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1.GIRIS VE AMAC

Cinsel saldir1 vakalarinda olay yerinde semen, idrar, kan gibi
biyolojik materyallere siklikla rastlanmaktadir. Bunlar igerisinde semen
cogunlukla yatak, koltuk gibi esyalar iizerinde olabilecegi gibi saldirgana

veya magdura ait giysiler iizerinde de leke halinde bulunabilir.

Adli tip ve kriminal laboratuvarlarinda yiiriitilen semen lekesi
identifikasyonu'na  yOnelik  caligmalar  saldirganin  kimliginin
belirlenmesine yardimci olmasi bakimindan 6nem tagir. Olay yerinde
bulunan lekenin Oncelikle cesitli biyokimyasal marker'lar kullanilarak
(P30, Asit Fosfataz, Cinko v.b ) yada farkli boyama teknikleriyle (Baechi,
Corin Stockes v.b ) semen lekesi olup olmadig: saptanir (Gok, 1984;
Keating, 1989). Daha sonra lekedeki kan grubu substanslar1 tespit

edilerek saldirganin kan grubunu belirlemeye yonelik ¢aligmalar yapalir.

Semen lekelerinden ABO grup tayini i¢in kullanilan yéntemler ayni
zamanda kan, tlikriik, idrar, ter ve siit gibi diger viicut sivilarinin da ABO
gruplandirmasinda kullamlir (Kind, 1960; Soyza, 1991). Tip ve
teknolojideki gelismelere paralel olarak viicut sivilarmna ait lekelerden
grup tayini igin pek ¢ok yeni yontem gelistirilmis olmakla birlikte
gectigimiz 60 y1l i¢inde laboratuvarlarda en yaygin olarak kullanilanlar
absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon'dur. Her iki yontem de
kiiciik miktardaki lekelerden ABO gruplandirmasina olanak saglarhas1

bakimindan Adli Seroloji'de 6nem tasir.

Absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon yontemleriyle

viicut sivilarina ait lekelerden ABO gruplandirmasinin yapilabilmesi igin



kisinin sekretdr Ozellikte olmasi gerektigi belirtilmektedir (Wintrobe,
1967; Oztiirel, 1971; Fowler ve Scott, 1985). Ancak Pereira ve Davies'in
yaptifn iki ayr1 aragtirmada Ozellikle non-sekretér kisilerin viicut
stivilarimt  gruplandirmada  absorbsiyon-eliisyon'un  absorbsiyon-
inhibisyon'dan daha hassas oldugu, bunun yanisira Davies'in eliisyon
yontemiyle yaptift deneylerde yalancit B (+) reaksiyonlar saptandig:
rapor edilmigtir (Pereira, 1976; Davies, 1984). Mudd'un tiikriikk ve semen
lekeleriyle yaptig1 bir ¢aligmada ise absorbsiyon-inhibisyon ydnteminin
sekresyon lekelerinden ABO grup tayininde diger yontemlere gére daha
az bagarili oldugu belirtilmigtir (Mudd, 1989).

Bu c¢aligmadaki ama¢ semen lekelerinden ABO kan grubu
tiplemesinde kiigiik miktarda 6rnekle ¢aligmaya elverigli, diisiik maliyetli
ve yaygin olarak kullanilan; ancak farkli ¢aligmalarda birinin digerinden
daha hassas oldugu belirtilen absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-
eliisyon yontemlerinin aym leke orneklerine uygulanarak hangisinin
daha hassas oldugunun ve birbirinden farklarinin olup olmadiginin

belirlenmesidir.



2.GENEL BILGILER

Ana toplumsal sorunlardan olan cinsel suglar her gegen yil
artmaktadir. Ancak bu artig, suglardan ¢ok ortaya ¢ikarilan su¢ oraninin
artmasi ile gerceklesmektedir. Ulkemizde hukuksal boyutta bir cinsel
davramigin sug¢ olarak nitelendirilmesinde agagidaki ortak kavramlar
kullanilmaktadir;

Irza Gecme:

Riza ve muvafakati olmayan ve yasi dolayisiyla rizasi kabul
edilmeyen disi veya erkegin vajinasina veya aniisiine failin cinsiyet
orgam olan penisinin, cinsel temasi saglayacak sekilde girmesi "irza
gecme " olarak tammlanmistir (Gok, 1983).

Irza Tasaddi:

Cebir, siddet, tehdit ile cinsel birlegme amaci giitmeyen magdura

karsi icra edilen tiim cinsel hareketlerdir (Soyaslan, 1996).

Bir davranisin sug olarak nitelendirilmesi igin gereken kosullar su

sekilde tamimlanmugtir;
a-Davranigin rizas1 olmayan bir kigiye yonelik olmasz,
b-Yasalarda belirtilen yag gruplarindaki kisilere kars1 yapilmasi,
c-Mental veya beden hastaligi olan kimselere yapilmasi,

d-Zor kullanilmasi,



e-Kisiyi alkol, uyutucu, uyutucu, bir madde etkisi altinda birakarak

yapilmasi,
f-Hile ve kandirma yolu ile gergeklestirilmesi (A.T.U.D.,1999).

Yukaridaki cinsel saldiri tammlarinda da goriildiigii gibi, rizanin
olup olmadimnin veya var ise gecerli olup olmadiginin belirtilmesi bir
hareketin saldir1 niteliinde olup su¢ sayilmasi bakimindan énemlidir.
Tirk Ceza Kanunu'nun 414-418. maddelerinde irza gegme ve 1rza
tasaddi eylemleri ile ilgili hiikiimler yer almaktadir;

414.Madde (Mefruz Cebirle Irza Ge¢me): Her kim 15 yasim

bitirmeyen bir kii¢liflin 1rzina gegerse 5 seneden agagi olmamak lizere

agir hapis cezasina mahkum olur.

Eger fiil cebir ve siddet veya tehdit kullanmak suretiyle veya akil
veya bedenen hastalifindan veya failin fiilinden bagka bir sebepten
dolay1r veya failin kullandigs hileli wvasitalarla fiile mukavemet
edemeyecek bir halde bulunan bir kiigtige kars: iglenmis olursa agir hapis

cezasi 10 seneden asag1 olamaz.

415.Madde: Her kim 15 yagim bitirmeyen bir kiicligiin wz ve
namusuna tasaddiyi mutazzammin bir fiil ve harekette bulunursa iki
seneden dort seneye ve bu fiil ve hareket yukaridaki maddenin ikinci
fikrasinda yazili sartlar icinde olursa {ic seneden bes seneye kadar

hapsolunur.

416.Madde (Zorla Irza Ge¢me Tasaddi): 15 yasiu bitiren bir

kimsenin cebir ve siddet veya tehdit kullanmak suretiyle wrzmna gegen

veyahut akil ve beden hastalifindan veya kendi fiilinden bagka sebepten
veya kullandi: hileli vasitalardan dolay: fiile mukavemet edemeyecek



bir halde bulunan bir kimseye kars1 bu fiili igleyen kimse 7 seneden agagi

olmamak {izere agir hapis cezasiyla cezalandirilir.

Yine bu suretle irza ve namusa tasaddiyi tazammun eden diger bir

fiil ve harekette bulunursa 3 seneden 5 seneye kadar hapsolunur.

Resit olmayan bir kimse ile rizasiyla cinsi bir miinasebette
bulunanlar fiil daha agir cezay1 miistelzim bulunmadig: taktirde 6 aydan

3 seneye kadar hapis cezasiyla cezalandirilir.

417.Madde (Cezayi Arttiran Sahsa Bagh Haller): Yukaridaki

maddelerde yazilan fiil ve hareketler birden ziyade kimseler tarafindan

islenir veya usulden biri veya veli ve vasi veya miirebbi ve muallimleri
ve hizmetkarlar1 veya terbiye veya nezaret veya muhafizlar1 altinda
birakilan veya buna diicar olanlarin iizerlerine hiikkiim ve niifuzu olan
kimseler tarafindan vuku bulursa kanunen muayyen olan ceza yarisi

kadar arttirilir.

418 Madde (Cezay:1 Arttiran Fiile Bagli Sebepler): Yukaridaki

maddelerde yazili fiil ve hareketler magdurun Slimiinii mucip olursa

faile idam cezasi verilir.

Eger bu fiil ve hareketler bir marazin sirayetini veya magdurun
sithhatine sair biiylik bir nakisa irasina veya maluliyet veya mayubiyetini
miistelzim olursa cezanm yarisi ilave edilerek hiikmolunur (Onder,

1994).

Bu tamim maddelerine gore cinsel saldirilarda delillerin belirlenmesi

gerekmektedir.



2.1.Cinsel Saldinlarda Olay Yerinde Bulunabilecek Deliller

Cinsel suglarin ana grubunu olusturan 1rza gegme ve 1rz ve namusa
tasaddi eylemlerinin ne yazik ki ¢ok kiiciik bir oranmi (%5-10'n) adli
makamlara yansitilmaktadir (Yavuz, 1996). Bu suglarin magdurlarinin
neredeyse tamamina yakini savunma glicleri az olan ¢ocuk ve kadinlarin
olusturdugu géz Oniine alindiginda birey ve toplum sagligi agisindan,
olay1 aydinlatmaya yardimci olacak her tiirlii delilin toplanmasi ve
laboratuvarda faile ait 6zellikleri belirlemeye yonelik incelemelerde

kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.

Kriminal olaylarda, olay yerinde bulunabilecek kan, meni, tiikriik,
ter, siit, gbzyas1, vajen ifrazati, verniks kaseosa, mekonyum, gaita, idrar
ve bunlarin lekeleri ile killar, tirnak, kemik, doku ve organ pargalari
biyolojik delilleri olugtururlar. Adli Tip Kurumu Kanunu'na gére bunlar1
inceleme gérevi Adli Tip Kurumu Biyoloji Ihtisas Dairesine verilmistir.
Ulkemizde 2001y1ilinda yiirtirliige giren Adli Tip Kurumu Kanunundaki
4810 sayili yasanin 20.maddesinde Adli Tip Kurumu Biyoloji Ihtisas
Dairesi'nin gorevleri tammlanmistir. Bu maddeye gore Biyoloji ihtisas
dairesinin gérevi mahkemeler ile hakimlikler ve savciliklar tarafindan
gonderilen her tiirlli biyolojik 6rnek ve biyolojik 6rnek tagimasi
muhtemel materyalin mikrobiyolojik, hematolojik, serolojik ve genetik
yonden incelemelerini yapmak ve sonucunu bir raporla tespit etmek
olarak  belirlenmigtir  (http://www.atk gov.tr/tr/pages/mevzuat/yasa/atk htm.,
30.04.2004).

Ozellikle cinayet, tecaviiz ve cinsel saldirn gibi olaylarda kan,
semen, tiikriikk gibi lekeler bazen bireysellestirmede kullanilacak tek delil
olmaktadir. Bu nedenle olayin aydinlatilmas: i¢in ¢ok kii¢ikk miktarlarda



bile olsa viicut sivilarinin ve bunlara ait lekelerin uygun sekilde
toplanarak laboratuvara gonderilmesi biiyilk O6neme sahiptir. Olay
yerinde biyolojik deliller koltuk, perde, giysiler ve sug aletleri gibi
esyalar lizerinde olabilecegi gibi duvar, cam, déseme gibi sabit nesneler

tizerinde de bulunabilirler.

Vicut sivilarma ait lekelerin yeri, sekli, rengi ve boyutlar
kaydedildikten sonra fotografi c¢ekilmeli, leke tasimnabilir egyalar
{izerindeyse esyanin tiimii laboratuvara gonderilmelidir. Sivi haldeki
Ornekler pipet yardimiyla steril tiiplere alimmali ve buz iginde
taginmalhidir. Kurumus lekeler spatiille kazmarak petri kaplarma
aktarilirken, kazinmaya uygun olmayan lekeler serum fizyolojikle
islatilmig  pamuga emdirilmeli ve bir an Once laboratuvara
ulastinnlmalidir. Delillerin toplanmasinda kullanilan malzemelerin steril
olmas: ve toplayan kisinin eldiven, maske, bone takmasi laboratuvar
asamasinda yanlis sonuglar alinmasina yol agabilecek muhtemel
kontaminasyonlarin dnlenmesi bakimindan 6nem tasir (Tunali, 1995;

Aykag, 1993; Bilge, 2002).

2.2 Semen'in Ozellikleri

Semen normalde prostat, testis, cowper bezleri ve vesikula
seminalis'e ait salgilardan olusan, % 90 nispetinde su igeren
beyazimtrak, jelatindz, kendine has kestane ¢i¢egi-eskimsi bir kokusu ve
viskozitesi olan bir sividir. Saglikli bir insanda bir ejekiilatta 3-4 ml.
Semenle birlikte 400-600 milyon spermatozoa atilir. Taze ejekiilatta
sperm hiicresi mikroskop altinda 40-50 mikron uzunlugunda, bas, boyun,
kuyruktan olusan hareketli bir iribaga benzeyen bir yap1 olarak goriiliir.



Ejekiilatta spermatozoa'dan bagka prostoglandinler, epitel dokiintiileri,
lipitler, proteinler, pigment graniilleri ve hiyalin cisimler bulunur.
Semen' in normal pH' 1 7.2-7.5 arasinda olup ortalama 20 dk' da sivilagir
(Bozkirl, 1987; Aykag, 1993).

2.3 Semen Lekelerini Belirleme Yontemleri

Cinsel saldir1 ve tecaviiz olaylarinda esyalar ya da giysiler {izerinde
cogunlukla semen lekelerine rastlanir ancak kimi zaman idrar, kan,
vajinal salgilar gibi diger viicut sivilariyla semen karigmis olabilir
(Kobus ve ark., 2002). Bu nedenle olay yerinde bulunan lekenin
Oncelikle semen lekesi olup olmadigi arastirihir; daha sonra

bireysellestirmeye yonelik ¢aligmalar yapilir.

Semen lekeleri beyaz kumaglarda kenarlar1 daha sar renkte harita
gériintimiinde izler birakir,kumasin lekeli kisimlar: serttir. Beyaz renkli
kumaglarda leke goézle tespit edilecek kadar belirgin olmakla birlikte
koyu renkli kumaglarda semen lekesi floresan metoduyla tespit edilebilir.
Biiyikk yada ¢ok sayida Ornegin incelenecegi durumlarda floresan
metodunun diger kimyasal ydntemlere gore daha hizli ve kullamigh
oldugu belirtilmistir (Tunali, 1995; Kobus, 2002). Kurumus semen
lekelerini incelemek igin laboratuvarlarda rutin caligmalarda degisik
dalga boylarinda 151tk yaymaya en uygun isik kaynagi olarak Polilight
kullamlmugtir. Lekeli materyalde asit fosfataz testi veya DNA analizi
yapmak icin en uygun bdlgeyi belirlemek amaciyla da Floresan
metodundan yararlamilir. Yontemin esas1 U.V. 15131 kullanilarak semen
lekesinin floresan verme Ozelliginin  tespit edilmesidir. Stoilovig,

yaptig1 bir calismada 350 nm(U.V.) ile 500 nm(mavi-yesil) dalga



boyundaki 151k altinda semen'in giiclii floresan &zellik gosterdigini ve
yaylhim spektrumunun genis oldugunu belirtmistir (Stoilovig, 1991).
Ayrica giiclii floresan 6zellik gdsteren parlak yada yiiksek absorbansa
sahip ¢ok koyu renkteki kumaslar ile deterjan igeren materyallerle
yapilan deneylerde bu metodun lekeyi tespit etmede yetersiz oldugu
saptanmugtir. Idrar, kan, vajinal salgilarla kangmis lekeli kumaslarla
yapilan caligmalarda da cesitli viicut salgilarinin semeni maskeleyip
floresan ozellikte kayiplara neden olabilecegi; bu gibi durumlarda semen
lekesinin tespiti ig¢in kimyasal testlerin uygulanmasi gerektigi

belirtilmistir (Kobus ve ark.., 2002).

2.3.1 Spermatozoalarin tesbiti :

Sperm lekelerinin en iyi teshis yontemi mikroskop altinda
spermatozoalarin  tespit edilmesidir. = Hazirlanan  preparatlarda

spermatozoa goriilmesi amaciyla muhtelif boyama metodlar: kullanilir;

2.3.1.1.Corin Stockes Teknigi:

Boya soliisyonunu hazirlamak icin 0.50gr. eritrosine 100ml.
amonyak kangtiilir. Kumagin lekeli kisimlarindan birkag adet lif
cekilerek iizerine 1 damla saf su damliatilir, lifler didiklendikten sonra
boya soliisyonu damlatilarak birka¢ dakika bekletilir. Lifler saf suyla
yikanmanin ardindan kurutularak Kanada balsamu ile monte edilir ve
mikroskopla  incelendiginde  lifler lizerinde ve  aralarinda

spermatozoalarin pembe renkte boyanmis olduklari goriiliir.
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2.3.1.2. Baecchi Teknigi :

Ekstraksiyona tabi tutulmug leke sedimentinden lam iizerine bir
damla damlatildiktan sonra oda sicakhiginda kurutulur ve liinite %1'lik
asitfuksin, 1 iinite %1'lik metilen mavisi ve 40 {inite %1'lik HCI ile
hazirlanan boya ile 1 dk. Boyandiktan sonra %]1'lik HC1 ¢ozeltisi ile
yikanip kurulanir. Ksilolle rengi agilan numunenin {izerine sediryagi
konularak lamel kapatilir. Hazirlanan preparat mikroskop altinda
incelendiginde spermatozoalarin bas kisimlarinin kirmizi, kuyruk

kisimlarinin ise mavi renge boyandiklari gériiliir (Tunali, 1995).

Semen lekeli materyaller ve vajinal swab &rneklerinde
spermatozoalarm tespit edilmesi igin Corin Stockes ve Baecchi
tekniklerinin yam swra Gram, Hematoksilen-Eosin ve Oppitz boyama
yontemleri de kullanilmaktadir. Willot ve arkadaslarmin yaptigi bir
calismada seksiiel iliskiden sonra vajinada spermatozoa'nin canli olarak
bulunabildigi en uzun siirenin 36-72 saat, goriilebildigi en uzun siirenin
ise 6-7 giin oldugu belirtilmigtir (Willot ve Allard., 1982). Semen
lekelerinin spermatozoa ihtiva etmedigi durumlar olabilir; azospermik
kigilerin semeninde sperm hiicresi bulunmadig: bilinmektedir. Bunun
yani sira alkolizm, toksinler, ilaglar ve x-igmlarmm da gegici

azospermiye neden olabilecegi saptanmistir (Kamanev ve ark., 1989).

2.3.2.Kimyasal Testler

Bir lekenin semen lekesi oldugunun en kesin kamiti

spermatozoa'larin tespit edilmesidir. Ancak lekede spermatozoa tespit
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edilemedigi durumlarda ¢esitli kimyasal testler uygulanarak semen lekesi
olup olmadigs belirlenebilir.

2.3.2.1.Cinko Testi:

Semen lekelerinin yiiksek diizeyde Cinko ihtiva ettigini ilk olarak
Suzuki ve arkadaglar yaptiklar: bir ¢aligmada tespit etmiglerdir (Suzuki.,
1983). Semende tespit edilen ¢inkonun kaynag: prostat sekresyonudur.
Cinsel saldir1 vakalarinda lekelerin Triton x-100 igerisinde ¢oziilmesiyle
olusan pembe-turuncu renk lekede ¢inkonun varhigini ispatlar. Daha
sonralar1 ¢inko tayini i¢in spektrofotometrik yontemler gelistirilmistir
(Hooft ve Voorde., 1990; Hooft ve ark., 1992).

2.3.2.2. Asit Fosfataz Testi:

Ik olarak 1943' te Pollack tarafindan semende asit fosfataz'in tespit
edilmesinin ardindan adli vakalarda spermatozoa bulunmayan lekelerde
asit fosfataz tespitine yonelik pek ¢ok metod gelistirilmistir (Kendi ve
ark., 1993). Renk reaksiyonu olusumunun esas alindig testlerde koyu
renkli giysilerden sonug alinamamaktadir. Semenin yam sira vajinal sivi,
kan, idrar, tiikriikk gibi diger viicut sivilarinda da asit fosfatazin varlig:
bilinmektedir ancak semendeki miktarinin c¢ok fazla oldugu c¢esitli
aragtirmalarda ispatlanmistir (Hooft ve ark., 1992). Ayrica elektroforez
ve radyoimmunoassay gibi ydntemlerle prostatik asit fosfatazin daha
spesifik olarak tespiti de yapilabilmektedir (Hekman ve Rumke, 1969;
Kloosterman, 1984). Soguk ortamda ve kuru olarak muhafaza edilen
lekeli orneklerde asit fosfatazin uzun siire aktif kaldigi saptanmugtir
(Kendi ve ark., 1993). Viicut sivilarina ait lekelerde semenin tespitine

yonelik ¢aligmalarda asit fosfataz testi en ¢ok uygulanan yéntemdir. Asit
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fosfatazla birlikte spermatozoanin da tespit edilmesi lekenin semen

lekesi oldugunu dogrular (Keating, 1989).

2.3.2.3. Prostat Spesifik Antijen (P3o) Analizi:

Seminal protein P;g ,insan seminal plazmasina spesifik bir protein
olarak ilk kez 1978'de Sensebaugh tarafindan bulunmustur. 26500 D
molekiil agirhiginda bir glikoprotein olan Psq 'un, azospermik kisilerde de
varliginin saptanmasi semene spesifik bir marker olmasi bakimindan adli
vakalardaki 6nemini arttirmistir. Cinsel saldir1 vakalarinda azospermik
olgularin incelendigi bir arastirmada azospermi'nin gériilme siklig1 %1.9
olarak tespit edilmistir (Willot, 1982). Kamanev' in yaptig1 bir
arastirmada 256 kez seyreltilmis semen lekeleri ve 12 yil bekletilmis
lekelerde enzim-immunoassay yontemleri ile Ps;y' un saptanabildigi
belirtilmigtir (Kamanev, 1989). Ancak Jhonson ve arkadaslarmin
yaptiklar1 bir ¢aligmada deterjanla kontamine olmus semen lekeleriyle
yapilan P3;, tayininde yanlis negatif sonuglar alindifr agiklanmigtir
(Bilge, 2003). Vajinal swablarda iligkiden 21 saat sonra bile
belirlenebilen P, tecaviiz olaylarinda sik bagvurulan bir marker olma

Ozelligini siirdiirmektedir.

Lekenin seminal orijinli olup olmadiginin arastiriimasinda ¢inko,
asit fosfataz ve P; tespiti' nin yanisira bu yontemlere gore daha az
spesifik oldugu belirtilen Barberio, Puran, Florence testleri ile Kreatin
Fosfokinaz, Gamaglutamil transpeptidaz, Laktat Dehidrogenaz, Losin
Aminopeptidaz, 19-Hidroksi prostoglandin F tespiti gibi ¢esitli kimyasal
yontemler de gegmiste semen lekelerinin tespit edilmesi amaciyla adli
tip'ta kullanilmugtir ( Acar, 1994; Tunali, 1995).
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2.4.DNA Analizi :

DNA analizi kant niteligindeki kan, semen, sag, kemik ve diger
dokulara ait biyolojik materyallerdeki DNA ile suglu yada magdurdan
alinan biyolojik materyalden izole edilen DNA'min karsilagtirilmasi
esasmna dayanir. Son yillarda Adli g¢aligmalarda  insan
populasyonlarindaki genetik polimorfizmleri belirlemeye yo6nelik pek
c¢ok molekiiler teknik uygulanmaya bagslamistir. Bunlar arasinda
Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP), Polymerase Chain
Reaction (PCR), Short Tandem Repeats (STR) ve Mitokondriyal DNA
analizi gibi yontemler vardir. Kan, semen, ve vajinal sivilarin karigtigi
orneklerde DNA bantlarini ayirmak olduk¢a zordur (Lee ve ark., 1994).
Tablo 2.4.'de biyolojik materyallerdeki DNA miktarlar1 gosterilmektedir.

.

Ornek Tipi DNA Miktari

Kan 20.000-40.000 ng/ml
Kan lekesi(lcm®) 250-500 ng

Semen 150.000-300.000 ng/ml
Postcoital vajinal swab 10-3.000 ng

Sa¢ (koklii) 1-750 ng/root

Tikriik 1.000-10.000 ng/ml
Oral swab 1000-1500 ng

Idrar 1-20 ng/ml

Kemik 3-10 ng/mg bone

Tablo 2.1. Biyolojik materyallerdeki DNA miktarlar: (Lee ve ark, 1994).
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Adli ¢alismalarda pek c¢ok biyolojik materyalden ¢ok az miktarda
DNA izole edilebilmesi yada Ornekteki harabiyet ve/veya
kontaminasyon nedeniyle RFLP analizi yapilamamakadir. Kan, semen
ve vajinal sivilara ait lekelerden izole edilen degrede olmus DNA 'min
cok kiiciik miktarlarindan (10-20 ng.) bile ¢aligmaya elverisli olan PCR
metodunun adli ¢aligmalar icin daha uygun oldugu belirtilmektedir
(Pfitzinger ve ark., 1993).

2.5. Semen Lekesinin insana Ait Olup Olmadiginin Tespiti :

Semen lekesinin insana ait olup olmadiginin anlagilmasi i¢in insan
semeninin tavsan peritonuna zerk edilmesiyle elde edilen ve sadece insan
seminal sivisiyla reaksiyon veren presipitan serumlar kullanilir. Kan
lekelerinde oldugu gibi presipitasyonun meydana gelmesiyle sonucun

miisbet oldugu anlagilir (Wintrobe, 1967).

2.6.Semenden Kan Grubu Analizi

2.6.1.1.Kan Grubu Substanslari:

ABO kan grubu sistemi ilk kez Karl Landsteiner tarafindan 1901 yilinda
tammlanmigtir. Bu sisteme gore bireyler eritrositleri tlizerinde A ve B
antijenlerinin bulunup bulunmamasina gére A, B, AB ve O olmak {izere
4 gruba ayrilirlar (Race, 1968; Akcay, 1969; Wintrobe, 1969; Aksoy,
1975). A grubunun baglica A; ve A, olmak iizere alt gruplan vardir. A ve
B antijenlerinin eritrositlerde bulunusu genetik kontrol altindadir. Ureme

hiicrelerinin olusumu sirasinda kromozomlar ikiye boliiniir ve her iireme
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hiicresi kromozomun sadece bir dizisini alir. Bu nedenle {ireme
hiicrelerindeki kromozomlar yalmzca bir kan grubu geni tagir. Ancak
birey anne-babanin birisinden A;, A,, B,O veya ve digerinden de A, A,,
B veya O geni alir ve bireyin kan grubu fenotipi bu sekilde olusur. Bu
sisteme gbre A;, A, B, A|B, A,B ve O olmak lizere 6 ¢esit fenotip
olusabilmektedir. A ve B kan grubu antijenleri diginda bu antijenlerle
benzer kimyasal Ozellikleri tagiyan H substansi da tiim bireylerde
bulunmaktadir. H substans1 O, A, ve A,B kanlarda daima bulunmakta,
daha az olarak ta sirasiyla A;, A;B, B' de yer almaktadir. Eritrositler ne
kadar fazla H substans: igerirlerse o kadar az A ve /veya B antijeni
icermektedirler. Buda H substansinin neden en ¢ok O grubu bireylerde
bulundugunu agiklamaktadir (Darmady ve Davenport , 1958; Basaran,
1999).

Eritrositlerde bulunmayan kan grubu antijenlerine karsi plazmada
antikorlar mevcuttur. Uygun antijenle antikor bir araya geldiklerinde
aralarinda baglar olusur ve reaksiyon hiicrelerin agliitinasyonu veya
presipitasyonu seklinde ortaya ¢ikar. ABO gruplarinda bulunan antijen
ve antikorlar Tablo-1 'de gosterilmistir. ABO kan grubu antijenleri
eritrosit ylizeyinin yam sira semen, tikritkk, gézyasi, ter, idrar, feges,
vajinal sekresyon, mukus gibi viicut sivilari, dokular ve killarda da
bulunur (Wintrobe, 1967; Pereira, 1976; Davies, 1978; Fowler, 1985;
Chase, 1986).

ABO sisteminin olusumundan 9. kromozomun uzun kolunda
bulunan iki genetik lokus sorumludur. Bu lokuslardan birinde H ve h
olmak fizere iki allelik gen, digerinde ise A;, Ay, B ve O olmak {izere 4

major allel vardir. Hh genini kalittmi ABO sisteminden bagimsizdir.
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Ancak ABO sisteminin olusabilmesi i¢in baskin olan H genini mutlaka
bulunmasi1 gerekir. Cok nadir olarak hh genine sahip insanlarin
eritrositleri higbir antijenik yap1 tagimaz fakat plazmalarinda antikor
vardir. Bu yapiya sahip olan bireyler “Bombay Fenotipi” olarak
adlandirilirlar (Bagaran, 1999).

Kan Grubu Eritrositteki Plazmadaki Antikor
Antijen
A A+ A Anti-B
A, A+H Anti-B (Anti-A;)
B B (+H) Anti-A
0 H Anti-A
Anti-B
A;B A+ A+B
A,B A+ B (+H) (Anti-A,)

Tablo 2.2. ABO sisteminde baglica kan grup antijenleri ve antikorlar (Basaran,1999)

Dogada pek ¢ok bitki ve hayvanda insan eritrosit antijenlerini
agliitine eden antikorlar bulunmaktadir.Ulex Europeaus bitkisinden Anti-
H, Dolichos biflorus'tan Anti-A;, Vicia graminea'dan Anti-N, Marasmius
oreades'ten Anti-B izole edilerek agliitinasyon deneylerinde kullanilan
test serumlar elde edilmektedir (Biiytikytiksel, 1974).



17

ABO kan gruplarmin dagilimi toplumdan topluma oldukga
degismektedir. Aralarinda Tiirkiye'nin de bulundugu kimi toplumlara
iligkin ABO kan grubu sikliklar1 Tablo-2.6.1.2'de gosterilmigtir.

A B AB 0
Tiirkiye 42.1 16.4 59 35.6
A:B:D (Beyaz) 36.4 13.5 4.5 45.6
Cin 25.1 34.2 10.0 30.7
Ingiltere 41.7 8.6 3.0 46.7
Japonya 17.3 13.6 4.9 63.9
Almanya 41.9 11.1 4.2 42.8
Italya 40.8 8.9 3.6 46.7

Tablo 2.3. ABO kan gruplarinin degisik toplumlardaki (%) dagdimlar:
(Basaran,1999)

ABH antijenlerinin iki farkli formu vardir. Birincisi beyin digindaki
tim dokularda ve eritrositlerde yer alan, alkolde ¢o6ziinebilir form;
ikincisi ise sekretor bireylerin viicut sivilar1 ve dokularinda bulunan,
ancak eritrositlerde bulunmayan suda ¢oziinebilir formdur (Wintrobe,
1967). Bir bireyin suda ¢6ziinebilir tipte kan grubu substanslarini viicut
stvilarina salgilayabilme yetenegine “sekretorlik” adi verilir. ABO
antijenlerini yalmizca eritrositlerinde tagiyan ve viicut sivilarindan kan
grubu belirlenemeyenlere non-sekretdr bireyler denir. Sekretorliik
yetenegi bir ¢ift allel gen tarafindan kontrol edilmektedir (Se, se). Bu
genler ABO genlerinden bagimsiz olarak kalitilmaktadir. Se se ve Se Se
grup Kkisiler sekretor, se se grup Kisiler non-sekretordiir. Sekretorliik
Mendeliyen kalitimla aktarilir (Basaran, 1999). insanlarin yaklasgik %
25’i non-sekretérdiir (Race, 1968; Oztiirel, 1971; Tunali, 1995).

Ulkemizde yapilan bir aragtirmada ise toplumdaki non-sekretérliik orani
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% 27,5 olarak tespit edilmistir (Tunah ve ark., 1986). ik kez 1939
yilinda bazi Japon aragtirmacilar tarafindan bulunan Lewis antijenlerinin
de sekretorlik ozelligi ile baglantili oldugu anlagilmis ve Le (at)
kisilerin ABO antijenleri i¢in non-sekretér oldugu belirlenmistir. Buna
gore Le (atb-) fenotipteki bireyler non-sekretdr, Le (a-b+) olanlar
sekretor ve Le (a-b-) olanlar her zaman olmasa bile genellikle
sekretordiirler (Race, 1968). Absorbsiyon-eliisyon teknigi ile Le® ve Le®
antijenlerinin 1 yillik kan lekelerinde tespit edilebildigi baz1 ¢aligmalarda
belirtilmekle birlikte bu antijenierin semende ¢ok az miktarda bulunmasi
kurumus semen lekelerinde tespitini zorlagtirmaktadir (Basler, 1986;
Soyza ve Garland, 1988).

Semendeki antijenik yapilar: belirlemek i¢in elektroforez teknigi ile
yapilan ¢aligmalarda suda ¢oziinebilir ve ¢dziinemez tipte fraksiyonlar
elde edilmistir. Bunlar arasinda glikopeptid yapida kan grubu antijenleri
de bulunmaktadir (Scacciati ve Mancini,1975). Daha sonralar
immiinelektroforez ve mikrokataforezle yapilan deneylerde ABH
antijenlerinin hem seminal sivida hem de spermatozoa’nin membran
yiizeyinde bulundugu saptanmig ve seminal sividaki bu antijenlerin
orijininin erkek {ireme sistemine ait bezlerin sekresyonu oldugu
anlagilmigtir (Hekman, 1969; Quinlivan, 1969). Seminal sividaki
antijenler kisi sekretdrse serolojik yontemler kullanilarak tespit edilebilir
ancak spermatozoa’nin kan grubu antijenlerini belirlemek icin
kataforetik metodlarin uygulanmasi gerekir, bunun i¢in kiginin sekretor
Ozellikte olmas1 gerekmemektedir (Ackerman, 1969). Kerek’in
immunofloresan ve mixed agliitinasyon y6ntemleri ile yaptig1 deneylerde
de antijenik materyalin spermatozoa’dan ¢ok seminal sivida var oldugu

belirlenmistir (Kerek, 1974). Semen lekelerindeki kan grubu
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antijenlerinin  dayamkliligim  tespit etmek igin  mikroplate
hemagliitinasyon yontemi ile yapilan bir ¢alismada -20°C ve +4°C'de
kuru halde saklanan lekelerdeki A, B, H diizeylerinin 10 ayda yariya
distligli; 37°C'de saklanan lekelerdeki yarilanma siiresinin ise 1 ay
oldugu belirlenmigtir. Ayrica nem, sicaklik ve 151k faktorlerinin semen
lekelerindeki antijenleri hizli bir gekilde harab edici etkisinin oldugu
saptanmistir (Baechtel, 1985). Baz1 kaynaklarda ise kuru halde soguk
ortamda muhafaza edilen 2 yillilk semen lekelerinden ABO grup
tayininde basarili olundugu belirtilmistir (Oztiirel, 1971).

Semen lekelerinden Lewis tiplendirmesinde klasik hemagliitinasyon
metodlar1 kullamlmakla birlikte eritrositlerdeki Lewis antijen miktarinin
az olmasina baglh olarak deney sonunda olusan agliitinasyonlarin zayif
ve kolay bozulur yapida oldugu belirtilmistir. Pek c¢ok insan kan
orneklerinden Le (a-, b-) olarak tiplendirilse de diger viicut sivilari ile
yapilan aragtirmalarda Le (a-, b+) olduklar: tespit edilmigtir. Le* ve Le®
aktiviteleri arasindaki bu farklilifin sekretor bireylerde ABO gruplariyla
iligkili oldugu; A, ve O grubu kisilerin Le* ve Le® antijen diizeyleri
arasindaki farkliligin ¢cok olmasina karsin en az A; ve B grubu bireyler

arasinda tespit edildigi belirtilmistir (Soyza, 1991).

ABO kan grubu genetik polimorfizmlerinin  fenotipik
goriinimlerinin dokular arasinda degisebilecegi ender durumlar da
vardir. Pereira’nin yaptig1 ¢caligmalarda ayni bireye ait viicut sivilarinda
birine antijen sekresyonu yapilirken bagka bir siviya ¢ok az sekresyon
yapilabilecegi veya hi¢ yapilamayacagi durumlar tespit edilmigtir

(Pereira, 1976).
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Kan gruplann tipta, Ozellikle transflizyon ve transplantasyon
uygulamalarinda ¢ok onemlidir. Ayrica adli tipta babaligin reddi ve
kimlik belirleme gibi aragtirmalarda yararlamlan en Onemli genetik

isaretlerden biridir.

Viicut sivilarindan ABO kan grubu tayininde kullamilan pek ¢ok
yontem olmakla birlikte az miktarda 6rnekle ¢caliymaya olanak saglayan
ve kolay uygulanabilir yontemler Adli Seroloji ¢alismalarinda &nem

kazanmustur.

2.6.2.Semen Lekelerinden ABO Grup Tayininde Kullamilan

Yontemler

2.6.2.1.Absorbsiyon-Inhibisyon Testi :

Schiff-Holzer agliitinin baglama testi olarak ta adlandirilan bu
metodda lekedeki antijenlerin kendine 6zgii antikorlar1 baglamasindan
yararlamlmaktadir. Lekeli materyal {izerine antiserum ilave edilerek
+4°C'de gece boyu inkiibasyona birakilir. Kullanilan antiserumlarin
aktivitesinin her deneyde kontrol edilmesi ve optimal reaksiyon
aktivitesinin '/,s¢ salin titresinin altinda olmamas: hatali sonuglandirma
yapilmamas1 bakimindan &nemlidir. Inkiibasyon sonunda tiiplerde
bulunan antijene baglanmamis antiserumlar %’den '/»ss’ya kadar
diliisyon olacak sekilde hazirlanmug tiiplere aktarilir ve {izerinde
antiserumla ayni gruptan olmak lizere % 2-5’lik eritrosit slispansiyonu
eklenir. Oda sicakliginda 1-1.5 saat bekletildikten sonra tiipler 5dk. 3000
devirde santriflij edilerek agliitinasyon olup olmadig incelenir. Kumasin

lekesiz kismindan alinan materyale de aym islemler uygulanarak bir
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kontrol grubu olusturulur (Davies, 1978; Tunali, 1995). Degerlendirme
esnasinda kontrol grubunda agliitinasyonun goriildiigli maksimum
titrasyonla lekeli grupta agliitinasyonun goriildiigli maksimum titrasyon
arasinda en az 3 diliisyon fark olmasi halinde antiserumlarin lekedeki
antijenler tarafindan inhibe edildigi sonucuna varilir. 1988 yilinda Lee ve
arkadaglar1 iki boyutlu absorbsiyon-inhibisyon yontemini gelistirmis ve
bu sekilde metodun hassasiyetinin arttigim belirtmislerdir (Lee ve ark.,
1988).

2.6.2.2. Absorbsiyvon-Eliisyon Testi :

Absorbsiyon-eliisyon teknigi lekedeki antijenlerin iizerine antikor
eklenmesi suretiyle baglanmalari, baglanmamig antikorlarin yikama ile
ortamdan uzaklastirilmasi; daha sonra isitma yoluyla antikorlarin eliie
edilmesi esasina dayanir. Uygun eritrositlerin eliiata eklenmesi ile olugan
agliitinasyon reaksiyonlar1 degerlendirilerek sonuca varilir. A tiiptindeki
agliitinasyon lekenin A grubu oldugunu, B tiipiindeki agliitinasyon B
grubu oldugunu, her iki tiipteki agliitinasyon ise lekenin AB grubu
oldugunu gosterir. Her iki tiipte de agliitinasyon olmamasi lekenin O
grubu oldugunu diigiindiirmekle birlikte anti-H ile yapilacak deneyde
kesin sonuca varilabilir. Deneyin yapilmasi sirasinda antiserumlarin
aktivitesinin yam sira eliisyon evresinde kullanilan su banyosunun 56-60
°C, yikama islemi esnasinda kullanilan serum fizyolojigin +4 °C
sicaklikta olmasina ve yikama igleminin 5-7 kez yapilmasmna dikkat
edilmesi gerektigi cesitli kaynaklarda belirtilmistir (Kind, 1960; Oztiirel,
1971).
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2.6.2.3.Mixed Agliitinasyon Yontemi :

Bu yOntem absorbsiyon-eliisyon metodunun mikroskobik olarak
uygulanmasidir. Lekeli materyalden alinan lifler lam {izerine konularak
antiserum ilave edilerek 1-2 saat nemli kamerada bekletilir. Serum
fizyolojikle 3-4 yikamanin ardindan % 0.5’lik uygun eritrosit
slispansiyonu da lam iizerine damlatilir ve oda sicakliginda 2 saat
birakilan materyalde agliitinasyon olup olmadigi mikroskobik olarak
tespit edilir. Kontrol grubu olusturularak calisilmasi sonuglarin dogru
olarak degerlendirilmesi bakimindan 6nem tagir (Tunali, 1995).

2.6.2.4.ELISA :

Viicut sivilarindan ABO grup tayininde ve Le tiplendirmesinde
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) metodu da
kullanilmaktadir. Yontemin esasi, mikroplate'ler iginde leke
ekstraktindaki antijenlerle isaretlenmis monoklonal antiserumlarin bir
araya getirilmesi ve dansitometre yardimiyla absorbanslarin olgiilerek
olusan reaksiyonlarin degerlendirilmesine dayanir (Soyza, 1991). ELISA
ile monoklonal antikorlarin yam sira poliklonal antikorlarla da yapilan
caligmalarda metodun hassasiyetinin arttig1 gézlenmis ancak infeksiyon
riski nedeniyle poliklonal antikorlarin kullamminin tercih edilmedigi
belirtilmigtir (Kobayashi ve ark., 1999). ELISA metodunda Nitroseliiloz
membran kullamlarak semen, tiikriik, idrar ve vajinal sivilara ait
lekelerden ABO ve Lewis tiplendirmesi yapilan bir ¢aligmada ise
indikator hiicre eklenmesine gerek kalmadan bagarili sonuglar elde
edildigi bildirilmigtir. Nitroselilloz membramn kullamlma amacinin
yOntemin hassasiyetinin artirilmasimin yam sira pahali olan maliyetinin

de diiglirlilmesi olarak agiklanmigtir (Pflug ve ark., 1989).
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3. GERECLER VE YONTEM :

3.1.Geregler :

1. Grubu bilinen semen lekeleri
2. Anti-A serumu
3. Anti-B serumu
4. Anti-H serumu
5. Schiff ttipleri
6. Pastor pipetleri
7. Serum fizyolojik
8. Porttiip

9. Santrifiij

10. Su banyosu

11. Termometre

12. Lam ve lamel

13. Mikroskop

3.2.Yontem :

Bu ¢alismada H.U.Tiip Bebek ve Uroloji Kliniginden 2 ay boyunca
toplanan 74 semen o6rnegi kullamlmigtir. Kan grubu kayitlarina ulagilan
donérlerden alinan sivi semen Orneklerinden 5x5 cm.’lik beyaz keten
kumaglar iizerine 1 ml. damlatilarak giines 15181 almayan bir ortamda oda

sicakhiginda 1 giin kurumaya birakilmigtir.
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(Caligmada test serumu olarak anti-A, anti-B (Eryclone, Tulip
Diagnostics Ltd.) ve anti-H lectin (Ulex europaeus) (Dominion
Biologicals Ltd. ) kullanmilmgtur.

Lekeli kumaglardan alman yaklagik 0.5 cm?®lik materyal deney
tiiplerine alinarak A tiiplerine Anti-A, B tiiplerine Anti-B ve H tiiplerine
Anti-H serumlarindan 2’ser damla damlatilmig ve tiiplere Ornek
numaralar1 yazilmistir. Aym iglem kumagin lekesiz kismindan alinan
materyale de uygulanmig ve bu tiipler AK (A-kontrol), BK (B-kontrol)
ve HK (H-kontrol) olarak etiketlenmistir. Daha sonra bu tiipler antijen-
antikor birlesmesi i¢in +4°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmigtir.

I I I nT T O m m m K K K

A B H A B H A B H A B H
O N0 RO 2O N0 RNO INO IO INO RN RNO RO RN /-
O O OO0 0 0o o0 o oo 14
O INO IO IO N0 INO IO IO INO IR0 BNO RN ISl
O O O 0O 0 0O OO0 0O OO0 O 116
O O 0 0O OO0 00000000
O O OO0 O O 0 OO0 0O OO0 O 4
O O OO0 000000000 v
O O O O O O 0O 0 00 00O 0O O 1125

Sekil 1-Absorbsiyon-inhibisyon Yonteminde Kullamlan Porttlip Semas.

Deneyin absorbsiyon-inhibisyon asamasi i¢in Schiff tiipleri porttiibe
sekildeki gibi dizilerek etiketlenmistir. Her 6rnek i¢in soldan saga A, B,
H grubu ve yukaridan agagiya diliisyon oranlar1 yazilmigtir. Kontrol
grubu icin de aym siralama uygulanmigtir. Biitlin tiiplere 2’ser damla
serum fizyolojik damlatilarak, buzdolabinda antijen-antikor birlegsmesi
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icin inkiibasyona birakilmig olan tiiplerden alinan 2’ser damla &rnek ,
porttiipte soldan saga birinci siradaki ilk tliplere konmustur. Daha sonra
her siradaki materyal !/,ss’ya kadar diliie edilmistir.

Deneyde kullanilacak olan eritrosit slispansiyonlarini hazirlamak
i¢in gereken A, B ve O grubu diiz kanlar Serpil Akdag Kan Merkezinden
temin edilmistir. Uzerlerine 2/3 oraninda serum fizyolojik eklenerek
yikanan kanlar 3000 devirde 5dk. santrifiij edilmis, santriflij sonunda
iistte kalan serum kisrm atilarak dipteki eritrositler izerine yeniden
serum fizyolojik ilave edilerek santrifiij edilmigtir. Yikama igleminin 3
kez yapilmasinin ardindan dipte kalan eritrositerden 4 damla alinarak
lizerine 196 damla serum fizyolojik ilave edilmis ve bu sekilde % 2’lik
eritrosit slispansiyonu hazirlanmagtir.

Porttiipte siralanmig diliisyonlu tliplerden A ve AK tliplerine A
grubu, B ve BK tiiplerine B grubu, H ve HK tiiplerine de O grubu
eritrosit siispansiyonundan 1’er damla damlatilmig ve tiipler 1 saat oda
sicaklifinda bekletmenin ardindan 3000 devirde 3 dk. santrifijj
edilmigtir. Tiiplerdeki agliitinasyon makroskobik olarak tespit edilmis,
agliitinasyonun zayif oldugu orneklerde mikroskobik degerlendirme
yapilmgtir.

Deneyin absorbsiyon-eliisyon asamasinda ise +4 °C’de 1 gece
absorbsiyona birakilan ve iglerinden 2’ser damla antiserum alinan
tiiplerdeki materyaller kullanilmustir. Iglerindeki antiserumlarn cekilmis
olan tiipler +4 °C’deki soguk serum fizyolojik ile 3 kez yikanmig ve bu
islemle lekedeki antijenlere baglanmamig olan serbest antiserumlar
ortamdan uzaklagtirnlmigtir. Daha sonra her tiipe 1’er damla serum
fizyolojik damlatilarak tlipleri agzi parafilmle kapatilmigtir. Lekeli
antijenlere baghh antikorlarin ellisyonu igin tiipler 56°C’lik su

banyosunda 10dk. bekletilmigtir. Tiiplerin isisinin 56 °C’nin altina
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distligli durumlarda eliie olan antiserumlarin yeniden lekedeki
antijenlere baglanmasim 6nlemek amaciyla tiipler sicak su banyosundan
¢ikarilmadan iglerindeki antiserum baglanmis materyalden 1’er damla

alinarak Schiff tiiplerine aktarilmistir.

I II m K
A 1O O O O
B 1O O O O
H O O O O

Sekil 2-Absorbsiyon-eliisyon Yonteminde Kullanilan Porttlip Semasi.

Porttiibe sekildeki gibi siralanan Schiff tiipleri etiketlenerek A ve
AK tiiplerine A grubu, B ve BK tiiplerine B grubu, H ve HK tiiplerine de
O grubu %2'lik eritrosit siispansiyonlarindan 1'er damla damlatilmstir.
3000 devirde 3 dk. santriflij edilen tiiplerdeki agliitinasyonlara bakilarak

sonuglar degerlendirilmigtir.

3.3. Istatistiksel Analiz:

Elde edilen bulgular, o6zellikle iki konumlu degiskenlerin
karsilagtirildif1 ¢aligmalarda, karar Ogelerinin sonuglar1 arasindaki

uyumu degerlendirmede kullanilan kappa yontemiyle degerlendirilmigtir.



4.BULGULAR

27

Deneylerden elde edilen bulgular tablolar halinde asagida sunulmustur.

Tablo 4.1: A GRUBU

ABS-INHIBISYON

ABS-ELUSYON

Anti-A

Anti-B

Anti-H

Anti-A

Anti-B

Anti-H
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Tablo 4.2: B GRUBU
|  ABS-INHIBiSYON | ABS-ELUSYON
Anti-A | Anti-B | Anti-H | AntirtA | Anti-B | Anti-H
1 + - + - + -
2 + + + - - -
3 + + + - - -
4 + - + - Z -
5 + - + - + -
6 + + + - - -
7 + - + - + -
8 + - + - + -
9 + - + - + -
10 + + + - - -
11 + - + - + -
12 + - + - + -
Tablo 4.3: AB GRUBU
| ABS-INHIBISYON | ABS-ELUSYON
Anti-A | Anti-B | Anti-H | Anti-tA | Anti-B | Anti-H

1 - - + + + -
2 - Z Z + + -
3 + + + - - -
4 - - + + + -
5 - - + + + -
6 + + + - - -
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Tablo 4.4: 0 GRUBU
| ABS-INHIBISYON | ABS-ELUSYON
Anti-A | Anti-B | Anti-H | Anti-A | Anti-B | Anti-H

1 + + - - - +
2 + + - - - +
3 + + Z - - +
4 + + + - - -
5 + + - - - +
6 + + + - - -
7 + + - - - +
8 + + - - - +
9 + + - - - +
10 + + + - - -
11 + + - - - +
12 n ¥ Z - - Z
13 + + - - - +
14 + + - - - +
15 + + + - - -
16 + + - - - +
17 + + = 4 - +
18 + + B - - +
19 + + = - - +

Y.N.:Yalanci Negatiflik
Y.P.:Yalanci Pozitiflik

Z: Zayif agliitinasyon (&)
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Antij Do Yanlt
ten g Kararsiz ; Total
Belirlenemeyen Sonug Sonug

Absorbsiyon-

omeye %31,1 %648 | %41 . % 100
Eliisyon
Absorbsiyon-
. y % 31,1 % 60,8 % 5,4 % 2,7 % 100
Inhibisyon

Tablo 4.5.Deneylerden alinan sonuglarn yiizde olarak gosterilmesi.

Her kan grubu igin absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon
yontemleri kullamlarak elde edilen bulgularin karsilagtimlmast grafik
4.1-4 4' de sunulmugtur.



Grafik 4.1: A Grubu Orneklerden Elde Edilen
Sonuglann % Degisim Grafigi
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Grafik 4.2:B Grubu Omeklerden Elde edilen
Sonuglann % Degisim Grafigi
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Grafik 4.3:AB Grubu Orneklerden Elde Edilen
Sonugclann % Degisim Grafigi
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Grafik 4.4:0 Grubu Orneklerden Elde Edilen
Sonuglann % Degisim Grafigi
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TARTISMA

Bir cinsel saldir1 olayinda bazen iki farkli kan grubuna sahip kisi
hakkinda iddia bulunabilir. Bu kisilerden hangisinin cinsel saldirida
bulundugunun anlagilmas agisindan eritrosit ylizey antijenlerinden ¢evre
sartlarina en fazla direng gosteren ve aragtirilmas: diger gruplardan daha
kolay olan ABO grubunun incelenmesi gerekir. Toplumun % 77.5'inin
sekretor 6zellikte oldugu dikkate alindiginda (Tunali, 1986), ABO grup
tayininin yapilmas1 gerektigi kabul edilmektedir.

Absorbsiyon-inhibisyon ve  absorbsiyon-eliisyon yOntemleri
kullamlarak toplam 74 semen lekesi Orneginden ABO grup tayini
yapilmgtir. Her iki yontem de Adli Seroloji de biyolojik materyallerden
grup tayininde uzun yillar kullamlmigtir. Ancak literatiirdeki baz1
caligmalarda absorbsiyon-ellisyon yOnteminin daha hassas oldugu
belirtilmektedir (Pereira, 1976; Chase, 1986; Oepen, 1988). Bazi
kaynaklarda ise absorbsiyon eliisyonun hassas bir metod olmakla birlikte
antijen benzeri yapilarla veya mikroorganizmalarla kontaminasyon
oldugu durumlarda bazi yanhs pozitif sonuglarin alinmasina neden
oldugu anlatilmaktadir (Davies, 1984). Bu ¢aligmada aym 6rnekle her iki
yontemle Dbirbirinin ardi swa ¢alisilmig ve alinan sonuglar
karsilastirildiginda dogru sonuglarin elde edilmesi bakimindan yontemier
arasinda anlamh bir fark olmadig1 gbzlenmistir. 74 6rnekten 23'tinde iki
yontemle de herhangi bir antijenin varhiim belirtecek bir reaksiyon elde
edilmemistir. Bu sonuglarin semen lekesinin non-sekretdr bireylere ait
olmasi veya semendeki antijen konsantrasyonunun tespit edilemeyecek

kadar diisik diizeyde olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiigtiir.
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Pereira'da yaptig1 bir caligmada aym bireye ait viicut sivilarindan birine
antijen sekresyonu yapilirken, bagka bir siviya c¢ok az sekresyon
yapilabildigi veya hi¢ yapilamadigi durumlar oldugunu belirtmistir
(Pereira, 1976 ).

Absorbsiyon-inhibisyon yontemiyle yapilan 74 deneyden 1'inde
yalanci1 pozitif, 1'inde yalanci negatif reaksiyon goriilmiis, 3'inde ise
zayif agliitinasyon nedeniyle kesin bir sonuca ulagilamamigtir. Herhangi
bir antijenin varlig1 saptanan drneklerde dogru sonuca ulagabilme orami
%90.2 olarak bulunmus, yanli§ sonu¢ alinan ya da zayif agliitinasyon
nedeniyle grubuna karar verilemeyen Orneklerin oram ise %9.8 olarak
tespit edilmigtir. Absorbsiyon-eliisyon y6ntemiyle yapilan deneylerde
yalanci pozitif bir sonuca rastlanmamakla birlikte 3 Ornekte zayif
agliitinasyon goriilmesi nedeniyle kesin bir sonu¢ alinamamigtir. Eltisyon
yontemi i¢in herhangi bir antijenin varlif1 tespit edilebilen 6rneklerden
dogru sonuca ulagma oraninin %94.2 oldugu belirlenmistir. Tablo 4.1.'de
goriildiigli gibi absorbsiyon-inhibisyon metoduyla yapilan deneylerde A
grubu semen Orneklerinden 1'inde yalanci A negatif, 1'inde yalanc1i H
pozitif reaksiyon g6zlenmis; aym Orneklerden yapilan absorbsiyon-
elisyon metoduyla benzer yalanci pozitif veya negatif sonuglar
alinmamigtir. Absorbsiyon-inhibisyon yonteminde tespit edilen yalanci
A negatif reaksiyonun 6rnekteki diigiik antijen diizeyi veya ortamda fazla
miktarda serbest antiserum kalmasina bagl olarak meydana gelen deney
hatasindan kaynaklanabilecegi diigtiniilmiistiir. Absorbsiyon-inhibisyon
yonteminde A grubu dondre ait semen Orneginde g6zlenen yanhs H
pozitif sonug ise bireyin A, alt gruptan olmasi durumunda tagiyacagi H
antijeni nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir. Calismamiz sirasinda ABO

gruplarinin alt gruplarim belirleme olanagimiz olmadif i¢in lekenin
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hangi alt gruptan oldugu bilinmemektedir. Ancak Fowler'in yaptig1 bir
caligmada da A grubu bireylerin sekresyonlarinda ender olarak H antijen
diizeyinin A'dan yiiksek olabilecegi belirtilmistir (Fowler, 1985). O
grubu 2 lekede ise anti-H ile ¢ok zayif agliitinasyon tespit edilmis ve
kesin bir tespit yapilamamigtir. Anti-H kullanilan deneylerde gézlenen
zayif agliitinasyonlarin nedeninin antiserum aktivitesinin yetersizligi
olabilecegi diistintilmektedir. Graves'de yaptift bir ¢aliymada deney
srrasinda  anti-H'in reaksiyon aktivitesinde azalmalar oldugunu
kaydetmig ve antiserumlarin aktifliginin kontrol edilmesi gerektigini
vurgulamigtir (Graves ve ark., 1978). Kriminal olaylarda, olay yerinde
tespit edilen biyolojik deliller genellikle az miktardadir. Kiiciik
miktarlardaki  6rneklerden @ABO  gruplandirmasinin  yapilacagi
durumlarda antiserumun diltie edilmesi gerektigi de gesitli kaynaklarda
belirtilmistir (Fowler ve ark., 1985).

Calismalarda elde edilen zayif agliitinasyonlara bagh olarak tabloda
(z) olarak gosterilen 7 deneyde lekenin ABO grubu hakkinda kesin bir
yargiya varllamamgtir. Bu sonuglar mikroskobik olarak ta
degerlendirilmig, ancak reaksiyonun pozitif ya da negatif oldugu
kesinlestirilememistir. Bu nedenlerle lekeden ABO grup tayini
yapilirken birden fazla yontemle alinan sonucun rapor edilmesinin uygun

olacag belirtilmigtir (Otker, 1994 ).

Davies'in eliisyon yontemiyle yaptig1 bir calismada yalanci B pozitif
reaksiyon tespit edilmis, yapilan aragtirmalarda herhangi bir bakteriyel
kontaminasyona rastlanmadig1 ve bu sonradan kazanilmig B aktivitesinin
kaynaginin belirlenemedigi rapor edilmigtir (Davies, 1978). Ancak
Kubomun kan lekeleriyle ve Scott'un tikkrilkk &rnekleriyle yaptigi

caligmalarda baz tiir bakteri ve mantarlarin A, B ve H antijenine benzer
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yapilar tirettikleri, E. coli, C. elegance ve A. niger gibi baz1 bakterilerin
de A, B, H antijenlerini denatiire den enzimler salgiladiklar
belirlenmistir (Scott ve ark., 1980; Kubo, 1989). Calismamizda
kullanilan keten kumaslar muhtemel kontaminasyonlarin Onlenmesi
acisindan semen lekesi olusturulmadan Once kaynatilmis ve lekeli
materyal kurutulmanin hemen ardindan kapakli karton kutular i¢inde
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Calijmamizin eliisyon asamasinda
bazi kaynaklarda belirtilen yalanci B pozitif bir reaksiyona
rastlanmamigtir. ABO grup tayini {izerine giines 15181, 1s1, nem, toz,
zaman gibi faktorlerin etkisi arastirtlmis ve bunlarin c¢alismayi
siirlandiric: faktorler oldugu bildirilmigtir (Bilge, 2003). Bu nedenle
lekenin olay yerinden seroloji laboratuvarina hizli bir gekilde

ulastirilmasi 6nemlidir.

Semen lekeleri olay yerinde genellikle magdura ait kan, idrar ve
vajinal salgilar gibi viicut sivilariyla karigmig halde bulunur. Magdurdan
alinan vajinal swab 6rneginden veya bu lekelerden ABO gruplandirmasi
yapilabilir. Ancak Fowler ve Davies'in sekretér ozellikte ornekler
kullanarak yaptifi deneylerde diger viicut sekresyonlariyla karigmis
semen lekelerinden yapilan ABO gruplandirmasinda % 66-70 oraninda
basarili olundugu belirtilmigtir (Davies, 1984; Fowler, 1985). Bizim
caligmamizda kullamlan semen lekeleri herhangi bir viicut sivisiyla
karigmams oldugu i¢in ABO gruplandirmasinda daha bagarilhh sonuglar
alinmugtir. Verilerimizde % 90-94 miisbet sonu¢ alinmasi bu incelemenin

yapilma gerekliligini gostermektedir.

Calisjmamiz sonucunda elde edilen veriler Kappa yontemiyle
degerlendirilmis ve Standart Sapma 0,67 ve P=0,000 olarak
belirlenmigtir. Istatistiksel verilerde P<0,001 degerinin tespit edilmesi
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her iki yontemle elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir farklihk

olmadigini géstermektedir.

Son yillarda DNA ile yapilan caligmalarmm viicut sivilarina ait
lekelerden bireysel 6zelliklerin ortaya ¢ikarilmasinda yiiksek giivenilirlik
oranina sahip olmasi nedeniyle adli vakalarda DNA ¢aligmalan agirhik
kazanmigtir. Lekedeki biyolojik materyalin azligi, kontaminasyon ve
denatiirasyon gibi DNA ¢aligmalarin kisitlayici faktorler olsa da PCR ve
STR gibi yiiksek hassasiyete sahip metodlarin gelistirilmesiyle kriminal
alanda DNA uygulamalarinda daha basarili sonuglar alinmaya
baglamigtir. Viicut sivilarina ait lekelerden DNA analizini yapilamadig:
durumlarda viicut sivilarina ait lekelerden ABO grup tayini igin
kullamlan absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon teknikleri
kolay uygulanabilir, az miktarda drnekle caligmaya elverigli ve diisiik
maliyetli yontemler olmalar1 bakimindan tercih edilebilir. Tek ySntemle
grup tayini yapmak yerine absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-
eliisyon yontemlerinden birlikte yararlanilmas: gerektigi kanaatine

varilmagtur.
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6.SONUC

Bu c¢aligmada cinsel saldir1 vakalarinda olay yerinde c¢ogunlukla
yatak ve giysiler {izerinde bulunan semen lekelerinden ABO
gruplandirmasinda yaygin olarak kullanilan absorbsiyon-inhibisyon ve
absorbsiyon-eliisyon metotlari, kumaglar {izerine olusturulan semen
lekelerine ardigik olarak uygulanmig ve deney sonuglan birbiriyle
karsilagtirilmigtir. Elde edilen bulgulara gore her iki yontem arasinda
anlamlhi bir farkliik bulunmadigi, ancak Ozellikle H antiserumu
kullanilan deneylerde absorbsiyon-eliisyon yontemiyle, absorbsiyon-
inhibisyona gére daha kuvvetli agliitinasyonlarm tespit edildigi
belirlenmigtir. Semen lekelerinden ABO gruplandirmasi yapilirken her
iki yontemi de kullanarak sonuglarin degerlendirilmesinin uygun olacag:
kanaatine varilmigtir. Ancak iki metot da non-sekretdr bireylerin viicut
stvilarmdan ABO grubunu saptamaya elverigli olmadigindan higbir
antijenin tespit edilemedigi durumlarda daha spesifik yOntemler
uygulanmalidir.
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OZET

Semen Lekesinden ABO Grup Tayininde Kullamlan Absorbsiyon-
Inhibisyon ve Absorbsiyon-Eliisyon Metodlarmin Karsilastiriimasi

Hakkinda Bir Caligma

Cinsel saldir1 ve wrza tecaviiz gibi kriminal olaylarda, ¢ogunlukla
olay yerindeki egyalar veya magdurun giysileri iizerinde saldirgana ait
biyolojik materyaller ve sekresyon lekeleri bulunabilir; bunlardan en sik
karsilagilani  semendir. Gilinlimiizde semen Ilekelerinden ABO
gruplandirmast ve DNA analizi yapilarak saldirganin  kimligi

belirlenebilmektedir.

Viicut sivilarina ait lekelerden kan gruplarmi1 belirlemek igin
kullanilan absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon yontemleri,
leke tespit edilebilecek miktarda antijen igeriyorsa, duigiik maliyetli,
kolay uygulanabilir ve giivenilirligi yiiksek metodlar olmalari
bakimindan Adli Tip uygulamalarinda yaygin olarak kullamlmigtir.
Bununla birlikte donériin non-sekretdr 6zellikte olmasi veya lekedeki
antijen miktarinin yetersizligi, sicaklik, nem, 151k, kontaminasyon ve leke

yasi her iki yontemin uygulanabilirligini kisitlayan etkenlerdir.

Bu ¢alismada 74 semen lekesinden absorbsiyon-inhibisyon ve
absorbsiyon-eliisyon yoOntemleri ardisik olarak kullanillarak ABO
gruplandirmas: yapilmigtir. Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda iki
yontem arasinda anlaml bir farkliik olmamakla birlikte baz1 drneklerde
eliisyon yonteminin H antijenini belirlemede daha hassas oldugu
belirlenmistir. Lekeli 6rneklerin DNA analizi i¢in elvefisli olmadig1

durumlarda absorbsiyon-inhibisyon ve absorbsiyon-eliisyon metodlari,
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saldirganin kan grubunu tespit etmede gilivenilir y6ntemler olmalar:

bakimindan tercih edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Semen lekeleri, ABO Kan grubu, absorbsiyon-
inhibisyon, absorbsiyon-eliisyon, Adli Biyoloji.
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SUMMARY

A Research for Comparing the Absorption-Inhibition and
Absorption-Elution Methods, Used for ABO Grouping on Semen
Stains.

In many criminal cases, such as rape or attack the attacker leaves
some biological materials and secretion stains at crime scene or on the
clothes of the victim. Semen stains are the most frequently stains seen at
the crime scene. Recently ABO grouping or DNA analyzing can be used
for revealing the blood group or some identifics of the attacker from

semen stains.

Absorption-inhibition and absorption-elution methods, are cheap,
practical and sensitive methods when there are sufficient antigens for
blood grouping in forensic researches. But non-secretor status or
insufficent antigen level of donor, the temperature, the humidity and the
light of the incident site, contamination and age of the stain are the

limiting factors while putting the methods on practice.

In this research, absorption-inhibition and absorption-elution
methods are consecutively applied on 74 semen stains for ABO
grouping. It's concluded that there is no clear difference between the
methods, but elution method is found more sensitive to determine H
antigen in some material. If the stain is not suitable for DNA analyzing
both of absorption-inhibition and absorption-elution methods can be

preferred for ABO grouping due to reliability.

Key Words: Semen stains, ABO blood groups, absorption-inhibition,

absorption-elution, Forensic Biology.
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