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Roviditések jegyzéke:

ADP: adenozin-difoszfat

ATP: adenozin-trifoszfat

cDNS: komplementer DNS

EDNAP: European DNA profiling group

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

gDNS: genomialis DNS

mMIiRNS: mikroRNS

mRNS: messenger (hirvive) RNS

NCBI: National Center for Biotechnology Information
PCR: polimeréz lancreakcio

PMI: posztmortem intervallum

RIN: RNA integrity number

rRNS: riboszémalis RNS

RT-PCR: reverz transzkripcio polimeradz lancreakcio
STR: short tandem repeat

VNTR: variable number tandem repeat



Bevezetés

Posztmortem intervallum (PMI) becslésére iranyul6 hagyomanyos modszerek

A posztmortem intervallumon (PMI) egy adott személy halala és a holttestének
feltalalasat kovetd halottvizsgalata kozott eltelt idot értjiikk. Ezen iddszakasz tartaméanak

lehetd legpontosabb becslése az igazsagiigyi orvostan intenziven kutatott teriilete.

A holttest kihtilését és a bedlld hullamerevséget vizsgalva, mar az Okori
egyiptomiak ¢és gorogok is kidolgoztak egy egyszerli becslési mddszert a halal beallta
idépontjanak megallapitasara (Sachs, 2001). A kés6 kozépkori Kinabol fennmaradt ,,A
bilindk elsoprésének dsszegylijtott jegyzetei” cimii miivében Szung Ce hosszan ismerteti az

emberi test lebomlasanak eltérd sebességét az egyes évszakokban (Song, 2013).

Az igazsagiigyi orvosszakértéi gyakorlatban a haladl bedllta idOpontjanak
meghatarozasara a korai hullajelenségek adnak elsddleges tdimpontot. Ezek kdzé tartoznak

a stillyedéses hullafoltok, a hullamerevség és a holttest kihtilése.

Livores mortuales - siillyedéses hullafoltok, Livores ex imbibitione - beivodasos
hullafoltok

A szivmiikodés végsO, visszafordithatatlan leallasaval megsziinik a vérkeringést
fenntartd nyomaskiilonbség a szervezet ereiben. A vér a graviticid hatasara a test
legmélyebben fekvo részeibe aramlik. Ez a siillyedés leginkabb a vordsvértesteket érinti,
amelyek végiil a bor alatt, a holttest legmélyebben fekvd részein jellegzetes, Szederjes
voros foltokat hoznak 1étre. Bizonyos ideig azonban ezen bdérfeliiletekre nyomast kifejtve
(hiivelykujjbegy-nyomas- ,,thumb-pressure”) a vér még kipréselheté az erekbdl, ami a
foltok elhalvanyodasaval jar. Ezen iddszakaszban, a holttest pozicidjanak

megvaltoztatasaval, a hullafoltok vandorolhatnak. (Livores mortuales seu post mortem

hypostasis).

A bomlés eldrehaladtaval a vordsvértestek membranja karosodik, az erek faldnak

permeabilitasa nd, a kiszabadult hemoglobin Kijut az ereket koriilvevd szovetekbe. Ezt
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kdvetden a hullafoltok mechanikus nyomas hatasara nem halvanyodnak el, illetve a holttest

e

(Livores ex imbibitione). A mindennapi gyakorlatban a hullafoltok kialakulasa és azok

mobilizalhatésaga gyakran szolgal a PMI becslésére.

Allapot Atlag Széras (SD)  Minimum  Maximum
Kialakulas 0,75 0,5 0,25 3
Maximum 9,50 4,5 3,00 16
::i\lj:fzurzsmasra 5,50 6,0 1,00 20
Teljes vandorlas 3,75 1,0 2,0 6
Részleges vandorlas 11,00 45 4.00 24

1. tablazat. Hullafoltok kialakuldsa és valtozasa a halal utan eltelt id6 fiiggvenyében (ora)
(Mallach, Laudahn, 1964)

A szakirodalomban talalhaté adatok Osszehasonlitisa (Mallach, Laudahn, 1964)
alapjan lathato, hogy a hullafoltok kialakulasa, beivodasa nagyon nagy varianciat mutat (1.
tablazat). Ez a variancia feltételezhetden szamos kiilsd €s belsd tényezd kovetkeztében
alakul ki (példaul: haldl oka, modja, a néhai alapbetegsége(i), a halal -eldtti
maghdmérséklet, iddjarasi kortilmények). Azonban ezeknek a faktoroknak a PMI hosszéara
valéo pontos hatdsa(i) nem ismert(ek). Ez alapjan kizardlag a hullafoltok vizsgélata,

értékelése a PMI-re csak nagyon durva becslést adhat.

Rigor mortis - hullamerevség

Kozvetleniil a halal bealltat kovetdoen az izomtonus lecsokken, az izmok
elernyednek, mivel a miikddésiikben alapvetd idegi stimulusok megsziinnek. Bizonyos 1d6
elteltével egyre inkabb az izmok merevedése lesz megfigyelhetd. A hullamerevség
kialakuldsanak sorrendjét a Nysten szabdly irja le: el6szor (a lathatd izmok koziil) az
allkapocs izmai és a mimikai izmok merevednek meg, majd ezt kovetik a nyak izmai, a

felsd végtagok, a torzs €s az alsod végtagok izmai, izomcsoportjai. A hullamerevség f6 oka
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az izomszovetben csokkend adenozin-trifoszfat (ATP) koncentracid. Az ATP sziikséges az
aktomiozin molekulakomplex destabilizalasahoz. Adenozin-difoszfatot (ADP) kdtve a
miozin molekula permanensen kapcsolodik az aktinhoz. A késébb bekovetkezo autolitikus
folyamatok okozta fehérjebomlas eldrehaladtdval az aktomiozin molekulakomplex

elbomlik, az izmok merevsége oldodik.

A hullamerevség kialakulasat, tartdos fennallasat és oldodasat szamos tényezd
befolyasolja: pl.: a halal el6tti testhdmérséklet, az izmok glikogén raktaranak toltottsége,
¢letkor, alapbetegségek, gydgyszerek, ruhazat, halal eldtti aktivitas. Ennek ellenére a rigor
mortis jellegének vizsgalata rutinszeriien alkalmazott a PMI becslésére. Az irodalmat
attekintve (2. tablazat) azt lathatjuk, hogy megkozelit6 becslésre alkalmas, azonban az

egyes esetekben nagy varianciaval kell szamolni.

Hullamerevség , 95%-o0s konfidencia
Atlag Szoéras (SD) )

fazisa intervallum

Kialakulas kezdete 3 2 0-7

Teljes kialakulas 8 6 6-10

Fennallas 57 29 29-85

Feloldodas 76 12 12-140

2. tablazat. A hullamerevség egyes fazisainak idébeli lefolydsa. (Mallach, Laudahn, 1964)

tablazatanak atdolgozasa. Az egyes értékek a halal beallta utani idot mutatjak oraban.

Algor mortis - a holttest kihiilése

A hohaztartas szabalyozasanak elvesztésével a holttest hdmérséklete €s a kornyezet
homérséklete kozott egyfajta fizikai kiegyenlitddés indul meg, ami az égoviinkon
tapasztalhatd klimatikus viszonyok esetében alapvetden a holttest kihtilését jelenti. Ez a
kihtilési folyamat egy szigmoid gorbével jellemezhetd az id6 fiiggvényében (1./A 4bra). A
maghdmeérséklet (melyet az agyban, a majban vagy a végbélben lehet pontosan mérni) a
halal bealltat kovetd egy-két ordban jelentdsen nem csokken, bizonyos esetekben ndhet is
(pl.: nyaron tartos 37 °C feletti nappali kornyezeti homérséklet). Ezt koveti egy kozel

linedris szakasz, ahol a kihtilés folyamata kozelitéen egyenesen aranyos az eltelt idével.



Mikor a holttest hdmérséklete mar csak ~ 4 °C-kal kiilonbozik a kornyezetétdl, a kihtilés

sebessége lecsokken.
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1. d@bra. A. A holttest hémérsékletének valtozasa szigmoid gorbével irhato le. (Hubig,
Muggenthaler, Sinicina, Mall, 2015) B. A Henssge nomogram alapjan grafikai iiton adhato

becslés a halal beallta ota eltelt idointervallumra.

A kihtilés mértékét ¢és folyamatdt szamos faktor befolyasolja: a test
maghOmérséklete a halal bealltakor, a testtomeg, a test szoveti Osszetétele (zsirszovet-
izomszOvet aranya), testtartds, ruhizat, a kornyezet hdomérséklete, 1égmozgas,
paratartalom. A kihiilés gyakorlati alkalmazasat a PMI becslésében megkonnyiti a Henssge
nomogram (2/B. abra) (Henssge, 1988). A rektalis homérséklet, kiilsé homérséklet és a
befolyasol6 faktorok ismeretében a grafikus lapon elvégezheté a PMI becslése. Az abran
leolvashatd, hogy korrekcios faktorok alkalmazasa esetén a 95%-0s konfidencia
intervallum akar + 7 ora is lehet. A becslés bizonytalansagat novelheti tovabba példaul a

kornyezeti homérséklet ingadozasa is.



Putrifikacio, bomlas

A szovetek lebomlasa autolitikus ¢€s bakteridlis folyamatok Osszessége. A
kiilonb6z6 szdvetek eltérd sebességgel bomlanak, ami felhasznalhato a halal bealltanak
durva becslésére (Naewe, 1978). Az autoklitikus folyamatok az emésztérendszer
szerveiben az emésztOenzimek aktivitasa révén a leggyorsabbak. Harminchat 6raval a halal
beallta utan a hasnyalmirigy bomldsa még hitott holttest esetében is eldrehaladott, a

Langerhans szigetek sejtjei jelentdsen karosodnak (Cocariu et al., 2016).

A pontos meghatarozast lehetetlenné teszi, hogy a bomléds szamos kiils6 és bels6
tényezOtol fiigg, tobbek kozott: hdmérséklet, testalkat, a holttest 61tozottsége, a holttest
kornyezete, ragadozok és dogevo él6lények jelenléte (Zhou, Byard, 2011). A pontos
becslés masik objektiv korldtja, hogy a bomlasi folyamatok nehezen vagy egyaltalan nem
kvantifikdlhatok mérésekkel, a vizsgalatban nagy hangsulyt kap az eljardo szakértd

személyes tapasztalata.

A bomlasi folyamatokban jelentds szerepet jatszanak a mikroorganizmusok,
melyek forrasa lehet mind a sajat flora (emészt6traktus, bor), mind a kérnyezet (Tumer et
al., 2013). A baktériumpopulaciok Osszetétele, mennyisége a bomlas elérehaladtaval
valtozik. A bakterialis szukcesszid nyomon kdvetésével szintén becsiilheté a PMI hossza

(J. L. Metcalf et al., 2016; Jessica L. Metcalf et al., 2013).

Igazsagiigyi entomologia

Egy, szabadban talalhato holttest a halal beallta utan réviddel szamos, nekrofagiara
specializalt, illetve opportunista rovart vonz. Elséként a fémeslégyfélék (Calliphoridae)
(Grassberger, Reiter, 2001) és a huslégyfélék (Sarcophagidae) csaladjaba tartozéd fajok
érkeznek, azonnal petét vagy larvat rakva a kiiltakaron, vagy a testnyildsokon bejutva a
testiiregi szervekbe. A bomlo szdvetbdl taplalkozo larvak fejlédését tanulméanyozva
kovetkeztetni lehet a peterakds idopontjara, ezzel attételesen a haldl bealltanak idejére

(Amendt, Richards, Campobasso, Zehner, Hall, 2011; Harvey, Gasz, Voss, 2016).

A kezdeti kolonizaciot tobb hulldmban tovabbi fajok kovetik. Tobbek kozott a

puposlégyfélék (Phoridae) és porvafélék (Dermestes) csaladokba tartozo fajok. Ezen
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szukcesszidés sor alapjan honapos iddintervallumban lehetséges a PMI becslése

(Kulshrestha, Satpathy, 2001).

A fajok azonositasdhoz, kiilondsen larva allapotukban, specidlis rendszertani,
taxonomiai szaktudas sziikséges. Az utobbi évek kutatdsai ezen szakismeret kivaltasara
vagy kiegészitésére torekszenek a fajok DNS alapt azonositasaval (GilArriortua, Salofia
Bordas, Kéhnemann, Pfeiffer, de Pancorbo, 2014; Malewski, Draber-Monko, Pomorski,

Los, Bogdanowicz, 2010)
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RNS degradacio és posztmortem intervallum osszefiiggése

A DNS az RNS-nél joval nagyobb stabilitast mutat, ami részben a szerkezetbeli
kiilonbséggel (Fordyce, Kampmann, van Doorn, Gilbert, 2013), részben pedig a
kornyezetben megtalalhatdo RNaz enzimek aktivitdsdval magyarazhato. A boriink felszinén
megtalalhato ribonukledzok a levald, elhalt hamsejtekkel egyiitt eljuthatnak a vizsgalt
mintahoz (Probst et al., 2006; Tabachnick, Freed, 1961). Ennek ellenére szamos adat
bizonyitja, hogy az RNS kimutatisa a human szovetekben hosszu id6 elteltével is

lehetséges a halal beallta utan.

Klinikai kutatdsok eldvizsgalataiként tobb kutatdcsoport vizsgalta az RNS
stabilitasat. A fenti vizsgalatokban ex-vivo szovetekbdl tortént RNS izolalas, majd cDNS
konverzio reverz transzkriptaz segitségével. Az igy eldallitott mintakbol PCR-ral
sokszorositottak fel housekeeping géneket. A pozitiv amplifikacié alapjan tekintettek egy-
egy mintdt tovabbi molekularis diagnosztikara alkalmasnak. Magzati és 1jsziilott
tiidGszovet esetében 41 o6ra (De Paepe et al., 2002), emberi csont (Kuliwaba, Fazzalari,
Findlay, 2005) esetében pedig 48 6ra PMI utan is alkalmasnak bizonyult az izolalt RNS a
tovabbi molekularis bioldgiai analizisre. Ezek az eredmények kozvetlen igazsagiigyi
relevancidval nem rendelkeznek, de ravilagitottak a RNS hosszabb idejli stabilitasara, ami

megnyitotta az utat az igazsagiigyi kutatdsok szamara.

Setzer ¢és munkatarsai (Setzer, Juusola, Ballantyne, 2008) vér, nyal és ondd
foltokban, illetve hiivelyi torletekben vizsgaltak az RNS detektalhatosagat. A mintabol
izolalt RNS-bol reverz transzkripciot kovetden kivalasztott szakaszokat PCR segitségével
amplifikéltak fel. A termékek agaroz gélelektroforézis segitségével detektalhatok.
Tapasztalataik szerint szobahdmérsékleten, fénytdl €s nedvességtdl elzartan tartott mintak
némelyikébdl akar 547 nap elteltével is lehetséges volt a pozitiv PCR reakcidhoz elegendd
mennyiségli RNS-t izolalni. Azonban a kdrnyezeti hatasoknak kitett mintakban az RNS
stabilitasa drasztikusan lecsokkent, az esének kozvetleniil Kitett vér, nyal és ondo foltok

esetében az RNS 1-7 nap utan mar nem volt kimutathato.

Harminc holttestbdl vett szivizomszovet, perikardialis folyadék és vér vizsgalatat
kovetden nem volt Osszefliggés az RNS integritads érték és a posztmortem intervallum

kozott (Gonzalez-Herrera, Valenzuela, Marchal, Lorente, Villanueva, 2013). Ez
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magyarazhat6 a rovid posztmortem intervallummal, ami 6t és huszonnégy 6ra koz¢ esett
mindegyik, 4 °C-on tarolt holttestnél. A rovid, 95 — 150 bazispar hosszsagi PCR termékek

amplifikécidja sikeres volt minden szévetmintabol.

Hosszabb  posztmortem intervallumban (maximum 168 ora) vizsgalt
patkanyszivekben a miR-1 mikroRNS és 18S riboszomalis RNS mennyiségét mérték real-
time PCR-ral. A delta Ct értékek valtozasa parabolaval volt jellemezhetd, ami a jo

illeszkedés ellenére nem alkalmazhaté PMI kalkulacidjara (Li et al., 2014).

Sampaio-Silva és munkatarsai (Sampaio-Silva, Magalhdes, Carvalho, Dinis-
Oliveira, Silvestre, 2013) egér harantcsikolt izom modellben vizsgaltak a PMI hatasat az
harantcsikolt izomszdvetre specifikus génekrdl atirddd6 mRNS molekulak mennyiségének
valtozasat mérték kvantitativ real-time PCR segitségével. A legstabilabb Rps29 mRNS
(riboszomalis fehérjét kodolo) Ct értékével normalizalva a tobbi géntermék Ct értéke a
PMI novekedésével egyenesen ardnyosan novekedett. A feldllitott matematikai modell
nagy pontossaggal becsiilhetévé tette a PMI-t, azonban csak a halal beéllta utan kilenc
ordig. Gyakorlati alkalmazds szempontjabol az ennyire rovid iddintervallum

hasznalhatosaga limitalt(Hunter, Pozhitkov, Noble, 2017).

Alapkutatasi adatok mutattak ra arra, hogy a bioldgiai halal bealltaval a sejt szintii
jelenségek, igy a transzkripcié nem sziinik meg azonnal (Pozhitkov et al., 2017). Ezen
tulmenden a posztmortem szdvetekben bizonyos gének expresszidjanak emelkedését
tapasztaltak. (Itt tovabbi kisérletekkel bizonyitando, hogy valos génexpresszid valtozasrol
van sz0, vagy a kiilonb6z6 mRNS molekuldk eltérd stabilitasarol.) Zebradanio és egér
kisérleti modelleken Hunter és munkatarsai (Hunter et al., 2017) DNS microarray
modszerrel vizsgaltak a posztmortem génexpresszio valtozasat. Az egyes DNS microarray
chipek ~37 000 probat tartalmaztak, amib6l gépi tanulasi algoritmusok segitségével
kivalasztottak koriilbeliil 500 gént, melyeknek valtozasa becslést adhat a PMI-re. Az
eredményeik alapjan a zebradanio esetében PMI 100 o6raig, az egér maj esetében pedig PMI
50 oraig lehetséges nagy pontossagli becslés elkészitéséhez. A vizsgalt egér agyak esetében
nem sikeriilt ilyen korrelaciot felallitani, ami a szerzok szerint a nagyobb bioldgiai
variabilitds kovetkezménye. Gyakorlati alkalmazas el6tt mindenképp tovabbi kisérletekre

van sziikség azonositani a human szévetekben torténd génexpresszid valtozast.
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A PMI meghatarozasaval parhuzamosan tobb RNS alapt igazsagiigyi kutatasi
teriilet is nyilt az elmult évtizedben. A legtobb eredményt a kiilonboz6 szovetek, biologiai
mintak azonositdsaban publikaltak. Egy szervezeten beliil a kiilonbozd szovetek sejtjei
azonos genommal rendelkeznek, de a transzkriptomjuk jelentdsen kiilonbozik. Az mRNS
profil felallitasa altalaban reverz transzkripciot kovetéen PCR vagy real-time PCR
segitségével torténik (Haas, Klesser, Maake, Bir, Kratzer, 2009; Vennemann,

Koppelkamm, 2010).

A kriminalisztikai gyakorlatban a bioldgiai nyomok azonositasara rutinszeriien
alkalmazott fehérje kimutatasi modszerekkel szemben az 0j eljaras eldnye, hogy kis
mennyiségli mintat igényel, a reakcid6 multiplexelhetd, azaz ugyanabbdl a mintdbol
egyetlen méréssel tobb kiilonbozd termék is detektalhatd. RNS-DNS egyiittes izolalasa
esetén pedig minimalizalhat6 a mintaveszteség (Grabmiiller, Madea, Courts, 2015; Haas et
al., 2015). Hatranyként tekinthetd viszont az eljarasok munka-, eszkoz- és idéigénye,

tovabba az RNS limitalt stabilitasa (Hansen, Lesnikova, Funder, Banner, 2014).

Igazsagiigyi gyakorlati alkalmazas szempontjabol igéretesnek tiinnek azok a
kutatasok, melyek az mRNS profil alapjan a menstruacios és az orrvérzésbdl szarmazo vér
azonositasara iranyulnak (Bauer, Patzelt, 2008; Jakubowska, Maciejewska, Bielawski,
Pawtowski, 2014; Sakurada, Akutsu, Watanabe, Y oshino, 2012). Ezen modszerek RT-PCR
segitségével detektaljak az adott szoveti valadékra specifikus mRNS molekuldkat. Ezek
hiivelyvaladék esetében matrix metalloproteazok (MMP7 és MMP11), mucin 4 (MUC4)
¢s human B-defensin (HBD1). Orrvérzés esetén a vérrel keveredett orrvaladékbol

kimutathat6 a statherin (STATH).

Az mRNS alapt testnedv meghatarozéasi moédszerek egyik legnagyobb problémaja
az RNS alacsony stabilitasa. Amennyiben egy nyalgyanus foltbol a statherin génterméke
nem mutathat6 ki, az jelentheti azt, hogy a vizsgalt folt nyal, vagy a kimutatni kivant mRNS
mennyisége mar nem €ri el a kimutatasi kiiszobot. Sirker és munkatarsai ezért egy 17
honapos iddintervallumban vizsgaltdk a specifikus mRNS markerek kimutathatosagat vér,
nyal és ondo foltokbdl (Sirker, Schneider, Gomes, 2016). Eredményeik alapjan a szaraz,
fénytdl elzart koriilmények kozott tartott mintakbol real-time PCR-ral akar 17 hénap
elteltével is detektalni lehetett a specifikus transzkriptumokat. A nedves koriilmények
kozott tarolt nyal és ondd mintakbdl viszont joval rovidebb ideig (maximum nyolc hétig)

lehetett kimutatni a vizsgalt termékeket.
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Igazsagiigyi fogorvostan

A fogak, a fogészati ismeretek alkalmazasa az igazsagiligyi orvostanban régi multra
tekint vissza. Birdsagi eljarasban elsoként 1814-ben miikodott kozre fogorvos szakértoként
(Priyadharsini, Masthan, Balachander, Babu, Jimson, 2015), egy olyan esetben, amelyben
Dr. Granville Sheep Pattison anatomia oktatot és két orvostanhallgatot vadoltak meg
sirrablassal, Mrs. Janet Mc Alister holttestének eltulajdonitasaval. Bizonyitékként szolgalt
egy, a boncteremben talalt koponya, melyet fogsora alapjan Mrs. Mc Alister koponydjaként

azonositott korabbi fogorvosa.

Fogaszati leletek alapjan, morfoldgiai alapon lehetséges ismeretlen személyek
azonositasa kiilondsen, ha jellegzetes elvaltozasok, beavatkozasok nyomai vannak jelen,
példaul protézis, implantaitum (Mansour, Fuhrmann, Paradowski, van Well, Piischel,
2017). Kiilonleges jelentdsége van a fogak alapjan torténd személyazonositasnak
tomegkatasztrofak esetében, ahol megfeleld koriilmények kozott a DNS alapa
modszereknél gyorsabb és koltséghatékonyabb lehet (Nathan, Sakthi, 2014). A fogaszati
leleten alapuld személyazonositas az antemortem fogstatusszal vald Osszehasonlitassal
torténik. Ennek elengedhetetlen feltétele a megfelelé mindségii dokumentacio, idealis

esetben fogaszati rontgen megléte (Hinchliffe, 2011).

A fogak fejlettségi allapota alapjan lehetséges a bioldgiai €letkorra vald becslés
(Gustafson, 1950). Ez egyrészt ismeretlen személyazonossagu holttestek esetén segithet,
kiegészitve tovabbi antropoldgiai vizsgalatokkal. Masrészt €16 személyek esetén is
sziikségessé valhat a biologiai kor meghatarozasa (példaul bevandorlasi esetekben a
gyermek, fiatalkorinak mondott személyek életkoranak meghatarozasa) (Koh et al., 2017;
Mansour et al., 2017; Marroquin et al., 2017).

Harapésos sériiléseknél az elkovetd azonositdsa megkisérelheté a fognyomok
alapjan mind emberi (Naru, 1997; Verma, Kumar, Bhattacharya, 2013), mind allati
(Bernitz, Bernitz, Steenkamp, Blumenthal, Stols, 2012; Santoro, Smaldone, Lozito,
Smaldone, Introna, 2011) tamadd esetében. A pusztan morfoldgiai hasonlosag alapjan
torténd azonositast vagy kizarast szamos szakmai kritika érte az utobbi években (Reesu,
Brown, 2016), ezért idealis esetben kiegészithetd a tamadd nyalabol tortént DNS
analizissel (Reesu, Brown, 2016).
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Fogak alkalmazasa DNS alapu személyazonositasban

Ismeretlen holttest DNS alapu személyazonositasdban is szerepet kaphatnak a
fogak. El6rehaladott bomlas esetén a lagyszoveti DNS degradacioja lehetetlenné teheti a
teljes genetikai profil felallitasat. Teljes szkeletonizacid esetén szintén lehetetlen a
lagyszoveti DNS extrakcidja. Ezekben az esetekben alkalmazhaté a dentin, mint DNS
forras (Higgins, Austin, 2013; Malaver, Yunis, 2003; Xavier et al., 2011). A dentin
allomany in vivo joval kevesebb DNS-t tartalmaz, mint a hagyomanyos esetekben
alkalmazott szévetek (pl. vér, izom), azonban az intrinsic DNS bomlas is jelentdsen
elhuzodik (Dobberstein, Huppertz, von Wurmb-Schwark, Ritz-Timme, 2008). A
fogzomanc fizikai védelmet biztosit a dentinnek egyes karos fizikai behatasok ellen, mint
az UV sugarzas vagy a nedvesség, ezzel is késleltetve a DNS lebomlasat (Manjunath,
Chandrashekar, Mahesh, Vatchala Rani, 2011). Régi, jellemzden antropologiai mintak
esetében a fogzomanc megakadalyozhatja a modern, jelenkorbol szarmazo, kiils6 DNS-sel

val6 kontaminaciot (Adler, Haak, Donlon, Cooper, 2011; Kaestle, Horsburgh, 2002).

PMI becslése fogak alapjan

A fogakban posztmortem lejatszodo folyamatokrdl kevés irodalmi adat talalhato.
Holttestekbdl eltavolitott fogak mikroszkopos vizsgalata alapjan elmondhat6, hogy a
vitalis odontoblastok szama nullara csokkent 5 nap elteltével (Vavpotic, Turk, Martin¢ic,

Balazic, 2009).

El6 személyekbdl eltavolitott, egészséges fogak esetében vizsgaltdk a rovid tava
oOra (4 °C-on valo tarolas), vagy 24 6ra (-20 °C ,illetve -80 °C-on torténd tarolas) elteltével
eltavolitottak a pulpat, €s izolaltak RNS-t. Az RNS integritast agaroz gélelektroforézissel
vizsgalva a fenti koriilmények mellett nem volt degradacio detektalhaté (Conde et al.,
2012).

Young ¢és munkacsoportja sertés fogakon végeztek PMI becslésére iranyuld

vizsgalatokat (Young, Wells, Hobbs, Bishop, 2013). Kvantitativ real-time PCR-ral
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hasonlitottdk Ossze a B-aktin mRNS molekula 70 és 300 bp hosszlsagl szakaszainak
aranyat az id6 fluiggvényében. Eredményeik alapjan a hosszabb mRNS szakasz
degradacioja gyorsabb volt a rovidebb szakaszénal. A két termék aranyanak valtozasa nem

volt linearis. A 300 bp termék a 84. napig volt kimutathato. A PMI becslés pontossagat a

crer

Osszefoglalas

e Az igazsagligyi orvostan egyik legfontosabb feladata a halal beéllta 6ta eltelt id6
meghatarozasa.
o Az okortdl kezdve szamos modszert dolgoztak ki erre a célra. Ezek a modszerek:

o Csak becslést tudnak adni a PMI-re.

o Csak egy bizonyos idéintervallumon beliil hasznalhatéak (6rak — napok:
klasszikus hullajelenségek, napok — hénapok: entomoldgia, hoénapok —
évtizedek: antropologia).

becslésére.

e A fogak igazsagiigyi alkalmazasa széleskort.

e A fogak nagyfoku fizikai, mechanikai ellenallo képességgel rendelkeznek, ami
bizonyos mértekig fliggetlenitheti dket a kornyezeti koriilményektol.

e A fogak széleskorli igazsagiigyi felhasznalasat bizonyitjadk a fent ismertetett
modszerek. Tehat egy, a fogak vizsgalatdn alapulo PMI becslési modszer
kifejlesztése esetén az igazsagiligyi szakértok épithetnek mar hasznalatban 1évo

metodikakra.
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Célkitiizés

Munkam soran az RNS potencialis igazsagiigyi alkalmazésait vizsgaltam. Célul

crer

intervallum becslésére. Az alabbi részproblémakat vizsgaltam:

e Metodologia kidolgozasa, mely alkalmazhatd igazsagiligyi mintdkban RNS

e Kiilonb6z6 eredetli mintak vizsgalata révén kivalasztani a fenti kérdésnek
megfeleld mintakat.

e Mintavételi protokoll kidolgozasa.

e Meghatarozni az RNS degradacié mérésével torténd becslés altal megitélhetd

iddintervallumot, illetve a becslés pontossagat.
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Anyagok és modszerek

Ebben a fejezetben talaltatd az Osszes moddszer és protokoll leirasa, melyet
kisérletes munkam soran alkalmaztam. A leirasokban az egyes komponenseknél és
reagenseknél az eredeti, angol megnevezést tiintettiik fel az egyértelmii azonosithatosag

érdekében.

Vérmintak gyiijtése, tarolasa

Egészséges onkéntesektdl teljes korii tajékoztatas utdn vénas vért vettiink BD nativ
vérvételi csovekbe. A vérvétel utan azonnal celluloz sziirépapirra 50 mikroliternyi teljes
vért pipettdztam. Sziradds utdn a mintdkat az RNS izolalasig fénytdl elzarva,

szobahdOmérsékleten tarolva.

Fogmintak gyiijtése, tarolasa

Az ép 6rld és elodrld fogakat egészséges onkéntesek ajanlottdk fel tudomanyos
vizsgalatokhoz, akiknél a fogak fogszabalyozas céljabol lettek eltavolitva. A szlivas vagy
barmilyen mas fogbetegségben érintett fogakat kizartuk az eldzetes vizsgalatokbol. A
mintakat pszeudo-anonimizalva azonositottam. Az eltavolitott, de még nem feltart fogak
szobahdmérsékleten (20 °C — 25 °C-on), fénytdl védett helyen, egyedi mianyag
taroloedényben voltak tarolva, ezzel modellezve a fekvési id6 alatt lejatszodod
folyamatokat. Az inkubacios id6 0 és 121 nap kozotti volt. Az inkubaciot koveten a

feltarasig a fogak -80 °C-on tarolva.

Patologias fogmintak gyiijtése

Az eltavolitott, patologias fogakat a fogorvosi paciensek onkéntesen ajanlottak fel
tudoményos vizsgalatokhoz. A fogak parodontologiai, protetikai vagy konzervalo

fogaszati okok miatt kertiltek eltavolitasra. A betegek teljes korli tajékoztatast kaptak. A
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fogak eltavolitas utan azonnal -20 °C-ra voltak helyezve, majd a feltarasig -80 °C-on hiitve

tarolva.

Fogfeltaras

2. dbra. Fogfeltaras fogorvosi furoval

Az inkubaciés id6 letelte utdn a fogakat folyamatos vizhiités mellett gyémant
vagofejli fogorvosi turbinaval (15 000 rpm) tartuk fel. A feltaras soran a ,,k6zépsé sikban”
bevagast ejtettiink (2. abra). A bevagasba egy fogorvosi vését illesztettiink, majd egy
hatarozott kalapacsiitéssel kettévalasztottuk a fog két felét. A fogbél allomanyt steril
fogorvosi ,,szondaval” tavolitottuk el a pulpaliregb6l. Az eltavolitott pulpat steril
Eppendorf csébe helyeztiik és jégben szallitottuk. A tovabbi felhasznélasig -70 °C-on

tarolva.

A beavatkozas elott minden eszkdoz RNaz mentesitve volt.

RNS izolalas vérbol és fogbélbal

Az RNS izolalashoz minden esetben RNeasy Micro Plus (Qiagen) kitet hasznaltam,

a mintak el6készitése kiillonbozott:

A vércsepp mintak 350 ul RLT + 3,5 ul B-merkapto-etanol lizis pufferben lettek

feltarva.
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A fogbél mintak 350 ul RLT + 3,5 ul B-merkapto-etanol lizis pufferben egyszer

hasznalhato steril polipropilén mozsartoré (Axygen) segitségével lettek homogenizalva.

A kovetkezd 1€épéstdl kezdve az RNS izolalas mindkét mintatipus esetében
megegyezik. A lizatumot QIAshredder (Qiagen) oszlopon centrifugaltam 13200
fordulatszamon 2 percig a minta homogenizalasa céljabol. Az atsziirt lizatumot gDNA
eliminator oszlopra vittem ¢és 8000 g-n centrifugaltam 30 masodpercig. Ez a 1épés a
genomialis DNS kontaminaciotol mentesiti az RNS-t. A sziirletet 350 pl 70%-0s etil-
alkohol oldattal elegyitettem, majd az RNeasy MinElute oszlopra vittem. A 1épés soran az
RNS az oszlophoz k&tddik. Tizen6t masodperc 8000 g-n torténd centrifugalas utan 350 pl
RW1 mos6 puffert pipettdztam az oszlopra, majd ujabb centrifugalas (15 masodperc, 8000
g) kovetkezett.

Oszlopon torténé DNaz kezelés: az oszlopra 80 ul DNase I inkubacios mixet (10
ul DNase I stock solution + 70 ul Buffer RDD) pipettaztam, majd 15 percig 30 °C-on
inkubaltam az esetleges DNS maradvanyok teljes eltavolitdsa céljabol. Emésztés utan az

enzimkeveréket 350 ul RW1 pufferrel mostam le az oszloprol.

500 ul RPE puffert (mosé puffer az oszlopon maradt sok eltavolitasahoz) adtam az
oszlopra, amit 15 masodperc 8000 g centrifugalas kovetett. S00 ul 80%-0s etil-alkohol
oldatot pipettaztam az oszlopra, majd 8000 g-n 2 percig centrifugaltam. Az oszlopot egy
Uj gylijtécsdbe helyeztem és a membran kiszaritasa érdekében 5 percig teljes sebességgel

centrifugaltam.

Az elucidhoz az oszlopot egy 1,5 ml-es csdbe helyeztem. 16 pul RNéz mentes

desztillalt vizzel oldottam le az RNS mintat 1 perc centrifugalassal az oszloprol.

A tisztitott RNS mintak -70 °C-on tarolva felhasznalasig.

RNS integritas mérése

Azizolalt RNS integritasanak meghatarozasara Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)
késziiléket alkalmaztam RNA 6000 Pico Total Eukaryotic mikrofluidikus (Agilent)
chippel.
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A mérés soran a gyart6 leirasat kovettem, melynek rovid valtozatat az alabbiakban

foglalom 6ssze:

A munka megkezdése elott a reagenseket legalabb harminc percen keresztiil
szobahémérsékleten tartottam. Az el6zoektdl kivétel az RNS Iétra, melyet fokozatosan,

jégbe helyezve hagytam felolvadni.

e 550 ul RNA gel matrix pipettazasa a sziiro6 filterre

e asz{rd centrifugalasa 1500 g-n 10 percig

e az atszilrt gél matrix szétosztasa 65 pl-enként

e alapos vortexelés utan 1 ul RNA dye concentrate (RNS-hez specifikusan kot6do
festék) hozzaadasa a 65 ul sziirt gél matrixhoz

e az Uj Pico chip behelyezése a chip priming station-be

e 9 pul gél keverék pipettazasa a G-vel jelolt lyukba

e achip priming station lezdrasa, majd a fecskend6 akadasig torténd lenyomésa

¢ 30 masodperc utan a fecskendd kiengedése

e 9-9 ul gél keverék pipettazasa a G-vel jelolt lyukakba

e 9 ul gél keverék pipettazasa a CS-sel jelolt lyukba

e 5-5 ul RNA marker pipettazasa az 1-11-ig szamozott minta lyukba, illetve a 1étraval
jelolt lyukba

e 1 ul RNA ladder és 1-1 pl minta pipettazasa

e achip razatasa 2400 rpm fordulatszamon 1 percig

e achip betdltése a 2100 Bioanalyzer késziilékbe és a mérés inditasa

A mérések kiértekelése a 2100 Expert (Agilent) szoftverrel tortént.

Az izolalt RNS mintak genomialis DNS kontaminacidjanak ellendrzése

Az RT-PCR technika egyik legnagyobb potencidlis buktatdja, hogy az esetleges
genomialis DNS (gDNS) szennyezddés alpozitiv reakcidt adhat. Ennek kikiiszobolése

érdekében az RNS izolalasa soran a megfeleld ovintézkedéseket megtettem (gDNA
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eliminator oszlop, illetve DNz enzimmel torténd hasitas, részletesen lasd az RNS izolalas
fejezetet). Az esetleges gDNS kontaminaci6é hatasa azonban csokkentheté a megfeleld
primerek tervezésével: A messenger RNS-re tervezett primerek esetében a primer par
legalabb egyik tagja exon-exon hatarra esett, ezért az esetleges genomialis DNS
szennyezddés nem ad terméket, a PCR reakcio kizarolag cDNS templat jelenléte esetén
jatszodik le. Ez a specificitas olyan PCR reakcidval volt ellendrizve, amiben kizardlag

genomialis DNS volt a templat.

Reverz transzkripcio

A c¢DNS szintézishez High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo

Fisher Scientific) alkalmaztam az alabbiaknak megfeleléen:

10x RT puffer 2 ul
25X dNTP mix 0,8 ul
10x random primer mix 2 ul

Multi Scribe reverse transcriptase 1 pl

50 ng RNS minta valtozo
Nukle4dz mentes viz valtozo
Teljes reakcio térfogat: 20 pl
A reakcio hdprofilja:

60 °C 10 perc
25°C 10 perc
37 °C 120 perc
85 °C 5 perc

A cDNS mintak felhasznalasig -20 °C tarolva.
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PCR primerek tervezése

A hatékony ¢és megbizhatd polimerdz lancreakcié alapkdve a megfeleld
tulajdonsagokkal rendelkezé ¢és specifikus oligonukleotidok, mas néven primerek
alkalmazasa. Szerencsére napjainkra fejlett eszk6zok allnak rendelkezésiinkre.

Primerek tervezéséhez az NCBI (National Center for Biotechnology Information,
USA) altal lizemeltetett primer tervezo alkalmazast hasznaltam

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Az &6sszes tervezett oligonukleotid

annealing hdmérséklete azonos, 60 °C, igy az egyes reakciok parhuzamosan futtathatoak.
A tervezett primerek specifikusak voltak a human B-aktin messenger RNS-re
(NM_001101.3), illetve a human 28S riboszomalis RNS-re (NR_003287.2).

Primer Primer Primer szekvencia Amplikon Amplikon
név iranya méret név
Actb 11  forward GCCGCCAGCTCACCAT

206 bp Act 200
Actb 21 reverse  GATGCCTCTCTTGCTCTGGG
Actb 12  forward GCCGCCAGCTCACCAT

413 bp Act 400
Actb 22  reverse  GTACATGGCTGGGGTGTTGA
Actb 12 forward GCCGCCAGCTCACCAT

816 bp Act 800
Actb 23 reverse CCAGGAAGGAAGGCTGGAAG
28534  forward CTCAGTACGAGAGGAACCGC

179 bp 28S 200
28S 42 reverse ~ GATGGTAGCTTCGCCCCATT
28S 32 forward CAATGGGGCGAAGCTACCAT

406 bp 28S 400
28S 41 reverse ~ GTGTCGAGGGCTGACTTTCA
28S 33 forward GAGCAGAAGGGCAAAAGCTC

793 bp 28S 800

28S 41 reverse ~ GTGTCGAGGGCTGACTTTCA

3. tablazat. Az alkalmazott primerek adatai
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Polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

Kisérleteimhez alkalmazott iProof High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad) egy
Sso7d nevii kettés szala DNS-kotd doménnel fuzionalt, Pyrococcus eredetli DNS
polimeraz enzim. Legfontosabb elénye ezen DNS polimeraz enzimnek a hagyomanyos Taq
polimerazhoz képest a magasabb hiiség (kevesebb hibasan beépitett nukleotid), ami a

enzim proofreading aktivitdsanak kdszonheto.

A reakcidkat a gyart6 ajanlasanak megfelelden az aldbbiak szerint allitottam Ossze:

5x HF puffer 4 ul
DMSO 0,6 ul
dNTP 0,4 ul
Primer par 0,8 ul
cDNS templat 1l
Phusion DNS polimeraz 0,2 ul
Desztillalt viz 12 pl
Teljes reakcid térfogat: 20 ul

A reakcid egy Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf) PCR késziilékben

zajlott le az alabbi hoprofilnak megfelelden:

1. 98 °C 2 perc
2. 98 °C 10 masodperc
3. 60 °C 15 masodperc
4. 72°C 40 masodperc
5. 2-4. 1épések ismétlése 35X
6. 72 °C 2 perc

A PCR termékeket tovabbi analizisig -20 °C-on tarolva.
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Amplikonok detektalasa

A polimeraz lancreakciéval felsokszorozott DNS termékeket agardz

gélelektroforézis segitségével elemeztem.

Az elvalasztashoz 2% agar6z/TAE gélt alkalmaztam. A PCR amplikonok
vizualizacidja a SYBR®Safe (Thermo Fisher Scientific) interkalalo, fluoreszcens festékkel
tortént, mely a kettds szali DNS lancba beépiilve gerjesztés hatasara zold fényt bocsat ki.
A PCR termékek méretének meghatarozasara HyperLadder IV (BioLine) DNS létrat

hasznaltam.

Az elektroforézis horizontalis OWL (Owl) futtatokadban tortént, TAE (40 mM Tris
bazis, 20 mM ecetsav, | mM EDTA) pufferben 90 V fesziiltséggel.

A detektalashoz Dark Reader (Clare Chemical Research) atvilagito

transzilluminatort alkalmaztam borostyan szinii szinsziir6vel.

Kvantitativ Real-Time PCR (RT-qPCR)

A vérmintak esetében az analizist kvantitativ real-time PCR segitségével végeztem.
A modszer a ,,hagyomanyos” PCR-on alapul, azzal a kiegészitéssel, hogy egy fluoreszcens
jelzd molekula segitségével meg tudjuk hatarozni a reakcidelegyben taldlhatdé DNS
mennyiségének valtozasat. A real-time, azaz vald id6ben el6tag arra utal, hogy a
fluoreszcencia mérését minden ciklusban elvégezhetjiik. A korabban bemutatott PCR
esetében végpont analizist hajtottam végre, a reakcid lezajlasa utan detektaltuk a termék

meglétét agardz gélen.

Kisérleteimhez iTag Universal SYBR Green Master mixet (Bio-Rad) alkalmaztam.
A SYBR green egy interkaldlo fluoreszcens festék, mely a kettds szaltt DNS két lanca kozé

beépiilve gerjeszthetd.
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Primer Primer ) ] Amplikon
. Primer szekvencia Amplikon név
név iranya méret
Actb 11  forward GCCGCCAGCTCACCAT
206 bp Act 200
Actb 21  reverse  GATGCCTCTCTTGCTCTGGG
28534  forward CTCAGTACGAGAGGAACCGC
179 bp 285200
28S 42 reverse  GATGGTAGCTTCGCCCCATT

4. tablazat. A real-time PCR-hoz alkalmazott primerek adatai

A reakcidkat a gyart6 ajanlasanak megfelelden az aldbbiak szerint allitottam Ossze:

2x Master Mix 10 pl
Primer par 0,8 ul
cDNS templat 1l
Desztillalt viz 8,2 ul
Teljes reakcid térfogat: 20 ul

A reakci6 egy Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad) PCR késziilékben zajlott le az alabbi héprofilnak

megfelelden:

o a0k~ 0w N E

95 °C 2 perc
95 °C 10 masodperc
60 °C 15 mésodperc
72 °C 30 masodperc

2-4. 1épések ismétlése 45X

olvadasi gorbe analizis

A DNS termékbe épiilt festék detekcidjara az elongacios 1épés végén keriilt sor.

A kisérletek kiértékelését, a Ct értékek meghatirozasit a PCR késziilékhez

mellékelt CFX Manager (Bio-Rad) szoftverrel végeztem el.

Statisztikai kiértékelés

Az adatok kiértékelését IBM SPSS Statistics 21 programcsomaggal végeztem.
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Eredmények

Vércsepp koranak meghatarozasa

Az elsO kisérletsorozatban vércsepp koranak meghatarozéasat tiztem ki célul.
Kezeletlen sziirdpapirra cseppentettem ki friss, nativ, Onkéntesektdl szarmazo
vércseppeket. A vércseppek térfogata 50 pl volt. A mintakat szobahémérsékleten hagytam

beszaradni.

A kicseppentés és a minta feldolgozasa kozott eltelt inkubacios 1d6 meghatarozasat

kvantitativ real-time PCR segitségével végeztem.

Amplification

6000

5000 T

4000 —:

RFU

3000 4
2000 §

1000 T

Cycles

3. dbra. Egy reprezentativ real-time PCR. A vékony piros gorbék az egyes mintakhoz
tartozo fluOreszcencia valtozdsat mutatjak. A vastag vizszintes vonal az ugynevezett
kiiszobérték (threshold). Az a ciklusszam, ahol a minta fluoreszcens jele atlépi a kiisz6bot

és ezaltal meghatarozza a Ct értéket.

A PCR-ral human B-aktin mRNS ¢és 28S rRNS atirodott cDNS-ének 200 bazispar
hosszisagu szakasza volt amplifikalva. Ezek a gének ugynevezett housekeeping gének,
minden szovetben azonos mértékben fejezOdnek ki, €és expresszidjuk szintjét nem

befolyasoljak sem bels6, sem kiils6 folyamatok. Munkahipotézisnek azt tettem fel, hogy a

27



riboszomalis RNS madsodlagos szerkezete és nagyobb mennyisége miatt kevésbé
degradalodik, mint a messenger RNS, tehat a két molekula tipus aranyanak valtozasa

becslést adhat a vércsepp korara.

Elso kisérletként tobb 6nkéntestdl vett vércseppbdl a beszaradés utan azonnal RNS-
t izolaltam, majd a cDNS szintézist kdvetéen meghataroztam a B-aktin és a 28S rRNS Ct

értékeit.

Ct B-aktin  Ct 28S rRNS  ACt (Ct B-aktin - Ct 28S rRNS)

32.25 28.11 4.14
33.79 28.55 5.24
32.84 29.8 3.04
33.06 27.79 5.27
33.65 31.95 1.7
35.91 31.6 431
25.78 19.74 6.04
26.55 20.59 5.96
28.41 25.8 2.61

5. tablazat. 0 napos vércseppekbol kapott eredmények

A fenti 5. tablazatban lathat6, hogy mar az azonnal izolalt mintak esetében is
nagyok a kiilonbségek. A -aktin Ct értékek 28,41 és 35,91 kozott, a 28S rRNS Ct értekek
pedig 20,59 és 31,95 kozott helyezkedtek el. Az egyedi Ct értékek varianciaja mellett, a
két housekeeping gén aranya, a két Ct érték kiilonbsége 1,7 és 6,04 kozott valtozott.
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ACt (Ct B-aktin - Ct 28S rRNS)

-1
-2
-3
0 7 14 21 28
Inkubéciods id6 (nap)

4. dbra. Vércseppek szobahdmérsékleten torténd taroldsat kovetd valtozds a [3-aktin és a
28S rRNS Ct értékek kiilonbségében. Az adatpontok a Ct értékek kiilonbségének atlagat, a
hibasavok pedig a szordst (SD) abrdzoljak.

A vércseppek szobahdmérsékleten, fénytdl elzart koriilmények kozott voltak
inkubalva 1-4 hétig. Az inkubacids id6 lejarta utan a mintakbol RNS-t izolaltam, majd
reverz transzkripciot kovetden, meghataroztam a B-aktin és a 28S rRNS-hez tartoz6 Ct
értekeket. A két Ct érték kiilonbségét a fenti, 4. abra mutatja be. Azt a trendet figyelhetjiik
meg, miszerint hdrom hétig a kiilonbség csokken, viszont a nagyon nagy szoras miatt ez a
differencia nem tekinthet6 statisztikailag szignifikansnak (ANOVA). Csupan a Ct értékek

kiilonbségebdl ezek alapjan nem hatdrozhatdé meg a vércseppek kora.

Mivel a vércseppekbdl nyerhetd RNS mintak varianciaja til nagynak bizonyult,
tovabbi vizsgalataink targyanak egy, a kornyezettdl teljesen izolalt szovetet, a fogpulpat

valasztottam.

A fogbélbdl izolalt RNS mintakat el6szor Agilent Bioanalyzerrel vizsgaltam, majd

a reverz transzkripciot kovetéen PCR-ral elemeztem.
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RNS integritas mérése Agilent Bioanalyzerrel

RNS integritds méréséhez az Agilent 2100 Bioanalyzer platformot hasznéltam, a
mérd késziilék elektrodakat és egy fluoreszcens detektort tartalmaz, maga az elvalasztés

egyszer hasznalatos mikrofluidikus chipen torténik.

A mérés alapelvét a klasszikus gélelektroforézis alapt elvalasztas adja, miszerint a
toltéssel rendelkezd molekuldk vizes kdzegben az ellenkezé poélus felé vandorolnak.
Megfeleld térhalos matrix alkalmazésa esetén a vandorlas sebessége a molekula méretével
forditottan aranyos. Hogy az RNS molekuldk masodlagos szerkezete ne befolyasolja a
vandorlasi sebességet, egyrészt a rendszer denaturald poliakrilamid polimert hasznal,
masrészt a futtatdst megelézoen hdvel denaturaltam a mintdkat. Az RNS minték a chipben
talalhat6 hajszalvékony kapillarisokban futnak, melyek elézdleg poliakrilamid matrixszal
lettek feltoltve. A detektalas az RNS-t specifikusan kotd, fluoreszcens jelold anyaggal
torténik. A késziilék detektalja a szenzor eldtt elhaladd molekuldk fluoreszcencidjanak

intenzitasat és ennek alapjan elektroferogramot rogzit.

Az RNS integritdsanak meghatarozdsa az elektroferogram alapjan torténik. Az
elemzd szoftver tobbek kozott figyelembe veszi a 18S rRNS ¢és 28S rRNS-ekhez tartozo
csucsok magassagat €s aranyat, 18S rRNS el6tti szakasz alapvonalat. Ezeket az adatokat
Osszesitve hatdrozza meg az ugynevezett RIN (RNS integritds szam, RNA Integrity
Number) értéket. A RIN érték 1-10-es skalan mozog, ahol a 10 teljesen intakt, az 1 pedig
a teljesen degradalodott, detektalhatatlan RNS-t jeloli (Schroeder et al., 2006).
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[FU]

5. dbra. Intakt RNS-re jellemzd reprezentativ elektroferogram és az dabra jobb oldalan
lathato virtualis gélkép. A 18S és 28S riboszomalis RNS-ekhez tartozo csucsok jol elvalnak,
a 288 rRNS csucs alatti teriilete nagyobb. A fog eltavolitisa utan azonnal extrahdltuk a
fogbelet és elvégeztiik az RNS izolalast. RIN = 9,5

[FU]

20

155

10

6. dbra. Alacsony mértékii degraddciot mutato RNS mintara jellemzd eletroferogram. Jol
lathato, hogy a nagyobb méretii 28S rRNS aranya lecsokkent, illetve az abszolut RNS

koncentrdcio is alacsonyabb. A fog inkubadcios ideje ebben az esetben 6 nap. RIN = 7,9

31



[FU]+
35
30
25-
20
15

10

7. dbra. Kézepes mértékii degradaciot mutatéo RNS mintara jellemzd eletroferogram. A
riboszomalis RNS-ekre jellemzo csucsok magassdaga tovabb csokkent. A degradalt RNS
molekuldkat jelzd csiicsok feltiintek a 18S csucs eldtt. A fog inkubdcios ideje: 10 nap. RIN
=6,1

20

15

10

T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]

8. dbra. Teljes degradaciot mutatéo RNS mintara jellemzd eletroferogram. 4 riboszomadlis
RNS csucsok nem kimutathatoak. Csupan a kis méretii, degradalt RNS molekuldk csucsai

latszanak. A fog inkubacios ideje: 26 nap. RIN = 1
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8. dbra. RNS integritds valtozasa az inkubdacios idé fiiggvényében. Az adatpontokra
legjobban illeszkedd egyenest és a 95%-0S konfidencia intervallumot abrazoltam. A cut-off
érték alatti (RIN <2,4) mintdk a statisztikai analizisbdl ki lettek zdarva, ezek az adatpontok

x-szel vannak jeldlve.

Az RNS integritds mérés eredményeit a 8. abra mutatja be. Leolvashatd, hogy
kozvetleniil a fogak eltavolitasa utan izolalt mintak esetében (Inkubacios id6: 0 — 2 nap) az
RNS még intakt, a RIN értékek minden esetben 7,5-nél magasabbak. A napok szamanak

emelkedésével a RIN értékek linearisan csokkenek.

Valamennyi 25 vagy annal tobb napig inkubalt minta esetében az RNS teljes
degradacioja volt tapasztalhato. A RIN értékek vagy 2 alatt voltak, vagy a kiértékeld
szoftver nem tudta azokat meghatarozni, mivel a szamitas alapjaul szolgald csucsok
egyaltalan nem voltak detektalhatoak. A 25 napnal hosszabb ideig inkubalt mintak

egymastol nem kiilonboztethetdek meg ezzel a modszerrel. Ezek alapjan meghataroztam
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egy ugynevezett cut off értéket (RIN <2,4), ami alatti mintadkat a statisztikai analizisbdl

kizartam.

A lineéris regresszid olyan Osszefiiggések statisztikai leirasa, ahol egy paraméter
befolyassal van egy masik paraméterre €s ez a kapcsolat linedris. Tehat az egyik valtozo
értékének ismeretében becslést adhatunk a masik valtozo értékére. A kisérletben az
inkubacios 1d6 valtozasan kiviil igyekeztem az Osszes tObbi valtozét kizarni, ezért
egyvaltozos linearis regresszios eljaras volt alkalmazhatd. Ebben az esetben a fiiggetlen
valtozo az RNS integritas szam értéke, a fiiggd vagy eredmény valtozé pedig az inkubacid
ideje.

A kovetkezd, mérési eredményekbdl kiszamolt, egyenlet alapjan adhato becslés az
inkubécio idejére Y=8,005-0,26X, ahol Y az inkubaciés idé napokban, X pedig a RIN
értéke. Az egyenlet altal meghatarozott egyenes illeszkedése R?=0,859. A két érték kozotti
korrelacio P <0,001. A 95%-os konfidencia intervallum (CI) alsé és felsé hatarat az alabbi

képletekkel lehet meghatdrozni: Y=7435-0,313X ¢és Y=8,575-0,208X.

rrrrr

ellenére, hogy egyik sem érte el a 21 nap inkubdcids id6t. Ezekben az esetekben az ismételt
mérés is megegyez6 értéket mutatott. A PCR se8gitségével torténd vizsgalat (lasd a

kovetkez6 pont) viszont a fogak koranak megfeleld értéket adott.

Fogbél RNS RT-PCR

A fentiek illusztraltdk, hogy koriilbeliil 25 napig a mikrofluidikus chip segitségével
J0 kozelitéssel megbecsiilhetd a fogminta kora. Az ennél idésebb mintdk esetében a

nagyfoku RNS degradacio lehetetlenné teszi ennek a modszernek az alkalmazésat.

PCR segitségével viszont a kisszamu, toredezett RNS-bél szarmazd cDNS is
kimutathatd. Hipotézisem szerint a rovidebb termékek akkor is amplifikalhatdak, mikor a

hosszabb szakaszok mar nem.
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Célpontként a human B-aktin messenger RNS és a 28S riboszomalis RNS 800, 400
¢s 200 bazispar hosszusagu szakaszat valasztottam. Mivel ezek a gének housekeeping

gének, a kisérletben kimutathatosaguk valtozasa csak a degradacioval magyarazhato.

A vércseppekkel végzett kisérletek esetében kvantitativ real-time PCR-t
alkalmaztam, mig a fogbéllel végzett vizsgalatok esetében csak végpont analizist
végeztem. Ennek legfobb oka a megvaltozott vizsgalati stratégia, miszerint a leghosszabb,
még kimutathat6 fragmens detektaldsa alkalmasabb lehet a degradacio mérésére. Az ehhez
sziikséges 800 és 400 bazispar hosszusagu termékek esetében viszont a PCR reakciod
hatékonysagat a hosszas optimalizacios torekvések ellenére sem volt lehetséges az idealis

90-100%-ra beallitani.
Létra Akt800 Akt400  Akt200

1000 bp o

9. abra. 800, 400 és 200 bazispar hosszusdgu PCR amplikonok gélképe

A 9. abran lathat6, hogy a harom kiilonb6z6é hosszusaghh termék egyértelmiien

megkiilonboztethetd egymastol.
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Létra NTK +K F100 F101 F102 F103 F104 F105 F106 F107 F108

10. dbra. Reprezentativ gélfoto a [3-aktin 200 bazispar hosszusagu amplikonjarol. Az F100,
F103, F105, F107 és F108-as mintak esetében a termék detektdalhato, az eredményt
porzitivkent értékeltiik. A kontroll mintak esetében a vart termékek voltak detektalhatoak.

NTK: negativ kontroll (no templat kontroll), +K: pozitiv kontroll

A 10. 4bran lathatd gélképek alapjan értékeltem ki a kisérleteket. Az igy kapott
eredményeket az attekinthetéség és konnyebb kiértékelhetdség érdekében diagramon is

abrazoltam.

900

800
700
600
500

400
300
200

Leghosszabb detektalhaté amplikon (bp)

100

0
0 10 20 30 40 50 60

Inkubdcids id6 (nap)

—@—[3-aktin =/=28S rRNS

11. dbra. A megfelel6 RNS-ek cDNS-¢ébd! detektdalhato PCR amplikonok dbrdzolasa az
inkubacios ido aranyaban. A kor alaku jel a 5-aktin mRNS termékeket, a haromszog alaku

jel a 28S rRNS termékeket mutatja.
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A 11. abra foglalja 6ssze a kiilonb6z6 hosszusagi PCR termékek detektalhatosagat
az inkubacios 1d6 fliggvényében. Leolvashato, hogy a 19. napig mind a 3-aktin, mind a 28S
rRNS 800 bazispar hosszusagu terméke egyiittesen kimutathatd. Az inkubécids 1d6
elérehaladtaval azonban a két termék detektalhatosaga elvalik egymastol. A 28S rRNS 800
bazispar hosszi amplikonja egészen a 29. napig jol lathato. Ugyanezen RNS-b6l a 29. és a
33. nap kozott mar csak a 400 bp hosszusagl terméket sikeriilt kimutatni, a legrovidebb,
200 bazispar hosszu amplikon pedig egészen a 42. napig volt detektalhatd. Ezzel szemben
a B-aktin mRNS kimutathatésaga hamarabb megsziinik. A 20. és 25. nap kozott csak a 400
bazispar hossziisagu amplikon detektalhatod, a 200 bazispar hosszu terméket pedig a 29.

napig sikertilt felsokszorozni.

A fogpulpabdl kapott eredmények validalasa

A fent taglalt, igéretes €s biztaté eredmények utan felmeriilt az igény a mddszer
tesztelésére, validalasara. Ebbdl a célbol az anyagok és modszerek fejezetben leirtaknak
megfelelden az egylittmiik6d6 fogorvosok hat fogat gytijtottek, azzal a kiilonbséggel, hogy
a fog kihtizasanak datuma, igy az inkubacids id6 a vizsgalat eltt szamomra ismeretlen
volt. A mikrofluidikus chip alapi RNS integritdas meghatarozas, illetve a PCR alapu
vizsgalatok elvégzése utdn Osszevetettem a becsiilt inkubacidos iddket a valos

id6tartamokkal.

A 12. abran a korabban bemutatott, 11. abrat egészitettem ki az ismeretlen
inkubacios idejli fogak adataival. Az abran jol lathat6, hogy a mintdk adatpontjai jol
illeszkednek a trendvonalhoz. A hat fogbol egy esetben nem kaptam mérheté RIN értéket,
egy masik fog esetében pedig, bar a fog RIN értéke mérhetd volt (2,1), ez a szam a
korabban meghatarozott alsé limitnél alacsonyabb, ezért az analizisbdl ez az érték ki lett

zarva.
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12. dbra. RNS integritis valtozdsa az inkubacios idd fiiggvényében. A validdldashoz
sziikséges mintak piros szinnel lettek jelolve. Az adatpontokra legjobban illeszkedo
egyenest és a 95%-0s konfidencia intervallumot dbrdzoltuk. A RIN <2,4 mintik a

Statisztikai analizisbol kizarva. A kizart mintak x-szel jelélve.

A mikrofluidikus chippel tortént vizsgéalat utdn az RNS mintdkat reverz
transzkriptaz segitségével cDNS-sé irtam at, majd a kiilonbozé hosszsagu termékeket
PCR-ral amplifikaltam. Az eredményeket az 5. tablazat foglalja 6ssze. A 28S rRNS génr6l
egy kivételével az Osszes mintabol sikeriilt a leghosszabb vizsgalt (800 bp) terméket
felsokszorozni. Az egyik minta esetében csupan a 200 bp hosszlisagi termék volt
detektalhatd. A béta-aktin esetében négy mintabol szintén sikeriilt a maximalis hosszusagot
detektalni. Azon minta esetében, amelynél csak a 200 bp hossza 28S rRNS termék volt

azonosithatd, a béta-aktint nem sikertilt detektalni.
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A vizsgélatok eredményeit 0sszefoglalva elvégeztem a fogak inkubécios idejére a
becsléseket. A RIN értékek alapjan kiszamitottam a becsiilt inkubécios id6t, illetve annak
95%-o0s konfidencia intervallumat. A PCR termékek hosszanak alapjan szintén megadtam
egy-egy intervallumot. Két minta esetében, ahol a RIN értékek (2,1 illetve nem
detektalhatd) a kizéarasi hatar alatt helyezkedtek el, a kalkulacidoban csupan a PCR alapjan
meghatarozott adatokra timaszkodhattam. Azon mintadknal, ahol rendelkezésiinkre alltak a
RIN alapt becslések, azt a PCR minden esetben megerdsitette. A kalkulalt inkubacios
idoket a valds inkubacios idokkel egybevetve az mind a négy esetben a 95%-0s konfidencia

intervallumon beliil esett.

Detektalt PCR termék Inkubacios 1d6 becslése

Inkubacios
. . napokban )
Fogminta  RIN 3-aktin 28S id6
(95%-0s konfidencia
MRNS rRNS _ (nap)
intervallum)

1. minta 3.1 800 bp 800 bp 18.8 (14-26) 17
2. minta 7.5 800 bp 800 bp 1.9 (0-5) 5
3. minta 2.1 200 bp 800 bp 26-29 26
4. minta 6.4 800 bp 800 bp 6.2 (3-10) 7
5. minta 34 800 bp 800 bp 17.7 (13-25) 15
6. minta n.d n.d. 200 bp 33-42 38

5. tablazat. A becsiilt és a valds fog inkubdcios idok Osszehasonlitisa. n.d.: nem

detektalhato

Patologias fogak vizsgalata

Az el6zd kisérletek eredményei bizonyitottak, hogy a fogbél RNS tartalmanak
degradacioja alkalmas lehet a posztmortem intervallum becslésére. Ezekben a
kisérletekben kizarolag egészséges fogak szerepeltek. Felmeriilt a kérdés, hogy a fogakat
érintd kiilonbozd betegségek ¢és elvaltozdsok mennyire befolydsoljdk a pulpa RNS

tartalmanak mennyiségét és mindségét.

39



A kisérletek soran 20 db patologias fogat vizsgaltam. A fogak parodontologiai,
protetikai vagy konzervalé fogaszati okok miatt keriiltek eltavolitasra. A fogak az

eltavolitas utan -80 °C-on voltak tarolva az RNS izolalas elvégzéséig, ezzel biztositva az

crer

Tiz fog esetében a feltaras sordn nem volt lehetséges elegendd mennyiségli fogbél
eltavolitasa. Ezen fogak koziil 2 db akut periodontitis, 3 db krénikus parodontitis miatt lett

eltavolitva. Ot fog esetében pedig a szuvasodas elérte a pulpakamrit.

Tiz fogbol viszont sikeriilt megfelel6 mennyiségii fogbél mintat nyerni. Az RNS
izolalast kovetéen a mintak Agilent Bioanalyzerrel lettek kielemezve. Az eredményeket az

alabbi tablazat foglalja ossze:

Kihuzas indikacidja RIN ERTEK
akut periodontitis 1,3
protetikai 1
periostitis, cysta radikularis, 1
akut periodontitis n.d.
akut periodontitis 2,4
protetikai 3,2
protetikai n.d.
akut parodontitis n.d.
akut periodontitis n.d.
protetikai n.d.

6. tablazat. Patologias fogak RNS integritasanak értékei. n.d.: nem detektalhato

A 6. tablazatbol leolvashato, hogy a 10 fogbol 5 esetben a késziilék nem volt képes
elvégezni a mérést, RNS egyaltalan nem volt detektalhatd a mintdkban. A masik 5 minta
esetében is nagyon alacsony RIN értékeket figyelhettiink meg, ami teljesen degradalodott
RNS-re utal. A fog eltavolitasanak oka és a RIN értékek kozott nem talaltam Osszefiiggést.
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Kihuzas indikacidja 200 bp amplikon 400 bp amplikon 800 bp amplikon

akut periodontitis Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai Negativ n.a. n.a.
periostitis, cysta Negativ N.a. n.a.
radikularis,

akut periodontitis Negativ n.a. n.a.
akut periodontitis Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai Negativ n.a. n.a.
akut parodontitis Negativ n.a. n.a.
akut periodontitis Negativ n.a. n.a.
protetikai Negativ n.a. n.a.

7. tablazat. A patologias fogakbol kapott PCR eredmények dsszefoglaldsa. A leghosszabb,
még detektalhato [3-aktin mRNS fragmensek az egyes mintakban. n.a.: nincs adat, a mérést

nem vegeztiik el

A 7. tablazatban lathato, hogy a tiz vizsgalt fogbol minddssze harom esetében
sikeriilt RT-PCR-ral a B-aktin mRNS-t kimutatni. Ez egyrészt egyezik a RIN
eredményekkel, ugyanis azokbol a mintakbol, melyek RIN értéke egy volt vagy egyaltalan
nem volt mérhetd, nem sikeriilt PCR amplikont detektalni. A harom PCR pozitiv minta
esetében a RIN érték egy folott volt. A fogeltavolitas indikacioja és a PCR-ral kapott

eredmények kozott nem talaltam Osszefliggést.
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Osszefoglalas

o vércseppek esetében a PCR eredmények és a PMI kozott nem talaltam
szignifikans korrelaciot

e az RNS integritas csokkenés szoros linedris korrelaciot mutatott a fogmintak
inkubacios idejével az inkubacio 25. napjaig

e kiilonboz6 hosszusagh PCR termékek detektalasa alapjan becslés adhat6 az
inkubdcio 42. napjaig

e azeljaras belsé validacioja megtortént hat fogminta vizsgalataval

e patoldgias elvaltozast mutatd fogak esetében a vizsgalat nem adott értékelhetd

eredményt, vagy elérehaladott degradaciot mutatott
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Megbeszélés

Vércsepp koranak meghatarozasa RNS degradacio alapjan

Az eredmények fejezetben lathattuk, hogy a vércseppek koranak meghatarozasa az

altalunk alkalmazott médszerekkel nagyon nagy szoérast mutatott.

A vérbdl izolalt RNS mennyisége idealis koriilmények kozott is alacsony. Azokban
a mintédkban is, melyekbdl kicseppentést kdvetd beszaradas utan azonnal megtortént az
RNS izolalas, a kinyert RN'S koncentracioja 3 ng/ul alatt volt. Mar ezekben a mintakban is
a (-aktinhoz tartozo Ct értékek jellemzden 33 — 35 kozott voltak, az inkubalt mintakban
ezek az ¢értékek emelkedtek. Nagyon alacsony templat koncentracional a PCR
sztochasztikaja megnd. Kvantitativ real-time PCR-nal a 30 folotti Ct értékeknél mar
tapasztalhat6 a variabilitds emelkedése. A 35 feletti értékeket a legtobb analizald szoftver
kizarja az értékelésbdl, a fenti okok miatt. A legtobb inkubalt vércseppben, a B-aktinhoz
tartozo Ct értékek meghaladtak ezt a cut-off értéket.

A vér latszolag egyszerli és homogén szdvet, ismert, hogy a fehérvérsejtek
Osszetétele, sejten beliili folyamataik kifejezetten dinamikusan valtoznak, ezzel valaszolva
a fertézésekre, gyulladasos allapotokra. Ennek megfeleléen donor és donor kézott is nagy
kiilonbségeket taldlhatunk a vérbdl izoldlhatd6 RNS mennyiségét és mindségét tekintve.
Masrészt ezek a kiilonbségek akar az ugyanattdl a személytdl, de mas és mas id6ben levett

vérmintak kozott is fennallhatnak.

Annak ellenére, hogy a kisérleteket kontrollalt koriilmények kozott végeztem (a
vércseppeket homogén sziir@papirra vittem fel, majd fénytdl elzérva, szobahdmérsékleten
voltak tarolva) szdmos tényezOben torténhetett kismértékli valtozds, példaul a

hoémérsékletben, paratartalomban.

Valoszinlileg a fenti okokra visszavezethetéen a kisérleti eredmények nagy
fluktuaciot mutattak. Ha figyelembe vessziik, hogy a valos koriilmények esetén a kiilso
behatasok miatt a variabilitas még jelentdsebb, akkor azt a konkliziét vonhatjuk le, hogy

jelenleg ez a mddszer nem alkalmas vércseppek kordnak meghatarozasara.
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PMI meghatarozasa foghél RNS degradaciojanak mérésével

RNS integritas mérése

Szervezetiink legellenallobb szovetei koz¢ tartozik a fogakat alkoto dentin és az azt
boritd6 zomanc. Mivel ez a két réteg nagyfokl izolaciot biztosit a kiilsé kornyezeti
tényezoktol és mechanikus behatasoktdl, ezért a fogbél igéretes kisérleti anyagnak tiint a

posztmortem intervallum meghatarozasahoz.

Az RNS degradaci6 meghatarozasanak egyik leggyorsabb modszere a
mikrofluidikus chip alkalmazasan alapuld Agilent Bioanalyzer. A kapillaris elektroforézis
rendszer egy elektroferogramot general, amely alapjat képezi az RNS integritas
meghatarozasanak. A modszer eldnyei a konny(i végrehajthatosag és a gyors kiértékelés.
Az eldkészitéssel egyiitt tizenegy minta lefuttatasa kevesebb, mint hatvan percet igényel.
A mérések kozotti szoras 10% alatt van sajat, ismételt mérési eredmények alapjan. Az RNS
mindsége €s mennyisége ,,hagyomanyos” modszerekkel (pl. UV spektrum felvétele, RNS
agar6z gélelektroforézis) is meghatdrozhatd, azonban ezek az eredmények nem
konzisztensek. Real-time PCR mérésekkel a mikrofluidikus platformok mutattak a legjobb
korrelaciot (Imbeaud et al., 2005).

Az RNS integritds szdm szoros korrelaciot mutatott a fogak inkubacids idejével. A
kovetkez6 egyenlet alapjan adhatd becslés az inkubacié idejére: Y=8,005-0,26X, ahol Y
az inkubdcios 1d6 napokban, X pedig a RIN értéke. Az egyenlet altal meghatdrozott
egyenes illeszkedése R?=0,859. A 25 napnal hosszabb ideig inkubalt mintak esetében a

RIN nem valtozott linearisan az inkubacios iddvel.

PCR alapu vizsgalat

A fentiek illusztraltak, hogy koriilbeliil 25 napig a mikrofluidikus chip segitségével
jo kozelitéssel megbecsiilheté a fogminta kora. A PCR alapu mddszerrel viszont a

posztmortem intervallum becslése lehetséges a 42. napig.

A riboszomalis €s a messenger RNS tipus kimutathat6saga 19 nap inkubacio utan

egymastol eltérden alakul, ami javitja a PMI becslés pontossagat. A kiilonbség hatterében
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két mechanizmus allhat. Egyrészt a riboszomalis RNS-ekre jellemz6, hogy bonyolult
masodlagos szerkezetet alkotnak, ami csokkenti az RNaz enzimek hatékonysagat (Fordyce
et al.,, 2013; Petrov et al., 2014). Masrészt hosszi tava detektalasukat elbsegiti a
riboszomalis RNS-¢k nagy mennyisége iS. Johnson és kollégai Osszehasonlitottak a
riboszomalis és messenger RNS-ek mennyiségét. Eredményeik azt mutatjak, hogy a sejt
teljes mRNS mennyisége minddssze 1,1-2,7%-a az rRNS mennyiségének (Johnson,
Abelson, Penman, Green, 1977).

A PCR alapu vizsgélatok elvégzése a RIN meghatarozasa mellett mindenképpen
ajanlott egyrészt a becslés idOlimitjének kitolasa érdekében, masrészt a Bioanalyzerrel
kapott eredmények ellendrzése végett. Ez utobbi fontossagat jelzi, hogy négy minta
esetében az ismert, rovid inkubacids id6 ellenére is nagyon alacsony RIN értékeket
kaptunk. Ennek okat nem sikeriilt kideriteni. A mérés megismétlése utan az eredmény nem
valtozott. Viszont PCR segitségével mind a négy mintabdl sikeriilt kimutatni a leghosszabb
vizsgalt, 800 bp hosszisagli termékeket, ami megfelelt az inkubécios id6 altal elvart
eredménynek. Tehat egy eredményt akkor tekinthetiink technikailag hibamentesnek, ha

mind a két mddszerrel egyez6 becslés adhato.

Fogbél vizsgalatok limitacioi

crer

mérése igéretes modszernek tlinik, amit a kisérlet validacidja is alatamaszt, mégis szdmos

bizonytalan faktort kell szamitasba venni.

A modellkisérletekben kihtzott fogakat hasznaltunk, amelyek nem feltétleniil
mutatjak a holttestben lejatszodé valamennyi folyamat jellegzetességeit. A fogbél
nagymeértékil izolacidja reményt ad a mindennapi gyakorlatban torténd alkalmazhatdsagra,

de ennek alatamasztasara tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

A modellkisérletekben nem volt lehetéség figyelembe venni a hémérséklet hatasat
az RNS degradaciora, pedig ismert, hogy az alacsony hémérséklet lelassitja a bioldgiai
bomlast. Ennek vizsgilata nagyon megnehezitette volna az eredmények statisztikai
kiértékelését, mivel a limitalt szdmt fogmintat alcsoportokba kellett volna sorolni az

inkubdacios homérséklet alapjan. Az ilyen, kisszamu mérésen alapulo adatsor viszont nem
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tette volna lehetévé a megfeleld statisztikai analizist. Nagyobb mintaszammal viszont

lehetséges ¢és kivanatos a hdmérséklet hatasanak vizsgalata.

A szobah6émérsékleten elvégzett vizsgalatok azonban gyakorlati szempontbol is
felhasznélhatoak lehetnek. A Pécsi Tudoményegyetem Altaldnos Orvostudomanyi
Karanak Igazsagiligyi Orvostani Intézetében végzett boncoldsokat dsszesitve lathato, hogy
az esetek jelentOs szazalékaban az ismeretlen fekvési idejii holttest feltalalasara zart térben,
lakéasban keriilt sor. Ezekben az esetekben alkalmazhato lehet a fent részletezett modszer a

posztmortem intervallum becslésére.

Az egyik objektiv faktor, amely akadalyozhatja a mddszer elterjedését az a lakossag
nagyon rossz foghigiéniai allapota. A magyar tarsadalom DMTF indexe nagyon magas:
16,04. A DMFT index a szuvas (decayed), hianyzo (missing), tomott (filled) fogak (teeth)
atlagos szamat jelzi a populacioban. Az iddsebb, 75 év {61otti lakosok 38,7%-a elvesztette
valamennyi természetes fogat (Madléna, Hermann, Jahn, Fejérdy, 2008). Ezek a szamok
nem mutatnak eltérést a vilagatlagtol (WHO, 2012). Foghianyos esetekben felmeriil a

csontveld alkalmazéasanak lehet6sége, de ehhez tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

Patologias fogakkal végzett el0kisérletekbdl az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a
fogakat érint6 elvaltozasok jelentdsen befolyéasoljak a fogbél allapotat is. A vizsgalt 20
fogbdl, mindossze 10 esetben sikertilt a pulpa szovetet elegendd mennyiségben kinyerni,
az ebbdl izolalt RNS mintdk mindegyike jelentds degradaciot mutatott. A degradacio
mértéke €s a koros elvaltozas tipusa kozott nem talaltam Osszefliggést, kivéve az olyan

elérehaladott cariesnél, ahol a pulpakamra megnyilt a szajiireg felé.

Ez utobbi eredmények alapjan, amennyiben felmeriil a gyanu, hogy a vizsgalt fog
koros elvéltozasban szenved és a vizsgalt személy fogaszati kortorténete nem ismert,

mindenképpen érdemes lehet fogorvos szakértdt felkérni konzultaciora.

Annak ellenére, hogy patologids elvaltozasokban szenvedd fogak nem
alkalmazhatéak posztmortem intervallum becslésére, a kidolgozott RNS izolalasi protokoll

hasznosithato lehet fogaszati alapkutatasokban.
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RNS alapu vizsgalatok a gyakorlatban

Az RNS alapu igazsagiigyi kutatasok szdma az utobbi években dinamikusan

emelkedik. Tobb modszer akar a kozeljovoben beépiilhet a rutineljarasok kozé.

Az RNS alkalmazasanak gyakorlati elterjedését tobb kutatas és fejlesztés segitheti.
A mintabiztositas ebben az esetben kiilonos figyelmet érdemel, mivel szamolnunk kell az
RNS tovabbi bomlasadval. Az optimalis megoldds a minta biztositasa és az RNS
feldolgozasa kozti id6 minimalizalasa. Amennyiben ez nem lehetséges, a minta hiitésével
lassithato a degradacié mértéke. Ha a minta azonnali fagyasztdsara nincs mod, a szovetet
RNA later oldatba célszer(i helyezni, igy annak RNS tartalma szobahémérsékleten is
stabilizalhato (Mutter et al., 2004). A vizsgalatok soran a mintak bomlasa hiitéssel lett
megakadalyozva, mert korabbi tapasztalataink alapjan az RNA later kezelés noveli az

izolalas soran a DNS kontaminéci6 valdszinliségét.

Kis mennyiségli, nyomokban el6forduld6 mintdk esetében az elvégzendd
vizsgalatok megfeleld sorrendjét sziikséges meghatarozni. Jellemzéen elényt élvez az
autoszOomalis genetikai profil vagy férfiagi haplotipus meghatarozasahoz sziikséges DNS
izolalds. Az RNS alapu vizsgalatok elterjedésével felmeriilt az igény ) metodikak
kidolgozasara, ami lehetdvé teszi a DNS és az RNS egyiittes izolalasat. A fenol és
guanidinium-tiocianat tartalmu, TriZol, Tri Reagent néven forgalomba keriild reagenssel
is lehetséges volt a DNS, RNS ¢és fehérje egyiittes izolalasa (Chomczynski, 1993). Kis
mennyiségii mintak esetében azonban nem elég hatékony az izolalas, tovabba az RNS fazis
fenol vagy DNS kontaminacidja negativan befolyasolhatja az eredményeket. A
kereskedelmi forgalomban kaphatd kitek Osszehasonlitasabol (Grabmiiller et al., 2015;
Schweighardt, Tate, Scott, Harper, Robertson, 2015) a kévetkez6 konklaziok vonhatoak
le: egyiittes izolaciot kovetden lehetséges a DNS alapti STR tipizalas és az RNS kimutatasa
is, a céltol fiiggden kell kivalasztani a hasznalt kitet. Viszont magasabb volt az izolatum

koncentracidja abban az esetben, ha csak RNS vagy csak DNS extrakci6 tortént.

Az eredményeket attekintve azt mondhatjuk, hogy az RNS alapt technikaknak

kiegészitd vizsgalatokként 1€tjogosultsaga van az igazsagiigyi orvostanban.
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A posztmortem intervallum becslésére a fogpulpaban talalhatd RNS tartalom
alkalmas lehet. Természetesen nem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy egy modszer sem
képes abszolut pontossaggal megallapitani posztmortem intervallumot, viszont ha tobb
vizsgalattal kapott eredmény egyiittesen hasznalhato fel, az jelentésen novelheti a PMI

becslés precizitasat, megbizhatosagat.

Osszefoglalas

e Vércsepp koranak becslésére a tesztelt modszer nem alkalmas. Ennek okai
lehetnek:
o Alacsony RNS koncentraciobol adodo szoras
o Mintak kozo6tti variabilitas

o Inkubalas koriilményei

e Fogpulpabdl izolalt RNS integritisanak mérése alapjan nagy pontossaggal
lehetséges az inkubacios iddtartam becslése.
e PCR alapt modszerrel:
o Az inkubacids idOre torténd becslés kiterjeszthetd a 42. napig
o Ellendrizhetd a mikrofluidikus modszerrel kapott eredmény
e A modszer belsd validacidja hat, szamunkra ismeretlen inkubacios idejii foggal
megtortént. Mind a hat esetben a valos inkubacios id0 beliil esett a becslés 95%-0s
konfidencia intervalluman.
e A patologids elvaltozassal érintett fogak esetében a modszer nem vezetett
eredményre.

o Amennyiben lehetséges, célszerli fogorvos szakértd bevondsa a vizsgalatba.

48



Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetémnek dr. Sipos Katalinnak.
A mintagyijtésben és feltarasban végzett munkajaért Dr. Lukacs Dénesnek.
Domse Angélanak a vérvételben nyujtott segitségéért.

Volt és jelenlegi kollégaimnak: Nagy Juditnak, Pandur Edinanak, Dudas Rékéanak, Varga

Editnek, Racz Evelinnek és Tamasi Kittinek.

TDK hallgatéimnak: Rapp Juditnak, Takdcs Amandanak és Varga Rékanak.

49



Hivatkozasok listaja

Adler, C. ., Haak, W., Donlon, D., & Cooper, A. (2011). Survival and recovery of DNA
from ancient teeth and bones. Journal of Archaeological Science, 38(5), 956-964.
https://doi.org/10.1016/j.jas.2010.11.010

Amendt, J., Richards, C. S., Campobasso, C. P., Zehner, R., & Hall, M. J. R. (2011).
Forensic entomology: Applications and limitations. Forensic Science, Medicine, and
Pathology, 7, 379-392. https://doi.org/10.1007/s12024-010-9209-2

Bauer, M., & Patzelt, D. (2008). Identification of menstrual blood by real time RT-PCR:
technical improvements and the practical value of negative test results. Forensic
Science International, 174(1), 55-59. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2007.03.016

Bernitz, H., Bernitz, Z., Steenkamp, G., Blumenthal, R., & Stols, G. (2012). The
individualisation of a dog bite mark: a case study highlighting the bite mark
analysis, with emphasis on differences between dog and human bite marks.
International Journal of Legal Medicine, 126(3), 441-446.
https://doi.org/10.1007/s00414-011-0575-4

Chomczynski, P. (1993). A reagent for the single-step simultaneous isolation of RNA,
DNA and proteins from cell and tissue samples. BioTechniques, 15(3), 532-534,
536-537. Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7692896

Cocariu, E. A., Mageriu, V., Staniceanu, F., Bastian, A., Socoliuc, C., & Zurac, S.
(2016). Correlations Between the Autolytic Changes and Postmortem Interval in
Refrigerated Cadavers. Romanian Journal Of Internal Medicine, 54(2), 105-112.
https://doi.org/10.1515/rjim-2016-0012

Conde, M. C. M., Nedel, F., Campos, V. F., Smith, aJ., Nor, J. E., Demarco, F. F., &
Tarquinio, S. B. C. (2012). Odontoblast RNA stability in different temperature-
based protocols for tooth storage. International Endodontic Journal, 45(3), 266—
272. https://doi.org/10.1111/j.1365-2591.2011.01971.x

De Paepe, M. E., Mao, Q., Huang, C., Zhu, D., Jackson, C. L., & Hansen, K. (2002).
Postmortem RNA and protein stability in perinatal human lungs. Diagnostic

Molecular Pathology : The American Journal of Surgical Pathology, Part B, 11(3),
170-176.

Dobberstein, R. C., Huppertz, J., von Wurmb-Schwark, N., & Ritz-Timme, S. (2008).
Degradation of biomolecules in artificially and naturally aged teeth: implications for
age estimation based on aspartic acid racemization and DNA analysis. Forensic
Science International, 179(2-3), 181-191.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2008.05.017

Fordyce, S. L., Kampmann, M.-L., van Doorn, N. L., & Gilbert, M. T. P. (2013). Long-
term RNA persistence in postmortem contexts. Investigative Genetics, 4(1), 7.
https://doi.org/10.1186/2041-2223-4-7

GilArriortua, M., Salofia Bordas, M. 1., Kéhnemann, S., Pfeiffer, H., & de Pancorbo, M.
M. (2014). Molecular differentiation of Central European blowfly species (Diptera,
Calliphoridae) using mitochondrial and nuclear genetic markers. Forensic Science
International, 242, 274-282. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2014.07.018

50



Gonzalez-Herrera, L., Valenzuela, A., Marchal, J. a, Lorente, J. a, & Villanueva, E.
(2013). Studies on RNA integrity and gene expression in human myocardial tissue,
pericardial fluid and blood, and its postmortem stability. Forensic Science
International, 232(1-3), 218-228. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2013.08.001

Grabmiiller, M., Madea, B., & Courts, C. (2015). Comparative evaluation of different
extraction and quantification methods for forensic RNA analysis. Forensic Science
International: Genetics, 16, 195-202. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.01.006

Grassberger, M., & Reiter, C. (2001). Effect of temperature on Lucilia sericata (Diptera:
Calliphoridae) development with special reference to the isomegalen- and
isomorphen-diagram. Forensic Science International, 120(1-2), 32—36.
https://doi.org/10.1016/S0379-0738(01)00413-3

Gustafson, G. (1950). Age determination on teeth. Journal of the American Dental
Association (1939), 41(1), 45-54. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15428197

Haas, C., Hanson, E., Banemann, R., Bento, A. M., Berti, A., Carracedo, A., ...
Ballantyne, J. (2015). RNA/DNA co-analysis from human skin and contact traces —
results of a sixth collaborative EDNAP exercise. Forensic Science International:
Genetics, 16, 139-147. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.01.002

Haas, C., Klesser, B., Maake, C., Bar, W., & Kratzer, A. (2009). mRNA profiling for
body fluid identification by reverse transcription endpoint PCR and realtime PCR.
Forensic Science International. Genetics, 3(2), 80-88.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2008.11.003

Hansen, J., Lesnikova, I., Funder, A. M. D., & Banner, J. (2014). DNA and RNA analysis
of blood and muscle from bodies with variable postmortem intervals. Forensic
Science, Medicine, and Pathology, 10, 322-328. https://doi.org/10.1007/5s12024-
014-9567-2

Harvey, M., Gasz, N., & Voss, S. (2016). Entomology-based methods for estimation of
postmortem interval. Research and Reports in Forensic Medical Science, 6, 1-9.
https://doi.org/10.2147/RRFMS.S68867

Henssge, C. (1988). Death time estimation in case work. I. The rectal temperature time of
death nomogram. Forensic Science International, 38(3—4), 209-236.

Higgins, D., & Austin, J. J. (2013). Teeth as a source of DNA for forensic identification
of human remains: a review. Science & Justice : Journal of the Forensic Science
Society, 53(4), 433-441. https://doi.org/10.1016/j.scijus.2013.06.001

Hinchliffe, J. (2011). Forensic odontology, Part 1. Dental identification. British Dental
Journal, 210(5), 219-224. https://doi.org/10.1038/sj.bdj.2011.146

Hubig, M., Muggenthaler, H., Sinicina, I., & Mall, G. (2015). Temperature based forensic
death time estimation: The standard model in experimental test. Legal Medicine,
17(5), 381-387. https://doi.org/10.1016/j.legalmed.2015.05.005

Hunter, M. C., Pozhitkov, A. E., & Noble, P. A. (2017). Accurate predictions of
postmortem interval using linear regression analyses of gene meter expression data.
Forensic Science International, 275, 90-101.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2017.02.027

Imbeaud, S., Graudens, E., Boulanger, V., Barlet, X., Zaborski, P., Eveno, E., ... Auffray,
51



C. (2005). Towards standardization of RNA quality assessment using user-
independent classifiers of microcapillary electrophoresis traces. Nucleic Acids
Research, 33(6), 1-12. https://doi.org/10.1093/nar/gni054

Jakubowska, J., Maciejewska, A., Bielawski, K. P., & Pawlowski, R. (2014). mRNA
heptaplex protocol for distinguishing between menstrual and peripheral blood.
Forensic Science International: Genetics, 13, 53-60.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2014.07.006

Johnson, L., Abelson, H., Penman, S., & Green, H. (1977). The relative amounts of the
cytoplasmic RNA species in normal, transformed and senescent cultured cell lines.
Journal of Cellular Physiology, 90(3), 465-470.
https://doi.org/10.1002/jcp.1040900310

Kaestle, F. A., & Horsburgh, K. A. (2002). Ancient DNA in anthropology: Methods,
applications, and ethics. Yearbook of Physical Anthropology, 45, 92-130.
https://doi.org/10.1002/ajpa.10179

Koh, K. K., Tan, J. S., Nambiar, P., Ibrahim, N., Mutalik, S., & Khan Asif, M. (2017).
Age estimation from structural changes of teeth and buccal alveolar bone level.
Journal of Forensic and Legal Medicine, 48, 15-21.
https://doi.org/10.1016/j.jflm.2017.03.004

Kuliwaba, J. S., Fazzalari, N. L., & Findlay, D. M. (2005). Stability of RNA isolated
from human trabecular bone at post-mortem and surgery. Biochimica et Biophysica
Acta, 1740(1), 1-11. https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2005.03.005

Kulshrestha, P., & Satpathy, D. K. (2001). Use of beetles in forensic entomology.
Forensic Science International, 120(1-2), 15-17. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11457603

Li, W.C.,Ma, K. J., Lv, Y. H,, Zhang, P., Pan, H., Zhang, H., ... Chen, L. (2014).
Postmortem interval determination using 18S-rRNA and microRNA. Science and
Justice, 54(4), 307-310. https://doi.org/10.1016/j.scijus.2014.03.001

Madléna, M., Hermann, P., Jahn, M., & Fejérdy, P. (2008). Caries prevalence and tooth
loss in Hungarian adult population: results of a national survey. BMC Public Health,
8, 364. https://doi.org/10.1186/1471-2458-8-364

Malaver, P. C., & Yunis, J. J. (2003). Different dental tissues as source of DNA for
human identification in forensic cases. Croatian Medical Journal, 44(3), 306-309.
Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12808723

Malewski, T., Draber-Monko, A., Pomorski, J., Lo$, M., & Bogdanowicz, W. (2010).
Identification of forensically important blowfly species (Diptera: Calliphoridae) by
high-resolution melting PCR analysis. International Journal of Legal Medicine,
124(4), 277-285. https://doi.org/10.1007/s00414-009-0396-x

Mallach, H. J., & Laudahn, G. (1964). [COMPARATIVE STUDES WITH
ENZYMATIC METHODS ON VITAL AND CADAVERIC BLOOD WITH
REGARD TO THE TIME OF DEATH]. Klinische Wochenschrift, 42, 693-699.
Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14250911

Manjunath, B. C., Chandrashekar, B. R., Mahesh, M., & Vatchala Rani, R. M. (2011).
DNA profiling and forensic dentistry--a review of the recent concepts and trends.
Journal of Forensic and Legal Medicine, 18(5), 191-197.

52



https://doi.org/10.1016/j.jflm.2011.02.005

Mansour, H., Fuhrmann, A., Paradowski, 1., van Well, E. J., & Piischel, K. (2017). The
role of forensic medicine and forensic dentistry in estimating the chronological age
of living individuals in Hamburg, Germany. International Journal of Legal
Medicine, 131(2), 593-601. https://doi.org/10.1007/s00414-016-1517-y

Marroquin, T. Y., Karkhanis, S., Kvaal, S. I., Vasudavan, S., Kruger, E., & Tennant, M.
(2017). Age estimation in adults by dental imaging assessment systematic review.
Forensic Science International, 275, 203-211.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2017.03.007

Metcalf, J. L., Parfrey, L. W., Gonzalez, A., Lauber, C. L., Knights, D., Ackermann, G.,
... Knight, R. (2013). A microbial clock provides an accurate estimate of the
postmortem interval in a mouse model system. eL.ife, 2013(2), 1-109.
https://doi.org/10.7554/eLife.01104.001

Metcalf, J. L., Xu, Z. Z., Weiss, S., Lax, S., Van Treuren, W., Hyde, E. R., ... Knight, R.
(2016). Microbial community assembly and metabolic function during mammalian
corpse decomposition. Science, 351(6269), 158-162.
https://doi.org/10.1126/science.aad2646

Mutter, G. L., Zahrieh, D., Liu, C., Neuberg, D., Finkelstein, D., Baker, H. E., &
Warrington, J. A. (2004). Comparison of frozen and RNALater solid tissue storage
methods for use in RNA expression microarrays. BMC Genomics, 5(1), 88.
https://doi.org/10.1186/1471-2164-5-88

Naewe, W. (1978). Gerichtliche Medizin fiir Polizeibeamte: mit 8 Tabellen.
Kriminalistik-Verlag.

Naru, A. S. (1997). Methods for the Analysis of Human Bite Marks. Forensic Science
Review, 9(2), 123-139. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26269944

Nathan, M. D. E., & Sakthi, D. S. (2014). Dentistry and mass disaster - a review. Journal
of Clinical and Diagnostic Research : JCDR, 8(7), ZE01-3.
https://doi.org/10.7860/JCDR/2014/7282.4573

Petrov, A. S., Bernier, C. R., Gulen, B., Waterbury, C. C., Hershkovits, E., Hsiao, C., ...
Williams, L. D. (2014). Secondary structures of rRNAs from all three domains of
life. PLoS ONE, 9(2), 1-6. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0088222

Pozhitkov, A. E., Neme, R., Domazet-LoSo, T., Leroux, B. G., Soni, S., Tautz, D., &
Noble, P. A. (2017). Tracing the dynamics of gene transcripts after organismal
death. Open Biology, 7(1). https://doi.org/10.1098/rsob.160267

Priyadharsini, C., Masthan, K. M. K., Balachander, N., Babu, Na., & Jimson, S. (2015).
Evolution of forensic odontology: An overview. Journal of Pharmacy and Bioallied
Sciences, 7(5), 178. https://doi.org/10.4103/0975-7406.155894

Probst, J., Brechtel, S., Scheel, B., Hoerr, I., Jung, G., Rammensee, H.-G., & Pascolo, S.
(2006). Characterization of the ribonuclease activity on the skin surface. Genetic
Vaccines and Therapy, 4(1), 4. https://doi.org/10.1186/1479-0556-4-4

Reesu, G. V., & Brown, N. L. (2016). Inconsistency in opinions of forensic odontologists
when considering bite mark evidence. Forensic Science International, 266, 263—
270. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2016.06.002

53



Sachs, J. S. (2001). CORPSE - Nature, Forensics, and the Struggle to Pinpoint Time of
Death. PERSEUS PUBLISHING.

Sakurada, K., Akutsu, T., Watanabe, K., & Yoshino, M. (2012). Identification of nasal
blood by real-time RT-PCR. Legal Medicine (Tokyo, Japan), 14(4), 201-204.
https://doi.org/10.1016/j.legalmed.2012.01.014

Sampaio-Silva, F., Magalhaes, T., Carvalho, F., Dinis-Oliveira, R. J., & Silvestre, R.
(2013). Profiling of RNA degradation for estimation of post morterm interval. PloS
One, 8(2), €56507. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0056507

Santoro, V., Smaldone, G., Lozito, P., Smaldone, M., & Introna, F. (2011). A forensic
approach to fatal dog attacks. A case study and review of the literature. Forensic
Science International, 206(1-3), e37-42.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2010.07.026

Schroeder, A., Mueller, O., Stocker, S., Salowsky, R., Leiber, M., Gassmann, M., ...
Ragg, T. (2006). The RIN: an RNA integrity number for assigning integrity values
to RNA measurements. BMC Molecular Biology, 7(3), 1-14.
https://doi.org/10.1186/1471-2199-7-3

Schweighardt, A. J., Tate, C. M., Scott, K. A., Harper, K. A., & Robertson, J. M. (2015).
Evaluation of Commercial Kits for Dual Extraction of DNA and RNA from Human
Body Fluids. Journal of Forensic Sciences, 60(1), 157-165.
https://doi.org/10.1111/1556-4029.12586

Setzer, M., Juusola, J., & Ballantyne, J. (2008). Recovery and stability of RNA in vaginal
swabs and blood, semen, and saliva stains. Journal of Forensic Sciences, 53(2),
296-305. https://doi.org/10.1111/j.1556-4029.2007.00652.x

Sirker, M., Schneider, P. M., & Gomes, I. (2016). A 17-month time course study of
human RNA and DNA degradation in body fluids under dry and humid
environmental conditions. International Journal of Legal Medicine, 130(6), 1431
1438. https://doi.org/10.1007/s00414-016-1373-9

Song, C. (2013). Egy kinai halottkém feljegyzései - A biindk elsoprésének osszegyiijtott
jegyzetei. Quattrocento Kiado.

Tabachnick, J., & Freed, R. (1961). Demonstration of nucleases on mammalian skin
surface and in saline extracts of hair. Nature, 190, 921-922. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13774723

Tumer, A. R., Karacaoglu, E., Namli, A., Keten, A., Farasat, S., Akcan, R., ... Odabasi,
A. B. (2013). Effects of different types of soil on decomposition: an experimental
study. Legal Medicine (Tokyo, Japan), 15(3), 149-156.
https://doi.org/10.1016/j.legalmed.2012.11.003

Vavpoti¢, M., Turk, T., Martin¢ic, D. S., & Balazic, J. (2009). Characteristics of the
number of odontoblasts in human dental pulp post-mortem. Forensic Science
International, 193, 122—-126. https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2009.09.023

Vennemann, M., & Koppelkamm, A. (2010). mRNA profiling in forensic genetics I:
Possibilities and limitations. Forensic Science International, 203(1-3), 71-75.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2010.07.006

Verma, A. K., Kumar, S., & Bhattacharya, S. (2013). Identification of a person with the
help of bite mark analysis. Journal of Oral Biology and Craniofacial Research, 3(2),

54



88-91. https://doi.org/10.1016/j.jobcr.2013.05.002

WHO. (2012). Fact sheet N°318: Oral health. Retrieved from
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs318/en/

Xavier, M., Bento, A., Costa, A., Corte-Real, A., Veloso, C., Sampaio, L., ... Corte-Real,
F. (2011). Primary teeth as DNA reference sample in disaster victim identification
(DVI). Forensic Science International: Genetics Supplement Series, 3(1), e381—
e382. https://doi.org/10.1016/j.fsigss.2011.09.052

Young, S. T., Wells, J. D., Hobbs, G. R., & Bishop, C. P. (2013). Estimating postmortem
interval using RNA degradation and morphological changes in tooth pulp. Forensic
Science International, 229(1-3), 163.e1-6.
https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2013.03.035

Zhou, C., & Byard, R. W. (2011). Factors and processes causing accelerated
decomposition in human cadavers - An overview. Journal of Forensic and Legal
Medicine, 18(1), 6-9. https://doi.org/10.1016/j.jflm.2010.10.003

Tudomanyos kozlemények és kongresszusi dsszefoglalok jegyzéke

Osszesitett impakt faktor: 21,379
Osszes hivatkozas: 34

Fiiggetlen hivatkozas: 29

Az értekezés alapjaul szolgalé tudomanyos kozlemény

V.S. Poor, D. Lukacs, T. Nagy, E. Racz, K. Sipos: The rate of RNA degradation in
human dental pulp reveals post-mortem interval

International Journal of Legal Medicine. 130(3):615-619. 2016 IF: 2,714

Tovabbi tudomanyos kozlemények

E. Racz, F. Konczol, D. Téth, Z. Patonai, Z. Porpaczy, Z. Kozma, V.S. Pooér, K. Sipos.:
PCR-based identification of drowning: four case reports

International Journal of Legal Medicine. 130(5):1303-1307. 2016 IF: 2,714

E. Récz, F. Konczol, H. Mészaros, Z. Kozma, M. Mayer, Z. Porpaczy, V.S. Poér, K.
Sipos: Drowning-related fatalities during a 5-year period (2008-2012) in South-West
Hungary - A retrospective study

55



Journal of Forensic and Legal Medicine 31():7-11 2015 IF: 0,76

A. Miseta, J. Nagy, T. Nagy, V.S. Poér, Z. Fekete, K. Sipos: Hepcidin and its potential
clinical utility

Cell Biology International 39(11):1191-1202 2015 IF: 1,933

T. Nagy, D. Frank, E. Katai, R. K.K. Yahiro, V.S. Poor, G. Montskd, Z. Zrinyi, G.L.
Kovacs, A. Miseta: Lithium induces ER stress and N-glycan modification in galactose-
grown Jurkat cells

PLoS ONE 8(7):e70410. 2013 IF: 3,354

E. Pandur, K. Sipos, L. Grama. J. Nagy, V.S. Poor, G. Sétalo, A. Miseta, Z. Fekete:
Prohepcidin binds to the HAMP promoter and autoregulates its own expression

The Biochemical Journal 451(2):301-311 2013 IF: 4,779

J. Nagy, L. Lakner, V. S. Poor, E. Pandur, G. Mdzsik, A. Miseta, K. Sipos: Serum
prohepcidin levels in chronic inflammatory bowel diseases

Journal of Crohn's and Colitis 4(6):649-653 2010 IF: 1,729

E. Pandur, J. Nagy, V. S. Poér, A. Sarnyai, A. Huszar, A. Miseta, K. Sipos: Alpha-1
antitrypsin binds preprohepcidin intracellularly and prohepcidin in the serum

FEBS Journal 276(7):2012-2021 2009 IF: 3,396

Konferencia eloadasok

Pediastrum (Chlorophycae) in the diagnosis of drowning - case report
Viktor S. Poor, Katalin Sipos, Zsolt Kozma
2017.09.11-15. 10th International Symposium Advances in Legal Medicine (Diisseldorf)

Nukleinsav izolalas igazsagiigyi mintakbol: nehézségek és lehetdségek

Sipos Katalin, Poor Viktor Soma

2016.04.23. Igazsagiigyi szakértdi kotelezden szinten tartd tovabbképzd tanfolyam (Pécs)

56



Uj generacios szekvenalas az igazsagiigyben
Sipos Katalin, Poor Viktor Soma

2016.04.21. Igazsagiigyi szakért6i kotelezden szinten tartd tovabbképzd tanfolyam (Pécs)

In vino cocto veritas
Poor Viktor Soma, Mayer Matyas
2016.05.26-28. Fiatal Igazsagiigyi Orvosszakértok Foruma (Szeged)

Vizbefulladas? - Uj diagnosztikai modszerek bemutatasa egy eseten keresztiil

Poér Viktor Soma, Racz Evelin, Simon Géabor, Heckmann Veronika, Sipos Katalin,
Kozma Zsolt

2016.01.15. Magyar Igazsagiigyi Orvosok Tarsasaga (MIOT) kazuisztikai tudomanyos
nap (Budapest)

RNS igazsagiigyi alkalmazasai
Poor Viktor Soma, Lukacs Dénes, Sipos Katalin

2015.09.04 Magyar Igazsagiigyi Orvosok Tarsasaga (MIOT) XV. kongresszusa
(Debrecen)

Posztmortem intervallum becslése RNS degradacié alapjan fogbélbdl
Poor Viktor Soma, Lukécs Dénes,Sipos Katalin

2014.10.03. Ifjusagi MIOT gytilés (Hosszthetény)
Bort iszik és vizet aspiral

Poér Viktor Soma, Sipos Katalin

2012.10.16. PTE Orvostudoményi Szakosztaly iilése (Pécs)

57



