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OZET

Tastekin, B., Farkhh kumas tiirleri iizerindeki semen lekesi yasinin FT-IR
Spektroskopi ile tayini, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Adli Tip Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2021. Olay yerinde siklikla kan, semen, vajinal sekresyon ve tiikiiriik
gibi viicut sivilariyla karsilagilmaktadir. Cinsel saldir1 suglarinda ise en giivenilir
biyolojik kanitlardan biri semen lekesidir. Semen lekesinin yas tayini hem cinsel
saldirtyr dogrulamak, hem siiphelileri tespit etmek, hem de sucun meydana geldigi
zaman gercevesini tahmin etmek icin 6nemli bir rol oynamaktadir. Bes farkli kumas
tirli lizerine damlatilan semen lekelerinde 8 haftaya kadar Azaltilmig Toplam
Yansitma-Fourier Doniistimlii Kizilotesi (ATR-FTIR) Spektroskopisi kullanilarak
olustugu zaman belirleyebilmek icin bir yontem gelistirmek amaclanmistir. Temel
bilesen analizi (PCA) ve kismi en kii¢iik kareler regresyonu (PLSR) kullanilarak
olusturulan modellerde yiiksek R? degerleri ve diisiik kok-ortalama-kare hatasi
(RMSE) elde edilmistir. Modellemede kumas tiirlerine gore degismekle birlikte 0-3
giin araliginda 0,18-0,32 giin arasinda, 3-7 giin aralifinda 0,56-1 giin arasinda, 1-4
hafta araliginda 2,66-3,96 giin arasinda, 4-8 hafta araliginda 4,74-6,56 giin arasinda
bir aralik ile yas tahmininde bulunabildigi goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda,
kemometri ile birlestirilen ATR-FTIR spektroskopisinin, spektrumdaki zamana bagl
degisikliklere dayali olarak farkli kumas tiirlerinde insan semen lekelerinin yasini

tahmin etmek i¢in etkili bir yontem olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adli Tip, Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi, semen

lekesi, yas tayini, kemometri.
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ABSTRACT

Tastekin, B., Determination of semen stain age on different fabric types by FT-
IR Spectroscopy, Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Forensic
Medicine, Ankara, 2021. Body fluids such as blood, semen, vaginal secretions, and
saliva are frequently encountered at the crime scene. In sexual assault crimes, one of
the most reliable biological evidence is semen stain. Age determination of the semen
stain plays an important role in both confirming sexual assault, identifying suspects,
and estimating the time frame in which the crime occurred. It is aimed to develop a
method to determine the time of formation by using Attenuated Total Reflection-
Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) Spectroscopy for up to 8 weeks in semen
stains dripped on five different fabric types. High R? values and low root-mean-square
error (RMSE) were obtained in models constructed using Principal Component
Analysis (PCA) and Partial Least-Squares Regression (PLSR). Although it varies
according to fabric types in modeling, it has been observed that age estimation can be
made with an interval between 0.18-0.32 days in the range of 0-3 days, between 0.56-
1 days in the range of 3-7 days, between 2.66-3.96 days in the range of 1-4 weeks,
4.74-6.56 days in the range of 4-8 weeks. In this thesis, it has been shown that ATR-
FTIR spectroscopy combined with chemometrics can be an effective method for
estimating the age of human semen stains on different fabric types based on time-

dependent changes in the spectrum.

Keywords: Forensic medicine, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, age

determination, semen stain, chemometrics
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GIRIS

Adalet Bakanlig1 Adli Sicil ve Istatistik Genel Miidiirliigii verilerine gére 2019
yil1 i¢erisinde toplam 49057 adet cinsel dokunulmazliga karsi sug islendigi goriiliirken,
bunlarin %46,3’tinii Tiirk Ceza Kanunu’nun (TCK) 103. maddesine gére “Cocuklarin
Cinsel Istismar1”, %32,3’iinii TCK 105. maddesine gore “Cinsel Taciz”, %18,1’ini
TCK 102. maddesine gore “Cinsel Saldir” ve %3,3’iinii de TCK 104. maddesine gore
“Resit Olmayanla Cinsel Iliski” sucu olusturmaktadir (1). Olay yerinde siklikla kan,
semen, vajinal sekresyon ve tiikiiriik gibi kanit niteligi olabilecek viicut sivilariyla
karsilasilmaktadir ve bu sivilar adli sorusturmanin seyri agisindan biiyiik bir 6neme
sahip olabilmektedir. Cinsel saldir1 ve cinsel istismar gibi suglarda ise en giivenilir
viicut s1vist semendir. Semen hem cinsel saldirtyr dogrulamak, hem siiphelileri tespit
etmek, hem de sugun meydana geldigi zaman gergevesini tahmin etmek igin
kullanilabilmektedir (2-4). Bu viicut sivilarinin olay yerinde tespiti, viicut sivisinin ait
oldugu kisinin kimligi deoksiriboniikleik asit (DNA) profillemesi kullanilarak
belirlenebileceginden, Onemli adli degere sahiptir. DNA profilleme tekniginin
gelistirilmesi potansiyel siiphelilerin tespiti ve sorgulanacak kisilerin belirlenmesi
acisindan sorusturma evresinde Onemli bir gelisimi saglamistir. Ancak DNA
profilleme tekniginin olay yerinde tespit edilen viicut sivilarmin kaynagini tespit
edememe veya viicut sivisinin olay yerinde ne zaman olustugunu belirleyememe gibi
kisitliliklart mevcuttur.

DNA profilleme g6z 6niine alindiginda, bazi durumlarda DNA’nin hangi viicut
stvisindan  kaynaklandigt da DNA profilinin kendisi kadar Oneme sahip
olabilmektedir. Ancak, olay yerinde karsilasilan ve DNA profili elde edilebilecek bazi
viicut s1visi lekeleri digerleri kadar belirgin olmayabilir. Viicut sivilarinin lekelerinin
goriiniirliiklerinin degisken olabilmesi nedeniyle bazi viicut sivisi lekeleri kolaylikla
birbirlerinden ayirt edilemeyebilirler. Kan karakteristik kirmizi renge sahip olmasi
nedeniyle diger viicut sivilarindan rahat¢a ayirt edilebilirken, tiikiiriik, vajinal
sekresyon ve semen gibi viicut sivilarinin birbirinden ayrimi benzer renklere sahip
olmalar1 ve gorlinlimlerinin benzer olabilmesi nedeniyle zor olabilmektedir. Gz
ontinde bulundurulmasi gereken diger bir 6nemli husus ise, su¢ mahallinde bulunan
ve viicut sivisi lekelerine benzer goriiniimde olan lekelerin aslinda biyolojik olmayan

bir kaynaktan gelebilecegidir. Bu sebeple hangi 6rnegin biyolojik delil oldugunu



anlayabilmek amaciyla olay yerinde ve sonrasinda elde edilen numunelere tarama
testleri uygulanarak ilgili lekenin ya da numunenin biyolojik kaynakli bir delil olup
olmadig1 anlasilmaya c¢alisilmaktadir (5). Adli incelemelerde semen lekesinin
tespitinde prostatik asit fosfataz gibi tarama testleri ve spermatozoanin gézlenmesi gibi
dogrulama testleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Semenojelin antijeninin ve prostat
spesifik antijenin (PSA) tespiti gibi protein temelli immiinolojik assayler ile DNA ve
riboniikleik asit (RNA) temelli assaylerin yan1 sira Mor Otesi Goriiniir Bolge (UV-vis)
Spektrofotometresi, Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopi ve Raman
spektroskopi gibi yontemler de viicut sivilarinin tespit ve ayiriminda kullanilmaktadir
(6-9). Tarama ve dogrulama testlerinin en 6nemli avantaji, delil niteligi tasimayan
numunelerin dislanarak DNA profili elde edilebilecek uygun biyolojik delillerin
saptanmasi ve boylece gereksiz zaman ve ekonomik kayiplarin 6nlenmesidir.

Viicut sivilarinin yas tayini adli sorusturmalar i¢in kritik bir 6neme sahiptir.
Olay yerinde tespit edilen bir biyolojik materyalin ne zaman viicut disina ¢iktiginin
bilinmesi, olayin ne zaman meydana geldigini ¢ok biiyiik 6l¢iide aydinlatabilmektedir.
Aksine, bilinen bir olay zamani ile uyugmayan viicut sivist drnekleri de zaman ve
ekonomik kaybin Oniine gecebilmek adina inceleme dis1 birakabilmektedir. Viicut
stvilarinin yasinin tayin edilebilmesi sug ile iligkisi olabilecek veya olamayacak kisi
listesini daraltabilmekte, potansiyel siiphelilerin mazeretlerini destekleyebilmekte
veya ciiriitebilmekte, viicut sivisinin sugtan dnce mi yoksa sonra mi meydana geldigini
gosterebilmektedir. Ozellikle magdurlarin zihinsel engelli oldugu, gorgii taniklarinin
olmadig1 veya magdurlarin hayatta kalmadigi zorlu vakalarda sugun zaman dilimini
belirlemek, dolayli olarak siiphelileri azaltabilmekte ve postmortem interval (PMI)
tahminine de katkida bulunabilmektedir.

Literatiir incelemesi yapildiginda, adli sorusturma agisindan bdylesine 6nemli
bir konuda semen lekelerinin yas tayini hakkinda kisitli ve kapsamli olmayan az sayida
calisma bulundugu goriilmiistiir. Adli bilimlerde semen lekesi yasinin tayini i¢in rutin
bir uygulama olmadigindan bu ¢alismada farkli kumas pargalar iizerine damlatilan
semen lekelerinin Azaltilmig Toplam Yansitma-Fourier Doniisiimli Kizilotesi (ATR-
FTIR) Spektroskopisi kullanilarak olustugu zamani belirleyebilmek i¢in bir yontem
gelistirmek, spektral veri analizinin dogrulugunu ve kullanilabilirligini ortaya

koyabilmek, 8 haftaya kadar 6nceden belirlenmis zaman araliklarinda yaslandirilmis



semen lekelerinin  yasin1  belirlemek icin ATR-FTIR  spektroskopisinin
uygulanabilirligini incelemek, zamanla semen lekesinde ve farkli kumaslar tizerinde
meydana gelen ince spektral farkliliklar1 tanimlayabilmek, kumas cesitleri arasinda
semen yasinin tahminin etkileyen bir etkilesim olup olmadigini gézlemleyebilmek
amaglanmis olup, elde edilen bu bilgileri tahmin modellerine doéniistiirebilmek igin

giivenilir ve yaygin kullanilan bir yontem olan kemometri kullanilmasi planlanmastir.



GENEL BIiLGILER
2.1. Semen

Semen erkek tireme organlarindaki (Sekil 2.1) seminal vezikiil, prostat ve
bulboiiretral bezler gibi ¢esitli bezler tarafindan tiretilen sivilardan ve hiicrelerden
olusan kompleks bir karisimdir. Diinya Saghk Orgiitii kilavuzuna gore saglikli bir
erkegin semen ejakiilasyonu ortalama 1,5-5 ml hacminde olup 7,2-8 pH araligindadir

ve yaklasik 200-500 milyon spermatozoa igermektedir (10, 11).
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Sekil 2.1. Erkek tirogenital sistemi (12).

Semenin hiicresel kismi agirlikli olarak spermatozoa ya da kisaca sperm
denilen bir hiicre tipinden olusmaktadir (Sekil 2.2). Spermatozoa, cinsel iireme igin
hayati 6neme sahip genetik materyali tagiyan tireme hiicreleridir. Spermatozoa yapisal
olarak; kromozomla dolu ¢ekirdek ve dollenme i¢in gerekli olan enzimleri igeren
akrozomal kepe sahip bas bolgesi, hareketlilik icin gerekli olan enerjiyi saglayan
mitokondri igeren gévde kism1 ve spermin hareket etmesini saglayan kuyruk bolgesi

olmak {izere li¢ ana bolgeye ayrilarak incelenebilir (13).
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Sekil 2.2. Insan sperm hiicresi anatomisi.

Seminal s1v1 olarak da bilinen semenin sivi kismi kompleks bir yapiya sahiptir
ve ejakiilasyondan hemen sonra homojen olmadigi kabul edilmektedir (14). Seminal
stvinin esas islevi, ejakiilasyondan sonra spermatozoa i¢in koruyucu ve besinden
zengin bir ortam saglamaktir (15). Semenin bilesiminin yaklasik %65-75’ini seminal
vezikiillerden gelen fruktozdan zengin, sarimsi, viskoz bir sivi olugturmaktadir (16,
17). Seminal vezikiiller semendeki koagiilasyon faktorlerinin ve yiiksek miktarda
bulunan fruktozun salinimindan sorumludurlar. Fruktoz semende yaklasik 272 mg/100
ml konsantrasyonunda bulunmakta olup spermatozoanin enerji ihtiyacinin kaynagini
olusturmaktadir. Fruktoza ek olarak 102 mg/100 ml gibi daha disik
konsantrasyonlarda glukoz da enerji ihtiyaci i¢in seminal vezikiillerden salinmaktadir
(14). Semendeki koagiilasyon faktorleri ise ejakiilasyondan sonra semeni jelatindz bir
yap1 haline getirmekte ve bu sayede spermatozoanin semen igerisinde korunmasini

saglamaktadir.



Semen hacminin yaklagik %?25-30’luk kismini prostattan gelen spermin,
fibrinolizin, fibrinojenaz gibi proteolitik enzimler, albiimin, sitrik asit, ¢inko, asit
fosfataz, prostat spesifik antijen ve lipidleri igeren beyazimsi veya seffaf bir sivi
meydana getirmektedir. Asit fosfataz esas olarak prostat tarafindan iiretilmekte ve
semenin vajina gibi asidik ortamlarla bas edebilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynayan
proteindir. Prostat spesifik antijen ise prostat epitelinin bir {iriinii olup ejakiilasyon
sonrasinda koagiilasyon proteini semenojelini hidrolize ederek semenin likefiye
olmasin1 saglamaktadir (13). Albiimin, kanda da bulunan suda ¢6ziiniir bir proteindir.
Ancak seminal sivida albiimin konsantrasyonlari kana gore ¢ok daha yiiksektir ve
seminal sivi protein igeriginin yaklasik tigte birini albiimin olusturmaktadir (14).
Albiiminin seminal sividaki esas rolii kapasitasyon esnasinda sperm zarlarindan
ayrilan kolesterolii baglamaktir (18).

Seminal sivinin yaklasik %5’ini testis ve epididimlerden gelen spermden
zengin sivi, yaklasik %2-5’ini ise bulboiiretral (Cowper’s) bezlerden gelen seffaf

renkli miisinden zengin kayganlastirici siv1 olusturmaktadir.
2.2.  Adli Semen Yagsi Tayini

Olay yerinde kan, semen, tiikiiriik gibi ¢esitli biyolojik sivilar ile
karsilagilabilmektedir. Ozellikle cinsel saldir1 olgularinda semen lekesinin depozisyon
zamani ya da viicut sivisinin yasinin tespit edilmesi adli sorusturmanin seyri acisindan
¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Literatiirde semen lekelerinden DNA profillemesi yapan
veya semen lekelerinin diger lekelerden ayrimini tartisan ¢ok sayida makale
bulunurken, yas tayininde yenilik¢i ve yeni yontemleri tartisan kisith sayida yayin
bulunmaktadir. Bu yayinlardan bazilart RNA degradasyonu ile yas tayini yontemlerini
tartisirken, bir kism1 da Raman spektroskopisi ile semenin zamanla degradasyonuna

odaklanmustir (6, 19-22).



2.2.1. Biyolojik Yaklasimlar
RNA Temelli Yaklasim

Setzer ve arkadaslari, kan, tiikiiriik, semen ve vajinal sekresyonlardan olusan
numuneleri 547 giin boyunca farkli ¢evresel kosullara maruz birakmislardir. 2008
yilinda yayimlanan ¢aligmalarina gore 1slak kosullara maruz birakilan viicut stvilarinin
tiimiinde total RNA miktarinda artis oldugu gostermislerdir. Semen lekelerinde oda
kosullarinda 90 giine kadar, 1slak dis ortam sartlarinda 1 giine kadar ve kuru dis ortam
kosullarinda ise 7 giine kadar S15 ribozomal RNA (rRNA) tespit edebilmislerdir (20).

Simard ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 169 giine kadar kan,
tikiiriik ve semen numunelerini yaslandirmis, yaptiklari analizlerde kan ve semen
numunelerinden yaslandirma boyunca amplifikasyon icin yeterli RNA miktar elde
edilebilmistir. Calismada 29 giine kadar olan semen numuneleri, 56 giinden daha fazla
yaslandirilmis semen numunelerinden ayirt edilebilmistir (21).

Alshehhi ve Haddrill’in 2019 yilinda yayimlanan ¢alismasinda ise 20
goniilliiden aldiklar: tiikiiriik ve semen numunelerini dogal yaslanmay1 simule
edebilmek i¢in oda sicakliginda kuru ve karanlik bir ortamda 360 giine kadar
bekletmislerdir. Bu ¢alismada her RN A markeri degradasyon davranisi analiz edilmis
ve her numunenin essiz bir degradasyon profiline sahip oldugu belirlenmis, en yiiksek
stabiliteye ise mikro RNA (miRNA) ve U6 referans geninin oldugu ifade edilmistir
(22).

Yas tayini icin RNA analiz yontemleri kullanilabilmesine ragmen RNA elde
etmede yasanan zorluklar ve elde edilen RNA’nin yas tayini i¢in genis bir aralik
sunmasi gibi kisithiliklart bulunmaktadir. Cesitli ¢evresel kosullarin viicut sivilarinin
biitiinliglinii bozdugu ve 6zellikle dis ortama maruz birakilan numunelerde RNA
tespitinin 6nemli Ol¢iide zorlastigr goriilmiistiir. Bu da 6zellikle dis ortamdaki sug

mahallerinde bu yontemin kullanilmasini 6nemli 6l¢iide kisitlamaktadir.



2.2.2. Kimyasal Yaklasimlar
Enzimatik Temelli Yaklasim

Jimenez-Verdejo ve arkadaslari 1994 yilinda yayimlanan c¢alismalarinda,
degisik kosullarin degradasyon ve denaturasyon nedeniyle semen lekelerindeki bazi
biyokimyasal parametrelerin stabilitesini etkiledigini ifade etmis ve optimum sartlar
altinda semen lekelerinin yaglarinin tayin edilebilecegini ifade etmistir. Arastirmacilar
bu calismada emici dogal bir kumasa semen numunelerini tatbik ettikten sonra 3 farkl
sicaklikta (5°C, 18-25°C, 38°C) 6 aya kadar muhafaza etmislerdir. Daha sonra
numunelerde gama glutamil transferaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), prostatik
asit fosfataz (PAP) ve p30 veya PSA bakmislar ve GGT’yi semen lekelerinin yasgini
tahmin etmede en bilgilendirici parametre olarak tespit etmislerdir. GGT her fi¢
saklama kosulunda da 6 boyunca stabil olarak kalmis, diger markerlerin ise buzdolabi
kosullarinda stabilken oda sicakliginda ve 38°C’de stabil olmadigi saptanmustir.
Boylece calismalar1 saklama sartlarinin markerlarin stabilitesi iizerinde 6nemli bir

etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.
Floresans Spektroskopisi

Protein ve lipid karigimlarinin parmak izi bolgelerinde kimyasal reaksiyonlar
gozlenmektedir. Achetib ve arkadaslar1 da 2019 yilinda semen gibi baska protein-lipid
karisimlarinda da bu reaksiyonun gozlenebilecegini, bu reaksiyonu goézlemek icin
floresans spektroskopi kullanilabilecegini ve buna bagli olarak semen yasinin tahmin
edilebilecegini 6ne stirmiislerdir. Semen lekelerindeki rolatif floresans degisimlerine
gbre 16 giine kadar olan numunelerde 1,7 giin hata payiyla semen yas1 tahmininin

yapilabilecegini ifade etmislerdir (4).
Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Kizilotesi spektroskopiler adli analizlerde giderek daha fazla kullanilmaya
baslanmistir. Yontemin hizli ve non-destriiktif olmasi, ayrica cok az miktarda numune
ile caligilabilmesi 6ne ¢ikmasimi saglamistir. FTIR, biyolojik numunelerdeki
makromolekiillerdeki degisimi tespit edebildigi ve yliksek sensitiviteye sahip oldugu

i¢in alanda Oonemini daha fazla gostermistir (23, 24). Zha ve arkadaslar1 (25) 2019



yilinda cam, doku ve seliilloz liflerden olusan kumas iizerine semen numuneleri
damlatmis ve yarim giin arayla 6 gine kadar ATR-FTIR ile analizini
gerceklestirmislerdir. ATR-FTIR ile gelecekte cesitli materyaller iizerindeki semen

lekelerinde yas tayini yapmak i¢in yararli bir ara¢ olabilecegini belirtmislerdir.
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FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI

Fourier transform infrared spektroskopi ya da Tiirk¢e adiyla Fourier
Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi adli bilimler alaninda ilaglarin, kimyasallarin,

boyalarin ve kumas liflerinin analizinde rutin olarak kullanilmaktadir.
3.1. Titresim Spektroskopisi

Spektroskopi, dalga boyuna bagli olarak elektromanyetik radyasyon ile madde
arasindaki etkilesimi inceleyen bir analitik metottur. Bu etkilesimin sonucu olarak
spektrum olarak adlandirilan, farkli dalga boylarinda farkli pikler ortaya ¢ikmaktadir.
Spektrum, dalga boyunun bir fonksiyonudur ve numuneleri ve bilesenlerini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
3.1.1. Elektromanyetik Radyasyon

Elektromanyetik radyasyon, birbirine ve hareket yoniine dik olarak hareket
eden elektrik ve manyetik titresim hareketlerinden olusan bir enerji seklidir (Sekil 3.1).
Elektromanyetik radyasyon genellikle bir vakumda ayni hizda hareket eden farkli

frekans ve boylardaki dalgalar olarak kabul edilmektedir (26).
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Sekil 3.1. Elektromanyetik dalga 6rnegi (27).

Elektromanyetik radyasyon dalgasinin dalga boyu (4), ayn1 yondeki dalgalarin
tepe noktalar1 arasindaki mesafedir ve bu ayni zamanda bir tam salinim olarak da
tanimlanabilmektedir. Elektromanyetik radyasyon dalgasmnin frekansit (v), birim
zamanda meydana gelen salinimlarin sayisim ifade etmektedir ve genellikle s
cinsinden Hertz (Hz) ile ifade edilmektedir (26). Elektromanyetik radyasyonun

frekansi ile dalga boyu arasindaki iliski Formiil 3.1 ile gosterilmistir.

c: Isik hiz1 sabiti (3.1)

Sa

Elektromanyetik radyasyon dalgalarinin dalga sayisi, 1 cm i¢indeki dalga
sayisim1 ifade ettigi igin genellikle cm™ olarak ifade edilmektedir (26, 28).
Elektromanyetik radyasyon, belirli frekanslar ve dalga boylariyla karakterize
edilebilen bir dizi farkli enerjiyi veya dalga boyunu kapsamaktadir. Elektromanyetik
radyasyon spektrumu, belirli dalga boyu araliklarina karsilik gelen mor &tesi (UV),
goriiniir bolge (VIS), kizilotesi (IR), yakin kizil 6tesi (NIR) gibi farkli bolgelere
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ayrilmistir. Bu bolge gruplarini gosteren elektromanyetik spektrum araligr Sekil 3.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Elektromanyetik spektrum 6rnegi.

Elektronlarin enerji seviyeleri arasindaki gecis, elektromanyetik radyasyon
dalgas1 ile madde arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir. Molekiiliin toplam

enerjisi Formiil 3.2°deki gibi ifade edilebilir:

Emolekﬁler = Lelektronik + Etitresim + Edénme + Eételeme (32)

Elektronik, rotasyonel ve titresim spektroskopisi, enerjilerin nicelendirilmesi
esasina dayanmaktadir. Elektronik enerji seviyeleri arasindaki gegis UV absorbsiyonu
ile sonuglanirken, titresim seviyeleri arasindaki gegis VIS / IR absorbsiyonu ile, donme
seviyeleri arasindaki gegis ise mm dalga bolgesi absorbsiyonu ile sonuglanmaktadir.
Bu nedenle, kizilotesi spektroskopisi titresim seviyelerindeki degisiklikleri

incelemektedir.
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3.1.2. Kizilotesi Titresim Spektroskopisi

Kizil6tesi spektroskopi, son yillarda kullanimi artan en dnemli tekniklerden
biridir. Herhangi bir haldeki numunelerin (s1vi, toz vb.) numuneye zarar vermeden
incelenebilmesi diger tekniklere goére onemli bir avantaj saglamaktadir. Kizilotesi
spektrometreler 1940'lardan beri piyasada kullanilmaktadir. Fourier Doniisiimiiniin
spektroskopiye uyarlanmasi ile yiiksek tarama hizlarina ulasilarak numunelerin hizli
bir sekilde analizi miimkiin hale gelmistir (26).

Titresim spektroskopisi Raman spektroskopi ve FTIR spektroskopi olmak
tizere iki teknik olarak siniflanabilir. Bu tekniklerin her biri, enerjiyi absorbe eden
farkli bilesenlerin spektral 6zelliklerini gozlemlemek icin drneklere elektromanyetik
spektrumun farkli bolgelerinden gelen 1sinlar1 géndermektedirler (29). Raman,
elektromanyetik spektrumun goriiniir (VIS), yakin kizilétesi (NIR) ve ultraviyoleye
yakin bolgelerinde tek dalga boyundan meydana gelen monokromatik 15181
kullanirken, FTIR kizilotesi bolgeden gelen 15181 kullanmaktadir (30). Kizil6tesi
spektroskopi ozellikle kizilotesi 11k gonderildiginde belirli dalga boylarinda veya

frekanslarda titresen kimyasal baglarin enerji absorbsiyonlarini tespit etmektedir (29).

NIR

12500 cm** 4000 cm*! 400 cm! 20 cm?
800 nm 2500 nm 25 pm 500 pm

Sekil 3.3. Kizilotesi spektrum bolgesi.
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Kizilotesi spektrumlar: molekiiler titresimler hakkinda bilgiler saglamaktadir.
0.7 um ile 1000 pm dalga boyuna (10 cm™ - 10000 cm™ dalga say1s1) sahip fotonlarin
olusturmus oldugu kizilétesi spektrum bolgesi, dalga boyu ve frekans bakimindan
yakin kizilotesi (NIR), orta kizilotesi (MIR) ve uzak kizilotesi (FIR) olmak tizere ii¢
bolgeye ayrilmaktadir (Sekil 3.3). En sik kullanilan kizilotesi bolgesi 400-4000 cm™
aralig1 sahip olan MIR bdlgesidir. Biyolojik drneklerde en 6nemli bolgeler; kizilotesi
spektrumdaki degisimlere bagli olarak molekiillerin yapisi ve kendisi taninabildigi i¢in
“parmak izi” bolgesi diye tabir edilen 1800-900 cm™ bolgesi, Amit | ve Amit II igin
1500-1700 cm™ bolgesi ve gerilme titresimleri (S-H, C-H, N-H ve O-H gibi) i¢in 2550-
3500 cm* bolgesidir (30). Bu bolgeler spektrum iizerinde Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4. 3000-800 cm* arasindaki biyomolekiiler pikleri gosteren tipik biyolojik
spektrum Ornegi. v = gerilme titresimleri, & = biikiilme titresimleri, s =

simetrik titresimler ve as = asimetrik titresimler (24).
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Kizil6tesi spektroskopide, absorbsiyon fonksiyonuna bagli olarak molekiilde
farkl: titresim ve donme hareketleri meydana gelmektedir. Bu hareketler molekiiliin
momentinde net bir degisime neden olarak, farkli molekiillerin birbirlerinden farkli
olan bag uzunlugu, bag agisi ve molekiil simetrisi hakkinda, ayrica molekiiliin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri olan bag kuvvetleri, molekiil i¢i ve molekiiller arasi
kuvvetler, molekiilin elektronik dagilimi gibi yapisal ozellikleri hakkinda bilgi
vermektedir. N atomdan olusan bir molekiil, 3 boyutlu uzayda 3N hareket serbestligine
sahiptir. 3 oteleme ve 3 donme titresimi bulunmaktadir. Bu hareketler Sekil 3.5’te
gosterilmistir. Boylece bir molekiil 3N-6 hareket serbestligine sahip olurken eger
molekiil diizlemsel ise bu hareket serbestligi 3N-5 olmaktadir (28).

\
bending

“«—  —

-

symmetric stretching

—>

Q9 O

asymmetric stretching
vibrational motion rotational motion translational motion

Sekil 3.5. Diatomik bir molekiiliin temel titresim hareketleri (31).

3.1.3. FTIR Enstriimantasyonu

Fourier dontisimii (FT), 1800’li yillarin basinda Jean Baptise Fourier
tarafindan gelistirilmis ve giinlimiiz biliminde kullanilan en yaygin matematiksel
formiillerden biri haline gelmistir (32, 33). FT, karmasik enerji dalgalarin1 frekans

bilesenlerine ¢evirebilen matematiksel bir islemdir ve genellikle FTIR
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spektroskopisinde  oldugu  gibi  molekiiler  bilesenlerin titresimlerinin
gorsellestirilmesini saglamak icin bilgisayar yazilimi i¢indeki dijital algoritmalara
dahil edilmektedir (33). FT'den 6nce, spektrometreler 15181 dagitan ve ardindan her
dalga boyunu ayr1 ayri algilayan prizmalar ve 1zgaralardan olusmakta iken, daha sonra
tiim dalga boylariin interferometreye (girisim dlger) girip birlikte tespit edilebildigi
Michelson interferometre bulunduran ve ardindan Fourier doniisiimii uygulanarak
frekans alaninda sonug veren spektrometreler kullanilmaya baslanmistir.

FTIR, kizilotesi bolgesinde var olan elektromanyetik 1sinlarin numuneye
gonderilmesi sonucu molekiillerde meydana gelen titresimleri 6lgen, olusan farkli
titresim gruplarinin goriintiilenmesini saglayan ve bdylece molekiillerin yapilari
hakkinda bilgi veren bir tekniktir. Bir FTIR spektrometresi temel olarak bir 1sik
kaynagi, Michelson interferometresi, numune alani ve bir dedektdrden olusmaktadir.
Isik kaynagi olarak genellikle yaklasik 5 kHz frekansi olan bir helyum-neon (HeNe)
lazer kullanilmaktadir. Bu lazer analiz altindaki numunelerdeki titresim bilesenlerini
incelemek i¢in kullanilan kizil6tesi radyasyonun da kaynagini olusturmaktadir. Isik
kaynagindan gelen 151n, biri sabit, digeri ise sabit bir hizla ileri geri hareket eden iki
ayna ve bir 1g1n ayiricidan olusan interferometre (Sekil 3.6) ile ikiye ayrilmaktadir (28,
34).

Sabit Ayna

Isik
Kaynagi

Isin E
Ayirici

&

Detektor

Hareketli Ayna

Sekil 3.6. FTIR spektroskopi temel ¢alisma prensibi.
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Taramali  (dagitict)  spektrometre  ile  karsilastirildiginda  FTIR
spektrometresinin bazi avantajlart bulunmaktadir:

e Oncelikle, multipleks ilkesi olarak da bilinen Fellgett avantaji
sayesinde Ol¢iimler es zamanh sekilde gerceklestirilebilmektedir. Bu
sayede biitiin spektrumun hizli bir sekilde toplanmasi ve ¢ok sayida
taramanin kisa bir siirede yapilabilmesi saglanmaktadir. Bu da yiiksek
sinyal/giiriiltii oranin1 (SNR) saglamaktadir.

e Bir diger avantaji ise verimlilik avantaji olarak da bilinen Jacquinot
avantajidir. Dispersif tekniklerde enerji verimi yariklarin sayist ile
sinirlanirken, interferometrik teknikte kisa zaman diliminde daha
yiiksek SNR elde edilebilmektedir.

e Ugiincii avantaj, HeNe lazer tarafindan saglanan her bir tarama igin
dahili referans olan dalgaboyu dogrulugu veya Connes avantaji olarak
bilinmektedir. Bu lazerin dalga boyu iyi bilinmektedir ve bu sayede
kalibrasyon, dispersif tekniklere kiyasla ¢ok daha hassas bir sekilde ve
uzun siire stabil olacak sekilde yapilabilmektedir.

e Diger avantaji ise herhangi bir 1zgara olmadigi i¢in spektrumda kesinti

olmamasi olarak sayilabilir (28).

3.1.4. Azaltilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
(ATR-FTIR) Spektroskopisi

Azaltilmis toplam yansitma FTIR spektroskopisi en yaygin olarak kullanilan
spektroskopi teknigi olarak geleneksel teknigi geride birakmistir. ATR-FTIR
spektroskopi kimya, adli bilimler ve eczacilik gibi pek ¢ok alanda kimyasal ve
biyolojik numunelerin analizinde kullanilmaktadir. Klasik FTIR spektroskopinin
aksine neredeyse hi¢c numune hazirlik evresi gerektirmemesi, teknigin numune
tizerinde non-destriiktif olmasi, in situ ve in vitro analize imkan vermesi, hem Kalitatif
hem de kantitatif analiz yapilabilmesi nedeniyle ATR-FTIR kullanimi giderek
yayginlagmaktadir. Boylece numunelerin kati, yar1 kati, sivi veya bir madde iizerine
emdirilmis olmasina bakilmaksizin analizi miimkiin kilmaktadir (28).

ATR-FTIR’da kizil6tesi 15101 numune iizerine gonderilirken rolatif olarak daha

yiiksek kiricilik indeksine sahip bir kristal kullanilmaktadir. Kiricilik indeksindeki
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degisimden dolay1 kizilGtesi 151n1 kristalin i¢ yiizeyinden yansir ve azalan bir dalga
formasyonu meydana getirir. Meydana gelen bu azalan dalgalar, ATR Kristalinin
tizerinde temas halinde bulunan numuneye yonlendirilirler (Sekil 3.7). Bu dalgalarin
enerjisinin bir kism1 numune tarafindan absorbe edilirken, bir kismi da kristal iizerine
geri yansitilmaktadir. ATR, numuneye giden ve numuneden yansiyan bu kizilGtesi

1sinlardaki degisimi 6l¢mektedir (28).

Azalan dalgalar ile temas eden numune

\VAVAVAVAVAY

Kizildtesi i1sin / \ Detektére giden 15in

Yansitici kristal

Sekil 3.7. Kizilétesi radyasyonun ATR-FTIR kristalinde i¢ yansima 6rnegi.

ATR iinitesinde germanyum (Ge), silikon/silisyum (Si), elmas (Di) ve ¢inko-
selenit (ZnSe) gibi bir¢ok farkli kristal yansitici olarak kullanilabilmektedir. Sec¢ilecek
olan kristal, numune tiirline ve kullanilmak istenen IR bdlgesine gore tercih
edilmektedir (28).

Numuneleri ATR-FTIR spektroskopisi ile analiz ederken, elde edilen
spektrumun yalnizca numuneyi temsil etmesi igin, humune ile kristal arasinda tam
temas saglanmalidir. Kristal ile temasi1 olan veya kizilotesi 1sinin niifuz etme derinligi
icinde bulunan herhangi bir yabanci madde veya kontaminant elde edilen spektrumun
sonucunu degistirebilmektedir. Bu sorunun Oniine gegebilmek ic¢in, pek ¢ok ATR
initesinde numune ile kristalin tam temasin1 saglayarak numuneyi sabitlemek i¢in bir
mengene sistemi kullanilmaktadir. Numunenin kristal yilizeyini tam olarak
kaplamadigi durumlarda mengene diizenegi de spektrum sonuglarinda interferansa
neden olabilmektedir. Bu nedenle ATR ile numune analizi yaparken, numunelerin
kristal ylizeyini dolduracak kadar yeterince biiylik oldugundan ve kristal ile

numunenin yeterince temas ettiginden emin olunmalidir (28).
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GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Adli Tip Anabilim Dali
Adli Toksikoloji Laboratuvari’nda Adli Tip Uzmanlik tezi olarak gergeklestirilmistir.
Calismamiz, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’nun 29.01.2020 tarihli toplantisinda GO 20/121 proje numarasiyla

degerlendirilmis ve 2020/03-32 karar numarasiyla etik agidan uygun bulunmustur.
4.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Semen Ornekleri yaslar1 28 ile 35 arasinda degisen alt1 saglikli yetiskin erkek
goniilliiden alinmistir. Rastgele dort goniillii kalibrasyon grubu igin segilirken, diger
iki gontillii eksternal validasyon grubu i¢in se¢ilmistir. En az 3 giinliik cinsel perhize
sahip goniilliilere ¢alismanin amaclarindan bahsedilerek yazili bir aydinlatilmis onam
formu imzalatilmis ve goniilliilere kapakli steril kap verilerek mastiirbasyon yoluyla
meni vermeleri istenmistir.

Olay yerinde siklikla karsilasilan depozisyon ortamlar1 arasinda olan kumas
tiirlerini simiile etmek amaciyla %100 pamuklu kumas, %100 polyester kumas, %65
pamuk / %35 polyesterden olusan karma tip kumas, %100 ipek kumas ve %100 yiin
kumas tiirleri se¢ilmistir. Semen lekelerinin kumas iizerine depozisyonundan 6nce,
kumas tlizerindeki muhtemel kalintilar1 gidermek amaci ile kumaslar iki saat saf su, iki
saat de metanol igerisinde bekletilip oda sicakliginda kendiliginden kurumaya
birakilmustir.

Goniillillerden alinan semen numuneleri, 3x3 cm karelere ayrilmis her bir
kumas tiirli lizerine her goniilliiden en az 3 farkli damla olacak sekilde cam pipet
yardimiyla 50 pl damlatilmistir (Sekil 4.1-4.6). Kalibrasyon grubunun semen
orneklerinin damlatilmis oldugu kumaslar, analiz i¢in gecen siireler disinda
numunelerde sabit sicaklik ve nem ortamini saglamak amaciyla sicaklik 23°C, 151k
10000 lux ve nem %40 olacak sekilde Anabilim Dalimizda bulunan Mikrotest® MIT
120 iklimlendirme Kabini (Sekil 4.7) igerisinde tutulmustur. Eksternal validasyon
grubundaki numuneler ise havalandirmasi bulunan ve sicakligi (13-27°C) ile nem

orani (%35-80) sabit tutulmayan bir odada bekletilmistir.



Sekil 4.2. Pamuk kumas tizerine damlatilmig semen numuneleri.
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Sekil 4.3. Polyester kumas {izerine damlatilmig semen numuneleri.

Sekil 4.4. Karma tip kumas iizerine damlatilmis semen numuneleri.
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Sekil 4.6. Yiin kumas {lizerine damlatilmis semen numuneleri.

Semen damlatilmis kumas 6rneklerinde 4 (0,17 giin), 12 (0,5 giin), 24 (1 giin),
36. (1,5 giin) saatlerde, 2, 3, 4, 5, 6, 7. giinlerde, 2 (14 giin), 3 (21 giin), 4 (28 giin), 5
(35 giin), 6 (42 giin), 7 (49 giin) ve 8. (56 giin) haftalarda toplam 17 farkli zaman
noktasinda ATR-FTIR spektroskopi ile 6l¢iimler gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.7. Numunelerin saklandig1 iklimlendirme kabini.

4.2.  Spektral Verilerin Toplanmasi

Belirlenmis zaman noktalar1 gelen semen lekeli pamuk, polyester, ipek, karma
ve ylin kumas numuneleri iklimlendirme kabininden ¢ikarildiktan sonra numunelere
herhangi bir 6n hazirlik islemi yapilmadan dogrudan “Universal ATR Sampling
Accessory” Unitesine sahip Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Sekil 4.8)
spektrometresinin elmas kristalinin {izerine yerlestirilmistir. Numune spektrumlari
sabit basing atinda 4000-650 cm™ spektrum araliginda 4 cm™ ¢oziiniirliikte 4 tarama
sayist ile Spectrum 10.5.4 (Perkin Elmer Inc., Norwalk, CT, ABD) yazilim
kullanilarak elde edilmistir.
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Sekil 4.8. ATR (nitesine sahip Perkin Elmer Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR

spektrometresi.

Her zaman noktasinda 6 farkli goniilliiniin 6rneklerinden, numunenin farkl
yerlerinden olmak iizere 3 spektrum elde edilmis ve bu spektrumlarin ortalamasi
alinmistir. Kumas farkliliklarinin semen lekesi iizerine etkisini ortadan kaldirmak i¢in
kumasin semen lekesi olmayan bos bir bolgesinden arka plan (background) spektrumu
alimmig ve elde edilen bu spektrum semen lekeli kumas spektrumundan yazilim
yardimiyla otomatik olarak ¢ikartilmistir. Bu islem her farkli 6rnege gegiste
tekrarlanmistir. Numuneler arasinda ¢apraz kontaminasyonu engellemek amaciyla her
bir numune analizi 6ncesinde ve sonrasinda numune konulan yiizey metanol ile

silinmis ve kurumasi beklenmistir.
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Sekil 4.9. ATR-FTIR’da kumas tizerindeki semen lekesinin analizi.

4.3.  Spektral Verilerin On Islemden Gegirilmesi

Olgiimlerden elde edilen numunelere ait ham spektrum verileri incelenmis ve
ayni numuneye ait alinan Ol¢limlerin ortalamasi alinmistir. Daha sonra spektrum
verileri 6n islemden gecirilmistir. On islem olarak oncelikle spektrum verilerinde 13
noktal1 Savitsky-Golay yumusatma (smoothing), birim vektér normalizasyonu (unit
vector normalization), temel ¢izgi diizeltmesi (baseline correction) ve 13 noktali
Savitsky-Golay birinci derece tiirev 6n islemleri gergeklestirilmistir. Cesitli 6n islem
yontemleri denenerek kemometrik analizlerde en dogru sonucu veren ve herhangi bir
spektral veri kaybina yol agmadigi gézlenen bu 6n islem kombinasyonu kullanilmistir.
Tiim islemler spektroskopide parmak izi (bio-fingerprint) bolgesi olarak tabir edilen
1800-900 cm™ bolgesinde gergeklestirilmistir. Bu bdlge protein, lipid, niikleik asit ve
sekerler gibi biyomolekiiller hakkinda ¢ok degerli bilgileri igermektedir (35).

4.4. Kemometrik Analizler

On islem basamaklarinin ardindan spektral verileri analiz etmek ve farkli

substratlarin etkilerini degerlendirmek i¢in temel bilesen analizi (principle component
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analysis - PCA) ve kismi en kiigiik kareler regresyonu (partial least squares regression
- PLSR) kullanilmistir. PCA, bir dizi iligkili degiskeni ¢ikaran ve bunlari ham
spektrumlardan olusan temel bilesenler (PC) adi verilen daha kiigiik bir iliskisiz
degiskenler kiimesine doniistiiren bir modelleme yontemidir (36). PCA, ozelliklerin
boyutunu ve hesaplamanin karmasikligini azaltabilmekte, maksimum varyans
arayarak daha uygun bir siniflandirma ve kiime analizi yaklasimi saglayabilmektedir.
PCA sayesinde spektrumlarin  ne kadar benzer veya farkli oldugu
gorsellestirilebilmektedir. Bu caligmada, substratlarin spektral analize karismamasini
saglamak ve aykir1 degerleri belirlemek icin spektral veri setleri PCA ile iki boyutlu
skor grafiklerine doniistiiriilmistiir. Gruplardaki aykiri1 degerler tespit edilmis ve
yiiksek kaldirag degerleri (leverage values) ve Q kalintilarina (Q-residuals) sahip 20
anormal numune (toplam orneklemin %21,3’1) aykirt deger olarak kabul edilmis ve
regresyon modellemesinden 6nce ¢alisma diginda birakilmistir (37).

PLSR ise, X ve Y degiskenleri arasindaki dogrusal iligski sayesinde yiiksek
verime sahip ¢oklu regresyon modelleri olusturabilmektedir (36). Bu ¢alismada semen
lekelerinin yag1 ile iligkili olan Y degiskenlerinin degerleri, spektral verilen
olusturdugu genis bir X degiskenleri kiimesinden tahmin edilebilmektedir. Modelin
optimizasyonu i¢in ¢ok 6nemli bir adim olan gizli degiskenlerin (latent variables - LV)
sayisini belirlemek igin, birini disarida birakarak (leave-one-out) ¢apraz dogrulama
(CV) kullanilmigtir. CV'nin kok-ortalama-kare hatast (RMSE) degeri (RMSECV)
%>5'in altinda olacak sekilde en iyi LV sayisi segilmistir (38).

PLSR modellerinin degerlendirilmesi i¢in kalibrasyon ve eksternal
validasyonda R? degerlerinin yani sira RMSECV ve tahminlerin RMSE'si (RMSEP)
de ayr1 ayr1 kullanilmigtir. Bu modellemeyi yaparken yiiksek R? degerine ve diisiik

RMSE degerine sahip giivenilir bir PLSR modeli bulmak amag¢lanmistir.
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BULGULAR

Calismamizda 6 kisiden toplanan semen numuneleri 5 farkli kumas tiirii
tizerine en az 3 damla olacak sekilde damlatilmis ve 17 farkli zaman noktasinda analiz
edilerek toplamda 1530 spektrum elde edilmistir. Sekil 5.1’de ¢alismamizda elde

edilen semen spektrumundaki belirgin pikler gosterilmistir.

PAMUK-24SAAT

“aoon 50 300 2600 2000 1500 1000 650
cm-1

Sekil 5.1. Pamuk kumas iizerindeki semen lekesinin 4000-650 cm™ araliginda 24.

saat spektrumu.

Cesitli dalga sayisindaki piklerin absorbans degerleri spektroskopide parmak
izi bolgesi olarak tabir edilen 1800-900 cm™ bolgesinde analiz edilmis ve zamanla
degisim olup olmadigi incelenmistir. Pamuk, polyester, karma, ipek ve yiin kumaslar
iizerindeki semen lekelerinin 1800-900 cm™ araligindaki spektrumlar Sekil 5.2-5.6’da

verilmistir.
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PAMUK

Wavenumber (cm-1)

Sekil 5.2. Pamuk kumas iizerindeki semen lekesinin tiim zaman noktalarindaki

Absorbance

spektrumu.
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Sekil 5.3. Polyester kumas tizerindeki semen lekesinin tiim zaman noktalarindaki

spektrumu.
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Sekil 5.4. Karma kumas lizerindeki semen lekesinin tiim zaman noktalarindaki

spektrumu.

IPEK
04

03

Absorbance
o
~

Wavenumber (cm-1)

Sekil 5.5. Ipek kumas iizerindeki semen lekesinin tiim zaman noktalarindaki

spektrumu.
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Sekil 5.6. Yiin kumas iizerindeki semen lekesinin tiim zaman noktalarindaki

spektrumu.

Sekil 5.7°de tiim kumas tiirlerinde 4. saatteki (0,17 giin) semen lekele
1800-900 cm™ araliginda ATR-FTIR spektrumlarinin ortalamasi gosterilmistir.
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Sekil 5.7. Kumas tiirlerindeki 4. saat semen lekelerinin ATR-FTIR spektrumu.
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Calismamizda semen lekelerinde zamana bagli olarak semen igerisindeki
proteinlerin degradasyonunu ve yapisal degisimlerini belirlemek amaciyla Amit I ve
Amit II bolgesini de igine alan parmak izi spektrum bolgesine ek on islemler
uygulanmustir. Veri setindeki numunelere ait spektrumun 1800-900 cm™ bélgesine
sirastyla yumusatma (smoothing), normallestirme (normalization), temel ¢izgi
diizeltmesi (baseline correction) ve birinci derece tiirev 6n islemleri uygulanmistir. On
islemlerden dnce ve sonra elde edilen 24. saat pamuk kumas tizerindeki semen lekesine
ait spektrum ornegi Sekil 5.8’de gosterilmistir.

0,2

A

0,1

Absorbance

o
1800 1773 1746 1718 1690 1663 1635 1607 1580 1552 1524 1496 1469 1441 1413 1386 1358 1330 1302 1275 1247 1219 1192 1166 1139 1112 1085 1068 1031 1003 479 957 935 913
Wavenumber (cm-1)

0,0002

0,0001

-0,0001

0,0002
1800 1772 1744 1716 1688 1660 1632 1604 1576 1548 1520 1492 1464 1436 1408 1380 1352 1324 1296 1268 1240 1212 1185 1157 1129 1102 1074 1046 1018 993 971 949 927 905

Wavenumber (cm-1)

Sekil 5.8. Pamuk kumas lizerindeki semen lekesine ait 24. saat spektrumun 6n

islemlerden 6nceki (A) ve 0n islemlerden sonraki (B) hali.
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Zaman igerisinde piklerin absorbans degerlerinde degisimlerin oldugu
izlenmistir. Ancak, spektrumlardaki degisimi aciklayabilmek ve yalnizca birkag
pikteki degisikliklere dayanarak semen lekelerinin yasimi tahmin etmek ¢ok verimli
olmayabilecegi igin spektral verilerden daha spesifik bilgi elde etmek amaciyla semen
lekelerinin regresyon modelleri ve ¢ok degiskenli kemometrik ydntemler
kullanilmistir. leri kemometrik analizler ile spektrumdaki piklerin absorbans
degerlerindeki degisim incelenmistir. Yapilan kemometrik analizler sonucunda, tiim
kumas tiirlerindeki semen lekelerinde zamana bagli olarak yapisal ve iceriksel
degisimlerin oldugu ATR-FTIR spektroskopisi ile gosterilmistir.

Numunelerin sabit kosullar altinda tutuldugunda zamana gore birbirlerinden
ayrilip ayrilmadigini incelemek amaciyla, numunelere ait spektrumlara PCA
uygulanmistir. Bu ydntem sayesinde numunelerdeki spektral degisimlere gore
caligilan 6rneklem gruplarinin siniflandirilmasi ve aykiri 6rneklerin tespit edilerek ileri
analizlerde analiz dis1 birakilmasi saglanmistir. Bes farkli kumas iizerindeki semen

lekelerinin 8 haftalik temel bilesen analizi Sekil 5.9’da gosterilmistir.
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Sekil 5.9. Farkli kumas tiirlerinde 8 hafta boyunca analiz edilen semen lekelerinin

temel bilesen analizi sonuglari. PC: Principle component (temel bilesen)
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8 hafta boyunca analiz edilen semen lekelerin karsilastirilmis ve %76 ve %19
olmak iizere en yliksek agiklama varyansina sahip iki komponent iizerinden analiz
edilmistir. Temel bilesen analizi toplamda tiim Orneklemin %95’ini agiklama
varyansina sahiptir. Bes farkli kumas arasinda o6zellikle karma, ipek ve yiiniin
birbirlerinden rahat sekilde ayrilabilir oldugu izlenmis olup, aralarindaki varyasyonun
bu modelleme i¢in ihmal edilebilir oldugu ve bunlarin regresyon modellerinin
olusturulmasindaki faktoriiniin bu ¢alismada dikkate alinmayabilecegi anlasiimistir.
Elde edilen PCA sonucglari, semen lekelerindeki makromolekiillerin zamanla
degistigini ve sonraki regresyon modelleri i¢in etkili bir sekilde kullanilabilecegini
gostermistir.

Temel bilesen analizi sonuglarina gore aykir1 gozlemler calisma dist
birakildiktan sonra PLSR analizine gecilmis olup, 8 hafta (56 giin) boyunca semen
lekelerinin yas tahmini icin regresyon modellerinde parmak izi bolgesinin FTIR
spektrumu kullanilmistir. Her bir kumas i¢in kendi igerisinde regresyon modelleri
olusturularak modellemenin her kumas i¢in yeterli sonu¢ verip vermedigi
arastirlmistir. Kumaslardaki semen lekeleri igin gerceklestirilen PLSR analizi igin R?

ve RMSE degerleri Tablo 5.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 5.1. Kumas tiirlerine gore semen lekelerinin spektrumlarina bagli PLSR

modellerinin zaman araliklarina goére karsilastirmasi.

Kalibrasyon Validasyon
Kumas Tiirii Aralik R?  RMSECYV (giin) R?>  RMSEP (giin)
0-3 giin 0,98 0,24 0,97 0,32
3-7 giin 0,99 0,56 0,98 0,76
Pamuk 1-4 hafta 0,99 1,62 0,98 2,96
4-8 hafta 0,99 3,20 0,98 5,42
0-8 hafta 0,97 4,26 0,95 5,53
0-3 giin 1,00 0,03 0,99 0,18
3-7 giin 0,99 0,57 0,98 0,70
Polyester 1-4 hafta 0,98 2,90 0,96 3,96
4-8 hafta 0,99 4,80 0,98 6,36
0-8 hafta 0,96 4,61 0,95 5,71
0-3 giin 0,99 0,16 0,98 0,25
3-7 giin 0,99 0,39 0,99 0,56
Karma 1-4 hafta 0,99 2,18 0,97 3,69
4-8 hafta 0,98 5,70 0,98 6,56
0-8 hafta 0,96 4,65 0,95 5,75
0-3 giin 0,99 0,17 0,98 0,23
3-7 giin 0,97 0,83 0,96 1,00
Ipek 1-4 hafta 0,98 2,36 0,98 2,93
4-8 hafta 0,99 3,21 0,99 4,74
0-8 hafta 0,98 3,51 0,96 4,62
0-3 giin 0,98 0,22 0,97 0,28
3-7 giin 0,99 0,49 0,99 0,61
Yiin 1-4 hafta 0,99 1,62 0,98 2,66
4-8 hafta 0,99 3,59 0,98 6,04
0-8 hafta 0,93 6,31 0,92 6,96

RMSECV: Capraz validasyonun kok-ortalama-kare hatasi; RMSEP: Tahminlerin kok-ortalama-

kare hatasi.
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Pamuk kumas iizerindeki semen lekelerinin PLSR modelinde kalibrasyon ve
validasyon i¢in sirastyla R? degerleri 0-3 giin i¢in 0,98 ve 0,97 oldugu, 3-7 giin igin
0,99 ve 0,98 oldugu, 7-28 giin i¢in 0,99 ve 0,98 oldugu, 28-56 giin i¢in 0,99 ve 0,98
oldugu, 0-56 giin i¢in 0,97 ve 0,95 oldugu bulunurken, RMSE degerleri 0-3 giin igin
0,24 ve 0,32 giin oldugu, 3-7 giin i¢in 0,56 ve 0,76 giin oldugu, 7-28 giin i¢in 1,62 ve
2,96 giin oldugu, 28-56 giin i¢in 3,20 ve 5,42 giin oldugu, 0-56 giin i¢in 4,26 ve 5,53
giin oldugu saptanmustir (Sekil 5.10-14).

Predicted vs. Reference

4
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Sekil 5.10. Pamuk kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 3 giin arasindaki

PLSR modeli.
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Predicted vs. Reference

Slope Off=zat RMSE R-Square
08878388 0.5424036 05624335 0,988284
08595262 06760216 07649423 09783282 .
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Sekil 5.11. Pamuk kumas iizerindeki semen lekelerinin 3 giin — 7 giin arasindaki

PLSR modeli.

Predicted vs. Reference
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Sekil 5.12. Pamuk kumas tizerindeki semen lekelerinin 1 hafta — 4 hafta arasindaki
PLSR modeli.
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Predicted vs. Reference
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13. Pamuk kumas tlizerindeki semen lekelerinin 4 hafta — 8 hafta arasindaki
PLSR modeli.

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square .
0.9474478 0.8187631 42632935 09698721
0.947185 0,8944257 55348983 0,9492154

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Reference Y (AGE, Factor-13)
.14. Pamuk kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 8 hafta arasindaki

PLSR modeli.
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Polyester kumas tizerindeki semen lekelerinin PLSR modelinde kalibrasyon ve
validasyon i¢in sirastyla R? degerleri 0-3 giin i¢in 1,00 ve 0,99 oldugu, 3-7 giin igin
0,99 ve 0,98 oldugu, 7-28 giin igin 0,98 ve 0,96 oldugu, 28-56 giin i¢in 0,99 ve 0,98
oldugu, 0-56 giin i¢in 0,96 ve 0,95 oldugu bulunurken, RMSE degerleri 0-3 giin i¢in
0,03 ve 0,18 giin oldugu, 3-7 giin i¢in 0,57 ve 0,70 giin oldugu, 7-28 giin i¢in 2,90 ve
3,96 giin oldugu, 28-56 giin i¢in 4,80 ve 6,36 giin oldugu, 0-56 giin i¢in 4,61 ve 5,71
giin oldugu saptanmustir (Sekil 5.15-19).

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square
0.9986751 0.00187 0,0332245 0,9995993
0.965332 0,0650814 0177127 09886112
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Sekil 5.15. Polyester kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 3 giin arasindaki
PLSR modeli.
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Predicted vs. Reference
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Sekil 5.16. Polyester kumas tizerindeki semen lekelerinin 3 giin — 7 giin arasindaki
PLSR modeli.

Predicted vs. Reference
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Sekil 5.17. Polyester kumas {izerindeki semen lekelerinin 1 hafta — 4 hafta arasindaki
PLSR modeli.
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Predicted vs. Reference
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Sekil 5.18. Polyester kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 hafta — 8 hafta arasindaki
PLSR modeli.

Predicted vs. Reference

60 Slope Ofset RMSE R-Square .
0,9347116 1,0830188 46063633 0,9642485
55 ] 09288678 1,1820993 57115664 0,9450347
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Sekil 5.19. Polyester kumas {izerindeki semen lekelerinin 4 saat — 8 hafta arasindaki
PLSR modeli.
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Karma kumas tizerindeki semen lekelerinin PLSR modelinde kalibrasyon ve
validasyon i¢in sirastyla R? degerleri 0-3 giin i¢in 0,99 ve 0,98 oldugu, 3-7 giin igin
0,99 ve 0,99 oldugu, 7-28 giin i¢in 0,99 ve 0,97 oldugu, 28-56 giin i¢in 0,98 ve 0,98
oldugu, 0-56 giin i¢in 0,96 ve 0,95 oldugu bulunurken, RMSE degerleri 0-3 giin i¢in
0,16 ve 0,25 giin oldugu, 3-7 giin i¢in 0,39 ve 0,56 giin oldugu, 7-28 giin i¢in 2,18 ve
3,69 giin oldugu, 28-56 giin i¢in 5,70 ve 6,56 giin oldugu, 0-56 giin i¢in 4,65 ve 5,75
giin oldugu saptanmustir (Sekil 5.20-24).

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square
09859148 0.0106416 01559228 09911748
09756281 0,0244021 0.2503996 09772398
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Sekil 5.20. Karma kumas iizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 3 giin arasindaki PLSR

modeli.
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Predicted vs. Reference

8
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Sekil 5.21. Karma kumas iizerindeki semen lekelerinin 3 giin — 7 giin arasindaki PLSR

modeli.

Predicted vs. Reference
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Sekil 5.22. Karma kumas tizerindeki semen lekelerinin 1 hafta — 4 hafta arasindaki
PLSR modeli.
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Predicted vs. Reference
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Slope Offset RMSE R-Square :
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Sekil 5.23. Karma kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 hafta — 8 hafta arasindaki
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PLSR modeli.

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square
0.34439258 0.7598954 46530671 0,9649856 s
09342208 1.0033962 5745564 09466132
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Reference Y (AGE, Factor-15)

.24. Karma kumas lizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 8 hafta arasindaki

PLSR modeli.
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Ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin PLSR modelinde kalibrasyon ve
validasyon i¢in sirastyla R? degerleri 0-3 giin i¢in 0,99 ve 0,98 oldugu, 3-7 giin igin
0,97 ve 0,96 oldugu, 7-28 giin i¢in 0,98 ve 0,98 oldugu, 28-56 giin i¢in 0,99 ve 0,99
oldugu, 0-56 giin i¢in 0,98 ve 0,96 oldugu bulunurken, RMSE degerleri 0-3 giin i¢in
0,17 ve 0,23 giin oldugu, 3-7 giin i¢in 0,83 ve 1,00 giin oldugu, 7-28 giin i¢in 2,36 ve
2,93 giin oldugu, 28-56 giin i¢in 3,21 ve 4,74 giin oldugu, 0-56 giin i¢in 3,51 ve 4,62
giin oldugu saptanmustir (Sekil 5.25-29).

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square
09732808 0,033478 0.1673935 09898285
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Sekil 5.25. ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 3 giin arasindaki PLSR

modeli.
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Predicted vs. Reference
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Sekil 5.26. ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin 3 giin — 7 giin arasindaki PLSR

modeli.

Predicted vs. Reference
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Sekil 5.27. Ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin 1 hafta— 4 hafta arasindaki PLSR

modeli.
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Predicted vs. Reference
65

Slope Off=zet RMSE R-Square
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Sekil 5.28. Ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin 4 hafta— 8 hafta arasindaki PLSR

modeli.
Predicted vs. Reference
65
60 Slope Offset RMSE R-Square .
09651875 05143156 35123019 0,9792145 .
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Sekil 5.29. Ipek kumas iizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 8 hafta arasindaki PLSR

modeli.
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Yiin kumas iizerindeki semen lekelerinin PLSR modelinde kalibrasyon ve
validasyon i¢in sirastyla R? degerleri 0-3 giin i¢in 0,98 ve 0,97 oldugu, 3-7 giin igin
0,99 ve 0,99 oldugu, 7-28 giin i¢in 0,99 ve 0,98 oldugu, 28-56 giin i¢in 0,99 ve 0,98
oldugu, 0-56 giin i¢in 0,93 ve 0,92 oldugu bulunurken, RMSE degerleri 0-3 giin i¢in
0,22 ve 0,28 giin oldugu, 3-7 giin i¢in 0,49 ve 0,61 giin oldugu, 7-28 giin i¢in 1,62 ve
2,66 giin oldugu, 28-56 giin i¢in 3,59 ve 6,04 giin oldugu, 0-56 giin i¢in 6,31 ve 6,96
giin oldugu saptanmustir (Sekil 5.30-34).
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Sekil 5.30. Yiin kumas iizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 3 giin arasindaki PLSR

modeli.
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Predicted vs. Reference

Slope Off=zat RMSE R-Square
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Sekil 5.31. Yiin kumas tizerindeki semen lekelerinin 3 giin — 7 giin arasindaki PLSR

modeli.

Predicted vs. Reference
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Sekil 5.32. Yiin kumas tizerindeki semen lekelerinin 1 hafta — 4 hafta arasindaki PLSR

modeli.
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Predicted vs. Reference

Slope Off=zat RMSE R-Square
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.33. Yiin kumas lizerindeki semen lekelerinin 4 hafta — 8 hafta arasindaki PLSR

modeli.

Predicted vs. Reference

Slope Offset RMSE R-Square
0.3000905 1.20443891 63087182 0.9329405
0.8943958 1,3653009 69596663 0,9183878

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Reference Y (AGE, Factor-11)

.34. Yiin kumas tizerindeki semen lekelerinin 4 saat — 8 hafta arasindaki PLSR

modeli.
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TARTISMA

Olay yerinde, 6zellikle cinsel saldir1 olgularinda biyolojik delillerin belki de en
onemlisi semen lekesidir. Sucun islendigi zaman araligimin belirlenebilmesi i¢in
semenin depozisyon zamaninin tespit edilmesi adli sorusturmanin seyri agisindan ¢ok
biiylik 6neme sahiptir. Semen lekesinin diger viicut sivilarindan ayirt edilmesine veya
semen lekesinden DNA profillemesi yaparak kisinin tespit edilmesine yonelik
gecmisten glinlimiize pek cok teknik ve yontem gelistirilmistir. Semen lekesinin
yasinin tayin edilmesine yonelik literatlirdeki ¢alisma sayisi ise oldukea kisithidir. Bu
calismalarda RNA temelli yaklasimlar, enzimatik temelli yaklagimlar ve floresans
mikroskopi gibi yontemler denenmistir. Ancak bu yontemler RNA elde etmede
yasanan zorluklar ve elde edilen RNAnin yas tayini i¢in genis bir aralik sunmasi gibi
nedenlerle giiniimiiz adli tip pratiginde rutin olarak kullanilamamaktadir. Olay
yerindeki semen lekelerinin herhangi bir 6n isleme ihtiyag duymadan hizli bir sekilde
analiz edilebilmesi amaciyla ve rutin adli tip pratiginde kullanilabilecek ve adli
olaylarin zaman araliginin ¢oziilmesine yardimci olabilecek yontem ve tekniklere
ithtiya¢c duyulmas1 nedeniyle viicut sivilarinin yas tayininin tespit edilmesinde son
zamanlarda sik¢a kullanimi arastirilmaya baslanan spektroskopik yontemlerin basinda
kizilGtesi spektroskopisi gelmektedir.

Kiz1l6tesi spektroskopisi, enerjiyi absorbe eden farkli bilesenlerin spektral
ozelliklerini gozlemlemek i¢in Orneklere elektromanyetik spektrumun kizilétesi
bolgesinden gelen 1smlart  gondermektedir. Bu 1smlarin  numune tarafindan
absorblanmast sayesinde numunenin fonksiyonel gruplarinin  belirlenmesi
saglanirken, biyolojik numunelerde mevcut olan karbonhidrat, protein, lipit, genetik
materyal gibi molekiillerin farkli dalga boylarinda pik vermesi sayesinde zamanla bu
molekiillerdeki degisim tespit edilebilmektedir. Herhangi bir haldeki numunenin
herhangi bir 6n islem gerektirmeden ve numuneye zarar vermeden incelenebilmesi
diger tekniklere gore onemli bir avantaj saglamaktadir. Kizil 6tesi spektroskopilere
Fourier doniistimiiniin uyarlanmasi ile yiiksek tarama hizlarina ulagilarak numunelerin
hizli bir sekilde analizi de miimkiin hale gelmistir (26).

Calismamizda hangi dalga sayisinda piklerin gozlendigi ve bu piklerin hangi

bilesenlere ait oldugu Tablo 6.1 ve Sekil 6.1’de verilmistir.
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Tablo 6.1. Semen lekesinin ATR-FTIR spektrumundaki major piklerin tanimlanmasi

ve titresimin kaynagi

Dalga sayist (cm™) Tanimlanan bilesen

Titresim modu

3200 Amit A (39, 40) Simetrik N—H gerilimleri
2962 Lipitlerdeki metil gruplar1 CHs gerilimleri
(39)
1646 Amit I: a-heliks (39-41) C=0 gerilimi
1538 Amit 11: B-yaprak (39, 40, C—N gerilmesine bagli N—H
42) biikiilmesi
1446 Aminoasit yan CH: ve CHjs gruplarindaki C—
zincirlerindeki metil H biikiilme titresimleri
gruplar (40, 42)
1399 Yag asitleri ve polisakkarit ~ COO™’da simetrik C=O
gruplar (40, 42) titresimi
1259 Niikleik asitleri fosfat grubu  Asimetrik POz~ gerilimi
(39-41)
1087 PSA / fruktoz / niikleik asit ~ CH20H gruplarinda simetrik
(39, 43) C-O gerilimi ve COH
gruplarinin biikiilmesi,
simetrik POz~ gerilimi
1015 PSA / fruktoz (44) Karbonhidratlardaki simetrik

C-O gerilimi

Yapilan analizler sonucunda major olarak 3200, 2962, 1646, 1538, 1446, 1399,
1259, 1087 ve 1015 cm™de pikler saptanmistir. 1646 cm™ ve 1538 cm™ dalga

sayisinda gozlenen piklerin sirasiyla Amit I ve Amit II grubuna ait oldugu

distintilmistiir. Quinn ve arkadaslarina (45) gére Amit I bandi ve Amit II bandi tek

bir tepe seklinde goriinebilirken, Orphanou (46), Gregorio ve arkadaglar1 (47) ile

Elkins (48) ise bu piklerin bizim calismamizla benzer sekilde belirgin olarak

ayrilabildigi belirtmislerdir. Amit I band1 1700-1600 cm™ dalga sayis1 araliginda

bulunan, %80°1 proteinlerin peptid baglh yapisindaki C=0O gerilme, %20’si ise C-N

gerilme ve N-H biikiilme titresimlerinden kaynaklanan, organik molekiillerin
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kiz1l6tesi spektrumlarinda en yogun gozlenen, proteinlerin sekonder yapist ile ilgili en
fazla bilgiyi saglayan banttir. Amit II band1 ise genellikle FTIR spektrumlarinda ikinci
en yogun pik olarak 1550-1500 cm™ dalga sayis1 araliginda gézlenmekte, %46-60 N-
H biikiilme ve %18-40 C-N gerilme titresimlerinden olusmaktadir (40, 43). 3200 cm®
! dalga sayisindaki pikin Amit A’ya ait oldugu degerlendirilirken, 2962 cm™ dalga
sayisindaki pikin lipitlerdeki metil gruplarinin gerilmesinden kaynaklandigi, 1446 ve
1399 cm™ dalga sayisindaki piklerin proteinlerin amino asit yan zincirlerindeki
simetrik metil kivrimlarinin gostergesi oldugu, 1259 cm™ dalga sayisindaki pikin
niikleik asitlerdeki fosfat grubunun asimetrik gerilmesine bagl oldugu, 1087 ile 1015
cm™ dalga sayisindaki piklerin ise semenin icerisindeki glukoz ve fruktoz gibi
sekerlerden kaynaklandig1 diistintilmiistiir. Ancak, 1087 cm™ dalga sayisindaki pik
ayn1 zamanda DNA ve RNA igerisindeki seker fosfat gruplarina ait olabilecegi gibi,

glikoproteinlerin igerisindeki PSA gibi seker kisimlarina da ait olabilecegi literatiirde

ifade edilmistir (8, 39, 43).

0,18 PSA / fruktoz / | | PSA / fruktoz
nikleik asit 1015 cm™?
0,16 1087 cm™?
0,14 PO,
1259 cm™?
0,12
0’1 Amit Il
e 1538 cm™ || Amino Asit CH,
< 0,08 Ipia tH, 1446 / 1399 cm'!
2962 cm™?
006 Amit |
Amit A 1646 cm?
0,04 3200 cm™?
0,02 \
0

OO0 ™~NLOUINS<ETMOMAN AdODDON~NLOVINE NN TdO DN OINEN AN HO

O 1 N I NI M NOODOANS OO ANSS OO TdMWMNSNO MW N

T N AN OO0~ ONINFMANCAAO0OO0OONN OO IN<tETMANNCHOO
002 " OHO MmN O NNNNNNNNNNNNNAAAAAA A A A A A A

cm?

Sekil 6.1. Semen lekesinin ATR-FTIR spektrumundaki major piklerin tanimlanmasi.
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Amit A piki spektrumda genis tabanli bir pik olarak gozlenirken diger pikler
daha dar tabanli pikler olarak gozlenmektedir. Amit A, Amit I ve Amit II pikleri
biyolojik sivilarin spektrumunda en sik gozlenen pikler olurken sekilleri ise
numuneden numuneye farklilik gosterebilmektedir. Elde ettigimiz pikler ile
literatiirdeki diger caligmalarda yer alan pikler arasindaki farkliliklar ise semen
donorlerinden, ¢evresel sartlardan ve deney sartlarindan kaynaklanabilmektedir.

Zaman igerisinde tiim kumas tiirlerinde piklerde degisim gozlenmistir.
Ozellikle 1646 ve 1538 cm™ dalga sayisinda tespit ettigimiz Amit I ve Amit II
piklerinde meydana gelen degisimin insan dokularinda, kan lekelerinde ve diger viicut
stvilarinda yer alan proteinlerin ve diger makro molekiillerin degradasyonuna bagl
olabilecegi ifade edilmistir (49, 50). 1446 ve 1399 cm™ dalga sayisindaki piklerde
meydana gelen degisim peptit zincirlerin yikilmast ve serbest yag asitlerinin
artmasindan dolayi ortaya ¢ikan metil ve karboksil gruplarindan kaynaklanabilir. 1259
cm™ dalga sayisindaki fosfat grubunun neden oldugu pikin ise sperm hiicrelerinin
zamanla yikilmasina ve degradasyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmistiir. Spermin
bas bolgesinde yer alan DNA iplik¢iklerinin yikilmasiyla agiga ¢ikan niikleik
asitlerdeki fosfat gruplarinin bu pikin degisiminde rol aldigi ifade edilmistir.
Dondurulmus veya geleneksel yontemle 6n islemden gegirilmis kisilerin sperm
hiicrelerinde bu DNA yikiminin arttigi belirtilmistir (51). Bu nedenle hem sug
mabhallini canlandirabilmek hem de bu DNA yikim etkisinden kaginmak amaciyla
calismamizda taze semen numuneleri kullanilmis ve herhangi bir 6n islemden
gecirilmemistir. Ancak DNA iplikc¢iklerindeki yikim sadece bu faktorlerle sinirli
olmayip, oksidasyon ve diger ¢evresel faktorlerin etkisiyle de meydana
gelebilmektedir. Bu da zamanla seminal plazmada serbest fosfat molekiillerinin
artmasina ve fosfat pikindeki degisimlere neden olmaktadir.

Orphanou (46) 2015 yilinda yapmis oldugu tez ¢alismasinda kan, tiikiiriik,
semen ve vajinal sekresyonlari 6 ila 18 ay arasinda analiz etmis, ATR-FTIR
spektroskopisinin 18 aya kadar pamuk kumas tizerindeki veya ekstrakte edilmis viicut
stvilarini basarili bir sekilde tanimlamak ve ayirt etmek igin kullanilabilecegini ancak
ATR-FTIR spektrumlarindan elde edilen pik yogunluklari ve oranlarinin kan lekeleri
disinda tiikiiriik, semen veya vajinal sekresyon lekelerinin yasmi belirlemek igin

uygun olmadigini ifade etmistir.
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Zha ve arkadaglar1 (25) ise 2019 yilinda cam, doku ve seliiloz liflerden olusan
kumas iizerine semen numuneleri damlatmis ve yarim giin arayla 6 giine kadar ATR-
FTIR ile analiz etmislerdir. PLSR modellemesi sonucunda kalibrasyon grubunda ham
absorbans spektrumunda 0,8 giin, ikinci tiirev spektrumunda 0,77 giin RMSECV
degeri elde ederken, validasyon grubunda ham absorbans spektrumunda 1,06 giin,
ikinci tlirev spektrumunda ise 1,02 giin RMSEP degeri elde edebilmislerdir. ATR-
FTIR 1 gelecekte c¢esitli materyaller iizerindeki semen lekelerinde yas tayini yapmak
icin yararli bir ara¢ olabilecegini belirtmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda ise farkli kumas tiirlerindeki lekelerde 0-3 giin araliginda
0,18-0,32 giin, 3-7 giin araliginda 0,56-1 giin, 1-4 hafta araliginda 2,66-3,96 giin, 4-8
hafta araliginda 4,74-6,56 giin, 0-8 hafta aralifinda ise 4,62-6,96 giin RMSEP
degerleriyle semen lekesi yas1 tahmini gerceklestirilebilmistir.

Literatiir 6zetinde de belirtildigi gibi daha 6nce DNA ve RNA iizerinden semen
yas1 tayini i¢in analiz yontemleri kullanilabilmesine ragmen RNA elde etmenin zor
olmasi ve elde edilen genetik materyalin yas tayini i¢in genis bir aralik sunmasi1 gibi
kisitliliklart bulunmaktadir. Ancak bizim ¢alismamizda ATR-FTIR ile ¢ok daha az ve
dar bir aralikta yas tahmin modellemesi kurulabilmistir. Cesitli ¢evresel kosullarin
viicut sivilarmin biitiinliigiiniic bozdugu ve o6zellikle dis ortama maruz birakilan
numunelerde genetik materyal tespitinin 6nemli olgiide zorlastigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda herhangi bir 6n iglem gerektirmemesi ve dis ortamdan genetik
materyal analizlerine gore daha az etkilenmesi spektroskopik yontemleri 6n plana
cikarmaktadir. Bu da Ozellikle dis ortamdaki su¢ mahallerinde genetik materyal

lizerinden yas tayini yontemlerinin kullanilmasini 6nemli 6l¢iide kisitlamaktadir.
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SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, kemometri ile birlestirilen ATR-FTIR spektroskopisinin,
spektrumdaki zamana bagl degisikliklere dayali olarak insan semen lekelerinin yasini
tahmin etmek i¢in etkili bir yontem olabilecegi gosterilmistir. PCA ve PLSR
sonuclarina gore, pamuk, polyester, karma, ipek ve yilin gibi bes farkli kumas
tizerindeki semen lekelerinin yasi1 8 haftaya kadar tahmin edilmistir. Yas tahmini igin,
spektrumdaki parmak izi bolgesinde gergeklestirilen PLSR analizi tatmin edici bir
tahmin oran1 saglamistir. Ayrica, PLSR'den elde edilen grafikler sayesinde,
proteinlerle 1ilgili zamana baglh degisikliklerin hangi spektral bdlgelerinde
gergeklestigi tanimlanmustir.

Bu alanda yapilan nadir ¢alismalardan biri olan bu ¢alismada, PLSR
modellerimiz 28 ila 35 yas araliginda saglam ve giivenilir olarak kabul edilebilir. Yine
de bu modellememizin rutin adli tip pratiginde uygulamaya ge¢mesi i¢in daha genis
popiilasyonda ve daha genis yas araliginda daha fazla c¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Olay mahallerinde, bizim calismada kullandigimiz bes farkli kumas
tiiriinden ¢ok daha farkli materyaller iizerinde semen lekeleri tespit edilebilmektedir.
Daha kalin kumas tiirleri, toprak, ahsap ve diger karmasik malzemeler gibi
malzemelerin {izerindeki semen lekelerinde, semen lekesini tespit etme ve yas
tahmininde bulunmada daha biiyiikk zorluklarla karsilasilabilir. Gelecekteki
caligmalarda Orneklem sayisinin, semen tatbik edilen materyal sayisinin ve semen
numunesi alinan kisilerin yas aralifinin artmasina, soguk, sicak, islak, kuru gibi
cevresel faktorlerin ve kontaminasyonlarin etkilerinin goz oniinde bulundurulmasina

ve gelismis ¢ok degiskenli analizlerin birlestirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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