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OZET

Amag: Ozellikle kimlik tespiti yapilamamis postmortem orneklerden, yas tespiti yapilmasi adli tip igin heniiz netlik ve pratik uygulamada kolaylik
gosterememis, olduk¢a onemli bir problem olmaya devam etmektedir. Bu amagla normal hiicrelerin proliferatif aktivitesine gore degerlendirilen
kantitatif metodlar denenmektedir. Biz de ¢alismamizda AgNOR boyama ydntemi ile insan epidermisinden alinan kiigiik doku 6rnekleri ile 6zellikle
kimligi belirlenememis postmortem olgularda yas tespitinin yapilabilirligini gostermeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Bu ¢aligmada mitotik aktivite, niikleolar organize edici bolgelerin gliimiisle boyanmas: esasmna dayali AgNOR yontemiyle
incelendi ve ortalama proliferatif indeks elde edildi. Bu indekse bagli AgNOR dagilimlari skoru yas gruplarina gore iliskilendirildi.

Bulgular: Calismaya ge¢misinde herhangi bir tiimoral hastalik hikayesi olmadig1 6grenilen postmortem 6rneklerin toplandigi, yeni dogan (0-12 ay),
infant (1-5 yas), eriskin (25-35 yas), 50 yas ve iizeri olmak ilizere 23 Erkek (E), 15 Kadin (K) toplam 38 olgudan 4 yas grubu olusturuldu. Yas
gruplarina gore AgNOR dagilim skorlar arasinda fark saptandi ve istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulundu (p<0.01).

Sonug¢: Bu calisma ile postmortem kiigiik dokulardan AgNOR boyama yontemi ile yas tespiti yapilabilecegi, ancak saglikli bir degerlendirme i¢in
daha genis vaka serilerine ihtiyag oldugu sonucuna varildi. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: AgNOR, yas tespiti, adli tip, kiigiik doku

ABSTRACT
Age Estimation from Human Skins by Using AgNOR

Objective: The age estimation of postmortem diagnosis is a considerable problem in forensic issues. For age estimation, numerical methods that are
evaluated according to proliferative activity of normal cells are tested. AQNOR was exceptionally applied for estimation of chronological ages of
unidentified individuals in this study. Use of this method for forensic purposes is presented as an alternative method to determine the age of an
individual. Some difficulties seen in the other methods used in routines tried to overcome.

Method: In this study, mitotic activity was examined by AgNOR method that was based on silver-staining of nucleolus organizer regions (NORs),
and avarage proliferative index was obtained. These index datas were related eachother according to age groups.

Results: The study was conducted on 38 postmortem samples (23 males and 15 females) without any tumoral pathology in their past. Samples were
divided into four age groups; which were newborns (0-12 months), infants (ages of 1-5), adults (ages of 25-35), and olds (ages of 50 and above).
When a brief investigation was performed with AgNOR staining, age-related changes were certainly determined and were found a statistically
significant correlation (p<0.01) in AgNOR.

Conclusion: In conclusion, although satisfaction in results was obtained for AgNOR, there was a need for further studies involving more individuals.
Especially when the other morphological methods are of limited usefulness, AgNOR might be certainly a useful marker in estimating the age of
human skin. ©2004, Firat Universitesi, Ti 1p Fakiiltesi
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Adli tipta yag tayini olduk¢a Onemli bir konudur. Yas; Tan1 amaciyla neoplastik dokularin, nonneoplastik
cinsiyet, boy, viicut agirligi, sag, cilt, géz rengi, parmak izi, dokulardan veya benign lezyonlarin malign lezyonlardan
kemik ve disler gibi bireyin tibbi kimligini olusturan fiziksel ayrilmasinda etkili bir yontem olan AgNOR’un degisik yas
yapilardan biridir. gruplarinda lenfositlerde farkli sayida NOR beneklerini
. boyamas! nedeniyle (2-6) farkli dokularda da yas tayinine
Ozellikle Adli tipta cezai sorumluluk, hukuki ehliyet, yardimci olabilecegi diistiniildii.
farik ve miimeyyizlik, ahlaki readet fiili, ruhsal yonden
mukavemet, askere alinma, memuriyete girme, okula baglama, Histopatologlar, hastaliklarin etiyopatogenezinde rol alan
emekli olma, siiriicii belgesi alma gibi durumlarda kiginin yas unsurlarin etkisi sonucu, niikleus, DNA ve hiicre kinetigine
tespiti yasalara uygunluk agisindan giindeme gelmektedir (1). yonelik, DNA flow sitometri (DNA ploidi ve hiicre
Bu konuda birgok yontem bulunmakla birlikte kiigiik proliferasyonu) hiicre proliferasyon belirleyicisi olan Ki-67
dokulardan yas tayini yapabilmek, adli tabiplere biiyiik monoklonal antikor ¢alismalart ve DNA-RNA in situ
kolayliklar getirebilecektir. hibridizasyon yontemlerine, Niikleolar Organizasyon Bolgeleri
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(NOR) tizerindeki degisimlerin arastirilmasini eklediler. Bu
caligmalarda hiperplastik ve neoplastik durumlarda niikleolus
ve niikleolar aktivasyonun belirlenmesinin yararli oldugu
diistintilmiistiir (2).

Mc Clintock 1934’de karyotipte 2.darlik olarak gézledigi
kisma “Niicleolar organizer regions” (NORs) adini vermistir.
NOR terimi niikleoliin kéken aldig1 bolgeyi tanimlamaktadir.
Niikleolar Organizasyon Bélgeleri (NOR), ribozamal RNA’nin
kodlandig1 kromozamal segmentlerdir. RNA polimeraz 1, B23
protein ve C23 proteinler gibi non-histon proteinlerle assosiye
haldedirler. AgNOR boyama yonteminde 6zellikle non-histon
komponentinin tepkimeye girdigi ortaya konmustur (2-8).
NORs proteinleri, ribozamal DNA veya olas1 transkripsiyon
diizeyinin gostergesi olarak goriilmekte olup, AgNOR
bolgelerinin gosterilmesinin hiicre proliferasyon hizi, ploidi,
transkripsiyonel aktivite ve tiimoriin malignite potansiyelinin
degerlendirilmesi agisindan yararli olduguna dair (deri, meme,
lenfoid doku, kadin genital sistem, mesane, GIS) yaymlar
vardir (9).

Gliniimiizde ¢ok yonlii siirdiiriilen ¢alismalar, yas tespiti
igin en uygun yontemin aragtirilmasi {izerine yogunlagmistir
(10, 11).

Bu calismada degisik yas gruplarindan alinan karmn cildi
orneklerinin, AgNOR boyama yontemi ile gosterilen hiicre
proliferasyonuna gore yas tespitinde kullanilabilirliginin ortaya
¢ikarilmasi amaglanmigtir.

GEREC ve YONTEM

1999-2002 tarihleri arasinda cesitli nedenlerden dolay:1 farkli
yas grubunda exs olan 23 E, 15 K toplam 38 olgu ¢alismaya
alindi. Olgularin ge¢misinde herhangi bir tiimoral hastalik
hikayesi tagimadigi yakinlarindan 6grenildi. Yenidogan (0-12
ay) 4 (2E, 2K) olgu, infantil dénem (1-5 yas) 11 (4E, 7K) olgu,
adult donem (25-35 yas) 16 (13E, 3K) olgu ve yash (50 yas ve
iizeri) 7 olgu (4E, 3K) olarak dort ayr1 yas grubu olusturuldu.

AgNOR boyama yoéntemi Olgulardan 1x1 cm
ebadinda abdominal cilt Ornekleri alindi. Formaldehid
(%10’1uk) i¢inde fikse edildi. Toz jelatin, formik asit ve giimiis
nitrat %70’lik alkol fiksasyonunda hazirlanmis parafin
bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler etiiv
ve ksilende deparafinize edilip, sirastyla alkol ve deiyonize
sudan gegirilerek rehidrate edildi (12).

Soliisyonlar: 100 ml deiyonize suya 1 gr/dl olacak
sekilde formik asit eklendi. Bu karisim igine 2 gr jelatin katildi.
Hafif 1sitilarak, tamamen ¢Oziinmesi saglanip, sogumaya
birakildi. 50 gr/dl olacak sekilde giimiis nitrat, deiyonize su ile
karistirlldi. AgNOR soliisyonu yukarida tanimlanan %2 toz
jelatin iceren formik asit soliisyonundan 1 voliim, glimiis
nitratlt soliisyondan 2 voliim, boyama sirasinda karigtirilarak
elde edildi. Uygun hacimlerde homojenize edilerek elde edilen
soliisyonun, oda 1sisinda, karanlik ortamda, 35 dakika siire ile,
onceden elde edilen preperatlar iizerindeki doku orneklerine
damlatilarak uygulanmasi1 ile AgNOR boyama yo6ntemi
gerceklestirildi (12).

Sonug: Cilt epidermisi ¢ok katli yassi epiteli malpigi
tabakasindaki hiicre niikleuslar1 i¢inde yer alan NOR bélgeleri,
siyah-kahverengi, diger tim alanlarda zemin agik sar1 renkte
izlendi.

Sayma islemi: Tim olgularda x100 immersiyon
objektifinde, her niikleus i¢in niikleolar membran ve graniiler

Isir ve Ark.

niikleolar matriksin net secildigi ayar saptanarak, rastgele 100
hiicre Howat’in 6nerdigi sekilde sayildi (12). AgNOR sayimi
yapildiktan sonra, her olgunun ortalama AgNOR skoru ve
standart sapmasi belirlendi. Istatiksel olarak yas grublar
arasinda karsilastirma yapildi. Ayrica cinsiyet ayirimina bagl
anlamli bir fark olup olmadig1 incelendi.

Verilerin istatistiksel kargilagtirmalar1 “SPSS 5.0 for
windows” paket programi kullanilarak tespit edildi. Istatistiksel
testler olarak da ki-kare ve Pearson korelasyonu kullanild.

BULGULAR

Calismaya alinan tiim Ornekler farkli yas gruplarina gore
ayrildi. Tim olgularda niikleus igndeki NOR benekleri,
rastgele 100 hiicre Howat’in 6nerdigi sekilde sayildi. Bu sayim
sirasinda benekgikler sekil ve boyut farkliligi agisindan da
degerlendirildi. Yas gruplarma gore tespit edilen ortalama
AgNOR dagilim skoru belirlendi ve her yas grubu igin
istatistiksel olarak anlamli kabul edilebilir en diigikk ve en
yiiksek sayisal degerler verildi. Yas ortalamasi arttikca AgNOR
boyama ydntemiyle azalan sayida NOR benekleri boyanmasi
tespit edildi (Sekil 1, 2, 3, 4).

Sekil 1. Yenidogan (0-12 ay) Yas Grubuna Bagli NOR Benekleri
(sayica fazla ve iri gériinimli)

Sekil 2. infant (1-5) Yas Grubuna Bagl NOR Benekleri (sayica
fazla ve kiglik gorinimli)
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R )
Sekil 3. Adult (25-35) Yas Grubuna Bagli NOR Benekleri (tek
tek ve iri gérinumli)

. " e 17 g

Sekil 4. Yash (50 yas ve uzeri) Yas Grubuna Bagli NOR
Benekleri (tek tek ve kiiglik gérinimld)

Yenidogan (0-12 ay) yas grubunda NOR benekleri
boyamas1 ortalama 2.15 olarak en yiiksek oranda AgNOR
dagilimi gosterdi. Bunu infant 1.89, adult 1.67 ve yash yas
grubu 1.46 olmak iizere azalan ortalama degerleri ile izledi
(Tablo 1).

Tablo 1. Yas Grubuna Bagh AgNOR Ortalamasi ve Deger
Aralig

Yas Grubu AgNOR Deger Aralig1
Ortalamasi

Yenidogan (0-12 ay) 2.15 (2-2.45)

Infant (1-5 yas) 1.89 (1.65-1.98)

Adult (25-35 yas) 1.67 (1.45-1.82)

Yash (50 yas ve iizeri) 1.46 (1.31-1.64)

Sonug olarak tiim yas gruplarinda ortalama proliferatif
indeks incelendiginde, en geng yas grubundan en biiyiik yas
grubuna dogru azalan oranda AgNOR dagilimlar1 skoru ile yas
gruplar1 arasinda anlamli bir iligki vardi (p<0.01). Bireylerin
geng yaglarda gelisme siireci iginde, hiicrelerin  hizli
proliferasyonu nedeni ile hiicre béliinmesine katkida bulunan
NOR bélgelerinin  arttig1, yash popiilasyonda ise hiicre
bélinme say1 ve yeteneginin azalmasi ile NOR bolgelerinin
azaldigi tespit edilmistir. Bu durum yas tespitinin histolojik
tanisinda, 6nemli bir belirleyici olarak olarak degerlendirildi.

Isir ve Ark.

Boylece AgNOR ydntemiyle postmortem insan epidermisinde
yasla dogru orantili degisiklikler acikca gosterildi. Ki-kare testi
uygulandiginda her grup i¢inde ve genel ortalamaya
bakildiginda cinsiyet aymrimima bagli anlamli bir fark
saptanmadi.

TARTISMA

Gegmisten giinlimiize kadar yapilan ¢esitli g¢aligmalar ve
morfolojik aragtirmalar yas tespitinde en dogru yaklagimi
bulmak i¢in yapilmaktadir (13, 14). Epifiz, kemiklesme
merkezleri ve kraniyal siiturlarin kapanmasi, simfisiz pubisteki
degisiklikler, kostalarin kalsifikasyon gosteren sternal birlesme
noktalar1 ve cesitli biyokimyasal caligmalar yas tesbitinde
tanimlayic1 tetkikler olarak uygulanmaktadir (13-19). Bu
calismada AgNOR yontemi, kronolojik yas tespitinde istisnai
bir aragtirma olarak yapilmistir. Ozellikle adli amagl yapilan
caligmalarda bu yontem bireylerin yas tespitinde alternatif bir
metot olarak sunulmustur. Boylece, rutinde kullanilan diger
metotlarda yasanan bazi giicliikler ve net olamayan veriler bu
yontem ile asilmaya calistlmigtir. Farkli yas gruplarina ait 38
insan cildinden alman Ornekler AgNOR boyama yontemi
kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglart bu ¢aligmada
sunulmustur.

Tim yas gruplar degerlendirildiginde yeni dogan (0-12
ay) yas grubunun sayisal AgNOR dagilim skoru % 10.5 olarak
tespit edildi. Bu deger, diger yas gruplar ile kiyaslandiginda
anlamli degerlendirilebilecek 6lgiide yiiksekti. Ki-Kare ve
Korelasyon degerleri istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.01). Boylelikle, yasa bagli degisikliklerin AgNOR
boyama yontemi ile tespit edilebilecegi goriildii. Bu g¢alisma
ile, adli uygulamalarda karsilagilan yas tespiti vakalarinda
histokimyasal tam1 yontemi olarak AgNOR’un &nemli bir
alternatif yontem olarak kullanilabilecegi gosterildi.

Butler ve arkadaslar1 (5), yas ve cinsiyet arasinda
farklilik ve yas ile AgNOR arasinda negatif korelasyon olup
olmadigini  bulmak i¢in AgNOR’u  kromozomlarda
kullanmiglar; ancak bulunan bu korelasyon istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemistir. Yaptigimiz bu ¢alismada ise, yas
ve AgNOR arasinda anlaml bir istatiksel karsilastirma elde
edilmistir. Das, lenfositlerle yaptigt caligmada &zellikle
yenidogan kord kanindan elde ettigi lenfositlerin AgNOR
boyamasi neticesinde tespit edilen NOR beneklerinin 9.49
orani ile diger yas gruplarina gore en yiiksek sayisal ortalamay1
verdigini gostermistir (6). Bizim ¢alismamizda da bu ¢aliymada
elde edilen sonuglarla uyumlu olarak benzer sekilde en geng
yas grubunu olusturan yenidogan (0-12 ay) grubundan, en
biiyiikk yas grubunu olusturan yagl (50 yas ve iizeri) grubuna
dogru azalan oranda AgNOR dagilimi sayisal ortalamasi tespit
edilmigtir.

AgNOR boyama yontemi kullanilarak yapilan birgok
caligmada kan ve kan iriinleri kullamilmustir (3-6). Bizim
caligmamizda kan Ornegi elde edilemeyen, hatta bireyin
kendisinin de olmadigi durumlarda elde edilen veya delil
olarak ele gegen deri gibi kiiciik doku pargalarina dahi
yontemin uygulanarak, yas grubu hakkinda yorum
yapilabilmesi pratik uygulama i¢in Onemli bir avantaj ve
gelisme olarak degerlendirilmistir.

SONUC

Bilindigi gibi adli uygulamalarda postmortem olgularin ve
ozellikle kimlik tespiti yapilamayan bireylerin yaslarinin
tespiti, arastirmalarla smmanmig ve etkinligi gosterilmis
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yontemlerin rutin kullanima giremeyisi nedeniyle hala sorun
olarak devam etmektedir. Kimlik tespiti yapilamayan
postmortem olgularin karin cildi 6rneklerinden AgNOR
boyama yontemi ile yas tespiti kullanigh bir metottur. Bu metot
yagsayan olgularin  cilt biyopsilerine de kolaylikla
uygulanabilmektedir. Karin cildinin ¢ok esnek olmasi
sebebiyle, bu bolgeden alinan Ornekler probleme sebep
olmamaktadir. Olduk¢a giivenilir sonuglar elde edilen bu
metotun rutinde kullanilan diger yontemlerle
karsilastirildiginda gerekli ve yeterli dl¢iide uygun ve kabul
edilebilir bir yontem olduguna dair veriler elde edilmistir.
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