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Yara Yasi Tahmininde RNA’nin Kullanimi

Using RNA for Wound Age Determination:
Review

OZET Adli tibbin en temel konularindan olan yaralarin raporlanmasinda, mahkemelerce yaranin
ozellikleri yani sira yara yag: tahmini hususunda da sorular sorulmaktadir. Ceza Hukuku alaninda
oliimden sonra yapilan yaralar genellikle cezay1 gerektirmediginden iddia s6z konusu oldugunda;
bu konuda yaralanma zamam hakkinda bilirkisiden goriis istenmektedir. Yara yas: tahmininde
makroskopik, mikroskobik, histokimyasal, biyokimyasal, immiinohistokimyasal, morfometrik y6n-
temler kullamlmaktadir. Caligmalarin ¢ogunda daha giivenilir sonuglar vermesi sebebiyle immii-
nohistokimyasal analizler kullanilmigtir. Bununla birlikte yara yas1 tahminine y6nelik ¢calismalarda
genel olarak mRNA’nin zamana bagl ekspresyonlar: incelenmis ancak iilkemizde yara yas1 tahmi-
ninde RNAnin kullanimu ile ilgili aragtirmalarin oldukga sinirhi oldugu gérillmistiir. Bu yazimizda
yara yasi tahmininde RNA'nin kullanimu ile ilgili bilgilerin bir araya toplanmasi amaglanmustir.
Bunun i¢in de bu konuda kullanilan kaynaklar incelenerek molekiiler yontemlerle ilgili bilgi ve-
rilmistir. Sonugta; tilkemizde adli bilimler alaninda ¢alisan arastiricilara sunulan yara yasinin tah-
mininde RNA'nin zamana bagl ekspresyonlariyla ilgili bilgilerden yararlanilarak bu konunun adli
tip pratigine yansitilmas gerektigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli patoloji; polimeraz zincir reaksiyonu; RNA, mesenger;
yaralar ve yaralanmalar

ABSTRACT The reporting of wounds which is one of the main subjects of forensic medicine, ques-
tions related with estimating the age of wounds in addition to their characteristics are being asked
by tribunals. In the area of Criminal Law, as wounds made after occurrence of death does not require
punishment, when allegation is the subject, the opinion of an expert is requested for the time of in-
jury. Macroscopic, microscopic, hystochemical, biochemical, immunohystochemical, and morpho-
metric methods are used for wound age estimation. Immunohystochemical analyses have been used
in most of the studies as they produce more reliable results in the meantime, in the studies related
to the estimation of wound age, generally time dependant expressions of mRNA have been studied.
However as it has been observed that in our country researches related to the use of mRNA in the
estimation of wound age are quite limited, with the purpose of assembling information related to the
molecular methods used in this subject, sources have been examined and the reliability and validity
of the methods have been studied. In conclusion, opinion is formed that it was possible for researchers
working in the area of forensic science in our country to use the information presented in relation
to the time dependent expressions of RNA for the estimation of wound age.

Key Words: Forensic pathology; polymerase chain reaction; RNA, messenger;

wounds and injuries
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eza Kanunu'muza gore yaralama; bir kiginin bedenine zarar verme,
onun sagligini bozma ve ruhsal yapisinda bozukluklar olusturmak
olarak tanimlanmaktadir.! Ancak tipta yaralama denilince dokunun
bitinligini, fonksiyonlarini bozan etkilemeler anlagilmaktadir.® Yara-
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nin 0liim 6ncesi mi, 6liim sonrasit m1 olustugunu
belirlemek i¢in yara yaginin bilinmesi gereklidir.>”
° Bu belirlemenin yapilabilmesi i¢in oncelikle
yasamsal reaksiyonlar kontrol edilir.” Yagamsal re-
aksiyonlar 6lenin yaralandiktan sonra ne kadar
siire yasadigina baglidir. Olenin yaralanmasindan
6liinceye kadar gecgen siire kisa ise, gozle goriiliir
degisiklikler bulunmamaktadir.” Yara ve yara cev-
resinin makroskobik ve mikroskobik incelenmesi,
yara bolgesindeki sitokinlerin, enzimlerin varli-
ginin histokimyasal, biyokimyasal, immiinohis-
tokimyasal yontemlerle belirlenmesi yara yasi

2,5,7,10-12

hakkinda bilgi verir.

Bu yazimizda, yara yag1 tahmininde riboniik-
leik asit (RNA)’in kullanim ile ilgili bilgilerin bir
araya toplanmasi amaglanmis ve bu konuda kulla-
nilan kaynaklar incelenerek molekiiler yontem-
lerle ilgili bilgi verilmigtir.

I YARA YASI-RNA ILISKiSI

RNA, niikleotidlerin art arda yerlesmesiyle bir-
lesmis tek diziden olusan yiiksek kaliteli mole-
kiildir.'*'* RNA polimeraz adli enzim ile DNA
dizisindeki genlerin sifresi haberci RNA (mRNA)
seklinde olusturulur.!®> RNA tiplerinden olan
mRNA, DNA’daki bilgiyi protein sentez yeri olan
ribozomlara tagir.'

RNA sentezi DNA sentezi ile temel olarak ayn1
sekilde igslemlerden gecer. DNA zinciri agilir ve
RNA polimeraz ile RNA sentezlenmeye baslar.
RNA transkripsiyon olarak adlandirilan RNA sen-
tezi RNA polimeraz enziminin katkisiyla DNA ka-
lib1 izerinden yiiriitiiliir. DNA ile RNA baz1 yapisal
farkliliklarla birbirlerinden ayrilirlar. RNA’da,
DNA’daki deoksiriboz yerine riboz seker bileseni
vardir ve Timin yerine Urasil bulunur. DNA cift
sarmal yapida iken RNA tek iplikli bir molekiil sek-
lindedir. Ug tip RNA vardir. Ribozomal RNA (r-
RNA); ribozomun bir bilesenidir. Tasiyict RNA
(t-RNA); protein sentezi esnasinda amino asitleri
ribozoma tagir. Haberci RNA (m-RNA); sentezle-
necek proteinlerin amino asit dizilerini belirleyen
mesaji ribozomlara tagir. m-RNA ¢ok kolay ve hizh

yikima ugramasiyla bilinir.!>1¢

Yaralanma nedeniyle hiicre reaksiyonlarinda
degisimler goriliir. Bu yeni reaksiyonlara yonelik
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baz1 proteinlerin miktarinin artmasi gerekebilir. Bu
proteinlerin yapiminin artmast i¢in bunlarin sen-
tezinde gorev alan mRNA’larin transkripsiyonunun
artmasi gerekir. Bu artig yeni metotlarla ol¢iilebilir.
Yara yas1 tespitinde RNA’n1in kullanilmasi adli pa-
toloji i¢in olduk¢a 6nemli bir gelisme olarak kabul
edilmektedir.®

DNA teknolojisinin kriminalistik alaninda ba-
sartya ulasmasi nedeniyle molekiiler adli inceleme-
ler DNA arastirmalar ile son yillara damgasini
vurmustur. Oliim nedeninin ve 6liim zamaninin
molekiiler olarak tespit edilme ¢aligmalari, RNA’nin
postmortem ve in vitro olarak hizli bozunmas: aras-
tirmacilarin bu konuya egilmesine neden olmus-
tur.8"” Oliim sonras: siiregte morfolojik degisiklikler
¢iplak gozle goriilebilmektedir. Bunun yaninda
yaralanma, 6liim nedeni ve 6lim sonrasi siirecte
goriilen hiicresel bozunma da mRNA model ¢alis-
malar1 ile goriilmektedir. Postmortem 6rneklerin
hiicrelerindeki mRNA modellerinin analizi 6limiin
patolojik mekanizmasina 1s1k tutmaktadir."”

Adli patolojide i¢ ve dig yaralar incelenirken
dort ana soru sorulur. Yara zorlamayla m1 olmustur?
Yara bir kaza sonucu mu olugsmustur? Yara 6liim 6n-
cesi mi yoksa 6liim sonrast m1 olugmustur? Oliimciil
yaranin alinmasindan sonraki hayatta kalma zamani
ne kadardir? Yirminci yiizyilin son 10 yilinda bu so-
rulara cevap arayan immiinohistokimyasal calis-
malar 6n plandayken, son yillarda bilim adamlar
RNA’y1 temel alan ¢aligmalara odaklanmistir.®

Yara iyilesmesinde sitokinler, hiicre dis1 mat-
riksler tizerindeki caligmalar yogun olarak incelen-
mis olup anjiyojenik sitokinler, adezyon molekiil-
leri, transforming biiytime faktorii, fibronektin, ke-
mokinler, kollajen ve stres proteinleri tizerindeki
galigmalar ise geligtirilmektedir.'®

RNA beyin, karaciger, bobrek gibi dokulardan
elde edilerek yara yas: tespitinde kullanilmakta-
dir.192

I YARA IYILESMESINDE
PROTEINLERIN ONEMI

Hayaski ve ark.nin yaptig bir caligmada, vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) niin zamana
bagli ekspresyonuna bakilmis, sonu¢ olarak
VEGFnin 7-21 giinliik yaralarin yasinin tahmini
icin faydali oldugu tespit edilmistir."!
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Zhao ve ark. mekanik asfiksi ve pulmoner en-
feksiyon nedeniyle 6len 22 ¢ocuk ve 34 yetiskinin
otopsisi sirasinda akcigerin iist lobundan, sag ve sol
iskelet kaslarindan (Sartorius) 6rnek alarak post-
mortem mRNA’nin ¢ocuk ve ergenlerdeki mikta-
rim1 karsilastirmiglardir. Pulmoner enfeksiyonla
karsilastirildiginda hem ¢ocuk hem de yetigkin va-
kalarda iskelet kasindaki GLUT1 ve VEGF’nin
mRNA seviyeleri benzer bulunmus, bunun yam
sira yetiskinlerle karsilastirilan ¢ocuk vakalarda ak-
cigerdeki VEGF'nin mRNA seviyesi yiiksek bulun-
mustur. Bunu, enfeksiyona bagl olarak goriilen
orta dereceli bir akciger hasarinin yetigkinlere na-
zaran Oldiiriicii olabilecegi seklinde acgiklamiglar-
dir. Birbirine benzer sonuglar veren bu yontemle
asfiksi veya pulmoner enfeksiyonun 6liim nedeni
olarak belirlenmesinin zor oldugu kararina var-
muglardir.”?

Drebler ve ark., adezyon molekiillerinin yara
yast tespitinde faydali marker olacagini belirterek
interseliiler adezyon molekiilii (ICAM-1), vaskiiler
endotelyal adezyon molekiilii (VCAM-1)niin ya-
ralanma sonrasi en erken bir-ii¢ saat iginde tespit
edilebilecegini belirtmigtir.”!

Kondo ve ark., 40 insan derisinde interlokin-
lalfa (IL-1a) incelemistir. Immiinohistokimyasal
olarak polimorfoniikleer nétrofillerde IL-1a dort
saat ve bir giin arasindaki yara yasinda pozitif reak-
siyonlar vermistir. Morfometrik olarak dort saat-bir
glnliik yasa sahip yaralarda IL-1a artig gostermis
ve yedi saatte maksimum oran %46,5 olarak tespit
edilmistir. Otuz alt1 saat ve 21 giin arasindaki yara
yasinda IL-1a pozitif hiicreler %30’dan daha azdur.
Bu sonuglara gore IL-lo pozitif hiicrelerinin
%30’dan fazla olmasi yara yasinin 1 giin veya daha
az bir zamanda olustugunu gostermektedir.?

Takamiya ve ark. sekiz sitokininin-IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, graniilosit makrofaj koloni uya-
ric1 faktor (GM-CSF), interferon-gama (IFN-y) ve
timor nekroz faktori alfa (TNF-a)-zamana bagh
kantitatif analizlerini yapmislardir. IL-10, GM-
CSF, IFNy ve TNFa dermal yara iyilesmesinin
erken fazlarinda, IL-6 yalnizca orta fazda, IL-2, IL-
4 ve IL-8 ise orta fazdan ge¢ faza kadar artis gos-
termigtir.* Bu ¢aligma sonuglar1 yaradaki ¢oklu
sitokin analizlerinin yara yagsi tahmininde faydal
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olacagini gostermektedir. Grelher ve ark. IL-6 ve
TNF o’y1 incelemis, Takamiya ve ark.nin ¢alig-
malarini destekleyen sonuglar elde etmiglerdir.”
Kondo ve ark.nin yaptig1 bir ¢alismada farkl yara
yaslarinda IL-8, MCP-1 (Monosit Kemoatraktan
Protein) ve MIP-1a (Makrofaj Inflamasyon Pro-
teini) gibi kemokinler immiinohistokimyasal yon-
temlerle incelenmistir. Her bir kemokinin 0-12 saat
icindeki pozitif oranlar ¢ok diisitk gbzlenmis ve 1-
4 giin i¢indeki pozitif oranlarinin 6nemli derecede
oldugu tespit edilmistir. Bu kemokinlerin oranla-
rina gore yara yasinin en az bir giinliik oldugunun
soylenebilecegi ifade edilmistir. Béylece bu kemo-
kinlerin yara yaginda faydali marker olduklar: be-
lirtilmigtir.%

Ameliyat sonras1 dikigli yaralarda, bir giinde
en ist diizeyde kollajenaz gozlenmis ve daha sonra
muntazam bir sekilde konsantrasyonu azalmaistir.
Dikissiz, genis kalinlikta olusturulan yaralarda ope-
rasyon sonrasinda bes giinde kollajenaz oram yiik-
sek oldugu gozlemlenmis ve yedinci giinden sonra
konsantrasyonun azaldig1 gozlenmigtir.'®

Betz ve ark.nin yaptig1 calismalarda, kollajen
3’tin yaralanmadan sonra iki-ii¢ giinde, kollajen 5
ve 6'nin lezyonlarda {i¢ giinden daha sonra ve kol-
lajen 1'in bes giinden sonra ortaya ¢iktig1 tespit

edilmigtir.'8%

Kondo ve ark., 55 insanda olugturulan farkli
yaslardaki yaralarda stres proteinlerinden olan Ubi-
kuitinin (Ub) zamana bagh ekspresyonlarim ince-
lemistir. Insanda yapilan galigmalarda dért saat ile
bir giinliik yara yasinda Ub i¢in nétrofillerde giiclii
pozitif reaksiyonlar gozlenmistir. Morfometrik ola-
rak yaralanma sonrasi 12 saat icinde Ub-pozitif nét-
rofil orani ¢ok az, yara yas1 7-14 saat olan yaralarda
Ub-pozitif nétrofil oraninin %20’den fazla oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Ub ora-
ninin %10°dan az olmast, yara yasinin en az 1 giin-
litk oldugunu gosterebilir. Ub-pozitif oranin %30
iizerinde olmasi durumunda ise yara yasinin 7-14
gtinlitkk oldugu kabul edilmektedir.”® Ishida ve ark.,
58 insan derisinde olugturulan farkl yaglardaki ya-
ralarda oksijen diizenleyici protein 150’nin (ORP
150) ekspresyonunu incelemistir. Inceleme sonucu
ORP 150’'nin 7-4 giin i¢inde olusan yara yas1 tah-
mininde faydal olacag: sonucuna ulagilmigtir.?’
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Betz ve ark.nin yaptig: bir calismaya gore yara
yast 8 saat ile 7 aylik olan 56 insan deri yarasinda
immiinohistokimyasal yol ile tenaskin seviyesi
arasgtirilmigtir. Sonug olarak, tenaskinin en az 5
glinliik yaralarda yogun olarak gozlendigi, yaklagik
1,5 aydan fazla bir siirede pozitif sonu¢ vermedigi
gozlenerek yara yasi tahmininde faydali olabil-
mektedir.?

Iskelet kas1 yaralanmig farelerde troponin I
(TnI) mRNA’s1 gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) y6ntemi ile tespit edilmeye ¢a-
lisilarak, cesitli zamanlara bagli ekspresyonlar:
incelenmistir. Yaralanma sonrasi ilk yarim saatte
978,17 oraninda bulunan Tnl seviyesi 6 saate kadar
azalmistir ve 6-36 saat aras1 6nemli bir degisiklik
gostermemistir. Bu sonuglar gercek zamanl PZR ile
Tnl mRNA seviyelerinin belirlenmesi yara yag: tah-
mininde faydal olabilecegini gostermektedir.?!

| YARAIYILESMESINDE mRNA SEVIYES|
INCELENEN PROTEINLER

Takamiya ve ark. yara yagi tespitinde farelerin
beyin, deri, karaciger ve bobrek dokularinda yara-
larin iyilesme siirecindeki fibroblast biiyiime faktor
(bFGF) mRNA’sinin ekspresyonunu incelemisler-
dir. Yaralanma 6ncesi deride epidermal hiicrelerde,
fibroblastlarda, endotelyal hiicrelerde bulunan
bFGF mRNA’s1 yaralanma sonrasinda bir saatte en
ist diizeye ulagsmigtir. Yaralanmis beyinde bFGF
mRNA ekspresyonu yaralanmadan sonra ilk bir sa-
atte artig gostermis ve 48 saatte en st diizeye ulas-
mistir. Yaralanmig karaciger ve bobrek dokularinda
bFGF mRNA’s1 yaralanma sonras1 24 saatte artig
gOstermistir. Bu sonucun yara yasi tespiti i¢in
o6nemli bir artis olmadig: bildirilmistir. Bu calis-
mada beyin, deri gibi ektodermal kokenli organ-
larda bFGF mRNA diizeylerinin belirlenmesinin
yararh oldugu gozlemlenmistir."

Takamiya ve ark., deri ve beyinde yara iyiles-
mesindeki fibronektin mRNA’sin1 yara yasi tespi-
tinde incelemislerdir. Deride yaralanmadan sonraki
sekiz saatte fibronektin mRNA’s1 en iist diizeydedir.
Fibronektin mRNA ekspresyonu epidermal hiicre-
lerde yaralanma sonrasi 1-240 saatte, fibroblastlarda
1-72 saatte, notrofil ve makrofajlarda 8-72 saatte
gozlenmistir. Yaralanmig beyinde ise fibronektin
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mRNA ekspresyonu 48 saatte en iist diizeyde goz-
lenmigtir.'®?! Betz ve ark. fibronektinle yaptiklar:
caligmalarinda yara yas: tespitinde fibronektinin
faydali olacag: kanaatine varmiglardir.®

Takamiya ve ark., IL-10 mRNA’sinin 24 saat
icinde en iist seviyeye geldigini tespit etmistir. IL-
10 mRNA’s1 osteositlerde yaralanma 6ncesinde ve
sonrasinda tespit edilirken, osteoblastlarda yara-
lanma sonrasinda ti¢ saat iginde gozlenmigtir.®

Takamiya ve ark., doku plazminojen aktivatorii
(tPA) mRNA’sin1 yara yast tespitinde kullanmiglar
ve tPA mRNA’sinin epidermal hiicrelerde, fibrob-
lastlarda ve endotelyal hiicrelerde yaralanma 6ncesi
ve sonrasinda bulundugunu, nétrofillerde yara-
lanma sonras: ii¢ saatte, makrofajlarda yaralanma
sonrasi 72 saatte ortaya ¢iktigini tespit etmislerdir.>*

I USTUNLUK VE SINIRLILIKLARI

Bir yaranin 6liim o6ncesi ya da 6liim sonras1 do-
nemde olusturuldugunun net olarak bilinmesi ada-
letin saglanmasinda adli tip agisindan son derece
o6nemli bir bulgudur. Yaranin antemortem-post-
mortem donemine gore ayrim yapmada kullanilan
yontemlerin ¢ogu 6liim sonrasi olusturulan yara
yasinin tespiti amaglidir. Yapilan caligmalarda son
donemde 6zellikle immiinohistokimyasal yontem-
lerin tercih edilmesi yaranin 6liim 6ncesi yapildi-
gina dair bulgular1 vermesi yoniinden dikkat
cekicidir.

In vitro calismalarda mRNA’nin direkt kulla-
niminin uygun olmasi yani sira bu galismalara gore
RNA’nin en biiyiik iistiinliigii zamana bagh olarak
eksprese edilebilmesidir. Bu sekilde yara yas1 tah-
mini hususunda giivenilir sonuglar elde edilmesini
saglar. Bununla birlikte iilkemizde RNA ¢aligma-
lar, 6zellikle yara yas1 tahmininde RNA kullanimi
oldukca sinirlidur.

RNA’nin tek zincirli yapiya sahip olmasi ve
onarim sistemine sahip olmamasi bircok dezavan-
taji beraberinde getirmektedir. En sik kargilagilan
sorun mRNA niikleotidlerinden birinin aradan ¢ik-
masidir, béyle bir durumda kodon degisimi s6z ko-
nusudur. RNA bozulmas: ¢ok kisa siirede ger-
ceklestigi icin postmortem degisikliklerde kullani-
mini sinirlandirmistir.

Turkiye Klinikleri ] Foren Med 2012;9(1)
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Cesitli kosullarda bir genin ekspresyon sevi-

yesi arastirilirken 6nce mRNA izolasyonu yapi-

lir, daha sonra bu mRNA ile ters transkriptaz
reaksiyonu kurulur, en son bu komplementer
DNA (cDNA) havuzundan ilgili gen, ilgili pri-
merler ile elde edilir. Cok basamakli bir deney ol-
dugundan hata orani yitksek bir caligmadir.
mRNA izolasyon kitleri ve laboratuvar ekipman-
lar1 kurumlarin ayr: bir biit¢ce ayirmasini gerek-

tirmektedir.
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