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OZET

Adli Amach Menstriiel Kan Identifikasyonunda Kullanilan Tamimlama Yéntemlerinin

Cesitli Acillardan Karsilastirilmasi

Adli uygulamalarda siklikla kullanilan viicut sivilarinin tanimlanmasi sugun/suglunun
belirlenmesinde ve bilimsel ¢alismalarda oldukg¢a 6nemli bir rol oynamaktadir. Olay yerinden
elde edilebilecek en 6nemli kanitlar arasinda olan kan, semen, tiikiiriik, vajinal sekresyon gibi
biyolojik bulgular tanimlanma/kimliklendirme siirecini de beraberinde getirir. Kan, olay
yerlerinde en sik bulunan viicut sivilarindan biridir. Bu bulgular biyolojik olduklarindan
ornegin alinmasi agamasindan itibaren basglayan bu siiregte bozunmaya ugrama, kontamine
olma gibi muhtemel sorunlari en aza indirmek ve bu viicut sivilarinin tanimlanmasi agamasinda
basarili ve hizli bir yontem se¢gmek ¢ok énemlidir. Bu calismada menstriiel kanin tespiti i¢in
kullanilan yontemler siralanmis ve farkli agilardan kiyaslanarak hangisinin menstriiel kanin
tanimlanmasinda hangi agidan avantajli veya dezavantajli oldugu tartisilmistir. Kullanilan
yontemler mikroskobik ve molekiiler yontemler olarak ikiye ayrilmig ve 3 ticari test Kiti
incelenip karsilastirilmistir. Bunlar ParaDNA Body Fluid ID Test, SERATEC PMB Testi ve
DIMERTEST Lateks Testi’dir. Calisma sonucunda metotlar hiz, hassasiyet, giivenlik, is gucu,
maliyet, tasmabilirlik ve rutin laboratuvara adaptasyon gibi kriterlere gore tartisilmis ve
metotlar siralanan kriterlere gore yapilan degerlendirmede menstriiel kanin tanimlanmasinda
SERATEC PMB Testi ve DIMERTEST Lateks Test hizli taramada one ¢ikarken, ParaDNA
BF ID Testi ile diger RNA dayali ters transkriptaz kantitatif PCR’in yiiksek baglangi¢
maliyetine sahip olsa da yanlis pozitif olasiligini diigiik olmast ve minimum numune kaybi ile

uzun vadede maliyet etkinligi sundugu anlagilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Adli bilimler, Biyobelirtegler, Kimlik tespiti, Mikro RNA, Vicut

stvilarinin tanimlanmasi



ABSTRACT

Comparison of Identification Methods Used in Menstrual Blood Identification for

Forensic Purposes from Various Perspectives

Identification of body fluids, which are frequently used in forensic applications, plays a very
important role in determining the crime/criminal and in scientific studies. Biological findings
such as blood, semen, saliva, saliva, saliva, vaginal secretions, which are among the most
important evidence that can be obtained from the crime scene, bring along the identification
process. Blood is one of the most common body fluids found at crime scenes. Since these
evidences is biological, it is very important to minimize possible problems such as deterioration
and contamination in this process starting from the sampling stage and to choose a successful
and fast method for the identification of these body fluids. In this study, the methods used for
the identification of menstrual blood were listed and evaluated according to different criteria
(speed, sensitivity and sample quantity, safety, workforce, cost, portability and adaptability to
the routine laboratory) and the advantages/disadvantages of each criteria for different methods.
The methods used were divided into microscopic methods and molecular methods and 3
commercial test kits were compared. These kits are ParaDNA Body Fluid ID Test, SERATEC
PMB Test and DIMERTEST Latex Test. As a result of the study, the methods were discussed
according to criteria such as speed, sensitivity, safety, workforce, cost, portability and
adaptability to routine laboratory use. In the evaluation of the methods according to the criteria
listed, SERATEC PMB Test and DIMERTEST Latex Test stand out in rapid screening for the
identification of menstrual blood, while ParaDNA BF ID Test and other RNA-based reverse
transcriptase quantitative PCRs have a high initial cost, but offer cost-effectiveness in the long

term with low false positive probability and minimal sample loss.

Keywords: Forensic science, Biomarkers, Identification, Micro RNA, Body fluid

identification



1. GIRIS VE AMAC

Viicut sivilarinin tanimlanmasi, bir siiphelinin kimliginin belirlenmesine yardimci
olabilecegi ve ger¢eklesen sug faaliyetinin tiirii hakkinda bilgi saglayabilecegi i¢in adli bilimler
caligmalarinin 6nemli bir yonidiir. Olay yerinde en sik karsilasilan viicut sivilart arasinda
periferik kan, menstriasyon kan, seminal ve vajinal siv1 ile gbzyasi ve tikiirik yer alir. Kan
gorsel olarak diger sivilardan kolayca ayirt edilebilirken, periferik kan ile menstriiasyon kanini
birbirinden ayirmak i¢in daha detayli analiz gerekmektedir. Periferik kanin varligi travmatik
bir nedene isaret edebilir veya bir siddet eyleminin gerceklesmis olma olasiligimni
destekleyebilir. Menstriiel kan varligi ise cinsel saldir1 iddias1 s6z konusu oldugunda énemli

bir bulgu olabilir.

Adli bilimlerde siiregelen gelismeler ve zamanla degisen ve gelisen teknoloji ile vicut
stvilarinin tanimlanmasinda daha hizli ve daha giivenilir metotlar gelistirilmistir. Bu ¢alismada
giniimizde menstriiel kanin tanimlanmasi amaciyla kullanilan yontemlerin farkli kriterler

acisindan karsilagtirllmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Viicut sivilari, failin kimligini tespit etmek i¢in kullanilabilecek degerli DNA kanitlar
igerir. Viicut sivisi ile DNA profili arasinda bir baglant1 kurulmasi bu kanita daha fazla agirlik
kazandirirl. Adli bilimlerde viicut stvilarinin tanimlanmas biiyiik onem tasir. Adli toplulugun
karsilastig1 zorluklardan biri, Adli tip camiasinin karsilagtigi zorluklardan biri, giivenilir bir
biyobelirtecin nasil bulunacagi ve viicut sivilarinin hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in dogru
bir yontemin nasil gelistirilecegidir.? Olay yerinde bulunan biyolojik materyalin tanimlanmasi,
sucun/olayin yeniden yapilandirilmasinda kullanilabilir. Belirli bir viicut sivisinin mevcut olup
olmadiginin belirlenmesi ve daha sonra bunun tanimlanmasi, adli bilimler aragtirmalarinda

genellikle DNA profilinin ¢ikariimasindan énceki ilk adimdir®.

Viicut sivilan serolojik testlerle, dogal formlarinda (sivi veya sivi-kati karismis sekilde)
veya olay yerindeki kalintilar (kurumus leke, baska sivi veya kati maddelerle karigmis vs.)
olarak tespit edilebilir ve tamimlanabilir®. Viicut sivisi icerdiginden siiphelenilen bulgular
serolojik testler ve DNA analizi i¢in laboratuvarlara gonderilir. Fakat serolojik analiz asamasi
oncesinde esyalarin serolojik teste tabi tutulup tutulmayacagi veya dogrudan DNA analizine
gonderilmesi gerekip gerekmediginin belirlenmesi gerekmektedir®. Her viicut sivisi, giivenilir

DNA analizi icin spesifik metot ve prosedur gerektirir.

Bircok farkli viicut sivisi olay yerinde bulunabilir. Kan, tiikiiriik, meni, vajinal salgilar ve
idrar gibi biyolojik deliller olay yerine suclu ve/veya kurban tarafindan birakilir. Ornegin, bir
hirsiz kendini yaralayabilir ve olay yerinde kan birakabilir veya bir vandalizm eylemi olarak
evin esyalari {izerine tuvaletini yapabilir®’. Cinsel saldir1 olayin1 igeren bir baska olayda viicut
sekresyonlari olay yerinde ve/veya magdurun viicudunda gorulebilir. Olay yerinden ve/veya
stipheli/magdurdan alinan bulgularin analizlerinin serolojik analizi varsayimsal ve dogrulayici
testler ile gergeklestirilir. Varsayimsal testler, hassas ve hizli bir sekilde gerceklestirilen
metodolojilere dayanir, ancak viicut sivisina 6zgii degildir. Varsayimsal testler yalnizca sivinin
mevcut olup olmadigini gosterebilir. Diger yandan, dogrulayici testlerin tanimlanmasi istenen

viicut sivisina 0zgU olmasi beklenir.



3. ADLI BILIMLER VE MENSTRUEL KAN

Viicut sivilarinin tanimlanmasi, bir siiphelinin kimligini belirlemenin yani sira, sugun
niteligi hakkinda bilgi sagladig1 i¢in biiyiik bir oneme sahiptir. Olay yerinde en yaygin
karsilagilan viicut sivilar1 arasinda vendz kan, menstriiel kan, meni, vajinal sekresyon ve
tiikiirik bulunmaktadir. Kan, olay yerinde en sik rastlanan viicut sivilarindan biridir ve diger
stvilardan gorsel olarak kolayca ayirt edilebilir. Periferik kan ile menstriiel kanin ayriminda
daha spesifik bir yonteme ihtiya¢ oldugundan bu iki farkli viicut sivisinin ayriminin dogru
yapilmasi 6nemlidir. Olay yerinde periferik kanin varligi, bir travmanin veya siddet eyleminin
gerceklesmis olabilecegini gosterirken, menstriiel kanin dogru tespiti, cinsel saldirt sugu s6z
konusu oldugunda 6nemli bir bulgu haline gelebilir ve olay yerinin yeniden canlandirilmasina
ve bu yolla su¢ olayinin dinamiklerinin anlagilmasi i¢in de 6nemli bir rol oynamaktadir katkida

bulunabilir.

Ornegin, farkli viicut sivilarmimn bulundugu yer/yerler, olayin nasil gerceklestigi konusunda
ipuclart verebilir ve kan lekelerinin dagilimi ise muhtemel bir saldirinin yonii ve siddeti
hakkinda bilgi saglayabilir. Bu nedenle, adli bilimler uzmanlari, olay yerindeki viicut sivilarini
inceleyerek, sugun aydinlatilmasina katkida bulunabilirler. Sonug olarak, viicut sivilarimin
analizi, adli bilimlerde kritik bir yer tutmakta ve su¢larin ¢éziilmesinde 6nemli bir arag olarak

degerlendirilmektedir.

3.1 Vajinal Epitel Hicreleri

Normal bir insan vajinasi, epitel dokudan olusur ve skuam6z mukoza ile kaplidir.
Skuam6z mukozanin altinda bol miktarda bag dokusu ve kilcal damar igeren submukoza
bulunur. Submukozanin altinda diiz kastan olusan muskularis bulunur. Skuam6z mukoza ¢ok
sayida hiicre katmanindan olusur. Bazal hiicreler kiiciik boyutlu olup nispeten biylk
cekirdeklere sahiptir ve yuksek oranda proliferatiftir. Hucreler bazal tabakadan parabazal

tabakaya dogru gog¢ ettikce, farklilagmaya ugrar.



Ara tabakada hiicreler diizlesir ve ¢ekirdekleri sikisir. Epitel hiicreleri yiizeysel tabaka
olan apikal tabakaya ulastifinda, hiicreler kiigikk ve yogun ¢ekirdekleri ile tamamen

farklilagmustir.

Vajinal epitel hiicreleri deri hiicrelerinden farkli olarak keratin depolamaz. Ara ve
yuzeysel tabaka hucreleri sitoplazmalarinda bol miktarda glikojen igerir. Bu hiicrelerde
glikojen bulunmasi normal gelisimin ve vajinal epitel hiicrelerinin farklilagmasinin bir
gostergesidir. Vajinal skuamodz mukozanin apikal yiizeyi genellikle epitelin derinliklerinde
bulunan bezlerden salgilanan mukus ile kaphdir (sekil 1). Apikal katmanlardaki hucreler
zamanla parcalanir ve siirekli olarak daha derin katmanlardaki hiicrelerle yer degistirir. Bulgu
toplanmasi sirasinda vajinanin i¢ ylizeyinden 6rnek alindiginda, genellikle az sayida parabazal
hiicre iceren glikojenli hiicreler elde edilir. Vajinanin yani sira agiz boslugu, yutak, yemek
borusu, aniis ve iiretranin apeksinde de glikojenli yassi epitel hiicreleri bulunur. Vajinal epitel
hiicrelerinin farklilagmasi Ostrojen gerektirir. Ancak premenars ve postmenopozal kadinlarda
Ostrojen seviyeleri ¢ok dusiiktiir; bu nedenle vajinal epitel hiicreleri yalnizca parabazal

hiicrelere farklilasir. Bu kisilerden alinan drneklerde 6ncelikle parabazal hiicreler bulunur®.

Skuaméz mukoza

Submukoza

= Yiizeysel tabaka

Ara tabaka

’ _Parabazal tabaka
Bazal tabaka

Sekil 1: Insan vajinal dokularinin histolojik yapisi. (a) Skuaméz mukoza ve Submukoza. (b) Skuaméz mukozada
coklu hiicre katmanlar1®



3.2 Menstriiasyon ve Menstriiel Kanin Bilesimi

Menstriiasyon, ireme ¢agindaki kadinlarda aylik olarak meydana gelen rahim i¢ zarinin
dokiilmesi olarak tanimlanir. Ortalama menstriilasyon dongiisii, bir dongiiniin ilk giiniinden
digerinin ilk giiniine kadar dlgiilen yaklasik 28 giindiir. iki veya ii¢ giinliik bir sapma yaygindur.
Dongiiniin ritmi hormonlara baglidir. Rahim duvar dista perimetrium, ortada myometrium ve
icte endometrium olmak lizere ii¢ katmandan olusur. Menstriiasyon sirasinda, endometriyumun
ylizeysel tabakasi hormonal degisiklikler nedeniyle dokiiliir. Bu tabakada bulunan kan
damarlar1 dokiilme islemi sirasinda hasar gordiigiinden kanama meydana gelir. Sekil 2°de
menstriiel dongi boyunca endometriyum kalinligindaki farkliliklarin goriildiigii endometriyum
kesiti gosterilmektedir. Endometriyum, ¢ogu dokiildiigii i¢in kanamadan sonra en ince halini
alir. Duvari igindeki sarmal arterler de gosterilmistir ve hasar géren ve kanamaya neden olan
damarlar1 temsil etmektedir. Kanama siiresi 3-5 giindiir ve ortalama kan kayb1 yaklagik 50-200
mL arasindadir’®>, Menarstan menopoza kadar, kadmlar iireme ¢aglar1 boyunca 400 kez

menstriiasyon yasayabilirler®,

2 LUTEAL FAZ
FOLIKULER FAZ

Menstruasyon

Endometrial
Histoloji

1 3 5 7 9 11 13%15 17 19 21 23 25 27
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Sekil 2: Menstriiel Dongii Sirasinda Endometriyal Histolojil?



Endometrium miyometrium (kas tabakasi) lizerinde uzanan bazal tabaka (endometrium
bazalis) ve uterus limenine bakan fonksiyonel tabakadan (endometrium fonksiyonalis) olusan
iki bolgeye ayrilir. Endometrium fonksiyonalis, endometriyumun liiminal kismudir.
Endometriyumdaki dongisel degisikliklerin oldugu bolgedir ve menstriiasyon sirasinda
dokulir. Endometrium bazalis ise endometriyumun bazal kismidir ve menstriiasyon sirasinda
dokiilmez. Bu bolge, bir sonraki dongii sirasinda fonksiyoneli yenilemek i¢in hiicreler iiretir.

Uterus dongilisii sirasinda, fonksiyonel kisimda tekrarlayan fizyolojik degisiklikler meydana

gelir®,

Dongii ti¢ evreye ayrilir: menstriiel, folikiler ve luteal faz evreler. Menstriiel kanamanin
ilk giinii menstriiel fazin baslangici olarak kabul edilir. Menstriiel faz sirasinda, endometrium
fonksiyonalis dejenere olur ve uterus duvarindan siyrilir ve kanamayir meydana getirir.
Folikiler faz sirasinda, endometriyum fonksiyonelis, spiral arterlerin de ¢ogaldig
rejenerasyona baglar. Salg1 fazi sirasinda spiral arterler daha da gelisir ve kivrilir (sekil 3).
Gebelik olmadiginda, progesteron seviyesindeki azalma spiral arterlerin daralmasina yol agar
ve fonksiyonel iskemi durumu olusur (yetersiz kan akisi) ve hipoksiye (dokuda diisiik oksijen
seviyeleri) yol acar. Buna ek olarak, enzimatik bir bozunma surecinin aktivasyonu,
menstriiasyon sirasinda fonksiyonelin yikimina ve dokiilmesine neden olur. Menstriiel s1vi kan,

endometrium fonksiyonalis dokusu ve mukus icerir®.

Epitelyum

.2
Kilcal damarlar =
Rahim bezi S
F
Spiral arter 3
(9
8!
=
N
<
)
D1 D5 D10
| 'l I
menstrual Proliferatif sekretuar
dénem dénem dénem

Sekil 3: Bir menstriiel siklus sirasinda uterus mukozasmin islevselligindeki degisiklikler® (D=gin)



Menstriiel kanda endometrium artiklari, katabolitler (yikim {iriinleri), prostoglandinler,
enzimler, servikal mukus, vajinadan dokilen hiicreler ve bakteriler bulunur. Kanama yuksek
miktarda olmadik¢a, endometrium tarafindan salgilanan fazla miktardaki fibrinolizin adli
enzim tarafindan menstriiel kanin pihtilagmast Onlenir. Fibrinolitik {riinler kan pihtist
olusumunun 6nlenmesi ile iliskilidir. Normalde, bir doku veya damar yaralandiginda, yuksek
miktarda kan kaybini 6nlemek i¢in pihtilasma mekanizmasi devreye girer. Endometriumdaki
damarlar hasar gordiigiinde pihtilagma siireci aktive olur. Kanin vajinadan disar1 akmasi ve
rahimde birikmemesi i¢in sivi formda kalmasi 6nemlidir. Bu nedenle, menstriel kanda

fibrinolitik veya piht1 ¢dziicii maddelerin varlig1 séz konusudur®.

3.3 Menstriiel Kan inceleme Metotlar:

Menstriiel kanin tespiti i¢in gilinlimiize kadar c¢esitli yOntemler arastirilmis ve
kullanilmistir. Bunlar arasinda mikroskopik inceleme, laktat dehidrojenaz izoenzimlerinin
elektroforetik tanimlanmasi, fibrinolitik Giriinlerin tespiti ve mesajc1 riboniikleik asit (MRNA)

ve mikro RNA (miRNA) profilinin ¢ikarilmas1 yer almaktadir®.



3.3.1 Mikroskopik Yontemler

3.3.1.1 Lugol iyot Boyama Yéntemi

Adin1 Fransiz doktor Jean Lugol'den alan Lugol iyot ¢6zeltisi, adli uygulamalarda
glikojenlenmis vajinal epitel hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Bu teknik, iyodun
hiicre ici glikojen ile reaksiyona girerek bir renk olusturmasi prensibine dayanmaktadir.
Glikojen, hayvan ve insan hiicrelerinde glikozun temel depolama seklidir ve birgok dokuda
hiicrelerin sitoplazmasindaki graniillerde bulunur. Sekil 4’te de goriildiigii gibi glikojen, D-

glikoz birimlerinden olusan bir polisakkarittir.

Lugol testi, ¢cekirdekli skuamoz epitel hiicrelerinde glikojeni tespit etmek i¢in iyot bazli
bir testtir. Test, tireme doneminde (menarstan menopoza kadar) vajinal epitel hiicrelerinin ¢ok
yiiksek glikojen icerigine sahip oldugu prensibine gore calisir. Ortalama olarak vajinal

hiicrelerin %25'i glikojen varliginm gosterir?.

Lugol stok ¢ozeltisi %5 iyot (12) ve %10 potasyum iyodur (KI) iceren sulu bir ¢ozeltidir.
Potasyum iyodiir, triiyodiir iyonu olusumu yoluyla iyodun suda ¢oziinlir olmasini saglar.
Vajinal epitel hiicrelerini boyamak icin genellikle stok soliisyonun %35'i ¢alisma soliisyonu
olarak kullanilir. Iyot atomlar1, koyu kahverengi bir glikojen-iyot kompleksi olusturmak iizere
glikojen sarmallarina yerlesir (sekil 5). Hicresel sitoplazma, berrak, yuvarlak, lekesiz bir
cekirdege sahip, goriiniiste ¢ikolata kahverengisidir; glikojenlenmemis hiicreler altin sarisi
renkte boyanir. Glikojenli hiicrelerin yaklasik %10'unun saptanmasi, vajinal epitel varliginin
olas1 bir gostergesi olarak kabul edilir. Cunkil agizda, penis iiretrasinda ve rektumda daha
diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir'®!#, Vajinal epitel hiicrelerinin sitoplazmas1 sekil

6’da goriildiigii gibi magenta renginde, ¢ekirdegi ise mor renkte boyanir.



Sekil 4: Glikojen yapis1®

Sekil 5: Glikojen-iyot kompleksinin diyagrami °



PaE R S
A s R
ey - B
“t". e a
> Vi /
& Sy T S o ¢
E Parcer A 3 e-“ @ ‘ y %5
e et B | - al
% ol e g .;--., .
,..}-;33- AR ke el "‘ % %
R = R 14 "
‘f:‘ 7'4 : '.‘. .A = 3
- \ ¢ \»i'-‘“ ) g [} .
v - - ©
2 L Sy ek T
o PP Y L i .
. ﬂ ¢
" g0 DT
- LS - & i ) .
i k ¥
£ 2 "
AN v € e
. ]
)? PO | /‘)! N
S N » o - J ‘ i
(a) (b)

Sekil 6: Lugol'iin iyot ¢ozeltisi ile boyanmus epitel hiicreleri. (a) Vajinal ve (b) bukkal epitel hiicreleri®

3.3.1.2 Dane'in Boyama Yontemi

Deri, bukkal ve vajinal epitel hiicrelerini igeren kanitlar, 6zellikle cinsel saldir
vakalarinda adli sorusturmalarda siklikla olay yerinden elde edilmektedir. Bu nedenle, bu
hiicreler arasinda ayrim yapmak gereklidir. Deri, bukkal ve vajinal epitel hiicreleri katmanl

skuamoz epitel hicreleridir.

Farklilagsmig deri epitel hiicreleri keratinize olup keratinize yassi epitel hiicreleri olarak
siiflandirilirken, bukkal ve vajinal epitel hiicreleri keratinize olmayan yassi epitel hiicreleridir.
Ayrica, deri epitel hiicreleri farklilasma sirasinda ¢ekirdeklerini ve diger hiicresel organellerini
kaybeder. Buna karsin, bukkal ve vajinal hiicreler ¢ekirdek igerir. Morfolojilerine dayanarak,
deri epitel hiicrelerini bukkal ve vajinal epitel hlcrelerinden ayirt etmek miimkiindiir. Ancak
bukkal ve vajinal hiicreler morfolojik olarak birbirlerinden ayirt edilemezler. Lugol'un iyot
soliisyonu vajinal epitel hiicrelerini boyayabilmesine ragmen, bu boyalar vajinal hiicreleri ag1z
mukozasindaki ve idrar yollarindaki diger glikojenli epitel hiicrelerinden ayirt edemez. Her ti¢
hiicre tipini de ayirt etmek i¢in Dane'in boyama yontemi gelistirilmistir. Deri hiicreleri kirmizi
ve turuncu; bukkal hiicreler kirmizi ¢ekirdekli agirlikli olarak turuncu-pembe; vajinal hicreler

ise turuncu gekirdekli parlak turuncu olarak boyanir'® (sekil 7)
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Sekil 7: Farkli hiicrelerin Dane’in boyama yéntemi ile boyanmasi®

3.3.2 Molekuler Yontemler

3.3.2.1 Laktat Dehidrojenaz (LDH) izoenzimlerinin Elektroforetik Tanimlamasi

LDH enzimi, glikolizde énemli bir rol oynar ve birden fazla molekiler forma veya
izoenzime sahip oldugu kabul edilen ilk enzimdir!’. Insanlarda LDH, oksijen miktari smnirlt
oldugunda piriivatin laktata geri doniisiimlii indirgenmesini katalize eder. LDH'ler ¢esitli insan
dokularinda bulunur. Insan laktat dehidrogenazlar1 dort alt birimden olusan tetramerik bir
enzimdir. Alt birimleriyle birlikte bes tip izozim gosterilmistir. Kanda bes izoenzim
bulunabilir. Sekil 9°da goriildiigi gibi LDH1 dort 6zdes B alt biriminden olusur; LDH2 bir A
ve li¢ B alt biriminden olusur; LDH3 iki A ve iki B alt biriminden olusur; LDH4 ii¢ A ve bir B
alt biriminden olusur ve LDHS5 dort 6zdes A alt biriminden olusur. Bes izoenzim elektroforez
kullanilarak, elektroforetik hareketliliklerine gore bes bant 0retir. LDH1 en yiksek
elektroforetik hareketlilige (pozitif yiiklii bir elektrot olan anoda dogru) ve LDHS en diisiik
elektroforetik hareketlilige sahiptir® (sekil 8).
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Periferik kanda LDHI1, 2 ve 3 izoenzimlerin baskin iken, LDH4 ve 5 izoenzimleri minor
diizeydedir. Buna karsilik menstriiel kanda LDH4 ve 5 izoenzimler baskin iken, LDH1, LDH2
ve LDH3 miktarlar1 degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle LDH izozimlerin elektroforetik

analizi ile menstriiel kanin periferik kandan ayirt edilebildigi belirtilmektedir®,

G0 00 00 O @
00 00 00 O0 O

LDH1 LDH2 LDH3 LDH4 LDH5

Sekil 8: LDH izozimlerinin elektroforetik ayrimi®

Menstruel kan lekelerinde LDH-4 ve LDH-5 yiiksekliginin endometrial bilesenlerin
varlig1 ve yiiksek 16kosit konsantrasyonu ile iliskili oldugu yapilmis ¢alismalarla belirtilmistir.
LDH seviyeleri dondrden dondre ve menstriiel dongiiniin farkli glinlerinde farklilik gosterir.
Aragtirmalar ayrica kan ve meni igermeyen vajinal siriintiilerin LDH-4 veya LDH-5'in
varligin1 gosterebilecegini ve periferik kan ve vajinal sekresyon karigimina pozitif sonug
verebilecegini gdstermistir'®. Bu nedenle menstriiel kan1 diger viicut sivilarindan ayirmada bu
yontem yeterli degildir. LDH-4 ve LDH-5 toplaminin ortalama degeri menstriiel kaninda en

yiiksektir, bunu sirastyla dogum sirasinda dokiilen kan, kadavra kan1 ve normal kan takip

etmistir®.
' M P
— <«—+ LDH5
= <—+ LDH4
@G <« | LDH3
G <« D2
&G <« | LDH!

Sekil 9: LDH izoenzim yapilar1 °
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3.3.2.2  Fibrinolitik Urtinlerin Tespiti

Menstriel kan ile periferik kan arasindaki en belirgin farklardan biri menstriiel kaninin

pthtilasmamasidir'®, Periferik kanda pihtilasma siireci ii¢ ana adimdan olusur:

1. Damar hasarlandiginda protrombin aktivatdr kompleksi olusur.

2. Bu kompleks, protrombinin proteolitik bir enzim olan trombine aktivasyonunu katalize
eder.

3. Trombin, fibrinojeni, fibrin iplikleri iizerinde polimerleserek pihtiy1 olusturan peptitlere

ay1rir.

Birgok farkli pihtilasma faktorii daha bu siirece dahildir. Ote yandan piht1 lizis siireci,
plazminojenin plazmin enzimine aktivasyonunu gerektirir. Bu, D-dimer dahil olmak (zere
cesitli fibrin-fibrinojen bozunma Urunleri (FDP'ler) Gretir (sekil 10). Menstriel kan, periferik
kanda bulunan ¢ok sayida pihtilasma faktoriinden yoksundur. Menstriiel kanda protrombin,
serbest trombin, fibrinojen ve fibrin yoktur. Bunun yerine menstriel kan, doku plazminojen
aktivatorii ve FDP'ler acisindan zengindir. Bu menstriiel kan1 daha az FDP igeren periferik

kandan ayirmak i¢in kullanilmastir.

Trombin

|

Fibrinojen

!

Coziiniir Fibrin L. e
+FP+A+B Plazminojen aktivatorleri

l XIIIa
Fibrin (¢capraz bagh)

1 4—— Plazmin < Plazminojen

D-dimerleri

Sekil 10: Fibrinoliz yoluyla D-dimer olusumu??
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Fibrinoliz sirasinda, gapraz bagl fibrin plazmin tarafindan parcalanir ve D-dimer olarak
bilinen bir bozunma Grund dretilir (sekil 11). D-dimer pargalari ig¢in yapilan analizler,
menstriiasyon kanmin adli olarak tanimlanmasinda kullanilmistir. Lateks agliitinasyon
deneyleri, agliitinasyon siireci sirasinda kiimeler olusturmak tizere tastyicilar tizerinde bulunan
antikorlar ve D-dimerlerin etkilesimine dayanir. Immiinokromatografik deneyler D-dimerlere
0zgii monoklonal antikorlar1 kullanir (sekil 12). Bu immiinokromatografik deney ¢ok spesifik,
hassas ve hizlidir ve dakikalar ig¢inde tamamlanabilir. Immiinokromatografik cihazlar

tasinabilirdir ve bu nedenle potansiyel olarak olay yerinde kullanilabilir!!,

._' E __.. Fibrinojen

| Trombin

._ E _. Fibrin monomeri

‘ Polimerizasyon

00000
*i-00-: 4% 00— -0 """

'( apraz baglanma

Gapraz bagh
._ § z § z S z _' fibrin polimeri

i Plazmin
Y

SLWLIW

Sekil 11: Bir fibrin polimerinin olusumu ve bozunumu®
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Sekil 12: Menstriiasyon kaninda D-dimer'in tanimlanmas igin immiinokromatografik analiz ¢alisma prensibi °

Miyaishi ve ark. menstriiel kanin ortalama D-dimer konsantrasyonunun periferik
kandan 200 kat daha fazla oldugunu gostermistir’®. Bununla birlikte, FDP'lerin ve D-
dimerlerin, tromboz gibi ¢esitli kosullarda ve Olum sonrasi kanda periferik kandaki
konsantrasyonu artar. Klinik tanida fibrinojen i¢in 500 ng/mL, D-dimer i¢in 250 ng/mL esik
deger olarak kabul edilmektedir.

FDP ve D-dimer analizleri, minimum diizeyde egitim gerektiren, menstriiel kaninin
tanimlanmasina yonelik hizli, basit testler olma acisindan hala deger tasimaktadir. Ancak bu
iirtinlerin kullanimina iligkin tiim arastirmalar klinik immiinokromatografik testler kullanilarak
yapilmustir. Baslangigta periferik kandaki D-dimerleri menstriiel kanin bir gdstergesi olarak

tespit etmek icin gelistirilmistir.
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3.3.2.3 RNA’ya Dayah Yontemler

Menstriiel kan tanimlamasinin bir yontemi de mRNA ve miRNA belirteclerini tespit

etmektir.

Biyobelirtecler

Bir hiicrede mRNA, genetik bilginin deoksiribonukleik asitten (DNA) proteinlere
aktarilmasindan sorumludur. Viicut sivilar tipik olarak, mRNA transkriptlerinin karakteristik
bir modelini ifade eden farkli hiicre tipleri igerir. Yetigkin bir insanda farkli fonksiyonlar i¢in
ozellesen 210 farkl: hiicre tipi vardir. Bu farkl: hiicre tiplerinin bir arada oldugu ¢ok hiicreli
transkriptomlardan yararlanarak viicut sivilarinin = ayriminin - miimkiin  olabilecegi
ongoriilmiistiir. Bu baglamda Matriks metalloproteinazlardan MMP7, MMP10 ve MMP11’in
menstriiel kanin tanimlanmasinda potansiyel olarak kullanilabilecegi 6ngériilmiistiir®.
MMP’ler eksprese edilen ¢inko bagimli endopeptidazlardir ve insan endometriyum dokularina
0zgl belirtecler olarak kabul edilir. Ayrica sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri gibi
diger proteinleri de pargalarlar. Birgok MMP, uterus dongusi boyunca insan
endometriyumunda ifade edilir. MMP gen ifadelerinin kaliplari, menstriiasyon sirasinda
endometriyum dokusunun parcalanmasindaki islevleri ile iligkilidir. MMP7 agirlikli olarak
epitel hiicrelerde eksprese edilirken, MMP11 endometriyumun stromal hiicrelerinde eksprese
edilir. MMP 7 ve 11'in menstriiel kan igin giivenilir belirtegler oldugu gosterilmistir?X. MMP
genlerinin ekspresyonunun menstriiel dongii boyunca degistigi bulunmustur, bu yiizden de
numune menstriiasyonun ilk giiniinden alinmigsa MMP11 ile yanlis negatif sonuglarin ortaya
cikabilecegi gozlemlenmistir. Hem MMP7 hem de MMP11 mRNA ekspresyonlar1 menstriiel
fazda yukselir ve proliferatif faz sirasinda yiiksek seviyelerde kalir. MMP mRNA'sinin dogum
sonrasl, yara iyilesmesi ve metastatik kanser durumlarinda yiikselebilecegi de bilindiginden bu
durumun potansiyel olarak menstriiel kanin yanhis pozitif olarak tanimlanmasina yol

acabilecegi unutulmamalidir.

Menstruel kanin tanimlanmasinda mRNA’ya dayali yaklagimlar yaninda miRNA’ya

dayali yaklagimlar da test edilmistir.
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mMiRNA'lar, yaklasik 23 niikleotid uzunlugunda olan ve mRNA'lara kiyasla bozulmaya
kars1 daha dayanikli olan kisa RNA pargalaridir. Tipkt mRNA gibi dokuya 6zgii miRNA ifade
profilleri gozlemlenmistir??2. Bu yaklasimlarm ortak noktasi, 6zgiilliigii dogrulamak icin
gPCR'"nin kullanilmasidir. Kii¢iik boyutlari, poli-A kuyruklarinin olmamasi ve diger biyolojik
faktorler nedeniyle miRNA'lar, mRNA'ya gore dogal olarak bozulmaya daha az duyarlidir.
Cogu miRNA, DNA dizilerinden birincil miRNA'lara (pri-miRNA'lar) kopyalanir ve onciil
miRNA'lara (pre-miRNA'lar) ve olgun miRNA'lara islenir. Cogu durumda, miRNA'lar ifadeyi
baskilamak i¢in hedef mRNA'larin 3' UTR'si ile etkilesime girer?®. Cogu miRNA hiicre i¢inde
bulunur, ancak bazilar1 plazma, gozyasi, beyin omurilik sivisi ve tiikiiriik dahil olmak {izere
cesitli viicut sivilarinda da bulunmustur ve genellikle dolasimdaki miRNA'lar olarak
adlandirilmaktadir. Menstriiel kana spesifik olarak miR-205, miR-412 gibi 6rnekler vermek
mimkiindiir?. Dolasimdaki bu miRNA'lar, paylastiklari birkag 6zellik nedeniyle avantajlidir:
ilk olarak, diger RNA siiflarinin aksine, asir1 sicaklik, pH ve kimyasal islem kosullarinda bile
olduke¢a kararlidirlar ve hiicre dis1 vezikiillerde lipoprotein kompleksleri ve RNA baglayici
proteinler tarafindan tasindiklar1 i¢in endojen RNaz aktivitesinden korunurlar®®?. Yakin
zamanda yayinlanan ve adli viicut sivisi tanimlamasi i¢in miRNA'lar1 inceleyen ¢alismalarda
mikroarray taramalar1 ve/veya ters transkripsiyon (RT)-gPCR kullanilmis ve ¢esitli arastirma
gruplar1 tarafindan adli olarak ilgili biyolojik sivilar ve salgilar arasinda ayrim yapabilen
paneller tammlanmistir??®, Zubakov ve arkadaslari, miRNA'larn qPCR kullanilarak,
MRNA’nin genel olarak tespit edilebilir sinirinin ¢ok altinda, sadece pikogram toplam
RNA'dan tespit edilebilecegini gostermistir. Tablo 1'de literatiirde bulunan ve menstriiel kanin
tanimlanmasinda kullanilabilecegi belirtilen potansiyel mRNA ve miRNA biyobelitegleri

aktarilmistir?’.
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mMiRNA MRNA
miR-412 Matriks metalloproteinaz 7
miR-205 Matriks metalloproteinaz 10
miR-214 Matriks metalloproteinaz 11
miR-141-3p

Tablo 1: Menstriiel kan identifikasyonu igin literatiirde bulunan bazt mRNA ve miRNA biyobelirtegleri?*

RT-gPCR

Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)), RNA'nin tamamlayict
DNA'ya (cDNA) ters transkripsiyonu ve PCR kullanilarak spesifik cDNA hedeflerinin
amplifikasyonunu birlestiren giiclii bir laboratuvar teknigidir. Bu yontem oncelikle spesifik
RNA miktarini 6l¢mek i¢in kullanilir, bu da onu klinik teshislerde gen ekspresyon analizi ve
viral RNA nicel 6l¢lim i¢in gerekli kilar. Siireg, ters transkriptaz enzimi kullanilarak RNA'nin
cDNA'ya doniistiiriilmesiyle baglar. cDNA sentezlendikten sonra, PCR amplifikasyonu i¢in bir
sablon gorevi gorlir ve arastirmacilarin RNA transkriptlerini yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikle
tespit etmesine ve dlgmesine olanak tanir. RT-qPCR islemi iki formatta gerceklestirilebilir: tek

adimli ve iki adimli reaksiyonlar. Tek adimli RT-gPCR'de hem ters transkripsiyon hem de PCR
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amplifikasyonu tek bir tiipte gerceklesir, bu da kontaminasyon riskini en aza indirir ve islem
stiresini azaltir (sekil 13). Bununla birlikte, bu yaklasim daha az dogru olabilir ve RNA
bozulmasina karsi daha hassastir. Buna karsilik, iki asamali RT-PCR, ters transkripsiyon ve
amplifikasyon adimlarini farkl tliplere ayirarak daha fazla dogruluk ve cDNA'nin birden fazla

deney icin yeniden kullanilabilmesini saglar®?°.

RT-gPCR'nin avantajlarina ragmen, yanlis negatif potansiyeli ve primer tasariminin
amplifikasyon verimliligi iizerindeki etkisi gibi smirlamalart da vardir. RT-gqPCR'nin
avantajlar1 arasinda diisiik miktardaki RNA'nin tespit edilmesini saglayan yiiksek hassasiyeti
ve Northern blot gibi geleneksel yontemlere kiyasla hizli sonu¢ vermesi sayilabilir. Ayrica,
RT-gPCR kolayca otomatiklestirilebilir ve yiiksek verimli uygulamalara olanak tanir. Bununla
birlikte, kontaminasyonu 6nlemek i¢in dikkatli deneysel tasarim gereksinimi ve dogru nicel
6lcimi saglamak igin uygun kontrollere duyulan ihtiyag dezavantajlari arasindadir. Tek adimli
RT-gPCR stratejisi ile, tek adiml tahlilde daha az reaktif gerekir ve bu da maliyeti diistirtir.
Ayrica, iki ayr siirecin tek bir adimda birlestirilmesi prosediirleri basitlestirebilir, zaman ve

isciligi azaltabilir. Tek adimli reaksiyon potansiyel kontaminasyon risklerini de azaltabilir®.
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RNA
l Primer )
[ m— = e |
[ — |
—= cDNA

Ters transkripsiyon

/ 7 gmr Amplifiye DNA
/; / : 4 | E——— | P < | 1
- I s N ——

(“/, r
i ’ =—"-——;———

PCR amplifikasyonu

Sonug analizi

Sekil 13: RT-gPCR asamalari®!
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RT-gPCR urun analizi

RT-gPCR firiiniinlin analizi, spesifik RNA transkriptlerinin varligini ve miktarim
belirlemede kritik bir adimdir. Ters transkripsiyon ve amplifikasyon islemlerinden sonra, elde
edilen cDNA tipik olarak agaroz jel elektroforezi kullanilarak analiz edilir. Agaroz jel
elektroforezi PCR (rlnlerinin biyiikliiklerine gore ayrilmasini saglar; burada bantlar,
boyutlarini tahmin etmek i¢in 6nceden belirlenmis DNA merdiveni ile karsilagtirilabilir. RT-
PCR metodu numuneler arasinda farkliliklar gosterebilir. Bunun nedeni, RNA transkriptlerinin
farklh yapilari, ¢ok kiiclik drneklerle calisirken olusan rastgele degisiklikler, RNA kalitesi ve

engelleyici faktorlerin etkileri olabilir.

Buna karsilik, gercek zamanli qPCR, floresan sinyalleri aracilifiyla amplifikasyon
stirecini ger¢ek zamanl olarak izleyerek RT-PCR firiinlerinin daha nicel bir analizini saglar.
Bu teknik, arastirmacilarin 6rnekteki baslangi¢c hedef RNA miktari ile iliskili olan esik dongiisii
(Ct) degerini belirlemelerini saglar. Spesifik floresan boyalarin veya problarin kullanim1 hassas
nicel 6lglime olanak tanityarak qPCR'yi gen ekspresyon seviyelerini 6lgmek i¢in tercih edilen
bir yontem haline getirir. Her iki yontemin de avantajlar1 olmakla birlikte, sinirlamalar1 da
vardir. Sonuglarin yorumlanmasi primer verimliligi ve reaksiyon karisimindaki inhibitorlerin

varlig1 gibi faktorlerden etkilenebilir.

20



4. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada menstriiel kanin tanimlanmasi i¢in farkli metotlara dayanarak gelistirilen Ug
ticari kitin etkinligi karsilastirilmistir. Bunlardan birincisi 6nce DNA analizi i¢in gelistirilen ve
daha sonra viicut sivilarinin tanimlanmasina da olanak tantyan mRNA’ya dayali bir testtir.
Diger iki test kanin pihtilasma ve parcalanma siirecinde yer alan D-dimer protein pargaciginin

gosterilmesine dayali immiinokromotografik ve serolojik agliitinasyon testleridir.
1. Literatlr Tarama:

e Menstriiel kanmn identifikasyonu iizerine yapilan arastirmalar, Google
Akademik, PubMed, ScienceDirect, ProQuest, NCBI, ResearchGate gibi

bilimsel veri tabanlar1 kullanilarak taranmistir.

e Tarama sonucunda elde edilen tez, kit kullanim klavuzlar1 ve makaleler,

caligmanin amacina uygunluklarina gére se¢ilmistir.
2. Veri Analizi:

e Literatiir taramasi sonucu elde edilen ¢alismalar, kullanilan yontemler, ticari
kitler ve elde edilen sonuglar agisindan analiz edilmis,menstriie]l kanin

identifikasyonu i¢in kullanilan yontemler detaylandirilmistir ve kiyaslanmustir.
3. Teorik Cerceve:

e Menstriiel kanin tanimlanmasi i¢in kullan1lan metodolojik yaklagimlar ve ticari

kitler agiklanmustir.
4. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

e Literatirden elde edilen bulgular, hiz, hassasiyet, giivenlik, isgiicli, maliyet,
taginabilirlik ve rutin laboratuvara adaptasyon kriterleri agisindan kiyaslanip,
avantajlar1 ve sinirlamalart tartisilmistir ve bu metotlar ve kitler Kkriterlere

uygunluk acisindan siralanmistir.
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4.1 LGC ParaDNA Body Fluid ID Test

ParaDNA cihazi, yazilimi calistiran temel bir masaiistii bilgisayar veya diziistii
bilgisayarla birlikte kullanilan kompakt bir termal dongii cihazidir. Sekil 14’te goriildiigii gibi
numuneler ParaDNA Numune Toplayict kullanilarak toplanir ve reaksiyon plakalarina

yerlestirilir. Bu plakalar daha sonra analiz i¢in cihaz kafasina yiiklenir.

Sekil 14: LGC ParaDNA Body Fluid ID Test cihazi®?

Kullamlan mRNA Belirtecleri

Daha once belirtildigi gibi mRNA, belirli proteinlere ve dolayisiyla belirli viicut
stvilarina 6zgii oldugundan viicut sivisinin tanimlanmasinda faydalidir. Menstriiel kanin tespiti

icin LGC ParaDNA Body Fluid ID Test i¢in kullanilan mRNA belirteci MMP10'dur. Asagidaki

tabloda farkli viicut sivilari i¢in belirtegler belirtilmistir.
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MRNA Marker Tanimlanan Viicut Sivisi
SEMG1 Semen

PRM?2 Sperm

CYP2B7P1 Vajinal sekresyon
MMP10 Menstruel kan

ALAS? Periferal kan

HTN3 Takarok

Tablo 2: ParaDNA Body Fluid ID Testide analiz edilebilen mRNA biyobelirteg listesi

ParaDNA Body Fluid ID Testi, ayn1 anda birden fazla viicut sivisini tarayabilme

yetenegine sahip olup, belirli sivilarin varligin1 dogrulama islemini gergeklestirmektedir.

Viicut sivilari, spesifik bir viicut sivisina 0zgii mRNA belirtegleri kullanilarak
tanimlanir. Cogu mRNA profilleme yontemi, RNA analizi ve yorumlama konusunda deneyimli
uzmanlar gerektirir ve ¢ok asamalidir. ParaDNA Body Fluid ID Testi, yaklasik 90 dakika
icinde otomatik sonuglar veren hizli, tek adimli, kullanimi1 kolay bir yontemdir. Tikiiriik,
periferik kan, menstriiel kan, vajinal s1vi, seminal s1vi ve spermatozoa olmak tizere alt1 farkl

viicut stvisin1 tanmimlayabilir®3,
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HyBeacons Floresan Prob Teknolojisi

LGC tarafindan gelistirilen HyBeacons Teknolojisi, gercek zamanli PCR (qPCR)
uygulamalarinda belirli niikleik asit dizilerinin tespiti i¢in kullanilir. Bu teknoloji, hedef
DNA'lartyla hibridizasyon sirasinda floresan veren HyBeacons olarak bilinen florojenik
hibridizasyon problarini kullanir. Bu floresans, PCR amplifikasyonunun ger¢ek zamanli olarak
hassas bir sekilde izlenmesini saglayarak genetik dizilerin dogru ve etkili bir sekilde tespit

edilmesini saglar (sekil 15).

Hedef DNA dizisi

sicak

3 Eklenmis Engelleyici

takil Prob + floresan

/

soguk

|\
|

\th erir ve floresan azalir

S

\

sicak

Sekil 15: HyBeacons stireci temsili 3

ParaDNA BF ID Test, verileri islemek i¢in LGC'nin tescilli HyBeacons floresan prob
teknolojisini kullanir. HyBeacons, floresan boyalarla etiketlenmis, sentezlenmis DNA'nin kisa
molekilleridir. Bu molekiiller tamamlayici DNA'ya baglandiklarinda parlak bir sekilde
floresan 151k sagarlar (sekil 16).
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Floresan boya etiketli problar, HyBeacons teknolojisine uygunluklari nedeniyle secilen
tamamlayict DNA zincirinde bulunan spesifik bilgilendirici RNA isaretleyici dizilerini
hedefler®®. cDNA iizerindeki bu diziler PCR kullanilarak ¢ogaltilir ve soguduktan sonra hedef
DNA dizisine bir bloker molekiil baglanir. Bloker molekiiller, hedef diziye rekabetci bir sekilde
baglanan oligoniikleotitlerdir. Daha sonra HyBeacons probu kalan diziye baglanir ve boyanin
floresans vermesine neden olur. Sicaklik arttikca prob hedef diziyi eriterek floresansta

olculebilir bir azalmaya neden olur®,

Prob-Hedef

'HyBeacon  Hedef DNA DNA dupleksi
Probu
5 3
3 5
diisiik floresan artmis floresan
emisyonu emisyonu
(tek sarmalln) (cift sarmallr)

Sekil 16: HyBeacon probunun yapisi ve hedef tespit yontemi®

4.2 SERATEC PMB Testi

Insan hemoglobininin varligini tespit eden ve dolayisiyla kanin varhigini tespit eden
immunokromatografik testtir. Bu, D-dimeri tespit etmek ve dolayisiyla menstriiel kanini tespit
etmek igin bir testin gelistirilmesinde temel olarak kullanilmigtir®*. SERATEC PMB Testi, Gift
yonlii kromatografik immiinolojik testtir. Insan hemoglobini ve D-dimerin varligini tespit eder.
Testin kullanim1 kolaydir ve 10 dakika igerisinde hizli sonug verir. Test yiiksek hassasiyete

sahiptir ve 20 ng/m1’ye kadar insan hemoglobinini ve 400 ng/ml’ye kadar D-dimeri tespit eder.
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Ayrica numune ekstraktinin geri kalan kism1 DNA ekstraksiyonu ve profil olusturma icin
uygundur. PMB test kaseti bir 6rnek kuyucugu ve bir sonu¢ penceresi igerir. Sonug
penceresinde "C" etiketli bir kontrol cizgisi, periferik kan icin "P" etiketli hemoglobin sonug
satir1 ve menstriiel kan1 i¢cin "M" etiketli D-dimer sonug satir1 bulunur. Test dort monoklonal
ve iki poliklonal antikor igerir. Insan hemoglobini ve D-dimerinin ilgili epitoplart i¢in iki altin
etiketli monoklonal antikor numune alaninda bulunur ve iki monoklonal antikor test ¢izgisine
sabitlenir. Iki poliklonal antikorlar kontrol hattina sabitlenir. Bu test antikor antijen-antikor
sandvi¢ yontemini kullanir. Numunedeki antijen, numune kuyucugunda bir antijen-antikor
kompleksi olusturmak i¢in boya etiketli antikora baglanir. Bu kompleks test bolgelerine go¢
eder ve orada hareketsiz kalan antikorlarla bir kompleks olusturur. Bu boya etiketli kompleksin
birikmesi pembe bir ¢izginin olugsmasina neden olur. Baglanmamis etiketli antikor, kontrol
bolgesindeki poliklonal antikorlara baglanarak baska bir pembe ¢izgi olusturur. Ug renkli ¢izgi
(her biri C, P ve M'de) insan hemoglobini ve D-dimerin varligin1 gosterir; bu da menstriiel
kanmin veya insan periferik kani ile menstriiel kan1 karisimimin varligini giiclii bir sekilde
belirtir. C ve P'de iki renkli ¢izgi ve M'de ¢izgi olmamasi, insan hemoglobininin varligini
gosterir ve insan periferik kaninin giiclii bir gostergesidir. C ve M'de iki renkli ¢izgi ve P'de
¢izgi olmamasi, D-dimer'in tespit edildigi anlamina gelir; ancak bdyle bir durumda menstriel
kaninda her zaman hemoglobin bulunacagindan hemoglobin konsantrasyonunun tespit esiginin
altinda olmasi pek olas1 degildir (sekil 17 ve 18). Bu durumda yanlis pozitif sonug ve yuksek
doz ‘kanca etkisi’ nedeniyle hemoglobin sinyalinin diismesi ihtimali g6z Oniinde
bulundurulmahdir®. Test icin ekstrakte edilen 6rnekler daha ileri analizler igin saklanabilir.
Cikarilan 6rnek DNA analizleriyle uyumludur. Ayrica, daha ileri analiz i¢in 6rnek pedinden

DNA elde etmek mimkiindiir3,

yd

SERATEC PMB
CPM ~ drnek
sonug uyucugu
penceresi 1 J = kuyucug
L 7 \ |

kontrol hemoglobin D-Dimer sonug
cizgisi  gopug cizgisi  Sizgisi

Sekil 17: Test asamas1 ve sonug degerlendirmesi icin belirlenmis alanlar®
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Test Uygulamasi

sl s
i | Ornek
oda S f_ oA y
sicakligi i P . ((SERATEC PMB £
15leg| \ cP M /
g 1eC | /
s -l SER P B ‘ f
sre ez = sample name - DD/MM/YYYY
S

ornek kuyusu
S 10 dakika

\ /
SERATEC PMB Y\ ¢ i \ SERATECFMB /[
cP M N\ ¢ A ses g G P wm/

S = ' 1

=

sonu¢ penc eresi

//‘

kontrol cizgisi ' D-Dimer kont.¢izgisi
Hb kont. cizgisi

Sekil 18: Test uygulama asamalar1®

Sonuglarin etkili bigimde yorumlanmasi i¢in yayimlanmig kilavuzlar mevcuttur, farkl

durumlarda sonucun nasil yorumlanmasi gerektigi belirtilmistir.

e Hb sonug ¢izgisi (P): yalnizca numune Hb-pozitif oldugunda goriiniir; ¢izginin
renk yogunlugu degisebilir ve numunenin Hb konsantrasyonuna baglidir.

e D-dimer sonug¢ ¢izgisi (M): yalnizca numune D-dimer pozitif oldugunda
goriiniir; ¢izginin renk yogunlugu degisebilir ve numunenin D-dimer
konsantrasyonuna baglidir.

e Kontrol ¢izgisi (C): Olas1 uygulama hatalar1 ve test bilesenlerinin biitiinliigi icin

kontrol anlaminda gereklidir.
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Buna gore;

A. Negatif sonug (6rnekteki hemoglobin ve D-dimer yok veya hemoglobin/D-dimer tespit
sinirinin altinda ise): Kontrol bolgesinde (C) 10 dakika sonra sadece bir kirmizi renkli

¢izgi belirir. P ve M ¢izgilerinin olmamasi negatif bir test sonucunu gosterir (sekil 19).

SERATEC PMB

CF M

Sekil 19: SERATEC PMB Testi icin negatif sonug*

B. Pozitif sonuglar

1.0Olasilik (numunede bulunan insan hemoglobini ve D-dimer): Sonu¢ penceresinde ii¢ kirmizi
renkli ¢izgi belirir, biri kontrol bolgesinde (C), biri test bolgesinde (P) ve biri test bolgesinde
(M). Ug ¢izginin renk yogunluklar1 degisebilir. 10 dakika sonra zayif bir test sonucu ¢izgisi

bile pozitif bir test sonucunu gosterir (sekil 20).
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'SERATEC PMB
) CF M .

Sekil 20: SERATEC PMB Testi icin pozitif sonug*

Yorumlama: Hemoglobin ve D-dimer konsantrasyonu tespit sinirinin iizerindedir. Bu,
menstruasyon kani veya menstriiel ve periferik kan karigimi i¢in gii¢lii bir gosterge olarak kabul

edilir.

2.0lasilik (numunede bulunan insan hemoglobini): Sonug penceresinde iki kirmizi renkli ¢izgi
belirir, biri kontrol bolgesinde (C) ve biri test bélgesinde (P). Test bélgesinde (M) hicbir ¢izgi
goriinmez. Iki ¢izginin renk yogunluklar1 degisebilir (sekil 21).

'SERATEC PMB
_CP M

Sekil 21: SERATEC PMB Testi igin pozitif sonug*

Yorumlama: Hemoglobin konsantrasyonu tespit sinirmin iizerindedir. Bu, insan periferik

kaninin giiglii bir gostergesidir.

3.0lasilik (numunede bulunan insan D-dimeri): Sonug¢ penceresinde iki kirmizi renkli ¢izgi
belirir, biri kontrol bélgesinde (C) ve biri test bolgesinde (M). Test bolgesinde (P) higbir ¢izgi
goriinmez. Iki ¢izginin renk yogunluklar1 degisebilir (sekil 22).
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'SERATEC PMB
CP M

Sekil 22: SERATEC PMB Testi icin pozitif sonug*

Yorumlama: D-dimer konsantrasyonu tespit sinirmin tizerindedir. Ayn1 6rnekte D-dimer'in
pozitif ve hemoglobin'in negatif olmasi1 olast degildir. Ancak ornek yliksek
konsantrasyondaysa bu durum meydana gelebilir. Bu durumda, Kanca Etkisi nedeniyle

hemoglobin degeri negatif olabilir ve 6rnek seyreltilip tekrar test edilmelidir.

C. Gegersiz sonuglar: Kontrol ¢izgisi (C) goriinmiiyor ise test glivenilirligini kaybeder ve

gecersizdir (sekil 23).

SERATEC PMB
e EM

Sekil 23: SERATEC PMB Testi icin gegersiz sonug®

Yorumlama: Bu durumda yeni bir kaset kullanilarak tekrarlanmalidir.

4.3 DIMERTEST Lateks Test

DIMERTEST Lateks Testi, insan plazmasindaki capraz bagli fibrin yikim iirlinlerinin
(XL-FDP) tiirevleri i¢in hizli bir niteliksel veya yari niceliksel bir testtir. Yaygin damar igi

pihtilagma (DIC) ve pulmoner emboli ve derin ven trombozu gibi vaskiiler hastaliklara sahip
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insan plazmasinda yiiksek XL-FDP seviyelerini tespit etmek amaciyla gelistirilmis bir klinik
testtir. Normal periferik kan/plazma, bu test tarafindan tespit edilebilecek XL-FDP seviyelerine
sahip degildir. Menstriiel kanda da fibrinolitik aktivite bulundugundan, bu testin menstriiel kani

tespit etmek ve bunu periferik kandan ayirt etmek i¢in kullanilabilmesi miimkiindiir*!.

Vicutta kan pihtis1 ¢o6ziildiigiinde fretilen bir protein pargast D-dimer olarak
tanimlanir. Bir fibrin parg¢alanma iirliniidiir, yani viicudun artik ihtiya¢ duymadigi pihtilar
pargaladigi fibrinoliz siireci sirasinda olusur. Fibrinoliz sirasinda plazmin fibrin ve fibrinojeni
pargalar. Coziinmeyen fibrin par¢alandiginda, ¢esitli ¢apraz bagl fibrin pargalanma Urinleri
(XL-FDP) dretilir. DIMERTEST Lateks, oldukca spesifik bir D-dimer monoklonal antikor
Mab DD-3B6/22 ile kaplanmis lateks boncuklar kullanan hizli bir aglitinasyon testidir.
Numunedeki XL-FDP, kaplanmig lateks boncuklara baglanarak ¢iplak gozle goriilebilen bir
agliitinasyon reaksiyonu olusturur, D-dimer konsantrasyonu tespit esiginin iizerinde oldugunda
gorultr (sekil 25). Ureticinin kullanic1 talimatlarina gore, bu test 200 ng/mL'ye kadar D-dimer
seviyelerini tespit eder ve bildirilmis yanls pozitif yoktur®?. S6z konusu D-dimer tespiti
oldugunda farkli treticilerden farkli kitler ve cihazlar bulmak miimkiindiir, 6zellikle test
asamasinda kullanilan koagiilasyon cihazlar1 farkli goriinseler de sistem olarak benzerdir ve

ayni amaca hizmet ederler (sekil 24).

Sekil 24: Farkl: D-Dimer kit ve test cihazlar*34*
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Sekil 25: DIMERTEST Lateks Testi icin Sonuglar, sol: Aglitinasyon yok, sag: Agliitinasyon var!
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5. BULGULAR

Bu ¢alismada menstriiel kanin adli olarak tanimlanmasi igin farkli metotlar ve bu

metotlara dayanan 3 ticari kit farkli agilardan karsilagtirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, RNA tabanli RT-gPCR yontemi yiksek diizeyde hassasiyet
ve Ozgiilliik sunarken, genellikle 6zel ekipman ve egitimli personel gerektirmektedir. Buna
karsilik, mikroskobik boyama prosediirleri ve ticari kitler, saha ortamlarinda veya kaynaklarin
sinirlt oldugu laboratuvarlarda uygulanabilecek hizli ve uygun maliyetli alternatifler
sunmaktadir. Karsilagtirma sonuglar1 1 en diisiik 5 en yiiksek puan olmak iizere alttaki tabloda

aktarilmustir.
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mrna

) ) miRNA
ParaDNA Body SERATEC DIMERTEST Mikroskopik
Kriter Fluid ID Test PMB Test Latex Test Yaklagimlar RT-gPCR
Farkli
Yaklasik 3 agsamalar
dakikada farkli
Hizli, 5-10 sonuglar saglar | 15- 30 dakika miktarda
75-90 dakikada dakikada ama drnek veya daha zaman
hizli sonuglar sonuclar hazirlig1 uzun uzun gerektirir
Hiz (4) (%) ©) (4) )
Yuksek Yuksek
hassasiyet Diisiik hassasiyet
hassasiyet )
(20 ng/ml’ye Farkli ticari (genellikle
kadar inse?n' itlere gore (mikroskopik mikrolitre
hemoglobini degisen yontem numune
Yuksek hassasiyet ve 400 hassasiyet oldugundan _basma
(0,05 ng total ng/ml’ye buyik pikogram
RNA veya 62,5pg kadar D- (200 ng/mL'ye | miktarda 6rnek veya
DNA) dimer) kadar D-dimer) | gerekir,(mL)) | femtogram)
Hassasiyet (5) 4 3 2 5)
Biyolojik
Biyolojik tehlikelere
tehlikelere maruz
Kullanicilar igin Kullanicilar Kullanicilar maruz kalma kalma
glvenli icin glvenli icin glvenli olasilig olasihig
Glvenlik (5) (5) 4) (2) (2)
Orta derecede Karmasik
karmastk isgiicii Kolay Kolay Orta derecede isgiicii
uygulama, uygulama, karmasik
isglicii az isglicii az isglicii
Is giicii (4) (%) (%) ®3) 1)
Farkli kitlere
gore degisen Nispeten ucuz Yiksek
Yiksek maliyet Ucuz maliyet maliyet maliyet
Maliyet ) (4) ) ®3) 1)
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mrna

) ) miRNA
ParaDNA Body SERATEC DIMERTEST Mikroskopik
Kriter Fluid ID Test PMB Test Latex Test Yaklagimlar RT-gPCR
Saha Saha Saha Saha
Saha kullanimina kullanimina kullanimina kullanimina kullanimina
uygun uygun uygun uygun degil uygun degil
Tasinabilirlik (3) (5) 4) (1) (1)
Orta dizeyde zor | Egitim siireci | Egitim siireci Egitim siireci
egitim siireci, orta kolay ve kolay ve hizli, | kolay ve hizli, | Zor egitim
derecede hizli hizli, hizli hizl hizli sureci, uzun
adaptasyon adaptasyon adaptasyon adaptasyon adaptasyon
Laboratuvara
adaptasyon 3) (5) (5) 4 Q)

Tablo 3: Degerlendirilen metotlarin belirli kriterlere gore karsilastirilmasi
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6. TARTISMA

6.1 Hiz

Hizli tanimlama yontemleri kisa siirede sonu¢ vererek adli arastirmacilarin olay
yerindeki bir lekenin biyolojik kaynagini hizli bir sekilde belirlemelerine olanak tanir.
Karsilastirilan metotlardan DIMERTEST yaklasik 3 dakika gibi kisa bir stire ile 6ne ¢ikarken,
onu sirasiyla 5-10 dakika ile SERATEC PMB Testi, 15-30 dakika ile mikroskobik testler, 75-
90 dakika ile de ParaDNA BF ID Test izlemektedir. RT-qPCR ise spesifik tekniklere ve farkli

asamalara bagli olarak zaman alic1 oldugundan son sirada yer almigtir®23%4042:44.45

6.2 Guvenlik

Menstriiel kanin tanimlanmasi sirasinda laboratuvar ¢alisanlari i¢in kullanici dostu ve
invazif olmayan test tekniklerinin uygulanmasi, kontaminasyon ve tehlikeli maddelere maruz
kalma riskini en aza indirerek daha giivenli bir calisma ortami1 saglanmasi 6nemlidir. Bu kriter
acisindan karsilagtirilan metotlarin ise su sekilde siralanabilir; SERATEC PMB Test,
DIMERTEST Latex Test, ParaDNA BF ID Test ve gerektirdigi kimyasallarin laboratuvar
icerisinde insan hayatini tehlikeye sokabilme olasiligi bulunan mikroskobik metotlar RNA
tabanli RT-qPCR22:3239:404244-46,
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6.3 Hassasiyet

Adli ¢alisma ve sorusturmalarda, minimum Ornek hacminden kesin tanimlama elde
etme yetenegi ¢ok onemlidir. Daha az biyolojik materyal gerektiren yontemler yalnizca zorlu
durumlarda testlerin uygulanabilirligini artirir. Bu kriter agisindan ise metotlar; ParaDNA BF
ID Test, RNA tabanli RT-gPCR, DIMERTEST Latex Test, mikroskobik metotlar ve
SERATEC PMB Test olarak siralanabilir33439:4042.4547.48

6.4 Isgiicii

Isgiicii planlama, laboratuvar icerisindeki calisanlarin farkli metotlar ile calisirken ne
kadar zaman, malzeme ve enerji gerekli oldugunu planlama konusunda 6nem tasir. Bu kriter
s6z konusu oldugunda DIMERTEST Latex Test one ¢ikarken diger metotlar su sekilde
siralanabilir; SERATEC PMB Test, ParaDNA BF ID Test, mikroskobik metotlar ve yiksek
isgiicli ve egitim gerektirmesi sebebiyle RNA tabanli RT-qPCR.

ParaDNA sistemi kullanim kolaylig1 i¢in tasarlanmistir ve uzman olmayan kisilerin
minimum egitimden sonra sistemi kullanmasina izin verirken, SERATEC PMB Testi ve
DIMERTEST sonuglarin yorumlanmasinda belirli bir diizeyde uzmanlik gerektirir.
Mikroskobik yaklasimlar tipik olarak dogru analiz i¢in daha vasifli personel gerektirir ve

molekiiler ydntemler genellikle 6zel egitim ve ekipman gerektirir!6:3239.40424549

6.5 Maliyet

Adli bilimlerde menstriiel kanin tanimlanmasi, sorusturmalarin genel verimliligini ve
etkinligini onemli Gl¢iide etkileyebilecek c¢esitli maliyetler igerir. Dogru tanimlama ihtiyaci
genellikle 6zel reaktifler ve test kitleri gerektirir; bunlarin fiyati hassasiyet ve dzgulltklerine
bagli olarak degisebilir. Ayrica, ekipmanin bakimi ve kalite kontroliiniin saglanmasiyla ilgili

maliyetler de mali ylikii artirabilir. Bu agidan ise metotlar; SERATEC PMB Test, mikroskobik
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metotlar, DIMERTEST Latex Test, ParaDNA BF ID Test ve gerektirdigi cihaz, sarf malzeme,
egitimli  personel gibi  sebeplerden  Otiiri RNA  tabanli RT-gPCR  olarak

51ralanabilir16'32'39'40'42'44’45'49.

6.6 Tasmabilirlik

Tasmabilir test ¢oziimleri, adli bilimler uzmanlarinin analizleri yerinde yapmasina
olanak taniyarak, numunelerin laboratuvara taginmasi ve sonuglarin beklenmesi i¢in gereken
slireyi azaltarak sorusturmalarin verimliligini dnemli Glgiide artirabilir. Ayrica, tasinabilir
yontemler, agik hava olay yerleri veya laboratuvar tesislerine sinirl erisimi olan alanlar gibi

zorlu ortamlarda kanitlarin incelenmesini kolaylastirabilir.

ParaDNA sistemi tasinabilir ve saha uygulamalari da dahil olmak {izere cesitli
ortamlarda kullanilabilirken, SERATEC PMB Testi ve DIMERTEST de tagima kolaylig1 i¢in
tasarlanmigtir. Mikroskobik yOntemler ve diger RNA tabanli RT-qPCR, laboratuvar
ortamlarina duyulan ihtiya¢ nedeniyle tipik olarak daha az taginabilirdir ve genellikle kolayca

tasinamayan sofistike ekipmanlar gerektirir®:31:32:39.40.424445

6.7 Laboratuvara Adaptasyon

Menstriiel kan i¢in tanimlama tekniklerinin rutin laboratuvar uygulamalarina
uyarlanmasi, adli sorusturmalarin verimliligini ve gilivenilirligini artirmak icin gereklidir.
Yontem ayni zamanda laboratuvarin kalite kontrol protokolleri ve yasal gereklilikleriyle

uyumlu olmali ve standart ¢alisma prosediirlerine sorunsuz bir sekilde dahil edilebilmelidir.

SERATEC PMB Test 6ne ¢ikarken bu metodu DIMERTEST Latex Test, mikroskobik
metotlar, ParaDNA BF ID Test ve RNA tabanli RT-gPCR izlemektedir. Mikroskobik ve RNA
tabanli RT-gPCR standart uygulamalara dahil edilebilir ancak genellikle daha kapsamli

dogrulama ve egitim gerektirir®:31:3235.39.40424445
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7. SONUCLAR

1. ParaDNA BF ID testi, yiksek hassasiyeti ve minimum ornek gereksinimi ile dikkat
cekerken, maliyetli olmasi ve orta derecede karmasik is giicii gerektirmesi
dezavantajlar arasinda yer alir.

2. SERATEC PMB ve DIMERTEST Latex Testleri ise daha uygun maliyetli ve kolay
uygulanabilir olmalarina ragmen hassasiyet acisindan sinirlamalar ve yanlis pozitif
durumlar1 gosterebilir.

3. RNA tabanli RT-gPCR, yiiksek hassasiyet sunmasina ragmen daha karmasik is giicii,
laboratuvara adaptasyon, giivenlik ve tasinabilirlik agisindan dezavantajlidir.

4. Mikroskopik metotlar ise hiz, hassasiyet ve giivelik konusunda digerlerine gore

dezavantajli olup maliyet ve laboratuvara adaptasyon konusunda daha avantajlidir.

Calisma sonucunda metotlar hiz, giivenlik, hassasiyet, is giicii, maliyet, taginabilirlik ve
rutin laboratuvara adaptasyon gibi onceden belirlenmis kriterlere gore tartisilmis ve metotlar
siralanan kriterlere gore yapilan degerlendirmede menstriiel kanin adli identifikasyonunda
SERATEC PMB Testi ve DIMERTEST Lateks Test hizli taramada 6ne ¢ikarken, ParaDNA
BF ID Testi ile diger RNA dayali RT-gPCR’1n yliksek baglangic maliyetine sahip olsa da yanlis
pozitif olasiliginin diisiik olmasi ve minimum numune kaybu ile uzun vadede maliyet etkinligi

sundugu anlasilmaktadir.
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