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OZET

Normospermik Ve Azospermik Semen Lekelerinin
Farkl Zaman Dilimlerinde Multispektral Adli Muayene Sistemi Ile
Farkh Kumas Tiplerinde Tespit Edilebilirligi

Amag: Cinsel saldir1 suglarinin adli sorusturulmasinda fail ile magdur arasindaki fiziksel
temasin ortaya konulmasi biiyiik 6l¢iide biyolojik delillerin dogru sekilde tespit edilmesine ve
yorumlanmasina baghdir. Bu baglamda tekstil ylizeyleri iizerindeki seminal lekelerin
goriintirliigii ve saptanabilirligi adli biyoloji agisindan 6nem tagimaktadir. Bu ¢calismada, beyaz
renkli farkli kumas tipleri lizerinde olusturulan normospermik ve azospermik seminal sivi
lekelerinin 450 nm dalga boyundaki mavi 11k altinda tespit edilebilirliginin degerlendirilmesi
amaclandi. Ayrica lekelerin zamana bagli parlaklik degisimleri ve yayilim alanlarinin
karsilastirilmasi hedeflendi.

Yéntem: Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Androloji Klinigi’ne basvuran ve semen
analizi i¢in drnek veren olgularin seminal s1v1 rnekleri kullanildi. Ornekler benzer kalinliktaki
beyaz renkli viskon, ipek, polyester, pamuk ve mikst kumaglara standart hacimde uygulanarak
9 farkli zaman diliminde multispektral adli muayene sistemi ile goriintiilendi. Goriintiilerde leke
alan1 ve floresans yogunlugu 6l¢timleri ImagelJ programi kullanilarak degerlendirildi.
Bulgular: Spermatozoa varliginin seminal leke alani lizerinde 4. saatten 6. aya kadar olan
zaman noktalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadigi saptandi. Her iki
grupta da leke alan1 degisimi anlamli bulunmadi. Parlaklik degerlerinin ise zamanla her iki
grupta anlamli bigimde arttig1 ve 6zellikle ileri zaman noktalarinda normospermik érneklerin
azospermik orneklere gore daha yiiksek parlaklik degerleri gosterdigi belirlendi. Kumas tiirleri
arasinda leke alan1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi.

Sonu¢: Mavi 151k altinda multispektral goriintiileme, beyaz kumaslar {izerindeki seminal
lekelerin tahribatsiz olarak degerlendirilmesinde etkili bir yontemdir. Spermatozoa varliginin
leke alani iizerinde belirleyici olmadigi, ancak floresan yogunlugu iizerinde daha belirgin
etkiler olusturdugu goriilmustiir. Kumas tipinin hem leke yayilimi1 hem de parlaklik diizeyi
tizerinde 6nemli etkisi oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: cinsel saldiri, seminal sivi, azospermi, normospermi, multispektral

goriintiileme, Forenscope, mavi 151k, adli biyoloji.



ABSTRACT

Detection of Normospermic and Azoospermic Semen Stains on Different Fabric Types
at Different Time Intervals Using a Multispectral Forensic Sexual Assault Examination
System
Objective: In forensic sexual assault investigations, establishing physical contact between the
perpetrator and the victim heavily relies on accurately detecting and interpreting biological
evidence. The visibility and detectability of seminal stains on textile surfaces are especially
important in forensic biology. This study aimed to assess the detectability of normospermic and
azoospermic seminal fluid (semen) stains on various types of white fabrics under blue light at
awavelength of 450 nm. Additionally, the study compared changes over time in stain brightness

and spread area.

Methods: Seminal fluid samples obtained from individuals who presented to the Andrology
Clinic, Department of Urology, Istanbul Faculty of Medicine, for semen analysis were used in
this study. The samples were applied in a standardized volume and similar thickness onto white
viscose, silk, polyester, cotton, and blended fabrics, and imaged at nine different times points.
Stain area and fluorescence intensity were measured using ImagelJ software.

Results: The presence of spermatozoa did not lead to a statistically significant difference in
seminal stain area at any time point between the 4th hour and the 6th month. Stain area change
was not statistically significant. Brightness values increased significantly over time in both
groups, and normospermic samples had higher brightness values than azoospermic samples,
especially at later time points. A statistically significant difference in stain area was observed
among different fabric types.

Conclusion: Multispectral imaging under blue light at 450 nm proved to be an effective non-
destructive method for evaluating seminal stains on white fabrics. While the presence of
spermatozoa was not a determining factor for stain area, it had a more pronounced effect on
brightness/fluorescence intensity. In addition, fabric type significantly influenced both stain
spread and brightness level. These findings suggest that multispectral imaging may contribute
to forensic practice in the detection and interpretation of seminal stains, particularly on low-
contrast textile surfaces in sexual assault cases.

Keywords: sexual assault, seminal fluid, azoospermia, normospermia, multispectral imaging,

Forenscope, blue light, forensic biology



I. GIRIS VE AMAC

Cinsel saldir1 suglarimin adli sorusturulmasinda, fail ile magdur arasindaki fiziksel
temasin ortaya konulmasi ve olayin ¢éziimlenmesi biiyiik 6l¢iide biyolojik delillerin giivenilir
bicimde tespit edilmesine, belgelenmesine ve yorumlanmasina baglhidir. Bu baglamda, olay
sirasinda magdurun veya siiphelinin iizerinde bulunan tekstil materyalleri; biyolojik sivilarin
transferi, tutulmasi ve ¢evresel faktorlere karst korunmasi agisindan kritik 6neme sahip birincil
delil kaynaklar1 olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte tekstil yiizeylerinin lif
kompozisyonu, dokuma veya drme yapisi, yiizey piirlizliiliigli ve absorpsiyon kapasitesi; semen
gibi viicut sivilarinin makroskopik olarak tespit edilmesini gili¢lestirmekte, bu durum klasik

gorsel inceleme yontemlerinin duyarliligini 6nemli 6l¢iide sinirlandirmaktadir (1).

Beyaz ve acik renkli tekstil {iriinleri, leke ile zemin arasindaki kontrastin minimal olmasi
nedeniyle biyolojik delil tespiti agisindan en problemli materyaller arasinda yer almaktadir(2).
Seminal s1vi kuruma siireci sonrasinda ¢ogu zaman seffaf ya da yar1 saydam bir film tabakasi
olusturarak zeminle biitiinlesmekte; bu nedenle geleneksel ¢iplak gozle inceleme yontemiyle
bu tiir lekelerin fark edilmesi ¢ogu olguda miimkiin olmamaktadir. Bu smnirlilik, adli
incelemelerde alternatif optik yontemlerin ve farkli dalga boylarinda 1sik uygulamalarinin

kullanimini zorunlu hale getirmistir(3).

Vanderberg ve ark. yaptigi ¢alismada belirli dalga boylarinda 1s1k uygulandiginda, ¢iplak
gbzle goriinmeyen biyolojik lekelerin karakteristik optik 6zellikler sergileyebildigi; 6zellikle
adli 1s1k kaynaklar1 (Alternate Light Sources, ALS) kullanilarak floresans temelli goriiniirliik
saglanabildigi bildirilmistir. Bu baglamda, 450 nm dalga boyundaki mavi 151g1n seminal sivinin
icerdigi belirli kimyasal bilesenler nedeniyle uyarict etki gostererek, uygun filtreleme

kosullarinda lekenin zemin dokusundan ayirt edilmesini sagladigi ifade edilmistir (4).

Adli 151k kaynaklar altinda goézlenen floresansin kaynagina iligkin literatiirlerde, bu
fenomenin spermatozoa varligindan ziyade seminal plazma igerigiyle iligkili oldugu
bildirilmistir. Seminal plazma igerisinde bulunan flavinler (Vitamin B2 metabolitleri), kolin
gibi protein dis1 bilesenlerin yani sira bakteriyel metabolik iiriinlerin (6zellikle Pseudomonas

tiirleri) floresans olusumunda rol oynadigi belirtilmistir (1). Spermatozoa varlifi veya



yoklugunun, semende bulunan floresan bilesiklerin mavi 1s1k altindaki floresans yanitina

etkisini dogrudan degerlendiren caligmalar literatiirde sinirh diizeydedir.

Cinsel saldir1 delili olan herhangi bir 6rnekte spermatozoa hiicresinin mikroskobik olarak
gosterilmesi incelenen materyaldeki viicut sivisinin semen oldugunun kanitlanmasinda altin
standart kabul edilir (5). Faillerin vazektomili olmas1 veya patolojik nedenlere bagl olarak
azospermi tablosu gdsterebilmesi, spermatozoa hiicresi i¢cermeyen seminal Orneklerin de

biyolojik delil olarak degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir.

Calismamizda kullanilan Forenscope Multispektral Adli Muayene Sistemi, farkli dalga
boylarinda 151k iiretimi ile secici filtreleme imkani saglayarak, biyolojik lekelerin optik
davraniglarinin ¢ok banth olarak degerlendirilmesine olanak tanimaktadir(6). Multispektral
yaklasim, leke ile zemin arasindaki kontrastin yalnizca renk farkliligina degil; ayn1 zamanda
dalga boyuna bagli yansima, absorbsiyon ve floresans dzelliklerine gore degerlendirilmesini
miimkiin kilmaktadir. Ozellikle mavi 151k spektrumu altinda gozlenen gériiniirliik artisi,
biyolojik lekelerin non-destriiktif olarak lokalize edilmesi agisindan adli uygulamalarda énemli

bir avantaj sunmaktadir (7).

Bu ¢alismanin amact; adli incelemelerde zemin rengi ile leke arasindaki diisiik kontrast
nedeniyle tespiti en gilic materyallerden biri olan beyaz renkli farkli tip kumaslar {izerinde,
kurudugunda ciplak gozle goriilemeyen semen lekelerinin Forenscope® Multispektral Adli
Muayene Sistemi kullanilarak 450 nm dalga boyu (mavi 1s1k) ve uygun filtreleme kosullari
altinda tespit edilebilirligini degerlendirmektir. Bu kapsamda, bes farkli beyaz kumas tiiri
tizerinde olusturulan normospermik ve azospermik semen lekelerinin mavi 1s1k altindaki
gorilintirliigii, zamana bagl parlaklik degisimleri ve leke alani1 6zelliklerinin karsilastirmali

olarak incelenmesi hedeflenmektedir.



II. GENEL BILGILER

A. Cinsel Siddetin Tanimi ve Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), cinsel siddeti; magdur ile fail arasindaki iliski, olay yeri
veya ortam fark etmeksizin, zor kullanilarak, tehditle veya kisinin rizasi olmaksizin
gerceklestirilen her tiirlii cinsel eylem, eylem girisimi, istenmeyen cinsel yorumlar veya ticari
amagcli cinsel istismar eylemleri olarak tanimlamaktadir. Kiiresel bir halk saglig1 sorunu ve agir
bir insan haklar1 ihlali olarak kabul edilen bu durum, giincel veriler 1s1g1nda endise verici
boyutlara ulasmistir. DSO'niin yayinladig: giincel kiiresel tahmin raporlarina gére; diinya
genelinde kadinlarin yaklagik %30'unun (her ii¢ kadindan birinin), yasamlar1 boyunca partner
siddetine veya partner disi cinsel siddete maruz kaldig: bildirilmektedir. Ancak cinsel saldirt
suclarinda, magdurlarin yasadig1 travma, toplumsal damgalanma korkusu ve adli siireglere
duyulan giivensizlik nedeniyle, resmi makamlara yansiyan vaka sayisinin gergek insidansin ¢ok

altinda kaldig1 ve bu durumun bir 'buzdagi' fenomeni olusturdugu bilinmektedir (8).

B. Cinsel Siddetin Tibbi Belgelendirilmesi

Cinsel saldirn olgularinda tibbi belgelendirme, yalnizca magdurun klinik
degerlendirilmesi agisindan degil, ayn1 zamanda adli siirecin bilimsel verilerle desteklenmesi
acisindan da temel 6neme sahiptir. Adli tibbi muayene kapsaminda dykii alma, yaralanmalarin
kaydi, uygun anatomik bolgelerden Ornek toplanmasi, biyolojik delillerin korunmasi ve
bunlarin laboratuvar incelemesine uygun sekilde aktarilmasi birlikte yiiriitiilmesi gereken
islemlerdir. Ozellikle cinsel saldir1 olgularinda adli tibbi muayenenin, viicut sivisi tanimlama
ve DNA incelemeleri icin gerekli biyolojik drneklerin elde edilmesini sagladigi; bu nedenle

olayin aydinlatilmasinda merkezi bir rol oynadig: bildirilmektedir(9,10).

T1bbi belgelendirmenin degeri, yalnizca delil toplamakla sinirh degildir; ayn1 zamanda
orneklerin uygun zamanda, dogru teknikle ve zincirleme koruma ilkelerine uygun bicimde
almmasini da igermektedir. Cinsel saldirt bagvurularinda temas ile drnekleme arasindaki
stirenin kisa oldugu durumlarda, saldirgana ait DNA’nin saptanma olasiliginin daha yiiksek
oldugu bildirilmis olup ayrica Ornek hazirlama ve yayma tekniginin spermatozoa
saptanabilirligini etkileyebildigi gosterilmistir. Bu nedenle standartlastirilmis ve dikkatli
yiriitiilen bir tibbi belgelendirme siireci, biyolojik delilin adli degerini dogrudan

etkilemektedir(10—-12).



C. Cinsel Siddet Olgularinda Biyolojik Delillerin Yeri

Cinsel saldir1 sorusturmalarinda biyolojik deliller, olayin biyolojik izlerini ortaya
koymalari, fail-magdur temasini desteklemeleri ve uygun durumlarda kimliklendirme
calismalarina olanak saglamalar1 nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir. Adli incelemelerde seminal
stvi, kan, tiikiiriik, vajinal siv1 ve epitel hiicreleri gibi drnekler olayin niteligine gore farkli
agirhikta delil degeri tasiyabilmektedir. Son yillardaki derlemelerde, 6zellikle cinsel saldiri
olgularinda seminal s1v1 ve vajinal s1vi analizinin hem viicut sivis1 tanimlamas1 hem de sonraki

DNA incelemeleri acisindan temel bir rol oynadig1 vurgulanmaktadir(13,14).

Bununla birlikte biyolojik delilin adli degeri, yalnizca 6rnegin varligina degil; dogru
bolgeden, uygun zamanda ve uygun yontemle elde edilmesine de baghdir. Adli tibbi
muayenede toplanan 6rneklerde pozitif semen testi ve kisa temas sonrasi bagvurunun erkek
DNA profili elde edilme olasiligini artirdig1; buna karsin semen negatif 6rneklerin bir kisminda
dahi erkek DNA’s1 saptanabildigi bildirilmistir. Bu bulgular, biyolojik delillerin cinsel saldir
olgularinda vazgecilmez oldugunu ancak degerlendirmelerinin c¢ok katmanli yapilmasi

gerektigini gdstermektedir(9,15).

D. Biyolojik Delillerin Siniflandiriimasi

Adli bilimlerde biyolojik deliller genel olarak kan, seminal sivi, tiikiiriik, vajinal sivi,
menstrual kan, idrar ve diger hiicresel materyaller gibi canli kokenli 6rnekler olarak ele
alimmaktadir (13). Giincel adli derlemelerde bu 6rneklerin, olayin tiiriine gore hem viicut sivisi
tanimlamas1 hem de kaynagin belirlenmesi amaciyla incelendigi; 6zellikle cinsel suglarda
seminal s1v1, vajinal s1v1 ve tiikiiriigiin 6n plana ¢iktig1 belirtilmektedir. Bu siniflandirma, hangi
ornege hangi On testin, dogrulama testinin ya da molekiiler yontemin uygulanacagini belirlemek

acisindan iglevseldir(16).

Biyolojik deliller, yalnizca 6rnek tiiriine gore degil, ayn1 zamanda hiicresel iceriklerine
gore de degerlendirilebilir. Hiicre iceren dérnekler DNA profillemesi agisindan daha dogrudan
deger tasirken, hiicresel olmayan veya diisiikk hiicre icerikli biyolojik sivilar kimyasal,
immiinolojik ve spektroskopik yontemlerle tanimlanabilmektedir. Bu nedenle biyolojik
delillerin siiflandirilmasi, laboratuvar siirecinin planlanmasi ve sonucun dogru yorumlanmasi

agisindan temel bir basamaktir (17).



E. Cinsel Saldir1 Olgularinda Seminal S1vi Varhigmin Onemi

Seminal s1v1 ve spermatozoa varliginin gosterilmesi, cinsel saldir1 olgularinda en kritik
biyolojik delil basliklarindan biridir. Adli literatiirde seminal siv1 tespiti, iddia edilen cinsel
temasin biyolojik olarak desteklenmesinde temel bulgu olarak kabul edilmekte; spermatozoanin
gosterilmesi ise hem semen varligini dogrulayan hem de uygun kosullarda failin
kimliklendirilmesine katki saglayan yiiksek degerli bir bulgu olarak degerlendirilmektedir(18).
Ancak her olguda spermatozoa saptanmasi miimkiin degildir. Spermatozoa bulunmayan ya da
diisiik diizeyde bulunan orneklerde, Prostat Spesifik Antijen ve Semenogelin gibi seminal
biyobelirteglerin incelemeye katki saglayabildigi gosterilmistir(14). Ayrica seminal sivi negatif
orneklerin bir kisminda erkek DNA’s1 saptanabilmesi, yalnizca mikroskobik spermatozoa
varligina odaklanmanin bazi olgularda yetersiz kalabilecegini gostermektedir (19). Bu nedenle
seminal sivinin hem hiicresel bilesenleri hem de hiicresel olmayan fraksiyonu adli

degerlendirmede birlikte ele alinmalidir.

Spermatozoa saptanabilirligi zamanla azaldigindan, uygun Ornekleme bdlgesinin ve
zamanlamanin bilinmesi de onemlidir. Prospektif bir calismada, spermatozoanin en yiiksek
oranda posterior forniksten saptandig1, spermatozoa sayisinin zamanla anlamli bicimde azaldig1
ve ayrica dis genital bolgeden alinan siiriintii 6rneklerinde de gosterilebildigi bildirilmistir(18).
Bu veriler, seminal sivi ve spermatozoa arastirmasinin standart, dikkatli ve ¢ok yonlii bir

yaklagim gerektirdigini gostermektedir.

F. Seminal Sivinin Biyolojisi, Bilesimi ve Siniflandiriimasi

Seminal s1v1, yapisal ve fonksiyonel agidan karmasik bir biyolojik s1v1 olup hiicresel yap1
ve s1v1 kisim olmak iizere iki temel bilesenden olusmaktadir. Hiicresel bileseni, genetik bilgiyi
tasiyan ve ilireme fonksiyonunda gorev alan spermatozoalardan meydana gelir (Sekil 1).
Spermatozoalar morfolojik 6zelliklerine gore bas, orta kisim ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana
boliimde incelenir. Bas kismi, genetik materyali olusturan kromozomlar1 igeren niikleusu ve
fertilizasyon siirecinde rol oynayan enzimleri barindiran akrozomu kapsar. Orta kisim (gévde),
spermatozoanin hareketi i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda goérevli yogun mitokondri igerigi
ile karakterizedir. Kuyruk bolgesi ise flagellum yapist sayesinde spermatozoanin ileri yonlii
hareketini miimkiin kilan temel yapisal unsurdur. Bu morfolojik organizasyon, spermatozoanin
fertilizasyon yetenegini ve biyolojik islevselligini dogrudan belirleyen temel ozellikleri

yansitmaktadir(20).



Kuyle Spermin yapisi

Sekil 1. Sperm Hiicresinin Anatomisi (21)

Ejakiilasyon sirasinda disar1 atilan bu sivinin hacimsel olarak yalnizca %2-5’lik kismi
testislerden kdken alan sperm hiicrelerinden olusurken, geri kalan biiyiik ¢ogunlugu yardimcei

cinsiyet bezlerinin salgilarindan meydana gelir (Sekil 2).

Semen Bilesenlerinin Kaynaga Goére Dagilimi

Bulbouretral (Cowper) bezleri

Testis ve epididimis

Prostat sivisi

Notlar:

* Seminal vezikil sivisi: Flavinler (flioresansin ana kaynaklarindan)
* Prostat sivisi: PSA, asit fosfataz, p30

« Testis/epididimis: Spermatozoa (hlcresel kisim)

* Cowper bezleri: Mukus

Seminal vezikil sivisi

Sekil 2. Seminal Sivi Bilesenlerinin Kaynaga Gore Dagilimi (Sekil yazar tarafindan

olusturulmustur)



Erkek iirogenital sistemi farkli salgilari tireten farkli glandiiler yapilara sahiptir (Sekil 3)
ve salgilarin yaklasik %60-70°1 seminal vezikiillerden (fruktoz, flavinler ve pihtilasma
proteinleri), %20-30’u prostat bezinden (asit fosfataz, prostat spesifik antijen ve c¢inko),
yaklasik %5°1 ise bulboiiretral bezlerden salinan mukustan kaynaklanmaktadir(22). Dolayistyla
biyolojik bir delil olarak seminal siv1, sadece lireme hiicrelerinden ibaret olmayip, zengin bir

biyokimyasal karigimdir.

L

Sigmoid Kolon

Mesane

Pubis Rektum
Lig: um Susp um Seminal Vezikiil
Puboprostatik Li ] Ejakiilatér Kanal
Perineal Membran
Eksternal Uretral Sfinkter
Penis

Prostat Bezi

Cowper Bezi

Aniis

Korpus Kavernozum
Vas Deferens

Glans Penis Epididi
Prepiis (siinnet derisi) Testis
Uretral

Agiklik Skrotum

Sekil 3. Erkek Urogenital Sistemi(23)

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) yayimladig1 en giincel kilavuza gore semen analizinde
kullanilan parametreler yeniden tanimlanmistir. Buna gore ejakiilatta mililitre basina >16
milyon spermatozoa hiicresi bulunmasi alt referans sinir1 olarak kabul edilmekte ve bu durum
normospermi seklinde tanimlanmaktadir. Buna karsilik, santrifiij sonrasi elde edilen peletin
mikroskobik incelemesinde hi¢ spermatozoa hiicresine rastlanmamasi durumu azospermi
olarak degerlendirilmektedir(24). Ozellikle vazektomi (vas deferens ligasyonu) uygulanmis
bireylerde veya obstriiktif patolojilerde goriilen azospermi olgularinda, testis kaynakli
spermatozoa hiicrelerinin ejakiilata gecisi engellenmis olmasina ragmen, ejakiilatin hacmini ve
biyokimyasal 6zelliklerini belirleyen seminal vezikiil ve prostat bezlerine ait salgilarin liretimi
devam etmektedir. Bu nedenle vazektomi sonrasi elde edilen semen Ornekleri spermatozoa
icermese dahi fruktoz, flavinler ve prostat kaynakli proteinler gibi seminal plazma bilesenlerini
korumaktadir. S6z konusu 6zellikler, bu tiir semen O6rneklerinin adli incelemelerde hiicresel
unsurlardan  bagimsiz olarak biyokimyasal delil niteligini siirdirmesine olanak
saglamaktadir(20) .

G. Seminal Siv1 Lekelerine Yonelik Yapilan Testler

Olay yerinde Orneklerin incelenmesinde hangi yontemin hangi sirayla kullanilacagin

belirlemek i¢in bu yontemlerin ¢aligma prensiplerini anlamak biiylik 6nem arz etmektedir.
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a) Asit Fosfataz Testi

Asit Fosfataz (AP), prostat bezi epiteli tarafindan sentezlenen ve seminal plazmada diger
viicut s1vilarina kiyasla son derece yliksek konsantrasyonlarda (kanda bulundugundan ortalama
400 kat daha fazla) bulunan bir glikoproteindir(25). Bu enzimin semendeki yogunlugu, onu adli
serolojide stiipheli lekelerin taranmasinda kullanilan birincil biyokimyasal belirte¢ haline
getirmistir. Testin temel prensibi kolorimetrik (renk degisimine dayali) bir reaksiyondur;
siipheli leke ilizerine damlatilan kimyasal ayiragtaki substrat (genellikle sodyum alfa-naftil
fosfat), ortamda asit fosfataz enzimi varsa hidrolize ugrar. A¢iga ¢ikan naftol, bir diazo boyasi
(6rnegin Fast Blue B tuzu) ile birleserek saniyeler icinde parlak mor/pembe renkli bir kompleks
olusturur. Reaksiyonun hizi ve renk siddeti, ortamdaki enzim yogunluguyla, dolayisiyla
semenin varligiyla dogru orantilidir. Her ne kadar AP testi, yiiksek duyarlilig1 ve olay yerinde
hizli uygulanabilirligi nedeniyle yaygin kullanilsa da adli bilimlerde 6n tarama testi olarak
siiflandirilmaktadir. Bunun temel nedeni, asit fosfataz aktivitesinin sadece semene 0zgii
olmamasidir. Ergenlik sonras1 donemde vajinal sekresyonlarda, bazi bitkisel materyallerde
(karnabahar, mantar vb.) ve bakteriyel kaynaklarda da diisiik seviyelerde AP aktivitesi
goriilebilmekte, bu durum yalanci pozitif sonug riskini dogurmaktadir(26). Ote yandan, AP testi
spermatozoa hiicresine degil, prostat sivisindaki enzime dayandig i¢in, ¢aligmamizin odak
noktasi olan azospermik (spermatozoa i¢cermeyen) ve vazektomili bireylerin 6rneklerinde de
pozitif sonu¢ vermektedir. Ancak enzimin protein yapisinda olmasi nedeniyle zamanla, 1s1yla
veya nemle bozulma olabilmesi, eski lekelerde testin giivenilirligini azaltan onemli bir

faktordiir(16).

b) Prostat Spesifik Antijen (PSA/p30) ve immiinokromatografik Testler

Prostat Spesifik Antijen (PSA), diger adiyla p30, prostat bezinin asiner epitel hiicreleri
tarafindan sentezlenen ve seminal plazmada yogun olarak bulunan (0.5 — 3.0 mg/mL) bir
glikoproteindir(27). Adli biyoloji laboratuvarlarinda, asit fosfataz gibi tarama testlerinden
pozitif sonug alinan siipheli lekelerin, insan semeni i¢erdigini kesin olarak kanitlamak amaciyla
dogrulama testi olarak kullanilir. Glinlimiizde bu amagla en yaygin kullanilan yontem, gebelik
testlerine benzer bir prensiple ¢alisan immiinokromatografik kartus testleridir. Bu yontemde;
leke ekstrakte edildikten sonra test kasetine damlatilir. Eger 6rnekte PSA antijeni varsa, kaset
icindeki mobil monoklonal antikorlarla birleserek bir kompleks olusturur ve test (T) bolgesinde
gbzle goriiliir bir renk bandi meydana getirir. Bu bandin olusumu, lekenin kesinlikle semen

oldugunu dogrular (28). PSA testinin adli incelemelerdeki en biiyiik avantaji, hedef molekiiliin
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spermatozoa hiicresi degil, seminal plazma igerisinde ¢Oziinmiis bir protein olmasidir. Bu
Ozellik, testin azospermik (sperm i¢cermeyen) veya vazektomi operasyonu gegirmis bireylerden
kaynaklanan lekelerde de giivenle kullanilabilmesini saglar. Yapilan ¢aligmalar, PSA testlerinin
cok eski (30 yila kadar) kurumus lekelerde dahi pozitif sonug¢ verebildigini gostermistir(29).
Ancak bu yontemin dezavantaji, lekenin bulundugu kumastan kiiclik bir parganin kesilmesini
(destriiktif yontem) ve suda ¢ozdiriilmesini gerektirmesidir. Ayrica, ¢ok yiiksek yogunluktaki
taze semen lekelerinde, asir1 antijen yliklemesi nedeniyle testin yanlislikla negatif sonug verdigi
'High Dose Hook Effect' (Yiiksek Doz Kanca Etkisi) goriilebilmektedir. Bu durum, antikorlarin
asir1 antijenle doygunluga ulagmasi sonucu bant olusumunun engellenmesinden kaynaklanir ve

ornegin seyreltilerek tekrar calisilmasini gerektirir (30).

¢) Mikroskobik Inceleme

Adli serolojide bir lekenin semen oldugunu kanitlamanin en kesin ve tartismasiz yolu,
spermatozoa hiicrelerinin mikroskop altinda morfolojik olarak tanimlanmasidir. Bu islem,
genellikle 'Christmas Tree' (Noel Agaci) boyama yontemi kullanilarak gergeklestirilir. Bu
teknikte kullanilan Niikleer Fast Red boyasi, spermatozoa baslarini (¢ekirdek) kirmizi/pembe
renge boyarken; Pikroindigokarmine boyas: kuyruk ve boyun kisimlarini yesil/mavi renge
boyar. Mikroskobik incelemede kirmizi bas ve yesil kuyruk yapisinin bir arada goriilmesi,
baska hicbir biyolojik materyalle karistirllamayacak kadar spesifik bir goriintii olusturur. Bu
nedenle sitolojik inceleme, failin DNA kaynagin1 dogrudan gdstermesi agisindan adli tipta
'Altin Standart' (Gold Standard) olarak kabul edilmektedir(5). Ancak mikroskobik incelemenin
delil degeri, tamamen ejakiilatin hiicresel igerigine bagimlidir. Vazektomi operasyonu gegirmis
bireylerde veya testis patolojilerine bagli azospermi vakalarinda, ejakiilat igerisinde
spermatozoa hiicresi bulunmaz. Bu tiir durumlarda, olay yerindeki leke aslinda biyokimyasal
olarak semendir ancak mikroskop altinda hiicre goriilemedigi i¢in sonug negatif veya tespit
edilemedi olarak raporlanabilir. Bu kisitllik, spermatozoa hiicresi igermeyen ancak DNA
profili elde edilebilecek epitel hiicreleri barindiran lekelerin gézden kagmasina neden olabilir.
Dolayisiyla azospermik vakalarda mikroskopi yetersiz kalmakta ve lekenin tespiti i¢in kimyasal

testlere veya optik yontemlere (Adli Isik Kaynaklari) ihtiya¢ duyulmaktadir (1).

d) Kumas Uzerindeki Lekelerde DNA Izolasyonu, Genetik Analiz ve Kumaslardan
Biyolojik Materyalin Toplanmasi
Adli 151k kaynaklar1 veya kimyasal testlerle yeri tespit edilen semen lekelerinin genetik

analize tabi tutulabilmesi i¢in Oncelikle kumas yiizeyinden laboratuvar ortamina aktarilmasi
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gerekir. Kumagin emiciligi, dokuma siklig1 ve iplik tiirii, spermatozoa hiicrelerinin liflerin
derinliklerine ne kadar hapsolacagini belirler. Literatiirde en yaygin kullanilan 6rnek alma
yontemleri sunlardir:

e Kesme: Lekenin bulundugu kumas bolgesinin steril bir bistiiri veya makas ile kesilerek
dogrudan tlipe alinmasidir. En yliksek DNA verimini saglayan yontemdir(31).

e Swab ile Alma: Lekenin steril su veya tampon ¢ozelti ile 1slatilmis pamuk ¢ubuklarla
yilizeyden silinmesidir. Kumasin biitlinliigliniin korunmas1 gereken durumlarda tercih edilir.

e Bant ile Kaldirma: Ozellikle lifli ve piiriizlii yiizeylerdeki (6rn: kadife, polar) yiizeysel
hiicresel materyali toplamak icin kullanilir(32).

Semen lekelerinin DNA analizindeki en kritik asama, spermatozoa hiicrelerinin magdura
ait vajinal epitel hiicreleri vb. diger hiicrelerden ayristirilmasidir. Kumas iizerindeki lekeler
genellikle karisim halindedir. Bu ayrimi saglamak icin 1985 yilinda Gill ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen "Diferansiyel Ekstraksiyon" yontemi altin standart olarak
kullanilmaktadir (33). Bu yontemin prensibi, spermatozoa hiicresinin bas kismindaki yogun
distilfit baglarinin (protaminler), diger viicut hiicrelerine gore kimyasallara ¢ok daha direngli
olmasidir. Kumas 6rnegi, Proteinaz K ve deterjan (SDS) i¢eren bir tamponla muamele edilir.
Bu islem epitelyal hiicreleri patlatir ve DNA'larin1 agiga ¢ikarir, ancak spermatozoa ¢ekirdegi
saglam kalir. Santrifiij yapilarak epitelyal DNA iist siviya (slipernatant), saglam spermatozoalar
ise dibe (pelet) coktiriiliir. Elde edilen spermatozoa peleti, disiilfit baglarin1 kirmak igin
Dithiothreitol (DTT) adi verilen giiglii bir kimyasal ile muamele edilerek spermatozoa DNA's1
izole edilir (32). Izole edilen DNA'nin miktar tayini (Real-Time PCR / Quantifiler) yapildiktan
sonra, kimliklendirme i¢in kisa tekrar dizileri (STR - Short Tandem Repeats) analizi

uygulanir(31).

Adli genetikte kullanilan ticari kitler otozomal STR bolgelerini ¢ogaltarak kisiye 6zgii
DNA profili olugturulmasini saglar(34). Spermatozoa hiicresi igermeyen Azospermik semen
lekelerinde ise, spermatozoa DNA's1 bulunmadigi i¢in STR profili elde edilemez. Ancak, bu
lekelerde seminal plazmadan kaynakli eser miktarda epitel hiicresi veya lokosit bulunmasi
durumunda, diisik kopya sayili (LCN) DNA analizi denenebilir, fakat basar1 sansi
dustiktiir(35).

Kumagslar, sadece biyolojik materyali tagiyan pasif bir zemin degildir; ayn1 zamanda
igerdigi kimyasallarla DNA analizini engelleyebilen (inhibitor) bir yapida olabilir. Ozellikle

kot (denim) kumaslarinda bulunan indigo boyasi, deri (deri ceket vb.) iirlinlerinde bulunan
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tanenler ve sentetik kumaslardaki bazi bitim iglemleri (apreler), PCR reaksiyonunda gorevli
Taq polimeraz enzimini bloke ederek analizin basarisiz olmasina neden olabilir. Bu nedenle,
kumasgtan alinan 6rneklerde manyetik boncuk teknolojisi gibi inhibitdrleri uzaklastiran ileri

saflastirma yontemlerinin kullanilmasi elzemdir (36).

H. Adli Isik Kaynaklarinin Kullanimi ve Calisma Prensibi

a) Isigin Ozellikleri
Isik, uzayda dalga hareketi seklinde yayilir. Bu dalga hareketi nedeniyle her 151k kaynagi; dalga
boyu (wavelength), frekans (frequency) ve hiz (speed) olmak iizere li¢ temel degisken ile
tanimlanir. Bu ii¢ degisken asagidaki esitlik ile birbirleriyle iliskilidir: A.v=c

Bu esitlikte “c”, 151811 hizin1 (m/s) ifade etmektedir ve ayni ortam igerisinde 6l¢iildiigiinde
sabit bir degere sahiptir. Ornegin, vakum ortaminda &lgiilen herhangi bir 151k kaynagmnin hizi
her zaman aynidir. “A”, dalga boyunu (m) temsil eder ve ardisik iki dalga tepesi arasindaki
mesafeyi ifade eder. “v” ise frekans olup, birim zamanda meydana gelen dalga tepesi sayisini

(cycle/s) tamimlar. Dalga boyu ile frekans arasinda ters orantili bir iligki bulunmaktadir(37).

b) Elektromanyetik Spektrum

Her bir 151k tiirti, sahip oldugu dalga boyuna gore siniflandirilmaktadir. Elektromanyetik
spektrumun tamami (elektromanyetik radyasyonun tiim frekans aralig1), X-1simnlarindan (1-200
nm) baslayarak 1s1 enerjisine (2.000-12.000 nm) kadar uzanan genis bir aralig1
kapsamaktadir(Sekil 4). Gorliniir 151k ise yaklasik 400-700 nm dalga boyu araliginda yer

almakta olup, elektromanyetik spektrumun yalnizca kiiciik bir boliimiinii olugturmaktadir(38)

Elektromanyetik Spektrumun Sematik Gosterimi

Frekans (v) artar -

Radyo . Kizilotesi Gordnur Morotesi X Gama
dalgalan SLGEEELER (IR) A (UV) isinlar isinlan

Dalga boyu (A) azalir -

10°m 1m 10°m 10m 10°m 102 m
(1 mm) (1 um) (1 nm)
Dalga boyu (A) — logaritmik 6lgek

Sekil 4. Elektromanyetik Spektrum (Sekil yazar tarafindan olusturulmustur)
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Bir 151k kaynagi bir yiizeye yonlendirildiginde, yilizey ile 1sik arasindaki etkilesim
sonucunda ortaya c¢ikan elektromanyetik radyasyon temel olarak dort farkli siiregle
aciklanabilir: yansima (reflection), iletim (transmission), sogurulma (absorption) ve daha uzun
dalga boyunda yeniden 151k yayimi (emission). Yansima, 151g1n yiizeyden geri sagilmasi sonucu
meydana gelmekte olup, gozlemci tarafindan algilanan renk biiyiik 6l¢iide yansiyan 1s181n dalga
boyuna baglidir. Bir ylizeyin belirli bir renkte algilanmasi, diger dalga boylarinin sogurulmasi
ve yalnizca ilgili dalga boyunun yansitilmasi ile iligkilidir. Bu baglamda, beyaz renkli yiizeyler
goriinlir spektrumun tamamina yakinini yansitirken, siyah ylizeyler 1s1gin biiyiik boliimiinii

sogurarak minimum yansima gostermektedir(39).

[letim, 151k 151nlarmin cisim igerisinden ge¢mesi durumunda meydana gelir ve bu durum
genellikle cismin saydam ya da yar1 saydam (transparan veya transliisan) ozellikte olmasi
halinde gozlenir. Isik yayimi (emisyon) ise, 151k 1sinlarinin bir dalga boyundan daha uzun bir
dalga boyuna doniistiiriilmesiyle gergeklesir. Bu doniisiim sonucunda olusan 1s1k, floresans
olarak tanimlanir. Floresans olgusu, cisim aktif bir 151k kaynagina maruz kaldig siirece
kesintisiz olarak meydana gelebilmektedir(40). Floresans olusumundan sorumlu olan kimyasal
bilesikler floroforlar olarak adlandirilmaktadir. Floroforlar, kimyasal yapilar1 ve polaritelerine
bagli olarak radyasyonu sogurabilmekte ve daha wuzun bir dalga boyunda 151k
yayabilmektedir(41). Ortamdaki floroforlar, 151k kaynaginin sogurulmasiyla uyarilmakta
(excitation) ve bu uyarilmis halin ardindan, baslangictaki temel enerji diizeylerine geri
donerken sogurduklar1 fazla enerjiyi daha uzun dalga boyunda 151k olarak aciga ¢ikarmaktadir.
Floroforun uyarilmis halde sahip oldugu titresimsel enerjiyi kaybetmesiyle birlikte, floresans
emisyonu gozlenmektedir. Uyarim dalga boyu tepe noktasi ile emisyon dalga boyu tepe noktasi
arasindaki fark Stokes kaymasi olarak tanimlanmaktadir (42). Floresans emisyonu, her zaman

uyarici 1518a kiyasla daha uzun bir dalga boyunda meydana gelmektedir.

Yayilan floresans 1s181nin siddeti, gelen uyarici 1s18a gore gérece daha zayif oldugundan,
floresansin gbézlemlenebilmesi, ancak uyarici 15181 engellendigi bariyer filtreler araciligiyla
miimkiin olmaktadir. Floroforlar, birden fazla dalga boyu ile uyarilabilmekte ve kullanilan
uyarim 1s18inin dalga boyuna bagl olarak farkli floresans 6zellikleri sergileyebilmektedir(4)
(43). Bu kapsamda olay yeri inceleme personeli, alternatif 1s1k kaynaklar1 (ALS) araciliiyla
belirli dalga boylarinda aydinlatma yapabilmekte; farkli renk ve yogunlukta bariyer filtrelerin
birlikte kullanimiyla ¢ok sayida 1sik—filtre kombinasyonu olusturarak potansiyel delil

niteligindeki materyallerin tespitine katki saglayabilmektedir.
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¢) Ultraviyole Isik

Ultraviyole (Ultraviolet, UV) 151k, goriiniir 1518a kiyasla daha kisa dalga boyuna sahip
olup herhangi bir renk bilgisi icermemektedir. UV 1sikla gerceklestirilen aydinlatma, biyolojik
materyallerde floresans ve fosforesans olusumunu tetikleyebilme 6zelligine sahiptir (44) Kisa
dalga UV 15181 (shortwave UV; 180-254 nm), 6zellikle gece goriis 6zellikli optik sistemlerle
birlikte kullanilarak, islem gérmemis latent parmak izlerinin video goriintiilleme sistemleri
aracilifiyla tespit edilmesinde kullanilmaktadir. Uzun dalga UV 15181 (longwave UV; 365415
nm) ise kan lekelerinin saptanmasinda etkin bir dalga boyu aralig1 olarak rapor edilmistir(45).

Springer ve arkadaglari, UV 151k kaynagi kullanimiyla benzer renkteki bir zemin iizerinde

bulunan hem renkli hem de renksiz lekelerin kolaylikla ayirt edilebildigini bildirmistir(46).

Bununla birlikte, UV 1s181in diger alternatif 151k kaynaklarina kiyasla en Onemli
dezavantaji, yiiksek enerji diizeyine sahip olmasidir. Ozellikle kisa dalga UV radyasyonu,
kimyasal baglarin kirilmasina ve biyolojik lekelerde bulunan DNA’nin zarar gérmesine yol
acabilmektedir. Uzun siire UV radyasyonuna maruz kalan biyolojik lekelerin zamanla

bozulabildigi ve floresans 6zelliklerini kaybedebildigi bildirilmektedir(44).

Santucci ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir calismada, uzun dalga UV 151k
kaynagi olan Wood lambasinin (Wood’s lamp, WL; 320400 nm), beyaz ve siyah pamuklu
kumaglar iizerindeki semen lekelerinin tespitinde yetersiz kaldig1 gosterilmistir(47). Calismada
incelenen semen drneklerinin, 1slak ya da kuru olmalarina bakilmaksizin herhangi bir floresans
olusturmadigi rapor edilmistir. Ayrica Wood lambasinin, diger viicut sivilariyla test edildiginde
0zgilliigliniin diisiik oldugu ve merhem ile kremler gibi maddelerde yalanci pozitif sonuglara
neden oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada, 450 nm dalga boyuna sahip bir alternatif 151k
kaynagi olan Bluemaxx BM500 sisteminin, beyaz pamuklu kumaslar tizerindeki tiim semen

lekelerinin tespitinde pozitif sonug verdigi bildirilmistir(44).

Bu bulgular, semen lekelerinin tespitinde UV 1s181n sinirliliklarini ve goriiniir-mavi dalga

boylarina sahip alternatif 151k kaynaklarinin 6nemini ortaya koymaktadir.

d) Renk Bariyer Filtreleri
Biyolojik lekelerde olusan floresans emisyonunun gorsellestirilebilmesi, renk bariyer

filtreleri kullanilmaksizin miimkiin degildir. Uyaric1 151k, bir ylizey lizerine yonlendirildiginde
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151811 yalnizca bir boliimii ylizeyde bulunan floroforlar tarafindan sogurulmakta; sogurulmayan
151k ise dalga boyu degismeden yansitilmaktadir(48). Renk ve yogunluk bakimindan farklilik
gosteren bariyer filtreler, bu yansiyan uyarici 15181 bloke ederek, yalnizca daha uzun dalga

boyunda yayilan floresans 151g1n algilanmasini saglamaktadir (Sekil 5).

GOz /| Dedektor

o _. —.
Isik kaynagi Uyarici Bariyer
(uyarici 151k) ' filtre filtre ’
| e———

Uyarim i1si1
(kisa dalga bo

Flioresans isigi

) (uzun dalga boyu)

Ornek / Leke

Sekil 5: Isigin Uyarici ve Bariyer Filtre ile Yayilimi (Sekil yazar tarafindan olusturulmustur.)

Uygun bariyer filtrenin kullanilmasi, alternatif 151k kaynagindan (Alternate Light Source,
ALS) gelen uyarict 15181n engellenmesini saglayarak, yayilan floresans 1s181n goriiniirliigiini
belirgin bicimde artirmaktadir. Buna karsilik, dalga boyu ile bariyer filtre seciminin hatali

yapilmasi durumunda, floresans sinyali maskelenebilmekte ve leke tespit edilememektedir(49).

Gardner’a gore, insan derisi tizerindeki 1sirik izleri ve ekimozlarin arastirilmasinda sar1
bariyer filtre ile kullanilan mor 151k (415-485 nm) en etkili kombinasyonlardan biridir. Mavi
151k (455-520 nm) ile yapilan aydinlatmanin ise ¢ogu biyolojik sivi, lif ve kilin floresans
gostermesine neden oldugu, bu floresansin turuncu bariyer filtre kullanilarak gozlemlenebildigi
bildirilmektedir. Ayrica turuncu/kirmizi 1sik (570-700 nm) ile kirmizi bariyer filtre
kullaniminin, delil niteligindeki nesneler iizerinde bulunan miirekkep izlerinin

goriintiilenmesinde etkili oldugu belirtilmektedir (50).

Hooker ve arkadaglar1 tarafindan gercgeklestirilen bir c¢alismada, spektrofotometre

kullaniminin, uygun renk bariyer filtrenin se¢imini optimize edebilecegi sonucuna varilmistir.
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Leke ile zemin arasindaki kontrastin yetersiz oldugu durumlarda, daha yiiksek kontrast
saglayan bir interferans filtrenin tercih edilmesiyle ek detaylarin elde edilebilecegi
bildirilmistir(51). Bu yaklasim, 6zellikle beyaz ve agik renkli kumaslar iizerinde diisiik
kontrastl semen lekelerinin multispektral sistemler yardimiyla daha etkin bi¢imde

belgelenmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

e) Substratin Floresans Uzerindeki EtKkisi

Biyolojik materyallerin depolandigi substratin 6zellikleri, lekenin goriiniirliiglinii
potansiyel olarak maskeleyebilmektedir. Fiedler ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen bir
aragtirmada, taginabilir adli 151k kaynagi Lumatec Superlight 400 kullanilarak, genis bir dalga
boyu spektrumu altinda giysiler {izerindeki semen ve tiikiiriik lekeleri incelenmistir. Calismada,
semen ve tiikiirik miktarinin, leke 1slak oldugu siirece goriiniir oldugu bildirilmistir(52).
Bununla birlikte, floresans tespitini etkileyen en énemli faktoriin kumas rengi oldugu; koyu
renkli kumaglarin 15181 absorbe ederek biyolojik materyalin tespit edilme olasiligini azalttig
vurgulanmigtir. Saf siyah kumasglar iizerinde bulunan lekelerin, 320-700 nm araligindaki
uyarim dalga boylarinda goriiniir olmadig1 rapor edilmistir. Buna karsin, ¢aligmada test edilen
kumays tiirlerinin (pamuk, polyester, poliamid ve spandeks) floresans iizerinde belirgin bir etki

olusturmadig belirtilmistir.

Seidel ve arkadaslari, 320—700 nm araliginda ¢alisan bir civa ark lambas1 (mercury-arc
lamp) kullanarak, sirli seramik, cam, PVC, ahsap, metal, tas, laminant, hali ve pamuk gibi farkli
ylizeyler iizerinde seri seyreltilmis semen Orneklerinin tespit edilebilirligini aragtirmistir.
Calisma sonucunda, 415 nm dalga boyundaki mor 151k ve turuncu bariyer filtre kombinasyonu
altinda semen lekelerinin sari-yesil tonlarinda floresans olusturdugu belirlenmistir. Semen
lekelerinin laminant yiizeyinde 1:100 seyreltmeye kadar gézlemlenebildigi; diger yiizeylerde

ise 1:10 seyreltmenin 6tesinde goriiniir bir floresans tespit edilemedigi bildirilmistir(53).

f)  Floresan Parlaticilar
Floresan parlaticilar; deterjanlar, yumusaticilar, sabunlar, tekstil {iriinleri ve dis macunlari
gibi bir¢ok giinliik tirlinde yaygin olarak bulunan bilesenlerdir. Yaygin deterjanlarla tekrar
tekrar yikanan kumaslarda, zaman igerisinde tespit edilebilir diizeyde floresan parlatici birikimi
meydana gelmektedir (54). UV 1sik varliginda floresan parlaticilar iki temel siirece

ugramaktadir: fotodegradasyon ve fotoizomerizasyon. Fotodegradasyon, bir molekiiliin foton
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etkisiyle daha diisiik molekiil agirlikli pargalara ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir ve bu siireg

floresan parlaticinin floresans 6zelligini kaybetmesine neden olmaktadir(55).

Fotoizomerizasyon ise fotodegradasyonun bir tiirii olup, cis ve trans izomerlerinin
olusumuyla karakterizedir. Cis izomeri floresans iiretmezken, trans izomeri aydinlatmadan
sonra birkag saniye boyunca goriiniir bir floresans sergilemekte ve zamanla soniimlenmektedir.
Alternatif 151k kaynaklar1 (ALS), daha uzun dalga boylar1 ve daha diisiik enerji seviyeleri
nedeniyle fotodegradasyon olusturmamaktadir. Bu nedenle, UV disindaki 151k kaynaklar
kullanilarak yapilan floresans incelemelerinde, floresan parlaticilardan kaynaklanan sinyallerin

dikkate alinmas1 gerekmektedir(54).

g) Yikamanmn Etkisi
Kobus ve arkadaslar1 yikamanin semen lekelerinin floresans siddeti iizerindeki etkisini
incelemistir. Calisma sonuglari, eski semen lekelerinin, yikama sonrasinda daha yeni lekelerle
karsilastirildiginda daha giiglii floresans gosterebilecegini ortaya koymustur. Bu durumun olasi
aciklamasi, semen icerisindeki floresan bilesenlerin zamanla uzaklastirilmaya karsi daha
direncli hale gelmesidir. Ayni1 kumaglar, asit fosfataz (AP) reaktifi kullanilarak da test
edilmistir. Yikama sonrasinda zayif floresans gdsteren semen lekelerinin AP testi acisindan

negatif sonug verdigi bildirilmistir(56).

Buna karsilik, Vandenberg ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir baska g¢alismada,
deterjan kullanilmaksizin soguk suyla yapilan nazik bir makine yikamasi sonrasinda, beyaz
polyester {izerindeki seminal lekenin Polilight® ile yapilan incelemede negatif sonug¢ verdigi
rapor edilmistir(4). Bu bulgu, semen floresansinin basit bir yikama islemiyle tamamen ortadan

kalkabilecegini diisiindiirmektedir.

h) Alternatif Isik Fotografcihig
Olay yeri inceleme uzmanlari; parmak izleri, alet izleri, 1sir1k izleri, kan sigrama paternleri
ve ayakkabi izi gibi ¢ok sayida delil tiiriinii belgelemek amaciyla adli fotografcilik
tekniklerinden yararlanmaktadir. Yakin plan fotograflarin, kimliklendirme amaciyla
kullanilabilmesi i¢in inceleme kalitesinde olmasi gerekmektedir. Olay yeri fotografciligina
benzer sekilde, alternatif 151k kaynaklariyla yapilan fotografcilik da fiziksel stabilite, 151k
kontrolii ve alan derinligi gibi parametrelere baglidir. Kameranin zor bir agidan tutulmasi

gereken durumlarda tripod kullanimi 6nerilmektedir(57).
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Isik miktar1, olay yeri kosullarinda siklikla sinirlayici bir faktordiir. Asirt 11k kullanimi
fotograflarda yanik alanlar olugsmasina yol acarken, yetersiz 151k ise goriintii netligi ve detay
kaybina neden olmaktadir. Geleneksel olay yeri fotografciliginda tutarli aydinlatma saglamak
amaciyla siklikla dahili flag kullanilmaktadir(58). Buna karsilik, floresans emisyonunun
kaydedildigi ALS fotografciliginda aktif 1s1k kaynagi olarak dogrudan ALS
kullanilmaktadir(4).

Alan derinligi, ALS fotografciliginda dikkate alinmasi gereken bir diger O6nemli
parametredir. Alan derinligi, fotograf iizerinde kabul edilebilir netlikte goriinen bolgeyi ifade
eder ve diyafram agiklig1 (f-stop) ile kontrol edilmektedir. Genis diyafram agikligr (kiictik f-
stop degeri) dar alan derinligi olustururken, dar diyafram aciklig1 (biiyiik f-stop degeri) daha
genis bir alan derinligi saglamaktadir. Lens, f-stop degeri degistirilerek goriintliniin farkli
bolgelerine odaklanabilmektedir. Renk bariyer filtreleri kamera lensine takilmakta ve renkli
gozliikler benzeri bir islev gérmektedir. Inceleme kalitesinde bir fotograf elde edilebilmesi i¢in
tiim gorilintiiniin net olmasi1 arzu edildiginden, uygun f-stop degerinin se¢imi kritik dneme

sahiptir(59).

Isik kaynagi ile obje arasindaki mesafe de 6nemli bir degiskendir. Lincoln ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir calismada, insan derisi dahil olmak iizere tiim ylizeylerde
floresans goriiniirliigiiniin, 151k kaynaginin hedef yiizeye yaklastirilmasiyla arttig1 bildirilmistir.
Buna karsin, 1g1k kaynaginin ylizeye gore agisinin floresans gortiniirliigli tizerinde anlamli bir

etkisinin olmadig1 rapor edilmistir(60).

i)  Seminal Sivida Floresans

Semen lekelerinin gorsellestirilmesinde UV 1sik  kullaniminin  koklii bir gegmisi
bulunmakla birlikte, seminal s1vida floresansa neden olan bilesenler iizerine yapilan ¢aligmalar
stnirhidir. Adli analizlerde semen varliginin degerlendirilmesinde genellikle seminal asit
fosfataz, spermatozoa ve prostat spesifik antijenler temel parametreler olarak
kullanilmaktadir(61). Flavinler, mavi 15181 absorbe edebilen protein grubu bilesikler olup
floresans ozellikleri ilk kez 1959 yilinda tanimlanmistir. Flavinler lizerine gergeklestirilen ilk
calismada, boga semeninin kullanildig: bildirilmistir (62). Flavinler, suda ¢oziinebilen kiiciik
molekiiller olup 460—-530 nm dalga boyu aralifinda floresans yaymaktadir (63)(64). White ve

arkadaslarina gore, UV 1sikla uyarilan Orneklerde gozlenen yesilimsi floresans,
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spermatozoalardan ziyade seminal plazma ile iliskilidir(62). Riboflavin, flavinin fosforile
formu olup, Kodentsova ve arkadaslari insan seminal plazmasindaki riboflavin
konsantrasyonunun kan plazmasina kiyasla 3 ila 50 kat daha yiiksek oldugunu ve bu diizeyin
dogrudan vitamin B2 alimi ile iligkili oldugunu bildirmistir(65).

Son yillarda flavinlerin 1sikla indiiklenen indirgenmesi iizerine galigmalar yapilmistir.
Aerobik kosullarda flavin stabilitesini korurken, elektron vericilerin varliginda flavin zamanla
tamamen indirgenmis forma doniismektedir. Bu 1s1kla indiiklenen indirgenme reaksiyonunun,
mutagenez gibi ¢esitli biyolojik etkilerden sorumlu oldugu belirtilmistir (63). Bununla birlikte,

flavinlerin seminal s1vidaki floresansin tek kaynagi olup olmadigi halen netlik kazanmamagtir.
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III.GEREC VE YONTEM

A. Biyolojik Orneklerin Temini ve Secim Kriterleri

Bu tez ¢alismasi, insan kaynakli biyolojik materyal kullanimi igerdiginden, Istanbul Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulu'na basvurulmus ve 15.09.2024 tarihli, 2864897
sayil1 karar ile etik kurul onay1 alinmistir (Ek-1). Calismaya biyolojik 6rnek (semen) vererek
katilan tiim gonilliilerden, c¢alisma protokolii hakkinda detayli bilgi verildikten sonra
‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’ imza altina alinmistir. Calismanin tiim asamalari, Diinya
Tabipler Birligi Helsinki Bildirgesi prensiplerine ve Iyi Klinik Uygulamalar (GCP) kilavuzuna

uygun olarak yiiriitilmustir.

Calisma grubu, toplam 32 adet insan semen Orneginden olusturulmustur. Calisma
grubumuz Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Androloji Klinigi’ne basvuran ve
seminal analiz i¢in Ornek veren olgularin seminal sivi Ornekleri alinarak olusturulmustur.
Kumaslara niifuz ettirildikten sonra 6rnekler biyolojik 6rnek imha kurallarina uyularak imha
edilmistir. Calismamizda kullanilan numuneler Diinya Saglik Orgiitii (WHO) laboratuvar
kriterlerine gore siniflandirilmis olup, 16 adet Normospermik ve 16 adet Azospermik drnekten
olugmaktadir. Caligsmaya dahil edilen tim &rneklerin se¢iminde standardizasyonu saglamak

amaciyla asagidaki dahil etme kriterleri uygulanmstir:

e Hacim (Voliim): Deneysel uygulamada yeterli materyal saglanmasi amaciyla, semen
hacmi 2.5 mL ve iizerinde olan 6rnekler tercih edilmistir.

o Viskozite: Lekelerin kumas tiizerindeki yayilim davranisinin benzer olmasi igin,
hiperviskozite gostermeyen, normal likefaksiyon siiresine ve normal viskoziteye sahip 6rnekler
kullanilmastir.

e Hiicresel Dogrulama: Azospermik olarak etiketlenen orneklerin tamaminda, santrifiij
sonrasi yapilan mikroskobik incelemelerde spermatozoa hiicresine rastlanmadigi kesin olarak
teyit edilmistir. Normospermik grupta ise spermatozoa konsantrasyonunun standart referans

degerlerin lizerinde oldugu dogrulanmistir.

B. Tekstil Materyalleri (Zemin Ozellikleri)
Semen lekelerinin tespiti ve floresans karakteristiklerinin incelenmesi amaciyla, giinliik
hayatta giyim sektoriinde en sik karsilasilan lif tiirlerini temsil eden 5 farkl: tipte beyaz renkli

kumas kullanilmistir. Zemin renginin floresans iizerindeki etkisini minimize etmek ve kontrol
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edilebilir bir degisken olusturmak adina tiim kumaslar beyaz renkte se¢ilmistir. Calismada
kullanilan tiim kumas 6rneklerinin kalinliklar1 dijital kumas kalinlik 6lger (mikrometre) ile
Olciilmiis; deneylerde kalinliklar1 birbirine yakin degerlerde olan kumaslar secilerek
kullanilmistir. Boylece kumas kalinligina bagli emilim farkliliklarinin sonuglar tizerindeki olas1
etkisi azaltilarak degiskenler standardize edilmistir. Calismada kullanilan kumas tiirleri ve

igerik oranlar1 Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1: Kumaslarin tekstil 6zellikleri

%100 Pamuk (Cotton) Beyaz Dogal seliilozik lif
%100 Polyester Beyaz Sentetik 1if

%100 Ipek (Silk) Beyaz Dogal protein esasli lif
%100 Viskon (Viscose) Beyaz Rejenere seliilozik lif
Karisim (%60 Pamuk — %40 Polyester) Beyaz Karigim (miks) lif

C. Goriintiileme Sistemi: Forenscope® Multispektral Adli Muayene Sistemi

Calismamizda, biyolojik lekelerin ylizey iizerinde tespiti, detayli analizi ve belgelenmesi
amaciyla Forenscope® Multispektral Adli Muayene Sistemi (Forenscope, Istanbul, Tiirkiye)
kullanilmigtir. Bu sistem; gelismis optik lens donanimi, yiiksek hassasiyetli goriintli sensorii ve
bu donanimlari kontrol eden biitiinlesik bilgisayar yazilimindan olusan profesyonel bir
goriintiileme {initesidir.

Sistem, Ultraviyole (UV-A, UV-B, UV-C) bandindan baslayarak Goriiniir Isik (VIS) ve
Kizil6tesi (IR) spektrumuna kadar uzanan genis bir dalga boyu araliginda (6rnegin; UV, Violet,
Blue, Cyan, Green, Orange, Red, IR) aydinlatma kapasitesine sahiptir. Cihazin en 6nemli teknik
avantaji, se¢ilen dalga boyuna uygun olan bariyer filtrenin, bilgisayar kontroliiyle otomatik
olarak lensin dniine getirilmesidir. Bu teknoloji, manuel filtre degisiminden kaynaklanabilecek
zaman kaybini ve hata payimi ortadan kaldirarak, lekenin anlik olarak yiiksek ¢ozilniirliiklii

ekran tizerinde izlenmesine olanak tanir.

Calismamiz kapsaminda, 6zellikle semen lekelerinin tespiti i¢in sistemin 'Mavi Isik' (Blue
Band, 440-460 nm) aydinlatma modu tercih edilmistir. Bu mod aktif edildiginde, sistem
otomatik olarak 550 nm (Turuncu) bariyer filtresini devreye sokarak, semendeki flavinlerin

yaydig1 floresans goriintiisiinii arka plan yansimasindan izole etmektedir. Elde edilen
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goriintiiler, sistemin bilgisayar initesinde 4K c¢oziiniirliikkte islenmis ve dijital arsivleme

standartlarina uygun olarak kayit altina alinmistir.

D. Deneysel Prosediir ve Goriintiileme Protokolii

Calismada kullanilan 5 farkli kumas tiirti, uygulama alanini standardize etmek amaciyla
10x10 cm boyutlarinda kare parcalar halinde kesilerek hazirlanmistir. Hazirlanan kumas
ornekleri diiz ve temiz bir musamba {izerine yerlestirilerek kontaminasyon ve ylizeyden

emilim riskine kars1 6nlemler alinmistir (Fotograf 1)

Fotograf 1. Diiz ve Temiz Musamba Uzerine Yerlestirilen Kumaslar / Ornekler

Biyolojik materyalin kumaslara uygulanmasi agamasinda, insan hatasin1 minimize etmek
ve miktar standardizasyonunu saglamak amaciyla hassas mikropipet kullanilmistir. Her bir
kumasg 6rneginin tam orta noktasina, 0.5 mL (500 pL) hacminde semen 6rnegi dikey pozisyonda
damlatilmistir. Uygulama sirasinda, lekenin kumas tizerindeki yayilim alanini etkileyebilecek
olan damlatma hiz1 ve yiiksekligi tiim Ornekler i¢in sabit tutulmustur. Bu prosediir hem
normospermik hem de azospermik drneklerin tamami i¢in ayn1 ¢evre kosullarinda ve ayni anda
tekrarlanmugtir. Ornekler toplandiktan sonra -18° °C’de muhafaza edilmistir. Analiz dncesinde
orneklerin es zamanli ¢ézlinmesini saglamak amaciyla oda sicakligina alinmis, ¢oziinmenin
tamamlanmasinin ardindan kumas yiizeylerine es zamanli olarak uygulanmustir. Ilk
gorilintiilemenin gergeklestirilecegi 4. saate kadar Ornekler oda sicaklifinda kurumaya

birakilmigtir (Fotograf 2).
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Fotograf 2. Diiz ve Temiz Musamba Uzerinde Kurumaya Birakilan Kumaslar / Ornekler

Floresans goriintiileme islemlerinin tamami, ortam 1s1gindan kaynaklanabilecek optik
glriiltiiyii ve hatali pozlamayr engellemek amaciyla tamamen karanlik bir odada
gerceklestirilmistir. Kumas 6rnekleri, zemin yansimasini minimize etmek ve leke kontrastini

maksimize etmek i¢in mat siyah karton zemin iizerine yerlestirilmistir(Fotograf 3).

Fotograf 3. Gortintiilemenin Yapildig1 Karanlik Oda ve Multispektral Adli Muayene Sistemi

Forenscope®

Goriintiilerin mekansal kalibrasyonunun saglanmasi ve leke boyutlarinin dijital ortamda
dogru olciilebilmesi amaciyla, her bir kumas 6rneginin yanina dikey ve yatay eksende referans
olusturacak iki adet metrik cetvel konumlandirilmistir. Fotograflama mesafesi ve acgisi, bu

cetveller referans alinarak her ¢ekimde sabit tutulmustur.
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Lekelerin kurumasi1 ve c¢evresel faktorlere maruz kalmasiyla olusabilecek floresans
degisimlerini izlemek amaciyla uzun vadeli bir takip gizelgesine sadik kalmmustir. Ornekler,
oda sicakliginda dogrudan 1s18a maruz kalmayacaklar sekilde dogal kurumaya birakilmis ve
ilk goriintiileme islemi uygulamanin 4. saatinde gergeklestirilmistir. Takip eden siiregte,
lekelerin yaslanma etkilerini belgelemek amaciyla Multispektral Adli Muayene Sistemi-
Forenscope® cihazi ile su zaman araliklarinda seri fotograflama yapilmistir:

° Akut Dénem: 4. Saat, 18. Saat

° Erken Donem: 3. Giin, 4. Giin, 8. Giin
. Orta Donem: 16. Giin, 1. Ay

. Geg¢ Donem: 3. Ay, 6. Ay

Elde edilen tiim goriintiilerde, cihazin sabit acis1 ve sabit 151k siddeti korunmus; bdylece
zaman icinde leke parlakliginda (intensite) meydana gelen degisimlerin objektif olarak

karsilastirilmasit hedeflenmistir.

Fotograf 4. Ayn1 6rnegin farkli zamanlarda ¢ekilmis fotograflar

A-1 kodlu 6rnek
3. Ay

N-1 kodlu 6rnek
3. Gin

N-1 kodlu 6rnek
3.ay

E. Goriintii Analizi ve Veri Isleme: ImageJ™

Forenscope multispektral adli muayene sistemi kullanilarak elde edilen yiiksek
¢Oziiniirliikli dijital goriintiilerin leke alani ve leke floresans siddetinin nicel olarak Sl¢iilmesi
amaciyla ImageJ™ programi kullanilmistir. Image]J™ (v1.54), Amerika Birlesik Devletleri

Ulusal Saglik Enstitiileri (National Institutes of Health, NIH) tarafindan gelistirilmis, kamuya
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actk bir goriinti isleme yazilimidir. Program; 8-bit, 16-bit ve 32-bit goriintilerin

goriintiilenmesi, diizenlenmesi ve analiz edilmesine olanak saglamaktadir.

Verilerin dogrulugunu ve standardizasyonunu saglamak amaciyla su analiz protokolleri

izlenmistir:

1. Mekansal Kalibrasyon: Olgiimlere baslamadan 6nce, her fotografta yer alan metrik
cetvel referans alinarak 'Set Scale' fonksiyonu kullanilmis ve goriintiideki piksel degerleri
gergek fiziksel uzunluga (cm) donistiiriilmiistiir. Sonrasinda serbest se¢me yontemiyle
(Freehand selection) secilen alanin cm? cinsinden degeri (Measure) bulunmustur. Istatistiksel
analiz yapilirken cm? cinsinden bulunan degerler 10 ile garpilarak virgiilden kurtarilmistir ve
virgiilden sonraki deger ihmal edilmeden analiz yapilmistir.

Fotograf 5. ImageJ Set Scale fonksiyonu ile mekansal kalibrasyon

———————————
so e

x=16.42 (854), y=1.27 (66), value= 141,117,169 (#807529) J1 14578 236.269 178 255

260.0308
ce: 0.00

36.92x20.77 unit (1920x1080); RGB; 7.9M8

2. Net Floresans Siddeti ve Arka Plan Diizeltmesi: Farkli kumas tiirlerinin 15181 yansitma
kapasiteleri birbirinden farklidir. Bu durumun yaratacagi 6l¢iim hatasini engellemek amaciyla
'Arka Plan Cikarma' (Background Subtraction) yontemi uygulanmistir. Arka plan diizeltmesi,
Imagel yaziliminda bulunan Rolling Ball algoritmasi kullanilarak gergeklestirilmis ve boylece
goriintiideki homojen olmayan aydinlatma ile kumas dokusundan kaynaklanan diisiik frekansh
arka plan sinyalleri giderilmistir. Semen lekelerinin kumas ylizeyinde diizensiz ve heterojen bir
dagilim gostermesi nedeniyle, leke sinirlarinin daha dogru temsil edilebilmesi i¢cin ROI (Region
of interest) belirlemede freehand (serbest ¢izim) araci tercih edilmistir. ROI sinirlart iki
bagimsiz arastirmaci tarafindan ¢izildi, Olglimler arasindaki uyum Cohen’s Kappa ile
degerlendirildi ve giiclii uyum bulundu (k=0,81, p<0,001). Her goriintii lizerinde iki farkli

Ol¢tim yapilmigtir:

T
mifsif=] < PZdP b ENVNFITL = (P A Pl | Area [Mean [Min [Max |
s
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ROILeke (Mean Gray Value -Leke): Semen lekesinin sinirlari igerisindeki ortalama parlaklik
degeri.
ROIzemin (Mean Gray Value-Zemin): Ayni kumas iizerinde leke bulunmayan, temiz yiizeyin

ortalama parlaklik degeri.

Hesaplama: Analizlerde kullanilan nihai veri, leke parlakligindan zemin parlakliginin

cikarilmasiyla elde edilen net fark degeridir.

Mean Gray Value= ROIlLeke (Mean Gray Value -Leke) - ROlIzemin (Mean Gray Value-
Zemin)

Bu yontem sayesinde, kumasin kendi dokusundan veya renginden kaynaklanan optik
giiriiltli veriden armdirilmis ve sadece biyolojik lekeye ait gergek floresans siddeti tespit
edilmistir.

Fotograf 6. Background Subtraction ve Mean Gray Value 6l¢timii

Ofe c|o| A £ 5% N A LM o /|8 #|Ri
Pi-17.01 (864), v=7.01 (356), value=008,008,018 (+080812)
L4 Results 37.79x21. (1920x1080); RGB; 7.9M8
Area |M ax_|

ololgl@ /<@ s Alolald o s8] 2| R
x=10.98 (558), y=2.83 (144), value=149,078,085 (#954e55)

26 cm (1920x

v
ca:

>
~ [Area[Mean [Min [Max |
14.879 55.808 4 79

1

1 14.879 55.808 4 79
2 11120 10112 0 26

F. Istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS Statistics 31.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA, Istanbul Universitesi Lisansl1) paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Verilerin analizinde parametrik test yontemleri tercih edilmistir. Tanimlayici istatistikler;
stirekli degiskenler i¢in ortalama (X) ve standart sapma (SS), kategorik degiskenler i¢in say1 (n)

ve ylizde (%) olarak ifade edilmistir.
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Calismanin  hipotezlerini test etmek amaciyla asagidaki istatistiksel yOntemler
uygulanmustir:

1. Gruplar Aras1 Karsilagtirma: Normospermik ve Azospermik gruplar arasinda,
leke yiizey alani (Area-cm?) ve floresans yogunlugu (Mean Gray Value) bakimindan anlamli
bir fark olup olmadiginin belirlenmesinde Bagimsiz Orneklem t-testi (Independent Samples t-

test) kullanilmistir.

2. Kumas Tiirlerinin Karsilastirilmasi: Bes farkli kumas tiirii (viskon, ipek, pamuk,
polyester, mikst) arasindaki farklarin analizinde Tekrarli Olgiimler i¢in Karma Varyans Analizi
(Mixed Design ANOVA) kullanilmistir. Varyans analizi sonucunda istatistiksel olarak anlaml
fark saptandiginda (p < 0.05), farkin hangi kumas tiirlerinden kaynaklandigini belirlemek
amaciyla coklu karsilastirma (post-hoc) testlerinden Tukey HSD (Honestly Significant

Difference) testi kullanilmistir.

3. Zamana Bagli Degisim Analizi: Orneklerin 4. saatten 6. aya kadar olan siiregteki
floresans yogunlugu degisimlerinin ve zamanin etkisinin incelenmesinde Tekrarli Olgiimler
Varyans Analizi (Repeated Measures ANOVA) ve ikili zaman karsilastirmalarinda
Eslestirilmis t-testi (Paired Samples t-test) kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde giiven
araligr %95, anlamlilik diizeyi ise p < 0.05 olarak kabul edilmistir. p < 0.001 diizeyindeki

degerler ileri diizeyde anlamlilik olarak degerlendirilmistir.
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IV. BULGULAR

Bu calismada, 16’s1 azospermik ve 16’s1 normospermik olmak iizere toplam 32 olgudan
alman biyolojik materyaller kullanilmistir. Ornekler bes farkli tekstil yiizeyine uygulanarak 4.
saat ile 6. ay arasindaki dokuz farkli zaman diliminde Multispektral Adli Muayene Sistemi
ForenScope® kullanilarak goriintiilenmistir. Gortintii analizi asamasinda ImageJ™ yazilimi
kullanilmis; lekelerin optik yogunluk (Mean Gray Value) ve yayilim alan1 (Area-cm?) verileri

elde edilerek gruplar aras1 ve zamana bagli degisimler istatistiksel yontemlerle analiz edilmistir.

A. Seminal Leke Alan Analizi Sonuclar:

Tiim kumas tiirleri birlikte degerlendirildiginde, spermatozoa varliginin seminal leke
alan1 tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadig: goriilmiistiir (Grafik 3).
Olgiimiin yapildig1 4. saatten baslayarak 6. ay sonuna kadar tiim zaman noktalarinda gruplar
aras1 karsilagtirmalarda p-degerlerinin 0,05’in iizerinde oldugu saptanmustir (p>0,05). Tiim
kumas tiirlerinde her iki grupta da 4. saatten 6. aya kadar genel olarak hafif bir artis egilimi

izlenmistir, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Grafik 1 ve Grafik 2).

Calisma verileri incelendiginde, hem azospermik (Grafik 1) hem de normospermik
(Grafik 2) gruplarda kumas tiirlerinin leke yayilim alaninda belirgin rol oynadig1 goriilmiistiir.
Her iki grupta da ipek kumas, en genis leke alanii (40-46 cm?) gostererek one ¢ikmistir. ipegi
polyester, pamuk ve mikst takip etmistir. Viskon ise her iki grupta da en diisiik yayilim alanina
(12-14 cm?) sahip olup, lekeyi en dar bolgede tutan kumag olmustur. Leke alanlarinin zamanla
degisimi incelendiginde, her iki grupta da 4. saatten 6. aya kadar leke boyutlarinda anlamli bir
artis gozlenmemistir (p>0,05). Leke alanlar1 ilk saatlerde stabilize olmus ve uzun vadede (6.
aya kadar) bu durum korunmugtur. Normospermik (Grafik 2) ile azospermik grup (Grafik 1)
kiyaslandiginda, 6zellikle ipek ve polyester kumaslarda normospermik grubun leke alanlarinin
istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamus olsa da biraz daha genis oldugu gériilmiistiir. Ornegin,
6. ay verilerinde ipek kumasta leke alan1 azospermik grupta 41,72 cm?, normospermik grupta

ise 46,27 cm? seklinde bulunmustur.
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Grafik 1- Azospermik Grupta Kumaslarin Zamanla Leke Alani Degigimi
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Grafik 1. Azospermik Grupta Kumaglarin Zamanla Leke Alan1 Degisimi
Grafik 2- Normospermik Grupta Kumasglarin Zamanla Leke Alani Degisimi
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Grafik 2. Normospermik Grupta Kumaslarin Zamanla Leke Alani Degisimi
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Tablo 2. Normospermik ve Azospermik Gruplarin Zamana bagli Leke Alan1 A¢isindan

Karsilastirmasi

Zaman Degeri

Dilimi PLeg

4. Saat 0,755
18. Saat 0,769
3. Gun 0,69
4. Gln 0,657
8. Giun 0,616
16. Gin 0,654
1. Ay 0,622
3. Ay 0,631
6. Ay 0,609

Tablo 3’te kumas tiirlerine gore alan degerlerinin dagilimi incelendiginde, her iki grupta
da en genis leke alanlarinin ipek ve polyester kumaglarda, en diisiik leke alanlarinin ise viskon

kumasta gozlendigi belirlenmistir.

Tablo 3. Kumas Tiirlerine Gore Ortalama Leke Alan1 ve Standart Sapma Degerleri

Kumas Tir ‘ Ortalama Alan (Area)-SS

Viskon 13,435+2,7
Mikst 23,452 +8,2
Pamuk 32,745+73

Polyester 39,356 +12
ipek 43,088 +10,3
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ANOVA testi sonucunda kumaslar arasinda fark saptanmasinin ardindan, bu farkin hangi
kumas ¢iftleri arasinda oldugunu belirlemek amaciyla Tukey HSD Coklu Karsilastirma
(Pairwise Comparisons) testi yapilmustir.

Kumas tiirlerine yonelik ikili karsilagtirmalar Tablo 4’te gosterilmistir. Kumas tiirleri
arasinda leke alani bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,001).
Viskon kumasin hem azospermik hem de normospermik grupta diger tiim kumas tiirlerinden
anlamli derecede farkli oldugu goriilmiistiir. Azospermik grupta viskon ile ipek (p=0,019),
polyester (p=0,004), pamuk (p=0,002) ve mikst (p=0,001) kumaslar arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Normospermik grupta ise viskon ile diger tiim kumas
tiirleri arasindaki farklarin ileri diizeyde anlamli oldugu saptanmistir (tiim karsilagtirmalar igin
p<0,001).

Tablo 4. Kumas tiirlerine gore leke yiizey alan1 bakimindan ikili karsilagtirmalar (Tukey HSD)

(I) Kumas Tiirii (J) Karsilastirilan Kumas Ortalama Fark (I-J) p Degeri
Viskon ipek -29,6538
Polyester -25,9215
Pamuk -19,3100
Mikst -10,0177
Ipek Viskon 29,6538
Polyester 3,7323
Pamuk 10,3438
Mikst 19,6361
Polyester Viskon 25,9215
Ipek -3,7323
p<0,001
Pamuk 6,6115
Mikst 15,9038
Pamuk Viskon 19,3100
Ipek -10,3438
Polyester -6,6115
Mikst 9,2923
Mikst Viskon 10,0177
Ipek -19,6361
Polyester -15,9038
Pamuk -9,2923
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B. Seminal Leke Istma Yogunlugu (Floresans) Analizi Sonuclari

Semen igeriginde spermatozoa varliginin, leke floresans parlakligi (Mean Gray Value)
tizerindeki etkisi 6ncelikle tiim kumas tiirleri birlestirilerek genel grup diizeyinde, ardindan her
bir kumas tiirii 6zelinde ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Bu kapsamda normospermik (n=16) ve

azospermik (n=16) gruplar, 4. saatten 6. aya kadar toplam 9 zaman diliminde karsilastirilmistir.

Tiim kumays tiirleri birlestirilerek yapilan genel analiz Tablo 5’te gdsterilmistir. Erken
zaman dilimlerinde (4. saat ve 18. saat) normospermik ve azospermik gruplar arasinda Mean
Gray Value agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (4. saat p=0,790; 18.
saat p=0,181). Ugiincii giin dl¢iimiinde gruplar arasindaki fark sinir diizeyde bulunmus
(p=0,053), dordiincii giinden itibaren ise normospermik grupta Mean Gray Value degerlerinin
azospermik gruba kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (4. giin p=0,006).
Sekizinci giinden itibaren gruplar arasindaki fark ileri diizeyde anlamlilik diizeyine ulasmis
(p<0,001) ve bu anlamlilik 16. giin, 1. ay ve 3. ay Ol¢iimlerinde de korunmustur (tlim zaman
noktalarinda p<0,001). Altinci ay 6l¢limiinde de normospermik grubun daha yiiksek parlaklik

degerleri sergiledigi ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p=0,001).



34

Tablo 5. Normospermik (n=16) ve Azospermik (n=16) Gruplarin Tiim Zaman Dilimlerindeki

Floresans Parlaklik (Mean) Karsilagtirmasi

Zaman Dilimi ‘ Grup ‘ Ortalama (Mean) ‘ Standart Sapma p Degeri

4. Saat Azospermik 20,44 10,82 0,79
Normospermik 20,01 9,3

18. Saat Azospermik 29,13 11,97 0,181
Normospermik 31,55 10,81

3. Giin Azospermik 35,65 12,7 0,053
Normospermik 39,39 11,49

4. Giin Azospermik 42.4 13,48 0,006
Normospermik 48,1 12,14

8. Glin Azospermik 48,98 14,02 0,000
Normospermik 57,31 11,98

16. Gin Azospermik 56,48 15,57 0,000
Normospermik 65,15 12,22

1. Ay Azospermik 65,01 16,4 0,000
Normospermik 73,13 11,44

3. Ay Azospermik 72,26 15,94 0,000
Normospermik 80,35 10,35

6. Ay Azospermik 78,75 17,2 0,001
Normospermik 86,41 9,59

Bu bulgulara gore, iki grup arasindaki ayrismanin erken donemde belirgin olmadigi;
ancak lekenin yaslanma siirecinde, 6zellikle dordiincii giinden itibaren normospermik grup
lehine anlamli bir parlaklik farkinin ortaya ciktigi ve ilerleyen zamanlarda devam ettigi
gozlenmistir.

Genel tabloda goriilen farklilagsmanin, her kumasta ayni anda gergeklesmedigi tespit
edilmistir. Asagida her bir kumas tiirii i¢in tim zaman dilimlerini i¢ceren detayli analiz tablolari

sunulmustur.
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1. Viskon Kumasta Seminal Leke Isima Analizi

Viskon kumasta yapilan analizlerde, gruplar arasi farkin erken donemlerde anlaml
olmadig1 goriilmiistlir. Tablo 6’da sunulan verilerde dordiincii saatten 8. giine kadar yapilan
karsilagtirmalarda p-degerleri 0,05’in {izerinde seyretmis; 8. Giin, 16. giin ve 1. ay dl¢limlerinde
fark smirda diizeyde izlenmistir. Ugiincii ay 6l¢iimiinde normospermik grubun Mean Gray
Value degerinin azospermik gruba kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlenmis

(p=0,032), altinc1 ay dl¢iimiinde de bu farkin siirdiigii goriilmiistiir (p=0,030).

Tablo 6. Viskon kumagta Normospermik ve Azospermik gruplarin zamana bagh karsilastirmasi

Zaman Dilimi ‘ Azospermik (Ort.) = Normospermik (Ort.)  p Degeri

4. Saat 35,63 30,56 0,59
18. Saat 45,63 43,19 0,886
3. Giin 53,00 56,44 0,747
4. Giin 59,75 62,88 0,342
8. Giin 65,38 70,38 0,058
16. Giin 70,00 76,56 0,087
1. Ay 76,19 83,13 0,065
3. Ay 79,56 88,06 0,032
6. Ay 82,94 91,94 0,030
2. ipek Kumasta Seminal Leke Istma Analizi

Ipek kumasta yapilan karsilastirmalar tablo 7°de gosterilmistir. Gruplar arasi fark, erken
donem Olclimlerinde (4. saat, 18. saat ve 3. giin) istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
Dordiincii giin 6l¢iimiinde normospermik grubun Mean Gray Value degeri azospermik gruba
gore anlaml1 derecede daha yiiksek bulunmus (p=0,040), 8. Giin ve 1. ay 6l¢limiinde fark sinirda
diizeyde kalmistir. On altinc1 glin Olglimiinde gruplar arasi fark tekrar anlamli bulunmus
(p=0,039). Buna karsin 3. ay ve 6. ay Ol¢timlerinde gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli

diizeyde saptanmamustir.
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Tablo 7. ipek kumasta Normospermik ve Azospermik gruplarin zamana bagli karsilastirmast.

Zaman Dilimi Azospermik (Ort.) Normospermik (Ort.) p Degeri
4. Saat 11.81 13.56 0,336
18. Saat 18.25 22.88 0,102
3. Giin 25.13 29.81 0,094
4. Glin 30.50 36.13 0.040
8. Giin 36.31 42.63 0,059
16. Giin 44.38 53.50 0.039
1. Ay 54.38 63.81 0,063
3. Ay 68.69 77.13 0,114
6. Ay 67.56 77.06 0,299
3. Pamuk Kumasta Seminal Leke Isima Analizi

Tablo 8’de pamuk kumasta yapilan analizler gosterilmistir. Zaman noktalarinin biiyiik
boélimiinde normospermik ve azospermik gruplar arasinda Mean Gray Value agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. 8. Giin ve 16. giin 6l¢timlerinde anlamli fark
bulunmus olup, 3. ay ve 6. ay p degerleri 0,05’in lizerinde olmakla birlikte sinirda seyretmis;

diger zaman dilimlerinde ise normospermik grup lehine anlamli fark bulunmamustir.

Tablo 8. Pamuk kumasta Normospermik ve Azospermik gruplarin zamana bagh

karsilastirmas.
Zaman Dilimi Azospermik (Ort.) Normospermik (Ort.) p Degeri
4. Saat 22,31 18,56 0,133
18. Saat 29,94 27,25 0,376
3. Giin 35,31 35,94 0,789
4. Giin 40 44,06 0,115
8. Giin 45,25 52,63 0,011
16. Giin 50,81 58,44 0,027
1. Ay 60,19 66,19 0,160
3. Ay 66,31 74,06 0,063
6. Ay 71,69 80,44 0,056
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4. Polyester Kumasta Seminal Leke Isima Analizi

Polyester kumagta yapilan karsilagtirmalar Tablo 9’da gosterilmis. Tiim kumaglar
arasinda farkin en erken saptandigi polyester kumas olup, zaman dilimi 18. saat olmustur
(p=0,013). Ugiincii giin ve dérdiincii giin dl¢iimlerinde gruplar arasi fark anlamli bulunmamus
sinirda bulunmus; sekizinci giin (p=0,043) dlgiimlerinde normospermik grup lehine anlamli
fark izlenmistir. 16. giin, 1. ay, 3. ay ve 6. ay Ol¢limlerinde p-degerlerinin 0,05’in {izerinde

oldugu goriilmiistiir.

Tablo 9. Polyester kumasta Normospermik ve Azospermik gruplarin zamana bagl

karsilastirmas.

Zaman Dilimi = Azospermik (Ort.)  Normospermik (Ort.) | p Degeri

4. Saat 12,56 15,44 0,237
18. Saat 21.50 29.19 0.013
3. Giin 30,31 37,19 0,081
4. Giin 40,06 49,13 0,075
8. Giin 51.00 61.25 0.043
16. Giin 62,38 70,44 0.146
1. Ay 71.06 78.75 0,197
3. Ay 78,38 85,31 0,225
6. Ay 84,94 91,63 0,256
S. Mikst Kumasta Seminal Leke Istma Analizi

Mikst kumasta yapilan analizler tablo 10°da gosterilmistir. Erken donem (4. saat ve 18.
saat) Olciimlerinde gruplar arasi fark anlamli bulunmamustir. Uciincii giinden itibaren
normospermik grubun Mean Gray Value degerinin daha yiiksek oldugu ve gruplar arasi farkin
anlamli hale geldigi goriilmiistiir (3. giin p=0,002; 4. giin p=0,006). Sekizinci giin ve 16. giin
Olctimlerinde fark ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,001). 1. ay (p=0,001), 3. ay
(p=0,010) ve 6. ay (p=0,035) Slgiimlerinde de normospermik grup lehine anlamlilik devam

etmistir.
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Tablo 10. Mikst kumasta Normospermik ve Azospermik gruplarin zamana bagl

karsilastirmasi.

Zaman Dilimi Azospermik (Ort.) Normospermik (Ort.) p Degeri

4. Saat 19,88 21,94 0,495
18. Saat 29,50 33,06 0,157
3. Giin 35,31 42 0,002
4. Giin 41,69 48,31 0,006
8. Giin 47,06 58,25 0.000
16. Giin 53,31 66,25 0,000
1. Ay 62,13 72,75 0,001
3. Ay 68,38 77,19 0.010
6. Ay 73,75 81,88 0.035

6. Seminal Leke Isimas1 Kumas Tiirleri Arasi ikili Karsilastirmalarin

Zamana ve Spermatozoa Hiicresi Varhgina Gore Degerlendirilmesi

Seminal lekelerin parlaklik (Mean) degerleri {izerinden kumas tiirlerinin birbirlerinden
ayrisma diizeylerini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirma (Post-Hoc) sonuglar1 Tablo
11°de gosterilmistir. Azospermik ve Normospermik gruplar i¢in tiim zaman dilimlerinde analiz
edilmistir. Elde edilen bulgular, kumaslar arasi optik farklarin spermatozoa varligina ve leke

yasina bagli olarak dinamik bir degisim sergiledigini gostermektedir.

¢ Erken Donem Bulgulari (4. Saat - 18. Saat)

4. Saatte: Her iki grupta da Viskon kumasin; Ipek, Polyester ve Pamuk ile olan parlaklik
fark istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli saptanmistir (p<0,001). Normospermik grupta
Pamuk - Mix ve Ipek - Pamuk gibi ¢iftler arasinda 4. saatte baslayan anlamli farklar (p<0,001),
Azospermik grupta heniiz olusmamustir.

18. Saatte: Azospermik grupta Viskon - Polyester farki ortadan kalkarken (p=0,402),
Normospermik grupta bu farkin halen anlamsiz oldugu (p=0,998) gorilmistiir. Ancak
Polyester - Pamuk ve Pamuk - Mix ciftleri her iki grupta da p<0,001 degeriyle keskin bir sekilde

ayrigmaya baglamistir.
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¢ Orta Donem Bulgulari (3. Giin - 16. Giin)

3. Giinden itibaren: Her iki grupta da Polyester - Pamuk ve Pamuk - Mix arasindaki
farklar kararl bir sekilde anlamliligini (p<0,001) siirdtirmiistiir.

4., 8. ve 16. Giinlerde: Normospermik grupta kumas ciftlerinin biiyiik ¢ogunlugu
birbirlerinden anlamli farklarla ayrilirken (6rnegin Normospermik 8. giin Polyester - Pamuk
p<0,001), Azospermik grupta ayni ¢ift i¢in farkin anlamsizlastigi (p=0,463) saptanmistir. Bu
durum, 1. haftadan itibaren spermatozoa varligimin kumasin yansitict karakterini

Ozglinlestirdigini gostermektedir.
¢ Ge¢c Donem Bulgulari (1. Ay - 6. Ay)

1. Ayda: Normospermik grupta Viskon; Ipek, Pamuk ve Mix kumaslardan anlaml
derecede ayrisirken (p < 0,05), Azospermik grupta Viskonun Mix kumas ile olan farki ortadan
kalkmistir (p=0,069).

6. Ayda; calismanin son evresinde Normospermik grupta kumas tiirleri arasindaki
ayrisma maksimum seviyeye ulasmustir. Viskon kumas; Ipek, Polyester, Pamuk ve Mix
kumaslarin tamamindan p<0,001 degeriyle ileri diizeyde anlaml1 bir farkla ayrilmistir.

Buna karsin Azospermik grupta 6. ayda Viskon - Polyester (p=0,998), Viskon - Mix
(p=0,892) ve Polyester - Mix (p=0,978) arasindaki farklar tamamen kaybolarak istatistiksel

olarak anlamsiz hale gelmistir.

Tablo 11. Tim Zaman Dilimlerinde Kumas Ciftlerinin Azospermik ve Normospermik

Gruplara Gore Karsilagtirilmasi

Zaman Kumas Ciftleri (I vs Normospermik
Dilimi J) Azospermik (p) (9)

4. Saat Viskon - Ipek p<0,001 p<0,001
Viskon - Polyester p<0,0001 p<0,001
Viskon - Pamuk p<0,001 p<0,001
Viskon - Mikst p<0,05 p<0,05
Ipek - Polyester p>0,05 p>0,05
Ipek - Pamuk p>0,05 p<0,001

Ipek - Mikst p<0,001 p<0,001



18. Saat

3. Giin

4. Giin

Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mikst
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mikst
Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mikst
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mikst
Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mix
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mix
Polyester - Pamuk
Polyester - Mix

Pamuk - Mix
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p>0,05
p>0,05
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
0,002
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05

p<0,001

p<0,05
p<0,001
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,001
p>0,05

p<0,001



8. Gin

16. Giin

1. Ay

3. Ay

Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mikst
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mikst
Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mikst
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mikst
Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Ipek
Viskon - Polyester
Viskon - Pamuk
Viskon - Mikst
Ipek - Polyester
Ipek - Pamuk
Ipek - Mikst
Polyester - Pamuk
Polyester - Mikst
Pamuk - Mikst
Viskon - Tpek
Viskon - Polyester

Viskon - Pamuk
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0,003
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p<0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p<0,05
p>0,05
p<0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05

p>0,05

p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,05
p<0,001
p>0,05
p>0,05
p<0,05
p>0,05
p>0,05
p<0,001
p>0,05
p<0,001
p<0,05
p<0,001
p>0,05
p>0,05
p<0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05
p>0,05

p<0,001
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Viskon - Mikst p>0,05 p<0,05
Ipek - Polyester p<0,001 p<0,001
Ipek - Pamuk p>0,05 p>0,05
Polyester - Pamuk p>0,05 p<0,001
6. Ay Viskon - Ipek p>0,05 p<0,001
Viskon - Polyester p>0,05 p<0,001
Viskon - Pamuk p<0,05 p<0,001
Viskon - Mikst p>0,05 p<0,001
Ipek - Polyester p<0,001 p<0,001
Ipek - Mikst p>0,05 p>0,05
Polyester - Pamuk p>0,05 p<0,05
Polyester - Mikst p>0,05 p>0,05
Pamuk - Mikst p>0,05 p<0,001

Zaman ve grup farklilig1 goz 6niine alinmadan “pairwise comparisons” yontemi ile analiz
edilerek Mean Gray Value agisindan kumasg tiirleri arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde,
kumas tiirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Elde edilen
veriler Tablo 12°de gosterilmistir. Analiz sonuglarma gore Mean Gray Value ortalamalar
viskon kumasta 65,208+0,607; polyester kumasta 53,917+0,607; mikst kumasta 51,813+0,607;
pamuk kumasta 48,882+0,607 ve ipek kumasta 44,205+0,607 olarak hesaplanmustir.

Ikili karsilastirmalar incelendiginde, sadece polyester ve mikst kumasin benzerlik
gosterdigi (p=0,144), diger kumas tiirlerinin anlamli derecede farkli performans sergiledikleri

gorilmistir.
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Tablo 12. Kumas Tiirlerinin Parlaklik (Mean Gray Value) Bakimindan ikili Karsilastiriimasi

(Post-Hoc Testi- Pairwise Comparisons)

(I) Kumas Tiirii (J) Kumas Tiirii p Degeri
Viskon Ipek p<0,001
Polyester p<0,001
Pamuk p<0,001
Mikst (Mix) p<0,001
Ipek Viskon p<0,001
Polyester p<0,001
Pamuk p<0,001
Mikst (Mix) p<0,001
Polyester Viskon p<0,001
Ipek p<0,001
Pamuk p<0,001
Mikst (Mix) p=0,144
Pamuk Viskon p<0,001
Ipek p<0,001
Polyester p<0,001
Mikst (Mix) p=0,007
Mikst (Mix) Viskon p<0,001
Ipek p<0,001
Polyester p=0,144
Pamuk p=0,007

Calismamizin dikkat cekici bir diger bulgusu, normospermik ve azospermik gruplarin
floresans parlaklik degerlerine ait standart sapmalarin zaman i¢inde farkli seyir gdstermesidir.
Normospermik grupta 4. saatte 9,3 olan standart sapma, 6. ay sonunda 9,59 ile hemen hemen
ayni seviyede kalirken; azospermik grupta aynmi deger 10,82'den 17,2'ye belirgin bir artis
gostermistir (Tablo 5). Zaman ilerledikce normospermik grupta standart sapmanin sabit
kalmasi, buna karsin azospermik grupta belirgin bigimde artmasi, iki grubun varyanslarinin

zaman i¢inde ¢ok farkli seyrettigini ortaya koymaktadir.
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V.TARTISMA

Bu calismada, adli 6neme sahip seminal lekelerin dijital goriintli analizi yontemiyle
zamana, kumag tiiriine ve spermatozoa varligina bagli degisimleri kapsamli bir sekilde

incelenmistir.

Grafik 1-3 ve Tablo 2 ve 3’de gosterilen veriler dikkate alindiginda seminal leke
yayiliminin spermatozoa varligindan (Normospermi/Azospermi) bagimsiz oldugu (p > 0,05),
ancak kumasin lif morfolojisi ve emicilik 6zelliklerine gore istatistiksel olarak ileri diizeyde

anlaml farklar sergiledigi saptanmistir (p < 0,001).

Tablo 4-11deki veriler dikkate alindiginda; leke parlaklik degerlerinin hem
spermatozoa varligina hem de zamana bagl olarak dramatik bir degisim gosterdigi; 6zellikle 4.
giinden itibaren Normospermik lekelerin Azospermiklerden, 8. giinden itibaren ise tiim
lekelerin baslangi¢ degerlerinden anlamli derecede daha yiiksek parlaklik seviyelerine ulagtigi
saptanmustir (p < 0,001). Viskon kumasin en dar yayilim alaninda en yiiksek parlakligi, ipek ve
polyesterin ise en genis alanda daha ge¢ olgunlasan bir parlaklik profilini temsil ettigi
belirlenmistir. 6 aylik takip siiresince leke alanlarinin (Area) fiziksel olarak stabil kaldigi, buna
karsin optik 6zelliklerin (Mean) dogrusal bir artisla karakterize oldugu ortaya konulmustur. Bu
bulgular, multispektral adli muayene sistemi ile dijital goriintiileme ve Imagel™ temelli
analizlerin, seminal lekelerin hem icerigi hem de yas1 hakkinda zarar vermeden bilgi sunabilen

giivenilir bir 6n inceleme araci olma potansiyelini desteklemektedir.

A. Leke Alani ile ilgili analizler

Calismamizda tespit ettigimiz spermatozoa varliginin yayilim alanimi etkilememesi,
seminal plazmanin sivi dinamigi ve viskozite 6zelliklerinin, icerdigi hiicresel yilikten daha

baskin bir rol oynayabilecegi seklinde yorumlanabilir.

Literatiirde lekede tespit edilen sivinin semen oldugunun kanitlanmasi i¢in spermatozoa
varligr en 6nemli dogrulayict kriter olarak kabul edilse de (66), lekenin kumas iizerindeki
fiziksel yayilim mekanizmasi agisindan plazma i¢indeki su ve protein igeriginin lifler arasindaki
kapiller hareketi belirleyen ana unsurlar oldugu ongoriillmektedir (67). Literatiirde yapilan
calismada da ifade edildigi iizere, seminal plazma bilesenlerinin fiziksel davranisi, hiicresel

icerikten bagimsiz olarak benzer bir yayilim profili ¢izebilmektedir (68). Bu durum, azospermik
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vakalarda leke boyutuna bakarak bir i¢erik tahmini yapmanin yaniltic1 olabilecegi ihtimalini
diistindiirmektedir. Grafik 1 ve 2 verilerinde 4. saatten 6. aya kadar gecen siirecte leke
alanlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemistir. Bu bulgu, seminal lekelerin
fiziksel sinirlarinin kuruma tamamlandiktan sonra yiiksek bir stabilite sergiledigine isaret
edebilir. Williams biyolojik lekelerin tekstil yilizeylerinde kuruduktan sonra ¢evresel faktorlere
kars1 direncgli bir yap1 olusturdugunu belirtmistir(69). Calismamizda gozlenen bu boyutsal
stabilite, adli incelemelerde leke boyutunun zaman tahmininden ziyade, dokiilen sivi hacmi
hakkinda (kumas tiirii biliniyorsa) daha gilivenilir bir veri sunabilecegi ihtimalini

giiclendirmektedir.

¢ Viskon Kumas 6rneklerinde gézlenen minimal yayilim alanlari, bu lif tiiriiniin yiiksek
absorpsiyon kapasitesiyle iliskilendirilebilir. Wang ve arkadaglar1 seliilozik tabanli kumaslarin
stviy1 hizla lif yapisina hapsederek yanal yayilimi kisitladigina dikkat ¢ekmislerdir(70) Benzer
sekilde, Agrawal ve arkadaslar1 tekstil yiizeylerinde biyolojik sivi davranigini inceleyen
caligsmalarinda seliiloz esasl liflerin yiiksek emiciliginin sivinin kumas igerisine ¢ekilmesini
artirdigini ve yiizey yayilimimi sentetik liflere kiyasla daha simirli hale getirdigini
gostermistir(71). Calismamizda viskon kumas ilizerinde gozlenen daha dar leke alanlari, bu
liflerin yiiksek emicilik 6zelligine bagli olarak sivinin lif yapisi igerisinde tutulmasiyla

aciklanabilir ve literatiirde bildirilen bulgularla uyum goéstermektedir.

eipek ve Polyester kumaslarda saptanan genis yayilim alanlarinin ise, liflerin piiriizsiiz
morfolojisinden kaynaklanan diisiik siirtiinme direnci ve fitilleme etkisiyle aciklanabilecegi
degerlendirilmektedir. Zapata ve arkadaslar tarafindan vurgulandigi iizere, piiriizsiiz ve
hidrofobik karakter sergileyen ylizeylerde biyolojik sivilarin lif i¢ine niifuz etmek yerine lifler
arasit bosluklarda ilerleme egiliminde olmasi, leke alanmin oldugundan daha genis
algilanmasina sebebiyet verebilmektedir(72). kumas yapisindaki lif ve iplik bosluklarinda
meydana gelen kapiler fitilleme hareketinin sivinin lif yilizeyi boyunca ilerlemesine ve nihai
leke alaninin genislemesine yol acabildigini gostermistir(70). Caligmamizda ipek ve polyester

kumaslarda gézlenen daha genis yayilim alanlar1 bu mekanizma ile uyumludur.

e Pamuk liflerinin dogal biikiimlii ve limenli yapisinin, seminal s1viyr hem emme hem
de belirli bir oranda lifler aras1 bosluklarda tutma egiliminde oldugu 6ngoriilebilir. Tastekin ve
arkadaslar1 pamuklu kumaslardaki bu dengeli emilim karakteristiginin, lekenin dig sinirlarda

sabitlenmesine yardimci olabilecegini belirtmistir(74). Benzer sekilde Nolan ve ark., pamuk
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liflerinin gozenekli yapisinin biyolojik materyalin lif yapist igerisinde tutulmasina olanak
sagladiginmi bildirmistir(75). Seliilozik liflerin yiiksek emiciligi ve i¢ liimen yapisi, sivinin lif
icerisine hizla ¢ekilmesine ve yiizeydeki serbest yayilimin sinirlanmasina yol acabilmektedir.
Bu mekanizma, pamuklu yiizeylerde olusan lekelerin daha stabil sinirlar gostermesine ve
Olclimler arasindaki varyansin diger kumas tiirlerine kiyasla daha diisiik olmasina katkida
bulunabilir. Calismamizda pamuk kumasinda gozlenen daha diisiik varyasyon degerleri, bu lif
yapisal 6zellikleri ile uyumlu goriinmektedir. Viskon da seliiloz temelli bir 1if olmasina ragmen,
dogal pamuk liflerinden farkli olarak rejenere bir lif olup daha homojen ve silindirik bir
morfolojiye sahiptir. Pamuk liflerinde bulunan biikiimlii yap1 ve i¢ liimen kanallart sivinin lif
icerisine cekilerek daha stabil sinirlar olusturmasina katki saglarken, viskon liflerinde bu
morfolojik 0Ozelliklerin bulunmamasi sivi dagiliminin daha degisken olmasina neden
olabilmektedir(76). Bu durum pamuk kumasinda gbzlenen diisiik varyansin viskonda ayni

oOl¢iide ortaya ¢ikmamasini agiklayabilir.

e Pamuk ve polyester liflerinin birlesiminden olusan mikst kumaslarda, farkl: yiizey
enerjilerine ve 1slanabilirlik 6zelliklerine sahip liflerin ayn1 dokuda bulunmasi, sivi hareketinin
daha heterojen bir bi¢gimde gerceklesmesine neden olabilir. Zapata ve arkadaslarinin da
vurguladigi lizere, karisim kumasglarda lifler arasi farkli emicilik ve kapiller taginim 6zellikleri,
biyolojik sivilarin yayilim paternini tek tip lif yapisina sahip kumaglara kiyasla daha degisken
hale getirebilmektedir (72). Calismamizda mikst kumasta azospermik &rneklerde
normospermik gruba gore sayisal olarak daha genis leke alanlar1 gozlenmistir. Bu durum,
spermatozoa hiicrelerinin yoklugunda seminal plazmanin daha homojen bir sivi faz1 olarak
davranmasi ve heterojen lif yapisina sahip yiizeylerde lifler arasi bosluklar boyunca daha
serbest yayilabilmesi ile iligkili olabilir. Buna karsilik normospermik orneklerde hiicresel
igerigin artmasi, sivinin viskoelastik davranigin1 ve lokal akis paternini degistirerek yayilimi
kismen sinirlandirmis olabilir. Ancak iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
diizeye ulagmamis olmasi (p>0,05), bu bulgunun kesin bir ayrim olarak degil, yalnizca oriintii
diizeyinde degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle mikst kumasta gézlenen
ters yonlii egilim, dogrulanmasi gereken dikkat c¢ekici ancak temkinli yorumlanmasi gereken

bir bulgu niteligindedir.
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B. Leke Parlakhgi ile ilgili analizler

Tablo 5°teki ortalama degerler incelendiginde; 4. Saat disindaki tiim zamanlarda
Normospermik lekelerin Azospermik lekelere kiyasla daha yiiksek parlaklik skorlar1 sergiledigi

ve bu makasin zaman ilerledik¢e korundugu goriilmektedir.

e Normospermik gruptaki bu belirgin parlaklik artisinin, seminal plazma matrisi
icerisindeki spermatozoa hiicrelerinin yarattifi mikroskobik yilizey piriizliliigiinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Aobaoma ve arkadaslar1t ALS (Alternatif Isik Kaynag)
ve yapay zeka entegrasyonu ile yaptiklari ¢alismada, seminal floresanin siddetinin ve optik
karakterinin numunenin hiicresel yogunluguyla iligkili olabilecegine deginmislerdir(77). Bu
baglamda, spermatozoa hiicrelerinin kuruyan protein filmi igerisinde ek yansitict ylizeyler
olusturarak dijital sensorler tarafindan daha yiiksek "gri deger" (parlaklik) olarak
kaydedilmesine sebebiyet verdigi ongoriilebilir.

e Wei ve arkadaslar1 ATR-FTIR spektroskopisi kullanarak yaptiklar1 calismada,
spermatozoa i¢ermeyen semen numunelerinin spektral siddetinin hiicreli numunelere gore
farklilik gosterdigini belirtmislerdir(78). Bizim bulgularimizda saptanan Mean degeri farkliligi,
bu molekiiler diizeydeki ayrimin makroskobik ve dijital bir yansimasi olarak degerlendirilebilir.
Bu durum, olay yerinde tespit edilen seminal lekelerin sadece varliginin degil, parlaklik
seviyeleri iizerinden spermatozoa konsantrasyonu hakkinda da (normospermik veya
azospermik) bir 6n tahmin yiiriitiilebilecegi ihtimalini akla getirmektedir.

e Her iki grubun da (azospermik ve normospermik) 6 aylik siire zarfinda kendi iginde
dogrusal bir parlaklik artis1 sergiledigi goriilmektedir. Bununla birlikte, Normospermik ve
Azospermik gruplar arasindaki parlaklik farkinin, 6zellikle 4. giinden itibaren tiim zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli bir hal almasi1 (p <0,001), bu optik ayrimin
leke yaslandikca daha belirgin ve kalict bir karakter kazandigini diistindiirmektedir. Suttipasit,
azospermik vakalarin adli tiptaki teshis zorluklarina dikkat ¢ekmis; spermatozoa hiicresinin
gorsel olarak tespit edilemedigi durumlarda tanisal siirecin karmasiklastigini ifade etmistir(15).
Calismamizda saptanan, 6zellikle ilk haftadan itibaren stabilize olan bu parlaklik farki; dijital
goriintii analizinin azospermik numuneleri normospermiklerden ayirt etmede, drnege zarar
vermeyen ve tamamlayici bir parametre olarak kullanilabilecegi ihtimalini destekler
niteliktedir. Bu bulgu, klasik gorsel muayenede gozden kacabilecek biyolojik igerik farklarinin,

dijital parlaklik (Mean) verileri iizerinden objektif bir sekilde izlenebilecegine isaret etmektedir.
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1. Viskon Kumas

Viskon kumas iizerindeki seminal lekelerin parlaklik (Mean) degerleri incelendiginde, bu
kumasin kisa vadeli analizlerden ziyade uzun vadeli tespitlerde daha giivenilir bir performans
sergiledigi saptanmistir. Tablo 6 verilerine gore; 4. saatten 1. aya kadar olan siiregte
Normospermik ve Azospermik drnekler arasindaki fark istatistiksel anlamlilik sinirma (p<0,05)
ulagamamuis, ancak 3. aydan itibaren bu fark istatistiksel olarak anlamli hale gelmistir (p <0,05).
Viskon kumasta saptanan bu fark, liflerin yapisal 6zellikleriyle iliskilendirilebilir. Viskon,
seliilozik tabanli ve yiiksek derecede emici bir lif tiirlidiir. Tastekin ve arkadaslar1 seliilozik
kumaslarda seminal plazmanin sivi kisminin hizla lif limenine emildigini, ancak proteinler ve
hiicresel bilesenlerin lif ylizeyinde daha yogun bir tabaka olusturma egiliminde oldugunu
belirtmistir(74). 3. aydan itibaren farkin netlesmesi (p=0,032), lekenin su icerigini tamamen
kaybetmesi ve protein matrisinin lif ylizeyinde kararli bir yansitici tabaka olusturmasiyla
aciklanabilir. Aobaoma ve arkadaslari tarafindan vurgulanan hiicresel igerigin optik yansimay1
giiclendirme teorisiyle uyumludur(77). Lekenin taze oldugu erken evrelerde (ilk 1 ay), seminal
plazma ve spermatozoa hiicreleri liflerin derinliklerine homojen bir sekilde yayilmaktadir. Bu
yayilim, baslangicta Normo ve Azo Orneklerinin birbirine ¢ok yakin parlaklik degerleri
vermesine neden olarak spermatozoa varligini maskelemis olabilir. Viskon kumas tizerindeki
dijital parlaklik analizleri, 6zellikle eski tarihli lekelerin (3-6 aylik) Normospermik/Azospermik
ayriminda, taze lekelere gore daha yliksek ayirt edicilik sunmaktadir. Bu bulgu, viskon igerikli
delillerin incelenmesinde "bekleme siiresinin" analize engel teskil etmedigini, aksine kontrasti

artirdigini gostermektedir.

2. ipek Kumas

Calismada incelenen zeminler arasinda ipek, en diisiik ortalama parlaklik (Mean Gray
Value) degerlerini veren ve seminal lekeyi en ¢ok yutan kumas tiirii olarak saptanmistir. ipek
kumas, ¢aligmanin ilk saatlerinden itibaren viskon gibi yiiksek yansitict yiizeylerden p<0,001
diizeyinde ayrismistir. Ipegin protein yapili dogal lifleri, seminal plazmanin siv1 fazin1 hizla
emerek lif derinliklerine hapseder. Nabi ve arkadaslar1 ipek gibi pliriizsiiz ama emici dogal
liflerin, biyolojik s1vinin ylizeyde bir film tabakasi olusturmasini engelledigini, bunun da dijital
goriintiilemede diisilk kontrastla sonuclandigini belirtmistir(67). Bulgularimizda 4. saatte
goriilen bu keskin fark, ipegin yutucu karakterinin bir sonucu olabilir. Ipegin 4. giinde
Polyester'den p<0,001 ile ayrilmasi, ipegin sentetik rakiplerine gore adli tespitte ne kadar
dezavantajli olabilecegini gostermektedir. Normospermik grupta 6. aya gelindiginde bile ipek

kumasin viskon ve polyester karsisindaki p-degerleri p<0,001 olarak kalmistir. Bu,
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spermatozoa hiicrelerinin varliginin bile ipek kumasin diisiik yansitma kapasitesini kurtarmaya
yetmedigini gosterir. Ipegin lif yapisi, spermatozoa hiicrelerini 1if derinliklerinde
maskeleyebilir ve bu durum yiizeyde goriintli analizi yazilimlar1 tarafindan algilanabilecek
parlak odak noktalarinin olusmasini sinirlayabilmektedir (4). Ipek kumaslarin protein bazli lif
yapisi, biyolojik sivilarin lif yapisi icerisinde hizla absorbe edilmesine ve bu materyalin lif
derinliklerinde tutulmasina neden olabilmektedir. Bu durum biyolojik materyalin yiizeyde
olusturdugu optik sinyalin azalmasina ve floresans yogunlugunun diisiik seviyelerde
Olciilmesine yol agabilmektedir. Dogal liflerde biyolojik materyalin lif yapisi icerisinde
tutulmasi ve zamanla yiizey sinyalinin azalmasi, literatiirde biyolojik materyalin maskelenmesi
veya kaybi seklinde tanimlanan bir siire¢le acgiklanmaktadir(80). Calismamizda da benzer
sekilde, ipek kumasin altinci ay sonunda diger kumas tiirlerine kiyasla daha diisiik floresans
parlaklig1 gostermesi, biyolojik materyalin lif derinliklerinde tutulmasi ve ylizey sinyalinin
zayiflamasi ile iliskili olabilir. ipek ve mikst kumaslarin karsilastirilmasi incelendiginde, altinci
ayda azospermik grupta ipek ile mikst kumas arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 (p = 0,255) goriilmiistiir. Bu durum, spermatozoa bulunmayan 6rneklerde biyolojik
materyalin yiizeyde olusturdugu optik sinyalin sinirli olmasi nedeniyle farkli kumas tiirlerinin
zaman igerisinde benzer floresans degerleri gosterebilecegini diislindiirmektedir. Buna karsin
normospermik grupta ipek ve mikst kumaglar arasindaki farkin daha belirgin olmasi,
spermatozoa igeren drneklerde kumas lif yapisinin biyolojik materyalin ylizeyde tutulmasi ve
optik olarak tespit edilmesi iizerinde etkili olabilecegini gostermektedir. Sentetik lif iceren
mikst kumaslarin daha diisiik emicilik 6zellikleri nedeniyle biyolojik materyalin yiizeyde daha
uzun siire kalmasina izin verebildigi ve bu durumun optik tespit yontemlerinde daha yiiksek

floresans sinyali olusturabildigi literatlirde de belirtilmektedir (56,75).

3. Pamuk Kumas

Pamuklu kumas tizerindeki seminal lekelerin parlaklik (Mean) degerleri incelendiginde,
Normospermik ve Azospermik gruplar arasindaki farkin zaman igerisinde olduk¢a degisken bir
seyir izledigi goriilmektedir. Tablo 8 verilerine gore, 4. saatten 4. giine kadar istatistiksel olarak
anlaml bir fark olusmamis; fark ancak 8. ve 16. giinlerde Normospermik lehine anlamlilik
kazanmistir. Ancak bu anlamlilik kalic1 olmamus, 1. aydan itibaren (3. ve 6. ayda sinirda kalmak
tizere) fark tekrar istatistiksel giiven smirinin digina ¢ikmustir. Pamuk lifleri dogal olarak
biikiimlii ve gozenekli bir yapiya sahiptir. Nolan ve arkadaslari, pamuklu liflerin biyolojik
stvilart ve hiicreleri lif bogluklarina hapsetme konusundaki yiiksek kapasitesine dikkat

cekmistir(75). Miranda ve arkadaslari, yiizey piiriizliilligl arttikga optik kontrastin diistiigiinii
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belirtmistir(7) Calismamizda, spermatozoa hiicrelerinin pamugun derin dokularina niifuz
ederek ylizeyde yansitict bir tabaka olusturamamis olmasi, Mean degerleri arasindaki farkin
maskelenmesine yol agmis olabilir. Pamuklu kumasta farkin ¢ikmamasinda, vaka sayisinin
(0rneklem biliytlikligli) gruplar arasi1 kiiciik varyasyonlar1 yakalamada yetersiz kalmis
olabilecegi degerlendirilmektedir. Orneklem sayisi artirildifinda veya daha dar bir odak

alaninda (ROI) analiz yapildiginda bu farkin anlamlilik kazanabilecegi 6ngoriilmektedir.

4. Polyester kumas

Polyester kumas iizerindeki seminal lekelerin parlaklik analizi, sentetik yiizeylerin erken
donem adli incelemelerdeki avantajin1 ortaya koymaktadir. Tablo 9 verilerine gore; 18. saat
Olctimiinde Normospermik ve Azospermik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmigtir (p=0,013). Ayrica 8. giinde de bu anlamlilik (p=0,043) devam etmistir. Ancak, 16.
giinden itibaren baglayan siirecte fark istatistiksel anlamliligin1 yitirmis ve 6. aya kadar "Fark
Yok" seklinde stabilize olmustur. Polyesterin hidrofobik yapisi, seminal plazmanin lif igine
emilmesini engelleyerek spermatozoa hiicrelerinin yiizeyde birikmesine neden olur. Zapata ve
arkadaslarinin belirttigi gibi, bu durum erken evrelerde yiiksek bir optik yansima farki
yaratmaktadir(72). Calismamizdaki 18. saat bulgusu, polyesterin taze lekelerde erken teshis i¢in
en uygun yiizeylerden biri oldugunu kanitlamaktadir. Leke yaslandike¢a (1. ay ve sonrasi), her
iki grubun parlaklik degerleri 70-90 Mean seviyelerine yaklasmistir. Bu yliksek parlaklik
seviyelerinde, dijital sensorler spermatozoa hiicrelerinin yarattigr mikro-kontrasti ayirt edemez
hale gelmis olabilir. Bu durum, yontemin ¢ok parlak yiizeylerdeki ayirt edicilik tavanina
ulastigin1 gostermektedir. Uzun vadede her iki numunedeki protein kristallesmesi, piiriizsiiz
polyester lifleri iizerinde benzer bir yansitic1 film olusturmus olabilir. Bu homojenlesme, 1.
aydan itibaren p degerlerinin ylikselmesine (p=0,197'den p=0,256'ya kadar) ve farkin
belirsizlesmesine yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Gorilintii analizinde kullanilan
"Region of Interest" (Analiz Alan1) sec¢imi, polyester gibi yansimanin kumasin her yerinde
farklilastig1 ylizeylerde sonuglari etkilemis olabilir. Lekenin en parlak noktasi yerine tiim alanin
ortalamasimin (Mean) alinmasi, spermatozoa hiicrelerinin yarattig1 yerel parlaklik artiglarini

genel ortalamanin i¢inde eritmis olabilir.

5. Mikst (Mix) Kumas
Mikst kumas tizerindeki seminal lekelerin analizi, hibrit lif yapisinin spermatozoa tespiti

tizerindeki olumlu etkisini ortaya koymaktadir. Tablo 10 verilerine gore; ilk iki dl¢timde (4.
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saat ve 18. saat) anlamli bir fark olugsmazken, 3. giinden itibaren (p=0,002) baslayan anlamlilik,

6. aya kadar (p=0,035) kesintisiz ve kararl1 bir sekilde devam etmistir.

Mikst kumasta polyester liflerinin varligi, spermatozoa hiicrelerinin kumas yiizeyinde
kalmasimi saglayarak optik yansimayi artirirken; pamuk liflerinin hidrofilik dogasi plazma
matrisinin fazlasini emerek lekenin agir1 yayilmasini ve seyreltilmesini engellemistir. Zapata ve
arkadaglari, sentetik icerikli liflerin biyolojik sivilar1 ylizeyde tutma egiliminin optik tespiti
kolaylastirdigini belirtmistir(72). Bu ¢alismadaki bulgular, hibrit kumaslarin her iki lif tipinin
avantajlarin birlestirerek spermatozoa yogunlugunu optik olarak kararl bir seviyede tuttugunu

gostermektedir.

[k 18 saatte anlaml1 farkin ¢ikmamasi, sivinin heniiz tam kurumamis olmasi ve Virkler
ile Lednev'in tanimladig1 lizere biyolojik materyalin liflerin interstisyel (bosluklu) alanlarina
dogru mekanik gociinliin devam etmesiyle iliskilendirilebilir(1). Ancak 3. giinden itibaren
kuruma ve fiksasyonun tamamlanmasiyla, spermatozoa hiicreleri yansitici birer odak noktasi
haline gelerek Azospermik gruptan net bir sekilde ayrismistir. Calismamizda kullanilan mavi
15tk (450 nm) uyarimi, mikst kumas tlizerindeki leke morfolojisinin kontrastini
belirginlestirmistir. Aobaoma ve arkadaglar1 hiicresel yogunlugun yarattigi optik sinyal
farkinin, dogru dalga boyu uyarisiyla yansitict ylizeylerde maksimuma ulastigin
vurgulamistir(77). Mikst kumastaki polyester liflerinin yansitict karakteri, mavi 1s1k altinda
spermatozoa varligini daha goriiniir kilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Mikst kumas
bulgulari, olay yerinden elde edilen karma lifli delillerde dijital parlaklik analizinin, leke
yasindan bagimsiz olarak (3. glinden itibaren) yiiksek bir giivenilirlikle spermatozoa varligini

(Normospermik/Azospermik ayrimi) saptayabildigini gostermektedir.

6. Kumas Tiirlerinin Parlakhik Performansi Acisindan Zaman ve Grup Bagimh
ikili Karsilastirmalar

Calismamizda, farkli kumas tiirleri arasinda yapilan ikili karsilagtirmalar, semen
lekelerinin substrata bagli davranisinin hem zaman hem de spermatozoa hiicresi varligina gore
degiskenlik sergiledigini gostermektedir. Elde edilen p-degerleri incelendiginde, 6zellikle
erken donem Olgiimlerinde (4. saat ve 18. saat) Viskon kumasin diger kumas tiirlerinden
belirgin bi¢imde ayristigr goriilmektedir. Hem azospermik hem normospermik gruplarda

Viskon—ipek, Viskon—Polyester ve Viskon—Pamuk karsilastirmalarinda p<0,001 diizeyinde
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anlamlilik saptanmasi, Viskon lif yapisinin seminal sivinin yiizeydeki dagilim karakteristigini

belirgin bicimde etkiledigini diisiindiirmektedir.

Tekstil liflerinin s1vi emilim kapasitesi ve kapiller yayilim 6zellikleri, biyolojik stvilarin
yiizeyde olusturdugu morfolojiyi dogrudan etkilemektedir. Schlagetter ve Glynn, farkli kumas
tiirlerinin semen tespit performansin1 anlaml bigimde etkiledigini ve 6zellikle sentetik veya
yar1 sentetik liflerin seminal bilesenleri farkli bigimde absorbe ettigini bildirmistir(48).
Calismamizda Viskon kumasin ¢cogu zaman diliminde diger kumaslardan ayrigsmasi, literatiirde

bildirilen lif temelli farkliliklarla uyumludur.

Erken donemde (4. saat) Normospermik grupta Polyester—Pamuk karsilastirmasinda
(p=0,026) anlaml fark saptanirken, Azospermik grupta bu farkin goriilmemesi, spermatozoa
hiicresel ~ bilesenlerinin  substratla  etkilesiminin sivi  fazdan farkli  olabilecegini
diistindiirmektedir. Semen igeriginde bulunan proteinler ve hiicresel yapilar, lif yiizeyine
tutunma davramisini  degistirebilmektedir. Raman spektroskopi caligmalarinda semen
bilesenlerinin substrat interferansindan farkli diizeylerde etkilendigi ve hiicresel yogunlugun
spektral ayrismayi etkileyebildigi bildirilmistir (81). Bu durum, normospermik 6rneklerde bazi

kumas ¢iftlerinde erken ayrigsma gdzlenmesini agiklayabilir.

18. saat ve 3. giin verileri incelendiginde kumaglar arasi bazi farkliliklarin ortadan
kalktig1, bazi yeni farkliliklarn ise ortaya ciktigi gériilmektedir. Ozellikle 3. giinde hem
azospermik  hem  normospermik  grupta  Ipek—Polyester ~ve  Polyester—Pamuk
karsilastirmalarinda anlamlilik saptanmasi, kuruma siirecinin leke morfolojisini yeniden
sekillendirdigini gostermektedir. Miranda ve arkadaslari biyolojik sivilarin nemli dénemde
diisiik floresans gosterdigini, kuruma sonrasinda ise optik ozelliklerin stabilize oldugunu
bildirmistir (7). Kuruma siirecinin lifler arasindaki s1vi dagilimini degistirmesi, kumas ¢iftleri
arasindaki farklarin zamana bagl olarak yeniden ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir. 8. giin
ve 16. glin sonuglari, kumaslar aras1 ayrismanin 6zellikle normospermik grupta daha belirgin
hale geldigini gostermektedir. Ornegin 8. giinde Normospermik grupta Viskon—Mikst
(p=0,036), ipek—Polyester (p<0,001) ve Polyester—Pamuk (p<0,001) karsilastirmalarinda
anlaml fark bulunurken, Azospermik grupta daha sinirl sayida farklilik goriilmektedir. Bu
durum, spermatozoa hiicrelerinin zamanla kuruyarak yiizeyde yogunlagmasi ve substrat ile
etkilesiminin artmasi ile agiklanabilir. Literatiirde hiperspektral goriintiileme c¢alismalarinda

biyolojik bilesimin substrat ayrismasinda onemli rol oynadigmi gostermistir (82)(83).
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Calismamizda normospermik drneklerde zaman ilerledik¢e daha fazla kumas ¢ifti arasinda
anlaml fark saptanmasi bu bulguyla uyumludur. 1. ay ve 3. ay verileri degerlendirildiginde,
bazi kumas ¢iftlerinde farklarin ortadan kalktigi, bazilarinda ise kalict hale geldigi
goriilmektedir.  Ozellikle Ipek—Polyester ~karsilastrmasinin - hem  azospermik hem
normospermik grupta ileri donemlerde de anlamli kalmasi, bu iki lif tipinin seminal siv1 ile
etkilesim mekanizmalarinin belirgin bi¢imde farkli oldugunu diisiindiirmektedir. Genellikle
protein esaslhi dogal lifler ile sentetik liflerin s1v1 tutulum 6zellikleri farklilik gostermektedir.
Polilight ile yapilan floresans calismalarinda da bazi kumas tiirlerinin arka plan 6zellikleri

nedeniyle semen tespitinde farkli performans gosterdigi bildirilmistir(56).

6. ay verileri, kumaglar aras1 farkliliklarin tamamen ortadan kalkmadigini, aksine bazi
karsilagtirmalarda (6rnegin Polyester—Pamuk, Pamuk—Mikst) anlamliligin devam ettigini
gostermektedir. Bu durum, kurumus ve stabilize olmus seminal kalintinin lif yapisina gore
kalict morfolojik ve optik farkliliklar olusturdugunu diisiindiirmektedir. Beckwith ve
arkadaglar1 pamuk kumasta seminal materyalin belirli kosullarda uzun siire tespit edilebilirligini
korudugunu bildirmistir(84). Calismamizda pamuklu kumasin baz1 karsilastirmalarda ileri
donemlerde dahi ayrisma gostermesi literatiirle uyumludur.

Bu bulgular, adli incelemelerde semen lekesinin degerlendirilmesinde yalnizca lekenin
varhiginin degil, kumas tipinin ve leke yasinin da analitik yoruma dahil edilmesi gerektigini
gostermektedir. Ozellikle alternatif 151k kaynagi ve goriintii analizi temelli yontemlerde substrat

etkisinin goz ard1 edilmesi, yanlis negatif ya da yanlis pozitif yorumlara yol acabilir.

7. Kumas Tiirlerinin Parlaklik Performansi Ac¢isindan ikili Karsilastirmalar

(Calismamizda kumas tiirleri arasinda parlaklik (Mean Gray Value) acisindan istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklar saptanmistir (p < 0,001). Tablo 11°deki ikili
karsilagtirmalar, kumaslarin lif yapilarinin seminal leke gorliniirligi tizerindeki belirleyici

roliinli somutlastirmaktadir.

Zaman ve grup farklilig1 goz Oniine alinmaksizin gergeklestirilen pairwise comparisons
analizinde, Mean Gray Value agisindan kumas tiirleri arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlaml fark saptanmistir (p<<0,001). Ortalama parlaklik degerlerinin viskon > polyester > mikst
> pamuk > ipek seklinde siralanmasi, semen lekelerinin floresans davranisinin substratin lif

yapist ve optik ozellikleriyle dogrudan iligkili oldugunu gdstermektedir.
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Calismamizda viskon kumasin en yiiksek Mean Gray Value ortalamasina sahip olmasi
(65,208+0,607), bu kumasin rejenere seliilozik yapisinin hem sivi emilim hem de yiizeyde
floresan bilesenlerin homojen dagilimi acisindan avantaj sagladigini diistindiirmektedir.
Seliilozik liflerin hidrofilik karakteri, seminal plazma igerigindeki flavin tiirevleri ve protein
fraksiyonlarinin lifler arasinda tutulmasini kolaylagtirmakta; bu durum alternatif 151k kaynagi
altinda daha giiclii ve homojen bir 1s1ma profili olusturabilmektedir. Adli 1s1k kaynaklariyla
yapilan ¢alismalarda, 6zellikle seliilozik bazli agik renkli kumaslarda biyolojik sivilarin daha

yiiksek kontrast verdigi bildirilmistir (56).

Polyester ve mikst kumas arasinda anlamli fark saptanmamis olmasi (p=0,144), sentetik
lif iceriginin floresans performansinda belirleyici rol oynadigini diisiindiirmektedir. Polyester
lifler hidrofobik yapida olmakla birlikte ylizeyde sivinin daha sinirli penetrasyonuna neden
olur; bu durum bazi ¢aligmalarda yiizeyde daha yogun lokal floresans alanlar1 olusmasina yol
actig1 seklinde yorumlanmistir (82). Mikst kumasin %40 polyester igermesi, bu iki kumasin
optik davranislarinin birbirine yaklagmasina neden olmus olabilir. Calismamizdaki sonug, lif
kompozisyonunun floresans siddetini dogrudan etkiledigini diisiindiirmektedir.

Pamuk kumasin polyester ve viskona kiyasla daha diisilk Mean Gray Value gostermesi,
dogal seliilozik liflerin daha yiiksek absorptif kapasitesi nedeniyle floresan bilesenlerin liflerin
derin tabakalarina dagilmasindan kaynaklanabilir. Literatiirde pamuk kumasin biyolojik siviy1
absorbe etme kapasitesinin yliksek oldugu, bu nedenle yiizey kontrastinin zaman zaman
azalabildigi bildirilmistir(48). Calismamizda pamuk ile mikst kumas arasindaki anlamli fark
(p<0,001), polyester oranindaki artisin yiizeydeki optik yogunlugu artirabilecegini

diistindiirmektedir.

Ipek kumasin en diisik Mean Gray Value ortalamasina sahip olmas1 (44,205+0,607)
dikkat ¢ekicidir. Protein esasli dogal bir lif olan ipek, 151k yansima ve absorpsiyon 6zellikleri
bakimindan seliilozik liflerden farkli davranmaktadir. Raman ve floresans temelli ¢alismalar,
protein bazli substratlarin biyolojik sivi tespitinde arka plan interferansi olusturabilecegini
gostermistir(81)(85) Bu durum, ipek kumasta semen lekesinin floresans kontrastinin nispeten

diisiik ol¢lilmesini agiklayabilir.

Genel analizde yalnizca polyester—mikst ¢iftinde anlamli fark bulunmamasi, diger tim
kumas ciftlerinin istatistiksel olarak ayrigmasi, substrat etkisinin semen lekesinin optik

karakteristigi tiizerinde giicli bir belirleyici oldugunu gdstermektedir. Bu bulgu, adli
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incelemelerde kullanilan alternatif 151k kaynaklarinin performansinin yalnizca biyolojik
materyalin varligina degil, substratin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine de bagli oldugunu
gostermektedir. Schlagetter ve Glynn, farkli yiizey tiplerinde semen lekelerinin farkli
yogunlukta floresans verdigini ve substrat etkisinin goz ardi1 edilmemesi gerektigini

vurgulamistir(48).

C. Beklenmeyen Bir Bulgu: Gruplarin Varyanslarindaki Farklilasma

Zaman ilerledik¢e normospermik grubun standart sapmasi sabit kalirken (9.3'ten 9.59'a)
azospermik grupta standart sapmanin istikrarli bir sekilde yiikselmesi (10.82'den 17.2'ye), yani
azospermik grubun zaman gectikce kendi ig¢inde daha degisken sonuglar vermesi; sperm
hiicrelerinin seminal plazmanin bozunma siirecini standardize edici bir etkiye sahip
olabilecegini diistindiirmektedir. Sperm hiicrelerinin kuruma siirecinde protein matrisi iginde
olusturdugu ¢apraz baglar (cross-linking), lekenin yapisal biitiinliigiinii koruyarak bireyler arasi
biyokimyasal farkliliklar1 maskeleyebilir. Nitekim Peter ve arkadaslari, insan seminal
plazmasinda bulunan semenogelin I ve II proteinlerinin transglutaminaz enzimi araciligiyla
capraz baglanabildigini ve bu capraz baglarin semenin yapisal biitiinliigiinde kritik rol
oynadigim1 gostermislerdir. Bu mekanizma, normospermik grupta gozlenen diisiik varyansi

aciklayabilir (86).

Azospermik 6rneklerde gbzlenen yiiksek varyans ise, sperm hiicrelerinin yoklugunda
her bireyin seminal plazmasinin kendine 06zgii biyokimyasal bilesiminin (flavin
konsantrasyonu, protein igerigi, pH, tuz dengesi) zamanla daha belirgin hale geldigini
gostermektedir. Nitekim Cheng ve arkadaslari, azospermik hastalarin seminal plazmalarinda,
normospermik bireylerle kiyaslandiginda, 931 farkli metabolitin degistigini ve bu
metabolitlerin 6zellikle lipid ve amino asit metabolizmas1 yollarinda yogunlastigini
bildirmiglerdir. Farkli bireylerin seminal plazmalari, yaglanma siirecinde farkli oranlarda
bozulmakta ve bu durum, azospermik grupta giderek artan bir heterojeniteye yol

acmaktadir(87).

Bu bulgu, adli incelemelerde yalnizca ortalama parlaklik degerlerinin degil, ayni
zamanda varyansin da dikkate alinmasi gerektigine isaret etmektedir. Ozellikle eski tarihli

lekelerde (6 ay ve iizeri), azospermik bir 6rnegin parlaklik degerinin diisiik ¢ikmasi durumunda
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genis varyans nedeniyle kesin yorum yapmanin gii¢ olabilecegi; buna karsin normospermik
orneklerde dar varyans sayesinde daha  giivenilir tahminler yapilabilecegi
degerlendirilmektedir. Gelecek c¢alismalarda, bu varyans farkliliinin altinda yatan
biyokimyasal mekanizmalarin arastirilmasi, seminal lekelerin yas ve igerik tahmininde yeni

yaklagimlar gelistirilmesine katki saglayabilir.
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VL. SONUC VE ONERILER

e Goriintiileme Tekniklerinin Gelistirilmesi: Bu ¢alismada kullanilan mavi 11k kaynagi
ve Image] analizinin basarisi, farkli kumas tiirlerinde degiskenlik gdostermistir. Gelecek
calismalarda, 6zellikle pamuk ve ipek gibi zorlu yilizeylerdeki kontrast sorununu minimize
etmek amaciyla; mavi 151k uyarimiyla birlikte kullanilan filtre kombinasyonlarinin optimize
edilmesi ve analizlerin dar bant spektral goriintileme sistemleri iizerinden yapilmasi

onerilmektedir.

« Kumasin Fiziksel Parametrelerinin incelenmesi: Calismamizda kumasgin lif tipi (viskon,
polyester vb.) temel degisken olarak alinmistir. Ancak kumagin kalinligi (gramaj), dokuma
siklig1 ve iplik biikiim say1s1 gibi fiziksel 6zelliklerin, seminal sivinin lif icindeki dikey ve yatay
gociinii dogrudan etkiledigi distiniilmektedir. Gelecek aragtirmalarda "kumas kalinlig1" ve
"dokuma yapist" ile optik parlaklik degerleri arasindaki korelasyonun incelenmesi, adli tip

literatiiriine 6nemli bir katk1 saglayacaktir.

e Otomatik Siniflandirma Modelleri: Goriintii analizinden elde edilen Mean Gray Value
verilerinin, yapay zeka ve makine 6grenmesi algoritmalar1 (60rnegin Karar Agaclar1 veya Yapay
Sinir Aglan) ile birlestirilerek; lekenin hem "tiirii" (Normo/Azo) hem de "yas1" (TSD) hakkinda

otomatik tahmin yapan yazilim modellerinin gelistirilmesi dnerilmektedir.

e Cevresel Faktorlerin Etkisi: Lekelerin sadece oda sicakliginda degil; farkli nem, sicaklik
ve 151k maruziyeti (UV 1sinlari, glines 15181) gibi "olay yeri" kosullarina benzer ortamlarda
bekletilerek, dijital parlaklik degerlerindeki degisimlerin takip edilmesi, yontemin saha

uygulamalarindaki gecgerliligini artiracaktir.
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KISITLILIKLAR

Calismamiz, dijital goriintii analizinin seminal lekelerin tespitindeki potansiyelini ortaya
koymakla birlikte, elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda dikkate alinmasi gereken bazi
kisitliliklara sahiptir:

« Kumasin Fiziksel Deformasyonlari: Ipek gibi hassas ve kaygan dokulu kumaslarda
zamanla meydana gelen kirigikliklar, 15181n yansima agisini degistirerek dijital analizde "yalanci
parlaklik" alanlar1 olusturmustur. Bu durum, goriintii isleme siirecinde gercek leke parlakligi
ile kumasin dokusal parlamasini ayirt etmeyi gii¢lestiren temel bir fiziksel kisitliliktir.

o Kumas Gramaji ve Dokuma Sikhigi: Calismada temel degisken olarak lif tiirii (pamuk,
polyester vb.) ele alinmistir. Ancak kumaslarin kalinligr (gramaji) ve iplik sikligi gibi
parametreler standardize edilmemistir. Kumas kalinliginin, seminal sivinin liflerin derinligine
emilme miktarini etkileyerek yiizey yansimasini (Mean Gray Value) dogrudan degistirebilecegi
distiniilmektedir.

eIsik Kaynagi ve Cevresel Kosullar: Analizler sadece belirli bir agida
konumlandirilmis mavi 1s1k (450 nm) uyarimi altinda gerceklestirilmistir. Farkli 151k siddetleri,
ortam aydinlatmast veya kamera sensor kalitesindeki degisimlerin dijital ¢iktilar
etkileyebilecegi géz oniinde bulundurulmalidir.

« Orneklem Biiyiikliigii ve Istatistiksel Simirlar: Pamuklu kumas gibi bazi 6rnek
gruplarinda, 1. aydan sonra Normo-Azo farkinin istatistiksel anlamliligini yitirmesi, 6rneklem
sayisinin (vaka sayisi) bu yiizeylerdeki kiigiikk varyasyonlari yakalamada kisitl kalmis
olabilecegini diisiindiirmektedir.

o Leke Yayihm Alam (Area) Kontrolii: ipek ve polyester gibi yayilim potansiyeline
sahip kumaglarda, sivinin genis bir alana yayilmasi birim alandaki biyolojik materyal
yogunlugunu diigiirmiistiir. Bu durum, "ortalama parlaklik" (Mean) degerlerinin, lekenin gercek
hiicresel konsantrasyonunu tam olarak yansitmamasina neden olmus olabilir.

e Cevresel Maruziyet: Lekeler laboratuvar ortaminda, kontrollii sicaklik ve nem
kosullarinda muhafaza edilmistir. Olay yerindeki gibi yiiksek 1s1, glines 15181 (UV maruziyeti)
veya dis mekan kosullariin lekenin optik karakterini nasil etkiledigi bu ¢alisma kapsaminda

degerlendirilmemistir.
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