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Bevezetés

Posztmortem intervallum (PMI) becslésére iranyulé hagyomanyos modszerek

A posztmortem intervallumon (PMI) egy adott személy haldla és a holttestének
feltalalasat kovetd halottvizsgalata kozott eltelt idot értjiik. Ezen iddszakasz tartamanak lehetd

legpontosabb becslése az igazsagiigyi orvostan intenziven kutatott teriilete.

A Klasszikus hullajelenségek (siillyedéses hullafoltok, beivodasos hullafoltok,
hullamerevség és a holttest kihtilése) alapjan adott becslés igen nagy bizonytalansagot hordoz

magaban, illetve kiils6 és belso tényezdk jelentdsen befolyasolhatjak.

Hosszabb fekvési idd esetén a holttest kolonizacidja alapjan az igazsagiigyi entomologia
alkalmazasaval adhatd becslés. Ez azonban nagyon specialis szaktudast igényel, tovabba a

becslés ebben az esetben is jelentds bizonytalansagot hordoz.

RNS degradacio és posztmortem intervallum osszefiiggése

A DNS az RNS-nél joval nagyobb stabilitdst mutat, ami részben a szerkezetbeli
kiilonbséggel, részben pedig a kornyezetben megtalalhatd RNaz enzimek aktivitdsaval

magyarazhato.

Setzer ¢és munkatarsai vér, nyal és ond6 foltokban, illetve hiivelyi torletekben vizsgaltak
az RNS detektalhatosagat. Tapasztalataik szerint szobahdmérsékleten, fénytdl és nedvességtol
elzartan tartott mintak némelyikébdl akar 547 nap elteltével is lehetséges volt a pozitiv PCR
reakcidhoz elegendd mennyiségli RNS-t izolalni. Azonban a kornyezeti hatasoknak kitett

mintakban az RNS stabilitasa drasztikusan lecsokkent.

Sampaio-Silva és munkatarsai egér harantcsikolt izom modellben vizsgaltak a PMI
Gapdh) és harantcsikolt izomszovetre specifikus génekrél atirodd6 mRNS molekulak
mennyiségének valtozasat mérték kvantitativ real-time PCR segitségével. A legstabilabb Rps29
MRNS (riboszémalis fehérjét kodolo) Ct értékével normalizalva a tobbi géntermék Ct értéke a

PMI novekedésével egyenesen ardnyosan ndvekedett. A felallitott matematikai modell nagy



pontossaggal becsiilhetévé tette a PMI-t, azonban csak a haldl beallta utan kilenc oraig.

Gyakorlati alkalmazas szempontjabdl az ennyire rovid iddintervallum hasznalhatosaga limitalt.

A PMI meghatdrozasaval parhuzamosan tobb RNS alapu igazsagiigyi kutatasi teriilet is
nyilt az elmult évtizedben. A legtobb eredményt a kiilonb6z6 szovetek, biologiai mintdk
azonositasaban publikaltak. Ezek a modszerek azon alapulnak, hogy, egy szervezeten beliil a
kiilonboz6 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.

PMI becslése fogak alapjan

A fogakban posztmortem lejatszodd folyamatokrol kevés irodalmi adat talalhato.
Holttestekbdl eltavolitott fogak mikroszkopos vizsgalata alapjan elmondhato, hogy a vitalis

odontoblastok szama nullara csokkent 5 nap elteltével.

E16 személyekbdl eltavolitott, egészséges fogak esetében vizsgaltak a rovid tava tarolas
valo tarolas), vagy 24 ora (-20 °C ,illetve -80 °C-on torténd tarolas) elteltével eltavolitottak a
pulpat, és izolaltak RNS-t. Az RNS integritast agaroz gélelektroforézissel vizsgalva a fenti

koriilmények mellett nem volt degradacio detektalhato.

Young ¢és munkacsoportja sertés fogakon végeztek PMI becslésére iranyuld
vizsgalatokat. Kvantitativ real-time PCR-ral hasonlitottak 6ssze a B3-aktin mMRNS molekula 70
és 300 bp hosszlisagh szakaszainak aranyat az id6 fiiggvényében. Eredményeik alapjan a
hosszabb MRNS szakasz degradacidja gyorsabb volt a rovidebb szakaszénal. A két termék

aranyanak valtozasa nem volt linearis. A PMI becslés pontossagat a pulpaszovet
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Osszefoglalas

e Az igazsagiigyi orvostan egyik legfontosabb feladata a haldl beallta ota eltelt 1d6
meghatdrozasa.
e Az 6kortdl kezdve szamos modszert dolgoztak ki erre a célra. Ezek a modszerek:

o Csak becslést tudnak adni a PMI-re.

o Csak egy bizonyos iddintervallumon beliil hasznalhatéak (6rak — napok:
klasszikus hullajelenségek, napok — honapok: entomoldgia, hdénapok -
évtizedek: antropologia).

becslésére.

o A fogak igazsagiigyi alkalmazdsa széleskort.

e A fogak nagyfoku fizikai, mechanikai ellenalld képességgel rendelkeznek, ami
bizonyos mértékig fliggetlenitheti 6ket a kornyezeti koriilményektol.

o A fogak széleskorii igazsagiigyi felhasznalasat bizonyitjak a fent ismertetett modszerek.
Tehat egy, a fogak vizsgalatan alapulé PMI becslési modszer kifejlesztése esetén az

igazsagligyl szakértok épithetnek mar hasznalatban 1évé metodikakra.

Célkitiizések

Munkam soran az RNS potencialis igazsagiigyi alkalmazasait vizsgaltam. Célul tliztem
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becslésére. Az alabbi részproblémakat vizsgaltam:

e Metodologia kidolgozasa, mely alkalmazhaté igazsagiigyi mintakban RNS

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

e Mintavételi protokoll kidolgozasa.

e Meghatirozni az RNS degradacio mérésével torténd becslés altal megitélhetd

id6intervallumot, illetve a becslés pontossagat.



Anyagok és modszerek

Vérmintak gyiijtése, tarolasa

Egészséges onkéntesektdl teljes korti tajékoztatas utan vénas vért vettiink BD nativ
vérvételi csovekbe. A vérvétel utan azonnal celluldz sziir6papirra 50 mikroliternyi teljes vért
pipettaztam. Szaradas utdn a mintdk az RNS izolalasig fénytdl elzarva, szobahdmérsékleten

tarolva.

Fogmintak gyiijtése, tarolasa, feltarasa

Az ¢ép Orld és eldorld fogakat egészséges Onkéntesek ajanlottdk fel tudoményos
vizsgalatokhoz, akiknél a fogak fogszabalyozas céljabdl lettek eltdvolitva. Az eltavolitott, de
még nem feltart fogak szobahdmérsékleten (20 °C — 25 °C-on), fénytdl védett helyen voltak

tarolva.

Az inkubacios id6 letelte utdn a fogakat folyamatos vizhiités mellett gyémant vagofejii
fogorvosi turbinaval (15000 rpm) tartuk fel. Az eltavolitott pulpat steril Eppendorf csébe
helyeztiik és jégben szallitottuk. A tovabbi felhasznaldsig -70 °C-on tarolva.

RNS izolalas és reverz transzkripcio

RNS izolalashoz minden esetben az RNeasy Micro Plus (Qiagen) kitet alkalmaztam,
bizonyos valtoztatasokkal az gyartdi protokollhoz képest. Mintdkat minden esetben oszlopon

torténd DNaz emésztésnek vetettem ala.

A reverz transzkripcié (cDNS szintézis) High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségévle tortént, a gyartd protokollja alapjan.



Polimeraz lancreakcio (PCR)

Kisérleteimhez alkalmazott iProof High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad) egy
Sso7d nevi kettds szalu DNS-k6t6 doménnel fuzionalt, Pyrococcus eredetii DNS polimeraz

enzim. A reakciok Osszeallitasa a gyarto elGirasa alapjan tortént.

RNS integritas mérése

Az izolalt RNS integritasanak meghatarozasara Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent)
késziiléket alkalmaztam RNA 6000 Pico Total Eukaryotic mikrofluidikus (Agilent) chippel. A
mérések kiértékelése a 2100 Expert (Agilent) szoftverrel tortént.

Eredmények

Vércsepp koranak meghatarozasa

Az elsé kisérletsorozatban vércsepp koranak meghatarozasat tiiztem ki célul. Kezeletlen
szlirdpapirra cseppentettem ki friss, nativ, onkéntesektdl szarmazo vércseppeket. A mintdkat

szobahémérsékleten hagytam beszaradni.

A PCR-ral human B-aktin mRNS és 28S rRNS atirddott cDNS-ének 200 bazispar
hosszusagu szakasza volt amplifikalva. Munkahipotézisnek azt tettem fel, hogy a riboszémalis
RNS masodlagos szerkezete és nagyobb mennyisége miatt kevésbé degradalodik, mint a
messenger RNS, tehat a két molekula tipus ardnyanak valtozéasa becslést adhat a vércsepp

koréra.

Els6 kisérletként tobb onkéntestdl vett vércseppbdl a beszaradas utan azonnal RNS-t

izolaltam, majd a cDNS szintézist kovetden meghataroztam a 3-aktin és a 28S rRNS Ct értékeit.

Az 1. tablazatban lathato, hogy mar az azonnal izolalt mintak esetében is nagyok a kiilonbségek.
Az egyedi Ct értékek variancidja mellett, a két housekeeping gén aradnya, a két Ct érték
kiilonbsége 1,7 és 6,04 kozott valtozott.



Ct B-aktin  Ct28SrRNS ACt (Ct B-aktin - Ct 28S rRNYS)

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

1. tablazat. 0 napos vércseppekbdl kapott eredmények

A vércseppek szobahdmérsékleten, fénytdl elzart koriilmények kozott voltak inkubalva
1-4 hétig. Reverz transzkripciot kdvetden, meghataroztam a B-aktin és a 28S rRNS-hez tartozo
Ct értékeket. A két Ct érték kiillonbségét a fenti, 1. dbra mutatja be. Azt a trendet figyelhetjiik
meg, miszerint harom hétig a kiilonbség csokken, viszont a nagyon nagy szords miatt ez a
differencia nem tekinthetd statisztikailag szignifikansnak (ANOVA). Csupan a Ct értékek

kiilonbségébdl ezek alapjan nem hatarozhaté meg a vércseppek kora.
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1. dbra. Vércseppek szobahdémérsékleten torténd tarolasat kévetd viltozas a [3-aktin és a 28S
rRNS Ct értékek kiilonbségében. Az adatpontok a Ct értékek kiilonbségének atlagat, a
hibasavok pedig a szorast (SD) abrdzoljak.



RNS integritas mérése Agilent Bioanalyzerrel fogpulpabol

RNS integritds méréséhez az Agilent 2100 Bioanalyzer platformot hasznaltam, a mérd
késziilék elektrodakat és egy fluoreszcens detektort tartalmaz, maga az elvalasztis egyszer

hasznalatos mikrofluidikus chipen torténik.
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2. dbra. RNS integritds valtozdasa az inkubdcios idd 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 zarva, ezek az adatpontok x-szel vannak

jelolve.

Az RNS integritas mérés eredményeit a 2. abra mutatja be. Leolvashaté hogy, a napok

szamanak emelkedésével a RIN értékek linearisan csokkenek.



Valamennyi 25 vagy annal tobb napig inkubalt minta esetében az RNS teljes
degradaciodja volt tapasztalhato. Ezek alapjan meghataroztam egy ugynevezett cut off értéket

(RIN <2.4), ami alatti mintakat a statisztikai analizisb6l kizartam.

A kovetkezd, mérési eredményekbdl kiszamolt, egyenlet alapjan adhatd becslés az
inkubdci6 idejére Y=8,005-0,26X, ahol Y az inkubacios id6 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%-0s konfidencia intervallum (CI) alsé és fels6 hatarat az alabbi képletekkel
lehet meghatarozni: Y=7435-0,313X ¢és Y=8,575-0,208X.

Fogbél RNS RT-PCR

PCR segitségével a kisszdmu, toredezett RNS-bdl szarmazd cDNS is kimutathato.
Hipotézisem szerint a rovidebb termékek akkor is amplifikalhatoak, mikor a hosszabb

szakaszok mar nem.

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

kisérletben kimutathatosaguk valtozasa csak a degradacidval magyarazhato.

Létra Akt800 Akt400  Akt200

—

1000 bp i PE——

3. dbra. 800, 400 és 200 bazispar hosszusagu PCR amplikonok gélképe
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4. dbra. A megfelel6 RNS-ek cDNS-ébdl detektalhato PCR amplikonok dbrdazoldsa az
inkubdcios idé aranyaban. A kor alaku jel a [3-aktin mRNS termékeket, a haromszog alaku jel

a 28S rRNS termékeket mutatja.

A 4. dbra foglalja 0ssze a kiilonb6zd hossziisagh PCR termékek detektalhatosagat az

inkubacios 1d6 fliggvényében.

A fogpulpabdl kapott eredmények validalasa

Validalas céljabol az egyiittmiikodé fogorvosok hat fogat gytjtottek, azzal a
kiilonbséggel, hogy a fog kihuzasdnak datuma, igy az inkubdacios id6 a vizsgélat elétt szamomra

ismeretlen volt.

A hat fogbdl egy esetben nem kaptam mérhetd RIN értéket, egy masik fog esetében
pedig, bar a fog RIN értéke mérhetd volt (2,1), ez a szam a korabban meghatéarozott alsé limitnél

alacsonyabb, ezért az analizisbdl ez az érték ki lett zarva.
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A vizsgalatok eredményeit Osszefoglalva elvégeztem a fogak inkubécios idejére a
becsléseket. A RIN értékek alapjan kiszamitottam a becsiilt inkubacios id6t, illetve annak 95%-
os konfidencia intervallumat. A PCR termékek hosszanak alapjan szintén megadtam egy-egy
intervallumot. Azon mintaknal, ahol rendelkezésiinkre alltak a RIN alapu becslések, azt a PCR
minden esetben megerdsitette. A kalkulalt inkubécidés idéket a valos inkubdcios iddkkel

egybevetve az mind a négy esetben a 95%-o0s konfidencia intervallumon beliil esett.

Detektalt PCR termék Inkubacios 1d6 becslése

napokban Inkubacios

Fogminta  RIN 3-aktin 28S (95%-0s konfidencia 1d6

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

2. tablazat. A becsiilt és a valos fog inkubdcios idok osszehasonlitasa. n.d.: nem detektalhato

Patologias fogak vizsgalata

Felmeriilt a kérdés, hogy a fogakat érintd kiilonbozd betegségek és elvaltozasok

mennyire befolyasoljak a pulpa RNS tartalméanak mennyiségét és mindségét.

A kisérletek soran 20 db patologias fogat vizsgaltam. Tiz fog esetében a feltaras soran
nem volt lehetséges elegendd mennyiségii fogbél eltavolitasa. Ezen fogak koziil 2 db akut
periodontitis, 3 db kronikus parodontitis miatt lett eltavolitva. Ot fog esetében pedig a

szuvasodas elérte a pulpakamrat.

A 3. tablazatban lathatd, hogy a tiz vizsgalt fogb6l minddssze hadrom esetében sikeriilt
RT-PCR-ral a B-aktin mRNS-t kimutatni. A fogeltavolitas indikacidja és a PCR-ral kapott

eredmények kozott nem talaltam Osszefliggést.
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Kihizas indikécioja  RIN érték 200 bp 400 bp 800 bp

amplikon amplikon amplikon
akut periodontitis 1,3 Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai 1 Negativ n.a. n.a.
periostitis, cysta ,
radikuléris, 1 Negativ n.a. n.a.
akut periodontitis n.d. Negativ n.a. n.a.
akut periodontitis 2,4 Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai 3,2 Pozitiv Pozitiv Negativ
protetikai n.d. Negativ n.a. n.a.
akut parodontitis n.d. Negativ n.a. n.a.
akut periodontitis n.d. Negativ n.a. n.a.
protetikai n.d. Negativ n.a. n.a.

3. tdablazat. A patologias fogakbol kapott PCR és RIN eredmények osszefoglalisa. A
leghosszabb, még detektdlhato f3-aktin mRNS fragmensek az egyes mintdkban. n.a.: nincs adat,
a mérést nem végeztiik el n.d: nem detektalhato.

Osszefoglalas

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

e Az RNS integritds csokkenés szoros linearis korrelacidt mutatott a fogmintak
inkubacids idejével az inkubacio6 25. napjaig.

e Kiilonboz6 hosszusagi PCR termékek detektaldsa alapjan becslés adhat6 az inkubacio
42. napjaig.

e Az eljaras belsd validacidja megtortént hat fogminta vizsgalataval.

e Patologias elvaltozast mutatd fogak esetében a vizsgilat nem adott értékelhetd

eredményt, vagy elérehaladott degradacidt mutatott.
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Megbeszélés

Vércsepp koranak meghatarozasa RNS degradacio alapjan

Az eredmények fejezetben lathattuk, hogy a vércseppek koranak meghatirozéasa az

altalunk alkalmazott modszerekkel nagyon nagy szorast mutatott.

A vérbdl izolalt RNS mennyisége idedlis koriilmények kozott is alacsony. Azokban a
mintdkban is, melyekbdl kicseppentést kovetd beszaradas utan azonnal megtortént az RNS
izolalas, a kinyert RNS koncentracioja 3 ng/ul alatt volt. Nagyon alacsony templat
koncentracional a PCR sztochasztikaja megnd. Kvantitativ real-time PCR-nal a 30 f6lotti Ct
értekeknél mar tapasztalhato a variabilitas emelkedése. A 35 feletti értékeket a legtobb analizalo
szoftver kizarja az értékelésbol, a fenti okok miatt. A legtobb inkubalt vércseppben, a B-
aktinhoz tartozo6 Ct értékek meghaladtak ezt a cut-off értéket.

A vér latszolag egyszerli és homogén szovet, ismert, hogy a fehérvérsejtek dsszetétele,
sejten beliili folyamataik kifejezetten dinamikusan valtoznak, ezzel valaszolva a fert6zésekre,
gyulladédsos allapotokra. Ennek megfelelden donor és donor kozott is nagy kiilonbségeket

talalhatunk a vérbdl izolalhato RNS mennyiségét és mindségét tekintve.

Annak ellenére, hogy a kisérleteket kontrollalt koriilmények kozott végeztem szamos

tényezbében torténhetett kismértékili valtozas, példaul a hdmérsékletben, paratartalomban.

Valo6sziniileg a fenti okokra visszavezethetden a kisérleti eredmények nagy fluktuaciot

mutattak. Ez alapjan jelenleg ez a modszer nem alkalmas vércseppek koranak meghatarozasara.

PMI meghatarozasa foghél RNS degradaciojanak mérésével
RNS integritas mérése

Szervezetlink legellenallobb szovetei kozé tartozik a fogakat alkotd dentin és az azt
borité zomanc. Mivel ez a két réteg nagyfoku izolacidt biztosit a kiilsé kornyezeti tényezoktdl
€s mechanikus behatasoktol, ezért a fogbél igéretes kisérleti anyagnak tlint a posztmortem

intervallum meghatarozasahoz.
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Az RNS degradacio meghatarozasanak egyik leggyorsabb modszere a mikrofluidikus
chip alkalmazdsdn alapulé Agilent Bioanalyzer. Az RNS mindsége ¢€s mennyisége
,hagyomanyos” moédszerekkel (pl. UV spektrum felvétele, RNS agardz gélelektroforézis) is
meghatarozhat6, azonban ezek az eredmények nem konzisztensek. Real-time PCR mérésekkel

a mikrofluidikus platformok mutattak a legjobb korrelaciot.

Az RNS integritds szam szoros korrelaciot mutatott a fogak inkubacios idejével. A
kovetkez6 egyenlet alapjan adhat6 becslés az inkubacié idejére: Y=8,005-0,26X, ahol Y az
inkubacios id0 napokban, X pedig a RIN értéke. Az egyenlet altal meghatarozott egyenes
illeszkedése R?=0,859. A 25 napndl hosszabb ideig inkubdlt mintdk esetében a RIN nem

valtozott linearisan az inkubacios idovel.

PCR alapu vizsgalat

A fentiek illusztraltak, hogy koriilbeliil 25 napig a mikrofluidikus chip segitségével jo
kozelitéssel megbecsiilhetd a fogminta kora. A PCR alapti modszerrel viszont a posztmortem

intervallum becslése lehetséges a 42. napig.

A riboszoémalis és a messenger RNS tipus kimutathatosdga 19 nap inkubéci6é utan
egymastol eltérden alakul, ami javitja a PMI becslés pontossagat. A kiilonbség hatterében két
mechanizmus allhat. Egyrészt a riboszomalis RNS-ekre jellemz6, hogy bonyolult masodlagos
szerkezetet alkotnak, ami csokkenti az RNaz enzimek hatékonysagat. Masrészt hosszu tavi

detektalasukat elosegiti a riboszomalis RNS-ek nagy mennyisége is.

A PCR alapu vizsgélatok elvégzése a RIN meghatdrozasa mellett mindenképpen
ajanlott egyrészt a becslés idélimitjének kitolasa érdekében, masrészt a Bioanalyzerrel kapott
eredmények ellendrzése végett. Tehat egy eredményt akkor tekinthetiink technikailag

hibamentesnek, ha mind a két modszerrel egyezd becslés adhato.
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Fogbél vizsgalatok limitacioi

A modellkisérletekben kihtzott fogakat hasznaltunk, amelyek nem feltétleniil mutatjak
a holttestben lejatszodd valamennyi folyamat jellegzetességeit. A fogbél nagymértékii
izolacioja reményt ad a mindennapi gyakorlatban torténé alkalmazhatosagra, de ennek

alatdmasztasara tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

A modellkisérletekben nem volt lehetdség figyelembe venni a hdmérséklet hatasat az
RNS degradaciora, pedig ismert, hogy az alacsony hémérséklet lelassitja a biologiai bomlast.
Ennek vizsgalata nagyon megnehezitette volna az eredmények statisztikai kiértékelését, mivel
a limitalt szdmt fogmintat alcsoportokba kellett volna sorolni az inkubaciés homérséklet
alapjan. Az ilyen, kisszami mérésen alapuld adatsor viszont nem tette volna lehetévé a
megfeleld statisztikai analizist. Nagyobb mintaszammal viszont lehetséges és kivanatos a

hémérséklet hatdsdnak vizsgélata.

Az egyik objektiv faktor, amely akadalyozhatja a modszer elterjedését az a lakossag
nagyon rossz foghigiéniai allapota. A magyar tarsadalom DMTF indexe nagyon magas: 16,04.
A DMFT index a sztvas (decayed), hianyz6 (missing), tomott (filled) fogak (teeth) atlagos
szamat jelzi a populacioban. Az idGsebb, 75 év f616tti lakosok 38,7%-a elvesztette valamennyi

természetes fogat. Ezek a szamok nem mutatnak eltérést a vilagatlagtol.

Patologias fogakkal végzett eldkisérletekbdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a
fogakat érintd elvaltozasok jelentdsen befolyasoljak a fogbél allapotat is. A degradacio mértéke
¢és a koros elvaltozas tipusa kozott nem taldltam Osszefiiggést, kivéve az olyan eldrehaladott

cariesnél, ahol a pulpakamra megnyilt a szajiireg felé.

A posztmortem intervallum becslésére a fogpulpaban talalhatd6 RNS tartalom

crer

alkalmas lehet. Egy modszer sem képes abszolit pontossaggal megallapitani posztmortem
intervallumot, viszont ha tobb vizsgalattal kapott eredmény egyiittesen hasznalhato fel, az

jelentdsen ndvelheti a PMI becslés precizitasat, megbizhatosagat.
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Uj eredmények osszefoglalasa

e Vércsepp koranak becslésére a tesztelt modszer nem alkalmas. Ennek okai lehetnek:
o Alacsony RNS koncentraciobol adodo szoras
o Mintak kozotti variabilitas
o Inkubdlas koriilményei
e Fogpulpabdl izolalt RNS integritdsdnak mérése alapjan nagy pontossaggal lehetséges
az inkubdcios id6tartam becslése.
e PCR alapt modszerrel:
o Az inkubdcids iddre torténd becslés kiterjeszthetd a 42. napig
o Ellendrizhetd a mikrofluidikus modszerrel kapott eredmény
e A moddszer bels§ validacidja hat, szamunkra ismeretlen inkubécios ideji foggal
megtortént. Mind a hat esetben a valds inkubécios 1d6 beliil esett a becslés 95%-0s
konfidencia intervalluman.
e A patoldgias elvaltozassal érintett fogak esetében a modszer nem vezetett eredményre.

o Amennyiben lehetséges, célszeri fogorvos szakértd bevonasa a vizsgalatba.
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