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OZET

SOYYIGIT, M., Farkh Yuzeyler Uzerindeki Semen Lekesi Yasinin ATR-FTIR
Spektroskopi Ile Tespiti, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Adli Tip
Anabilim Dal uzmanhk tezi, Ankara, 2023 Adli tp pratiginde cinsel
dokunulmazliga kars1 iglenen suglarda olay yerlerinde tespit edilen semen lekesi
sorusturmanin ¢oziimlenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Semen lekesi analizleri,
sug¢lunun kimligi ve olayin gergeklesme zamani hakkinda bilgi vermektedir.
Ozellikle semen lekesi yasinin tayinine dair literatiirde mevcut olsa da bu ¢alismalar
adli tip pratiginde rutin uygulamaya girmemistir. Bu ¢alismalarda pratik-yontemsel
zorluklar ve fiyat-fayda dengesizligi dikkati ¢cekmektedir. Mevcut yoéntemlerin
hemen hepsi olay yerlerinden elde edilen materyale zarar verip ileri incelemeye engel
olmaktadir. Bu ¢alismamizda hem pratik, ucuz, uygulamasi kolay, hem numuneye
zarar vermeyen bir yontem gelistirmek adina; olay yerlerinde bulunmasit muhtemel
7 farkli solid yiizey (ahsap, cam, deri, fayans, karton, metal ve plastik) tizerinde
semen lekesi olusturarak 2 aylik siire¢ boyunca farkli zaman araliklarinda ATR-
FTIR Spektroskopisi ve kemometrik analizler (PLS-DA) ile &lgtmler
gergeklestirdik. Tim yiizeylerde zaman araliklar1 0-24. saat, 2-6. glin ve 1-8. haftalar
olmak iizere 3 farkli gruba ayrilmistir. Elde edilen spektral verilerin “PLS-DA”
kemometrik yontemiyle degerlendirilmesi sonucunda ydnteminin basarist “EFR”
orani ile belirlenmis olup bu oran; yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla
metoda sunulan bir validasyon verisinin ne kadar basar1 orami ile dogru
gruplandirilabildigini gostermektedir. “EFR” degeri ahsap, cam, karton, metal ve
plastik yiizeyler i¢in olusturulan yukarida bahsedilen her {i¢ zaman araliginda da
%100 olarak bulunurken, deri ve fayans i¢in sirasiyla en diisiik %99,94 ve %99,95
olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak ATR-FTIR spektroskopisinin kemometrik
yontemler esliginde farkli yuzeyler tizerinde bulunan semen lekesinin taninmasi ve
lekenin yasinin tayininde uygun bir yontem olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
Anahtar kelimeler: Adli Tip, ATR-FTIR, kemometri, semen, semen lekesi yasinin

tayini
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ABSTRACT

SOYYIGIT, M., Detection of Semen Stains on Different Surfaces by ATR-FTIR
Spectroscopy for Age Determination: A Specialization Thesis for the Department of
Forensic Medicine at Hacettepe University Faculty of Medicine, Ankara, 2023 In
forensic practice, the examination of semen stains is vital in the investigation of sexual
offenses. Analysis of semen stains provides information not only about the identity of the
offender but also about the time of the incident. Despite the fact that numerous research
have employed various techniques to estimate the age of semen stains, these studies have
not yet become routine practices in forensic medicine due to practical, methodological,
and cost-benefit challenges. The majority of current techniques cause material recovered
from crime scenes to get damaged, which prevents any essential additional analysis. In
this research, our goal was to develop a useful, affordable, and non-destructive technique
that would facilitate additional material investigation and be simple to use. Seven distinct
solid surfaces—wood, glass, leather, tile, cardboard, metal, and plastic—likely to be
encountered in interior settings at a crime scene were utilized to create semen stains. We
then performed measurements using ATR-FTIR spectroscopy and chemometric analysis
(PLS-DA) at different time intervals over a period of two months. Three groups of time
intervals—0-24 hours, 26 days, and 1-8 weeks—were created for all surfaces. By
chemometrically evaluating the acquired spectrum data using the PLS-DA approach, the
"EFR" ratio was used to assess the method's success. The validation data demonstrated
how accurately the method could group the data into the correct category. The success
rate was 100% for all time intervals for wood, glass, cardboard, metal, and plastic
surfaces, while for leather and tile, it was found to be the lowest at 99.94% and 99.95%,
respectively. In conclusion, this study showed that ATR-FTIR spectroscopy can be used
as a effective method for the identification of semen stains on different surfaces and for

determining the age of the stain with the aid of chemometric methods.

Keywords: Forensic Medicine, ATR-FTIR, Chemometrics, Semen, Determination of

Semen Stain Age
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1- GIRIS

Ulkemizde cinsel taciz, istismar ve saldir1 vakalar1 adli yarg: sistemi is yiikiinde
genis bir yer tutmaktadir. TUrk Ceza Kanununda (TCK) cinsel dokunulmazliga karsi
islenen suglar; 102 (cinsel saldir1), 103 (¢cocugun cinsel istismari), 104 (resit olmayanla
cinsel iliski) ve 105 (cinsel taciz). maddelerde tanimlanmistir. Adalet Bakanligi Adli Sicil
ve Istatistik Genel Miidiirliigii'nden alman 2021 yili datalarma gore cinsel
dokunulmazliga kars1 islenen suglar kapsaminda 127.297 basvuru bulunmakta ve bunlarin
44.880’ini (%35,3) ¢ocuklarin cinsel istismari, 33.570’ini (%26,4) cinsel taciz,
26.324’1inii (%20,7) resit olmayanla cinsel iliski, 22.517’sini (%17,7) ise cinsel saldir1

vakalari olusturmaktadir [1].

Cinsel dokunulmazliga kars1 islenen suglarda olay yerlerinde elde edilen bulgular
ve bu bulgularm analizi/yorumlanmasi bilyilk 6nem arzetmektedir [2]. Ozellikle kan,
tikardk, idrar, semen gibi vicut sivilar olay yerinde bulunmasi ve olay1 aydinlatmasi
acisindan 6nemli deliller olarak kabul edilmektedir. Bunlarin igerisinde ise cinsel
dokunulmazhiga karsi islenen suclar s6z konusu oldugunda en 6nde gelen delil semen

ornegidir [3].

Olay yerinde tespit edilen materyalin viicut sivisi olup olmadigi, viicut sivisi ise
semen igerip igermedigi ve bu 6rnegin kime ait oldugu hususlar1 sorusturmanin seyrini
etkileyebilmesi acisindan 6nemlidir. Literatiirde ve adli tip pratiginde semen 6rneginin
kime ait oldugunun tespiti acisindan DNA ¢alismalar1 bulunmakta ve bu ¢alismalar DNA
sahibini belirlemekte etkin rol oynamaktadir. Ancak DNA kaynagi olan materyalin ve
materyalin yasinin 6rnegin yasinin tespiti konusunda bu yontemler yetersiz kalmaktadir.
Ayrica mevcut yontemler dogrultusunda gergeklestirilen olay yerinden elde edilen ve
incelenmekte olan materyale zarar vermekte olup bu durum ihtiyac halinde ileri inceleme

yapilmasinin da 0niine gecgebilmektedir [4].

Adli amagla yapilan ¢alismalarda PSA antijen testi, semenogelin antijen testi,
RNA temelli yaklasimlar gibi ¢aligmalar semen lekesi veya leke yasinin tespitinde
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda uygulamada hizli, non-destriiktif, maliyeti diisiik

bir yontem heniiz bulunmamaktadir[4], [5].



Adli tip literatiirinde son yillarda FTIR (Fourier Transform Infrared)
spektrokopisi ile yapilan ¢aligma sayis1 artmaktadir [6], [7]. ATR-FTIR (Attenuated Total
Reflectence — Fourier Transform Infrared), FTIR spektroskopisi yontemlerinden biri olup,
incelenen materyale zarar vermeden, hizlica, numuneyi 6n islemden gegirmeye ihtiyac
birakmadan, ileri derecede deneyimli personel ve zaman gerektirmeden incelemeye
olanak saglayan bir yontemdir. Bu Ozellikleri ile ATR-FTIR’in kullanim kolayligi,
etkinlik ve fayda maliyet dengesi agisindan konvansiyonel yontemlere Ustiin oldugu

bilinmektedir [3].

Olay yerinden elde edilen potansiyel materyaller icinde olayin aydinlatilmasi
acisindan semen lekesinin degeri goz Onune alindiginda, semenin ve yasinin tespitinde
halen hizli, giivenilir, numuneye zarar vermeyen bir yonteme ihtiya¢ duyuldugu asikardir.
Literatiirde semen yasinin tayinine yonelik yapilan ¢alisma sayisi son derece az ve kisithi
kalmaktadir. Bu nedenle yaptigimiz bu ¢alismada olay yerlerinde bulunmasi muhtemel,
kumas disindaki, farkli solid ylzeylerdeki (ahsap, cam, deri, fayans, karton, metal ve
plastik) semen lekesinin niteliklerinin ve yasmin tespitini, farkli zaman araliklarinda
yuzey Ozellikleri nedeniyle semen lekesi ve yasinin tespitinin etkilenip etkilenmedigini,
ATR-FTIR spektroskopisi ile gostermek amaglanmistir. Istatistiksel agidan anlamli ve
guvenilir sonuclar elde edebilmek i¢in kemometrik yontemlerle ¢alismadan elde edilen

veriler birlestirilmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1. Biyolojik Siv1 Olarak Semen

Erkek genital yapilar olan prostat, seminal vezikiil, bulboiiretral bezler tarafindan
kollektif bir sekilde olusturularak epididimis kisminda depolanan semen, ejakiilasyonla
dis ortama aktarilir (Sekil 2.1) [8], [9]. Ortalama hacmi saglikli bir eriskinde 2-5ml
arasinda degismekte pH’1 ise 7,2-7,8 araliginda bulunmaktadir [9], [10] Literatlre

bakildiginda ortalama semen hacmi 3.4ml olarak gorilmektedir [9].

Sigmoid Kolon
Mesane
Pubis Rektum
Ligamentum Suspensorum Seminal Vezikiil
Puboprostatik Ligament Ejakiilator Kanal
Perineal Membran Prostat Bezi
Eksternal Uretral Sfinkter

Cowper Bezi

Penis .
Aniis

Korpus Kavernozum
Vas Deferens

Glans Penis Epididim
Prepiis (siinnet derisi) — Testis
E;lelt{:: Skrotum

Sekil 2.1: Erkek urogenital sistemi [11]

Semen yliksek derecede tamponlama 6zelligine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde
spermleri asidik kadin i¢ genital sisteminin etkilerinden koruyabilmektedir Semen
osmolaritesi kandan daha yiiksek olup igerigindeki seker, organik diger bilesikler ve

iyonik tuzlar bu osmolariteyi olugturmaktadir [9].

Seminal plazmadaki ortalama protein konsantrasyonunun 35-55g/L oldugu

bilinmektedir. Semendeki aminoasit igerigi de plazmaya gore yiiksek saptanmaktadir.



Ozellikle glutamik asit basta olmak iizere aminoasitlerin ejakiilasyondan sonra saatler

icinde belirgin bir sekil de arttig1 ¢aligmalarda gosterilmistir [12].

Semen kompleks bir yapida olup hiicresel ve sivi kisim olmak {izere iki ayri
boliimden olusur. Hiicresel kismini spermatozoa denilen genetik materyali i¢eren iireme
hiicreleri olusturur. Spermatozoa anatomik olarak ¢ kisimda incelenir: Birinci bélimi
olan bag kisminda kromozomlardan olusan niikleusu ve fertilizasyon igin gerekli
enzimleri igeren akrozomlar bulunur. Ikinci kisim olan gévdede ise spermin hareketi i¢in
gerekli olan enerjiyi iiretmek amaciyla bol miktarda mitokondri bulunur. Ugiincii kismini

ise hareketi saglayan yap1 olan kuyruk bulunmaktadir. (Sekil 2.2)

KUYRUK GOVDE

| | |

Plazma Membram

Flagella

Aksial Filament

AKkrozom

Mitokondri

Nukleus

Sentriol

Sekil 2.2: Sperm hiicresinin anatomisi [13]

Stvi kismi ise daha karmasik bir yapida olup ejakiilasyondan hemen sonra
homojen olmadig: bildirilmektedir [9]. Temel islevi ejakiilasyondan sonra spermler igin
koruyucu ve besleyici bir ortam olusturmaktir. Seminal sivinin biiyiik bir kismini (%60-
75) seminal vezikiillere ait salgilar, %15-30’luk kismini prostat salgilari, %5’lik
boliimiinii ise bulboiiretral bezlere (Cowper bezleri) ait salgilar olusturur. Seminal

vezikiillere ait salgida yiiksek miktarda fruktoz ve koagllasyon faktérleri bulunur.



Buradan koken alan fruktoz spermin enerji thtiyacinin biiyiik bir kismini karsilamaktadir.

Koagulasyon faktorii olarak Semenogelin 1, 11 ve fibronektin bulunur [3]

Prostattan gelen salgida ise asit fosfataz, PSA (prostat spesifik antijen), albumin
gibi proteinler bulunmaktadir. Bunlardan asit fosfataz, semeni asidik ortam kosullarina
karst korumaktadir. PSA ise kallikrein iliskili peptidazlarin bir Gyesi olup semenin
likefaksiyonunda gorev almaktadir. Albumin de sperm hiicre membranlarindaki
kolesterolii yapidan ayirir [12], [14]. Seminal sividaki magnezyum, kalsiyum gibi
elementler de prostattan koken alir. Semendeki kalsiyumun yaklasik %2-4’liik bir kismui

iyonize halde bulunur.

Seminal sivinin yaklasik %5°’lik kismin1 da Cowper bezlerinden gelen ve yogun

miisin igeren salgilar olusturur. (Sekil 2.3)

Cowper Bezleri
Salgilar

Prostat Sivisi

Seminal Vezikiiller

Sekil 2.3: Seminal s1viya major katki saglayan yapilar (Sekil yazar tarafindan

cizilmistir.)



Ejekilasyondan hemen sonra koagtile olan semenin, sonrasinda in vivo dokularda
5 dakika, in vitro kosullarda 20-30 dakika icerisinde likefiye oldugu bilinmektedir.
Koagiilasyon faktorleri seminal vezikiilden gelirken, likefaksiyon iliskili faktorler

prostattan koken almaktadir [9].
2.2. Adli Tip Uygulamarinda Semenin Onemi

Sorusturmalar1 aydinlatmada her bir bulgunun veya delilin ayr1 ayr1 6nemli oldugu
bilinmekle beraber cinsel saldir1 vakalarinda en 6énemli delillerin basinda olay yerinde
bulunan semen lekesi gelmekte olup tek basina yargilama siirecini etkileme glcline
sahiptir [15]. Goriiniirlikk agisindan kan kadar belirgin olmamasi, viicut kaynakli ve viicut

dis1 organik/inorganik materyallerle karigmasi, tespitini zorlastirabilmektedir [2].
Semen lekesinin en 6nemli 6zellikleri;

- Magdurun viicudunda ya da esyalarinda tespit edilmesi olayin gergeklestigini
goOsteren en 6nemli delildir.

- Tespit edilen semen lekesinden fail/faillerin kimliklendirilmesi yapilabilmektedir.

- Semen lekesi yasinin tespiti ile olayin gerceklesme zamani hakkinda bilgi
vermektedir.

- Semen lekesinin bir insana ait olup olmadig1 olay hakkinda bilgi
saglayabilmektedir. Wei ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda
[16] insan disinda tavsan, kopek, boga, domuz ve kog semenleri incelenmis, ATR-
FTIR spektroskopisi ve kemometrik yontemlerin kombine olarak kullanidig:
caligmada tiirlere ait semen ornekleri yiiksek guvenilirlik dizeyi ile birbirinden
ayirt edilebilmistir. Ayrica yapilan bu kimliklendirme isleminin incelenen tiirler

azospermik olsa bile etkin oldugu ortaya konmustur.

2.2.1. Olay Yeri ve Semen
Olay yerlerinde semen lekesi farkli gsekillerde ve farkli yiizeylerde
bulunabilmektedir. Kurbanin viicudu ve giysileri iizerinde bulunabilecegi gibi, zeminde

mobilyalarda vb potansiyel yuzeylere de bulasabilmektedir. [14].



Olay yerinde semen lekesi aramada giincel yaklasimda ilk akla gelen yéntem UV
151k ile taramadir. UV 151k ile tespit edilen semen lekeleri swaplar yardimiyla toplanir.
Sonrasinda ilk olarak tarama testi olan Asit fosfataz testi uygulanir. Bu testle semen lekesi
bulasmis 6rnekler mor renk olusturarak yanit verirler. Bu testin yalanci negatif ¢ikma
ihtimali gbz 6niinde bulundurularak daha sonra konfirmasyon amaciyla “Christmas Tree”
testi ile mikroskobik olarak sperm hticresinin gorulmesi kesin tespit etme yontemidir [17],
[18].

Asit fosfataz testinin 24 saati gecen orneklerde etkinliginin belirgin azaldigi
bildirilmistir [19].

Ancak bu yoOntemlerin en belirgin dezavantaji destriiktif islemler olmalari
nedeniyle DNA tespitini 6zellikle az miktarda elde edilen orneklerde zorlastirmasi ve
numune zarar gordiigli icin ileri analizlerde kullanilabilecek biyolojik material
kalmamasidir [20]. Ayrica karisik haldeki viicut sivilarinda bilesenler ve 6rnegin kaynagi

hakkinda da bilgi vermemektedir [2].

Olay yerlerinde tespit edilen bulgularin incelenmesi agisindan literattirde 6nerilen
uygulamalar 1s18inda; ilk islem bulgularin listelenerek not edilmesi, fotograflanmasi ve
materialin tlrline uygun bir bigcimde 6rneklenip, muhafaza altina alinarak laboratuvara
ulagtirilmasidir. S1vi semen 6rnekleri enjektor ya da pipet yardimiyla steril test tiiplerine
almmmalidir. Alternatif olarak sivi semen ornekleri pamuk bezlere emdirilerek kurumalari
beklenip sonra paketlenerek ileri incelemeler igin laboratuvara génderilebilir. I¢ camasiri,
yatak Ortiileri gibi nesnelerin iizerindeki lekeler oldugu gibi alinmalidir. Bu gibi
nesnelerin tizerindeki lekeler 1slak ise normal oda kosullarinda kurumalar1 beklenmelidir.
Lekeler eger absorbasyon Ozelligi olmayan hareket ettirilemeyecek ylizeylerde ise

numunenin dikkatle kazinarak alinmasi onerilmektedir [21].

2.2.2 Adli Tip Uygulamalarinda Semen Lekesi ve Yasimin Tayini

Olay yerlerinde bulunan semenden genetik analizler yardimiyla kimlik tespiti

yapmak mimkindur. Fakat bulunan bu 6rneklerden materyalin o alandaki deposizyon



zamanini belirlemek de ayrica 6nem arz etmektedir. Literatiirde semen yasinin tespitine

yonelik olarak farkli yaklasimlar bulunmaktadir.

Achetib ve arkadaslarinin 2019 yilinda yayimnlanan [5] calismasinda semen
lekesinde protein ve lipitlerin zamanla serbest radikallerle birlesimiyle olusan ve “LipOx”
diye adlandirdiklar1 yapilarin intrinsik floresan aktivite gosterdigi ve 1,7 gun sapmayla 16

giine kadar semen lekesi yasinin tespit edilebildigini belirtmislerdir.

Setzer ve arkadaslarinin tarafindan gergeklestirilen ¢alismada [22] kan, tukurik,
semen ve vajinal struntt ornekleri farkli kosullarda 547 giine kadar incelenmistir. Bu
orneklerden nikleik asit ogeleri farkli zaman araliklarinda analiz edilmis ve oda
kosullarinda sabit 1sikta 90 giine kadar, dig ortam kosullarinda ise 7 giine kadar semen

lekesinde messenger RNA tespit edilebildigini, gostermislerdir.

Alshehhi yaptig1 ¢alismada [23] ise semen lekelerini oda sicakliginda ve 1s1k
almayan ortamda 360 giin boyunca bekletip analiz etmis ve PRM1 belirtecinin 90 giine

kadar tespit edilebildgini ortaya koymustur.

Yine RNA stabilitesini degerlendiren bir baska g¢alismada [24] Simard ve
arkadaslar1 semenin de dahil oldugu ¢esitli viicut sivilarini 6 ay siire ile farkli sicakliklarda
ve farkli zaman araliklariyla incelemis 18s rRNA, ACTB, GAPDH, PPIA belirteclerine

bakmis ve 56 giinliik semen lekesini yeni olugsmus bir lekeden ayirt edebilmislerdir.

Semen icindeki molekiillere ait enzimatik aktivite de semen yasg1 tespitinde adli tip
acisindan ilgi ¢eken bir konu olmustur. Jimenez- Verdo ve arkadaslari tarafindan yapilan
ve 1994 yilinda yayinlanan calismada [25] GGT (gama glutamil transferaz), PAP
(prostatic asit fosfataz), PSA (prostat spesifik antijen) ve LDH (laktat dehidrojenaz) gibi
molekiillerin semen yasi ile korrelasyonu degerlendirilmistir. 6 aya kadar stiren 6lgiimler
sonrasinda en stabil belirtecin LDH oldugunu, 6 ay sonrasinda en iyi korunmus aktivitenin
GGT ve PSA’ya ait oldugunu, GGT’nin semen yas1 tespitinde ¢alismadaki en degerli
bilgileri veren belirte¢ oldugu, ¢alismada degerlendirilen hi¢cbir marker’in semen yasi

tespitinde tek basina anlamli olmadigini gostermislerdir.



Semendeki PSA’nin stabilitesini degerlendiren bir baska ¢alismada ise 180 gin
boyunca farkli sicakliklarda bekletilen semen lekeleri incelenmis, -80 °C’de PSA’nin 6
ay boyunca stabil kaldigi, 37 °C’de ise sadece 3. giine kadar tespit edilebildigi
goOsterilmistir [26].

2.3 FTIR (Fourier Transform Infrared) Spektroksopisi

2.3.1 Elektromanyetik Radyasyon

Birbirine dik olarak birlikte salinim hareketi gdsteren elektriksel ve manyetik
dalgalardan olusan enerji formuna elektromanyetik radyasyon adi verilmektedir (Sekil
2.4).

Elektromanyetik dalga
N

Elektriksel alan

Dalganin

Manyetik alan hareket yonu

Dalga Boyu

Sekil 2.4: Elektromanyetik dalga 6rnegi (Kirmizi dalga: Elektriksel dalgay1 gosterirken,

mavi dalga ise manyetik alani temsil etmektedir) [27].

Elektromanyetik dalganin dalga boyu ayni1 dogrultudaki ardisik iki tepe noktasinin
arasindaki uzaklik olarak tanimlanmaktadir. Elektromanyetik dalganin frekansi ise birim

zamandaki salinim sayist1 olarak literatiirde yer bulmaktadir [3].

Kiziltotesi spektroskopide elektromanyetik radyasyon dalgalarinin  6lgtimii
genellikle dalgaboyu olarak kaydedilmektedir. Elektromanyetik dalganin boyu genellikle

cm? olarak ifade edilir ve bu 1 santimetredeki dalga siklusunu géstermektedir.



Elektromanyetik radyasyon spesifik dalga boyu degerleri dikkate alinarak farkli
bélgelere ayrilmistir. Diisiik enerjili dalgalar diisik amplitide sahip olup, dalga boylari
uzunken; yiiksek enerjili dalgalarda amplitiid yiiksek olup dalga boyu kisadir.

Elektromanyetik spektrum 7 farkli radyasyon bdlgesinden olugsmaktadir. Enerji ve
dolayisiyla frekansi diisiikten yiiksek olana dogru sirasiyla radyo dalgalari, mikrodalgalar,
kiz1l6tesi radyasyon, goriiniir 1s1k bolgesi, UV 151k bolgesi, X-Ray ve gamma radyasyon
bolgesidir (Sekil 2.5). Bu bolgelerden sadece kizilbtesi bolgesindeki 1s1ma, molekiillerle
etkilesip titresimsel hareketler olusturur [28], [29].

gériinir 1s1§in frekanslari 4*%10 Hz 7%¥10°'Hz

goérindr 1sigin dalgaboylari (nm) 700 610 580 530 495 450 400
isik hizi=299.792.458 m/sn | ‘ | |
\
c=A*f
' i i

dalgaboyu (metre) frekans (Hertz) S

s TSSO [ —— dah yoksex
Isinim Tipinin Radyo Mikro Kizilétesi Goruniur Morotesi X Gama
Ismi Dalgalari Dalgalar Isinlar Isik Isinlar Isinlart  Isinlan
Dalgaboyu 3 a -1 23 3 6 6 <7 -7 8 8 11 211 -15
(metre) 10-10 10-10 10-10 10-10 10-10 10-10 10-10
FrekanSI 104 108 1.012 1‘015 1.016 1.015 1‘070

(Hertz) +

Tek bir Ade P
dalgaboyunun ¢ F%‘ (a3 s ) Asble
yaklasik ! “ . ) .,v.;"f_!j - ﬁ,
boyutu L& ¥
| Bal Igne Tek Atom
Binalar insanlar Arisi Ucu Hicreliler Protein Atom  Cekirdegi
Yogun olarak
bu renklerde ))
Isima yapan
cisimlerin sicakliklar 1K 100 K 10 000 K 10 000 000 K

-272°C -173C 9727°C ~ 10 000 000 ‘C

Sekil 2.5: Elektromanyetik spektrum 6rnegi [30]

Kiziltesi bolgesi kendi iginde U¢ bolgeye ayrilmaktadir. Bunlar yakin (12.500-
4000 cm™), orta (4000-400 cm™) ve uzak (400-10 cm™) olarak tanimlanmakta olup
biyolojik ve biyomedikal arastirmalarda en sik kullanilan bolge orta kizilotesi bolgesidir

(Sekil 2.6) [31].
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X- Ray VIS MiKRODALGA RADYO

ORTA KIZILOTESI UZAK KIZILOTESI
BOLGESI BOLGESI

Sekil 2.6: Elektromanyetik spektrum bolgeleri ve kizil6tesi bolgesi alt bolgeleri (yazar

tarafindan ¢izilmistir)

2.3.2. Kizilotesi Titresim Spektroskopisi

Kizil6tesi spektroskopi elektromanyetik radyasyonu kullanarak molekiillerin
kiz1lotesi bolgesindeki hareketlerini inceler. Bu hareketler molekiillerin kizilGtesi

radyasyona maruz kaldiktan sonraki titresimleridir.

Titresim spektroskopisi iki ana grup basligina ayrilmaktadir: FTIR Spektroskopisi
ve Raman Spektroskopisi. Her iki yontemde de elektromanyetik spektrumdaki farkl
noktalardan 151k gonderilerek orneklerin absorbe ettigi enerjiye bagli olarak molekiiler
bilegenler hakkinda bilgi edinilir [32]. Raman Spektroskopisinde goriiniir bolge, yakin
UV (ultraviyole) bolge ve yakin kizil6tesi bolgelerinden monokromatik 1s1k gonderilerek
ornek incelenirken, FTIRda ise kizilotesi bolgesindeki radyasyondan yararlanilmaktadir.
[33]. Molekiillerin titresimi diatomik molekiillerin basit hareketinden baslayip kompleks
polifonksiyonel molekiillerin karmasik hareketlerine kadar degisebilmektedir [34].

Molekdller Gi¢ boyutlu bir uzayda iki belirgin hareket yapar: Translasyonel hareket
ve rotasyonel hareket. Translasyon hareketinde molekil X, y ve z dogrultularinda hareket
edebilirken, rotasyonel harekette ise molekiiliin bu dogrultularin birinde kendi etrafindaki
hareketidir [35]. Molekuller, icerisindeki baglar nedeniyle tamamen rijit olmayip

molekidlin belirli bir miktarda hareketine izin vermektedir. Molekilin merkezi sabit
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kalirken atomlar arasindaki uzaklik ve a¢1 etkene bagli olarak degisebilmektedir. Belirli
dalga boylarinda enerjiye tabi tutulan molekuleler de bu 6zellikleri sayesinde periyodik
hareketler gosterirler ve buna molekdler titresim ad1 verilmektedir [15].

Molekdler titresim hareketleri gerilme ve biikiilme olarak iki baslikta
incelenmektedir. Gerilme iki atom arasindaki uzakligin periyodik olarak degisimi olarak
tanimlanmakta olup kendi i¢inde simetrik ve anti-simetrik olarak gruplandirilmaktadir.
Biikiilme ise atomlar arasindaki aginin periyodik olarak degisimidir. Dilizlem ici sallanma
hareketi (rocking), makaslama (scissoring), wagging (duzlem dis1 sallanma) ve burkulma

(twisting) olarak dort farkli alt gruba ayrilmistir (Sekil 2.7) [36].

Etilen molekilindeki (H2C=CH2) aynm1 karbona bagli iki adet hidrojen atomu

diisiiniildiiglinde;

- Duzlem ici sallanma hareketi (rocking): etilen molekilindeki karbon atomuna
bagl iki hidrojen atomunun saat yoniinde ya da tersi yonde birlikte hareket
etmesidir.

- Makaslama (scissoring): Ayni diizlemdeki iki molekiiliin birbirine yaklagmas1 ya
da birbirinden uzaklagmasi seklinde tanimlanmaktadir.

- Duzlem dis1 sallanma (wagging): Farkli diizlemlerdeki iki molekiiliin birbirine
yaklagmasi ya da birbirinden uzaklagmasi olarak tanimlanir.

- Burkulma (twisting): 2 hidrojen atomundan birinin ileri yonde hareket ederken

digerinin farkli bir diizlemde geriye dogru hareketidir [15].
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SIMETRIK GERILME MAKASLAMA HAREKETI DUZLEM DISI SALLANMA
HAREKETI

@ @ @ o ‘'® @
- ot @

DUZLEM iCi SALLANMA

ASIMETRIK GERILME ; .
HAREKETI BURKULM A HAREKETI

Sekil 2.7: Diatomik molekillerdeki molekdler titresim tiirleri (yazar tarafindan
cizilmistir)
Bir molekiildeki atom sayis1 N olarak ifade edilirse; eger molekiil lineer bir yapida

ise 3N-5 sayida, non-lineer yapida ise 3N-6 sayida hareketi mevcuttur [29].

Bir molekiiliin titresimi i¢in gereken enerji ti¢ temel faktore baglidir: Titresimin
tipi (gerilme, biikiilime vb.), molekiiliin yapisindaki baglarin tipi ve molekilin kiitlesi
[29], [37]. Ayrica molekiilde bulunan fonksiyonel gruplar da molekiiliin titresimsel
hareketinde dnem arz etmektedir. Molekiiler titresim frekanslar1 10*® — 10'* Hz arasinda

degismektedir.

Elektromanyetik spektrum igerisinde sadece kizilotesi dalgaboyundaki enerji,

molekiillerin titresimini saglamaktadir [15].

2.3.3. FTIR (Fourier Transform Infrared) Spektroskopisi

Fourier Dontigiimii’niin baglangici 1800°1i yillara dayanmakta olup, Jean Baptise
Fourier tarafindan gelistirilmistir. FTIR titresimsel spektroskopik bir yontem olup,
molekdllerin IR radyasyonu absorbe edip molekiler titresime doniistiirmesi temeline

dayanmaktadir Kompleks dalga boylarindaki enerjilerin frekans alt birimlerine
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ayrilmasinda gorev istlenmektedir ve bodylece molekiiler vibrasyonlarin bilgisayar
ortaminda yazilimlarla incelenmesine olanak saglamaktadir. Her bir farkli molekiil i¢in

absorbe edilen kizildtesi enerji spesifiktir ve bu genellikle molekule ait fonksiyonel

(14

gruplar sayesinde olmaktadir FTIR spektrumunda “y” aksi molekiil tarafindan

€C, 9

emilen/gecirilen enerji miktarin1 gosterirken, “x” aksi dalga boyu frekansim

g0Ostermektedir (Sekil 2.8) [31], [38].

A
B
5
0
R
B
A
N
5

DALGA BOYLARI

Sekil 2.8: ATR-FTIR cihaziyla kaydedilmis bir spektrum 6rnegi. (Yatay eksen dalga
boylarini1 gosterirken, dikey eksen absorbans / tranmitans degerini géstermekte (Sekil

yazar tarafindan ¢izilmistir))

Basit¢ce bilesenlerine ayirildiginda FTIR cihazlarinda 4 temel bilesen ortaya

¢ikmaktadir: Isik kaynagi, Michelson Interferometresi, numune alani ve dedektor [38].

2.3.3.1. Isik kayna@
HeNe (Helyum Neon) lazer en ¢ok kullanilan 151k kaynagi olup genellikle 5kHz
frekansinda enerji tiretmektedir [39], [40].
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2.3.3.2. Michelson Interferometresi
1891 yilinda Albert Abraham Michelson tarafindan tasarlanmis olup bu kesif
kendisine 1907 yilinda Nobel Odiilii’nii kazandirmistir. Guiniimiizde de kullanilan birgok

interferometrenin Onciisii oldugu bir bilesendir

Isik ayiraci ve biri sabit biri hareketli olmak iizere iki adet ayna interferometrenin
temel bilesenleridir. Isik ayiraci kizilGtesi transparan bir plakadir ve iizerindeki yansitici
tabaka sayesinde kaynaktan gelen 15181n %50’sini aynalara yansitir. Aynalardan yansiyan
isinlar sonrasinda tekrar 151k ayiracina gelir ve burada kombine edilerek dedektore

gonderilir (Sekil 2.9) [38], [41].

2.3.3.3. Numune alani/ATR Kristali

Farkli tipte fiziksel (kati/sivi/biitiin/parga) 6zelliklere sahip numuneler bu alana

yerlestirilebilmektedir. Isik ve numunenin etkilesime girdigi alandir.

2.3.3.4. Dedektor

Aynalardan gelip 151k ayiracinda kombine edilen 1s1klar numune alanindaki

ornege gonderilir ve buradan da dedektore gecerek dlgiime olanak saglar.

FTIR larda kullanilan iki tip dedektor mevcuttur: termal ve fotonik dedektorler.
Termal dedektorler kizilotesi radyasyonu 1s1 olarak kullanirken, fotonik dedektorler 151k
olarak kullanmaktadir. FTIR cihazlarinda en ¢ok kullanilan dedektorler doteriye trigilisin
stilfat (DTGS) ve civa-kadmiyum-tellirittir (MCT).
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Sekil 2.9 FTIR mekanizmasi sematik gosterimi [42]

2.3.4. ATR (Attetnuated Total Reflectance — Azaltilmis Toplam Yansitma)

Kizilotesi spektroskopideki en 6nemli gelismelerden biri ATR (azaltilmis toplam
yansitma) olmustur. ATR sayesinde Ornek hazirlama olmadan, ileri deneyim
gerektirmeden 6l¢iim yapmak miimkiin hale gelmistir. Coklu i¢ten yansitma (MIR), gegici

dalga spektrometrisi (EWS) gibi baska adlandirmalar da literatiirde mevcuttur.

ATR yontemi kizilotesi spektroskopilerde en ¢ok kullanilan tekniklerden biridir.
Kimyada, biyomedikal miihendislikte ve adli tip alanlarinda ATR-FTIR spektroskopisine
sikca yer verilmektedir. Konvansiyonel FTIR’larin aksine, ATR- FTIR da neredeyse hig
malzeme hazirlig1 olmamasi, kat1 ya da sivi numuneleri analiz edebilmesi ATR yontemini
one ¢ikarmaktadir. I¢ yansitma materyali ya da kisaca kristal olarak bilinen bilesen ise

genellikle Germanium (Ge), Cinko Selenit (ZnSe) ya da elmastan yapilmaktadir.

Konvansiyonel spektroskopilerin aksine ATR-FTIR’da numune hazirlhig
gerekmediginden, incelenmek istenen materyale zarar vermeden in-vivo ya da in-vitro

kosullarda analiz yapilabilmektedir.
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Ornegin net spektrumunu elde edebilmek icin numune ile kristal tam bir temas
halinde olmalidir (Sekil 2.10). Bu nedenden dolay1 ve numuneyi sabit tutabilmek adina
ATR-FTIR cihazlarinda numuneyi {istten kapatip kristale dogru iten bir mandal
bulunmaktadir. Eger Ornek kristal yiizeyi tam 06rtmezse mandal da 6lcime
karisabileceginden Ol¢lim sirasindan buna dikkat edilmeli ve numunenin kristal yiizeyi

tam olarak kapattigindan emin olunmalidir [3], [38], [41].

NUMUNE
ALANI

N\
/ N

GE%NE.N ] ’ = DEDEKTOR

Sekil 2.10: ATR ¢alisma mekanizmasi (Sekil yazar tarafindan ¢izilmistir)

2.3.5. Adli Arastirmalarda FTIR
Calismanin onceki boliimlerinde FTIR ve semen {izerine yapilan ¢aligmalardan
bahsedilmis olup bu kisimda FTIR spektroskopisinin semen disindaki adli tipta

kullanildig1 alanlara kisaca yer verilmistir.

2.3.6. ATR-FTIR ve viicut sivilar1

Olay yerlerinde bulunmasi muhtemel bulgular arasinda viicut sivilart da
bulunmaktadir. Kan, semen idrar gibi sivilar kisisellestirilebilir delil niteligi tasimas1 ve
dolayistyla sorusturmalarin seyrini etkileyebilme potansiyellerinden dolay1 adli tip ve adli

bilim arastirmalarinin da odak merkezi haline gelmistir. ATR-FTIR cihazinin hizli ve
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non-destriiktif olmasi nedeniyle de wviicut sivilarim1 FTIR yardimiyla inceleyen

arastirmalar literatiirde mevcuttur[7].

Elkins ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi ¢alismada [43] farkli viicut

stvilarinin ayriminda ATR-FTIR basaril1 bir yontem oldugunu gdstermistir.

Orphanau 2015 yilinda yayinlanan ¢alismasinda [3] kan, tiikiiriik, vajinal siv1 ve

semenin FTIR yardimiyla birbirinden ayriminin yapilabildigini géstermistir.

Takamura ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptigi calismada [44] Onceki
caligmalara benzer sekilde farkli viicut sivilart kullanilmis ve birbirinden ayriminda

FTIR’ 1n etkisi ortaya konmustur.

Kan lekesi olay yerlerinde sik¢a bulunan ve kimliklendirme gibi ¢alismalara

uygun olmasi nedeniyle delil niteligindeki en dnemli viicut sivilarindan biri olarak 6ne

cikmaktadir [45].

[1k olarak 2008 yilinda Lepot ve arkadaslar1 [46] Raman ve ATR-FTIR kullanarak
olay yerlerindeki giysilerden kan lekesinin tespiti iizerine ¢alisma yayinlamistir. 2015
yilinda Mistek [47] ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada insan ve hayvan kani ayriminin

kemometrik yontemler esliginde FTIR ile yapilabildigini gostermislerdir.

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi 2018 yilinda yaymlanan g¢aligmada [48] ise
bunlara ek olarak dis ortam kosullarinda 107 giine kadar kan lekesinin tespitinin miimkiin

oldugu belirtilmistir.

Sharma ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptigi ¢aligmada da [49] kan lekesinin
diger viicut sivilarindan %100 dogruluk pay: ile ayrilabildigini ve ayrica kan lekesine
benzeyebilecek olan diger materyallerden (ketcap, sarap vb) ayriminin yapilabildigini

gostermislerdir.

Lin ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada [50] kan lekesinde yas tayini i¢in ATR-
FTIR kemometri ile birlikte kullanilmis ve sonucunda 1giine kadar olan kan lekeleri bir

giinden uzun stire lizerinden gecen kan lekelerinden ayirt edilebilmistir.
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Sharma ve arkadaslariin 2020 yilinda yapmis oldugu ¢alismada [51] ise insan,
domuz ve keciye ait kanlar kullanilmig olup, kan lekeleri 175 giine kadar ilk hafta 24
saatlik araliklarla, sonrasinda 1 haftalik aralarla ATR-FITR ve kemometrik yontemler
kombine edilerek incelenmistir. Yaklasik ~3 £ 1 giin hata payi ile kan lekesi yasimnin

tespitinin miimkiin oldugunu ortaya koymuslardir.

Sharma ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptigi bir bagka ¢alismada [52] menstriiel
kanin ven6z kandan spektrometrik ayrimi tizerinde durulmus, PCA-LDA gibi kemometrik
yontemlerle birlikte kullanildiginda bu ayrimin %100 dogruluk ile yapilabildigini

gostermislerdir.

Takamura’nin 2017 yilinda yayinlanan ¢alismasinda [53] ise ante-mortem ve
postmortem kan, yazarlarin kendi gelistirdigi ve “multivariate spectral processing” adini
verdigi kemometrik yontemle kombine edildiginde bu iki farkli tip kanin birbirinden

ayriminin yapilabildigini belirtmislerdir.

Guiliano ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaymlanan ¢aligmasinda [54] farkli yas
gruplarindan kisilerin kanlart ATR-FTIR ile incelenmis, kemometrik yontemlerle birlikte
%92’ye varan dogruluk payt ile yas gruplar1 arasinda ayrim saglayabildiklerini

gostermislerdir.

Algethami ve arkadaslarinin 2020 yilinda yiiriitmiis oldugu ¢alismada [55] idrarda
bazi doping ajanlar1 incelenmis ve bu maddelerin ve miktarlarinin kemometrik yontemler

esliginde belirlenebildigini ortaya koymuslardir.

Benzer sekilde sa¢ orneklerinde de insan saci- hayvan sag1 ayriminda kemometrik
yontemler ve FTIR kombine edilip anlamli sonuglar elde edilen ¢aligmalar literaiitrde

mevcuttur. [56]
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3- GEREC ve YONTEM

Calismamiz, arastirma gorevlisi uzmanlik tezi olarak Hacettepe Universitesi Adli
Tip Anabilim Dali Toksikoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiis olup Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun GO 22/1037 proje numarasi ve
2022/19-33 karar numarastyla etik kurul onayin1 almistir.

3.1 Numuneler ve Hazirlanma Siireci

3.1.1 Ornek Donérleri ve Semenin Elde Edilmesi

Deneyde kullanilan semen numuneleri yaslar1 27-42 arasinda degisen saglikli, ilag

kullanim1 olmayan toplam alt1 erigskin erkek goniilliiden elde edilmistir.

Yazili onamlari olan ve ii¢-yedi glinliik cinsel perhizi olan alt1 erkek denekten
semen ornegi alindiktan sonra semende hiicre sayimi1 ve pH analizi yapilmistir. Semen
numunelerinde pH, sperm sayist ve morfolojisinin normal sinirlar i¢inde oldugu

saptanmigtir.

Bunlardan rastgele dort tanesi kalibrasyon grubunu olusturmak i¢in secilirken
kalan ikisi eksternal validasyon grubunu olusturmustur. En az 3 gun, en fazla 7 gunlik
cinsel perhiz sonrasi1 verilen numunelerden 6nce goniilliilerden yazili aydinlatilmis onam
formunu okumalar1 sonras1 imzalar1 alinmis ve kendilerine steril kaplar temin edilerek

masturbasyon yoluyla semen 6rnegi vermeleri istenmistir (Sekil 3.1).
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Gonulltlerden semen Ornekleri
steril kaplara aktarildi

Ornekler aktarildiklar: 11k
kaplarda likefiye olana kadarl

Likefiye olan 6rnekler tek bir l

kapta birlestirildi

Sekil 3.1: Numunelerin elde edilisi

3.1.2. Yuzeyler

Su¢ islenmis olay yerlerinde semen lekesinin bulasabilecegi muhtemel solid

yuzeylerin simulasyonu igin;

- Mobilya ahsabi (laminant kapl1),

- Cam (pencere cami),

- Deri (kegi derisi),

- Metal (celik sac),

- Plastik (seffaf, 3mm kalinliginda, elastik),

- Seramik (purtizsiz yuzeyli beyaz fayans),

- Karton yiizey (hazir kullanim amach ticari olarak marketlerde satilan karton

tek kullanimlik tabaklar) secilmistir.

Semen Ornekleri yukarida bahsedilen yiizeylere uygulanmadan once yuzeyler
ethanol ile temizlenip sonrasinda oda kosullarinda kurumalar1 beklenmistir. YUzeylerin
etanol ile silinmesi ylizey Ozelliklerini standartize etmek amaciyla yapilmis olup,
yuzeylerin fiziksel 6zellikleri haricindeki interferan faktorlerin, potansiyel Kirleticilerin

olgtimleri etkilemesinin dniine gegilmesi saglanmstir.
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Belirlenen ylizeylerden ahsap, cam, fayans, plastik ve metal A4 kagidi
boyutlarinda hazirlanmis olup, deri ylzeyde 35x25cm’lik bir 6rnek, kartonlarda ise 18cm
capinda karton tabaklar kullanilmistir.

3.1.3. Numunelerin Yuzeylere Transferi

Her yiizey yaklagik 6x5cm’lik alanlardan olusan bolgelere ayrilarak semen lekesi
transfer alanlar1 olusturulmustur. Goniilliilerden elde edilen semen 6rnekleri steril tek bir
kapta birlestirilerek numuneler arasi homojenizasyon saglanmistir. Belirlenen her bir
alana en az 3 damla olacak sekilde ve en az 60 mikrolitre semen ornekleri damlatilip oda
kosullarinda kurumaya birakilmistir (sekil 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5). Deri ve karton yiizeydeki
lekeler yaklasik 3 saatte kururken, diger yiizeylerdeki lekelerde bu strenin 50-90 dakika

PR

arasinda degistigi gozlenmistir.

getirildi ve uygulama alanlari

Yiizeyler A4 kagidi boyutuna
marker kalemlerle isaretlendi I

transferinden &nce etanolle silindi

Her bir yiizey; numune
ve kurumaya birakildi I

mikropipet yardimiyla tiim

yiizeylere esit bir sekilde
transfer edildi

Semen numuneleri I

Sekil 3.2: Yiizeylere uygulanan transfer 6ncesi ve transfer anindaki islemler
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Sekil 3.3: 0. saat depozisyon zamanl yiizey 6rnekleri
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Sekil 3.4: Orneklerin aktarildig1 yiizeylerin 0. saatteki yakin plan fotograflari. Sirasiyla
1- karton 2-metal 3-deri 4- cam ylizey
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Sekil 3.5: Numunelerin transfer edildigi diger ytizeylerin 0. saat fotograflari (Sirasiyla 1-
ahsap, 2- fayans, 3-plastik. 4.numarh alt resimde ise numunelerin goniilliilerden

alindiktan sonra steril kapta birlestirilmis gériintiisii bulunmakta).
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3.2. Ornekleme Zamanlar
Semen damlatilan yiizeyler kuruma islemi tamamlandiktan sonra sirasiyla;

- 2,4,8,12 ve 24. saatlerde,

- 2,3,4,5,6, 7. glnlerde,

- 2, 3, 4, 6 ve 8. haftalarda olmak iizere toplam 16 farkli zaman diliminde
yiizeylerden alinarak ATR-FTIR ile incelenmistir. 2. saat 6lglimlerinde deri ve

kartonda kuruma tamamlanmadigi i¢in 6l¢iim yapilmamustir.
3.3. Spektrum Datalarimin Elde Edilmesi

Planlanan zaman dilimi gelen yiizeylerden kurumus semen lekeleri steril tek
kullanimlik bistiiri yardimiyla kazinarak ¢ikarilmistir (Sekil 3.6). Sadece plastik ylizeyde
damlatilan Ornekler tek par¢a halinde cihaza yerlestirilebilmistir. Diger yiizeylerde
kazinarak elde edilen ornekler gorece daha kiiciik parcalar veya toz halinde bir katman
seklinde ATR-FTIR cihazinin kristal yiizeyine yerlestirilmistir (Sekil 3.7). Olguimler
Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR cihazinda sabit basing uygulanarak, 4000-650
cm™ spekturumunda 4cm ¢oziiniirliikte ve 4 tarama sayisi ile yapilmis olup veriler

Spectrum 10.5.4 yazilimi iizerinde kaydedilmistir (Sekil 3.8).

Her zaman araligindaki 3 farkli lekenin 8 farkli bolgesinden 6l¢tim alinarak bu
Olciimlerden elde edilen spektral verilerin ortalamasi elde edilmistir. Farkl yiizeylerdeki
lekelerinin birbiriyle ¢apraz kontaminasyonunu 6nlemek i¢in her farkli yiizeye gecisten
once ve sonra cihazin numune konulan kristal yiizeyi etanol ile temizlenip sonrasinda

“background” dlgtimler alinmustir.

26



Sekil 3.6: Damlatildiktan sonra 2. saatte kazinan, metal yiizeye uygulanmis semen

ornegi.

Sekil 3.7: Semen numunesinin yuzeyden kazindiktan sonra ATR-FTIR 6l¢iim alanina

yerlestirilmis hali.
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Sekil 3.8: Calismada kullanilan Perkin Elmer iiretimi ATR-FTIR cihazi

3.4. Verilerin Kemometrik Yontemlerle Analizi

Kemometrik analiz i¢cin MATLAB yazilim1 (Mathworks Inc. Natick, MA) ve
PLS Toolbox versiyon 8.2 (Eigenvector Research, Inc. Manson, WA) kullanilmistir.
PLS-DA yontemi O6rneklerin saatlik, giinliik ve haftalik olarak tanimlanmasi, ayrilmasi ve
leke yas1 tahmini yapilmasi i¢in kullanilmistir. Saatlik 6rnekler (a), guinlik érmekler (b),
haftalik ornekler (c) olacak sekilde kodlanmis ve PLS-DA analizi bu sekilde
gerceklestirilmigtir. Ayrimlar tiim yUzeyler i¢in ayr1 ayr olarak yapilmistir. PLS-DA
analizi yapilirken “autoscale”, 2. tlrev, “baseline” 6n islemleri kullanilmigtir. Kullanilan
bu 6n islemler spektrumlarin sadece spesifik bir bolgesi secilerek degil, tiim spektrum igin

uygulanmistir.

Kemometrik yéntemler icinde PLS-DA uzun yillardir bilinen bir analitik teknik
olup, ekstraksiyon ve ayirim islemlerinde oldukga etkilidir. PLS-DA ydntemi, dnceleri

regresyon modelleri i¢in kullanilan PLS algoritmasini temel almakta olup, ¢ok boyutlu
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verilerde rahatlikla kullanilabilmektedir. PLS-DA modelleme stratejisi, iki temel
prosedurii icerir: PLS-DA bilesenlerinin olusturulmasi (boyut azaltma) ve tahmin

modelinin olusturulmasi (ayrimci analiz) [57].

Ayrica PLS-DA ayrim performansini belirlemek i¢in, ger¢ek pozitif oran1 (TPR),
yanlig negatif oran1 (FNR), gercek negatif oran (TNR), yanlis pozitif oran degeri (FPR)

gibi performans degerleri belirlenmistir. Bunun i¢in asagidaki denklemler kullanilmistir.

1- STR=TPR/(TPR +FNR)
2- SPR=TNR/(TNR + FPR)
3- EFR =100 - (FPR + FNR)

Calismamizda farkli ylizeyler iizerine transfer edilen semen lekelerinin yasini
tayin edebilmek icin PLS-DA modeli olusturulmustur. Model olusturma siirecinde 852
Olglim kalibrasyon igin, 112 ol¢im ise validasyon igin kullanilmistir. Lekeden yas
tayininde PLS-DA modeli olusturmak i¢in 7 farkli solid ylizeye ait tlim &lgimler egitim
veri seti seklinde uygulanmistir. PLS-DA analizi sonucunda, farkli yiizeyler tizerindeki
semen lekelerinin farkli zaman araliklarinda birbirinden rahatlikla ayrilabildigi
gosterilmigtir.  Sonuglarin  dogrulugunu ortaya koymak adina validasyon testleri
uygulanmis ve her yiizey i¢in ayr1 ayrn yiiriitiilen incelemede higbir spektrum kendi zaman

aralig1 diginda saptanmamugtir.

Gizli degiskenler, istatistiksel modellemelerde, Ozellikle buyik veri setleri
iizerinde ¢alisirken, veri setinin boyutunu azaltmak ve bir regresyon modelinde bagimli
degiskenin bazi ozellikleri agiklanamiyorsa, bu 6zellikleri agiklamak i¢in kullanilir. Bu

sayede, modelin dogrulugu artirilabilir ve daha iyi sonuglar elde edilebilir [58].

Tim ylizeylerde egitim seti olusturulurken capraz validasyon i¢in “Venetian
Blind” yontemi uygulanmis olup, LV (latent variable / gizli degisken) sayis1 yiizeye gore
farkli se¢ilmistir. Ahsap ylizeyden elde edilen 6rneklerin ayriminda LV 4, Cam ylizeyden
elde edilen 6rneklerin ayriminda LV 8, deri yiizeyden elde edilen 6rneklerin ayriminda

LV 9, fayans yiizeyden elde edilen 6rneklerin ayriminda LV 7, karton yiizeyden elde
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edilen Orneklerin ayriminda LV 8, metal yiizeyden elde edilen 6rneklerin ayriminda LV

8 ve lastik yiizeyden elde edilen 6rneklerin ayriminda LV 4 olarak belirlenmistir.

Kemometrik analizler yapilirken LV gizli degisken; RMSEC, kalibrasyon
hatalarinin ortalama karekokii; RMSECV, kok ortalama kareler hatas1 ¢apraz dogrulama;
STR, secicilik orani; SPR, 6zgiilliik orani; TPR, gercek pozitif orani; FNR, yanlis negatif

orani; EFR, verimlilik oran1 parametreleri baz alinmustir.

Deneyin genel isleyis siireci sematik olarak sekil 3.9’da gosterilmistir.

Yiizeylerin boyut olarak

deneye hazir hale getinlmes:

Gaoniillilerden alinan
PR Gmeklerin homojemzasyonu
ve deney dncesi testlen

Yiizeylerin: numune
transfeninden énce etanol ile
temizlenmes: ve kurumaya
birakilmasi

Semen numunelerinin
yiizeylere mikropipet
yardimiyla egit bir sekilde
transferi

Kumuyan numunelerin
belirlenen zaman araliklarinda

analizi

Numunelerin ATR-FTIR ile
analizlerinin sonlandirilmas:

Toplanan datalarin kemometrik yontemlerle
anahizi ve elde edilen tiim verilerin

degerlendirilmes:

Sekil 3.9: Deney isleyis siireci semasi

30



4- BULGULAR

Yapilan spektroskopik dlgiimler sonucunda 4000cm-1 — 650 cm-1 araliginda 7
adet major pik tespit edilmistir. Bu pikler sirastyla 3267cm™, 2961 cm™, 1630 cm™, 1542
cm?, 1392cm™?, 1240 cm™, 1058cm™ ve 981 cm™ dalga boylarinda yer almaktadir (Sekil
4.1). Bu piklerin yer aldig1 ana yapilar ve olusum nedenlerine tartisma boliimiinde yer

verilmistir.

0.24-
0 A l{
0.20-
0.18-
0.16-
044-

0.12-

Absarbance

0.10-

0.08-

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 4.1: Semen lekesi spektrumu (Yildizla isaretlenen alanlar tespit edilen major

pikleri gostermektedir.)

Calismada uygulanan kemometrik PLS-DA yoOnteminin basaris1 “EFR” orani ile
belirlenmekte olup; bu oran ahsap, cam, karton, metal ve plastik yilizeylerde tim zaman
araliklarinda %100 olarak bulunurken, deri ve fayans icin sirasiyla %99,94 ve %99,95
olarak bulunmustur. Her bir ylzeye ait hata tablolar1 ve hata matrisleri olusturulmus olup,
hata tablolarinda her bir zaman aralig1 grubuna metodu test etmek amaciyla sunulan veri
sayisini ve yontemin bunlardan kagini dogru gruplandirabildigi takip eden alt bagliklarda

verilmistir.
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Tablo 4.1: PLS-DA ayrim1 performans parametreleri

LV
REMSEC

REMSECV

STR (%)

SPR (%)

TPR (%)

FNR (%)

EFR (%)

Ahsap
Ylzey
4
0.1538682
0.119622°
0.147153¢

0.208973?
0.164634°
0.182342¢

1002
100P
100°

1002
100°P
100°

12
1b
1¢

02
Ob
0°

1002
100P
100°¢

Cam
Yuzey
8
0.1564022
0.140732°
0.136801°

0.2106317
0.19011°
0.167767¢

1002
100°P
100°

1002
100°P
100¢

12
1b
1¢

02
Ob
0°

1002
100°P
100°

Deri
Yuzey
9
0.1683992
0.143712°
0.159722°

0.2510582
0.204885°
0.236758°

1002
100°P
0.9457¢

1002
0.9615°
100°

12
1b
0.9444°¢

02
Ob
0.0556°

1002
99.96"
99.94¢

Fayans
Yuzey
7
0.182538?
0.158108"
0.135811°

0.2449842
0.195301°
0.180826°

1002
0.9°
100°

1002
100°P
0.95¢

1a
0.9°
1C

Oa
0.1P
OC

1002
99.9P
99.95¢

Karton
Ylzey

8

0.1168972
0.139605°
0.144771°

0.178465"
0.188602°
0.197349°

100?
100P
100°¢

1002
100P
100¢

12
1b
1¢

02
ob
0

100?
100P
100°

Metal
Yuzey

8

0.152429?
0.163958°
0.142014°¢

0.2123?
0.236665°
0.201°¢

100?
100P
100°¢

1002
100P
100¢

12
1b
1¢

02
Ob
0

100?
100P
100°¢

Plastik
Yuzey
4
0.151922
0.159227°
0.136312°

0.205192
0.2154°
0.172438°

100?
100P
100°¢

1002
100P
100¢

12
1b
1¢

02
Ob
0

100?
100P
100°¢

(?saatlik ornekler; Pgiinliik 6rnekler, haftahik &rnekler; LV gizli degisken; RMSEC,

kalibrasyon hatalarinin ortalama karekokii; RMSECV, kok ortalama kareler hatasi ¢apraz

dogrulama; STR, secicilik orani; SPR, 6zgiillikk orani; TPR, gercek pozitif orani; FNR,

yanlis negatif orani; EFR, verimlilik orani.)
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4.1. Ahsap Yiizey Verileri
Ahsap ylizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla
sunulan veri sayisit ve yontemin bunlardan kac¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.2) ve hata matrisinde (tablo 4.3) sunulmustur.

Tablo 4.2: Ahsap yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in

hata tablosu verileri

Hata Tablosu — Ahsap

a b C
a olarak tahmin edilen 11 0 0
b olarak tahmin edilen 0 11 0
c olarak tahmin edilen 0 0 13

Tablo 4.3: Ahsap ylizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklari igin

hata matrisi verileri

Hata Matrisi — Ahsap

Smf TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %
a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 11 0.00000 1.00000 1.00000 100
b 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 11 0.00000 1.00000 1.00000 100
c 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 13 0.00000 1.00000 1.00000 100
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4.1.1. Ahsap Yiizey Saatlik veriler

Ahsap yiizeyde 0-24. saat arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen
ATR-FTIR o6lgiimlerine ait spektrum verisi sekil 4.2°de, gruplandirilan verilerin saatlik

verilerin ayrimini1 gosteren PLS-DA grafigi de sekil 4.3’te sunulmustur.

Ahsap - Saatlik
0.18
0.16
0.14

0.12

2.saat

4 saat
l 0.08

8.saat
0.06
‘ \ =12 .saat
/ 0.04
| \/\/ \/,- —— 24 saat
/“\,.\ i 0.02
\-—_.‘______)

rm— 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650 0.0
-0.04

Sekil 4.2: Ahsap ylizeye ait 0-24. saat 6lciimleri absorbans- dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)

34



oL ¢ |
¢
ALK ¢ 1Ak
N L “’ 0“
3 ’.il ¢ "% :
L X
¢ & ¢ o
B ¢ :
4 . A
A
“ s A - Al
2r “ o ] ad A I ada, |
. af A Yy AA I.. A A
:l- o4 A “:a “: m BA, A
0——————————.———1.1—4l— )t S —
o g U0 A A - A
s e A ah A -
2r ol A A m A
A
4t e
6 1 1 L

Sekil 4.3: Saatlik ahsap 6l¢imlerinin diger (giinliik ve haftalik) 6lcimlerden
diskriminasyonunu gdsteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltik dl¢imler,
H: haftalik dl¢timler)
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4.1.2. Ahsap Yiizey Gunluk Veriler

Ahsap ylizeyde 2-6. gunler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen

ATR-FTIR o6lglimlerine ait spektrum verisi sekil 4.4’te, gruplandirilan verilerden; giinlik

verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini1 gosteren PLS-DA grafigi de sekil 4.5te

sunulmustur.
Ahsap - Gunluk
0.35
0.3
025  ——2.gun
0.2 —3.gun
4.gun
0.15
—5.gun
01 Seri6
0.05 ——6.gun
0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.4: Ahsap ylizeye ait 1-6. guin 6l¢iim degerleri absorbans-dalga boyu grafigi

(yatay eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.5: Giinliik ahsap yuzey olgtimlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6l¢iimlerden

diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltk dl¢imler,

H: haftalik 6l¢timler)

37



4.1.3. Ahsap Yiizey Haftalik Veriler

Ahsap ylizeyde 1-8 hafta arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gerceklestirilen

ATR-FTIR ol¢imlerine ait spektrum verisi sekil 4.6’da, gruplandirilan verilerden;

haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.7’de sunulmustur.

Ahsap - Haftalik

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

—— 1.hafta
- 2.hafta

3.hafta
—— 4 hafta

———6.hafta

8.hafta

Sekil 4.6: Ahsap yiizeye ait 1-8.hafta 6lcumleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.7: Haftalik ahsap yiizey 6l¢iimlerinin diger (Saatlik ve glinlik) 6lctimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltk 6l¢timler,
H: haftalik 6l¢iimler)



4.2. Cam Yuzey Verileri
Cam yiuzeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla
sunulan veri sayisit ve yontemin bunlardan kac¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.4) ve hata matrisinde (tablo 4.5) sunulmustur.

Tablo 4.4: Cam ylzeye ait saatlik(a), gunluk(b) ve haftalik(c) zaman araliklari i¢in hata

tablosu verileri.

Hata Tablosu — Cam
a b C
a olarak tahmin edilen 9 0 0
b olarak tahmin edilen 0 10 0
c olarak tahmin edilen 0 0 11

Tablo 4.5: Cam ylizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 igin hata
matrisi verileri

Hata Matrisi — Cam
Smif TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %
a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 9  0.00000 1.00000 1.00000 100
b 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 10 0.00000 1.00000 1.00000 100
C 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 11 0.00000 1.00000 1.00000 100
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4.2.1. Cam Yuzey Saatlik veriler

Cam yuzeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen

ATR-FTIR o&lglimlerine ait spektrum verisi sekil 4.8’de, gruplandirilan verilerden; saatlik

verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimin1 gosteren PLS-DA grafigi de sekil 4.9’da

sunulmustur.

Cam - Saatlik

0.14

0.12

0.1

0.08 — 2.saat
8D

0.06 & 4.saat
foa)
[

0.04 ;3 8.saat
L e 12.5aat

0.02

— 24 .saat
- — 0
3150 2650 0 650
-0.02
-0.04

Eksen Basligi

Sekil 4.8: Cam yuzeye ait 0-24. saat 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.9: Saatlik cam yiizey 6l¢limlerinin diger (giinliikk ve haftalik) 6l¢gtimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltik dlgtimler,
H: haftalik 6l¢iimler)
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4.2.2. Cam Yuzey GuUnluk Veriler

Cam ylzeyde 2-6. gunler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gerceklestirilen

ATR-FTIR olgiimlerine ait spektrum verisi sekil 4.10°da, gruplandirilan verilerden;

giinltik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.11°de sunulmustur.

Cam - Gunluk

0.3
0.25
0.2

“' | 0.15
0.1
0.05

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

—2.8un
3.gun
4.gun

—D5.gun

—6.gun

Sekil 4.10: Cam ylizeye ait 1-6.giin 6lgiimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay eksen

dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.11: Gunlik cam yizey 6l¢timlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6l¢iimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik dl¢limler, G: glinltk 6l¢timler,
H: haftalik dl¢timler)



4.2.3. Cam YUzey Haftalk Veriler

Cam ylizeyde 1-8. haftalar arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen
ATR-FTIR olgiimlerine ait spektrum verisi sekil 4.12°de, gruplandirilan verilerden;
haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.13’de sunulmustur.

Cam - Haftalik
0.25
0.2
———2.hafta
0.15
3.hafta
4.hafta
0.1 ———6.hafta
——8.hafta
0.05
0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Sekil 4.12: Cam yuzeye ait 1-8.hafta 6lctimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.13: Haftalik cam yiizey olglimlerinin diger (saatlik ve giinliik) dl¢glimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: glinltk dl¢timler,
H: haftalik 6l¢iimler)



4.3. Deri Yuzey Verileri

Deri yiizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla

sunulan veri sayist ve yontemin bunlardan kacini1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.6) ve hata matrisinde (tablo 4.7) sunulmustur.

Tablo 4.6: Deri yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 igin hata

tablosu verileri.

Hata Tablosu — Deri

a b C
a olarak tahmin edilen 8 0 0
b olarak tahmin edilen 0 13 1
c olarak tahmin edilen 0 0 17

Tablo 4.7: Deri yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklari i¢in hata

matrisi verileri

Simf TPR FPR

a 1.00000 0.00000
b 1.00000 0.03846
C 0.94444 0.00000

Hata Matrisi — Deri
TNR FNR N Err

P

1.00000 0.00000 8 0.00000 1.00000
0.96154 0.00000 13 0.02564 0.92857
1.00000 0.05556 18 0.02564 1.00000

F1

1.00000
0.96296
0.97143

EFR %
100
99.96
99.94
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4.3.1. Deri Yuzey Saatlik Veriler

Deri yuzeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen

ATR-FTIR o6l¢limlerine ait spektrum verisi sekil 4.14°te, gruplandirilan verilerden; saatlik

verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil 4.15°te

sunulmustur.
Deri - Saatlik

0.25

0.2

0.15
8.saat
12.saat

0.1 — 24 saat

/VW 0.05
— - 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Sekil 4.14: Deri yuzeye ait 0-24. saat 6l¢timleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.15: Saatlik deri ylzey olgtimlerinin diger (glinliik ve haftalik) 6lgiimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltk dl¢timler,
H: haftalik dl¢timler)

49



4.3.2 Deri Yuzey Gunluk Veriler

Deri ylizeyde 2-6. gunler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen

ATR-FTIR olgiimlerine ait spektrum verisi sekil 4.16°da, gruplandirilan verilerden;

giinltik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.17°de sunulmustur.

Deri - GUnluk

f

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

0.3

0.25

0.2

0.15

——2.gun
3.gun
4.gun

—5.gun

— 6.gun

Sekil 4.16: Deri ylzeye ait 2-6.giin élctimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay eksen

dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.17: Gunlik deri yizey 6l¢iimlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6lcimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler,
H: haftalik dl¢timler)
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4.3.3. Deri Ylzey Haftalik Veriler

Deri ylizeyde 1-8. haftalar arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen
ATR-FTIR Olglimlerine ait spektrum verisi sekil 4.18’de, gruplandirilan verilerden;
haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.19’da sunulmustur.

Deri - Haftalik
2.5
2
—— 1.hafta
15 ) .hafta
3.hafta
1
4.hafta
05 —— 6.hafta
PN —— 8.hafta
——i - 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.5

Sekil 4.18: Deri yizeye ait 1-8.hafta 6lgimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.19: Haftalik deri yiizey 6l¢timlerinin diger (saatlik ve giinliik) 6l¢iimlerden

diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lglimler, G: giinliikk 6lgimler,

H: haftalik 6l¢iimler)
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4.4. Fayans Yuzey Verileri
Fayans yiizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla
sunulan veri sayisit ve yontemin bunlardan kac¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.8) ve hata matrisinde (tablo 4.9) sunulmustur.

Tablo 4.8: Fayans yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in

hata tablosu verileri.

Hata Tablosu — Fayans
a b C
a olarak tahmin edilen 10 0 0
b olarak tahmin edilen 0 9 0
c olarak tahmin edilen 0 1 13

Tablo 4.9: Fayans ylizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklari igin

hata matrisi verileri

Hata Matrisi — Fayans
Smif TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %
a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 10 0.00000 1.00000 1.00000 100
b 0.90000 0.00000 1.00000 0.10000 10 0.03030 1.00000 0.94737 99.9
c 1.00000 0.05000 0.95000 0.00000 13 0.03030 0.92857 0.96296 99.95
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4.4.1. Fayans Yuzey Saatlik Veriler

Fayans yuzeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR Ol¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.20°de, gruplandirilan
verilerden; saatlik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.21°de sunulmustur.

Fayans - Saatlik

0.18

0.16

0.14

012 ——2saat
0.1 4.saat
0.08 8.saat
0.06 = 12.saat
0.04 —24.saat

0.02

3150 2650 2150 1150

-0.02

Sekil 4.20: Fayans yuzeye ait 0-24. saat 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.21: Saatlik fayans yiizey 6l¢limlerinin diger (giinliik ve haftalik) dl¢timlerden

diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik dl¢iimler, G: giinliik 6lgiimler,

H: haftalik dl¢timler)

56



4.4.2. Fayans Yuzey Gunluk Veriler

Fayans yilzeyde 2-6. gunler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR dl¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.22°de, gruplandirilan
verilerden; giinliik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.23’de sunulmustur.

Fayans - GUnluk

0.4
0.35
0.3
025 ——7gun
0.2 3.8un
4.gun
0.15 —S.gun
4 0.1 ——6sgun
FUYN
; \ /—\ 0.05
| v -
- = 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.22: Fayans yizeye ait 2-6.gln 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.23: Giinliik fayans ylizey 6lgiimlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6l¢timlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler,
H: haftalik 6l¢timler)
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4.4.3. Fayans YUzey Haftalik Veriler

Fayans ylizeyde 1-8. hafta arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen
ATR-FTIR Olgimlerine ait spektrum verisi sekil 4.24’te, gruplandirilan verilerden;
haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.25’te sunulmustur.

Fayans - Haftalik
0.35
0.3
025 ——1 hafta
0.2 — 2 hafta
———3.hafta
0.15
4.hafta
0.1 ——6.hafta
0.05 —— 8.hafta
—=7 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.24: Fayans yuzeye ait 1-8.hafta 6lcumleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.25: Haftalik fayans yiizey 6l¢iimlerinin diger (saatlik ve giinliik) 6l¢iimlerden

diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler,

H: haftalik 6l¢iimler)
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4.5. Karton Yizey Verileri
Karton ylizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla

sunulan veri sayisit ve yontemin bunlardan kac¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.10) ve hata matrisinde (tablo 4.11) sunulmustur.

Tablo 4.10: Karton yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in

hata tablosu verileri.

Hata Tablosu — Karton
a b C
a olarak tahmin edilen 9 0 0
b olarak tahmin edilen 0 12 0
c olarak tahmin edilen 0 0 16

Tablo 4.11: Karton ylizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklari igin

hata matrisi verileri
Hata Matrisi — Karton
Simf TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %
a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 9 0.00000 1.00000 1.00000 100
b 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 12 0.00000 1.00000 1.00000 100
c 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 16 0.00000 1.00000 1.00000 100
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4.5.1. Karton Yulzey Saatlik Veriler

Karton ylzeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gergeklestirilen ATR-FTIR 6l¢iimlerine ait spektrum verisi sekil 4.26°da, gruplandirilan
verilerden; saatlik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini1 gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.27°de sunulmustur.

Karton - Saatlik

0.7
0.6

0.5

4.saat

0.4

8.saat
0.3
12.hafta

0.2

NJW N

0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.1

— 24 .saat

Sekil 4.26: Karton ylzeye ait 0-24. saat 6lcuimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.27: Saatlik karton ytlizey 6l¢iimlerinin diger (giinliik ve haftalik) 6l¢iimlerden

diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltik dlgtimler,

H: haftalik dl¢timler)
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4.5.2. Karton Yuzey Gunluk Veriler

Karton yiizeyde 2-6. glnler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR dl¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.28’de, gruplandirilan
verilerden; giinliik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.29’da sunulmustur.

Karton - GlUnluk

0.16
0.14
0.12
0.1 —2.8un
—3,
0.08 gun
4.gun
0.06
e 5.gun
0.04 ——6.gun

0.02

3150 2650 2150 1650 1150

-0.02

Sekil 4.28: Karton yuzeye ait 2-6.gtn 6l¢tiimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.29: Gunluk karton yiizey dl¢iimlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6lglimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler,
H: haftalik dl¢timler)
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4.5.3. Karton Yuzey Haftalik Veriler

Karton ylzeyde 1-8. haftalar arasinda belirlenen zaman dilimlerinde

gergeklestirilen ATR-FTIR Olgumlerine ait spektrum verisi sekil 4.30°da, gruplandirilan

verilerden; haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.31’de sunulmustur.

Karton - Haftalik
1.2
1
0.8 ——1.hafta
———2.hafta
0.6 —3.hafta
4.hafta
0.4 =——06.hafta
—— 8.hafta
é; 2 0.2
A 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Sekil 4.30: Karton ylzeye ait 1-8. hafta 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.31: Haftalik karton yuzey ol¢timlerinin diger (saatlik ve giinliik) dl¢iimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6lgtimler, G: glinltik dl¢imler,
H: haftalik dl¢timler)
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4.6. Metal YUzey Verileri
Metal ylizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla

sunulan veri sayisit ve yontemin bunlardan kac¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.12) ve hata matrisinde (tablo 4.13) sunulmustur.

Tablo 4.12: Metal yiizeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in

hata tablosu verileri

Hata Tablosu — Metal
a b C
a olarak tahmin edilen 11 0 0
b olarak tahmin edilen 0 11 0
c olarak tahmin edilen 0 0 16

Tablo 4.13: Metal yiizeye ait saatlik(a), glinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in
hata matrisi verileri.

Hata Matrisi — Metal

Smif TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %
a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 11 0.00000 1.00000 1.00000 100
b 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 11 0.00000 1.00000 1.00000 100
c 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 16 0.00000 1.00000 1.00000 100
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4.6.1. Metal Yuzey Saatlik Veriler

Metal ylzeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gergeklestirilen ATR-FTIR 6l¢iimlerine ait spektrum verisi sekil 4.32°de, gruplandirilan
verilerden; saatlik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini1 gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.33’te sunulmustur.

Metal Saatlik

0.4

0.35

0.3

0.25 2.saat

02 4.saat
8.saat

— 12.saat

0.1 = 24 saat

0.05

—_ 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.32: Metal yiizeye ait 0-24. saat 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.33: Saatlik metal ylizey 6l¢timlerinin diger (giinliik ve haftalik) 6l¢iimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik dl¢iimler, G: giinliik 6l¢iimler,
H: haftalik 6l¢timler)



4.6.2. Metal Yuzey Gunluk Veriler

Metal yiizeyde 2-6. glinler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde gergeklestirilen
ATR-FTIR ol¢iimlerine ait spektrum verisi sekil 4.34’te, gruplandirilan verilerden;
giinltik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi de sekil

4.35’te sunulmustur.

Metal - Gunluk
0.35
0.3

0.25
0.2 —.gun
3.gun
0.15 4.gun
‘ e 5.gun
, I\ ‘ / 01 e 6.gun

V. \ 0.05

\,
__/ \/ 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.34: Metal yiizeye ait 2-6.gun 6lgumleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.35: Giinliik metal yiizey ol¢timlerinin diger (saatlik ve haftalik) 6lglimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler,
H: haftalik dl¢timler)
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4.6.3. Metal Yuzey Haftalik Veriler

Metal ylzeyde 1-8. haftalar arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR dl¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.36°da, gruplandirilan
verilerden; haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.37°de sunulmustur.

Metal - Haftalik

0.3

0.25

0.2 = 1.hafta
) hafta

0.15 3.hafta

4.hafta

0.1 —6.hafta
—— 8.hafta

0.05

0

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Sekil 4.36: Metal yiizeye ait 1-8.hafta dlglimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.37: Haftalik metal ylizey ol¢timlerinin diger (saatlik ve giinliik) 6l¢iimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik dl¢timler, G: gunlik él¢cimler, H:
haftalik 6l¢iimler)
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4.7. Plastik YUzey Verileri

Plastik yiizeydeki lekelerin analizinde, gelistirilen metodu test etmek amaciyla
sunulan veri sayist ve yontemin bunlardan kag¢in1 dogru gruplandirabildigi, hata tablosu

(Tablo 4.14) ve hata matrisinde (tablo 4.15) sunulmustur.

Tablo 4.14: Plastik ylzeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in
hata tablosu verileri.

Hata Tablosu — Plastik
a b C
a olarak tahmin edilen 9 0 0
b olarak tahmin edilen 0 12 0
c olarak tahmin edilen 0 0 15

Tablo 4.15: Plastik ylzeye ait saatlik(a), giinliik(b) ve haftalik(c) zaman araliklar1 i¢in

hata matrisi verileri

Hata Matrisi — Plastik
Simif TPR FPR TNR FNR N Err P F1 EFR %

a 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 9 @ 0.00000 1.00000 1.00000 100
b 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 12 0.00000 1.00000 1.00000 100
c 1.00000 0.00000 1.00000 0.00000 15 0.00000 1.00000 1.00000 100
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4.7.1. Plastik Yuzey Saatlik Veriler

Plastik ylizeyde 0-24. saatler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gergeklestirilen ATR-FTIR 6l¢iimlerine ait spektrum verisi sekil 4.38’de, gruplandirilan
verilerden; saatlik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini1 gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.39’da sunulmustur.

Plastik - Saatlik

0.2

0.18

0.16

0.14

2.saat

0.12
4.saat
0.1
8.saat
0.08
e 12.5aat

0.06

— 24 .saat
0.04

0.02

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650 0.02

Sekil 4.38: Plastik yuzeye ait 0-24. saat 6l¢limleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay
eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.39: Saatlik metal yiizey Ol¢timlerinin diger (giinliik ve haftalik) 6lcimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik dl¢timler, G: gunlik él¢cimler, H:
haftalik 6l¢iimler)
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4.7.2. Plastik Yuzey Gunluk Veriler

Plastik yuzeyde 2-6. ginler arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR oOl¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.40’ta, gruplandirilan
verilerden; giinliik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.41’de sunulmustur.

Plastik - GUnluk

0.35
0.3
0.25
—).gun
0.2
e 3.gun
0.15 4.gun
= 5.gun
0.1
— 6.gun
0.05
. 0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.40: Plastik yuzeye ait 2-6.gun 6lgumleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.41: Ginliik plastik yiizey Olgtimlerinin diger (saatlik ve haftalik) dlglimlerden
diskriminasyonunu gosteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: gunliik 6lcumler, H:
haftalik 6l¢iimler)
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4.7.3. Plastik Ylizey Haftalik Veriler

Plastik ylzeyde 1-8. haftalar arasinda belirlenen zaman dilimlerinde
gerceklestirilen ATR-FTIR Ol¢timlerine ait spektrum verisi sekil 4.42°de, gruplandirilan
verilerden; haftalik verilerin diger zaman dilimlerinden ayrimini gosteren PLS-DA grafigi

de sekil 4.43’te sunulmustur.

Plastik - Haftalik

0.3
0.25
0.2 = 1.hafta
- 2.hafta
0.15 3 hafta
01 4.hafta
—— 6.hafta
005 ——g.hafta
0
3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
-0.05

Sekil 4.42: Plastik yiizeye ait 1-8.hafta dlcimleri absorbans-dalga boyu grafigi (yatay

eksen dalga boyunu, dikey eksen absorbans degerini gostermektedir.)
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Sekil 4.43: Haftalik plastik yiizey olgiimlerinin diger (saatlik ve gilinliik) dlglimlerden
diskriminasyonunu gdsteren PLS-DA grafigi (S: saatlik 6l¢timler, G: giinliik 6l¢timler, H:
haftalik 6l¢iimler)
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5- TARTISMA

Cinsel istismar ve saldir1 olgularinda magdurun muayenesi, kiyafet veya olay yeri
incelemesinde semen lekesinin tespiti ve bu lekenin analizi ile elde edilecek veriler olayin
degerlendirilmesinde kilit 6neme sahiptir. Bu biyolojik leke, tek basina olayin niteligi,
failin kimligi, olaymn olus zamani gibi ¢ok 6nemli konularda bilgi saglayabilmektedir.
Literatirde semen lekesinin ¢esitli niteliklerine yonelik farkli yontemleri esas alan
calismalar mevcuttur. Kimliklendirme amagli bir¢ok yaklasim ve farkli biyo-belirtecleri
analiz eden calismalar bulunurken, semen lekesi yasmin tespitine yonelik ¢alisma
sayisinin ise olduk¢a az oldugu dikkati ¢ekmektedir. Semen bilesimindeki asit fosfataz,
PSA ve GGT benzeri yapilar1t hedefleyen enzimatik yaklasimlar, intrinsik floresans
aktiviteye dayali calismalar, spektroskopik yaklagimlar, RNA temelli yaklasimlar semen
lekesi yasinin tespitinde ¢alisilmis yontemlere Ornek olarak gosterilebilir. Ancak,
bahsedilen tim bu yontemlerin hiz, duyarlilik, 6zgiilliikk noktasinda yetersiz olduklari
bunun yani sira analiz edilen materyali destrikte ettigi veya cesitli 6n hazirlik
asamalarinda kimyasal agidan kontamine etmeleri nedeniyle ileri analiz olanagini ortadan
kaldirmalar1 6nemli teknik ve analitik sorunlar olarak karsimiza ¢ikmistir. Bunlara ek
olarak mevcut yontemlerin giivenilirligi diisiik kolorimetrik kitler disinda tam donaniml
laboratuvar ekipmani ve egitimli tekniker gerektirmesi de fiyat-fayda dengesi agisindan
uygun olmamaktadir. Bu nedenlerle son yillarda, yukarida bahsedilen 6zellikleri bir arada
sunma potansiyeli olan spektroskopik yontemler adli tip ve adli bilimlere ait caligmalarda

kendine sik¢a yer bulmaktadir [2], [15].

Kizil6tesi spektroskopi molekiillerin sahip olduklari baglar ve fonksiyonel gruplar
sayesinde, aktarilan enerji sonrasi titresimlerinin Sl¢lilmesi temeline dayanmakta olup,
ATR-FTIR spektroskopisi, hizli, duyarli, etkili, uygulamasi gorece kolay ve non-
destriiktif bir yontem olmasi baglaminda en c¢ok kullanilan spektroskopik yontemlerin
basinda gelmektedir. Enerji gonderilen numunenin yapisindaki baglar ve fonksiyonel
gruplar nedeniyle titresimi sonucu bilgisayar ortaminda bu veriler spektral grafiklere
doniistiiriilmektedir. Elde edilen bu verilerle numunenin fiziko-kimyasal yapist ve

dolayistyla numunenin kaynagi ve ne oldugu ile ilgili ¢ikarim yapmaya imkan
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saglanmaktadir [38], [39].Bu bilgiler 1s1ginda bu tez ¢alismasinda potansiyel cinsel
istismar-saldir1 olay yerlerinde semen bulasmasi ve dolayisiyla inceleme esnasinda leke
olarak tespit edilmesi muhtemel 7 farkli solid yiizeye semen damlatilarak olusturulan
simule semen lekelerinde 2 aylik siire¢ boyunca farkli zaman araliklariyla ATR-FTIR
spektroskopik analizler gergeklestirmek suretiyle bu lekelerin yasinin tespitine yonelik
yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Calismamizda yapilan tanimlayict 6lgimler
sonucunda semenin FTIR spektrumunda 3267cm™, 2961 cm?, 1630 cm™, 1542 cm™,
1392cm?, 1240 cm™?, 1058cm™ ve 981 cm dalga boylarinda major piklerin oldugu (sekil
5.1) saptanmis olup literatiirde daha 6nce yapilan galismalarla [3], [59] uyumlu oldugu

anlagilmistir.

Amitl ;_i\mitZ Fruktoz

A
W N PSA

\ O R
_' - aminog

| asit \ /

CH3
(Lipit)

Sekil 5.1: Calismamizda spektrum Sl¢limlerinde saptadigimiz major pikler

Yaptigimiz Ol¢iimler sonucunda tespit edilen piklerin kaynaklandigi biyolojik
molekiiler yapilar asagida listelenmis olup bu verilerin literatiirdeki diger ¢alismalarda

bulunan formlar1 Tablo 5.1°de paylasilmigtir.
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Tablo 5.1: Semen lekesinde ¢alismamizda saptadigimiz ve literatiirde bahsedilen

belirgin pikler ve temel kaynaklari.

Dalga boyu Dalga boyu | Etkin kuvvet Ana yapi Referans
(cm™ (cm™
Calismamiz Literattr
3267 3268 Simetrik N-H Amit A [44]
perilimi
2961 2950 CHs gerilimi Lipitlerdeki metil [3]
gruplari
1630 1625 C=0 gerilimi Amit [ : B-yapraklar1 | [3]
1542 1540 N-H bikulmesi ve Amit II: B-yapraklar1 | [59]
C-N gerilimi
1392 1393 CHs simetrik ve Aminoasit yan [31], [59]
pntisimetrik zincirlerindeki metil
bukulmeleri gruplari
1240 1240 Asimetrik PO2- Nukleik asitlere ait | [59]
perilimi fosfat grubu
Amit 11
1058/980 1059 /980 CH20H PSA / fruktoz [3], [59]
bruplarinda
Simetrik C-O
perilimi ve COH
bruplarinin
bukilmesi,
plikozilasyonlu
proteinlere ait
Simetrik PO2—
perilimi
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Calismada saptadigimiz major pikler sirasiyla su sekildedir;

- 3267 cm™ dalga boyundaki major pikin Amit A bandina ait oldugu,

- 2961cm™ dalga boyundaki pikin ise lipitlerdeki metil gruplarindan
kaynaklandigi,

- 1630cm™ bandindaki pikin Amit I B yapraklari nedeniyle olustugu,

- 1542cm™ pikinin Amit II bandindaki B yapraklara ait oldugu,

- 1392 cm™ dalga boyunda gozlenen pikin aminoasitlere ait yan zincirlerdeki
metil gruplarindan koken aldigi,

- 1240 cm™ pikinin niikleik asitlerde bulunan fosfat grubu nedeniyle olustugu,

- 1058cm™ ve 980 cm™ dalga boylarindaki piklerin ise semenin yapisindaki

PSA ve fruktoza bagli olarak olustugu diistiniilmiistiir.

Literatiirde molekiiler titresimler ve kaynagi lizerine farkli ¢alismalar mevcuttur.
Calismamizda elde edilen verilerle uyumlu olarak Takamura ve arkadaglarimin 2018
yilinda yaymlamis oldugu c¢alismada [44] semenin yapisinda yogun olarak bulunan
albiimin ve asit fosfataz gibi proteinlerin 3268cm™ (Amit A), 1622 (Amit 1), 1547 (Amit
II) piklerine biiyiik 6lgiide katki sagladigini, 1393 cm™ de g6zlenen pikin protein ve
lipitlerdeki metil gruplarindan kdken aldigmi, 1056 cm™ dalga boyunda saptanan belirgin
pikin ise PSA molekilunun karbonhidrat iceren bolgeleri ve fruktoz nedeniyle olustugunu
belirtmislerdir. Orphanau’nun 2015 yilinda yaptig1 calismada [3] ise 1625cm™ pikinin
Amit I yapisini, 1540cm™ pikinin ise Amit Il bélgesini, 3273cm™ bolgesinin Amit A
bolgesinin gosterdigini, 1059 cm™ bolgesinin glukoz, fruktoz gibi sekerlerin yani sira,
DNA ve RNA molekiillerindeki glikoproteinlerin de etkisiyle meydana gelebilecegini 6ne
stirmiistiir. Bu bilgiler degerlendirildiginde farkli ¢aligmalarda semen numunesine ait
spektrumlarda belirli biyomolekillerden kaynaklanan elde edilen pik noktalart minimal
farklilik gosterse de bunlarin ayni biyomolekiilden kaynaklanan ayni bant araliginda

oldugu anlasilmistir. Mevcut ¢alismamizda da bu bilgi ile uyumlu veriler elde edilmistir.
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Amit A band1 3400 cm™ de yer alirken, Amit B 3090cm™ dalga boyunda yer
almaktadir. Amit I ve II ise kizilotesi protein spektrumundaki major bantlardir. Amit |
band1 amit grubundaki C=0 geriliminden kaynaklanmaktadir ve 1600-1700cm™ dalga
boylarinda yer almaktadir. Amit II bandi da C-N geriliminden ve N-H bukilmesinden
dolay1 olusmaktadir ve1480-1575 cm™* bandinda yer almaktadir [43], [60]. Amit A, Amit
I ve Amit II bantlar1 biyolojik sivilarin spektrumunda en sik goriilen bantlar olup ve
boyutlar1 6rnekten drnege degisiklik gosterebilmektedir [61]. Calismamizda elde edilen
pik ve bantlar ile literatiirdeki baz1 ¢alismalara ait pikler ve bantlar arasinda gbzlenen
minimal farkliliklarin, semen dondrleri, cevresel kosullar ve deney sartlar1 gibi
faktorlerden kaynaklanabilecegi ancak, bu farkliliklarin analitik sonuglar1 ve incelenen

materyale dair yorumlari etkileyebilecek nitelik ve diizeyde olmadigi bilinmektedir.

Zha ve arkadaslar1 semen lekesi yas tayini amaciyla yapmis oldugu caligmada [6]
leke uygulama yiizeyi olarak cam, doku ve seliiloz fiber kumaslar tercih etmislerdir. Veri
analizi icin kemometrik yontemlerden PCA ve PLSR tercih edilmis olup yapilan analizler
sonucunda yaklagik 1 giin hata payr ile tahmin yapilabildigini belirtmislerdir.
Calismamizdan farkli olarak Zha ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada dl¢limler
sadece 6 giine kadar yapilmistir. Bizim ¢alismamizda bu siire 8 haftaya ¢ikarilmis olup
ayrimlar 3 farkli zaman dilimine gore yapilmistir. Diger yandan ¢alismamizda da PCA
analizi denenmis olup bu yontemin veri analizi agisindan yetersiz kaldigi anlagilmis ve
analitik model olarak PLS-DA tercih edilmistir. Buna ek olarak ¢alismamizda gorece
daha fazla ve nitelikleri degisken solid yiizeylerde saatlik, giinliik ve haftalik lekelerin
birbirinden net sekilde ayirt edilebildigi, bu noktada saatlik lekenin giinliik lekeden ayirt

edilmesi yeni elde edilen bir iistlinliik olarak degerlendirilmistir.

Orphanou’nun 2015 yilinda yaptigi calismasinda [3] semeni de igeren farkli viicut
stvilarini 6-18 aylik zaman siirecinde analiz etmis ancak yas tayini amaciyla sadece kanda
uygun oldugunu One siirmiistiir. Bizim c¢alismamizda ise farkli yiizeyler {izerinde
olusturulan semen lekeleri ATR-FTIR ile analizin, semen lekesi yas1 tayininde
kullanilabilecegi, elde edilen verilerin kemometrik analizle degerlendirilmesi neticesinde

farkli yaslarda lekelerin ayristirilabildigi anlagilmistir.
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Achetib ve arkadaslarinin ¢alismasinda [5] semen lekesinin floresan aktivite
potansiyelinden faydalanarak floresan spektroskopi yontemini kullanmak suretiyle yas
tayini yapmaya ¢alismislardir. Bu ¢alismalarinda semen igerigindeki protein ve lipitlerin
zamanla serbest radikallerle birlesimiyle olusan ve “LipOx” diye adlandirdiklar1 yapilarin
intrinsik floresan aktivite gosterdigi anlasilarak siyah plastik, mavi plastik, doku ve fayans
yuzeylerdeki semen lekesi yasinin 16 giine kadar 1,7 giin sapmayla tespit edilebildigini
belirtmislerdir. Dolayisiyla bu yontemin kullanilabilirligi floresan aktivite yapan basit
veya kompleks makromolekillerin yarilanma omrii ile kisitlanmaktadir. Floresan
spektroskopi yonteminden farkli olarak, mevcut ¢alismamizda kullanilan ATR-FTIR
yonteminde molekiiler yapt tamamen ortadan kalkmadigi siirece numunenin analiz
edilebilecegi, bu nedenle degerlendirme siiresinin birgok yonteme gore ¢ok daha uzun

olabilecegi degerlendirilmistir.

Alshehhi ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada [23] ise semen lekeleri oda
sicakliginda ve 151k almayan ortamda 360 giin boyunca bekletilip analiz edilmistir. Rutin
protein ekstraksiyon yontemleri ile kalitatif olarak ¢alisilan birgok biyo-belirtecten sadece
PRMZ2’in leke yasin1 90 gune kadar tespit edilebildigini 6n stirmiislerdir. Kalitatif
yontemlerin gorece c¢ok fazla interferan tarafindan etkilenebilecegi, ydntemlerin
sensitivite ve spesivitesinin diisilk oldugu, yapilan analizin sonradan konfirme edilme
ihtiyac1 oldugu dikkate alindiginda, hassasiyeti ¢ok yiiksek ve ek konfirmasyon

gerektirmeyen ATR-FTIR yonteminin daha iistiin oldugu degerlendirilmistir.

RNA stabilitesini degerlendiren bir diger ¢calismada [24] Simard ve arkadaslari
semenin de dahil oldugu ¢esitli viicut sivilarini 6 ay siire boyunca farkli sicakliklarda ve
farkli zaman araliklariyla incelemislerdir. 18s rRNA, ACTB, GAPDH, PPIA biyo-
belirtecleri incelenmis ve 56 giinliik semen lekesini yeni olusmus bir lekeden ayirt
edebilmislerdir. Yeni leke ile 56 giinliik lekenin ayrimini saglama seklindeki kaba ayrimin
fiyat-etkinlik agisindan uygun olmadigi anlagilmaktadir. Mevcut ¢aligmamizda ise saatlik,
giinliik ve haftalik lekelerin yiiksek bir hassasiyet orani ile ayirt edilebilmesi ¢ok

onemlidir.
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Literatiire bakildig1 zaman RNA analizi ile yas tayini yapan ¢alismalarinin yillar
icinde arttig1 artig gosterdigi goriilse de bu yontemlerin de dezavantajlari1 bulunmaktadir.
Bu yontemlerde yas tayini agisindan verilen zaman tahmin araliklarinin daha genis
oldugu, ayrica RNA ecktraksiyon islemlerinin zahmetli, ileri derecede deneyimli ve
egitimli personel gerektiren, ¢evre kosullar1 tarafindan kolayca etkilenebilen yontemler
oldugu bilinmektedir. RNA {izerinden yas tahminine bagli metotlarin en Onemli
dezavantaji da numune agisindan destriiktif yontemler oldugu i¢in, incelenen numune
miktar1 kisith oldugunda ihtiya¢ halinde numunenin ileri analizine veya kimliklendirme
gibi baska amaglarla kullanilmasina imkan vermemesidir. Bizim caligmamizda ise
spektroskopik bir yontem olan ATR-FTIR kullanilmis olup, ¢evre kosullarindan
etkilenme riski, genetik materyal izolasyonu ve kimyasal ekstraksiyon icermemesi
nedeniyle oldukca diistiktiir. Uygulama hizi, kolayligi ve pratikligi de diger yontemlere
istiinliik sagladigi bir diger yonii olarak ortaya c¢ikmaktadir. Alinan numunelerin
boyutunun sadece ATR kristalini ortecek biiyiikliikte olmasinin analiz i¢in yeterli olmasi
da olay yerlerinde bulunan kisitli materyalin daha verimli kullanilmasi adina ATR-FTIR
spektroskopisinin bir diger avantaji olarak 6ne ¢ikmaktadir. Buna ek olarak ATR Kkristali
tizerinde analizi gerceklestirilen numunede analize bagli bozunma olusmadigi ve
biyokimyasal formunu kaybetmedigi i¢in miikerreren analiz edilebilme noktasinda
yontemin tekrarlanabilirligini kolaylastirmaktadir. Tiim bu bilgiler 1s181nda semen lekesi
niteliklerinin tanimlanmasinda ve semen lekesinden yas tayininde ATR-FTIR
spektroskopisi ve kemometrik yontemlerin anlamli, giivenilir bir yontem olarak
kullanilabilecegi  goriilmektedir. Caligmamiza dair kisithliklarin  da  ayrica
degerlendirilmesi 6nem arzetmektedir. Mevcut calismada i¢ ortam kosullarinda olay
yerlerinin simulasyonu baz alinmis, potansiyel olay yerlerinde bulunmasi muhtemel yedi
farkli tip solid ylizey lizerine aktarilan semen lekeleri standartizasyon i¢in herhangi bir
fiziko-kimyasal 6n islemden gegirilmeden normal oda kosullarinda kurumaya birakilmak
suretiyle semen lekeleri olusturulmustur. Bu durumda, ortam sicakligi, nem ve farkli
diizeyde 1518a maruziyetin leke yasina etkisinin degerlendirilmemis olmasi bir kisithilik

olarak kabul edilmistir.
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Ozellikle dis ortam kosullarinda gece giindiiz aras1 sicaklik ve 151k farki, nem, hava
akimi gibi faktorler numunenin fiziksel ve kimyasal yapisi iizerinde degisiklik
yapabilecegi ve zamanla lekedeki molekiiler deformasyona neden olabilecegi i¢in standart
olmayan kosullarin leke yas1 analizlerini etkileyebilecegi anlagilmakla dig ortam grubu
olarak ayr1 bir analiz yapilmamis olmasi da bir diger kisithiliktir. Ancak bunun yapilmamis
olmasiin temel amaci yontemin ilk defa gelistirilecek olmasi noktasinda kosullarin

standart olmasina gosterilen 6zendir.

Yukaridaki kisithiliklara ek olarak, ¢alismada kullanilan yiizeyler tek tip olup,
farkli renk, yiizey piirtizlilligi, kullanilan materyalin alt tipleri gibi faktorler de ¢aligma
disinda tutulmustur. Standartizasyon saglanmasi amaciya ¢alimsamizda kullanilan her
ylizey islem Oncesi etanolle temizlenmis olup, potansiyel olay yerlerindeki kirli,
temizlenmemis ylizeyler calismada kullanilmamistir. Bu noktada kirleticilerin veya

karigim lekelerin leke yasina etkisi ortaya konmamustir.

ATR-FTIR spektroskopisi maliyet olarak degerlendirildiginde; maliyeti belirleyen
az sayida parametre oldugu goriilmektedir. Yontemin, kimyasal madde, analiz kitleri, ek
sarf malzemesi gerektirmemesi, uygun bakimlar1 yapildig: takdirde cihazin uzun yillar
kullanilabilmesi, analiz edilen numune i¢in herhangi bir 6n islem kimyasali ya da pahali
ekstraksiyon malzemesi gerektirmemesi, cihazla analiz gergeklestirmek adina bu alanda
ileri derecede deneyimli ve egitimli bir personel ihtiyacinin olmamasi maliyet agisindan
en belirgin avantajllarindandir. Bu yontem kullanilirken ihtiyag listesi olarak cihazin
kendisi disinda calisilacak numunler, numunelerin transfer edildigi yiizeyler, numunelerin
ATR kristali tlizerine transferini ger¢eklestirmede kullanilacak bistiiri, penset, enjektor
gibi basit ve gorece ucuz sarf malzemeleri bulunmaktadir. Bu noktada semen lekesi yasi
tespiti veya saat, gun ve haftalar baglaminda leke yasi ayrimi yapilabilmesi igin
gelistirilen yontem ucuz, uygulamas: kolay ve fiyat-etkinlik dengesi agisindan {istiin

oldugu, rutin islemlerde kullanilmak {izere faydalanilabilecegi degerlendirilmistir.
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6- SONUC ve ONERILER

Yiiriitmiis oldugumuz bu tez ¢alismasinda semen lekelerinin farkli yiizeyler
tizerindeki zamana bagli degisimlerinin ATR-FTIR spektroskopisi ve kemometrik
analizler ile incelendiginde semen lekesi yas tayininde etkin bir metot olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Kemometrik yontemler olan PLS-DA ile analiz edilen semen lekelerinin; ahsap,
cam, deri, fayans, karton, metal ve plastik yilizeylerde 8 haftaya kadar yaslar tespit
edilebilmis, 0-24 saatlik, 2-6 gunlik ve 1-8 haftalik lekeler ti¢ farkli grup olarak ytiksek

hassasiyetle birbirinden ayirt edilebilmistir.

Bu ¢alismada gelistirdigimiz yontem ucuz, uygulamasi kolay ve pratik bir yontem

olmakla birlikte hassasiyet, 6zgiillik ve duyarlilig1 ytiksektir.

28-42 yag araliginda ve 6 kiside gerceklestirdigimiz bu ¢alismanin rutin adli tip
uygulamalarinda yer bulabilmesi i¢in popiilasyon biiyiikliigliniin arttirilmasi, goniilliilerin

yas araligiin genigletilmesi gerekmektedir.

Ayrica sicaklik, nem gibi diger etkenlerin de ileride yapilacak olan ¢alismalarda
g6z 6nunde bulundurulmas: gerekmektedir. Bu ¢alismamizda sectigimiz yiizeyler kapali
ortam kosullarinda bulunmas1 muhtemel yiizeyler oldugundan bu alanda yapilacak olan
caligmalarda toprak, agac, tas gibi dis ortam kosullarinda bulunabilecek materyallerin

caligmasi katki saglayacaktir.

Maliyet degerlendirmesi yapildiginda rutinde kullanilabilecek fiyat-etkinlik

acisindan iistiin bir yontem gelistirildigi anlagilmistir.
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