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OZET

Seksuel suclar adi verilen 1rza ge¢me, tasaddi, livata ve
zina olaylarinda sucun kanitlanmasi icin genel fizik
muayene, jinekolojik bakt ve vajinal materyalin spermato-
zoa varligi agisindan incelenmesi gereklidir. Saldirinin
gerceklestigi ancak failin belli olmadigt olgularda bunlara
ek olarak, suclunun kimligini belirleyebilmek amaciyla vaji-
" nal materyalde genetik isaretler incelenmelidir. Bu ¢alisma-
da semen kontamine vajinal struntilerde ABO grup
tiplemesinde giivenilirligi arttirmak i¢in absorbsiyon eliis-y-
on ile birlikte proteinaz K kullanimmin uygulanabilirligi
arastirildi. Proteinaz K eklendikten sonra vajinal materyal
icinde sadece spermatozoidlerin kaldigi ve sonug olarak el-
de edilen kan grubunun sadece spermatozoanin antijenik
yapisint yansitigr goruldi. Absorbsiyon-eliisyon teknigi ile
Proteinaz K kullanilmadan degerlendirilen o6rneklerde
dogru sonug elde edilme orani % 86, proteinaz K kullanilan
orneklerde % 82.67 olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: ABO(H) tiplemesi, vajinal
materyal, sekstel saldirlar, proteinaz K, spermatozoa.

SUMMARY

Physical and gynecological examinations and detection
of spermatozoa in vaginal material are the procedures used
to prove the sexual crimes as rape, sexual assault, sodomy
and adultary cases. Besides these examinations, assessment
of genetic markers in the vaginal material is necessary to
identify the offender in cases of sexual assault with un-
known  perpetrator. In this study, the applicability of an
absorbtion elution technique with proteinase K treatment is
investigated to increase the reliability of ABO(H) group typ-
ing on semen contaminated vaginal swabs. It was seen that
after Proteinase K treatment only spermatozoa remain in
vaginal material and blood group obtained in conclusive re-
flects only the antigenic structure of spermatooza. It was
calculated that ratio of obtaining a true result was 82.67 %
with Proteinase K treated samples and 86 % with nontreat-
ed samples. '

Key Words : ABO(H) typing, vaginal material, sexual
assault, proteinase K, spermatozoa.

GIRIS

Gunumuzde hizla ¢ogalan nufusla birlikte islenen
suclarin ve buna paralel olarak seksiiel saldir1 olgula-
rnin sayisinda 6nemli bir artis oldugu bilinmektedir
(1). Adli makamlar tarafindan haklarinda rapor dizen-
lenmesi istenen olgularin 6nemli bir kismini sekstel
saldirtya maruz kaldig: iddia edilen kadinlar, ¢cocuklar,
evden kacan 18 yasin altindaki kizlar ve zina halinde
yakalanan kadinlar olusturmaktadir (2). Bu olgularda
muayeneyle ve vajinal materyalde spermatozoa sap-
tanmastyla seksiel saldinnin gercgeklestiginin kanit-
lanmast kadar, saldirganin belirlenmesine yardimci ol-
mak da adli tp acisindan dnemlidir. Bu amacla, vaji-
nal materyalde genetik isaretler arastirilarak, saldirga-
nin kimligi belirlenmeye calisilmaktadir (3,4). Ancak
halen Adli Tip Kurumu’nda vajinal siirintiden saldur-
ganin kimliginin belirlenmesiné yonelik incelemeler
rutin olarak yapilmamaktadir.

Semende yer alan "genetik marker"lardan incelen-
mesi en kolay ve kullanigh olan1 ABO grubudur (5).

Vajinal materyalde saptanan spermatozoidlerin
kan grubu substanslan Uzerinde cesitli yontemlerle
calisilmaktadir. Bu ¢alismalan daha giivenilir ve uygu-
lanabilir hale getirmek icin yeni teknikler gelistirilmis-
tir. Tim yontemler ejekulat sivisinda yer alan kan gru-
bu substanslarinin varligini aglitinasyon ile ortaya
koyma esasina dayanmaktadir.

Genetik kurallarina gore bir birey tim dokularin-
da ayni genetik polimorfizme sahip olmalidir. ABO
kan grubu antijenleri de sadece eritrositler tizerinde

-degil, ayn1 zamanda tikurik, gozyasi, pankreatik ve

gastrik sivilar, ter, mukus, semen, vajinal sekresyon ve
idrar gibi tim vicut sivilant ve dokularda da (epider-
mis, dental pulpa vb.) bulunurlar (5-10).

Bir bireyin suda ¢oziinebilir tipte kan grubu subs-
tanslarini viicut sivilarina salgilayabilme yetenegine
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"sekretorlik" adi verilir. Bir toplumdaki sekretorlik
orant ¢ahymalara gore degismekle birlikte % 75-85
arasindadir (1-14).

Vajinal materyalde bulunan spermatozoanin kan
grubu koitustan sonra 34’inct saate kadar tetkik edi-
lebilmekte ve 84’lincti saate kadar ABH reaksiyonu
icin yardimci olabilmektedir (5, 15). Bu amagla kulla-
nilan yontemler absorbsiyon-inhibisyon, absorbsiyon-
elisyon, mikst agliitinasyon, mikro ellisyon- LISS,
mikro pellet hemaglutinasyon inhibisyon ve ELIZA gi-
bi yontemlerdir. (16-20).

Su ana kadar absorbsiyon-eliisyon yénteminin uy-
gulanisina ait degisik teknikler ortaya atilmis olmasina
ragmen hepsinin temeli Landsteiner ve Miller'in sicak
elisyon teknigine dayanmaktadir (21). Bu yontemde
ticari olarak kolayca bulunabilen basit Anti A, Anti B
ve Ulex Europoeaus Lectin'den elde edilen Anti H
kullanilmaktadir (5,22,23).

Bir sekstel saldinida, suphelilerden hangisinin su-
cu islediginin belirlenmesi icin saldirgana ait antijenik
substanslarin  saptanmas: gereklidir. Oysa vajinal
materyaldeki kan grubu substanslar incelenirken sal-
dirgan ve magdureye ait komponentlerin toplaminin
reaksiyonlan degerlendirilmektedir. .

1985 yilinda Peter Gill ve arkadaslari semen kon-
tamine vajinal silintilerde proteinaz K inkiibasyonun-
dan sonra vajen hiicrelerinin lizise ugradigini ve bu
materyalden daha sonra spermatozoanin DNA par-
makizinin olusturulabildigini belirlemiglerdir (24,26).

Bir mikrofungus olan Tritirachium album tarafin-
dan uretilen Proteinaz K muamelesinden sonra, vajen
epitelleri tamamen parc¢alanip yikamalarla ortamdan
uzaklastinldigindan vajene ait antijenik 6zellikler ti-
muyle kaybolmaktadir.

Spermatozoidlere ait antijenik goriiniim ise nukle-
uslarinin tiyolden zengin ¢apraz baglarla baglanmug
proteinleri iceren 6zel yapist nedeniyle ¢ok iyi bir se-
kilde korunmaktadir. (25,26). Boylece bu materyalin
kan grubu belirlendiginde, elde edilen antijenik tablo
sadece spermatozoidlere ait olacak ve belirlenen kan
grubu, yalnizca saldirganin antijenik yapisint yansita-
cakur (25).

GEREC VE YONTEM

Kizlik muayenesi ve seksuel iliskide bulunup bu-
lunmadiginin tesbiti i¢in kurumumuza gonderilen ve
son ¢ dort gin igerisinde cinsel iliski oykust bulun-
mayan 150 kadindan, steril kosullarda vajinal yayma-
lar ve (bir kumas parcasina vajen ic¢i silinerek elde
edilen) silintiler alind1. Olgularin kan gruplan belirlen-
di. Yaymalar, HE ve Oppitz yontemleri ile boyanarak
mikroskop altinda incelendi. Spermatozoa icermedigi
saptanan ornekler arastirmaya dahil edildi. Semen 6r-
nekleri ise, semeninde sayi, morfoloji ve hareketlilik
acisindan normal spermatozoa iceren 150 erkekten
alindt.
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50 Olgudan (20 kadin, 30 erkek) aym zamanda
10'ar cc tukirik ornekleri alinarak, sekretorlik yo-
niinden test edildi (11,14).

Vajinal silintiler 1x1 cm. buytiklikte kesilerek 1cc
PBS (Fosfat-Saline tamponu: Na2HPO4.12H20,
NaH2PO4.2H20, NaCl; pH: 7.2) igerisinde ekstrakte
edildi. 0.1 cc semen ve 0.1 cc vajen ekstrakt: tiip ige-
risinde kanstirildi. Kansim, Proteinaz K iceren Tris-
HCl tamponu (pH : 8.0) ile 37 C°de 30 dk. inklbe
edildi.

Inkiibasyondan sonra parcalanmug vajen hiicreleri-
ni ortamdan uzaklastirmak icin 6rnekler 3 kez PBS ile
yikandt. Tup dibinde kalan materyalle 0.5x0.5 cm.'lik
kumaslar tizerinde lekeler olusturuldu. Proteinaz K ile
muamele edilen ve edilmeyen tim orneklerin kan
gruplari laboratuar sartlarimiza uygun oldugu icin, ab-
sorbsiyon-elisyon yontemi ile arastirildi. Bunun icin
kurutulan lekeli kumas parcgalar Gizerine Anti A, Anti
B ve Anti H damlatildi. Gece boyunca +4 C°de ab-
sorbsiyon i¢in bekletildikten sonra soguk serum fizyo-
lojikle 5-7 kere galkalanarak, absorbe olmayan anti-
korlarin timu ortamdan uzaklastinimis oldu. Daha
sonra 10-30 dk. boyunca 55-56 C°de su banyosunda
elisyon islemi uygulandi.

Elusyon suresi dolunca kumas parcalar tiiplerden
cikarild: ve her tiipe uygun A, B ve O grubu eritrosit-
ler eklenerek 1 dk. 1000 devirde santrifiij yapidi. Tup
dipleri konkav bir ayna yardimiyla makroskobik ola-
rak ve stipheli olgularda mikroskobik olarak (en ki-
ciikk objektifte) incelendi. Reaksiyonlar, aglitinasyo-
nun siddetine gore (), (+), (++), (+++) seklinde kay-
dedildi (27).

Proteinaz K ile muamele edilmeyen ornekler de
ayni sekilde test edilerek sonuglan kaydedildi. Deger-
lendirmeler sirasinda tlipler numaralanarak arastirici-
nin icindeki ornekleri ve gruplarini bilmedigi bir ¢a-
lisma saglanmis oldu.

Deneyler sirasinda negatif kontrol olarak, her yika-
ma grubu icin en az bir veya daha fazla lekelenmemis
kumas lzerine Anti A, Anti B ve Anti H damlatilarak

Resim 1 :

Proteinaz K ile muamele edilmemis érnekte vajen
epitelleri ve spermatozoidlerin goriiniimii (Oppitz x1000).
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Resim 2 : Proteinaz K ile muamele edilmis érnekte, vajen
epitelleri parcgalanip, yikamalarla ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra spermatozoidlerin -goriintimii
(Oppitz x1000).
orneklerle birlikte absorbsiyon, yikama ve eliisyon ig-
lemleri uygulandi.

Proteinaz K muamelesinden sonra spermatozoidle-
rin ileri derecede azaldig1 ya da spermatozoid baglari-
nin mikroskobik olarak rahatga gorilebilecek sekilde
deforme oldugu az sayida olgu ile negatif kontrolleri
(+) sonug .veren gruplar ¢alismaya dahil edilmedi.

Bitin ornekler arastirmanin her asamasinda dene-
yin kontrolii i¢in HE ve Oppitz yontemleri ile boyana-
rak mikroskop altinda incelendi.

BULGULAR

150 sperm ve 150 vajinal ekstrakta ait sonuglar 4
tablo halinde verilmistir. Sekretorlik yoniinden test
edilen 20 kadindan 4’i ve 30 erkekten 5’i nonsekre-
tor olarak bulunmustur. Deneklerin saptanan sekre-
torlik durumlan tablolarda belirtilmigtir. Toplam ola-
rak 50 6rnekten 9’'u nonsekretodr olup nonsekretorlik
orani % 18dir. '

Proteinaz K ile muamele edilmemis ve hem vajinal
hem de seminal materyal iceren grupta absorbsiyon
elisyon yontemi ile 129 ornek ciftinin kan grubu
substanslart dogru olarak saptanabilmis (% 86), prote-
inaz K ile muamele edilmis ve sadece semen iceren
grupta ise bu yontem ile 124 6rnek ciftinde dogru so-
nug elde edilmis (% 82.67), digerlerinde en az bir an-
tikor ile yanlis negatif ya da yanl pozitif sonug izlen-
migtir. _

Anti H ile yanlis pozitif reaksiyon izlenmemis, pro-
teinaz K (-) grupta anti A ile 2, anti B ile 9; proteinaz
K (+) grupta anti A ile 7, anti B ile 13 6rnek ciftinde
yanlis pozitif sonu¢ alinmustir. )

Proteinaz K (-) grupta anti A ile 3, anti B ile 1, an-
ti H ile 8 6rnek ciftinde; proteinaz K (+) grupta anti A
ile 1, anti B ile 1, anti H ile 6 6rnek ciftinde yanhs ne-
gatif sonug elde edilmistir. ‘

TARTISMA

Sonuglan 4 tablo halinde verilen, toplam 150 or-
nek ciftinin kan gruplarinin, dogru olarak saptanabil-
me orant Proteinaz K ile muamele edilmemis semen
ve vajinal ekstrakta ait grupta % 86.00, Proteinaz K ile
inkiibe edilen sadece semen iceren grupta ise % 82.67
olarak bulunmusgtur. Kaynaklarda; vajinal materyalde
absorbsiyon-ellisyon yontemi ile kan gruplannin sap-
tanmasinda ¢ok degisik dogruluk oranlan elde edildi-
gi belirtilmektedir. Davies (5) A, B ya da AB sekretor
semenlere ait lekelerin % 90'inda kesin reaksiyon el-
de edildigini, O sekretor semenlere ait lekelerin yak-
lasik yansinda kesin reaksiyon izlenmedigini, A ve B
grubu seminal lekelerin gruplamasinda, sirasiyla % 67,
% 66 oraninda dogru sonug elde edildigini bildirmis-
tir. Fowler (2) ise semen lekelerinin % 23.7'sinin kesin
olmayan sonug verdigini belirtmistir.

50 tikruk 6rneginin sekretorlik durumu incelen-
diginde toplam 9 kisi nonsekretor olarak bulunmus-
tur. Bu da % 18 oraninda bir nonsekretorliik durumu-
nu yansitmakta ve kaynaklarla uyum saglamaktadir
(12,13). -

A ve B antikorlarinin optimum aktiviteleri yeterin-
ce yiiksek bulundugundan yanlis negatif ve zayif re-
aksiyonlarinin nonsekretorliige bagh oldugu distinul-
mustir.

Hem Proteinaz K (-), hem de Proteinaz K (+) 6r-
neklerde Anti H ile yanlis pozitiflik izlenmemigtir. Bu
antikor‘ile zayif reaksiyonlar 1. tablodaki 13, 22, 23,
26, 38. vajinal 6rneklerde ve II. tablodaki 3, 9, 10, 11,
15., III. tablodaki 1, 3., IV. tablodaki 2, 10, 11. érnek-
lerin semeni ile elde edilmistir. Bunlardan 1. tabloda-
ki 4. vajen ve 1II. tablodaki 3. semen 6rneklerinin non-
sekretor bireylere ait olduklari bilindiginden zayif re-
aksiyon vermeleri beklenen bir durumdur. Ancak
Tablo I'deki 23. vajen ve Tablo IV'deki 11. semen 6r-
neklerinin, Proteinaz K (-) ve (+) durumda zayif Anti
H reaksiyonu vermelerine ragmen sekretor bireyler-
den kaynaklandiklan bilinmektedir. Boylece, Anti H
ile zayif reaksiyonlar nonsekretorlige bagh olabilece-
gi gibi bu antiserum ile yanls negatif veya zayif reak-
siyon elde edilme sikliginin fazla olmasi ve hi¢ yanls
pozitif sonug elde edilmemesi, burada oldugu gibi,
Anti H aktivitesinin digiikliginden de kaynaklanabil-
mektedir. :

Proteinaz K (-) grupta yanls pozitif A reaksiyonu
veren ornekler Tablo I'de 25., Tablo IlI'de 7. érnekler
olmak tuzere iki adettir. Bu zayif, yanhs pozitif Anti A

. reaksiyonlari, (kontroller negatif olsa da) absorbsiyon

120

evresinden sonraki yikama igleminin yetersizligine
baglanabilir. '

Yanlis . pozitif B reaksiyonuna, Tablo [I'deki
5,10,11,12,14,18., Tablo II'deki 1,9,14., Tablo IV'deki
3,9,11. orneklerde rastlanmustir. B

Tablo I'deki 5,10,12. 6rnekler ile Tablo II'deki 1.
ornekte izlenen yanlis B reaksiyonlarn daha kuvvetli



oldugundan ve 6zellikle Tablo I'deki 10 ve 12. 6rnek-
lerdeki yanlis reaksiyon Proteinaz K eklenen tiiplerde
de devam ettiginden, 6ncelikle kazanilmis B reaksiyo-
nunu (enfeksiyon kontaminasyonu) (13,28) - distin-
durmektedir.

Proteinaz K'nin, organik, inorganik ya da mikroor-
ganizma gibi diger kan grubu reaksiyonu verebilecek
kaynaklar igin etkisi literatiirlerde belirtiimemistir. An-
cak Kubo ve arkadaglarn (25), Proteinaz K ile muame-
le edilen 6rneklerde, spermatozoa baslarinin, buyuk-
lik ve morfolojik gorinim agisindan mikroorganiz-
malardan farkli oldugunu belirttiklerinden, bu tipteki
antijenik kaynaklarin tiiminin harabedilmesi s6z ko-
nusu olmayabilir. Bu bilgilerin 1518inda, yukarida an-
latlan tipteki sonuclar, kazanilmis B reaksiyonu sek-
linde aciklanabilir.

Buradaki yanlis pozitif B reaksiyonlan ikinci ola-
rak Anti B aktivitesinin yuksekligi, i¢linci olarak ise
yikama yetersizligini akla getirmektedir. Ozellikle faz-
la sayida yanlis pozitif sonug elde edilmesi sebebiyle,
diger ornekler i¢in son iki durum daha uygundur.

Proteinaz K (+) grupta ; II. tablodaki 2, 4 ve 22. or-
neklerde izlenen yanlis A reaksiyonlan, kuvvetli ol-
malarina ragmen enfeksiyonu distindiirmemistir.
Cunki bu o6rnekler A grubu vajinal ekstrakt ile karig-
tinlarak incelenmis ve Proteinaz K muamelesi ile yi-
kamalardan sonra hazirlanan yaymalarda, bazi alan-
larda birka¢ vajen epiteli ve rahatca izlenebilecek
miktarda par¢alanms epitel artiklar gorillmiistiir. So-
nug¢ olarak bu iki érnekteki yanls pozitif A reaksiyon-
lart vajen hiicrelerinin ortamdan tamamen uzaklagtiri-
lamamasina baghidir. Calisma boyunca bu tip sonug
elde edilen gruplar tekrar isleme alinmistir. Ancak bu
sonuglar konuyu vurgulamak bakimindan arastirmaya
dahil edilmistir.

Proteinaz K (+) grupta yanlis pozitif B reaksiyon-
lan, 1II. tabloda 1-18. 6rneklerde parcalanmis vajen
hiicrelerinin ortamdan tamamen uzaklastirilamamast,
yetersiz yikama yada Anti B aktivitesinin ylksekligi-
ne; diger tablolarda izlenenler ise son iki duruma bag-
lanabilir.

Yanlig negatif sonug veren gruplarda "prozon feno-
meni'ni ekarte etmek icin diliie 6rneklerle de calisil-
mug, ancak sonu¢ pozitif hale gelmemis ve prozon
olayina rastlanmamustir.

Bu testte elde edilen reaksiyonlarin kuvveti pek
cok faktorle degisebildiginden aberrant ve paradoks
sekresyonlar i¢in yorum yapmamak ve birka¢ yonte-
min bir arada kullanildig1 daha gtivenilir ve karsilagtir-
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mali testlerle calismak dogru olacakur. Burada, AB
grubu bireylere ait 6rneklerde, A reaksiyonu siklikla
B'den daha zayif olmasina ragmen bu durum Anti B
aktivitesinin, Anti A aktivitesinden yiksek olmasina
baglanmustir. Bakteriyel veya fungal gibi organik veya
toprak vb. gibi inorganik kontaminasyonlara baglan-
mamustir (28-32).

Kan grubu bilinmeyen orneklerle yapilan testlerde
sonuglari yorumlamak zordur. Giinki elde edilen za-
yif pozitif agliitinasyonlarin materyalin nonsekretor
kaynaktan elde edilmesi, enfeksiyon kontaminasyonu
ya da yikama evresinde (kontroller negatif sonug ver-
se bile) islemin yetersizligi gibi sebeplerin hangisin-
den kaynaklandig: agiklanamaz. Burada kan grubu bi-
linen 6rneklerle calisildigindan sonuglan yorumlamak
daha kolay olmustur. Bu nedenle magdure ve siiphe-
lilerin kan gruplan ve sekretorlik durumlarinin belir-
lenerek calismaya baslanmasi daha uygundur. Reaksi-
yonlar tablolarda goriildugi gibi, genelde sekretor ki-
silerin Ornekleriyle daha kuvvetli, nonsekretor kisile-
rin 6rnekleriyle ise daha zayif olmaktadir.Kaynaklarda
aspermi veya azospermisi olan olgularda mukusa ve-
ya tere ait kan grubu reaksiyonlarinin elde edilebile-
cegi bildirilmektedir. Ancak yine de bu tip olgularda
semene ait farkli "marker"lar1 gosteren yontemlerin
(Prostatik asit fosfataz, Presipitin testi,Prostat spesifik
antijen-p30 gibi) uygulanmas: yerinde olacakur (2,3).
Tum tablolardaki kan grubu sonuclan degerlendirildi-
ginde absorbsiyon-elisyon testi ile Proteinaz K (-)
gruplarda hem vajen epitelinin hem de spermatozo-
anin kan grubu antijenik gérinimlerinin elde edildi-
gi ortaya ¢ikmaktadir. Proteinaz K tarafindan parcala-
nan ve yikamalarla ortamdan uzaklagtirilan vajen epi-
teli ile birlikte vajinal kan grubu substanslari da or-
tamdan uzaklastirilmakta ve reaksiyonlan etkileyeme-
mektedir. Boylece elde edilen reaksiyonlar sadece
spermatozoanin kan grubunu yansitmaktadir. Prote-
inaz K ile yapilan kan grubu ¢alismalarinda ; yuksek
miktarda (6rnegin % 0.4 mg. ve fazlas)) Proteinaz K
kullanildiginda veya uzun sure inktubasyon uygulan-
diginda (6rnegin 1 saat) spermatozoa baglarida parga-
landigindan kan gruplarina ait reaksiyon izleneme-
mekte ve semen kan grubu reaksiyonunun siddetinde
Proteinaz K'siz 6rneklere nazaran azalma ortaya cika-
bilmekte; bu durumlar disinda, Proteinaz K spremato-

.zoa kan grubu sonuglarini etkilememektedir. Absorb-

siyon-eliisyon yontemi yerine daha glvenilir yontem-
lerle birlikte Proteinaz K kullanimi daha yiiksek oran-

-da dogru sonuglar elde edilmesini saglayacaktr.
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