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1. GIRIS

1.1. Kan lekesi ve semen lekesi incelemelerinin tarihsel gelisimi ve Adli

Biyoloji acisindan 6nemi

Lekeler, olay yeri inceleme sistematiginin heniiz olusmamis oldugu antik
zamanlarda dahi, sugun aydinlatilmasinda kullanilan baslica bulgulardan birisi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Biyolojik bir varlik olarak insani ve insana ait pargalari adli
bulgu olarak degerlendirmenin sistematik bir diislince olarak ortaya ¢ikisi,
glinlimiizden bes bin y1l kadar 6ncesine, Misir medeniyetine dayandirilmis olsa da,
modern anlamda bir sistematik olugsmasi ve gelisiminin esas olarak 19. yiizyildan

sonra meydana geldigi bilinmektedir (Kog ve Biger, 2009).

Kan lekesi, travmanin ciddi bir belirteci olarak, tiim biyolojik sivilar arasinda
en erken donemde calisilmaya baglanan ve en fazla iizerinde g¢alisilan konulardan
birisi olarak dikkati ¢ekmektedir (Piotrowski, 1985; Fisher, 2004; Virkler ve Lednev,
2009; Elkins, 2011; Kumar, Sharma ve Sharma, 2020). Adli bilimlerin esaslarinin
olusmaya bagladigr 19. ylizyilin sonuna dogru diinyaya gelmis olan, oykiileri ve
romanlartyla tiim dillerde en fazla satilan kurgu yazari olan, tip egitimi aldigi
hocasindan ilham alarak olusturdugu Sherlock Holmes karakteri ile bilinen Sir
Arthur Conan Doyle, “A Study in Scarlet” isimli kitabinda, kan lekesi

degerlendirmesi yardimiyla ¢oziilen bir olguyu anlatmaktadir (Doyle, 2009).

Lekelerin 6nemi, lekeler iizerinde yapilan analizlere dair teknolojilerin ve bu
analizlerden ¢ikacak sonuglarin verdigi faydali bilgilerin artmasiyla dogru orantili
olarak artmistir. Halen yapilmakta olan her yeni caligma ile daha fazla ¢ikarima
olanak saglayan leke analizlerinin O6nemi giderek de artis gostermektedir. Bu

teknolojiler igerisinde belki de en onemli ve en belirgin katkiyr ise adli DNA



teknolojilerinin gelisimi ortaya koymustur. Sir Alec Jeffreys tarafindan 1985 yilinda
“DNA parmak izleri” taniminin da yapildigi, sadece adli biyoloji degil, belki de tiim
adli bilimlerde devrime yol agan, giinlimiizde hala adli tibbi kimliklendirmenin altin
standard1 olarak kabul edilen ¢alisma dizisi ve ardindan kisa tekrar dizileri (STRs)
analizine dayanan onlarca ¢aligma, biyolojik sivilardan olusan lekelerin hem 6nemini
artirmig, hem de leke ilizerinde DNA testi yapilmadan 6nce yapilacak tiim pre-
analitik ve analitik yontemleri etkilemistir (Gill, Jeffreys ve Werrett, 1985; Jeffreys,
Wilson ve Thein, 1985; Lygo ve ark., 1994; CL, 2017). Olay yeri incelemesi ile olay
rekonstriiksiyonunun li¢ ana basamagindan birisi olan fail ve magdurun
kimliklendirilmesi amactyla adli DNA analizleri kullanildig: i¢in, tiim biyolojik leke
analizi ¢aligmalari, numunedeki DNA’y1 etkilemeyen teknolojileri 6ncelemeye ¢aba

sarf etmektedir.

Lekeler, olay yerlerinde karsilagilan bulgulardan birisi olarak adli
biyologlarin da sikca inceledigi ve lizerinde genis arastirmalar yaptigi alanlardan
birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Virkler ve Lednev, 2008; Kumar, Sharma ve
Sharma, 2020). Insanlarda ve hayvanlarda kan, idrar, ter, tiikiiriik, vajinal s1v1, nazal
mukus, semen gibi viicut sivilar literatiirde detaylica ¢alisilmig viicut sivilarinin
arasinda yer almaktadir (Virkler ve Lednev, 2009; Sikirzhytski, Sikirzhytskaya ve
Lednev, 2011; Kumar, Sharma ve Sharma, 2020). Kan ve semen lekeleri ise tiim bu
viicut sivilarinin arasinda, kan daha sik olmak {izere, iizerinde arastirma yapilan
konularin baginda gelmektedir (Virkler ve Lednev, 2009; Kumar, Sharma ve Sharma,
2020). Biyolojik viicut sivilarinin olusturdugu lekelerin incelenmesi sonucunda; olay
yerinde bulunan kisilerin kim olduklari ve olaymn olus sekli hakkinda bilgi
edinilebildigi gibi (Fisher, 2004); olayin olus zaman1 hakkinda fikir verici yontemler
ve ¢alismalarla da literatiirde karsilasilmaktadir (Strasser ve ark., 2007; Bremmer ve

ark., 2011, 2012; Zapata, Fernandez de la Ossa ve Garcia-Ruiz, 2015).



1.2. Kan ve semen lekesinin temel bilesenleri

Saglikli bir erigkinde kanin igeriginin yarisindan biraz fazlasini hiicre
icermeyen; kanin sekilsiz elemanlari, elektrolitler ve ¢oziinebilir bilesikler igeren
plazma olustururken; kalan yarisindan daha az kismini ise hiicreler olugturmaktadir.
Bu hiicrelerin igerisindeki en biiyiik cogunlugu ise, icerigindeki demir nedeni ile
kana rengini veren, oksijenin tasinimindan sorumlu oldugu bilinen, globiiler bir
protein olan hemoglobini iceren kirmizi kan hiicreleri olusturmaktadir (Cheng ve
ark., 2004; Karita ve ark., 2009; Ambayya ve ark., 2014; Adeli ve ark., 2015). Insan
kaninin biiyiik bir kismin1 olusturan kirmizi kan hiicreleri, kanin toplam iceriginin
hacimce %34 ila %43’liik bir kismin1 meydana getirmektedir (Adeli ve ark., 2015).
Kan lekesinin, viicut dis1 bir ortamda veya bir yiizey lizerinde depozisyonunu takip
eden stirecte en 6nemli degisiklikler de bu kisimda, 6zellikle her bir dL kanda 11,4
ila 14,8 g miktarda bulunan hemoglobin ve tiirevlerinde meydana gelmektedir (Adeli
ve ark., 2015; Y. Zhang ve ark., 2017; Fuggle, 2020). Bununla birlikte; niikleik
asitlerin degradasyonu, protein ve lipid yapidaki kanda ¢Oziinmiis olan
biyomolekiillerin zamanla meydana gelen yikimlar1 ve hiicre i¢inde gorece ¢ok
bulunan elektrolitlerin hiicre zarinin yikim ile hiicre disina ¢ikmasi sonucu nispeten
artmalar karsiliginda, hiicre disinda daha yogun bulunan elektrolitlerin ise goreceli
olarak azalmalar1 depozisyon siirecinde meydana gelen degisiklikler arasinda
siralanmaktadir (Anderson ve ark., 2005; Ambayya ve ark., 2014; Adeli ve ark.,
2015; Y. Zhang ve ark., 2017; Fuggle, 2020).

Semen igerigi ise temelde hiicresel ve hiicresel olmayan olarak iki kisimda
incelenmekte; hiicresel kisim testikiiler kaynakli spermatozoa ve immatiir germinal
hiicreler, tirogenital yolun ddsemesinden dokiilen epitelyal hiicreler ve az sayida
l6kositten olusmaktadir (Dunphy, Neal ve Cooke, 1989; Gupta ve Kumar, 2017).
Hiicresel olmayan kisim ise testis, epididim, Cowper bezleri, seminal bezler ve
prostat kaynakli salgilardan olugsmaktadir (Bonde ve ark., 1998; Jensen, Bonde ve

Joffe, 2006; Moore, Dalley ve Agur, 2010; Gupta ve Kumar, 2017).



1.3. Kan lekesi ve semen lekesinin analizinde kullanilan testler

Kan, semen ve diger viicut sivilarinin analizinde kullanilan testler; lekelerin
olay yerinde veya laboratuvarda tespitinde kullanilan, hizli sonug veren, ancak yanlis
pozitiflik riskini de iginde barindiran 6n degerlendirme testleri olan ihtimali
reaktifler/testler ve ihtimali reaktiflerle pozitiflik saptanan olgularda yiiriitiilen, daha
kesin sonuglar elde edilebilen dogrulama testleri olarak ikiye ayrilmaktadir (Fisher,

2004; Virkler ve Lednev, 2009).

Olay yerinde ve laboratuvarda oldukca yaygin olarak kullanilan 6n testlerden
birisi olarak alternatif 1s1k kaynaklari; idrar ve ter de dahil olmak iizere birgok viicut
stvisi ve organik materyalle ile ¢apraz reaksiyon vermekle beraber, numune iizerinde
dogrulama testlerinin ve kimliklendirme i¢in ileri asama testlerin yapilacagi
bolgelerin secilmesi; diger bir deyisle bulgu haritasinin ¢ikarilmasi agisindan, hem
kan hem de semen lekelerinde, faydali bir uygulama olarak goriilmektedir (Fisher,

2004; Virkler ve Lednev, 2009).

Oldukga kolay uygulama basamaklarina sahip olan bu yontemin disinda, yine
laboratuvarda oldugu kadar olay yerinde de kullanimlar1 olan; hemoglobinin oksidan
0zelligine dayanan oOn testlerden birisi olan luminol testi (Quickenden ve Cooper,
2001; Barni ve ark., 2007), katalitik bir test olan benzidin testi (Cox, 1991; An ve
ark., 2012), Kastle-Meyer testi adiyla da bilinen fenolftalein testi (Glaister, 1926;
Higaki ve Philp, 1976) ve 16komalasit yesili testi (Cox, 1991) basta olmak iizere
literatiirde tanimlanmis ve kan lekeleri i¢in yaygin kullanima girmis olan birgok 6n
degerlendirme testi bulunmaktadir. Benzer sekilde semen lekelerinin  6n
degerlendirmesini yapmak amaciyla gelistirilmis bir¢ok test de bulunmaktadir. Bu
testler arasinda seminal asit fosfataz (Toates, 1979; Lu ve ark., 2007) ve 10sin
aminopeptidaz (Lawton ve Sutton, 1982) aktivitesine dayanan ydntemler One

cikmaktadir. Bununla birlikte; kiitle spektrometrisi ile eslenmis yontemler yardimi ile



eser denilebilecek kadar kiigiik miktarlardaki numunelerin bile incelenebildigi farkli
yontemlerin her gecen giin bir yenisinin daha literatiirde tanimlandig1 goriilmektedir

(Davidovics ve ark., 2022).

Ancak bu yontemlerin biiyiik bir kisminda ya yontemin ana bileseninin veya
yontemin etkinliginin artirtlmasi i¢in kullanilan kimyasal maddelerin, adli tibbi
kimliklendirmenin “altin standart” yontemi olarak kabul edilen, STRs analizinin
lizerine olumsuz etkilerinin olmast bu yontemlerin en biiylik dezavantajini
olusturmaktadir (McNally ve ark., 1989; Hochmeister, Budowle ve Baechtel, 1991;

De Almeida, Glesse ve Bonorino, 2011; Quinones ve ark., 2007).

1.4. Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopi

Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopi olarak dilimize ¢evrilmis olan
“Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)”, titresim spektroskopisi olarak
adlandirilan analitik yontemler arasinda yer almakta olup; elektronlarin titresim
diizeylerinde meydana gelen degisimleri incelemekte ve bu degisimlerin
santimetredeki dalga boyu miktar1 olarak elde edilen yansimalarini spektral bir grafik
olarak sunmaktadir (Jaggi, 2006; Zheng ve ark., 2010; Baker ve ark., 2014; Lee,
Liong ve Jemain, 2017).

Titresim spektroskopisi olarak bilinen yontemler, Raman spektroskopi ve
kiz1l6tesi spektroskopi yontemlerini icermekte olup; bir analitik ara¢ olarak, hem
saglik bilimlerinde hem de adli bilimlerde, 6zellikle son birka¢ dekatta akademik
olarak calisilmis, patlayict analizinden adli belge incelemelerine kadar genis bir
yelpazede yer alan bazi alanlarda ise kendisine rutin kullanim imkani bulmustur
(Edwards, 2004; Huang ve ark., 2008; Movasaghi, Rehman ve Rehman, 2008; Izake,
2010; Hargreaves ve Edwards, 2012; Baker ve ark., 2014; Buzzini ve Suzuki, 2016;



Doty ve ark., 2016; Wang, He, ve ark., 2017; Al-Hetlani ve ark., 2020; Pedrosa ve
ark., 2020). Biyolojik lekelerin analizi i¢in hem Raman spektroskopi ile hem de
farkli  kizilotesi  spektroskopik yoOntemlerle basarili  c¢alismalar literatiirde
tanimlanmistir (Virkler ve Lednev, 2009; Olsztynska-Janus ve ark., 2012; Zapata, De
la Ossa ve Garcia-Ruiz, 2015; Zapata, De La Ossa ve Garcia-Ruiz, 2016). Raman
spektroskopi ile yapilan ¢aligsmalar, 6zellikle Lednev ve ¢alisma grubunun da ardisik
caligmalar1 sayesinde, 6n planda gibi goriilse de, mikroskop camlar1 iizerinde yapilan
bu caligmalar, olay yerinde biyolojik lekelerin bulundugu farkl yiizeyler s6z konusu
oldugu zaman, FTIR ile kiyaslandiginda daha basarisiz sonuglar vermektedir (Virkler
ve Lednev, 2009; McLaughlin, Sikirzhytski ve Lednev, 2013; Zapata, Fernandez de
la Ossa ve Garcia-Ruiz, 2015; Doty ve ark., 2016; Gregorio, Zapata ve Garcia-Ruiz,
2016; Sharma ve Singh, 2020).

Kan, tizerinde en fazla adli biyolojik calisma yapilmis viicut sivisi olarak,
titresim spektroskopisini esas alan yontemlerle ilk kez {iglincii milenyumun
baslarinda tanimlanmaya calisilan bir biyolojik 6rnek olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Strasser ve ark., 2007; De Wael ve ark., 2008; Zapata, De la Ossa ve Garcia-Ruiz,
2015). Onceleri bu yéntemlerin biyolojik tiirler aras1 ayrim yapabilme yeteneklerini
test ederek, ozellikle insan kanini diger hayvan kanlarindan ayirmayi amaglamis
calismalar yogunluk gostermis olsa da (De Wael ve ark., 2008; Pereira ve ark., 2017,
Lin ve ark., 2018); bu g¢alismalarin beraberinde ve sonrasinda yayimnlanan birgok
calismada, kan lekesi yasi tayini ve lekenin bulundugu ylizeyin etkileri basta olmak
lizere birgok faktdriin ¢calisma konusu oldugu (Virkler ve Lednev, 2009; McLaughlin,
Sikirzhytski ve Lednev, 2013; Orphanou, 2015; Doty, McLaughlin ve Lednev, 2016;
Kumar, Sharma ve Sharma, 2020), hatta kan lekesinden lekenin 6liimden 6nce mi
yoksa sonra mi olustugunun tespiti, 1rk tayini ve fenotiplendirme dahi yapilmaya
calisildigr goriilmektedir (Mistek ve ark., 2016; Takamura ve ark., 2017; Mistek,
Halamkova ve Lednev, 2019).

Kan lekesi analizlerine benzer sekilde, semen lekesi lizerinde de titresim

spektroskopisi kullanilarak klinik ¢aligmalar yapildig: gibi, adli biyolojik caligmalar



da yapilmis; semen igerigindeki farkliliklarin analizinden, semenin diger viicut
stvilarindan  ayirt edilerek tanimlanmasina kadar genis bir yelpazede faydal
olabilecek caligsmalar iiretilmistir (Barcot ve ark., 2007; Elkins, 2011; Huang ve ark.,
2011; Takamura ve ark., 2018) Biyolojik sivilar lizerinde yapilmis bunca ¢alismanin
verdigi temel sonuglardan birisi olarak; biyolojik sivilarin FTIR spektroskopi ile
analizi  sonucu elde edilen spektrumlarin  sadece  goOrsel  olarak
degerlendirilemeyecegi, birbirine yakin kimyasal bilesimler igeren bu biyolojik
sivilarin  analizlerinde mutlaka karmasik biyoistatistiksel ve/veya kemometrik
yontemler kullanilmasinin zorunlu oldugu 6nermesi karsimiza ¢ikmaktadir (Gregoério
ve ark., 2017; Gregoério, Zapata ve Garcia-Ruiz, 2016; J. Zhang, Li, Wang, Li, ve
ark.,2017; Lee, Liong ve Jemain, 2017).

Kemometrik yontemler, son yillarda yapilan Iekelerin spektroskopik
incelemelerini esas alan c¢alismalar basta olmak tlizere hem adli bilimler hem de
saglik bilimleri alaninda yapilan calismalarda artan siklikla kullanilmaktadir (J.
Zhang, Li, Wang, Li, ve ark., 2017; J. Zhang, Li, Wang, Wei, ve ark., 2017; Wang,
Zhang, ve ark., 2017; Sharma ve Singh, 2019; Kumar, Sharma ve Sharma, 2020).
Analiz sonucunda elde edilen verinin yiiksek ¢oziiniirliiklii olmasi, 6zellikle biyolojik
numunelerde spektruma etki eden faktorlerin ¢oklugu, veri ile beraber istenmeyen
etkenlerin neden oldugu giiriiltii ve/veya arka plan spektrumu gibi bir¢ok faktdriin
etkisi, kemometrik yontemlerin FTIR ile kombine sekilde kullanimini gerekli hale

getirmektedir (Lee, Liong ve Jemain, 2017; Biancolillo ve Marini, 2018).

1.5. Biyolojik lekelerin yikanarak ortadan kaldirilmasi

Olay yeri, olayin faili tarafindan kasith olarak veya olay dis1 kisiler tarafindan
gerek kasitlh gerekse kasitsiz olarak degistirilebilmektedir. Biyolojik sivilarin
olusturdugu lekelerin parlak yiizeylerde bulundugu durumlarda silinmesi veya

yikanmasi, emici yiizeylerde bulundugu durumlarda ise yikanmasi ve/veya farkl



kimyasallara maruz birakilmasi sik karsilagilan bir olay yerini degistirici miidahale
olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Emici yiizeylerin farkli temizleyiciler ile
yikanmasi durumunda biyolojik sivilarin olusturdugu lekelerden elde edilen
bulgularda tespit edilebilecek degisiklikler ve incelemelerde yapilmasi gereken

degisiklikler hususunda calisilmasinin gerekliligi agik¢a bilinmektedir.

Cinsel saldir1 bulgularinin degerlendirilmesi hususuna dikkati ¢eken
yayinlarda, ozellikle ¢arsaf ve i¢ camasir1 gibi kumaslarda kalan semen lekelerinin
yikamay1 takiben degerlendirilmesine yonelik calismalar yapilmis, bu g¢alismalar
cogunlugu itibariyle ise farkli marka camasir makineleri ve deterjanlar arasinda, veya
farkli sayilarda yikamalar arasinda kiyaslamalar yapmaya calismistir (Jobin ve De
Gouffe, 2003; Hofmann ve ark., 2019; Noél ve ark., 2019). Literatiire bakildiginda;
biyolojik lekelerin alternatif 151k kaynaklari ile aragtirilmasinda ve enzimatik testlerle
tespitinde, farkl sekillerde ve farkli sivilarla yapilan yikamalar sonrasinda giigliikler
goriilse de; yikama soliisyonuna, yikama islemine, yikama sayisina ve siiresine gore
degisik derecelerde tespitin miimkiin olabildigi, bundan daha 6nemli olarak da bu
numunelerde kismen degrade olsa da c¢ok biiyiik oranda DNA profili tespitinin
miimkiin olabildigi goriilmektedir (Joshi, Subhedar ve Saraf, 1981; Andrews ve
Coquoz, 1994; Crowe, Moss ve Elliot, 2000; Farmen, Cortez ve Frayland, 2008;
Castello, Francés ve Verdua, 2009; Jobin ve De Gouffe, 2003; Kafarowski, Lyon ve
Sloan, 1996; Kulstein ve Wiegand, 2018; Hofmann ve ark., 2019; Noél ve ark.,
2019).

Biyolojik lekelerin yikanmasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda; her ne kadar
muhtemel olay gelisim simiilasyonlarina uygun olmasi amaglandigi igin Oyle
yapildig1 ifade edilmis olsa dahi, her yerde ulasilabilir olmayan, programlar1 arasinda
farkliliklar bulunan ¢camasir makineleri ve ticari olarak satilan, icerigi ¢ok degisken
olan kimyasal temizleyicilerin kullanimindan kaynakli olarak kontrollii deney
ortaminin saglanmasindan kismen uzaklasmis oldugu goriilmektedir. Literatlirde
deney sartlarinin kontroliinii kismen saglamis olan ¢aligmalar bulunsa da (Sharma ve

Singh, 2019), hem igerigin hem de yikama siirecinin tekrarlanabilir ve sabit sartlar



altinda yapildig1 ¢alismalar azinlikta kalmaktadir. Bu konuda bir diger 6nemli husus
ise sug faillerinin olay yerindeki bulgular1 degistirmek amaci ile her zaman ¢amagir
makinesi kullanmadiklar1 gercegi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sug delili olabilecek
biyolojik lekelere yapilan miidahaleler elde yikama seklinde olabildigi gibi, bazen
sadece su veya kimyasal temizleyici ile miidahale seklinde de olabilmektedir. Bu tez
caligmasinin konusu ve tasarimi yapilirken literatiirde yer alan bu belirgin agiklik

dikkate alinmistir.

1.6. Calismanin amaci

Giincel literatiirde, standardize kimyasal temizleyiciler yerine, igerigi ve
konsantrasyonu bilinmeyen temizleyicilerin kullanilmast sonucunda meydana gelen
standardize ¢aligma ac¢igini kapatmayi amaclayan bu calisma; hem kimyasal madde
igeriklerini sabit ve tekrarlanabilir konsantrasyonlarda kullanmay1, hem de diinyanin
her yerinde standart olmayan, modelden modele degisiklik gosterebilen camasir
makineleri ile yapilan yikamalar yerine, sik bagvurulan bir yontem olan elde mekanik
temizligi standardize sekilde kullanarak, bu temizlik yontemlerinin FTIR ile kan ve

semen lekelerinin tespit edilmesi lizerine olan sonuglarini irdelemektedir.

Bu tez ¢alismasinda, literatlirde cevabi bulunmayan asagidaki ii¢ temel soruya

cevap aranmaktadir:

1. Kan ve semen lekesinde mekanik olarak temizlik yapmakla, sadece
immersiyon yoluyla temizlik yapmak arasinda, FTIR ile yapilan
incelemelerin sonuglarina etki bakimindan farklilik var midir?

ii. Depozisyonu tamamlanmig kan ve semen lekelerinin temizligi
sirasinda  kullanilan muhtemel sivilar arasinda FTIR ile tespitini

etkileyecek, ayrimini giliclestirecek farkliliklar var midir?



iii. Kan ve semen depoziti iizerinde farkli kimyasal temizleyicilerin

spektrum tizerindeki etkileri ne sekilde meydana gelmektedir?
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kimyasallar

Laboratuvar analizi i¢in metanol (LC gradyan derecesi) Merck'ten
(Darmstadt, Almanya) satin alinmistir. Sodyum hipoklorit (%40) ve hipoklorik asit
(%5) ¢ozeltileri Seba Kimya'dan (istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir. Saf sabun
graniilleri ve siv1 bulagik deterjan1 Procter&Gamble Tiirkiye'den (istanbul, Tiirkiye)
satin alinmistir. Kullanilan bulagik deterjani enzim icermeyen tiptedir. Bulasik
deterjani igerigi asagidaki gibidir: %5-15 anyonik ylizey aktif madde, <%S5 iyonik
olmayan yiizey aktif madde, metil-izolitiazolinon, fenoksietanol, parfiim, geraniol,

limonen.

2.2. Kan ve semen numunelerinin toplanmasi

Bu deneyde, daha oOnce baska bir ¢alisma i¢in aliman kan ve semen
numuneleri kullanilmistir. S6z konusu calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun GO 20/121 proje numarasi ile
kayitlidir.

Alinan kan numuneleri; li¢ yetiskin erkek ve ii¢ yetiskin kadindan her bir
bireyden 10 cc olacak sekilde alinmistir. Kan alinmadan 6nce her denekten ayr1 ayri
onam alinmistir. Alinan 6rneklerde tam kan sayimi yapilmis ve deneklerin kan sayim

degerlerinin normal araliklarda oldugu goriilmiistiir.
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Yazili onamlar1 olan ve li¢ giinliikk cinsel perhizi olan ii¢ erkek denekten
semen Ornegi alindiktan sonra semende hiicre sayimi ve pH analizi yapilmistir.
Semen Orneklerinde pH, sperm sayis1 ve morfolojisinin normal sinirlar i¢inde oldugu

gOriilmiistiir.

Alinan higcbir Ornege, olay mahallini aslina uygun bir sekilde simiile
edebilmek ve spektrumda katki maddelerinin etkilerini gérmemek i¢in, antikoagiilan

veya bagka bir koruyucu eklenmemistir.

Kan 6rneklerine antikoagiilan madde eklenmedigi i¢in leke alindiktan hemen

sonra, koagiilasyon ve/veya hemoliz baslamadan kumasa transfer edilmistir.

Semen ornekleri oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra likefiye

olarak homojenize edildikten sonra leke transferine baglanmistir.

2.3. Kan ve semen lekesi depozitlerinin olusturulmasi

20 ul kan veya semen, 2 cm?’lik ayrilmis alanlara sahip pamuklu kumas
parcalarina damlatilmistir. Her iki leke merkezi arasindaki mesafe en az 4 cm olacak
sekilde leke depozisyonu uygulanmistir. Toplam 78 kan ve 78 semen lekesi transfer
edildikten sonra 6rnekler 10000 liimen beyaz 151k, 23 °C sicaklik ve %40’lik bagil
nem (Rh) saglayan bir dolapta, sabit kosullar altinda, 3 saat siire ile kurumaya
birakilmistir. Depozisyon isleminden sonra numuneler, her grup 6 lekeden olusacak
sekilde ayrilmistir. Bu asamadan sonra hem kan hem de meni lekelerine ayni islemler

uygulanmustir.
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Sekil 2.1. Kan ve semen lekeleri aktarilmis kumag parcalar: (a: kan lekesi aktarilmig kumas pargasi, b: semen
lekesi aktarilmig kumas pargast).

2.4. Deney gruplarn ve yikama islemleri

Kontrol grubu olarak bir kan ve bir meni lekesi grubu (altisar leke) ayrilmis
ve herhangi bir islem yapilmadan analize kadar iklimlendirme kabini igerisinde

saklanmistir. Her bir kimyasal temizleyici icin bir grup kan ve meni lekesi 200 cc
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temizleme sivisinda bir saat bekletilmis, diger grup lekeler ise temizleme sivisi
icindeyken mekanik temizlige tabi tutulmus ve ardindan bir saat sivida bekletilmistir.
Mekanik temizlik ayn1 cins kumas ile 60-80 N/cm? basing altinda leke iizerine bes
dakika siire ile basing altinda siirtinme uygulamasi seklinde ovulmasi ile
saglanmigtir. Temizleme sivisi olarak saf su, saf su icerisinde %40’lik metanol,
%35°lik sodyum hipoklorit, %5 hipoklorik asit, 5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik
deterjan1 ¢Oziinmiis saf su kullanilmistir. Numunelerin yikamalar sonrasi1 goriintiileri
Sekil 2.2°de gosterilmistir. Numunelere yapilan 6n islemlere ait is akig basamaklari

Cizelge 2.1°de sunulmugtur.

aa ab ba bb

| —

ca cb da db

'61 r:l

: . l ,i

ea eb fa fb

—

Sekil 2.2. Kan lekesi numunelerinin yikama sonrasi goriiniimleri (aa: saf su i¢inde immersiyon yapilmig numune,
ab: saf su iginde mekanik temizlik yapilmis numune, ba: %40°lik metanol i¢inde immersiyon yapilmis numune,
bb: %40°lik metanol i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, ca: %5°lik sodyum hipoklorit icinde immersiyon
yapilmis numune, cb: %5°lik sodyum hipoklorit iginde mekanik temizlik yapilmis numune, da: %5’lik hipoklorik
asit i¢cinde immersiyon yapilmis numune, db: %5°lik hipoklorik asit i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune,
ea: 5 g/L sabun iginde immersiyon yapilmig numune, eb: 5 g/L sabun i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune,
fa: 5 g/L bulasik deterjani icinde immersiyon yapilmis numune, fb: 5 g/L bulasik deterjani i¢inde mekanik
temizlik yapilmis numune).
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Cizelge 2.1. Numunelere yapilan 6n islemlere ait is akis basamaklari (* Uygulanan pre-analitik iglemler: 1.
Pamuklu kumas tizerine 20 pL kan lekesi depozisyonu, 2. Pamuklu kumas iizerine 20 pl semen lekesi
depozisyonu, 3. 30 dakika oda 1sisinda, giines 1s1gindan ve hava akimindan uzak olarak depozitin tam olarak
kurutulmast, 4. %35 sodyum hipoklorit igeren 200 cc siv1 igerisinde bir saat immersiyon, 5. Immersiyon sonrast saf
su icerisine daldirilarak kimyasal kalintilarin azaltilmasi, 6. 60-80 N kuvvet uygulayarak immerse edilecek sivi
icerisinde lekenin 5 dk mekanik siirtinmeye maruz birakilmasi, 7. 5 g/L sivi bulasik deterjani igeren 200 cc
soliisyon igerisinde bir saat immersiyon, 8. %5 hidroklorik asit igeren 200 cc siv1 igerisinde bir saat immersiyon,
9. 5 g/L sabun ¢ozdiiriilmiis 200 cc sivi igerisinde bir saat immersiyon, 10. 200 cc saf su igerisinde bir saat
immersiyon, 11. 200 cc %40°’lik metanol igerisinde bir saat immersiyon).

Numune Tipi Pre-analitik islem* Tekrar sayisi
Kontrol — Kan 1+3 6
Kontrol — Semen 2+3 6
Camagwr Suyu — Immersiyon — Kan 1+3+4+5+3 6
Camagir Suyu — Immersiyon — Semen 2+3+4+5+3 6
Camaswr Suyu — Mekanik - Kan 1+3+6+4+5+3 6
Camaswr Suyu — Mekanik - Semen 2+3+6+4+5+3 6
Bulagik deterjani — Immersiyon - Kan 1+3+7+5+3 6
Bulagstk deterjani — Immersiyon — Semen 2+3+7+5+3 6
Bulasik deterjant — Mekanik — Kan 1+3+6+7+5+3 6
Bulasik deterjant — Mekanik — Semen 2+3+6+7+5+3 6
Tuz ruhu — Immersiyon — Kan 1+3+8+5+3 6
Tuz ruhu — Immersiyon — Semen 2+3+8+5+3 6
Tuz Ruhu — Mekanik — Kan 1+3+6+8+5+3 6
Tuz ruhu — Mekanik — Semen 2+3+6+8+5+3 6
Sabun — Immersiyon — Kan 1+3+9+5+3 6
Sabun — Immersiyon — Semen 2+3+9+5+3 6
Sabun — Mekanik — Kan 1+3+6+9+5+3 6
Sabun — Mekanik — Semen 2+34+6+9+5+3 6
Saf su — Immersiyon — Kan 1+3+10+3 6
Saf su — Immersiyon — Semen 2+3+10+3 6
Saf su — Mekanik — Kan 1+3+6+10+3 6
Saf su — Mekanik — Semen 2+3+6+10+3 6
Metanol — Immersiyon — Kan 1+3+11+3 6
Metanol — Immersiyon — Semen 2+3+11+3 6
Metanol — Mekanik — Kan 1+3+6+11+3 6
Metanol — Mekanik — Semen 2+3+6+11+3 6

Immersiyon veya mekanik temizleme islemlerinden sonra numuneler 10000

liimen beyaz 151k, 23 °C sicaklik ve %40 Rh saglayan bir iklimlendirme kabininde
(Mikrotest © MIT 120 Climating Chamber, Ankara, Tiirkiye) 12 saat sabit
kosullarda tutularak leke kalintisinin kurumasi saglanmis ve ardindan analiz

edilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Numunelerin sabit kosullarda bekletildigi iklimlendirme kabini.

2.5. Enstriimentasyon ve numunelerin analizi

Bu c¢alismada; Evrensel Azaltilmis Toplam Yansitma (ATR) Ornekleme
Aksesuarli Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR / FT-NIR spektrometresi kullanilmistir
(Sekil 2.4). Calisilan 6rneklere ait spektrumlar, Spectrum 10.5.4 (Perkin Elmer Inc.,
Norwalk, CT, ABD) yazilimi1 kullanilarak elde edilmistir.
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Sekil 2.4. Calismada kullamlmis olan Universal Azaltilmis Toplam Yansitma (ATR) Ornekleme Aksesuarli
Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR / FT-NIR spektrometresi

Alt1 farkli goniilliilden elde edilmis olan lekelerin incelenmesi sirasinda, her
numune i¢in, numunenin farkli bélgelerinden {i¢ adet spektrum elde edilmis ve bu
spektrumlarin ortalamasi alinmistir. Kumasin yapisi ve kumasta kalan kimyasal
temizleyicilerin spektrum {izerine olan etkilerini ortadan kaldirmak i¢in numune
icermeyen bir kumas bolgesinden arka plan (background) spektrumu alinmis ve elde
edilen bu spektrum kan veya semen lekeli kumas spektrumundan yazilim yardimiyla
otomatik olarak c¢ikartilmigtir. Her Ornegin spektrumu alimirken bu islem
tekrarlanmigtir. Numuneler arasinda ¢apraz bulasa neden olmamak amaciyla her bir
numune analizi dncesinde ve sonrasinda numune konulan ylizey metanol ile silinmis

ve kurumasi beklendikten sonra diger numunenin analizine gegilmistir.
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2.6. Elde edilen verilerin analizi

Elde edilen veriler 6ncelikle gorsel olarak degerlendirilmis, bu amagla elde
edilen verilerden Microsoft® Office 365 Excel (Microsoft, 2022) ve The
Unscrambler X v10.4 (Camo, 2020) programi ile ortalama spektral grafikler elde

edilmis ve elde edilen grafikler gorsel olarak degerlendirilmistir.

FTIR verilerinin kemometrik analizi i¢in MATLAB yazilim1 (Mathworks,
2020) ve PLS Toolbox siiriim 8.2 (Eigenvector Research, 2018) kullanilmistir. FTIR
verilerinin 3:1 oraninda egitim ve test veri setleri ile ayrimi i¢in kismi en kiiglik
kareler diskriminant analizi (PLS-DA) kullanildi. PLS-DA (i) kan ve meni (tiim
spektrumlar); (i1) kontrol numuneleri ve yikanmis numuneler; (iii) meni lekeleri i¢in
kontrol ve yikanmis numuneler; (iv) kan lekeleri i¢in kontrol ve yikanmis numuneler;
(v) yikama islemlerinin tiirii (immersiyon ve mekanik), (vi) kan ve meni lekesinin
yikanmasinda hangi kimyasalin kullanildig1 (kan ve meni numuneleri ayr1 ayr1 ve

birlikte) degerlendirilmistir.

Ayrica, PLS-DA ayrimciliginin performansini belirlemek i¢in, duyarlilik
orani (STR, %), 6zgiilliikk oran1 (SPR, %) ve model verimlilik oran1 (EFR, %); gercek
pozitif oran (TPR), yanlis negatif oran (FNR), gercek negatif oran (TNR), yanlig
pozitif oran degeri (FPR) kullanilarak agsagidaki gibi hesaplanmaistir:

STR = TPR / (TPR + FNR)

SPR = TNR / (TNR + FPR)

EFR = 100 - (FPR + FNR)
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3. BULGULAR

3.1. Kan lekesi spektrumlari

3.1.1. Kan lekelerinin yitkama sivisinda immersiyonu ile elde edilen

numunelerden elde edilen verilerin spektral grafigi

Kan lekelerini iceren numunelerin kontrol numunesi ile birlikte 200 cc’lik saf
su, saf su igerisinde %40’lik metanol, %5°1ik sodyum hipoklorit, %5 hipoklorik asit,
5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik deterjan1 ¢oziinmiis saf su icerisinde bir saat
bekletilmesi sonucunda elde edilen intermitans spektrumlarma ait grafik Sekil

3.1°deki gibi elde edilmistir.
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Sekil 3.1. Kan lekesi numunelerinin yikama sivisinda immersiyonu sonucu elde edilen intermitansi gosterir
spektral grafikler (B-BL-I: %5’lik sodyum hipoklorit i¢inde immersiyon yapilmig numune, B-C: kontrol
numunesi, B-DET-I: 5 g/L bulasik deterjan1 i¢inde immersiyon yapilmis numune, B-HCL-I: %5°lik hipoklorik
asit iginde immersiyon yapilmis numune, B-MEOH-I: %40°lik metanol i¢inde immersiyon yapilmis numune, B-
SP-I: 5 g/L sabun i¢inde immersiyon yapilmis numune, B-W-I: saf su icinde immersiyon yapilmis numune).

3.1.2. Kan lekelerinin yikama sivisinda mekanik temizligi ile elde edilen

numunelerden elde edilen verilerin spektral grafigi

Kan lekelerini iceren numunelerin kontrol numunesi ile birlikte 200 cc’lik saf
su, saf su igerisinde %40°lik metanol, %5°1lik sodyum hipoklorit, %5 hipoklorik asit,
5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik deterjan1 ¢ézlinmiis saf su igerisinde mekanik
temizligi sonucunda elde edilen intermitans spektrumlarina ait grafik Sekil 3.2’deki

gibi elde edilmistir.
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Sekil 3.2. Kan lekesi numunelerinin yikama sivisinda mekanik temizligi sonucu elde edilen intermitanst gosterir
spektral grafikler (B-BL-M: %5°lik sodyum hipoklorit i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, B-C: kontrol
numunesi, B-DET-M: 5 g/L bulasik deterjan: i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, B-HCL-M: %5’lik
hipoklorik asit i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, B-MEOH-M: %40’likk metanol i¢inde mekanik
temizlik yapilmig numune, B-SP-M: 5 g/L sabun i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, B-W-M: saf su
icinde mekanik temizlik yapilmis numune).

3.2. Semen lekesi spektrumlari

3.2.1. Semen lekelerinin yitkama sivisinda immersiyonu ile elde edilen

numunelerden elde edilen verilerin spektral grafigi

Semen lekelerini i¢eren numunelerin kontrol numunesi ile birlikte 200 cc’lik
saf su, saf su icerisinde %40’lik metanol, %5’°lik sodyum hipoklorit, %5 hipoklorik
asit, 5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik deterjan1 ¢6ziinmiis saf su igerisinde bir
saat bekletilmesi sonucunda elde edilen intermitans spektrumlarina ait grafik Sekil

3.3’teki gibi elde edilmistir.
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Sekil 3.3. Semen lekesi numunelerinin ytkama sivisinda immersiyonu sonucu elde edilen intermitanst gosterir
spektral grafikler (S-BL-1: %5 lik sodyum hipoklorit igcinde immersiyon yapilmis numune, S-C: kontrol numunesi,
S-DET-1: 5 g/L bulasik deterjani i¢inde immersiyon yapilmis numune, S-HCL-I: %5 lik hipoklorik asit icinde
immersiyon yapumis numune, S-MEOH-1: %40 [tk metanol i¢inde immersiyon yapilmis numune, S-SP-1: 5 g/L
sabun iginde immersiyon yapilmis numune, S-W-1: saf su i¢inde immersiyon yapilmis numune).

3.2.2. Semen lekelerinin yitkama sivisinda mekanik temizligi ile elde

edilen numunelerden elde edilen verilerin spektral grafigi

Semen lekelerini i¢eren numunelerin kontrol numunesi ile birlikte 200 cc’lik
saf su, saf su icerisinde %40’lik metanol, %5’lik sodyum hipoklorit, %5 hipoklorik
asit, 5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik deterjan1 ¢6zlinmiis saf su igerisinde
mekanik temizligi sonucunda elde edilen intermitans spektrumlarina ait grafik Sekil

3.4’teki gibi elde edilmistir.

22



— 5 -E -

—— 5=

— S5-DET-M
S-HCL-M

— 5-MEOH-M
5-5P-M

. 5-A0-M

4000 3919 3836 3753 3670 3586 3503 3420 3337 3253 3170 3087 3004 2920 2837 2754 2671 2586 2504 2421 2338 2255 2171 2088 2005 1922 1838 1755 1672 1569 1506 1422 1339 1256 1173 1069 1006 832 866 801 736 BI0

Sekil 3.4. Semen lekesi numunelerinin yikama sivisinda mekanik temizligi sonucu elde edilen intermitansi
gosterir spektral grafikler (S-BL-M: %5°lik sodyum hipoklorit i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, S-C:
kontrol numunesi, S-DET-M: 5 g/L bulasik deterjant i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, S-HCL-M:
%5’lik hipoklorik asit i¢ginde mekanik temizlik yapilmig numune, S-MEOH-M: %40°lik metanol i¢inde mekanik
temizlik yapilmis numune, S-SP-M: 5 g/L sabun i¢inde mekanik temizlik yapilmis numune, S-W-M: saf su iginde
mekanik temizlik yapilmis numune).

3.3. PLS-DA Analizi

Tim yikanmig ve yikanmamis kan ve semen lekeleri %100 duyarlilik,
ozgiilliik ve model etkinligi ile PLS-DA kullanilarak basariyla ayirt edildi (Sekil 3.5).
Tim kan ve semen lekelerinin FTIR spektrumlari, 2. Tiirev (order: 2, window: 7 pt,

incl only, tails: polyinterp) ile 6n isleme tabi tutulmustur.
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Sekil 3.5. Kumas iizerinde kan ve semen lekelerinin ayrimi.

Kan ve meni lekelerini igeren kontrol ve yikanmis leke 6rneklerinin PLS-DA

grafigi Sekil 3.6'da verilmistir. Sekil 3.6'daki PLS-DA modeline esas spektrumlar 2.

Tiirev (order: 2, window: 7 pt, incl only, tails: polyinterp) ve Otomatik Olgek

(autoscale) ile 6nceden islenmistir. Siniflandirma modelinin %100 SPR, STR ve EFR

ile dogru bir sekilde gelistirildigi Cizelge 3.1'de goriilebilir.
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Sekil 3.6. Tim kan ve semen verileri ile kontrol ve yikanmis numunelerin ayrimi (BL, ¢camasir suyu; HCI,
hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Cizelge 3.1. PLS-DA ayrimi performans parametreleri (a kan; b semen; ¢ kan ve semen; LV, latent variabl;
RMSEC, “root mean squares error calibration”; RMSECV, “root mean squares error cross validation”; STR,
duyarlilik orani; SPR, 6zgiillik orani; TPR, dogru pozitiflik orani ; FNR, yanlis negatiflik orani; EFR, etkililik
orani).

Kan ve Kontrol ve Kontrol ve yikama tiirii immersiyon ve

semen yikanmis (immersiyon, mekanik) mekanik temizlik

LV 4 9@ 10 7
6 b
g
REMSEC 0.1731 0.0926678 0.065709 0.2062
0.186528
0.0684923
REMSECV 0.2161 0.133611° 0.129965 0.3498
0.204686
0.112158 ¢
STR (%) 100 100 ° 100 100
100 °
100 ¢
SPR (%) 100 100 ° 100 100
100 °
100 ¢
TPR (%) 1 1e 1 1
1 b
T
FNR (%) 0 0@ 0 0
0 b
0¢
EFR (%) 100 100 ¢ 100 100
100 °
100 ¢

Kontrol ve yikanmis kan ve meni ayrimi Sekil 3.7 ve 3.8'de ayr1 ayn

gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Kontrol grubu ve yikanmig kan lekelerinin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol;

MEOH, metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.8. Kontrol grubu ve yikanmig semen lekelerinin ayrimi (BL, ¢camasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C,
kontrol; MEOH, metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).

Sekil 3.9'da kontrol numuneleri ve yikanmig numuneler, yikama tiirlerine

gore basarili bir sekilde ayirt edilirken, Sekil 3.10; immersiyon ve mekanik

yikamanin ayrimini gostermektedir. Yikama yontemlerinin ayriminda %100 STR,

SPR ve EFR ile yliksek dogruluklu modeller elde edilmistir.
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Sekil 3.9. Kontrol grubu ve yikama yontemlerinin ayrimi: (IMM, immersion; C, kontrol; MEC, mekanik).
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Sekil 3.10. immersiyon ve mekanik ytkamanin ayrimi1 (IMM, immersiyon; MEC, mekanik).

Son olarak kan ve semen lekelerini temizlemek icin kullanilan yikama
maddeleri ayirt edilmis olup 2. Tiirev (sira: 2, pencere: 7 pt, sadece kuyruklar:
polyinterp) hem kan hem de semen spektral verileri igin On islem olarak
kullanilmistir. Yikama islemi i¢in kullanilan kimyasallarinin kan lekesi tizerindeki
ayrimi1 Sekil 3.10-15'te %100 duyarlilik, o6zgillik ve model verimliligi ile
gosterilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Yikama kimyasallarinin PLS-DA ayrimciliginin performans parametreleri (a kan; b semen; ¢ kan ve
semen; LV, latent variabl; RMSEC, root mean squares error calibration; RMSECV, root mean squares error cross
validation; STR, duyarlilik; SPR, 6zgiilliikk; TPR, dogru pozitiflik orani; FNR, yanlis pozitiflik orani; EFR,

etkinlik orani. BL, %5°1ik sodyum hipoklorit; HCI, %5’lik hipoklorik asit; MEOH, %40°lik metanol; DET, 5 g/L

bulasik deterjant; SP, 5 g/L sabun; W, saf su).

WASHING CHEMICALS
BL HCl MEOH DET SP W
LV 92 92 92 92 92 92
6° 6° 6° 6° 6° 6°
8¢ 8¢ 8¢ 8¢ 8¢ 8¢
REMSEC 0.0905 * 0.0650 * 0.0975 # 0.0721* 0.1077* 0.0796 *
0.0984 ® 0.1044 0.0783° 0.1099 ® 0.1396° 0.0876°
0.0745 © 0.0680 © 0.0656 © 0.0808 © 0.1103 ¢ 0.0671 ¢
REMSECV 0.1142* 0.0956 * 0.1343 2 0.1265* 0.1352 ¢ 0.1189*
0.1274° 0.1322° 0.1143° 0.1282° 0.1622° 0.1139°
0.1005 °© 0.0889 © 0.0942 ¢ 0.1011°¢ 0.1255°¢ 0.0978 ©
STR (%) 100 &b¢ 100 &b-¢ 100 b¢ 100 &b ¢ 100 &b-¢ 100 &b¢
SPR (%) 100 &b¢ 100 &b¢ 100 &b ¢ 100 »b¢ 100 &b¢ 100 &b¢
TPR (%) 12 12 12 12 12 12
I I 1° 1® I I
1e 1e 1e¢ 1e¢ 1e¢ 1e
FNR (%) 02 02 02 02 02 02
0° 0° 0° 0° 0° 0°
0¢ 0¢ 0° 0° 0¢ 0¢
EFR (%) 1002 1002 100 100 1002 1002
100°® 100°® 100°® 100°® 100°® 100°®
100 ¢ 100 ¢ 100 € 100 ¢ 100 ¢ 100 ¢
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Sekil 3.11. BL ile kan lekesini yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.12. HCI ile kan lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,

metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.13. MEOH ile kan lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amagsir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,

metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.14. DET ile kan lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.15. SP ile kan lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amagir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.16. W ile kan lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).

Sekil 3.16-21°de semen lekelerinin yikamada kullanilan kimyasallara gore
ayrimi gosterilmistir. Yapilan degerlendirme oncesinde semen lekesi spektrumlart 2.
Tiirev (order: 2, window: 7 pt, incl only, tails: polyinterp) ile 6n islemden

gecirilmistir.
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Sekil 3.17. BL ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amagir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,

metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.18. HCl ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,

metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.19. MEOH ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCIL, hidroklorik asit; C, kontrol;
MEOH, metanol; DET, bulagik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.20. DET ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCIL, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).

41



1.0

Samples

R BL
q
1« o HCl
4 A
08+ 4 : AC
p v MEOH
< o DET
0.6 1 4 SP
g Calibration Validation > W
[ A
>
T 044 A
9
O A
s [ ]
B 02- R A b
=
0 ¢ > b
0.0 .l ;‘. '" S r‘
[ \ 4  / ‘
v ‘0 > P
0.2 vV ¢ 3 *
¢
L I L L L |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sekil 3.21. SP ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.22. W ile semen lekesi yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH,
metanol; DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).

Sekil 3.22-27’de yikama ig¢in kullanilan kimyasallar ayirt edilirken kan ve
semen lekesi ornekleri birlikte kullanilmis ve bir biitiin olarak degerlendirilmistir.
S6z konusu veri 2. Tiirev (order: 2, window: 7 pt, incl only, tails: polyinterp) ve

Otomatik Olgek (autoscale) ile dnceden islenmistir.
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Sekil 3.23. BL ile yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol; DET,

bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.24. HCI ile yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol,
DET, bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.25. MEOH ile yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol;
DET, bulagik deterjani; SP, sabun; W, su).

46



104 in m BL
| ¢ e HCI
08- % ’3 .
7 v MEOH
¢ DET
06+ <SP
: Calibration Valigaton » W
= 044
®
S ]
0 02+
[S ow o
Sl
@ 00- 5& M
D_ o
-0.2-_ s
-0.4 4
- 4
06-
Pttt
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Samples

Sekil 3.26. DET ile yikamanm ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol;
DET, bulagik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.27. SP ile yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCIL, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol; DET,

bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).
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Sekil 3.28. W ile yikamanin ayrimi (BL, ¢amasir suyu; HCI, hidroklorik asit; C, kontrol; MEOH, metanol; DET,
bulasik deterjani; SP, sabun; W, su).

Gelistirilen modellerin performans parametrelerine gore, PLS-DA ydnteminin
hem yikanmis kan hem de semen lekelerinde, temizlik amagl kullanilan kimyasallar

ayirt etmede giiglii bir ara¢ oldugu goriilmektedir.
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4. TARTISMA

Kan ve semen lekeleri olay yerinden elde edilebilecek degerli bulgular
arasinda yer almaktadir. Ancak bu lekeler az miktarda ve farkli ylizeyler iizerinde
depozit seklinde bulunabilmektedir. Kan ve semen lekeleri, kiyafetler basta olmak
lizere, c¢esitli amacglar i¢in iretilmis pamuklu kumaslara emilmis sekilde
bulunabilmektedir. Bu kumaslar da bazen fail, bazen magdur, bazen de olayla
iliskisiz kisiler tarafindan yikanarak temizlenebilmektedir (Crowe, Moss ve Elliot,

2000; Castello, Francés ve Verdua, 2009; Schlagetter ve Glynn, 2017).

Farkli yikama sekillerinin biyolojik lekelerin bulundugu kumas pargasindan
DNA eldesini zorlastirdigi, ancak imkansiz hale getirmedigi; yikanmis olsa dahi bu
lekelerden DNA elde edebilmek i¢in kumasin analiz edilmesi gerektigi bilinmektedir
(Brayley-Morris ve ark., 2015; Kulstein ve Wiegand, 2018; Noél ve ark., 2019).
Yikanmis lekenin bulundugu kumastan DNA, hatta mRNA (mesajc1 riboniikleik asit)
ve miRNA (mikro riboniilkeik asit) 6rnegi elde edilebilir, belli yikama kosullarinda
intakt sekilde kalmis spermatozoa bile tespit edilebilir; ancak DNA 0Ornegi elde
edilebilmesi i¢in Oncelikle genis kumas parcasinda lekenin nerede lokalize
oldugunun tespit edilmesi gerekmektedir (Crowe, Moss ve Elliot, 2000; Farmen,
Cortez ve Frayland, 2008; Brayley-Morris ve ark., 2015; Kulstein ve Wiegand, 2018;
Mayes ve ark., 2019). Bulgu haritalamasi olarak da adlandirilan numunenin yerinin
tespiti isleminde kullanilan yontemlerin yikama islemi ile islevsiz hale gelebildigi,
yikamanin yogunlugu, yikamada kimyasal temizleyici kullanilmasi, kumas tiirii ve
rengi gibi bircok faktdriin bu 6n testleri etkileyebildigi bilinmektedir (Stoilovic,
1991; Kobus, Silenieks ve Scharnberg, 2002; Quickenden, Ennis ve Creamer, 2004;
Jobin ve De Gouffe, 2003; Nolan ve ark., 2018; Hofmann ve ark., 2019). Numuneye
zarar vermeyen ve hizli bir yontem olan FTIR, kemometrik analizlerle kombine

edildiginde, lekenin oldugu yeri tespit edebildigi gibi, lekenin hangi tiir biyolojik
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stviya ait oldugunu da belirleyebilmektedir (Elkins, 2011; Orphanou, 2015; Quinn ve
Elkins, 2017; Takamura ve ark., 2018; Edler ve ark., 2020).

Calismamiz sirasinda yapilan yikamalar sonrasinda semen lekelerinin hem
immersiyon hem de mekanik temizligin ardindan gozle tespit edilemez hale geldigi
tespit edilmistir. Kan lekelerinin ise immersiyon isleminden sonra halen kumas
tizerinde goriiniir halde oldugu, mekanik temizlik yapilan kan lekelerinin ise metanol
ve hidroklorik asit ile temizlenen numuneler disinda gozle tespit edilemez hale
geldigi, metanol ve hidroklorik asit ile mekanik temizlik yapilan numunelerin gozle
tespit edilebildigi dikkati ¢ekmistir. Yiiksek sicaklik altinda fikse olan kan lekelerinin
bertaraf edilmesinin daha zor oldugunu ortaya koyan bir ¢aligma, bu durumun kan
lekesi icindeki hemoglobinin methemoglobine doniisiimii ile iliskili olabilecegi
sonucunu One siirmektedir (Quickenden, Ennis ve Creamer, 2004). Calismamizda
hidroklorik asit ve metanolle yikamasi yapilan numunelerin daha kalici olmasin1 da
benzer sekilde, oksidan oOzellikleri nedeni ile methemoglobin olusumunun
indiiklenmesine baglamak miimkiin goériinmektedir (Ham ve Balean, 1905;

Dieckmann, 1932).

Kan lekelerinin FTIR spektrumu iizerine literatiirde yapilan calismalar,
beklendigi iizere, spektrumun, basta hemoglobin basta olmak iizere, kan igeriginde
bulunan proteindz yapilarin pikleri tarafindan domine edildigini gostermektedir
(Elkins, 2011; Takamura ve ark., 2018). Literatiirde, protein yapilarin molekiiler
etkilesimleri sonucunda olusmasi beklendigi ifade edilen ve spektrumda 1700-1600
cm’! arasinda yerlesen Amide I genis piki ve Amide II piki (Elkins, 2011; Orphanou,
2015); calismamizda elde edilen tiim kontrol spektrumlarinda, pamuk liflerinin
spektruma etkileri dislandiktan sonra tespit edilmistir. Literatlirde tanimlanan ve kan
lekesinin karakteristik spektrumunu meydana getiren major pikler ve biyomolekiiller
icin ayirt edici bolgeler c¢iplak gozle gorsel olarak tanimlanabilecek sekilde
calismamizda elde edilen kontrol numunesi spektrumlarinda goriilmiistiir (Elkins,

2011; Quinn ve Elkins, 2017; Takamura ve ark., 2017, 2018).
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Kan lekelerine benzer sekilde, semen spektrumlar1 da literatiirde tanimlanmis
olan spektrumlara benzer sekilde elde edilmistir. Basta semen lekelerinde
tanimlanmus en ayirt edici pik olan, 1016 cm™'*de yerlestigi bilinen ve asimetrik O-C-
C gerilimine atfedilen pik olmak iizere, semene ait major pikler kontrol numunesinde
elde edilmistir (Elkins, 2011; Takamura ve ark., 2018). Ancak 1016 cm!"de yerlesik
olan pik, 6zellikle mekanik yikama islemine maruz birakilmis numunelerde, oldukca
zay1f bir pik olarak tespit edilmistir. Benzer bir durum pamuklu pedlerin substrat
olarak kullanildig1 bagka bir ¢aligmada da tespit edilmis olup; bu durum, pamuga ait
spektrumun bu bolgede biyolojik numune spektrumuna baskin gelerek neden oldugu

bozulmaya baglanmistir (Gregorio, Zapata ve Garcia-Ruiz, 2016).

Incelenen &rnekler, olay yerinde siklikla leke depozitlerinin kumas iizerinde
goriilebilmesi nedeni ile pamuk kumas olarak secilmistir. Pamuk lifleri de organik
molekiillerden meydana geldigi i¢in biyomolekiiller i¢in ayirt edici bolgelerde pik
formasyonu olusturmaktadir. Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalar bu etkiyi goz ardi
etmis olsa da, literatiirde, pamuk liflerinin kan ve semen i¢in FTIR spektrumuna
etkilerinin &zellikle 900-1500 cm™ araliginda meydana geldigini gosteren bir ¢aligma

bulunmaktadir (Zapata, De La Ossa ve Garcia-Ruiz, 2016).

Pamuk liflerine ait en belirgin pikler 1032 cm™’de yerlesen yogun ve dar bir
pik ve 3330 cm " de yerlesen genis bir pik olarak tanimlanmaktadir (Portella ve ark.,
2016). Pamuk liflerine ait en giiclii pikin oldugu bdlgenin yakininda, 1059-1084 cm™!
civarinda tespit edilmesi beklenen ve prostat spesifik antijene atfedilen pik,
literatiirde daha once de bildirilmis oldugu gibi, bizim ¢alismamizda da numunelerde
tespit edilememistir (Orphanou, 2015; Gregorio, Zapata ve Garcia-Ruiz, 2016). Her
ne kadar Zapata ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada (Zapata, De La Ossa ve Garcia-
Ruiz, 2016) 1500-1800 cm™ alanmin pamuk liflerinin spektrumundan az
etkilendigini ve bu nedenle pamuklu kumasglar lizerinde yapilacak adli amagh leke

incelemelerinin bu bolgede giivenle yapilabilecegini sdylese de, pamuk liflerine ait
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1622 cm! yerlesimli orta yogunluklu bir pikin varlig: da bilinmektedir (Portella ve
ark., 2016). Calismamizda elde edilen spektrumlar incelendiginde; kontrol
orneklerinde pamuk liflerine ait olan bu piklerin neden oldugu etkilerin yogunluk ve
gorliniirliigiiniin azalmis oldugu, yikama isleminin daha etkisiz kaldigi immersiyon
islemlerinde ise mekanik yikama Orneklerine kiyasla daha az belirgin oldugu
goriilmektedir. Bu durum, kan ve semen depozitinin molekiiler yogunlugunun
ortadan kalkmasiyla, daha Once depozite ait olan pik yogunluklarinin azalmasi ve
pamuk liflerine 15181 ge¢isini engelleyen depozitin bu bariyer fonksiyonunun sona
ermesi sonucunda pamuk liflerine ait pik yogunluklarinin daha da goriinlir hale

gelmesine baglanabilecegi degerlendirilmistir.

Yukarida, semen lekesi spektrumunda 1016 cm™’de goriilmesi beklenen pik
i¢in tariflenen bozulmanin bir benzeri de kan i¢in Amide A pikinde tespit edilmistir.
Pamuk liflerine ait 3330 cm™’de yer almas1 beklenen majér pik nedeni ile, 3292 cm™
’de goriilmesi beklenen Amide A pikinde de benzer bir bozulma paterninin ortaya

ciktig1 degerlendirilmistir (Movasaghi, Rehman ve Rehman, 2008; Orphanou, 2015).

Calismamizda elde edilen kan ve semen lekelerinin spektrum goriintiileri,
pamuk substratin spektrum goriintlisi de dahil edildiginde; gorsel olarak,
calismamizla benzer sekilde pamuk substrat kullanan Zapata ve arkadaglarinin
calismasinda (Zapata, De La Ossa ve Garcia-Ruiz, 2016) elde edilen kan ve semen
spektrumuna benzer sekilde goriinmektedir. Ancak bizim elde etmis oldugumuz
FTIR spektrumunda belirgin farkliliklar dikkati ¢cekmektedir. Calismamizda, pamuk
liflerine ait spektrumun, elde edilen spektrumdan diglanmasi icin arka plan
spektrumu elde edilmis ve yazilim aracilig1 ile pamuk liflerine ait pikler dislanmistir.
Elde ettigimiz FTIR intermitans spektrumlarinda goriilen ayna goriintiisii seklinde
pik formasyonlarinin olusmasi, arka plan spektrumunda elde edilen pamuk liflerine
ait spektrumdaki piklerin numune iizerinde ortiilmesi ve bunun sonucunda ¢ikarma

isleminin negatif piklere yol agmasi ile agiklanabilir.

53



DNA’nin FTIR spektrumundaki yeri, numuneden DNA eldesinin de belirteci
olmasi nedeni ile 6nemli bir husus olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Semen numuneleri
ve tam kan lizerinde FTIR kullanilarak yapilmis klinik ¢alismalarda; taban noktasi
1150 cm™ ile 940 cm™ {izerinde olan, tepe noktas ise 966 cm™'’de yer alan, niikleik
asitlere, bilhassa da DNA’ya atfedilen bir pik tanimlanmaktadir (Benedetti ve ark.,
1997; BarCot ve ark., 2007). Bu pik, Abramovich’in sperm motilitesi orani ile
semenin FTIR spektrumunu kiyasladigi klinik amagh ¢alismasinda da (Abramovich
ve Shulzinger, 2015) yogunlugu diisiik bir pik olarak goriinmektedir. Ancak
calismamizda pamuk kumasin kullanimi, DNA eldesi hakkinda bu boélgeden ¢ikarim
yapabilmenin Oniindeki en biiylik engel olarak goriinmektedir. Pamuk liflerine ait
piklerin de ayni alanda yogunlagmis olmas1 nedeni ile klinik ¢alismalarda elde edilen
bilginin mevcut olay yeri simiilasyonuna uygulanmasinin miimkiin olmadigi
anlagilmaktadir. Benzer sekilde, Edler’in calismasi (Edler ve ark., 2020) DNA
izerinde en katastrofik etkiye sahip agarticinin sodyum hipoklorit oldugunu ifade
etse de calismamizla bunu teyit etmek olanaksiz goriinmektedir. Ancak
calismamizda elde edilen spektrumlar incelendiginde, her ne kadar DNA hakkinda
yorum yapilamasa da, kontrol numunesi spektrumundan gorsel olarak en fazla

uzaklagmanin sodyum hipoklorit ile meydana geldigi goriilmektedir.

Calismada kemometrik analizler i¢in kullanilan PLS-DA yontemi, iki
degisken grup arasinda birden fazla iliskili degisim varliginda ayrim ve test etme
yetisi saglayan ve FTIR kullanilarak yapilmis adli leke incelemeleri ¢aligmalarinda
da siklikla basvurulan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Gautam ve ark.,
2015; Lee, Liong ve Jemain, 2017; Kumar ve Sharma, 2018; Takamura ve ark.,

2018).

Yapilan PLS-DA analizlerinde; semen ve kan spektrumlari hem yikama
seklinde yapilan miidahale Oncesinde hem de miidahaleden sonra birbirinden

giivenilir bir sekilde ayirt edilebilmistir.
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Literatiirdeki diger c¢alismalarda da benzer sekilde, gerek kemometrik
analizlerle, gerekse de biyomolekiiller icin ayirt edici bélge olan 900-1800 cm’
alaniin gorsel analizi ile kan ve semenin birbirinden ayirt edilebildigi ¢alismamizin
sonuglarinda da tekrarlanan bir bulgu olarak dikkati ¢ekmistir (Elkins, 2011;
Abramovich ve Shulzinger, 2015; Takamura ve ark., 2018).

Calismamizda, immersiyon seklinde yapilan yikamalardan sonra da kan ve
semen lekelerinin FTIR spektrumlarinin analizi ile taninabilir oldugu ve birbirinden
giivenilir sekilde ayirt edilebildigi gosterilmistir. Ancak mekanik yikamalardan sonra
ortaya ¢ikan tabloda ayni seyi sdylemek miimkiin goriinmemektedir. Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, sodyum hidroksit ve deterjanla muamele edilmis semen lekesi
iceren pamuk kumaslarin da dahil oldugu bir grup substrattan semen depozitinin
FTIR spektrumu araciligi ile tanimlanamadigi sonucuna ulasildigi goriilmektedir
(Sharma ve Singh, 2019). Calismada uygulanan kimyasal yikamanin detaylari
verilmediginden c¢alismamizin deney protokolii ile karsilagtirma ihtimali
bulunmamakla birlikte; ¢aligmamizda elde edilen spektrumlarin da 6zellikle mekanik
yikama sonucunda bozulmus oldugu, daha uzun siiren ve daha yogun bir yikama
sonucunda spektrumlarin depozitler hakkinda fikir verici olmayabilecegi sonucuna

varmak yanlig olmayacaktir.

Yikama amagli olarak yapilan miidahalelerin depozitlerin spektrumuna etki
etmesini beklemek sasirtict degildir. Ayrica bu etkinin yikama islemi ve yogunlugu
kadar yikamanin yapildigi kimyasallarla da degisiklik gdstermesi, incelenen
biyolojik numunenin pH ve hidrasyon durumundan bile spektrumun kolayca
etkilendigi bilinen bir yontemde, yine beklenen bir varyasyon olarak karsimiza
cikmaktadir (Olsztynska-Janus ve ark., 2012). Bu ¢alismada elde edilen spektrumlar
ve PLS-DA ile elde edilen kemometrik veriler farkli kimyasal temizleyicilerin
numuneler tizerinde farkli etkilerinin olabildigini, numunedeki degisikliklerin
homojenize bir sekilde ayirdim giicii yiliksek piklerin yogunlugunun azalmasi veya
bu piklerin ortadan kalkmasi seklinde ortaya ¢ikmadigini; kimyasal temizleyicinin ve

numunenin 6zellikleri ve etkilesimleri sonucunda birbirinden farkli spektral sonuglar
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ortaya ¢ikacagini gostermektedir. Farkli kimyasal temizleyicilerle ortaya ¢ikan farkli
spektral 6zellikler; gorsel olarak her zaman olmasa da kemometrik olarak, kullanilan
temizleyici ajana gore giivenilir ve gecerli bir aymrim yapabilme olanagi
saglamaktadir. Bu baglamda, ¢alismamizin sonuglari, FTIR spektrumlarinin analizi
ile belirli bir diizeyde kimyasal temizleyicilerle temizlik yapilmis kan ve semen
lekelerinin taninmasina olanak bulundugu gibi, kullanilan temizleyicinin ne oldugu

hakkinda da fikir elde edilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Calismada kullanilan yontem her ne kadar miimkiin olan en yiiksek diizeyde
deney sartlarim1 kontrol etmeyi amacglamis olsa da ¢alismanin tekrarlanabilirligini
etkileyecek faktorlerin bulunmasi muhtemeldir. Caligmada substrat olarak kullanilan
kumas saf pamuktan iiretilmis ve boyanmamustir. Ancak kumas igerisindeki lif
yogunlugu kumas tiirlerine gore degisebilmektedir. Kan numunelerinin yikanmasini
takiben luminol ile leke tespiti ve DNA analizi yapilan bir calismada (Edler ve ark.,
2017); ayn1 materyallerden yapilmis kumas tiirlerinde bile, lif yogunlugunun leke
tizerinde yapilacak analizleri etkileyebilecegi gosterilmistir. Benzer bir etkinin FTIR
ile yapilan biyolojik leke analizlerinde de goriiliip goriilmeyecegi ayrica bir ¢alisma
konusu olmakla birlikte, bu konuda heniiz calisma yapilmamis olmasi bizim
calismamizin tekrarlanabilirligini  etkileyecek faktorlerden birisi olabilecegi

anlagilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen veriler 1s18inda; kan ve semen lekelerinin
FTIR ile %100 duyarlilik, 6zgiillik ve model etkinligi ile PLS-DA kullanilarak
basartyla ayirt edilebildigi ortaya konulmustur. Kan ve semen lekelerinin sadece
immersiyon ve mekanik temizlikle beraber immersiyonu arasinda; gorsel olarak,
spektral olarak ve kemometrik olarak belirgin farkliliklar oldugu, bu farkliliklarin
lekeleri %100 duyarlilik, 6zgiillik ve model etkinligi ile PLS-DA kullanilarak
basartyla ayirt edilebilecegi gosterilmistir. Kontrol kan ve semen numuneleri ile
immersiyonla temizlik yapilmis numuneler arasinda belirgin spektral farkliliklar
olmakla birlikte, mekanik temizlik yapilan numunelerdeki kan ve semene ait spektral
degisikliklerin gorsel olarak taninmayi engelleyecek kadar fazla oldugu tespit

edilmistir.

Yikanmig kan ve semen lekelerinin yikanmasinda kullanilan kimyasal
temizleyicilere gore lekeleri %100 duyarlilik, 6zgiillik ve model etkinligi ile PLS-

DA kullanilarak bagariyla ayirt etmenin miimkiin oldugu anlasilmistir.

Kan ve semen lekelerinin spektrumu tlizerine kimyasallarin etkisi kadar, olay
yeri simiilasyonu amaci ile kullanilan pamuklu kumasa ait liflerin piklerinin de

spektrumu saptirict etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Bu tez ¢caligmasindan elde edilen veriler 1s518inda, FTIR ve kemometrik analiz
ile standardize bir kan ve semen lekesi inceleme akisi olusturabilmek igin yapilmasi
gereken bircok ek calismaya ihtiya¢ oldugu ortaya c¢ikmistir. Lekelerin farkhi

sicakliklarda depozisyonu, lekelerin farkli sicakliklarda yikanmasi, lekelerin farl
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yogunluklarda yikanmasi, farkli tiirde ve yogunlukta kumas iizerindeki lekelerin
yikanmasi gibi kontrollii deneylerle ortaya konulmasi gereken bir¢ok dis faktoriin

aciga kavusturulacagi yeni caligsmalara ihtiyac oldugu asikardir.

Calismanin sonuglar1 toplu olarak degerlendirildiginde; yikama islemleri
sonucunda spektrumu gorsel olarak tanimlanmasini etkileyecek derecede bozulmus
kan ve semen lekesi numunelerinde bile hem lekenin bulgu haritalamasinin
yapilmasinda hem de yikama isleminde kullanilan kimyasal temizleyicilerin
tanimlanmasinda FTIR’1in kemometrik analizlerle birlikte kullanilabilecegi sonucu

ortaya ¢cikmaktadir.
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OZET

Kumas Uzerinde Olusmus Kan ve Semen Lekelerinin Farkh Temizlik Maddeleriyle

Yikanmasindan Sonra FTIR ile Tespiti

Kan ve semen lekeleri olay yerinden elde edilebilecek degerli bulgular arasinda yer
almaktadir. Ancak bu lekeler az miktarda ve farkli yiizeyler {izerinde depozit seklinde
bulunabilmektedir. Kan ve semen lekeleri, kiyafetler basta olmak tizere, ¢esitli amaclar icin
tretilmis pamuklu kumaslara emilmis sekilde bulunabilmektedir. Bu kumaslar da bazen fail,
bazen magdur, bazen de olayla iliskisiz kisiler tarafindan yikanarak temizlenebilmektedir.
Bu calismada, olay yerini bozmak igin sik kullanilan bir yontem olarak lekeyi elde
yikamanin kan ve semenin FTIR spektrumlar iizerine etkilerini incelemek amaglanmaktadir.
Bu amagla, altisarli gruplar halinde 78 kan ve 78 semen lekesi depozitine sabit sartlarda
immersiyon ve mekanik temizlikle beraber immersiyon seklinde temizlik yapilmistir.
Temizleme s1visi olarak saf su, saf su igerisinde %40’ lik metanol, %5’lik sodyum hipoklorit,
%35 hipoklorik asit, 5 g/L sabunlu saf su ve 5 g/L bulasik deterjamt ¢ozlinmiis saf su
kullanilmistir. Temizlik isleminin ardindan kurutulan numuneler ATR-FTIR ile incelenmis,
elde edilen spektrumlar kemometrik olarak analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda;
kontrol kan ve semen lekelerinin birbirinden, kontrol lekelerinin yikanmig numunelerden ve
yikanmis kan ve semen lekelerinin yikanmasinda kullanilan kimyasal temizleyicilere gore
lekeler %100 duyarlilik, 6zgiilliik ve model etkililigi ile PLS-DA kullanilarak basartyla ayirt
edilmis ve FTIR’in kemometrik analizlerle birlikte kan ve semen lekelerinin bulgu

haritalamasi ve analizi i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: kan lekesi, semen lekesi, bulgu haritalama, FTIR, kemometri
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SUMMARY

Detection of Blood and Semen Stains Formed on the Fabric with FTIR after Washing
with Different Cleaning Agents

Blood and semen stains are among the valuable findings that can be obtained from
the crime scene. However, these stains can be found in small amounts and in the form of
deposits on different surfaces. Blood and semen stains can be found absorbed into cotton
fabrics produced for various purposes, especially clothes. These fabrics can be cleaned by
washing sometimes by the perpetrator, sometimes by the victim, and sometimes by people
unrelated to the incident. In this study, it is aimed to examine the effects on the FTIR spectra
of blood and semen of hand washing as a frequently used method to disrupt the crime scene.
For this purpose, 78 blood and 78 semen stain deposits in groups of six were cleaned by
immersion and mechanical cleaning together with immersion under constant conditions.
Pure water, 40% methanol, 5% sodium hypochlorite, 5% hypochloric acid, 5 g/L soapy
water and 5 g/L dishwashing detergent dissolved in pure water were used as cleaning fluid.
After the cleaning process, the dried samples were examined with ATR-FTIR, and the
obtained spectra were analyzed chemometrically. As a result of the analysis, the stains were
successfully differentiated between control samples, control stains from washed samples,
and the chemical cleaners used in washing washed blood and semen stains, with 100%
sensitivity, specificity and model effectiveness using PLS-DA. It has been shown that FTIR
can be used for mapping of the crime scene samples and analysis of blood and semen stains

along with chemometric analysis.

Keywords: blood stain, semen stain, evidence mapping, FTIR, chemometry
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