Semen ve semen olmayan orneklerden olusan 2 ayr1 sinif dikkate alinarak yapilan
diskriminant fonksiyon analizine gore bu belirtecin semeni diger viicut sivilarindan

ayirma kapasitesi %92,0 olarak belirlenmistir.

Tablo 3. miR-10a-3p ve Viicut Sivilarinin Karsilagtiriimast (AACt)

Belirte¢/Doku/ Kan Semen Menstriiel Tiikriik Vajinal

Ornek Kan Sekresyon

miR-10a-3p AACt AACt AACt AACt AACt Degeri
Degeri Degeri Degeri Degeri

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 77 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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mMiR-10a-5p’nin Ekspresyon Seviyesinin Degerlendirilmesi

miR-10a-5p’nin ekspresyon seviye ortalamast (AACt) diger viicut sivilariyla
karsilastirildiginda semende farklilik gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Tiim viicut sivilarinin birlikte degerlendirildigi diskriminant fonksiyon
analizine gore miR-10a-5p’nin ¢aligilan tiim viicut sivilari i¢in ayrim giicii toplam %70,0
olarak belirlenmistir. Bu analizde miR-10a-5p tiim semen Orneklerini dogru kategorize
ederken, kan orneklerinden 8’ini kan ve 2’sini tikiiriik; menstriiel kan 6rneklerinden ise
3’1 kan, 5’1 menstriiel kan ve 2’si de vajinal sekresyon olarak siiflandirilmigtir. miR-
10a-5p’nin tikiriik orneklerini smiflandirma kapasitesi incelendiginde orneklerden
4’{intin kan ve 6’smin tikiiriik olarak siniflandirildig: goriilmektedir. Vajinal sekresyon
orneklerinde ise 1’ini semen, 3’ilinli menstriiel kan ve 6’sini vajinal sekresyon olarak
kategorize etmistir.

Semen ve semen olmayan 6rneklerden olusan 2 ayr1 sinif dikkate alinarak yapilan
diskriminant fonksiyon analizine gore bu belirtecin semeni diger viicut sivilarindan

ayirma kapasitesi %94,0 olarak belirlenmistir.

Tablo 4. miR-10a-5p ve Viicut Sivilarimin Karsilastirilmasi (AACt)

Belirte¢/Doku/ | Kan Semen Menstriiel | Tikriik Vajinal

Ornek Kan Sekresyon

miR-10a-5p AACt AACt AACt AACt AACt
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

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 10,63 518

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

miR-888-3p’nin ekspresyon seviye ortalamasi (AACt) diger viicut sivilariyla
karsilastirildiginda semende farklilik gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Tiim viicut sivilarinin birlikte degerlendirildigi diskriminant fonksiyon
analizine goére miR-888-3p’nin ¢alisilan tiim viicut sivilari i¢in ayrim giicii toplam %56,0
olarak belirlenmistir. Bu analizde miR-888-3p tiim semen Orneklerini dogru kategorize
ederken, kan orneklerinden 9’unu kan ve 1’ini tukuriik; menstriiel kan 6rneklerinden ise
I’ini semen, 2’sini menstriiel kan, 5‘ini tiikiirlik ve 2’sini de vajinal sekresyon olarak
smiflandirmistir.  MiR-888-3p’nin  tiikiirik  6rneklerini  siniflandirma  kapasitesi
incelendiginde 6rneklerden 3’iiniin kan, 2’inin menstriiel kan, 3’{iniin tiikiiriik ve 2’sinin
vajinal sekresyon olarak siniflandirildigr goriilmektedir. Vajinal sekresyon orneklerinde
ise 2’sini semen, 2’sini menstriiel kan, 2’sini tiikiiriik ve 4’{inii vajinal sekresyon olarak
kategorize etmistir.

Semen ve semen olmayan 6rneklerden olusan 2 ayr1 sinif dikkate alinarak yapilan
diskriminant fonksiyon analizine gore bu belirtecin semeni diger viicut sivilarindan

ayirma kapasitesi %94,0 olarak belirlenmistir.

Tablo 5. miR-888-3p ve Viicut Sivilarimin Karsilastirilmasi (AACt)

Belirte¢/Doku/ | Kan Semen Menstriiel | Tiikriik Vajinal

Ornek Kan Sekresyon

miR-888-3p AACt AACt AACt AACt AACt
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

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 Degerlendirilmesi

miR-888-5p’nin ekspresyon seviye ortalamasi (AACt) diger viicut sivilariyla
karsilastirildiginda semende farklilik gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Tiim viicut sivilarinin birlikte degerlendirildigi diskriminant fonksiyon
analizine goére miR-888-3p’nin ¢aligilan tiim viicut sivilart i¢in ayrim giicii toplam %62,0
olarak belirlenmistir. Bu analizde miR-888-5p tiim semen 6rneklerini dogru kategorize
ederken, kan orneklerinden 9’unu kan ve 1’ini tukuriik; menstriiel kan 6rneklerinden ise
3’linii kan, 1’ini menstriiel kan, 3’lini tiikiiriik ve 3’lnii de vajinal sekresyon olarak
simiflandirilmistir.  MiR-888-5p’nin  tiikiirtik  6rneklerini  siniflandirma  kapasitesi
incelendiginde 6rneklerden 2’sinin kan, 5’inin tiikiirik ve 3’tniin vajinal sekresyon
olarak siniflandirildigi goriilmektedir. Vajinal sekresyon 6rneklerinde ise 1’ini kan, 1’ini
menstriiel kan, 2’sini tiikiiriik ve 6’sin1 da vajinal sekresyon olarak kategorize etmistir.

Semen ve semen olmayan 6rneklerden olusan 2 ayr1 sinif dikkate alinarak yapilan
diskriminant fonksiyon analizine gore bu belirtecin semeni diger viicut sivilarindan

ayirma kapasitesi %100,0 olarak belirlenmistir.

Tablo 6. miR-888-5p ve Viicut Sivilarimin Karsilastirilmasi (AACt)

Belirte¢/Doku/ | Kan Semen Menstriiel | Tiikriik Vajinal

Ornek Kan Sekresyon

miR-888-5p AACt AACt AACt AACt AACt
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

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 -1,72 7,54 10,63 10,75

10 14,79 -4,97 14,36 10,97 7,13
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mMiR-891a-3p’min Ekspresyon Seviyesinin Degerlendirilmesi

miR-891a-3p’nin ekspresyon seviye ortalamasi (AACt) diger viicut sivilariyla
karsilastirildiginda semende farklilik gostermektedir. Fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Tiim viicut sivilarinin birlikte degerlendirildigi diskriminant fonksiyon
analizine gore miR-891a-3p’nin ¢aligilan tiim viicut stvilar1 i¢in ayrim giicii toplam %56,0
olarak belirlenmistir. Bu analizde miR-891a-3p tiim semen 6rneklerini dogru kategorize
ederken, kan orneklerinden ise 9’unu kan ve 1’ini tiikurik; menstriiel kan orneklerinden
ise 3’iinii kan, 1’ini menstriiel kan, 3’{inii tiikiiriikk ve 3’iinti de vajinal sekresyon olarak
smiflandirmistir.  MiR-891a-3p’nin  tiikiiriik  6rneklerini  siniflandirma  kapasitesi
incelendiginde 6rneklerden 2’sinin kan, 5’inin tiikiiriik ve 3’tniin vajinal sekresyon
olarak siniflandirildigi goriilmektedir. Vajinal sekresyon 6rneklerinde ise 1’ini kan, 1’ini
menstriiel kan, 2’sini tiikiirik ve 6’sin1 vajinal sekresyon olarak kategorize etmistir.

Semen ve semen olmayan 6rneklerden olusan 2 ayr1 sinif dikkate alinarak yapilan
diskriminant fonksiyon analizine gore bu belirtecin semeni diger viicut sivilarindan

ayirma kapasitesi %100,0 olarak belirlenmistir.

Tablo 7. miR-891a-3p ve Viicut Sivilarinin Karsilastirilmasi (AACt)

Belirteg/Doku/Ornek | Kan Semen Menstriiel | Tiikriik Vajinal
Kan Sekresyon

miR-891a-3p AACt AACt AACt AACt AACt
Degeri Degeri Degeri Degeri Degeri

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 dayali viicut sivilarinin tanimlanmasinda RNA ekspresyon seviyelerinin
bireyler arasinda varyasyon gostermesi, hastalik vs gibi ¢ok ¢esitli nedenlerle ekspresyon
seviyelerinde farkliliklar olusmasi ve bir viicut sivisina tamamen spesifik bir belirtecin
bulunmamasi nedeniyle her viicut sivisinin en dogru tanimlamasini yapilabilmesi igin her
viicut sivist igin birden fazla belirtecin bir arada degerlendirilmesi gerektigi ifade
edilmektedir.

Bes belirtecin her biri ile biyolojik 6rnekler arasinda ekspresyon seviyelerine bagh
olarak gozlenen capraz reaksiyonlarin olusturdugu belirsizligi ortadan kaldirmak igin
SPSS'e dayali diskriminant fonksiyon analizi ile 5 belirtecin de dahil oldugu basamakli
(step-wise method) istatistiksel analiz yontemi gergeklestirilmistir.

Her biyolojik materyalden 10 6rnegin AACt degerleri ile olusturulan diskriminant
fonksiyon analizinde miR-10a-3p, miR10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-
3p’nin AACt degerleri bagimsiz degiskenler ve semen ornekleri ve semen olmayan (kan,
menstriiel kan, tlikriik ve vajinal sekresyon) ornekler bagimli degiskenler olarak
kullanilmustir.

Program ile bu analiz yontemine gore 5 aday belirtegten 3 belirtecin (888-3p, 888-
S5p ve 891a) one ¢iktigr ve bu ii¢ belirte¢ ile semen ile semen olmayan orneklerin

ayriminin yapilabilecegi bir fonksiyon iiretilmistir. Bu fonksiyon asagidadir.

Y1 = 2.304*ACt(miR-888-3p) + (-3,044)*ACt(miR-888-5p) + (- 066) *ACt(miR-
891a-3p) — 12,988;

Y2 =(-0,912*ACt(miR-888-3p)) + (0,399*ACt(miR-888-5p) + 2.197*ACt(miR-
891a-3p) — 10.715.

miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a-3p i¢in ACt degerleri fonksiyonlara
yerlestirildiginde Y1 > Y2 ise bilinmeyen 6rnek Semen 6rnegi, Y1 <Y2 ise 6rnek semen
disinda bir baska 6rnek olarak smiflandirilmistir. Fonksiyon ile dogruluk orani1 %100

hesaplanmastir.
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5. TARTISMA

Olay yerlerinin rekonstriiksiyonu adli vakalarin aydinlatilmasi i¢in hayati 6neme
sahiptir. Olay yerinde bulunan kanit niteligi tasiyan biyolojik materyallerin analizi her
zaman zorlayici bir konu baslig1r olmustur. Olay yerleri dogalar1 geregi (sicaklik, nem,
UV 15181, diger mekanik etkenler vb.) biyolojik materyallerin degrade olmasina yatkinlik
saglayan ortamlardir. Ek olarak olay yerinde bulunabilecek olan biyolojik materyaller
siklikla eser miktarda bulunmaktadir. Biyolojik materyallerin tanimlanmasinda yillar
igerisinde ¢esitli On tarama testleri ve dogrulayic testler gelistirilmistir. Fakat bu testlerin
cesitli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin 6n tarama testlerinde kullanilan kimyasal
ajanlar, DNA testleri gibi ileri analizler i¢in inhibitor etkeni olmaktadir. Bunun disinda 6n
tarama testlerinin hassasiyet dereceleri her zaman yeterli olamayabilir. Dahasi yanlis
pozitif ya da negatif sonuglarla da karsilagilmaktadir. Ek olarak eser miktardaki biyolojik
materyaller bosa harcanabilmektedir. Dogrulayici testler ise kompleks is akist stiregleri
ve yiiksek maliyetler yaratmaktadirlar®# 62233,

Biitiin bu etkenler goz Oniine alindiginda arastirmacilar RNA molekiillerini
kullanma yoluna gitmislerdir. Viicut sivilarinin farkli islevleri oldugu goz Oniinde
bulunduruldugunda farklit RNA molekiillerinin farkli kompozisyonlara ve ekspresyon
paternlerine sahip oldugu beklenmekte ve bilinmektedir. {lk etapta mRNA molekiilleri
one ¢cikmis ve cesitli aragtirmalar yapilmigtir. Tiim viicut sivilari i¢in ¢esitli mRNA tipleri
ve ekspresyon paternleri belirlenmistir. mRNA molekiillerinin kullanilmas1 basta iyi bir
strateji olarak gdriilmekle birlikte boyutlar1 sebebiyle olay yerlerinin zorlayici kosullarina
karst degradasyona acik molekiiller olduklar1 anlagilmistir. Bu zorlugun iistesinden
gelmek ic¢in ise daha kiigiik RNA molekiilleri incelenmistir. Bu caligmalar 15181inda
Ozellikle miRNA’lar 6ne ¢ikmistir. Kiiciik boyutlar1 degradasyona kars1 6nemli bir direng
avantaji yaratmaktadir. Gen ekspresyonundaki regiilator rolleri sebebiyle bazi
miRNA’larin doku/viicut sivilarina 6zgiin oldugu bilinmektedir. Ek olarak ekspresyon
paternleri de doku ve viicut sivilarinda varyasyonlar gostermektedir. Bu o6zellikleri
miRNA’larin  viicut sivisit identifikasyon potansiyellerinin yiiksek oldugunu
diisiindiirmektedir®’-'3-2123,

Bu caligmada kullanilan miR-10a-3p, miR-10a-5p, miR-888-3p, miR-888-5p ve

miR-891a-3p belirteglerinin ekspresyon seviyelerinin (AACt) diger viicut sivilariyla
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karsilastirildiginda semende daha yiiksek oldugu, fakat istatistiksel degerlendirmede
miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a’nin anlamli oldugunu ortaya konmustur (p<0,05).

Belirtegler semen ve semen olmayan Orneklerin ayrimi agisindan tekil olarak
incelendiginde, 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 ayrim kapasitesine sahip
oldugu gorilmiistiir. Her belirteg tek basina degerlendirildiginde 5 belirtecin de
ekspresyon seviyelerine dayal1 bir farklilik gosterdigi, ancak bu farkliligin tim viicut
stvilarinin ayrimai igin istatistiksel olarak yeterli olamayacagi ortaya ¢ikmistur.

Semen Orneklerini semen olmayan biyolojik orneklerden ayirt edebilmek icin
basamakli diskriminant fonksiyon analizi (step-wise method) ile 5 belirte¢ birlikte
degerlendirmeye alindiginda, en iyi kombinasyonun 888-3p, miR-888-5p ve miR-
891a’nin oldugu; bu ii¢ belirtecin birlikte analiz edildigi program ile olusturulan
fonksiyon analizi ile semen-semen olmayan &rnek ayriminin %100 giivenilirlikle
yapilabilecegi hesaplanmistir. Bununla birlikte, miR-10a-3p ve miR-10a-5p’nin test
edilen drnekler arasinda gozlenen ekspresyon seviyelerindeki yakinlik nedeniyle semen
ayrimi icin yetersiz kaldigi ortaya ¢ikmaistir.

Zubakov ve ark.’nin viicut sivilarinin tanimlanmasina dayali miRNA
belirteglerinin arastirildigi 6rneklemi kiigiik olan ¢alismada (3 erkek ve 3 kadin goniillii)
toplanan ornekleri 3 farkli yontem ile incelemislerdir. Yaptiklar1 mikroarray analizinde
miR-10a’nin diger viicut sivilarindan farkli olarak ifade diizeylerinin semende daha
yiiksek oldugunu saptamislardir. Buna karsin miR-891a’nin ifade diizeyinin vajinal
sekresyonda yliksek oldugunu saptamislardir. TagMan problari kullanarak yaptiklar1 RT-
PCR da ise miR-10a’y1 ve miR-891a’y1 diger viicut sivilarina kiyasla semende yiiksek
eksprese olarak saptamislardir. Ek olarak LNA probuyla yaptiklar1 Northern Blotlamada
yine miR-10a ve miR-891a’y1 semene spesifik olarak tespit etmislerdir. Mikroarray
analizindeki farkliligin vajinal sekresyonun dogasina bagli olarak bulunabilen bakteri
veya mantarlarla iligkili olabilecegini belirtmislerdir. Bir diger olasilik olarak miR-
891a’nin olgun olmayan prekiirsorlerinden kaynakli olabilecegini de belirtmislerdir.
Zubakov ve ark.’nmn kullandigi mikroarray analizleri i¢in miR-891a’nin semen
identifikasyonunda uygun olmayacagi goriilmektedir. Buna karsin RT-PCR ve Northern
Blotlama gibi daha giivenilir ve altin standart sayilan teknikler miR-10a ve miR-891a’nin

semen identifikasyonu i¢in yiiksek potansiyel gostermektedir. Bizim ¢alismamizda farkli

57



RT-PCR kiti kullanilmasima ragmen miR-891a Zubakov ve ark.’in yaptig1 ¢alismayla
uyum gdstermektedir. miR-891a semene spesifik olarak 6ne ¢ikmaktadir'>. Wang ve
ark.’nin TagMan problariyla yaptig1 calismada ise 5 farkli (kan, semen, tiikriik, menstriiel
kan, vajinal sekresyon) viicut sivisi analiz edilmis ve miR-888 ve miR-891a’nin diger
viicut sivilarina kiyasla semende yliksek oranda eksprese edildigi belirlenmis ve
potansiyel semen belirtecleri olarak onerilmistir. Farkli RT- PCR kitleri kullanmamiza
ragmen calismamizdaki sonuclarimiz benzerlik gdstermektedir'®. Luo ve ark.’nin 10
gontlliiyle yaptigi ¢calismada 5 viicut s1visi ve deri hiicresi 6rnekleri RT-PCR yontemiyle
analiz edilmis ve miR-888-5p’nin semen ayriminda oldukga etkin oldugu belirtilmistir®'°.
Sauer ve ark.’nin yaptig1 calismada ise mikroarray ve TagMan problariyla RT-PCR
yontemleri kullanilmistir. Mikroarray analizi sonrasinda miR-891a’nin semende ¢ok
giiclii, vajinal sekresyonda zayif bir sinyal verdigini belirtmislerdir. RT-PCR analizlerinde
ise miR-891a’nin sadece semende eksperse oldugunu ortaya koymuslardir. Ek olarak
miR-10a-5p’nin yapilan 2 analizde de diger viicut sivilariyla karsilagtirildiginda semende
yiiksek eksprese oldugunu eklemislerdir®®>. He ve ark.’nin yaptign 350 kisilik genis
kapsamli ¢alismada 5 farkli viicut sivisi degerlendirilmistir. SYBR Green kiti kullanilarak
yaptiklart RT-PCR’1n sonucunda miR-888-5p ve miR-891a’nin semeni ayirt etmekte
%100 verimli oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar: tiim kor testlerde bu iki belirte¢ tam
dogrulukta semen ayrimini saglayabilmistir’*’. Seashols-Williams ve ark.’nin NGS ve
RT-PCR yontemlerini kullanarak yaptig1 ¢alismada miR-891a’nin NGS platformunda
anlamli seviyede farklilik gdstermedigi belirtilmistir. Fakat RT-PCR analizi ile yaptiklar
calismada semen belirteci olarak sdylenebilecegi ifade edilmistir®?!. Bir diger ¢alismada
Mayes ve ark. tarafindan kapiller elektroforez yontemiyle yapilmistir. Bu yontemde once
floresan isaretli lineer ve uzun primerler seg¢ilerek uzun cDNA’lar iiretilmis sonrasinda
elektroforezi yapilmistir. Tiim semen orneklerinde, elektroforegramda miR-891a’nin
sinyal piki goriiliitken, semen olmayan Orneklerde bu belirtecin sinyal piki
gozlemlenmemistir. Ek olarak bu calismada DNA ve miRNA’lar eszamanli olarak
calisildig1 i¢in ig giiclinden Oonemli Olglide tasarruf edilmistir. Buna karsin primer
maliyetleri biiylik dl¢lide artmistir. Calismada belirtildigi tlizere tim Orneklerin STR
profilleri de basariyla belirlenmistir’*2. Fujimato ve ark.’nmn c¢alismasinda miR-10a-5p,
miR-888-5p ve miR-891a incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda miR-10a-5p’nin

vajinal sekresyon ve kanda da semen ile ayni seviyede eksprese oldugu goriilmiis buna
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karsin miR-888-5p ve miR-891a’nin ya semene spesifik oldugu yada semende
ekspresyonun diger sivilara gore daha yiiksek oldugunu belirtmistir??3. Park ve ark.’nin
yaptig1 bir ¢alismada 60 saglikli goniilliiden elde edilen kan, tiikiiriik, semen ve vajinal
sekresyon oOrnekleri analiz edilmistir. Calismada mikroarray ve kantitatif RT-PCR
yontemleri kullanilmis ve semen i¢in miR-10a’y1 diisiik eksprese, miR-891a’y1 ise ¢cok
yiiksek eksprese olarak raporlamiglardir. Park ve ark. miR-891a’y1 mikroarray panelinde
semen identifikasyonu i¢in ideal bir aday olarak belirtmislerdir. miR-891a bizim
calismamizda da yiliksek dogrulukta ayrim saglamistir (%100, p<0.05). Ek olarak
calismamizin baglangicinda analiz etmeyi planladigimiz miR-135a ve miR-135b’nin
vajinal sivida semenden daha fazla eksprese oldugunu belirtmislerdir.

Park ve ark.’nin yaptig1 calismada normalizasyon i¢in kullanilan referans gen U6
olarak belirtilmistir. Literatiirde bir¢ok internal gen Onerisi bulunmaktadir. U6 belirteci
de ilk kullanilan ve halen siklikla kullanilmakta olan bir belirte¢ olsa da literatiirde
ozellikle stabilite agisindan farkli referans genler de dnerilmektedir. Ozellikle zamana
bagh stabilite ¢alismalarinda let-7 6ne c¢ikmaktadir. Ek olarak yapilan bir ¢aligmada
NormFinder, geNorm ve BestKeeper veri tabanlari incelendiginde SNORD48’in en

giivenilir 3 adaydan birisi oldugu belirtilmigtir®**

. Yaptigimiz 6n analizlerde U6 nin,
kullandigimiz kantitatif RT-PCR sistemlerinde ve ticari kitinde verimli sonug¢ alinamamis
ve alternatif olarak SNORDA48 referans geni ¢alismaya dahil edilmistir.

Literatiir incelendiginde bu calisma ile diger caligsmalar arasinda cDNA eldesinde
farkl ticari kitler ve total RNA konsantrasyonlarinin kullanildig: gortilmektedir. Bir diger
farklilik ise istatistiksel analiz modellemelerinde bulunmaktadir Park ve ark. ACt
degerleriyle istatistiksel analiz modellemeleri yaparken bu ¢alismada AACt parametresi
kullanilmistir®?. Lewis ve ark.’nin yaptig1 bir baska c¢aligmada ise 3 dondrden alinan 4
farkli viicut stvist RT-PCR yontemi ile analiz edilmis ve miR-891a’nin semene spesifik
oldugu saptanmistir. Calismamizda kullandigimiz RNA izolasyon kitleri ve RT-PCR
kitleri Lewis ve ark.’1n kullandigi kitlerden farkli olmasina ragmen miR-891a baglaminda
sonuglarimiz uyumluluk gdstermekte ve miR-891a’nin semen spesifik yiiksek
ekspresyonunu ortaya koymaktadir®?>.

Lancia ve ark.’nmin yaptig1 calismada ise 17 dondrden toplanan ornekler

calisilmigtir. Adli vakalar simiile edilmistir. Analizlerde kot pantolon, kumas, kondom,

kagit pegete, mendil gibi ortamlardan elde edilen hem tekil viicut sivilari hem de semen
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ile karisik kan ve tiikiiriik 6rnekleri calisilmistir. Ek olarak vajinal mukoza ve nazal
mukoza da analiz edilmistir. Calismada RT-PCR yontemi kullanilmis ve arastirilan tiim
belirteglerin (miR-10a-5p, miR-888-5p, miR-891a-5p, miR-135a-5p ve miR-135b-5p)
semen ayrimini yapabildigi belirlenmistir. Buna karsin miR-135a-5p ve miR-135b-5p’nin
nazal mukozada da yiiksek eksprese oldugunu, miR-891a-5p ve miR-10a-5p’nin de
vajinal mukozada yiiksek eksprese oldugunu belirtmiglerdir. Bu sorunu agmak i¢in tiim
ornekler i¢cin semen identifikasyonunu sagladiklari bir formiil gelistirmislerdir. Ayrim igin
kullandiklar1 formiilasyon ise x >n /2 (x = Delta CT degeri <30, n = analiz edilen belirte¢
sayist) seklindedir. Bizim ¢alismamizda ise miR-891a’nin vajinal sekresyonda
ekspresyonu diisiik olarak bulunmustur (p<0,05). Ek olarak Lancia ve ark. 26 yillik
donmus semen Ornegini de ¢aligsmaya dahil etmis ve arastirilan belirteclerin stabilitesini
korudugunu ortaya koymuslardir. Bizim c¢alismamizda zamana bagh stabilite
incelenmedigi i¢in karsilastirma imkani bulamamaktayiz. Stabilite analizleri i¢in yeni
calismalar 6nermekteyiz*2®.

Tian ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada semen spesifik potansiyel miRNA’lar1
incelemistir. Ek olarak ¢alismada giiniimiizde 6zellikle artan infertilite iligkili azospermi,
astenoospermi, oligospermi, oligospermi ve astenospermi vakalarmi saglikli
semen Ornekleriyle karsilastirip, adli vakalarda potansiyel infertil zanli senaryolarini
incelemislerdir. Cinsel saldir1 gibi adli vakalarda azospermik, vb. zanlilarin da yer
alabilecegi g6z oniinde bulunduruldugunda yapilan ¢alismadan elde edilen verilerin adli
analizlerde kullanilabilme potansiyeli ortaya konmustur. Bunlara ek olarak kan,
menstriiel kan, tiikiiriik, vajinal sekresyon da ilgili belirtegler i¢in incelenmistir. Lineer
Diskriminasyon Analizinden elde edilen 2 boyutlu grafik incelenmistir. miR-10a ve miR-
10b icin saglikli semen acisindan spesifik kiimelesme gostermis fakat menstriiel kan
ornekleriyle kesin bir ayrim saglanamamistir. Buna karsin miR-891a ve miR-888 ile
yapilan analizler diger viicut sivilarindan kesin bir ayr1 kiime olusturmustur. Azospermik,
astenoospermik, oligospermik, oligospermik ve astenospermik vakalarda ilgili belirtegler
analiz edildiginde miR-10a ve miR-10b diger viicut stvilartyla ayrim saglayamamis buna

karsin miR-888 ve miR-891a belirtecleri ayrim saglayabilmislerdir®?’

. Bu caligmaya gore
infertil bireyler, calismamizda da bulunan miR-888 ve miR-891a ile ayirt edilebilme
potansiyeli gostermektedir. Bizim ¢alismamizda likefaksiyon, motilite, sperm sayimi vb.

parametreler olmadigi i¢in karsilagtirma yapma imkani bulamamakla birlikte gelecek
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zamanlarda adli bilimler agisindan validasyon baglaminda bagka ¢alismalarin yapilmasi
onerilmektedir. Bu konuda yapilan bir bagka calismada ise Fujimoto ve ark.
normospermik ve azospermik ornekleri miR-10a-5p, miR-888-5p ve miR-891a i¢in test
etmiglerdir. Yapilan analizler sonucunda normospermik oOrnekler ve azospermik
orneklerin arasinda fark olmasina ragmen secilen bu 3 belirtegin, semeni diger viicut
stvilarindan acik sekilde ayirt edebildigini gostermislerdir. Bu ¢alismalar incelendiginde
Ozellikle miR-888-5p ve miR-891a’nin sperm anomalilerine sahip semen orneklerinde
bile ayrim saglama potansiyeli yiiksek belirtegler oldugu goriilmektedir??®.

Literatiir ve bizim sonuglarimiz arasinda ¢ogunlukla paralel analiz sonuglar1 elde
ettigimiz goriilmektedir. miR-888-3p, miR-888-5p ve miR-891a semen i¢in ayirt edici
belirtecler olarak goriinmektedir. Literatiir incelendiginde var olan baz1 farkliliklarin
RNA izolasyon yontemleri, cDNA eldesi, RT-PCR Kkitleri gibi 6nemli adimlardaki
farkliliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ek olarak NGS, mikroarray, kapiller
elektroforez, vb. gibi farkli platformlarda yapilan analizler ve istatistiksel yazilimlar da
bu farklilar1 6nemli 6l¢iide aciklamaktadir.

miRNA’lar adli bilimler camiasinda artarak popiilerlesmeye ve yayginlasmaya

devam edecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Test edilen 5 belirtecin 10’u semen 40’1 diger viicut sivilarindan olusan toplam 50

ornekte yapilan diskriminant fonksiyon analizi ile;

Belirteglerin 5 farkli grup olarak siniflandirilan her bir viicut sivisimi diger viicut

stvisindan/sivilarindan ayirt 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 hesaplanmustir.

Belirtegler semen ve semen olmayan Orneklerin ayrimi agisindan iki gruba
ayrilarak incelendiginde, semen o6rnegini diger biyolojik materyallerden (kan-
menstruel kan-tiikriik-vajinal sekresyonun dahil oldugu tiim 6rnekler birlikte bir

grup) ayirt edebilme potansiyelleri

o miR-10a-3p 9%92,0
o miR-10a-5p %94,0
o miR-888-3p %94,0
o miR-888-5p %100,0
o miR-891a-3p 9%100,0

olarak saptanmustir.

Toplam 50 oOrnekte, 5 belirte¢ ile birlikte yapilan diskriminant fonksiyon
analizinde (step-wise method) miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p birlikte
degerlendirilerek %100,0 dogrulukta semen/semen olmayan Ornek ayrimi
yapilabilecegi hesaplanmistir. Bu sonuglar 15181nda semen identifikasyonu i¢in
miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p’nin 3’lii kombinasyonun birlikte
kullanilmasmin giivenilir semen tanimlanmasi i¢in uygun olacagi sonucuna
varilmistir.

Bir sonraki asamada miR-888-3p, miR888-5p ve miR-891a-3p belirteglerinin

zaman/cevre kosullarina bagli stabiliteleri ile sperm patolojilerine sahip
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orneklerin incelenmesi ve laboratuvar kosullarinda gecerlilik ve giivenilirlik
testlerinin yapilarak laboratuvarda kullanilmasi 6nerilmektedir.

Son olarak adli analizlerde minimum 6rnekten maksimum verim alma dnemli bir
kriter oldugundan, her bir viicut sivisina spesifik olan multi-belirtegler
belirlenecek ve belirlenen bu belirtecler ile tiim viicut sivilarinin tanimlanmasina
olanak taniyan bir multipleks olusturulacaktir. Olusturulacak olan bu multipleks
iginde semen i¢in Onerilen bu ii¢ belirtecten en az ikisinin kullanilmasinin uygun

olacag diisiiniilmektedir.
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