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OZET

CESITLI miRNA BELIRTECLERININ KANIN
IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILABILME
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Adli bilimler acisindan su¢ mahallinde birakilan viicut sivilarinin
kayna@inin belirlenmesi olay yerinin yeniden yapilandirilmasi i¢in onemlidir.
Viicut sivis1 tammmlamaya yonelik klasik ve literatiirlerde belirtilen yontemler
incelendiginde (ozellikle seroloji tabanh yontemler), bu yontemlerin numune
tilkketimi, yogun calisma, zaman kaybi, degisken sicaklhiklara duyarhlhik ve
ozgiilliikk gibi cesitli simirlamalara sahip olduklar1 goriiliir. Kimliklendirme
acisindan 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 “mikro RNA” molekiillerinin degradasyon etkenlerine karsi
daha dayamikh oldugu tespit edilmistir. Bu 6zellikleriyle adli bilimler a¢isindan
onemli bir potansiyele sahiptirler. Ancak literatiir kapsaminda miRNA
stabilitesi iizerine yeterli calisma yapilmamistir.

Bu calismanin amaci oda sicakhg (22-25°C) ile -20°C’de bekletilen kan
lekelerinde miR-144, miR-451, miR-16 miRNA’lar1 ile SNORD48’in zamana
bagh stabilitesini arastirmaktir. Bu amacla 6 farkh goniilliiden alinan kan
ornekleri belirlenen kosullarda 16 aya kadar saklanmstir. Ardindan biyolojik
orneklerde sirastyla RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve ger¢ek zamanh kantitatif
PCR (RT-qPCR) gerceklestirilmistir. Calismada kan belirteci olarak miRNA -
144, miRNA-451 ve miRNA-16 miRNA’lar1 ile internal kontrol olarak
SNORD48 kullanilmistir. Calisma sonunda elde edilen miRNA ekspresyon
seviyelerinin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS version 27 ile yapilmistir.
Betimsel analizler ve gorsellestirmeler icin rstatics ve ggplot2 paketleri
kullanilmastir.

Calismada taze kan 6rneklerinde elde edilen Ct degerleri oda sicakhig: (22-
25°C) ve -20°C’de bekletilen orneklerden elde edilen Ct degerleri ile
karsilastirildiginda; test edilen her ii¢ miRNA ifade diizeyinin 8. aydan sonra
azaldidy, ozellikle 16 aya kadar bekletilen drneklerde bu diizeyin daha da
diistiigii ve taze oOrneklerle karsilastirildiginda ifade diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak 6nemli farkhiliklar oldugu goriilmiistiir. Kontrol gen olarak
kullanilan SNORD48’in ise test edilen ortam kosullarindaki ifade diizeyleri
arasinda anlamh farkhiliklar olusmadigi ve adli amach miRNA analizinde
referans gen olarak kullanilabilecegi saptanmstir.

Bu sonuclar secilen miRNA’larin -20°C’de stabil kalmasina karsin, oda
sicakhi@inda zamana bagh stabilitesinin 6nemli 6l¢iide bozuldugunu, olumsuz
cevresel kosullara maruz kalms adli kan orneklerinin tanimlanmasinda
dikkatle kullamilmasi gerektigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Adli, RNA degredasyonu, miRNA, kan identifikasyonu,
miRNA stabilitesi

IX



ABSTRACT

INVESTIGATION of THE POTENSIAL of VARIOUS microRNA
(miRNA) BIOMARKERS of THE IDENTIFICATION of BLOOD

In the context of forensic science, identifying the source of body fluids left
at a crime scene is crucial for reconstructing the events that took place.
Traditional and literature-based methods for body fluid identification-
particularly serology-based techniques-are often limited by factors such as
sample consumption, labor intensity, time requirements, varying sensitivity
levels, and lack of specificity. While DNA-based methods are prominent in
personal identification, RNA-based approaches have gained importance in the
identification of body fluid types, which is a key parameter for crime scene
reconstruction. Literature reviews indicate that microRNAs are more resistant
to degradation and exhibit greater stability under environmental stressors.
These characteristics suggest that microRNAs hold significant potential in
forensic applications. However, comprehensive studies on miRNA stability in
forensic contexts remain limited.

The aim of this study was to investigate the time-dependent stability of
miR-144, miR-451, and miR-16 miRNAs, as well as SNORD48, in blood stains
stored at room temperature (22-25°C) and at —20°C. For this purpose, blood
samples were collected from six different volunteers and stored for up to 16
months under defined conditions. Subsequently, RNA isolation, cDNA synthesis,
and real-time quantitative PCR (RT-qPCR) were performed on the biological
samples. In the study, miR-144, miR-451, and miR-16 miRNAs were used as
target markers, while SNORD48 was used as an internal control. Statistical
evaluations of the miRNA expression levels obtained at the end of the study
were conducted using SPSS version 27. Descriptive analyses and visualizations
were performed using the R packages rstatics and ggplot2.

When the Ct values obtained from fresh blood samples were compared
with those stored at room temperature (22-25°C) and —20°C, it was observed
that the expression levels of all three miRNAs significantly decreased after the
8th month. This decrease was more pronounced in samples stored for up to 16
months and was statistically significant compared to fresh samples. Significant
statistical differences were observed between the expression levels, particularly
for the internal control SNORD48, depending on the storage conditions. These
results indicate that SNORD48 a reliable reference gene for miRNA analysis in
degraded samples.

Although the selected miRNAs remained stable at —20°C, the results
indicate that in case of storage at room temperature, miRNA expression is
negatively affected due to degradation or exposure to environmental factors.
Therefore, careful consideration should be given to the use of blood samples in
miRNA analysis and identification processes.

Keywords: Forensic, RNA degradation, miRNA, blood identification, miRNA
stability



1. GIRIS

Adli bilimler, sugun ¢6ziimiinde bilimsel yontemlerin uygulanmasini saglayarak
adaletin saglanmasina katki sunan bir multidisipliner alandir'. Bu alanda, olay yerinin
rekonstriiksiyonu ve viicut sivilarin analizi nemli bir rol oynamaktadir’. Olay yeri
rekonstriiksiyonu, sucun nasil gerceklestigini anlamak icin olay yerinin detayli bir
sekilde yeniden olusturulmasini igerir’. Bu siireg, fiziksel kanitlarin toplanmasi, analizi
ve yorumlanmasi agamalarini kapsar. Viicut sivilari, 6zellikle kan, semen, tiikiiriik ve
idrar, su¢ mahallinde 6nemli bilgiler sunar®. Bu sivilarin analizi, suglunun kimliginin
belirlenmesine, olaymn zamanlamasina ve kurbanin durumuna dair 6nemli ipuglar
saglar. Ornegin, kan lekeleri, kurbanin pozisyonu ve olayin zamanlamasi gibi faktorler,
sugun dinamiklerini aydinlatabilir’. Ayrica, olay yerinin diizeninin ve kanitlarin
konumunun dogru bir sekilde belgelenmesi, gelecekteki sorusturmalar i¢in 6nemli bir
referans olusturur’. Bu siiregte olay yerinde bulunan viicut sivilarmin tanimlanmasi da
olay yerinin yeniden canlandirilmasma 6nemli katki sunabilir®’.

Kan, semen, tiikiiriik ve idrar gibi sivilar, su¢ mahallinde bulunan biyolojik
orneklerdir. Bu sivilarin analizi hem kurbanin hem de siliphelinin kimliginin
belirlenmesine yardimci olur. Olay yerinde bulunan kan 6rneklerinde, DNA analizleri
ile bireylerin kimligi belirlenebilir iken viicut sivilarinin analizi, ayn1 zamanda olayin
nitelifi ve zamanlamas: hakkinda bilgi verebilmektedir. Ornegin, kanmn varhigi bir
yaralama ya da cinayet olayma dair ipucu ortaya koyabilirken, kanin koagiilasyonu,
olayim ne zaman gergeklestigine dair ipuglari sunabilir®’,

Bu nedenle kan 6rneklerinin identifikasyonu, adli bilimlerde 6nemli bir agamadir.
Adli amagh kanin tanimlanmasinda kullanilan gegmisten giinlimiize ¢esitli klasik ve
gincel yontemler bulunmaktadir. Hemoglobin ve hemoglobin tiirevlerinin
gosterilmesine dayali klasik yontemlerde hemoglobin varligr serolojik, immiinolojik ve
immunokromotik yontemlerle arastirilmaktadir. Cok uzun siiredir kullanimda olan
klasik yontemler hizli, hassas, uygulama kolayligi olmast ve uzun siireli deneyim
avantaji nedeniyle halen rutinde yaygin olarak kullaniimaktadir''°.

Bununla birlikte, bu testlerin ¢apraz reaksiyon, diisiik tekrarlanabilirlik ve yanlis
pozitiflik gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ayrica 6zellikle olay yerinde az veya

eser miktarda bulunan biyolojik delillerin analizinde islevsiz kalmaktadir’. Giiniimiizde



mRNA ve miRNA analizine dayali giincel viicut sivi tanimlayicilar1 ile bu sorunlarin
iistesinden gelebilme potansiyeli bulunmaktadir. Yapilan calismalarda doku/viicut
stvilarinin ayriminin yapilabilecegi doku spesifik mRNA/miRNA belirteclerinin varligi
gosterilmistir. Bu c¢alismalarda ayrica olay yerinden elde edilen az ve/veya eser
miktardaki orneklerin hem kimliklendirme agisindan DNA analizlerinin hem de viicut
stvisinin belirlenmesi agisindan mRNA/miRNA analizlerinin ayn1 anda yapilabilecegi
de ortaya koyulmustur. Boylece delil materyalinden 6rnek kaybi azaldigindan minimum
ornekten maksimum verim alabilme olanagi dogmustur'''2. RNA temelli analizlerin
avantajlarinin yam sira, bazi dezavantajlarinin da bulundugu rapor edilmistir. Ozellikle
giines 15181, nem, yliksek sicaklik, yagmur gibi ¢evresel etkenlere maruz kalan biyolojik
materyallerde hedef RNA molekiillerinin stabilitesi bozulmaktadir. Bu olumsuz
kosullardan dogal olarak molekiiler biiytlikliigii miRNA molekiillerine gére daha biiyiik
olan mRNA’lar daha fazla etkilenmekle birlikte miRNA molekiilleri de etkilenmektedir.
Bu nedenle adli amagl kullanilacak bu tip belirteclerin rutin adli kullanima ge¢gmeden
Once zamana ve ¢esitli cevresel kosullara dayanikliliginin deneysel olarak test edilmesi
gerekmektedir13.

Bu nedenle bu calismada kan belirteci olarak kullanilabilecegi bildirilen miRNA
belirte¢lerinden miR-451, miR-144 ve miR-16’nin oda sicakligi (22-25°C) ve -20°C’de

16 aya kadar saklanmis kan orneklerinde stabilitelerinin arastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kamn Biyolojik Ozellikleri

Kan, adli biyolojide en 6nemli biyolojik delillerden biridir. Viicut agirliginin
yaklasik 9%7-8’ini olusturan kan, temel olarak plazma, eritrositler (alyuvarlar),
lokositler (akyuvarlar) ve trombositlerden (plateletler) meydana gelir.

Plazma, %901 sudan olusan, protein, elektrolit, hormon ve atik maddeler gibi
¢Oziinmiis molekiiller i¢eren kanin sivi kismidir. Hiicrelerin tasinmasi ve homeostazin
saglanmasinda rol oynar.

Eritrositler, oksijen tastyan hiicrelerdir. Icerdikleri hemoglobin, hem oksijen
baglayarak yasam fonksiyonlarin siirdiiriir hem de kan lekesi analizlerinde temel hedef
molekiildiir. Hemoglobin sayesinde kan tespiti i¢in renk reaksiyonlar1 veren bir¢ok test
gelistirilebilmistir (6rnegin Kastle-Meyer testi).

Lokositler, bagisiklik sisteminin g¢ekirdekli hiicreleridir. Cekirdek igermeleri
nedeniyle DNA kaynagi olarak 6nemli delil saglarlar. DNA profili ¢ikarma iglemlerinde
bu hiicreler kritik rol oynar.

Trombositler, pihtilasma mekanizmalarinda yer alir. Cekirdeksiz olmalari
nedeniyle DNA icermezler, ancak pihti olusumu nedeniyle kanin yayilim big¢imini
etkileyebilirler.

Kan, ayn1 zamanda kan lekesi desen analizi (bloodstain pattern analysis) ile
olay yeri yeniden yapilandirmasinda da kullanilir. Damlama yonii, hizi, agist ve hacmi
gibi faktdrler, fiziksel olay akigina dair bilgi verir.

Adli biyoloji agisindan, kan sadece DNA kaynag1 degil, ayn1 zamanda olay yeri
analizlerinde yonlendirici kanittir. Ayrica giincel teknolojilerle RNA temelli analizler de
yapilmakta; ornegin mRNA veya miRNA kullanilarak kanin varligi ya da doku tipi
saptanabilmektedir.

Adli bilimlerde kanin identifikasyonu, 6zellikle cinayet, saldir1 ve cinsel suglar
gibi vakalarda delil niteligi tasir. Kanin varliginin tespiti ve kaynaginin belirlenmesi,
adli sorusturmalarin yonlendirilmesinde hayati bir rol oynar. Geleneksel yontemlerden
modern molekiiler tekniklere kadar bircok yaklasim, kan identifikasyonu igin
kullanilmaktadir'. Morfolojik inceleme, immiinolojik inceleme, mRNA incelemesi ve

miRNA incelemesi gibi yontemlerin gilincel uygulamalari, avantajlar1 ve dezavantajlar



karsilastirmali olarak ele alinacaktir.

2.2. Kanin Tanimlanmasi

Kan, insan viicudunun temel bilesenlerinden biridir ve bir¢cok alanda 6nemli bir
role sahiptir. Kanin dogru sekilde tanimlanmasi ve analiz edilmesi, tip, adli bilimler,
kan bagisi siirecleri ve diger bir¢ok alanda hayati 6neme sahiptir.

Kanin identifikasyonu igin birgok farkli yontem mevcuttur. Bu yontemler arasinda
kan grubu tespiti, DNA analizi, kan hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi
ve immiinolojik testler bulunmaktadir.

Kanin dogru bi¢cimde tanimlanmasi ve analiz edilmesi, ¢esitli disiplinlerde kritik
O6neme sahiptir. Tibbi alanda, dogru kan grubunun belirlenmesi ve uyumlu kan
transfiizyonlarinin yapilmasi, hastalarin hayatini kurtarabilir. Ayrica, kan 6rneklerinden
elde edilen DNA analizi, genetik hastaliklarin tanisinda ve kisisel tani tibbinda
kullanilabilir".

Adli bilimlerde, kanin identifikasyonu, su¢ mahalli delillerinin incelenmesi ve
suclularin tespiti icin dnemlidir. Ornegin, bir su¢ mahallinde bulunan kan &rnegi, DNA

analizi kullanilarak siiphelilerle eslestirilebilir ve sugun ¢oziilmesine yardimei olabilir’.

2.2.1 Adli Amagh Kan Tespiti i¢in Kullanilan Geleneksel Yaklasimlar

Adli biyolojide, kanin tespiti olay yeri incelemesi ve failin tanimlanmasi agisindan
kritik dneme sahiptir. Bu amagla kullanilan serolojik testler hem klasik hem de modern
molekiiler yontemleri kapsar. Kanin tanimlanmasinda kullanilan serolojik testler 6n
tarama ve dogrulama testleri olmak iizere ikiye ayrilir',

1. On Tarama Testleri

On tarama testler, kanin varligma dair hizli ve duyarli tarama saglar ancak baska
maddelerle capraz reaksiyon verebildikleri i¢in yalanci pozitif riski tasir. Genellikle
olay yerinde uygulanir ve pozitif bulgular laboratuvar dogrulama testleriyle
desteklenmelidir. On tarama testleri oksidasyon rediiksiyon reaksiyonuna dayali renk

testleri ve kemiliiminesans testlerden olugmaktadir'®.

A. Oksidasyon-Rediiksiyon Esasli Renk Testleri

Bu testlerde, kanin i¢indeki hemoglobin demirinin peroksidaz benzeri aktivitesi



temel aliur. Hidrojen peroksit varliginda renk degisimi gozlenir'.

e Kastle-Meyer (Fenolftalein) Testi: Renk gostergesi olarak alkali ortamda
fenolftalein kullanilir. Hemoglobin varliginda pembe renk olusur. En
yaygin kullanilan testtir. 1:10.000 oraninda seyreltik kan1 bile saptayabilir.
Ancak bazi sebzelerin suyu ve metal yiizeyler yalanci pozitiflige neden
olabilir.

e Leucomalachite Green (LMG): Hemoglobinle yesil-mavi renk verir.
Kullanimi kolay ve maliyeti digiiktiir.

e Benzidin ve tiirevleri: Ge¢miste yaygin olarak kullanilan bu yontem,
kanserojen etkileri nedeniyle glinlimiizde kullanim dis1 birakilmistir.

B. Kemiliiminesans ve Floresan Testleri

Bu testler, kanla temas ettiginde 151k yayan kimyasal reaksiyonlara dayanir'®.

¢ Luminol: En ¢ok bilinen kemiliiminesans ajandir. Demir varliginda mavi
151k yayar. Karartilmig ortamlarda kullanilir ve kan silinmis olsa dahi tespit
edebilir. Ancak ¢amasir suyu, pas ve bazi temizlik {iriinleri de yalanci
pozitiflik yaratabilir.

e Bluestar®: Luminol’e benzer ama daha giiclii 151k verir, fotograf ¢cekimi
daha uygundur. Luminol'iin sinirlamalarini biiytik 6l¢iide asar.

e Fluorescein: Peroksit ile aktiflesir ve UV altinda parlama yapar. Kanin

akis yoniinii ve siirtikleme izlerini ortaya ¢ikarmada etkilidir.

2. Dogrulayici Testler
Pozitif 6n tarama testlerinden sonra uygulanan bu testler, kanin varligin1 ve bazen
insan kaynakli olup olmadigim1 dogrular. Yargi siireclerinde kabul goren kanitlar

arasinda yer alirlar'®.



A. Kristalizasyon Testleri (Mikrokrizal Testler)
Bu klasik testler, kanin i¢indeki hem molekiillerinin kristallesme 6zelliginden

faydalanir.

e Takayama Kristal Testi: Glukoz ¢ozeltisi ve alkali ortamda pembe renkli
kristaller olusur. Mikroskopla incelenerek pozitiflik dogrulanir. Bir donem
yaygin olarak kullanilan bir testtir.

e Teichmann Testi: Asetik asit ve tuzla yapilan testte kahverengi demir-

porfirin kristalleri olugur. Daha az duyarlhdir.

Avantajlart diisiik maliyet ve kolay uygulama olsa da taze kanla daha iyi sonug

verir, bozulmus érneklerde duyarlilig: diiser'*.

B. immiinolojik (Antijen—Antikor) Testler
Bu testler, yalnizca insan kanimi tespit etmeyi amaglar. Hemoglobine ozgii

antikorlarla caligirlar'®.

e Immunokromatografik testler (6rnegin Hexagon OBTI): Kanda insan
hemoglobini varsa test ¢izgisi olusur. Tek kullanimlik kitler halinde

sunulur, olay yerinde bile uygulanabilir.
C. Spektrofotometrik ve Mikroskobik Analizler

e Spektrofotometri: Hemoglobin ve tiirevlerinin 151k absorpsiyon egrileri
temel alinarak kan varlig1 dogrulanabilir.
e Mikroskopi: Kan lekelerinden hiicre kalintilar1 ve hem pigmenti direkt

olarak gozlenebilir. Ancak yapisal bozulma varsa duyarlihg azalir'.

Kan Tespitinde Kullanilan Yeni Nesil Yontemler- RNA Bazh Yaklasimlar

Adli biyolojide viicut sivilarmin dogru bir sekilde tanimlanmasi, olay yeri
analizlerinde siipheli, magdur ve mekan arasindaki baglantiyr kurmak agisindan kritik
oneme sahiptir. Kan lekeleri genellikle olay yerinde en sik rastlanan biyolojik

materyallerden biridir. Ancak bu lekelerin gercekten kana ait olup olmadigini



belirlemek, klasik kimyasal testlerle her zaman giivenilir sonuglar vermez. Bu nedenle
molekiiler biyolojiye dayanan yeni yoOntemler, o6zellikle mRNA ve miRNA temelli
yaklasimlar, adli bilimlerde 6nemli bir yere sahip olmaya baglamistir.

Son yillarda RNA bazli testler de adli biyolojiye entegre olmustur. Ozellikle
mRNA ve miRNA belirtecleri, mevcut viicut sivisinin tiiriiniin ve kaynagmin

belirlenmesinde kullanilmaktadir'.

1. mRNA (Messenger RNA) Temelli Yontemler

mRNA, DNA’dan transkribe edilen ve protein sentezinde gorev alan kodlayici
RNA’lar1 temsil eder. Her hiicre tipi, kendine 6zgii bir gen ekspresyon profiline sahip
oldugu i¢in, belirli mRNA’lar sadece belli hiicrelerde veya viicut sivilarinda bulunur.
Bu 6zellik, mRNA’lar1 doku ve viicut sivisi1 6zgiil biyobelirteler haline getirir'®.

Kan identifikasyonunda kullanilabilecegi belirtilen belirteglerden birkaci asagida
belirtilmistir:

e ALAS2 (5-aminolevulinate synthase 2): Bu gen, sadece eritroid
hiicrelerde eksprese edilir ve hem sentezinin ilk basamaginda gorev alir.
Bu ylizden, ALAS2 transkriptinin tespiti, dogrudan eritrositlerin ve buna
bagli olarak kanin varligina isaret eder.

e HBB (Hemoglobin Subunit Beta): Hemoglobinin B-zincirini kodlar ve
sadece olgun kirmiz1 kan hiicrelerinde eksprese edilir. HBB varligi da
giiclii bir kan gostergesidir.

e GYPA (Glycophorin A): Eritrosit zarma 6zgii transmembran proteini
kodlar. Insan kan hiicrelerine spesifik olmasi nedeniyle hem tiir

tanimlamas1 hem de kan dogrulamasi i¢in kullanilir.

Bu mRNA’larin kullanimi genellikle ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) veya gercek zamanhh PCR (qPCR) islemi uygulanabilecegi
gibi, hedef mRNA belirteclerine spesifik floresan isaretli primerler ile son nokta PCR
islemi de yapilabilir. Bu yontemlerle kanin varligi yiiksek ozgiillik ve duyarlilikla
belirlenebilir. Ayrica mRNA profili sayesinde kan lekesinin hangi canliya ait oldugu

(6rnegin insan m1 hayvan mi) da ayirt edilebilir'.



mRNA’ya dayali yaklagimlarin doku 6zgiilligii, insan-hayvan kanmi ayirt edici
ozelligi ve taze Orneklerde giivenle kullanilabilecegi gibi avantajlart bildirilirken, 1s1,
sicaklik, UV, enzimatik degredasyon gibi cevresel etkilere karsi duyarli olmasi

nedeniyle eski olay yeri 6rneklerinde kullaniminmin siirh olabilecegi belirtilmektedir'.

2. miRNA (MicroRNA) Temelli Yontemler

miRNA’lar, yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda, protein kodlamayan, gen
ekspresyonunu diizenleyen kiiciik RNA molekiilleridir. Spesifik hiicre ve doku
tiplerinde eksprese edilen miRNA’lar, 6zellikle adli analizlerde mRNA’lara kiyasla
birka¢ 6nemli avantaja sahiptir.

miRNA’larin  6zellikle bozulmus Orneklerde kan tespiti acisindan biiyilik
potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir. Kii¢iik yapilart ve ¢ift zincirli RNA’y1
parcalayabilen riboniikleaz (RNaz) enzimlerine karsi goreli direngleri, onlar1 ¢evresel
olarak zorlu oOrneklerde bile analiz edilebilmesine olanak tanimaktadir. Adli amacl
viicut sivilarinda miRNA kullaniomimin potansiyel avantaj ve dezavantajlar1 altta
aktarilmistir: Avantajlari: miRNA’lar ¢ok kiiciik boyutlara sahip olduklart igin
bozulmaya kars1 oldukca direnglidirler. Formalinle sabitlenmis doku 6rneklerinden dahi
izole edilebilirler. mRNA’ya kiyasla daha kararli olup cevresel stres faktorlerine karsi
dayaniklidirlar. Dezavantajlari: miRNA’larin spesifiklik diizeyi mRNA kadar net
degildir; cilinkii bazi miRNA’lar farkli sivilarda da bulunabilir. Ayrica, diger doku ve

stvilarda capraz ekspresyon riski bulunmaktadir.

Kan icin aday miRNA belirteclerinden birka¢i sunlardir:

e miR-451: En ¢ok eritrositlerde eksprese edilen miRNA’dir. miR-451, kan
tespiti icin kullanilan en giiclii miRNA belirteclerinden biridir. Ayni
zamanda kan lekesinin zamanla bozulma derecesine kars1 direnglidir.

e miR-144: Hematopoietik kok hiicreler ve kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek
oranda bulunur.mir-451 ile kullanildiginda kanin tanimlanmasinda
ozgilliigl arttirir.

e miR-16: Her ne kadar ¢ok sayida hiicrede eksprese edilse de kandaki
bollugu nedeniyle genellikle referans miRNA olarak kullanilir. Diger



miRNA ekspresyon diizeylerini normalize etmek i¢in uygundur.

Yapilan ¢alismalarda kanin tanimlanmasinda kullanilabilecek potansiyel mRNA

ve miRNA belirtecleri Tablo 2.1°de aktariimistir.

Tablo 2.1.Kanin tammlanmasinda kullanilabilecek potansiyel RNA belirtegleri'

Tammlanan . .
Belirteg  Tip Doku / Viicut Fonksiyonu / AN Adli Kullamm Avantajlar Dezavantajlar
Ekspresyon Ozelligi Amaci
Sivisi
ALAS2 mRNA Kan (eritrosit) He.:m §entf:zmde g?re\ill; Kafnn varligini Yuksek RNA bozulmasina
eritroid hiicrelere 6zgii ~ dogrulamak ozgillik duyarlt
GYPA MmRNA Kap hu;relerl Glikoforin A proteini Insan kani fnsan spesifik  mRNA bozulabilir
(eritrosit zar1) kodlayan gen tanimlamast
. . Kanin genetik
HBB mRNA Kan (hemqglobm Hemoglobin yapisinda temelli Yiiksek sinyal ~ Bozulmaya duyarli
B alt birimi) bulunur -
dogrulanmasi
SPTBNI mRNA Kan Hiicre iskelet proteini 20 DeHMeCl g cifiklik orta T arklt dokularda da
olarak destek goriilebilir
" .. . .. - . Diger hiicrelerde
miR-451 miRNA Kan (eritrosit) Eritrositlerde ytiksek Kan lekeS{ t(_tspltl Ku(;uk: stabil diisiik miktarda
oranda bulunur ve yas tayini molekiil o
olabilir
) . Kan/ r Hematopmctlk. . MR spesifiRiElR. Stabil vOETH Diger dokularla
miR-144 miRNA hematopoietik ekspresyon, eritrositile . . > - capraz ekspresyon
- icin destek belirteg segici S
doku baglantili ihtimali
Coklu hiicre tiplerinde ~ Normalize etme, .
miR-16  miRNA Kan, plazma referans gen olarak kontrol olarak Cok stabil, Kan dist dokularda

SNORD48 snoRNA Tiim hiicreler

kullanilir

Kiigiik niikleolar RNA;

gen ekspresyon

diizeylerini normalize

eder

kullanilir

Kontrol geni /
internal referans

referans belirteg

Cok stabil, RNA

tahlillerinde
yaygin

da var

Doku spesifikligi
yok

Gelisen teknolojilerle birlikte klasik serolojik testlerin yerini daha spesifik ve

molekiler tabanli testlerin almasi beklenmektedir. Ancak halen sahada ve

laboratuvarda, fenolftalein ve Iuminol gibi klasik testler kullanilmaya devam

etmektedir.



2.3. miRNA’nin tarihgesi

miRNA’lar yaklasik 21-23 niikleotit uzunlugunda kiiciik kodlama yapmayan tek
iplikli RNA molekiilleridir. miRNA'nin 5' uglarinda bir iiridin bulunmaktadir ve 3'
uclart mRNA'nin ¢evrilmemis bolgeleri ile kismen tamamlayicidir. miRNA, Argonaute
(AGO) protein kompleksi ile beraber mRNA'nin deadenilasyonu, degradasyonu veya
translasyonun baskilanmasina neden olmaktadir'.

Giliniimiizde hemen hemen tiim hayvan model sistemlerinde tespit edilen miRNA
ilk olarak Caenorhabditis elegans'da gdzlenmistir'’. Ikinci miRNA 2000 yilinda
kesfedilmistir ve tiirler arasinda korundugu bulunmustur'®. Bu bulgu, miRNA kesif
calismalarini hizlandirmistir ve kisa siire sonra Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster ve insan genomlarinda ¢ok daha fazla miRNA bulunmugtur'"'*%  ve
canlilarda en ¢ok bulunan kiiciik RNA'dir. Organizmada bulunan miRNA sayilar
organizmanmn karmagikligi ile iliskilendirilmistir*'. Memeli miRNA'larinin tim protein
kodlayan genlerin yaklasik %30'unu diizenledigi bilinmektedir®. Birden fazla
miRNA’nin aynt mRNA’y1 hedeflemesi nedeniyle miRNA ve mRNA ekspresyon

diizeyleri arasinda dogrusal bir korelasyon gozlemlenmektedir™.

2.4. miRNA’larin Isimlendirilmesi

Bir miRNA adimin ilk ii¢ harfi, bulundugu tiirleri gostermektedir. Ornegin, insan,
fare ve sican miRNA’lar1 sirasiyla hsa-, mmu- ve rno- seklinde adlandirilacaktir.
Bilgiler, ‘mir’ veya ‘miR’deki ‘r’ harfinin biiyiik / kii¢iik olmasiyla kodlanmaktadir.
Ornegin, hsa-mir- gibi kiiciik harfli bir ‘r’ ile etiketlenmis bir sekans, birincil
transkriptin miRNA genine ve / veya tahmin edilen stem-loop kismina karsilik
gelmektedir. Biiyiik bir ‘R”, hsa-miR ise olgun miRNA'lar1 gostermektedir.

Genlerin sahip oldugu tanimlayici adlarin aksine, miRNA'lar basit¢e sirali olarak
adlandirilmaktadir. Ornegin, son yayinlanan yeni insan miRNA's1 hsa-miR-400 ise, bir
sonraki yayinlanan insan miRNA’s1 hsa-miR-401 olarak adlandirilir. Bununla birlikte,
fareden bir miRNA, hsa-miR-400 ile ayn1 sekansta bulunursa, simdiye kadar sadece 200
fare miRNA atanmis olsa bile, mmu-miR-400 olarak adlandirilacaktir.

Bunlara ek olarak miRNA’lar dizinin hangi ucunda bulunduguna gore
isimlendirilmektedir. Ornegin, 3'miRNA hsa-miR-400-3p ve 5'miRNA hsa-miR-400-
Sp olarak adlandirilacaktir. Yakindan iligkili miRNA'lar1 belirtmek i¢in ada daha fazla
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son ek eklenebilmektedir. Omegin, hsa-miR-XXa ve hsa-miR-XXb, sadece bir veya iki
niikleotit farkli dizilere sahip miRNA'lar1 gosterecektir. Ayni olan, ancak farkli
genlerden kopyalanan ve dolayisiyla farkli bir 6ncii sekansa sahip olgun miRNA
sekanslarini gostermek i¢in numaralandirilmis bir son ek atanabilmektedir. Bunun bir
Oornegi, hsa-miR-XX-1 ve hsa-miR-XX-2 olarak adlandirilan 6zdes olgun
miRNA'lardan islenmis miRNA'lar hsa-mir-XX-1 ve hsa-mir-XX-2 seklinde
adlandirimaktadir®.

Yukaridaki kurallarin istisnalar1 vardir. Ornegin, bitkiler ve viral miRNA'lar biraz
farkli adlandirma kurallarina sahiptir. Ayrica, bazt miRNA'lar let-7 ve lin-4 gibi tarihsel
nedenlerle sayisal olmayan isimlerini korumustur. Bu nedenlerden dolayi, isimlerinden
alint1 yapmak yerine miRNA erisim numaralar1 her zaman sabit kalir, bu nedenle daha

iyi bir referans gorevi gormektedirler™.

2.5. Mikrorna’nin Olusum ve Etki Mekanizmasi

miRNA’lar li¢ asamali ardisik bir siire¢ sonucunda olusur.

1. miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu
sekillenir.

2. Pri-miRNAlar niikleus igerisinde prekiirséor miRNA (Pre-miRNA)’lara
doniistiirilir.

3. Pre-miRNA’lar sitoplazma igerisinde olgunlasmis miRNA’lara
doniistiiriiliir”. miRNAlar ilk olarak kromozomlardan RNA polimeraz IT
enzimi tarafindan sentezlenirler. Pri-miRNA ad1 verilen bu miRNA birkag
kb (kilobaz) uzunlugundadir. Cap (sapka) ve Poly (A) kuyruguna sahip
olup Hairpin (sa¢ tokasi) seklindedir. Pri-miRNA’lar niikleusta,
microprocessor (mikroislemci) kompleksi olarakta adlandirilan ve bir
endoniikleaz olan drosha ve bunun kofaktdrii olan pasha (DGCRS)
tarafindan kesime ugrar. Boylece pri-miRNA’nin hairpin yapisindaki iki
bas1 tarafindan kesilir ve 60-120 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA
olusturulu®. Daha sonrasinda bu pre-miRNA sitoplazmaya tasinur.
Sitoplazmada RNAaz III enzimlerinden endoniikleaz Dicer protein

kompleksi ile kesime ugratilir. Bu kesim sonucunda 18-24 niikleotid
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uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA olusturulur®’.

Olusturulan bu cift iplikli yap1 daha sonra helikaz enzimi vasitasi ile acilir ve
RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) olarak adlandirilan Argonaute 2
(AGO2) ailesi proteinlerinden olusan kompleks bir yapiya katilir. Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Sonug olarak yaklasik 20 niikleotid uzunlugunda olgunlasmis miRNAlar

olusturulmus olur?.

microRNA gene or intron Nucleus | Cytoplasm
]

-
-~

f
= —: pri-microRNA 3 /
3
% l Cleavage / —
5 AU
3,Jummnmum<:> .‘ ‘Ran,
pre-microRNA 5
7 Nuclear export
o}

= 3

5 “BNA Polll /Il lTranscription

pre-microRNA
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l Degradation
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v - e
Srrv TITTYTTITTITTTITTY w'j o llu ll i
Mature microRNA BN
il i k.

mRNA target cleavage Translational repression mRNA deadenylation

Sekil 2.1. miRNA’nin biyogenezi ve olusum mekanizmasi®.

DNA iizerinde bulunan genlerin kodlanarak hazir hale gelmis bilgiyi protein gibi
islevsel mekanizmalara dontistiirmesi gen ifadesi veya gen ekspresyonu olarak
adlandirilir. Sekil 2.2 de gosterilmistir. Genel olarak Okaryotik organizmalarda gen

ekspresyonunun diizenlenmesi transkipsyon ve tranlasyon adi verilen iki agamada
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gerceklesir. Transkripsiyon asamasinda DNA’da var olan bilgi RNA mesajlarina

déniistiiriiliir. Translasyon asamasinda ise bu mesajlar islenerek aktif hale gelir™.

NUCLEUS

Exon Intron

FVBORE

DNA

Tmns(ripllonl

B BB R OB

RNA splu(inql

CYTOPLASM

Translation

Po-&

Protein
Sekil 2.2. Gen ekspresyonun sekil iizerinde gosterimi®'

Olgunlagmasini tamamlamis miRNA’lar gen ekspresyonunda iki esas mekanizma

ile etkilerini gosterirler;

1. mRNA’nin yikimi

2. Translasyonel baskilama

Olgun miRNA’ya bagli olan RISC ile hedef se¢ilen mRNA da tam eslesme ve
biitiinleyicilik saglaniyorsa mRNA’nin poly(A) kuyrugu deadenilasyona ugrar bu da
RNA’nin yikimi ile sonuglanir. Sekil 2.3 de gosterilmistir. RISC ile hedef mRNA
arasinda tam bir eslesmenin olmadig1 ve komplementerlik durumunun diisiik oldugu
durumlarda mRNA’nin sapka yapisinin degigsmesine bagli olarak translasyonun
baslamasi baskilanmis olur®.

Yine miRNA’da bulunan RISC’ in baglanilan mRNA’ da olusturdugu etki ile
polipeptid zincirleri proteolize ugrayabilir. RISC baglandigt mRNA’dan ribozomlarin

erken ayrilmasini ve peptid sentezinin yavaglamasini saglayabilmektedir.

13



Microvesicles |

Ago2 Protein
HOL
Mature miRNA /

Sekil 2.3. miRNA’larin hiicre dis1 ortama salinmasi®>

2.6. Mikro RNA’larin fonksiyonlar:

miRNA’larin ¢ogunlugu hiicre igerisinde bulunmaktadirlar. Ancak dolasimdaki
miRNA’lar veya hiicre dist miRNA’lar olarak adlandirilan kan, géz yasi, tiikiiriik, bos
stvist ve siit gibi farkli viicut sivilarinda gérev alan miRNA’lar da mevcuttur™. Bu
miRNA’lar bazi viicut sivilariin igeriginde bulunan RNaz gibi enzimlerin zararl
etkilerinden korunmak i¢in eksozomlar gibi lipit yapisina sahip mikrovezikiillerin
icerisinde paketlenmislerdir. Bazi miRNA’larda bu etkilerden korunmak i¢in HDL gibi
lipoproteinlerle birleserek cesitli kompleks yapilar olusturmustur™*.

miRNA’lar hem gelisimsel donemde hem de hiicresel siire¢lerde gen ekspresyon
mekanizmasinin diizenlenmesinde etkilerini gosterirler. Etkilerini gen ekspresyonunu
aktive ederek veya baskilayarak olusturabilir. Dolayisiyla miRNA’lar hiicre

proliferasyonu, hiicre bdliinmeleri, doku gelisimi, apoptozis, DNA onarimi, immun
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yamt ve viral enfeksiyonlar gibi genis bir etki alani igerisinde fonksiyon gosterirler™.

miRNA’larn etkili oldugu bazi alanlar sunlardir;

2.6.1. Sinir sistemi ve miRNA’lar

Fiore ve ark.’®, miRNA'larin sinir sisteminde oldukca bol sayida bulundugunu
beynin gelisimi, noronlardaki farklilagma, sinaps olusumu ve ndronlarda ilerleyen
kayiplara ve yapisal bozulmalarda neden olan baz1 hastaliklarin  biyolojik
fonksiyonlarinda énemli rollerinin oldugunu belirtmislerdir’’.

Calismalar miRNA’larin yalnizca embriyonik kok hiicrelerin hayatta kalmasi ve
farklilagmasi icin gerekli olmadigini, ayn1 zamanda olgun néronlarin hayatta kalmasini

ve islevlerini siirdiirmede de énemli bir rol oynadigin1 gdstermistir™.

2.6.2. Dolasim sistemi ve miRNA’lar

Scalbert ve ark.””, miRNA'larin, kardiyovaskiiler sistemdeki gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde ¢ok dnemli roller oynadigini belirterek, sinyal yollarinin kontroliinde
ve biyolojik siireclerinde Onemli etkilerinin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
miRNA'larin hiicre biiylimesi, kasilma ve elektrik iletkenligi ile ilgili genlerin
ekspresyonunun  diizenlenmesi  yoluyla kalpte 6nemli rollerinin  oldugunu
bildirmislerdir. Shoeibi*® miRNA'larin, hiicre icerisinde kolesterol birikiminde ve
ateroskleroza yol acan atardamar yangilarinda olduk¢a Onemli fonksiyonlarinin
oldugunu bildirerek, miRNA’larin, ateroskleroz hastaliinin gelismesinde ve
bliylimesindeki siirecler lizerinde bilgi edinebilmeyi ve hastaligin tanisinda biyobelirtec

olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

2.6.3. Sindirim sistemi ve miRNA’lar

Saito ve ark.*’ miRNA’larin gastrointestinal timdr olusumunda ve ilerlemesinde
rol oynayabildigini, bazi1 miRNA'larin gastrointestinal kanserlerde asagi regiile
edildigini ve bunlarin tiimdr baskilayici olarak iglev gorebilecegini bildirmislerdir.

O’hara ve ark.”’, (2009) miRNA'larin sindirim sistemi hastaliklarna
yaklagimlarda klinik degere sahip olabilecegini belirterek, hastalikli dokulardan alinan
miRNA profillerinin analizi, primeri bilinmeyen bir tiimdriin kokenini tanimlamasina

veya iyi huylu lezyonlarin kotii huylu lezyonlardan ayirt edilmesine olanak taniyarak
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tantya yardimc1 olabilecegini belirtmislerdir.

2.6.4. Ureme sistemi ve miRNA’lar

Yu ve ark.”’, (2005) miRNA'larin oosit olgunlasmasi, luteum gelisimi ve erken
embriyo gelisimi gibi fizyolojik siirecleri diizenledigini bildirmislerdir.

Chakrabarty ve ark.*, (2007) miRNA’larin gebeligin meydana gelmesi ve
stirdiiriilebilmesi siire¢lerinde 6nemli rol oynadigini, miRNA’larin; uterusta gebelik
siirecinde implantasyon donemlerinin olusumunda, plasentanin olusum ve gelisimi
sirasinda etkin olduklarini belirtmislerdir.

Duica ve ark.45, (2020) miRNA 125b, miRNA 145, miRNA 21 ve miRNA 155'in
jinekolojik kanserlerde ve meme kanserlerinde ¢ok onemli rollere sahip oldugunu
belirterek, bu miRNA’lar1 kanserin olusum mekanizmasinda merkezi oyuncular olarak

tanimlamistir.

2.6.5. Kanser ve miRNA’lar

Hastaliklar arasinda miRNA ile iligkisi ilk belirlenen ve en fazla ¢alismanin
yapildigi alan kanser olmustur. Calin ve ark.*’, (2002) miRNA'y1 kansere baglayan ilk
calismayt yapmislardir. Bu c¢alismada kronik lenfositik 16semi’li (KLL) hastalardan
alinan kan Orneklerinde miRNA 15 ve miRNA 16’nin ekspresyonu analiz edilmis, bu
oran normal doku veya lenfositlerle karsilastirildiginda her iki miRNA’ninda olmadig:
veya agagi regiile edildigini ortaya koymuslardir.

Ray"’ (2019) yaptigi ¢alismada miRNA'larin timor biyolojisinde anahtar rol
oynayarak, onkojenik veya timor baskilayict olarak islev gordiiklerini belirtmistir.
miRNA’larin kanserlerde hiicre i¢i sinyal yollarinin ana diizenleyicileri oldugunu
onkojenik veya tiimdr baskilayici etkilerini bu sinyal yolaklar: tizerinden sagladigini
bildirmiglerdir. Onkojenik olarak etki gosteren miRNA’larin temel islevi timor
baskilayict genlerin mRNA’larinin ortadan kaldirilmas1 iken tiimor baskilayici
miRNA’larin islevinin ise onkojenik etki gdsteren genlerin mRNA’larinin yikimini
gerceklestirdigini tespit etmistir.

Chen ve ark.*, (2015) yaptiklar1 calismada miRNA’larin kanserlerde timor
baskilayict veya onkojen olarak etki ettigini, bunu sinyal yolaklarin1 diizenleyerek

gerceklestirdiklerini bildirmisler.
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He ve ark.*’, (2015) hem tiimér baskilayict hem de onkojenik olarak islev
gorebilen miRNA’larin mide, yumurtalik ve pankreas kanseri ile lenfoma ve melanom
gibi bircok kanser vakasinda ortaya ciktigini bildirmislerdir. Bazi kanser tiplerinin

tanisinda kullanilabilecek miRNA’lar Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Bazi kanser tiplerinin tanisinda kullanilabilecek miRNAlar™

Kanser tipi MiRNA Ornek Seviye
miR-21, miR-205, miR-30d, miR-24 Serum Artar
miR-155, miR-197, miR-182 Serum Artar
Let-7f, miR-30e-3p, Plazma Azalir

Akciger kanseri miR-361-3p, miR-625 Plazma Azalir
miR-1254, miR-574-5p Serum Artar
miR-21, miR-126, miR-210, miR-486-5p Serum Artar
miR142-3p, miR-29b Serum Artar
Let-7b, Let-7g, miR-18b Plazma Artar
miR-122 Serum Artar
miR-155 Serum Artar

Meme kanseri m?R—21 Serum Artar
miR-125b Serum Artar
miR-10b,miR-17,miR-34a,miR-93,miR155 Serum Artar
miR-10b, miR-373, miR-214 Plazma Artar
miR-210 Plazma Artar
miR-141 Serum Artar
miR-1290 Serum Artar

Prostat kanseri miR-375, miR-141 Serum Artar
miR-221 Serum Artar
miR-375, miR-378, miR-141 miR-409-3p Serum Artar
miR-29a, miR-92 Plazma Artar
miR-601, miR-760 Plazma Azalir

Kolorektal kanseri @R-ZOOC . Serum Artar
miR-18a, miR-29a Serum Artar
miR-141 Plazma Artar
miR-20a, miR-130, miR-145, miR-372 Serum Artar

2.6.6. Bagisiklik ve miRNA’lar

O’Connell ve ark.”!, (2010) miRNA’larin hem dogal bagisiklik hem de sonradan
kazanilmig bagisiklik sistemlerinin hiicrelerinde benzersiz ifade profillerine sahip
oldugunu, hiicre gelisimi ve islevinin diizenlenmesinde c¢ok Onemli rollere sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Xiao ve ark.”?, (2009) miRNA’larin, memelilerin bagisiklik sisteminde kritik bir
diizenleyici olarak bulundugunu ve bagisiklik mekanizmasinda miRNA'larin kayb1 veya
genetik olarak kaybolmasiin bagisiklik gelisimini ciddi bir sekilde tehlikeye atacagini,
otoimmiinite ve kanser gibi bagisiklik bozukluklarina yol acabilecegini bildirmislerdir.

2.6.7. Biyobelirte¢ olarak miRNA’lar

miRNA’larin bu 6nemli fonksiyonlari onlarin bir¢cok alanda arastirma konusu

olmasma neden olmustur. Ozellikle miRNA’larin normal olmayan miktarlar1 bircok
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hastaligin tanisinda ve patogenezinde dnem arz eder. Kardiyovaskiiler hastaliklardan
kanserin patogenezine ve daha bir¢ok sayilamayan hastalikta miRNA’lar biyobelirteg
olarak da kullanilabilirler™.

miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanimlar ilk defa Lawrie ve ark.™, (2008)
tarafindan kan serumunda yapilan bir ¢aligmada ortaya konulmustur. Daha sonralar
ozellikle siit, tiikiirik ve diger viicut sivilarinda bulunan miRNA’larin tespitleri
yapilmistir™.

miRNA’larin kan, idrar, siit ve diger viicut sivilarindan alman sivi biyopsiler
aracilifiyla kolaylikla ekstrakte edilebilmesi, bu sivilara kolay erisim saglamasi,
hastaligin ilerleyisine bagli olarak seviyelerinin degismesi ve bu degisiklikleri hassas bir
sekilde yansitabilmesi; ayrica kanser evrelerinin ayriminda kullanilabilmesi,
miRNA’lar1 ideal bir biyobelirte¢ olarak 6ne ¢ikarmaktadir®.

Kanin identifikasyonunda ve adli bilimler agisindan stabilite ¢alismalarinda 6ne
¢ikan miRNA belirtegleri, 6zellikle dokuya 6zgii ekspresyon profilleri, yiiksek stabilite
ve bozulmaya kars1 direngleri nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Bu miRNA'lar, adli
tipta kanin diger viicut sivilarindan ayirt edilmesinde ve uzun siireli stabil kalabilmeleri
nedeniyle dzellikle dnemlidir. Iste bu alanda 6ne ¢ikan bazi miRNA belirtegleri: miR-

451, miR-16, miR-486, miR-144, miR-92a, miR-21, miR-150

Ozellikleri
e Kan orneklerinden yiiksek diizeyde eksprese edilebilirler.
e Eritrositlerde yogun olarak bulunurlar.
e Diger viivut s1vilarina kiyasla kan icin oldukga spesifiktirler.
e RNaz enzimlerine kars1 yiiksek direng gosterirler.
e Bozulmaya kars1 direnclidirler.
e Kan identifikasyonunda kullanilan diger miRNA’larla kombinasyon

halinde kullanilabilirler.
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Stabilite Cahsmalarinda One Cikan Bulgular:

e miRNA'lar, RNaz enzimlerine kars1 yiliksek diren¢g gosterir ve bu
ozellikleri nedeniyle adli tipta uzun siireli saklama kosullarinda bile
bozulmadan kalabilir'?.

e Ogzellikle miR-451, miR-486 ve miR-144 gibi miRNA'lar, kan
orneklerinde yiiksek stabilite goOsterir ve bu nedenle adli bilimlerde
giivenilir belirtegler olarak kabul edilir’ ",

e miRNA'larin stabilitesi, Orneklerin dondurularak saklanmasi veya oda

sicakliginda uzun siire bekletilmesi gibi farkli kosullarda bile

korunabilir’.

Kan identifikasyonunda 6ne ¢ikan miRNA belirtecleri, 6zellikle yliksek stabilite
ve dokuya Ozgii ekspresyon profilleri nedeniyle adli bilimlerde biiyiik potansiyele
sahiptir. miR-451, miR-16, miR-486, miR-144, miR-92a, miR-21 ve miR-150 gibi
miRNA'lar, kan identifikasyonu i¢in en umut verici belirte¢ler arasinda yer alir. Bu
miRNA'lar, adli vakalarda kanin diger viicut sivilarindan ayirt edilmesinde ve uzun
siireli stabil kalabilmeleri nedeniyle 6zellikle 6nemlidir. Ancak, bu belirteglerin adli

bilimlerde yaygin kullanimi i¢in daha fazla arastirma ve standardizasyon gereklidir.

2.7. miRNA Tespiti

Bir numuneden ekstrakte edildikten sonra miRNA'lar ¢esitli yollarla Slgiilebilir.
Kullanilan yontemlerden biri olan mikroarray analizi, RNA-seq, Kantitatif Ters
Transkipsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR), northern blot ve in situ
hibridizasyondur. Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin, baska bir teknigi kullanarak

sonuglarm dogrulanmasi énerilmektedir®.

2.7.1. Mikroarray Analizi

Oligo mikroarray teknolojisi, niikleik asitlerin Watson-Crick baz eslestirme
dogasi tizerine kuruludur. Sentezlenmis antisens problar tespit edilir ve tespit cihazi
kullanilarak platform sabitlenir®’. Mikroarray tabanli teknikler, ayn1 anda ¢ok sayida

miRNA'y1 tarayabildikleri i¢cin miRNA profili olusturmak i¢in caziptirler. Mikroarray
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teknolojisi ilk olarak 1995 yilinda®, cam veya kuvars destek platformuna 6nceden tespit
edilmis oligo problarin paralel olarak birden fazla hibridizasyon gergeklestirme
kabiliyetine dayanarak gelistirilmistir® ®.

Mikroarray teknolojisinin uygulanmasi, miRNA'larin ¢esitli 6zellikleri yiiziinden
oldukca zordur. Bu o6zelliklerin basinda miRNA'larin kisa uzunlugu gelmektedir.
Ozgiilliikten 6diin vermeden maksimum baglanma afinitesi ile optimize edilmis
hibridizasyon kosullarinda problar1 bulmak olduk¢a zordur. Ayrica problarin karsilikli
genis erime sicakligl (Tm) araligi bulunmaktadir. Probun tasarimi sadece miRNA'nin
0zgil dizisine bagl olmalidir, bu da her prob-miRNA etkilesimi i¢in farkli bir erime
sicakligr gerektirir. Birgok farkli miRNA, tek bir niikleotit kadar az farklilik gosteren
benzer sekanslar1 paylasan ailelere aittir. Bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in, DNA bazli problara
kiyasla daha uygun hibridizasyon 6zellikleri gosteren birkag niikleik asit analogu ortaya
¢ikmustir. Peptit niikleik asitler (PNA)®® ve kilitli niikleik asitler (LNA) dahil olmak
lizere bazi analoglar klasik mRNA mikroarrayler de kullanilmigtir. Ayrica karigik LNA
/ DNA ile modifiye edilmis problarinin uygulanmasi tarif edilmis ve bu problarin
geleneksel DNA bazli miRNA dizilerine kiyasla istiin hassasiyet sagladigi
bildirilmistir®” .

Dizideki nokta yogunlugunun arttirilmasi ayni anda analiz edilebilecek gen
sayisinin artmasint saglamlstlr63’66. Bir array platformunda niikleik asitlerin tespiti igin
lic temel teknoloji kullanilmaktadir. Tlk yontem, genellikle 6zel diziler igin tercih edilir
ve lzerinde degistirilmemis oligoniikleotitlerin cam slaytlara baglanmasi esasina
dayamir®. ikinci yontem ise yine cam slaytlar kullanmakla birlikte, prob dizileri slayt
yiizeyinde fotokimyasal olarak sentezlenir; bu sayede, ilk yonteme kiyasla ¢ok daha
fazla sayida prob yerlestirilmesi miimkiin olur’’. Usgiincii teknolojide ise, prob saysi
milyonlar1 bulabilmekte ve bu yontem, digerlerine gore daha yiiksek ¢oziiniirlik ve
kapsama alam1 sunmaktadir®. ilk iki yontemde, her bir cam slayt farkli renklerle
isaretlenmis iki ornegin karsilastirilmasina olanak verirken, iiglincii yontemde ise her
slayt yalmizca tek bir Ornekle hibritize edilmekte ve tek renk hibridizasyonu
kullanilmaktadir. miRNA mikroarray teknikleri, ayn1 anda ¢ok sayida miRNA'nin

incelenebilmesine olanak saglamasi nedeniyle genis ¢apta benimsenmistir’’.
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2.7.2. RNA-Seq

RNA-seq, biyolojik orneklerdeki RNA dizilerini ve varligim1 belirlemek igin
deneysel yontemlerin ve hesaplama yontemlerinin bir birlesimidir. Deneysel yontemler,
RNA'in hiicre, doku veya hayvan orneklerinden izole edilmesini, 6rneklerde RNA
tirlerini temsil eden kiitiiphanelerin  hazirlanmasini,  kiitliphanenin  kimyasal
sekanslanmasini ve daha sonra biyoinformatik veri analizini igerir. RNA-seq analizinin
mikroarray yonteminden farki, mevcut RNA- seq platformlarinin yiiksek verimi, yeni
teknolojilerin sagladig1 hassasiyet ve yeni transkriptleri, gen modellerini ve kiigiik
kodlanmayan RNA tiirlerini kesfetme yetenegidir’ .

RNA-seq yontemleri, sekanslama teknolojisindeki gelismeler ile tiiretilmistir.
Birinci nesil yiiksek verimli sekanslama NGS'i ifade eder. Bu yontem niikleik asit
fragman uzunluklarini ¢6zmek i¢in kapiller elektroforezi kullanir; standart bir ¢aligmada
96’11 kapiller sistem kullanildigindan yaklasik 100 000 baz dizisi veren 600-1000 bazlik
dizi uzunluklar1 ¢alisilabilir. NGS olarak da bilinen ikinci nesil sekanslama, benzer
olarak sentez bazli sekanslama yontemini kullanir ancak paralel bicimde gergeklestirilir.
Boylece tek bir ¢alismadaki dizileme sayist milyonlari bulabilmektedir. Standart bir
NGS caligmasi, 600 milyar baz dizisi bilgisi saglayan, 100 niikleotidin 6000 milyon
kere dizilemesinden olusabilir. Ugiincii nesil dizileme, sentez bazli sekanslama ve
paralel sekanslamayr kullanmasina ek olarak DNA veya RNA molekiillerini
sekanslayabilir. Ugiincii nesil dizileme platformlari, ¢alisma basma daha az dizileme
reaksiyonuna sahiptir, ancak reaksiyon basina sekans uzunlugu 1500 niikleotid
uzunluguna kadar ¢ikabilir’'.

RNA-seq analizinden elde edilen veriler, calisilan hiicrelerdeki protein kodlayan
yeni transkriptlerin kesfini ve belli bir durumda degisen ekspresyon verilerini
saglayabilir. Ornegin normal ve kanser hiicrelerindeki gen ekspresyon farkliliklarina
veya beyin gelisimi sirasinda diizenlenen genlere ait veriler bu yontem ile elde
edilebilir’".

RNA-seq teknolojileri, zayif olan gen bilgisi i¢in artan beklentiler yaratmistir.
RNA-seq platformlarindan elde edilen yeni veriler; yeni gen yapilarini ve bilinmeyen
genleri tanimlamistir. Ayrica kisa ve uzun kodlama yapmayan transkriptlere veri
saglamistir’>”. RNA-seq ¢alismalari, sirli transkript dizisi bilgisine sahip bir¢ok yeni

tir icin biliylik miktarda veri saglamistir. RNA-seq is akis semasi Sekil 2.4.'de
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gosterilmistir. Semanin baslangict laboratuvar adimlarini gosterirken, alt kisim veri
isleme ve analiz adimlarini1 géstermektedir. RNA-seq ii¢ temel asamadan olusmaktadir;

kiitiiphane hazirlama, sekanslama, veri analizi’".

RNA-protein
komplek:lerinin capraz
baglanmasu ve izolasyonu RNA izolasyonu
OO
>
RNA izolasyonu Uzunluk Secimi
Kiituphane Hazirlama Kituphane Hazirlama
CLIPseq miRNA-zeq RNA-zeq
Keactphanes: Kacophanesi Kortiphasesi

Ham Ven

Veri Analizi
Sekil 2.4. RNA-seq analizi genel sema’’

Kiitiiphane Hazirlama

Sekanslamadan o6nce, Orneklerdeki tim miRNA molekiilleri cDNA’ya
cevrilmektedir. Bu adim, miRNA molekiilleri sekanslanamadig1 icin gercgeklestirilir,
DNA'lar daha stabil olmalar1 nedeniyle sekanslanabilir. Kiitliphane hazirlamanin iki
temel amaci vardir: ilki, 6rneklerdeki miRNA popiilasyonunu dogru ve eksiksiz sekilde

temsil etmek; ikincisi ise miRNA molekiillerini DNA'ya doniistiirmektir. Her miRNA

22



sekanslama platformu (6rnegin, Illumina, Solid, Ion Torrent) kendi 6zel protokoliine
sahiptir. Her ticari platform i¢in kiitiiphane protokolleri, kitleri ile birlikte sirketlerin
web sitelerinde mevcuttur ve Tablo 2.3.de gosterilmistir. Calismanin amacina gore

hangi platformun kullanilacagi belirlenir’".

Tablo 2.3. Baslica RNA-seq Platformlari ve Genel Ozellikleri.

Sekanslama
Platform Tespit Kimyasi Web Sitesi
Kimyasi
Illumina Sentez bazli sekanslama Floresan www.illumina.com
SOLID Sentez bazli sekanslama Floresan www.invitrogen.com
Roche 454 Sentez bazli sekanslama Luminesans www.454.com
Ion Torrent Sentez bazli sekanslama Proton salim www.iontorrent.com
. Sentez bazli tek molekiil
Pacific . e e .
Real-time Floresan www.pacificbiosciences.com

Biosciences Sekanslama

Sentez bazli tek molekiil  Pordan gegen niikleotid basina
Oxford

www.nanoporetech.com
Nanopore sekanslama diisen elektrik akimi farki

RNA-seq Illumina platformu i¢in ornek Kkiitiphane hazirlama adimlar1 su
sekildedir (Sekil 2.6.)"";

Uygulamaya ve platforma bagl olarak 1-10 pg (mikrogram) saf, saglam ve kalite
kontrol asamasin1i gegmis miRNA elde edilir. miRNA total RNA'dan ayrilir.
Fragmantasyon reaktifi ile inkiibasyon yoluyla miRNA parcalara ayrilir. Bu islem,
miRNA’y1 ¢ok sayida kiiglik parcaya boler. Par¢alanmis miRNA'lar rastgele altigen
primerlerle isaretlenir. Ters transkriptaz reaksiyonu ile pargalanmis miRNA’lar
cDNA’ya cevrilir. ¢cDNA niikleotidlerden, enzimlerden, tampon c¢ozeltilerden ve
RNA'dan arindirilir. Saflagtirilmis c¢cDNA iizerinde u¢ onarimi gergeklestirilir.
cDNA’nin 3' ucu adenilatlanir. ¢cDNA’nin her iki ucuna adaptorler baglanarak
kiitiiphane olusturulur. Kiitiiphane PCR amplifikasyonu ile zenginlestirilir. Bu asamada
adaptorlerden gelen diziler primer olarak kullanilir. PCR ile zenginlestirilmis, adaptorle
baglanmis, uctan onarilan cDNA saflastirillir. Bu asamada, oOrneklerdeki orijinal
miRNA'lar1 temsil eden kiitliphane elde edilmis olur. Sekil 2.5’de gosterilmistir.
Kiitiiphane kalite kontrol asamasindan gegerek dogrulanir. Bu islem kiitiiphanede
bulunmasi gereken genlerin PCR ile ¢ogaltilmasi ile, kiitliphanedeki cDNA'in nicel
Ol¢iimii ile veya Biyoanalizor cihazinda poliakrilamid jel elektroforezi veya kapiller

elektroforez ile kiitliphanenin bollugu ve boyut dagilimi gorsellestirilerek yapilir.
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Kiitiiphane normalize edilir ve havuz olusturulur. Kiitiiphane sekanslamaya gonderilir

(IIlumina, Solid, 454, vb.).

mRNA
AAAAAARN
mRNA'lar rastgele altigen primerlerle isaretlenir l
5 - AAAAAAARN
NNNN h\{‘l
Ters transkriptaz reaksiyonu ile cDNA sentezlenir l
IM
cDNA ng#!
dINA iKkinci bir primer ile isaretlenir
Tag #2 l
NNNNN
ikinci cDNA dizisi sentezlenir l
Tag 22
Tag £1
DNA barkod veya indeksli bir primer ile isaretlenir l
Bar code
index
Y
cDNA kiitiphanesi zenginlegtirilir l
Bar code
. index Tag £2 cDNA
Tag #1

Sekil 2.5. RNA-seq kiitiiphane hazirligmim sematik gosterimi’'

Sekanslama

Calisilan platforma gore farkli sekanslama stratejileri mevcuttur. Bu
platformlardan en bilinenleri Illumina, SOLID, Roche 454, Ion Torrent, Pacific
Biosciences ve Nanopore teknolojileridir.

Illumina platformu, sentez bazli sekanslama stratejisini kullanan en popiiler
platformdur. Kiitiiphaneler olusturulduktan sonra, cDNA adaptor dizileri ile
tamamlayiciliga dayali tek molekiil hibridize eden akis hiicresinden gegcirilir. Adaptoriin
her iki ucunda tutulan hibrit diziler akis hiicresi tarafindan bir koprii olarak gogaltilir.
Bu yeni olusturulan diziler, akis hiicresine yakin bir yerde hibritlenir ve birgok
dongiliden sonra akis hiicresinin bir bdlgesi, orijinal cDNA'nin bir¢ok kopyasini igerir.

Bu siire¢ kiime iiretimi olarak bilinir. Kiimeler olusturulduktan ve cDNA'nin bir zinciri
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cikartildiktan sonra, reaktifler sentez bazli sekanslama gerceklestirmek igin akig
hiicresinden gecirilir. Sentez bazli sekanslama, her sentez dongiisiinde bir floresan
sinyal ile isaretlenmis adenin, guanin, sitozin veya timin olabilen tek bir niikleotidin
eklenmesinin goriintiilendigi bir reaksiyonu tanimlar. Olusturulan ¢cDNA kiimesine
karsilik gelen, akis hiicresinde belirli bir konumda ekleme dizisinin yeniden
sentezlenmesi, orijinal cDNA parcasinin niikleotid dizisini verir’'.

Sentez dongii sayisi, 50 niikleotitten 150 niikleotide kadar olabilir. Sekanslamanin
gergeklestirilebilecegi  iki mod vardir. Sekanslama c¢cDNA'nin  bir ucunda
gerceklestirilirse tek okuma modu, iki ucundan gergeklestirilirse ¢ift uglu okuma modu
adi1 verilir. Okuma tiirli ve uzunlugu i¢in kisaltmalar kullanilir; tek okuma 50 niikleotid
icin SR50 veya cift uclu okuma 100 niikleotid i¢in PE100. Her dongii, kullanilan
reaktiflerin yikanmasini ve yeni reaktiflerin eklenmesini gerektirdiginden tek bir
sekanslama calismasi cihaz modeline ve sekanslama uzunluguna bagl olarak 3 ila 12

giin siirebilir.

Veri Analizi

Bu asama sekanslamanin en karmagik kismidir. RNA-seq analizinden milyonlarca
okuma verisi elde edilmektedir. RNA-seq, gen ve varyantlarimin kesfi, ekspresyon
analizi ve flizyon genlerin tespiti gibi pek cok uygulama alanina sahip gii¢lii bir
teknolojidir. Sonug olarak, bir¢ok veri analizi yolu mevcuttur ve bunlari tek bir analiz i
akist semasinda ele almak miimkiin degildir. Veri analizi adimlar, belirli veri
formatlarima ve harici dosyalara ihtiyag duyabilecek ayr1 programlar tarafindan
gerceklestirilir. RNA-seq veri analizinde her analiz adimi i¢in bir¢ok alternatif program
mevcuttur. Bu programlara 6rnek olarak Unix, R, Galaxy (galaxyproject.org/)76 ve
Chipster (chipster.csc.fi)’’ verilebilir. Bu programlardan ham RNA-seq verilerinden

calisma sonuclarina kadar her sey elde edilebilir.

2.7.3. RT-qPCR

RT-gPCR, miRNA ifadesini dogrulamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Kii¢iik boyutlar1 nedeniyle geleneksel qPCR, olgun miRNA'larda ¢alismaz.
Bu nedenle, ters transkripsiyon ve amplifikasyon gerceklestirilmeden énce miRNA'lar

uzatilmahdir. Bu iki yontem ile gergeklestirilebilir: poli (A) yontemi ve stem loop
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yontemi. Ik ydntem, tiim miRNA'larm 3' ucuna ortak bir poli (A) kuyrugu ekler,
ardindan miRNA'y1 cDNA'ya transkribe etmek i¢in evrensel bir primer kullanir. cDNA,
miRNA'ya 6zgii bir ileri primer ve bir poli (A) ters primer kullanilarak amplifiye edilir.
Kantifikasyon, BrightGreen veya SYBR Green gibi araya giren floresan boya
kullanilarak lgiliir’®. ikinci yontem, cDNA'ya transkribe etmek igin ilgilenilen
miRNA'ya 6zgili stem loop primeri kullanir. Amplifikasyon bir miRNA'ya 6zgii ileri
primer ve stem loop ters primeri kullanilarak gerceklestirilir. Miktar belirleme, TagMan
floresan probu kullamlarak Sl¢iiliir’.

Diger tekniklerle karsilastirildiginda miRNA qPCR, niceliksel ve olduk¢a hassas
olma avantajina sahiptir. Bununla birlikte, bir seferde yalnizca birkag miRNA
Olciilebilir, bu nedenle qPCR biiylik 6lgekli caligmalar i¢in uygun degildir. Ayrica,
miRNA'nin uzunlugu, yalnmizca bir veya iki niikleotid kadar farklilik gdsteren
miRNA'lar1 ayirt etmenin zor olabilecegi anlamina gelir. Kilitli niikleik asitler gibi yeni

teknolojiler, miRNA'larin 6zgiinliigiini iyilestirmek igin gelistirilmistir®.

2.7.4. Northern Blot
Northern blot, bir 6rnekte RNA'nin (veya izole mRNA'nin) saptanmasiyla gen
ekspresyonunu incelemek icin molekiiler biyoloji arastirmalarinda kullanilan bir

tekniktir® %2

. Northern blot analizi ile farklilagma, morfogenez ve anormal veya
hastalikli kosullar sirasinda belirli gen ekspresyon seviyelerini belirleyerek yap1 ve
fonksiyon iizerinde hiicresel kontrolii gézlemlemek miimkiindiir®. Northern blot
analizi, ilgilenilen miRNA'larin birikim seviyelerini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Poliakrilamid jel elektroforezi ile birlestirilen bu teknik, hedef
miRNA'larin ekspresyon Ozelliklerinin incelenmesine, boyutlarinin belirlenmesine ve
ongoriilen miRNA'larin validasyonuna izin vermektedir.

Northern blotting, RNA 6rneklerini boyutlarina gére ayirmak ve hedef dizinin bir
kismin1 veya tamamin1 tamamlayan bir hibridizasyon probu ile elektroforez kullanimini

icermektedir. "Northern blotting" terimi aslinda RNA'nin elektroforez jelinden

membrana aktarimii ifade eder; ancak tiim uygulama bu sekilde ifade edilmektedir™.

2.7.5. In Situ Hibridizasyon

In situ hibridizasyon, bir hiicre veya doku icindeki miRNA ekspresyonunu
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gorsellestirmek icin kullamlir®. miRNA'larin saptanmasi igin kullanilan ydntemde;
hiicre veya doku igeren slaytlar hazirlanir, RNA sabitlenir, hedef miRNA'ya hibridize
olacak etiketli bir prob eklenir, problar radyoaktif, floresan veya kromojen olarak
etiketlenebilir. Daha sonra slaytlar yikanir ve 6rnek gorsellestirilir.

Diisiik miktarli miRNA'larin saptanmasina izin veren bir dizi amplifikasyon adimi
da yonteme eklenebilir. Sekans amplifikasyonu, 6zel problar kullanildiginda bir Rolling
Circle Amplification araciligiyla yapilabilir. Alternatif olarak, ¢ok sayida etiketli ikincil
probun her bir spesifik birincil proba baglanmasina dayanan dalli DNA teknikleri

kullanilabilir®®.

miRNA Tespit Tekniklerinin Karsilastirilmasi
En yaygin miRNA tespit tekniklerinden bazilarinin avantajlar1 ve dezavantajlar

Tablo 2.4’de karsilagtirilmistir.

Tablo 2.4. miRNA tespit yontemlerinin karsilastiriimasi .

Yontem Avantaj Dezavantaj

Mikroarray Iki durum arasindaki miRNA Kantitatif degildir.
ifadesindeki goreceli degisikligi
verir. Biiyiik 6lcekli tarama saglar.

RNA-seq Mevcut tiim kisa RNA’lar i¢in dizi Analizi karmagiktir.
bilgisi verir. Baz dizilerini verir.
Biiylik miktarlarda RNA
calisilabilir.
RT-qPCR Bir miRNA’nin miktar1 belirlenir. Kiigiik dlgeklidir.
Hassasiyeti yiiksektir. Kantitatiftir.
Northern Blot Bir miRNA’nin varlig1 veya Biiylik miktarda RNA gerektirir.
yoklugu tespit edilir. Basit ve Kiigiik olgeklidir.

ucuzdur. Onceleri olgun
miRNA’dan ayirir.

In situ Hibridizasyon Bir miRNA’nin hiicrelerde ve Kantitatif degildir. Kiigiik 6lgeklidir.
dokularda lokalizasyonunu verir.
miRNA’y1 lokalize edebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, Cukurova Universitesi Etik Kurulu’nun 10.09.2021 tarihli ve
114 sayili toplantisinda (Karar No: 42) aliman onay ile bilimsel c¢alismalarda
kullanilmasina onam veren 6 kisiden alman kan Ornekleri kullanilmistir. RNA
izolasyonunu takiben Qubit florometrik yontemle RNA miktar tayini yapild.
Orneklerden alinan 5 ng RNA ile ters transkriptaz PCR ve sonrasinda ¢cDNA fiiriinleri
SYBR Green’e dayali Ger¢ek Zamanl kantitatif PCR yontemi ile cogaltildi. Islem
sonrast olugan lriinlerin istatistiksel analizi ve hesaplamalar1 icin SPSS 27.versiyon,
betimsel analizler ve gorsellestirmeler icin rstatics ve ggplot2 paketlerinden

kullanilmaistir.
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Cihaz, Malzemeler ve Kitler

3.1.1.1. Cihazlar

e  Qubit® fluorometer

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

e BioSan Vortex V-1 Plus

e Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR Cihazi

e ABI 7500 Real Time PCR Cihazi

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 miRCURY LNA RT Kiti
e  Whatman filtre kagidi
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e Pipetucu (10, 100, 200 ve 1000 ul)
e 500 ul Eppendorf tiip

e 1.5 ml steril tiip

e PCR plate

e Rack

e Klorofom

e FEtanol

3.2. Yontem
Calisma siireci 0rnek alma, RNA izolasyonu, RNA kantitasyonu, cDNA sentezi

ve RT-PCR asamalarindan olusmaktadir.

3.2.1. Ornek Alma ve Uygun Kosullarin Olusturulmasi

3.2.1.1. Ornek Alma

Birbirinden bagimsiz 6 kisiden kan Ornekleri alinarak her bir kisiden alinan
ornekler kendi igerisinde 5 gruba ayrilmistir. Orneklerin bir kismi hemen ¢alismaya
alinarak bir kismi1 da oda kosullarinda 8 ve 16 ay bekletilmek tizere kaldirilmis ve

geriye kalan 6rneklerde -20 °C’de 8 ve 16 ay bekletilmeye alinmistir.

3.2.1.2 Uygun Kosullarin Olusturulmasi

Alman kan 6rneklerinin, iki farkli ortamda muhafazas1 saglanmistir.

1. Enjektor yardimi ile aliman 6rnekler EDTA’ll mor tiiplere aktarilmistir. Bir
kism1 hemen calismak tizere ayrilmis, bir kismi 1.5 mL’lik epondorf tiiplere
aktarilmistir. Epondorf tliplerdeki kanlar mikropipet ile filtre kagid1 iizerine
10 mikrolitrelik lekeler olusturulmus ve lekeler kuruduktan sonra
agartilmamis zarflara konularak oda sicakliginda 1s1k gérmeden muhafaza
edilmistir. ( Sekil 3.1)

2.EDTA’ tiipte kalan kisimda epondorf tiiplere aktarilarak -20°C’de muhafaza

etmek i¢in kaldirilmstir.
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Sekil 3.1.Filtre kagidi lizerine olusturulan kan &rnekleri

3.2.2. RNA izolasyonu

Kan 6rneklerinden RNA izolasyonu miRNeasy kiti ile yapilmistir. Ekstraksiyon

asamalari su sekildedir;

1.

100 pul kan tizerine 700 pl QIAzol Lizis Reaktifi eklendikten sonra oda
sicakliginda 10 dk shaker lizerinde bekletilmistir.

Omneklerin iizerine 140 ul kloroform eklendi ve 15 saniye kuvvetlice
sallayarak iyice karigtirllan Ornekler oda sicakliinda 2-3 dakika
bekletilmistir.

12.000 g'de 15 dakika (4°C'de) santrifiij yapilarak, faz olusumu
saglanmistir.

Santriflij sonucunda 3 faz olustu. En {iistteki RNA igeren seffaf fazin
tamamu pipetle ¢ekilerek (350 pl) yeni bir 1.5 ml eppendorf tiipe aktarildi
ve lizerine 525 pl %100 etanol eklendi. Birka¢ kez pipetle ¢ek-birak
yapilarak iyice karistirilmistir.

700 pl 6rnegi 2 ml’lik kite ait toplama tiipii izerindeki RNeasy Mini spin
kolona ekleyip 8000 g'de 15 saniye santrifiij edildikten sonra altta kalan
stv1 dokiildii. 2 tekrar sonunda tiim 6rnek spin kolondan gegirilmistir.

RNeasy Mini spin kolona 700 ul RWT tampon ¢ozeltisi eklenip 8000 g’
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de 15 saniye santrifiij yapilip altta kalan s1v1 dokiilmiistiir.

7. RNeasy Mini spin kolona 500 pl RPE tampon ¢ozeltisi eklenip 15 saniye
santrifiij yapilmis ve altta kalan sivi dokiilerek tekrar 500 pl RPE
eklenerek 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra RNeasy Mini spin kolonu
alttaki tiipten etanol bulastirmadan kaldirilmmistir.

8. RNeasy Mini spin kolonu yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis
ve 1 dakika boyunca 12.000 g’ de santrifiij edilmistir. (Sekil 3.3)

9. 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 edilmis

ekstraksiyon iglemi tamamlanmigtir (Sekil 3.2 ).

Sekil 3.2. RNA ekstraksiyonunda kullanilan silika bazli mini spin kolon 6rnegi
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COGTERN

Sekil 3.3. Santrifiij Cihaz1

3.2.3. RNA kantitasyonu
Kantitasyon analizi Quant-iT™ RNA Assay Kiti ile yapilmistir. Kantitasyon

asamalari su sekildedir;

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

2. Calisma soliisyonundan her bir 6rnek i¢in 198 pul yeni ependorf tiiplerine
aktarilmastir.

3. 2 pl RNA ekstrakti hazirlanan tiiplere eklendi ve yavasga karistirilmistir.

4. Qubit® Fluorometer cihazi (Sekil 3.4) kullanilarak total RNA miktari

belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Qubit® Fluorometer cihazi

3.2.4. cDNA sentezi
cDNA sentezinde QIAGEN miRCURY LNA RT Kiti kullanilmistir. cDNA

sentez asamalari su sekildedir;

Ornekler 5 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde ayarlandi ve her bir drnek icin;

2 ul 5x miRCURY SYBR® RT reaksiyon tamponu.
4.5 ul RNAse Free Water

1 pl 10x miRCURY RT Enzim karigimi

0.5 ul UniSp6 RNA spike-in

A N

2 ul sablon RNA’ dan eklenerek toplam hacim 10 ul’ye tamamlanmistir
ve PCR cihazinda uygun program baslatilmistir. 60 dakika 42°C’ de ve 95 °C’
de 5 dakika PCR cihazinda inkiibe edilmistir. (Sekil 3.5)

6.  Son olarak hizlica 4 °C’ de sogutuldu ve cDNA agsamas1 tamamlanmistir.
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Sekil 3.5. Analizde kullanilan Thermocycler Cihazi

3.2.5. Real Time PCR

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

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

oraninda diliic edilmistir.

Reaksiyon Karigiminin Hazirlanmasi

Her bir 6rnek igin;

5 ul miRCURY LNA SYBR Green Master Mix
0.05 ul ROX referans boyast

1 pul PCR primer Mix

3 ul sablon cDNA 1/60 diliie

A L

1 ul RNaz free su eklenerek toplam hacim 10 pl’ ye tamamlanmustir.
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8. Hazirlanan ¢ozeltiden 10 ul PCR plate kuyucuklarina yiiklenlmis ve cover
yapistirilmis, santriftij yapilmis ve ABI 7500 Real Time PCR cihazinda
(Sekil 3.6) uygun program, Tablo 3.1'e gore ayarlanmistir. PCR dongiisii
baslatilmistir.

7500 Real Time PCR Systs™

Sekil 3.6. Analizde kullanilan ABI 7500 Real Time PCR cihazi

Tablo 3.1. miRCURY LNA PCR Parametresi (Qiagen. miRCURY LNA miRNA PCR Handbook, 2020)

Adim Siire Sicaklik
PCR baglangig 1s1l aktivasyonu 2 dakika 95°C

* Denatiirasyon 10 saniye 95°C

* Eslesme / Uzama 60 saniye 56°C
Dongii Sayist 40* dongii

Erime Egrisi Analizi 60-95°C

Istatistiksel Analiz
Her bir miRNA (miR144, miR451 ve miR16) ve SNORDA48’in Ct diizeylerinin
farkli kosullarda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli olup olmadigini belirlemek

icin Friedman testi gerceklestirilmistir. Yiiksek Ct diizeyleri hedef molekiiliin baslangi¢
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miktarmin diisikk oldugu, ekstraksiyon sirasinda kayiplar yasandigi ya da baska
olumsuzluklar yasandig1 anlamina gelebilir. Bu baglamda taze 6rneklere kiyasla anlamli
derecede daha yliksek Ct diizeyi tespit edilen kosullarda bu ¢alisma kapsaminda ele
alman miRNA belirteglerinin kanin identifikasyonunda kullanilma potansiyeli de
diistiktiir. Burada parametrik olmayan bir anlayisinin benimsenmesinin temel nedeni her
bir kosulda analiz edilen kan 6rnegi sayisinin diisiik olmasidir (N=6).

Friedman testinin tercih edilmesinin temel nedeni ise ayni bireylerden alinan kan
orneklerinin farkli kosullar altinda ve farkli zamanlarda tekrarlayan bir anlayisla CT
diizeylerinin belirlenmis olmasidir. Etki biiylkligi istatistii olarak Kendall W
istatistigi hesaplanmistir®’. Ayrica Friedman testi ile kosullar arasinda anlamli farklilik
tespit edildiginde Wilcoxon isaretli siralar testi ile ikili karsilastirmalar
gerceklestirilmistir. Ikili karsilastirmalarda hata olasiigmni .05 ile simirlandirmak icin

Bonferroni diizeltmesi gerceklestirilmistir.

36



4. BULGULAR

Bu ¢alismada ii¢ farkli miRNA’nin (miR144, miR451 ve miR16) ve SNORD48’in
(endojen gen) adli amacl olarak kanin tanimlanmasinda kullanilip kullanilmayacagini
test etmek i¢in farkli sicaklik kosullarinda zamana bagh stabilitesi arastirilmistir. Bu
amagla bes farkli kosulda (taze kan, Oda sicakligi 8 ay, -20°C’de 8 ay, Oda sicaklig
16 ay ve -20°C 16 ay) saklanan kan Orneklerinde miR144, miR451 ve miR16 ile
endojen gen SNORDA48’in ifade diizeyleri incelenmistir. Tablo 4.1°de miR451, miR-
144 ve miR16 ile SNORD48’in farkli ortam kosullarinda bekletilen kan lekelerinden
elde edilen ifade diizeyleri (Ct degeri) aktarilmistir.

Tablo 4.1. miR451, miR-144 ve miR16 ile SNORDA48’in farkli ortam kosullarinda bekletilen
kanlekelerinden elde edilen ifade diizeyleri (Ct degeri)

SNORD48 | miR16 451 144

Taze 6rnek 1 21,33 18,03 11,02 12,22
Taze 6rnek 2 20,99 19,29 11,01 12,95
Taze-4 20,45 18,39 11,62 12,85
Taze-5 21,14 19,02 12,64 13,94
Taze-6 22,27 20,011 13,48 13,46
Sample 1-20-8ay 20 19,56 11,65 13,07
Sample 2-20-8ay 22,38 20,02 13,7 13,34
sample 3_-20-8ay 20,44 20,28 11,83 14,35
sample 4-20-8ay 21,09 21,64 12,11 14,51
Sample 5-20-8ay 21,33 19,91 12,21 12,86
sample 6-20-8ay 20,43 22,72 11,96 14

Sample 1_-20-16ay 21 20,56 12,65 14,07
sample 2_-20-16ay 21,38 21,02 12,7 13,99
Sample 3_-20-16ay 21,44 21,28 12,83 14,12
sample 4-20-16ay 22,09 20,64 12,97 14,06
sample 5_-20-16ay 20,33 20,91 12,56 13,86
sample 6_-20-16ay 20,43 21,72 11,98 14,15
sample 1-Oda-8ay 20,33 21,03 11,82 15,22
sample 2-Oda-8ay 18,99 20,29 14,01 13,95
sample 3-Oda-8ay 19,3 20,39 12,62 13,85
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Tablo 4.1. miR451, miR-144 ve miR16 ile SNORDA48’in farkli ortam kosullarinda bekletilen
kanlekelerinden elde edilen ifade diizeyleri (Ct degeri) (devami)

SNORD48 | miR16 451 144
sample 4i-Oda-8ay 19,14 20,02 12,64 13,94
sample 5 8ay-Oda 23,27 20,81 16,48 14,46
sample 6-8ay-Oda 23,11 20,19 16,1 14,17
ample 10da-16ay 21,3 20,55 14,71 14,82
sample 2-Oda-16ay 19,85 20,66 13,67 15,74
sample 3-Oda-16ay 20,16 20,41 12,56 14,81
sample 4-Oda-16ay 19,55 20,18 15,74 15,8
sample 5-oda-16 ay 20,02 21,01 14,7 13,95
sample 6-Oda-16 ay 19,14 20,02 16,64 13,94

SNORD4S8 ile miR144, miR451 ve miR16’nin farkli sicakliklarda zamana bagl ifade
diizeylerini gosteren minimum, maksimum ve ortalama Ct degerleri Tablo 4.2°de

sunulmustur.

Tablo 4.2.SNORDA48 ve ii¢ farklt MiRNA nin minimum, maksimum ve ortalama Ct degerleri.

Markar Kosul Min Max Q1 Medyan Q3
SNORD48 Taze 20.45 22.27 21.03 21.24 22.04
Oda sicaklig1 8 ay 18.99 23.27 19.18 19.82 22.41
-20 °C 8 ay 20.00 22.38 20.43 20.76 21.27
Oda sicaklig1 16 ay 19.14 21.3 19.62 19.93 20.12
-20 °C -16 ay 20.33 22.09 20.57 21.19 2142
miR144 Taze 12.22 13.94 12.88 13.10 13.40
Oda sicakligi 8 ay 13.85 15.22 13.94 14.06 14.39
-20 °C -8 ay 12.86 14.51 13.14 13.67 14.26
Oda sicaklig1 16 ay 13.94 15.8 14.16 14.81 15.51
20 °C—16 ay 13.86 14.15 14.01 14.06 14.11
miR451 Taze 11.01 13.48 11.17 11.99 12.57
Oda sicaklig1 8 ay 11.82 16.48 12.62 13.32 15.58
20 °C -8 ay 11.65 13.70 11.86 12.04 12.19
Oda sicakligi 16 ay 12.56 16.64 13.93 14.7 15.48
-20 °C — 16 ay 11.98 12.97 12.58 12.68 12.8
miR16 Taze 18.03 21.21 18.55 19.16 19.83
Oda sicakligi 8 ay 20.02 21.03 20.22 20.34 20.7
20 °C -8 ay 19.56 22.72 19.94 20.15 21.3
Oda sicakligi 16 ay 20.02 21.01 20.24 20.48 20.63
-20°C—16 ay 20.56 21.72 20.71 20.96 21.22
4.1. SNORD48 Ct

Farkli ortam kosullarindaki SNORD48 Ct diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in
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Friedman testi ve ikili karsilastirmalar gergeklestirilmistir. Friedman testi sonuglarina
gore farkli ortam kosullar1 arasinda anlamli Ct diizeyi farklilig1 tespit edilmemistir
(x*(4) = 5.28,p =.260). Etki biiyiikliigii istatistigi Kendall W =.22’ye gore
caligmada ele alinan kosullarin, SNORD48 Ct diizeyi iizerinde kiiciik bir etkiye sahip
oldugu sonucuna ulasilabilir. S6z konusu analiz sonucglar1 Sekil 4.1°de

gorsellestirilmistir.

Friedman test, 7,2(4) =528, p=026n=6
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pwe: Wilcoxon test; p.adjust: Bornferroni

Sekil 4.1. SNORD48 Ct diizeyinin farkli kosullara gére degerlendirilmesi.
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4.2. miR144 Ct

miR 144 Ct diizeylerinin farkli kosullarda degerlendirilmesi i¢in Friedman testi ve
ikili karsilastirmalar gerceklestirilmistir. Friedman testi sonuglarma gore farklhi
kosullarda anlaml Ct diizeyi farklihig tespit edilmistir (y?(4) = 11.33,p = .023). Etki
blytikligu istatistigi Kendall W = .47’ye gore calismada ele alinan kosullarin miR 144
Ct diizeyi iizerinde orta diizeyde bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulasilabilir. Ikili
karsilastirmalar ile farkliligin kaynagi arastirildiginda oda sicakliginda 16 ay bekletilen
ornegin miR144 Ct diizeyinin taze 6rnege kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (p=.019). Bu sonuca gore oda sicakliginda 16 ay bekletilen kan
orneginin adli amagli olarak tanimlanmasinda miR144’iin ayirt edici belirteg olarak
kullanilma potansiyeli diistiktiir. Diger ikili karsilastirmalar ile anlamli bir farklilik

tespit edilmemistir. S6z konusu analiz sonuglar1 Sekil 4.2°de gorsellestirilmistir.

Friedman test, 12(4) =11.33,p=0023, n=6

Taze Odasicakhgi—8ay -20C-8ay Odasicakhdi—16ay -20C-16ay
Kogul
pwe: Wilcoxon test; p.adjust: Bonferroni

Sekil 4.2. miR144 Ct diizeyinin farkli kosullara gore degerlendirilmesi
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4.3. miR451 Ct

miR451 Ct diizeylerinin farkli kosullarda degerlendirilmesi i¢in Friedman testi ve
ikili karsilastirmalar gerceklestirilmistir. Friedman testi sonuglarma gore farklhi
kosullarda anlaml Ct diizeyi farklihig tespit edilmistir (y?(4) = 12.27,p = .015). Etki
buytikligl istatistigi Kendall W = .55’e gore calismada ele alinan kosullarin miR451
Ct diizeyi lizerinde biiylik bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulasilabilir. Gergeklestirilen
ikili karsilagtirmalarin 4’linde; Taze ile Oda Sicaklig1 8 ay (p=.018) arasinda, Taze ile
Oda Sicakligr 16 ay (p=.011) arasinda, -20 °C 8 ay ile Oda Sicaklig1 8 ay (p=.018)
arasinda ve -20 °C 8 ay ile Oda Sicakligi 16 ay (p=.011) arasinda Bonferroni
diizeltmesi oncesi anlamli miR451 Ct diizeyi anlamli farklilik tespit edilmistir ancak
Boneferroni diizeltmesi sonucunda elde edilen p degerlerinin tamami .05’in {izerinde
bulunmustur. Diger ikili karsilastirmalar ile anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Her
ne kadar grup farklilig1 Friedman testi ile tespit edilmis olsa da bu farkliligin kaynagini
tespit etmek mimkiin olmamistir. S6z konusu analiz sonuglar1 Sekil 4.3’de

gorsellestirilmistir.

Friedman test, 12(4) =1227, p=0015n=6
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Taze Oda sicakhdi — 8 ay -20C—8ay Odasicakhdi—16ay -20C—16 ay
Kogul

pwuc: Wilcoxon test; p.adjust: Bonferroni

Sekil 4.3. miR451 Ct diizeyinin farkli kosullara gore degerlendirilmesi.
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4.4. miR16 Ct

miR16 Ct diizeylerinin farkli kosullarda degerlendirilmesi i¢in Friedman testi ve
ikili karsilastirmalar gerceklestirilmistir. Friedman testi sonuglarina gore farklh
kosullarda anlaml Ct diizeyi farklihig: tespit edilmistir (y*(4) = 10.00,p = .040). Etki
blytikligl istatistigi Kendall W = .42’ye gore ¢alismada ele alinan kosullarin miR16
Ct diizeyi iizerinde orta diizeyde bir etkiye sahip oldugu sonucuna ulasilabilir. Ikili
karsilagtirmalar ile farkliligin kaynagi arastirildiginda -20 °C sicaklik da 16 ay
bekletilen 6rnegin miR16 Ct diizeyinin taze Ornege kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p=.019). Bu sonuca gore -20 °C sicaklik da 16 ay
bekletilen kan Orneginin adli amagli olarak tanimlanmasinda miR16’nin ayirt edici
belirte¢ olarak kullanilma potansiyeli diistiktiir. Diger ikili karsilagtirmalar ile anlaml
bir farklilik tespit edilmemistir. S6z konusu analiz sonuglart Sekil 4.4’te

gorsellestirilmistir.

Friedman test, 3;2(4) =10, p=004 Nn=86
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Kogul
pwec: Wilcoxon test; p.adjust: Borferroni

Sekil 4.4. miR16 Ct diizeyinin farkli kosullara gére degerlendirilmesi.
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5. TARTISMA

Adli bilimlerde molekiiler biyolojik tekniklerin gelismesiyle birlikte, olay yerinde
elde edilen biyolojik 6rneklerin analizinde sadece DNA degil, RNA bazli belirteclerin
de kullanimi 6nem kazanmaktadir. Ozellikle mikroRNA’lar (miRNA'lar), kisa ve
kodlamayan RNA molekiilleri olarak, doku ve viicut sivis1 tanimlamasinda umut vaat
eden biyomolekiiller haline gelmistirsg’gg. Bunun temel nedeni, miRNA’larin yapisal
olarak kiiclik olmalari, riboniikleazlara kars1 daha dayanikli olmalar1 ve bazi 6rnekleme
kosullarinda yiiksek stabilite gostermeleridir. Ancak, bu molekiillerin adli amaglh
kullanilabilirligi, yalnizca taze Orneklerdeki basarilariyla degil, ayn1 zamanda farkli
¢evresel ve depolama kosullarindaki dayanikliliklariyla da belirlenmelidir® ®",

Bu calismada, ii¢ farkli miRNA (miR-144, miR-451, miR-16) ve bir endojen
kontrol geni olan SNORDA48’in farkli saklama kosullarinda kan Orneklerinden elde
edilen Ct diizeylerinin analizi yapilmistir. Bu analiz, s6z konusu molekiillerin zamana
ve c¢evresel faktorlere karsi dayanikliliklarini degerlendirerek adli biyolojik drneklerde
giivenilir bir belirte¢ olarak kullanilabilirliklerini ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Ct degeri, kantitatif PCR (qPCR) deneylerinde hedef genin amplifikasyonunun
basladig1 dongiiyii ifade eder. Bu baglamda, daha diisiik Ct degerleri, daha yiiksek
miktarda hedef RNA’nin baslangigta mevcut oldugunu gosterir. Dolayisiyla, bir
miRNA'nin ya da referans genin Ct degerindeki artis, zamanla degradasyon ya da
ekspresyon azalmasini yans1tabi1ir92. Bu nedenle Ct diizeylerinin stabilitesi, bir
molekiiliin adli kullanima uygunlugunu belirlemede kritik bir dl¢iittiir.

Bu tartigma bolumiinde ilk olarak referans gen olarak yaygin kullanilan
SNORDA48’in degerlendirmesi yapilacaktir. Ardindan sirasiyla miR-144, miR-451 ve
miR-16’nin sonuglar1 analiz edilecek, depolama kosullarinin etkisi yorumlanacak ve
mevcut literatiirle karsilastirmalar sunulacaktir.

SNORDA48 (aynm1 zamanda RNU48 veya U48 olarak da bilinir), kiigiik niikleolar
RNA (snoRNA) ailesine ait bir molekiildiir ve siklikla miRNA ekspresyon analizlerinde
referans (endogenous control) gen olarak kullaniimaktadir’>. Bunun temel nedeni,
SNORD48’in hiicresel siirecler sirasinda oldukca stabil ekspresyon sergilemesi ve
bircok doku tipinde benzer seviyelerde bulunmasidir. Ancak bu stabilitenin, uzun siireli

saklama kosullarinda da korunup korunmadigi adli bilimler agisindan 6nemli bir
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tartisma konusudur. Calisma kapsaminda, SNORD48’in farkli kosullarda gosterdigi Ct
degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde Friedman testi sonucunda anlamli bir
fark saptanmamustir (y*(4) = 5.28, p = .260). Bu bulgu, farkli sicaklik ve siirelerde
saklanan Orneklerde SNORDA48’in Ct diizeyinde kayda deger bir degisim olmadigini
gostermektedir. Etki biiyiikliigliniin (Kendall’s W = 0.22) diisiik olmas1 da bu sonucu
desteklemektedir. Bu durum, SNORDA48’in farkli kosullarda stabil kaldigin1 ve bu
nedenle uygun bir referans gen aday1 oldugunu gostermektedir. Veriler incelendiginde
SNORD48’in Ct degerlerinin, taze Orneklerde ortalama 21.24 civarindayken, diger
kosullarda bu degerin ¢ok fazla sapmadig1 gozlemlenmistir. Ornegin -20°C'de 16 ay
saklanan Orneklerde medyan Ct degeri 21.19 olarak bulunmustur. Bu deger, referans
genin zamanla bozulmaya kars1 oldukea direncli oldugunu géstermektedir.

Adli drnekler ¢ogu zaman olay yerinde giinlerce hatta aylarca ¢evresel kosullara
maruz kalmakta, bu da biyolojik materyalin bozulmasina neden olmaktadir. Bu
baglamda SNORDA48’in zamana ve sicakliga karsi gosterdigi direng, adli orneklerde
normalize edici gen olarak kullanilmasmi destekler niteliktedir™. Ozellikle adli
analizlerde miRNA’larin kantitatif degerlendirilmesi sirasinda normalize edici bir
referans genin stabil olmasi, hatali yorumlarin Onlenmesi agisindan kritik Oneme
sahiptir.

Literatiirde de benzer bulgular rapor edilmistir. Peltier ve Latham (2008)”,
SNORD48’in ¢esitli insan dokularinda oldukga stabil ekspresyon sergiledigini ve
miRNA caligmalarinda referans gen olarak gilivenle kullanilabilecegini bildirmistir.
Ayrica Kroh et al. (2010)”°, SNORD48’in plazma ve serum 6rneklerinde stabil kaldigini
gostermistir ki bu, kan 6rnekleri iizerinde yapilan bu ¢alismayla uyumludur.

Ancak bazi ¢aligmalar, 6zellikle ekstrem ¢evre kosullarinda (ytliksek sicaklik, UV
1s1nlar;, mikrobiyal kontaminasyon) SNORDA48’in bozulabilecegini ve bu durumda
alternatif referans genlere ihtiyac duyulabilecegini belirtmistir’®. Bu nedenle
SNORD48’in her zaman ve her 6rnek tipi i¢in tek basina yeterli olamayabilecegi, ancak
kontrollii kosullarda oldukca giivenilir oldugu sonucuna varilabilir.

miR-144, eritropoez ve hematopoietik sistem ile iligkili olarak ifade edilen,
kirmiz1 kan hiicrelerinde bol miktarda bulunan bir mikroRNA’dir. Basta hematolojik
hastaliklar, oksidatif stres yanit1i ve inflamasyon siireclerinde rol oynadigi

59,97

gosterilmistir’". Bu baglamda, 6zellikle kan 6rneklerinin tanimlanmasinda miR-144,
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ozgulligii ve yiiksek ekspresyon seviyesi nedeniyle adli bilimlerde 6ne ¢ikan aday
belirteg¢lerden biri olarak degerlendirilmektedir (Zubakov et al., 2010).

Calisma kapsaminda miR-144’{in farkli depolama kosullarina maruz birakilan kan
orneklerindeki Ct diizeyleri incelendiginde, Friedman testi anlamli bir grup farklilig:
ortaya koymustur (y?(4)=11.33, p = .023). Bu sonug, farkli kosullarda saklanan
orneklerde miR-144 ekspresyonunun 6nemli Ol¢lide degistigine isaret etmektedir. Etki
blyiikligl ise Kendall’s W = 0.47 olarak bulunmus ve bu da kosullarin miR-144 Ct
diizeyi lizerinde orta diizeyde etkili oldugunu gostermektedir.

Ikili karsilastirmalarda dikkat ceken bulgu, oda sicakliginda 16 ay boyunca
saklanan orneklerde, taze 6rneklerle kiyaslandiginda anlamli derecede daha yiiksek Ct
degeri (daha diisiik miRNA miktar1) saptanmasidir (p = .019). Bu durum, miR-144’iin
uzun siireli oda sicakligi kosullarinda degradasyona ugradigini, yani stabilitesini
kaybettigini gdstermektedir.

Diger  kosullar arasinda  (0zellikle -20°C’de  saklanan  Orneklerle
karsilastirildiginda), anlamh bir farklilik tespit edilmemistir. Bu da diisiik sicaklikta
saklamanin miR-144'lin korunmasina katki sundugunu gostermektedir.

Bu bulgular adli bilimler agisindan 6nemli ¢ikarimlar icermektedir. Ozellikle
miR-144’tin kan ozgilligli yiksek bir belirtec olmast nedeniyle viicut sivisi
tanimlamada kullanilmasi onerilmektedir’®”®. Ancak, bu ¢alismada elde edilen veriler
gostermektedir ki miR-144 sadece taze veya -20°C gibi kontrollii kosullarda
saklanan orneklerde giivenilir bir belirte¢ olarak kullanilabilir.

Oda sicakliginda uzun siire bekletilen 6rneklerde molekiiliin bozulmasi, yanlig
negatif sonucglara veya miktarinin oldugundan daha diisiik tahmin edilmesine yol
acabilir. Bu durum, 6zellikle 6rnegin olay yerinde giinler veya aylar boyunca g¢evresel
kosullara maruz kalmasi halinde, miR-144 kullanim giivenilirligini azaltmaktadir.

Benzer bulgular literatirde de gozlemlenmistir. Wang ve ark. (2014)°, miR-
144°1in hiicre dis1 ortamlarda sicaklik ve zaman etkisiyle stabilitesini kaybedebilecegini
bildirmistir. Ayrica Kirschner ve ark. (2011)99, miRNA’larin ¢evresel degradasyon
karsisinda gosterdigi dayanikliligin, molekiiliin niikleotid dizisi, ikincil yapist ve
baglandig1 protein komplekslerine bagl oldugunu vurgulamistir. miR-144 bu yoniiyle,
yiiksek ozgiilliigiine ragmen stabilite agisindan sinirliliklara sahiptir.

Zubakov ve ark. (2010)'%, miR-144’iin kan 6rneklerinde yiiksek diizeyde ifade
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edildigini ve diger viicut sivilarinda diisiik diizeylerde bulundugunu rapor etmistir. Bu
ozellik, miR-144"1 kan tanimlamasinda uygun oldugunu ifade etmislerdir. miR-144’iin
5 farklr viicut sivisinda ifade diizeyinin arastirildig: bir tez ¢alismasinda da miR-144’iin
test edilen kan, menstriiel kan, semen, tiikrilk ve vajinal sekresyon i¢inde ekspresyon
seviyesi en yiiksek olan biyolojik stvinin kan oldugu gésterilmistir'®.

Ancak Wang ve ark. (2014)”, miR-144’tin ozellikle sicakhiga karsi duyarh
oldugunu ve ekspresyon diizeyinin 37°C'de birka¢ giin igerisinde azaldigim
gostermistir. Bu bulgu, mevcut ¢alismada oda sicakliginda 16 ay boyunca saklanan
orneklerde gozlenen Ct artisiyla tutarlidir.

Ayrica Kirschner ve ark. (2011)”, miR-144 gibi eritrosit kaynakli miRNAlarin
hemolize karsi hassas olabilecegini ve bu nedenle cevresel faktorlerden kolay
etkilenebilecegini vurgulamistir. Bu bilgiler, ¢alismadaki bulgunun literatiirle gii¢lii bir
uyum igerisinde oldugunu ve miR-144lin olumsuz ¢evre kosullarina maruz kalan
orneklerde ilerleyen zamana bagli olarak smirli giivenilirlik sunabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, olay yerinde bulunan bir biyolojik 6rnekte diisiik miR-
144 seviyesi, sadece degradasyona degil, bireyin hematolojik ge¢misine de baglh
olabileceginden, miR-144’lin tek basma degil, diger miRNA’lar ve referans genlerle
birlikte degerlendirilmesi gerekir.

miR-451, eritroid hiicre serilerinde yiiksek diizeyde ifade edilen, kan ve o6zellikle
kirmizi kan hiicresi kokenli Orneklerde giiglii bir ekspresyona sahip olan
mikroRNA’lardan biridir. Bu 06zellikleri nedeniyle adli molekiiler biyoloji
caligmalarinda kanin tanimlanmasi i¢in 6zgiil bir biyobelirte¢ olarak Snerilmistir' "
miR-451’in ekspresyonu 0Ozellikle olgun eritrositlerde belirgindir ve diger viicut
stvilarinda bulunma olasiligr diisiiktiir; bu da onu, yiliksek duyarlilik ve 6zgiillilk aranan
adli testlerde dne ¢ikaran bir 6zelliktir”®'®.

Calismanin bulgularmma gore miR-451"in farkli saklama kosullarindaki Ct
diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (y?(4) = 12.27, p = .015). Bu bulgu,
farkli kosullarin miR-451 ekspresyon diizeyi ilizerinde kayda deger bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Etki biiyiikliigii ise Kendall’s W = 0.55 olup bu da biiyiik
diizeyde bir etkiyi isaret eder.

Fakat anlamlilik Bonferroni diizeltmesi uygulandiktan sonra ortadan kalkmuistir.

[k analizde dort ikili karsilastirma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur:
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e Taze ornek ile oda sicaklig 8 ay (p =.018)
e Taze ornek ile oda sicakligi 16 ay (p =.011)
e -20°C 8 ay ile oda sicaklig1 8 ay (p =.018)
e -20°C 8 ay ile oda sicakligi 16 ay (p =.011)

Ancak Bonferroni diizeltmesi sonrast bu p degerleri .05’in iizerine ¢ikmis ve
anlamlilik diizeyini kaybetmistir. Bu durum, verilerdeki genel varyasyonun istatistiksel
olarak dikkat c¢ekici oldugunu ancak c¢oklu karsilastirma diizeltmesi sonrasi bu
farkliliklarin daha dikkatli yorumlanmasi gerektigini gostermektedir.

Verilerden ¢ikarilabilecek en dnemli yorumlardan biri, oda sicakliginda saklanan
orneklerde miR-451’in Ct diizeylerinde kayda deger bir artis oldugudur. Ct degerindeki
bu artig, miR-451 molekiiliiniin zamanla degradasyona ugradigini ve ekspresyonunun
azaldigini gdstermektedir. Ozellikle 16 ay boyunca oda sicakliginda saklanan
orneklerde median Ct degerinin yaklasik 14.7 olmasi, taze orneklerdeki medyan
degerden (11.99) belirgin sekilde yiiksektir.

Bu sonuglar, miR-451’in olduk¢a umut vaat eden bir belirte¢ oldugunu ancak
sadece taze ya da uygun kosullarda (6rn. -20°C) saklanan 6rneklerde giivenilir sonuglar
verdigini gostermektedir. Adli uygulamalarda olay yeri 6rneklerinin siklikla giinler veya
aylar boyunca cevresel etkilere maruz kaldig1 diisliniildiigiinde, miR-451’in ozellikle
uzun siire oda sicakligina maruz kalmis 6rneklerde kullaniminin dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

Iroanya ve ark. (2022)'*? ise simiile edilmis adli kosullarda miR-451’in 1s1 ve
zaman etkisiyle degisiklik gosterebildigini, ancak -20°C ve -80°C’de saklanan
orneklerde stabil kaldigini gostermistir. Bu bulgu, mevcut ¢calismada da dogrulanmustir.
Ozellikle -20°C'de saklanan &rneklerde Ct diizeyleri korunmus, oda sicakliginda
saklananlarda ise belirgin bir artig gozlemlenmistir.

Wang ve ark. (2019)'”" ise miR-451’in 37°C’de birka¢ giin icerisinde
ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigini, bu nedenle dis ortama maruz kalan
orneklerde dikkatli degerlendirilmesi gerektigini vurgulamistir.

Ote yandan, miR-451"in Ct degerlerindeki artis, hem taze hem de dondurulmus

orneklerde oldukga siirh diizeyde kalmistir. -20°C’de saklanan 6rneklerde Ct degerleri
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taze Ornekler ile neredeyse aynidir. Bu bulgu, diisiik sicaklik kosullarinda miR-451in
stabil kaldigmi ve bu kosullarda kullanilabilirliginin  yiikksek  oldugunu
gostermektedir' .

Bu baglamda, miR-451’in adli biyolojik 6rneklerde giivenilir bir kan belirteci
olarak degerlendirilmesi miimkiindiir ancak bu degerlendirme, 6rnegin bulundugu
kosullarin detayli sekilde analiz edilmesiyle desteklenmelidir.

Zubakov ve ark. (2010)12 tarafindan yapilan ¢alismada, miR-451'in viicut
stvilarinin ayirt edilmesinde yliksek ozgiilliige sahip oldugu ve 6zellikle kan icin
giivenilir bir belirte¢ olarak one ¢iktig1 belirtilmistir. Bununla birlikte, Courts ve Madea
(2010)*®, miR-451’in tikirik ve diger viicut sivilarinda da disik diizeylerde
saptanabilecegini, ancak bu sinyalin kan orneklerindekine kiyasla ¢ok zayif oldugunu
vurgulamistir. Bu durum, molekiiliin tanisal 6zgiilliigiinii artirsa da, ¢evresel faktorlere
kars1 dayanikliligr sinirli kalabilmektedir.

Buna paralel olarak Iroanya ve ark.'”’, miR-451in 37°C’de birkag giin i¢inde
ekspresyon seviyesinde azalma gosterdigini, buna karsin -20°C ve -80°C kosullarinda
stabil kaldigin1 gostermistir. Bu sonug¢, mevcut ¢alismanin bulgulariyla dogrudan
uyumludur.

Ek olarak, miR-451’in ikincil yapisinin acikta kalan bolgelerinin riboniikleaz
saldirilarina karsi nispeten hassas olmasi, molekiiliin 6zellikle 1lik veya sicak ¢evrelerde

bozulmasini hizlandirabilir®

. Bu durum, oda sicakliginda saklanan orneklerde Ct
degerindeki artis1 molekiiler diizeyde agiklamaktadir.

miR-16, ¢ok sayida insan dokusunda yaygin sekilde ifade edilen ve hiicresel
proliferasyon, apoptozis ve siklin regiilasyonu gibi temel biyolojik slire¢lerde gorev
alan oldukga konservatif bir mikroRNAdir*®. Lenfoid hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade
edilmesiyle bilinen miR-16, normalize edici referans miRNA olarak da ﬁnerilmistirm.
Bununla birlikte, miR-16’nin kan hiicrelerinde yliksek miktarda bulunmasi, onu adli
biyolojik orneklerde kan tanimlamasi igin potansiyel belirte¢ olarak 6n plana
cikarmaktadir’®%®.

Adli bilimlerde miR-16’nin zaman, sicaklik ve ¢evresel faktorlere kars1 gosterdigi
dayaniklilik, kullanilabilirliginin smirlarini belirleyen temel faktorlerden biridir. Chen
ve ark. (2005)79, miR-16’nin plazma ve serum 6rneklerinde stabil oldugunu, bu nedenle

normalize edici gen olarak tercih edilebilecegini bildirmistir. Ancak McDonald ve ark.
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(2011)'™, hemoliz durumlarinda miR-16 seviyesinin ciddi sekilde artabilecegini ve bu
durumun analizleri etkileyebilecegini ifade etmistir.

Mevcut calismada miR-16, -20°C'de 16 ay boyunca saklandiginda bile Ct
diizeyinde anlamli bir artis gostermistir. Bu bulgu, miR-16’nin uzun vadede
dondurulmus ortamda bile bozulabilecegini gostermektedir. Bu agidan, SNORD48
kadar stabil bir referans gen olmadig1r ve yiiksek giiven gerektiren adli analizlerde
dikkatli degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilabilir.

Calisma sonuglar1 genel olarak literatiirle biiyiik oranda Ortlismektedir. Tim
molekiiller i¢in ¢evresel faktorlerin — 6zellikle zaman ve sicaklik — belirleyici oldugu,
molekiiler degradasyonun miRNA'larin kullanim potansiyelini dogrudan etkiledigi
goriilmektedir. Bu nedenle, miRNA’larin adli kullaniminda yalnizca ekspresyon diizeyi
degil, ayn1 zamanda stabilite profili de belirleyici kriter olmalidir.

Bu calismanin en belirgin giiglii yonlerinden biri, 6rneklerin bes farkli kosul
altinda degerlendirilmis olmasidir. Taze, oda sicakligi 8 ay, oda sicaklig1 16 ay, -20°C 8
ay ve -20°C 16 ay gibi zamana ve sicaklia baglh farkli saklama senaryolari, gergek olay
yeri kosullarini modelleyebilme acisindan olduk¢a kiymetlidir. Literatiirde bir¢ok
miRNA c¢aligmasi sadece taze drneklerle veya kisa stireli kosullarla sinirli kalirken”®
bu calismanin zamana yayilan kapsamli tasarimi, miRNA stabilitesi iizerine
derinlemesine analiz imkani sunmaktadir.

Sadece hedef miRNA’larin degil, ayn1 zamanda normalize edici referans gen olan
SNORD48’in de ayn1 kosullarda degerlendirilmesi, ¢calismay1 6zgiin kilmaktadir. Cilinkii
bircok adli miRNA c¢alismast yalnizca hedef molekiiller iizerine odaklanmakta ve
referans genin stabilitesini gdz ard1 etmektedir’”. Bu ¢alismada hem SNORDA48’in hem
de miR-144, miR-451 ve miR-16’nin incelenmesi, normalize edilmemis sonuglarin
yorumlanmasinda hata payini azaltmak acisindan 6nemli bir metodolojik avantajdir.

Calismada farkli kosullarda degerlendirilen 6rnek sayisinin istatistiksel analizler
i¢cin yeterli oldugu belirtilmekle birlikte, biyolojik replikasyonlarin sayisina dair daha
fazla bilgi verilmemistir. Ozellikle insan kaynakli 6rneklerde bireysel varyasyon yiiksek
oldugundan, farkli bireylerden aliman Orneklerin dahil edilmesi bulgularin
genellenebilirligi agisindan daha giiclii  sonuglar saglayabilirdim. Bu eksiklik,
bulgularin bireyler aras1 farklardan ziyade yalnizca kosul etkisine odaklandigini

gostermektedir.
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Calismada miR-16’nin Ct diizeyleri farkli kosullarda analiz edildiginde, Friedman
testi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik ortaya koymustur (y(4)=10.00, p = .040).
Etki biiyiikligi Kendall’s W = (.42 olarak hesaplanmis ve bu da kosullarin miR-16
diizeyleri {izerinde orta diizeyde bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Ikili karsilastirmalarda, oOzellikle -20°C’de 16 ay saklanan &rneklerin Ct
degerlerinin, taze 6rneklere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptanmistir (p
= .019). Bu durum, -20°C’de uzun siireli saklama kosullarinin bile miR-16 iizerinde
zamanla degradasyon etkisi olusturdugunu gostermektedir. Diger kosullarda ise anlamli
farklilik bulunmamustir.

Tanimlayici verilere bakildiginda da bu egilim net sekilde goriilmektedir. Taze
orneklerde medyan Ct degeri 19.16 iken, -20°C'de 16 ay boyunca saklanan 6rneklerde
bu deger 20.96’ya yiikselmistir. Bu, miR-16’nin diisiik sicaklikta bile zamanla
stabilitesini kismen kaybettigine isaret etmektedir.

Bu bulgular, miR-16’nin yiiksek ekspresyonuna ve potansiyel tanisal giiciine
ragmen, Ozellikle uzun siireli saklama kosullarinda giivenilirliginin azalabilecegini
ortaya koymaktadir. -20°C gibi kontrollii kosullarda bile degradasyon gdzlenmis
olmasi, miR-16’nin ozellikle olay yerinden elde edilen eski orneklerde kullanimini
sinirlandirabilir.

Bununla birlikte, diger sicaklik kosullarinda — 6rnegin 8 aylik -20°C ve 8 aylik
oda sicaklig1 kosullarinda — anlamli bir bozulma gézlemlenmemistir. Bu da kisa stirede
(yaklagik 8 aya kadar) miR-16’nin stabil kalabildigini, fakat 16 ay gibi daha uzun
stirelerde stabilitesini koruyamayabilecegini gostermektedir.

miR-16’nin bu 6zelligi, 6zellikle olay zamanlamasi bilinen kriminal olaylarda
zaman tahmini yapilmasma yénelik ¢aligmalarla birlestirildiginde faydali olabilir'®.
Ornegin, miR-16'nin belirgin sekilde bozulmus olmasi drnegin olay yerinde uzun siire
kaldigim gosterebilir.

Literatiirde miR-16’nin stabilitesine dair farkli sonuclar bildirilmektedir. Chen ve
ark. (2005)79, miR-16’nin hem doku hem de plazma Orneklerinde oldukca stabil
oldugunu belirtmis ve bu nedenle normalize edici kontrol olarak Onermistir. Ancak,
McDonald ve ark. (2011)104 gibi baz1 calismalar, miR-16’nin hemoliz gibi teknik
degiskenlerden ciddi sekilde etkilendigini ve dis ortamlarda stabilitesinin beklenenden

diisiik olabilecegini vurgulamistir.
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Adli bilimler alanin da yapilan ¢alismalar, miR-16’nin 6zellikle kan 6rneklerinde
tanimlayict olarak kullanilabilecegini ancak tek basina degil, diger miRNA’lar ve
referans genlerle birlikte degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir™®®®.

Bir diger onemli husus da miR-16’nin bir¢cok hiicre tiirlinde ifade edilmesi
nedeniyle 6zgiilliik sorunu yaratabilecegidir. Kan dis1 6rneklerde de diisiik diizeyde
bulunabildigi icin, miR-144 ve miR-451 gibi daha 0Ozgiil belirteclerle birlikte
kullanilmasi 6nerilmektedir'.

Adli biyolojik 6rneklerin analizi, ¢ogu zaman Orneklerin olay yerinde uzun siire
bekletilmesi, uygun olmayan sicakliklara maruz kalmasi veya cevresel faktorlerden
etkilenmesi gibi dezavantajli durumlar altinda gergeklestirilir. Bu nedenle, adli amagla
kullanilacak molekiiler belirteglerin ¢evresel faktorlere karst dayanikliligi son derece
onemlidir'®!%’. Bu calismada, 5 farkli kosulda (Taze, Oda Sicakligi 8 Ay, -20°C 8 Ay,
Oda Sicakligi 16 Ay, -20°C 16 Ay) saklanan kan orneklerinde SNORDA48 ve ii¢
miRNA’nin (miR-144, miR-451, miR-16) Ct diizeyleri incelenmis, zaman ve sicakligin
etkileri sistematik olarak degerlendirilmistir.

Calisma yalnizca kan oOrneklerine odaklanmis olup, diger viicut sivilarindaki
miRNA stabilitesi degerlendirilmemistir. Oysa adli olay yerlerinde sadece kan degil,
semen, tiikiiriik, idrar, vajinal sivi gibi farkli biyolojik materyallerle de karsilagilir™®.
Literatiirde farkli viicut sivilarinda ayni miRNA'nin ekspresyon diizeylerinin ve
stabilitesinin degisebilecegi bildirilmistir'>. Bu nedenle bulgular, diger viicut sivilarina
dogrudan genellenemez.

Ct diizeylerinin zamanla artmasinin RNA degradasyonu ile iligkili oldugu
varsayllmaktadir. Ancak bu c¢alismada RNA bozunmasini agiklayacak molekiiler
mekanizmalara (0rnegin niikleaz aktivitesi, baglayict proteinlerin rolii, ikincil yap1
¢oziilmesi) dair analizler yapilmamistir. Bu da degradasyonun nedenini yalnizca
fenomenolojik  olarak  degil, biyokimyasal diizeyde de agiklayabilmeyi
sinirlandirmaktadir™.

Bu calisma, miRNA’larin adli bilimlerde potansiyel kullanimini degerlendiren
kapsamli deneysel analizlerden biridir. Bes farkli saklama kosulu altinda (taze, oda
sicakligl 8 ay, -20°C 8 ay, oda sicakligr 16 ay, -20°C 16 ay) SNORD48 ve ¢ farklh
miRNA (miR-144, miR-451, miR-16) icin elde edilen Ct verileri, molekiiler stabilitenin

zaman ve sicaklikla nasil etkilendigini agik bigimde ortaya koymustur. Bulgular, adli
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biyolojik oOrneklerin degerlendirilmesinde yalnizca hedef molekiillerin ekspresyon
seviyesinin degil, bu molekiillerin ¢evresel stres faktorlerine karsi gosterdikleri direng
diizeylerinin de dikkate alinmas: gerektigini gostermistir'>*®.

Bu baglamda SNORD4S8, calismada en stabil molekiil olarak 6ne ¢ikmuis, farkli
kosullarda anlamli degisim gdstermemistir. Bu da SNORD48’in normalize edici
referans gen olarak adli RNA analizlerinde giivenilir bigimde kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir’>*”.

miR-451, kan i¢in 6zgiil bir belirte¢ olarak literatiirdeki yiiksek potansiyelini
dogrular nitelikte basarili performans gostermistir; ancak bu performans, saklama
kosullarina duyarlilik nedeniyle yalnizca kisa siireli ya da -20°C gibi diislik sicaklikta
muhafaza edilen 6rneklerde gegerlidirlm. Benzer sekilde miR-144 ve miR-16 da belirli
kosullarda degerli belirtegler olabilirken, uzun siireli ve/veya sicak ortam
maruziyetlerinde giivenilirliklerini kaybetmislerdir.

Veriler biitiinciil olarak degerlendirildiginde, en stabil molekiilin SNORDA48
oldugu acikca goriilmektedir. Farkli kosullarda SNORD48’in Ct diizeyleri arasinda
anlamli fark saptanmamis (p = .260) ve etki biiytikliigi diisiik kalmistir (Kendall’s W =
.22). Bu sonug, SNORDA48’in diisiik sicaklikta da oda sicakliginda da zamanla 6nemli
bir degradasyona ugramadigini gostermektedir. Bu bulgu, referans gen olarak yaygin
sekilde kullanilan SNORD48’in adli o6rneklerde normalize edici gen olarak
kullanilabilirligini desteklemektedir’”.

miR-144 i¢in oda sicakliginda 16 ay bekletilen Orneklerde anlamli Ct artisi
gozlenmis ve bu artis taze Orneklerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p = .019). Bu, miR-144’ln o6zellikle uzun siireli oda sicaklig
maruziyetine duyarli oldugunu ve bu kosullarda giivenilir bir belirte¢ olarak
degerlendirilemeyecegini gostermektedir. Literatiirde benzer sekilde, miR-144’tin dis
cevresel etkilere karst kismen duyarli oldugu ve yiiksek sicaklikta stabilitesini
kaybettigi bildirilmistir’’.

miR-451de ise genel anlamda grup farklilig1 tespit edilmis (p = .015, W = .55),
ancak Bonferroni diizeltmesi sonrasi ikili karsilastirmalarda anlamlilik ortadan
kalkmistir. Bu, genel bir egilim olmasina ragmen varyasyonun daha cok grup i¢inde

dalgalanmaya bagli oldugunu diisiindiirmektedir. Yine de oda sicakliginda saklanan

orneklerde Ct artis1 belirgindir, bu da uzun siireli g¢evresel maruziyetin molekdilii
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etkiledigini gosterir. Bu bulgu, miR-451in degeri yiiksek olmasina ragmen saklama
kosullarina dikkat edilmesi gerektigini ortaya koyarlm’loz.

miR-16’da ise en dikkat ¢ekici bulgu, -20°C’de 16 ay bekletilen 6rneklerde bile
Ct degerinde anlamli artis gézlenmis olmasidir (p = .019). Bu durum, miR-16’nin
stabilitesinin mutlak olmadigin1 ve zamanla, hatta diisiik sicaklikta bile degradasyona
ugrayabilecegini gostermektedir. Literatiir bu konuda celiskili bilgiler sunsa da bazi
calismalar miR-16’nin 6zellikle hiicre dis1 ortamda hemoliz ve saklama kosullarindan
etkilendigini bildirmistir'™.

Tiim molekiiller i¢in ortak egilim, -20°C’de saklanan 6rneklerin oda sicakliginda
saklananlara gore daha stabil kaldigidir. Oda sicakliginda 8 ve 16 ay boyunca saklanan
orneklerde genel olarak Ct degerlerinde artig saptanirken, dondurulmus 6rneklerde bu
artis daha sinirhidir. Bu durum, adli molekiiler analizlerde saklama sicakliginin kritik bir
degisken oldugunu gdstermektedir.

Zubakov ve ark. (2010)'%, miRNA’larin yapisal olarak daha kiiciik ve ¢ift zincirli
segmentlere sahip olmalari nedeniyle, mRNA’lara kiyasla daha stabil olduklarini
belirtse de, ozellikle ¢evresel RNaz’lara ve sicaklik degisimlerine karst uzun stireli
korunmalarinin garanti edilmedigini vurgulamistir.

Sonug olarak segilen her ii¢ aday miRNA belirtecinin de farkli ortam kosullarini
iceren c¢esitli zaman araliklarinda saklanan kan lekelerinde zamana bagli olarak
stabilitesini kismen kaybettigi, bu nedenle bu belirteclerin analiz sonuglarin giivenilir
olabilmesi i¢in adli laboratuvarlarda biyolojik Orneklerin saklanma kosullar1 ve
siirelerine dikkat edilmesi gerektigi ortaya cikmistir. Bu veri adli laboratuvarlarda
orneklerin miimkiin olan en kisa siirede dondurularak saklanmasi Onerisini

desteklemektedir'*?

. Bu durum ayrica, olay yerinden toplanan adli biyolojik 6rneklerde
yapilacak miRNA’ya dayali analizlerde biyolojik materyalin bulundugu ¢evresel
kosullar ve olay yerine birakilma siirelerinin goz oniinde bulundurulmasi gerektigini de
gostermektedir. Bunun yaninda, bu ¢alismada miRNA’larin farkli ortam kosullarmi
iceren farkli zaman araliklarinda saklanan Orneklerdeki degradasyon seviyelerinde
farkliliklar nedeniyle, literatlirde viicut sivilarinin tanimlanmasina dayali analizlerde
yalnizca tek miRNA’ya dayali sonuglar yerine ayn1 biyolojik 6rnek iizerinde birden

fazla 6zgiil miRNA’nin es zamanl olarak degerlendirilmesi gerektigi Onerileri de

desteklenmektedir'>*®. Ayrica, aday referans gen SNORD48’in zamana ve sicaklik
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degisimine kismen direngli olmasi nedeniyle kan lekelerinin tanimlanmasinda referans
gen olarak kullanilmasinin uygun olacagi izlenmis olup, bu bulgu da mevcut literatiir ile

tutarhilik gostermistir’”.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismanin sonuglari, miRNA’larin ve referans genlerin adli o6rneklerde

kullanilabilirligi a¢isindan bazi temel ¢ikarimlar saglamaktadir:

1. Referans gen olarak kullanilabilirligi arastirlan SNORD48’in oda
sicakliginda ve -20°C’de 16 aya kadar saklanan orneklerde stabilitesini
korudugu, bu nedenle adli amaclh kan lekeleri tanimlanirken bu belirtecin
referans gen olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

2. Aday kan belirteci olarak secilen miR-451’in taze Orneklerle derin
dondurucuda 16 aya kadar saklanan kan Orneklerinde stabil kalmasi bu
kosullar1 tagiyan 6rneklerde kullanilabilecegini; ancak oda sicakliginda 8
ay ve 1lzeri bekletilmis Orneklerde stabilitesini kaybettiginden,
degerlendirmenin bu grupta dikkatle yapilmasi gerektigi sonucuna
varilmigtir.

3. Aday kan belirteci olarak secilen ikinci aday belirtec miR-144’iin 16 ay
ve lizeri stirelerde oda sicakliginda bozulma egiliminde oldugu; bu nedenle
adli amagli kan lekelerinin tanimlanmasi amaciyla kullanimimin smirh
kalabilecegi saptanmustir.

4. Aday kan belirteci olarak se¢ilen tigiinii aday belirtec miR-16’nin ise 16
aylik silire sonunda -20°C’de bile degradasyon seviyesinin diger iki aday
belirtece kiyasla daha yiiksek olmasi nedeniyle adli kullaniminin daha da

sinirl kalacagi izlenmistir.

Sonu¢ olarak adli analizlerde olay yerinden elde edilen biyolojik orneklerin
giivenilirligi, yalnizca kullanilan teknikle degil, biyolojik materyalin cesitli ortam
kosullarinda stabil kalabilme siiresine de baghdir. Bu nedenle, adli amagh viicut
stvilarinin  tanimlanmasinda kullanilacak molekiiler belirteclerin se¢iminde, Ornegin

gecmisi ve maruz kaldigi kosullarin dikkate alinmasi uygun olucaktir.
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