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OZET

AMILAZ VE ASIT FOSFATAZ TESPIT KITiNIN GELISTIRILMESI
ilknur SARI

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa CEMEK
Es Danismani: Dr. Murat TOPUZOGULLARI

Amilaz tlkirikte bol miktarda bulunan ve tukiriik biyomarkeri olarak kullanilan bir
enzimdir. Asit fosfataz ise semende yogun olarak bulunmakta ve semen varliginin
tespitinde kullanilmaktadir. Tikirik ve semenin tespiti 6zellikle adli tipta cinsel saldiri
vakalarinda kanit niteligi tasimaktadir. Tez c¢alismasinda cinsel saldiri vakalarinda
biyolojik kanit olan semen (asit fosfataz) ve tiklrigin (amilaz) tespiti icin yeni bir

yontemle tani kiti gelistirilmistir.

Asit fosfataz tespiti icin kullanilan yontem alfa naftil fosfatin enzim varliginda naftole
hidrolize olmasi ve ortaya ¢ikan bu Urinin diazonyum tuzu ile birleserek renk
degistirmesi prensibine dayanmaktadir. Amilaz tespiti icin ise nisasta iyot testi
kullanilmistir. Her iki test icin hazirlanan reaksiyon cozeltileri 6zel bir jel matrikse
emdirilerek destek ortam olusturulmustur. Semen 6rneklerinde hassasiyet tespiti icin
10.000 ila 100.000 arasinda, amilaz tespiti icin ise 100 ila 1000 arasinda seyreltmeler
uygulanmistir. Zamana bagl aktivite tayini icin 5 mm? ¢apli pamuklu kumaslara semen

ve tiikirik orneklerinden 10 ul damlatilarak kurumaya birakilmistir. 0., 1., 6., 12., 24.,

Xi



36., 48., 60., 72. saatlerde distile suyla c¢ozilerek analizi yapilmistir. Semen
orneklerinde asit fosfataz tespitinde 1/70.000, tikirik 6rneklerinde amilaz tespitinde
ise 1/900 seyreltme oranlarina varan basari elde edilmistir. Zamana bagl aktivite
tayininde literatir de aktivitenin blyilk bir cogunlugunun kaybedildigi bildirilen 72.
saatte bile enzim aktivitesi tespit edilmistir. Calismada gelistirilen matriks destekli

yontemin oldukga pratik ve hassas oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Asit fosfataz, amilaz, semen, tliklirtik, enzim aktivitesi.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AMILASE AND ACID PHOSPHATASE DETECTION KIT

ilknur SARI

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Mustafa CEMEK
Co-Adviser: Dr. Murat TOPUZOGULLARI

Amylase is an enzyme which is abundant in the saliva and it is used as saliva biomarker.
The acid phosphatase is abundant semen and it is used to detect of semen. Saliva and
semen detections are particularly evidence of the sexual assault cases in forensic
medicine. In this thesis, semen (acid phosphatase) and saliva (amylase), which are
biological evidences of sexual assault cases, diagnostic kit has developed with a new

detection method.

The principle of method for acid phosphatase detection is changing colour with
reaction of diazonium salt and naphtol which occurs after hydrolyzation of alpha
naphthyl phosphate with enzyme. Starch iodine test was used for the detection of
amylase. Reaction solutions as prepared for both tests were absorbed to special gel
matrix as support medium. For the detection sensitivity, 10.000 to 100.000 dilutions
were performed in semen samples, 100 to 1000 dilutions were performed in saliva
samples. For time-based activity assay, 10 pl saliva and semen was dropped to 5mm?

cotton fabrics and allowed to dry. Samples were dissolved in distilled water and

Xiii



analyzed at 0, 1, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72™ hours. Acid phosphatase detection in semen
and amylase detection in saliva samples can be performed up to 1/70.000 and 1/900
dilution, respectively. In time-based activity assay, activity was detected even in 72t
hour which is reported in literature that enzyme lost majority of activity. Matrix-
assisted method that developed in this study is more practical and sensitive compared

to the classical method.

Keywords: Acid phosphatase, amylase, semen, saliva, enzyme activity.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1. Literatiir Ozeti

Cinsel Suclar (CS) tim dinyada ginden giine hizla artis gosteren, saldiriya magruz
kalan magdurun hayatini bedensel ve ruhsal agidan etkileyerek magdurda oldukga agir
travmalara sebebiyet veren ve bunun sonucunda basta ailesi olmak lzere tiim toplumu
vicdanen yaralayarak toplumda ortak bir tepkiye yol agan suclardan olup bireyin hir
iradesine ve sayginligina yonelik yapilmis bir saldiridir. Bu tir saldirlarda o6zellikle
faillerin bulunamamasi veya delil yetersizligi gibi nedenlerden 6tiirii sugu isleyen failler
cezasiz kalarak adalet temin edilemedigi igin toplumda bu suga karsi caydiricilik
saglanamamakta ve Ozellikle magdurda ve toplumun tim kesimlerinde adalet
duygusunun derinden sarsilmasina neden olmaktadir. Faillerin adalet 6nilinde hak
ettikleri cezalari alabilmeleri igin 6zellikle delillerin gok saglikli bir sekilde toplanmasi
gerekmektedir, bu durumda 6zellikle delil niteligi tasiyan biyolojik kékenli deliller sugun
aydinlatiimasi acisindan oldukca 6nemli bir hale gelmektedir. Sucun adli mercilere
intikalinden hemen sonra magdurun bedeninde ve olay yerinde 6zellikle semen ve
tukurak orneklerinin tespiti sugun kanitlanmasi agisindan destekleyici nitelikte bir delil
olup adli mercilerin konu hakkinda dogru karar vermelerine imkan saglamaktadir.
Amilaz tlkirikte bol miktarda bulunan ve tikiirik biyomarkeri olarak kullanilan bir
enzimdir. Tuklrtk ozellikle klinik uygulamalarda tani araci olarak kullanilabilen
biyolojik kokenli bir matrikstir. TukUrik yapisinin biylk bir kismi su olmasi ile birlikte
tanisal testlerde kullanilabilen bircok belirtec niteliginde biyolojik ve kimyasal maddeler
de icermektedir. Tlkirlk icersinde bulunan oral hiicrelerin DNA’sinin analiz edilmesi

oldukca yaygin bir uygulamadir, 6zellikle adli tip uygulamalarinda kimlik tespiti ve



profillemede kullanilmaktadir. Adli vakalarda ise tukirik varliginin tespiti 6zellikle
cinsel suclarda olayin kanitlanmasinda kullaniilmaktadir. Magdur veya sipheli izerinde
tikiruk lekesi tespiti saldirinin gerceklestiginin biyolojik kanitlari arasinda yer
almaktadir. Takurdk varliginin tespiti icin orneklerde a-amilaz varligina bakilmaktadir.
Asit fosfataz ise semende yogun olarak bulunmakta ve semen varliginin tespitinde
kullanilmaktadir. Asit fosfataz cesitli viicut sivilarinda bazi patolojik durumlarda vucutta
artis gostererek hastaliklarin tanisinda yardimci olmaktadir. Vuciit serumunda asit
fosfatazin cesitli izoformlarinin yikselmesi hastalik belirtisi olarak sayilmaktadir. Asit
fosfatazin sahip oldugu farkl formlar izerinde yapilan klinik calismalardan elde edilen
sonuclara gore sahip oldugu farkli ozellikler klinikte teshis ve tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Adli tipta ise asit fosfataz seminal plazmanin varhginin ortaya
koyulmasinda kullanilmasinin en 6nemli nedeni viicutta en c¢ok seminal plazmada
bulunmasidir. Kisiden alinan bir 6rnekte asit fosfataz aktivitesinin varligi semen varligi
olarak degerlendirilmektedir. Bu durum cinsel saldirinin tespiti icin fiziksel delillerin
yaninda biyolojik bir delil olarak magdur bedeninde ve kiyafetlerinde semen tespitinde
kullanilmaktadir. Tuklrik ve semenin tespiti 6zellikle adli tipta cinsel saldiri vakalarinda
kanit niteligi tagimaktadir. Biyolojik numunelerin tespitinde kullanilan protein yapili
biyomarkerlar zaman igerisinde biyolojik ve kimyasal yapisinda bozulmalar meydana
gelebilmektedir. Bu nedenle CS vakalarinda elde edilen 6rneklerin en hizli ve kisa
sirede aktivite kaybini minimumda tutabilecek sekilde kimyasal analizlerinin yapilmasi

gerekmektedir.

1.2. Tezin Amaci

CS vakalarinda sugun ispatlanabilmesi ve failin bulunabilmesi igin sorusturma
asamasinda bitin delillerin zamaninda ve eksiksiz toplanmasi oldukca gereklidir.
Bunun i¢in olaydan sonraki ilk ginler igerisinde ayrintii muayene yapilmasinin ve
magdurun bedeninde saniga ait olabilecek biyolojik delillerin 6rneklenmesinin hayati

bir 6nemi vardir.

CS ispatinda magdur (izerinde saniga ait veya sanik Uzerinde magdura ait biyolojik
materyallerin tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Muayene sirasinda magdurdan alinan

orneklerde saldirgana ait biyolojik materyallerden herhangi birinin tespit edilmesi,



sorusturmanin daha basinda magdurun iddiasini dogrular nitelikte olup, cinsel eylemin
gerceklestiginin kaniti olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle kiigiik yastaki ¢ocuklara
veya zihinsel engelli kisilere karsi islenen cinsel saldiri suglarinda, magdurun saldiriyi
tam olarak ifade edemeyecek durumda olmasi, biyolojik kanitlari cok daha énemli hale
getirmektedir. Bu biyolojik materyallerin en 6nemlileri semen ve tikiirik amilazidir.
Muayene sirasinda alinan oOrneklerinde s6z konusu biyolojik delillerin varhiginin
arastirlmasi sugun kanitlanabilmesi igin gereklidir. Saldirgana ait biyolojik
materyallerin eksiksiz ve uygun bir sekilde toplanmasi, muayene sirasinda tespit edilip
raporlanmasi adaletin hizli ve magduru koruyacak sekilde tesisi icin 6nem arz

etmektedir.

Tez calismasinin amaci cinsel saldirt olgularinda delil olarak kullanilan semen
biyomarkeri asit fosfataz ve tlkiiriik amilazinin saptanmasi igin hizli ve pratik tespit
kitinin gelistirilmesidir. Gelistirilen kitin 6zel jel matriks ile desteklenmesi saglanarak
hassasiyetinin arttirilmasi, daha kapsamli dedeksiyon saglanmasi ¢alismanin hedefleri

arasindadir.

1.3. Hipotez

CS vakalarinda en temel biyolojik delil olan semenin tespitinde sperm gosterilmesi her
zaman mimkin olmamaktadir. Bu durumlarda semen igeriginde bulunan diger
bilesenler 6nem tasimaktadir. Asit fosfataz semen sivisinda yiiksek oranda bulunan bir
bir protein olmasindan dolayr semen tespitinde kullanilmaktadir. Asit fosfataz
tespitinde kullanilan yontemlerin en 6énemli dezavantaji hassasiyetinin az olmasi ve
dedeksiyon limitinin disik olmasidir. Tez calismasinda reaksiyon c¢ozeltisi 6zel jel
matrikse hapsedilerek, ¢o6zeltinin daha iyi muhafazasi ve daha hassas tespit

saglanabilecektir.

Tikuriuk amilazinin tespitinde kullanilan en temel yontem nisasta iyot testidir. Test igin
gerekli kimyasallarin ucuz olmasi ve yontem kolayligi avantaj saglarken hassasiyetinin
azhg arastirmacilari daha hassas yontemler aramaya itmistir. Bu amacla bircok
kompleks ve pahali yontemler gelistirilmistir. Tez calismasinda nisasta c¢ozeltisinin
matrikse emdirilmesiyle hassasiyetin arttirilmasi ve disiik maliyetle yiksek hassasiyet

saglanacaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Amilaz

Amilazlar, Enzim Komisyonu (E.C.) adlandirmasina gore, hidrolazlar grubunun
glikozilazlar alt grubunun polisakkaridazlar alt birimine ait, komsu glikoz rezidiilerde
lokalize olan 1 ve 4 nolu karbon atomlari yoluyla birbirine baglanan, a-D-glikoz
birimlerinden olusan enzimlerdir. Temel fonksiyonlari nisasta ve glikojen gibi karmasik

karbonhidratlari pargalamaktir [1], [2].

Nisasta grandllerinin enzimatik hidrolizi iki sekilde olmaktadir. Birincisi nisasta
granilliniin yGzeyinden merkezine dogru olan sentripetal hidroliz, ikincisi ise nisasta

graniliniin dis ylzeyinde etki gosteren sentrifugal hidrolizidir [3].

Baslica amilazlar iki gruba ayrilmaktadir. i¢c etkili amilaz a- amilaz (1,4-a-D-
glukanhidrolaz, EC 3.2.1.1) olup; amiloz, amilopektin ve ilgili polisakkaritlerdeki a-1,4
glikozidik baglar kirar fakat amilopektindeki a-1,6 baglarini kirmaz. Endoamilazlar
olarak da adlandirilan i¢ etkili amilazlar rastgele bigimde nisasta polimerlerinin ig
kismindaki zincirleri hidrolizler; dallanmis ve dogrusal oligosakkaritlerin olusumuna yol

acar [4], [5].

Dis etkili amilazlar glukoamilaz (a-1,4; 1,6- glukan glukohidrolaz, EC 3.2.1.3) ve B-amilaz
(1,4-a- glukan maltohidrolaz, EC 3.2.1.2) dir. Ekzoamilazlar olarak da adlandirilan dis
etkili amilazlar, ic etkili amilazlar gibi ayni substratlar tzerine etki ederler fakat etki
tarzlan farkhdir. Bu enzimlerin bazisi a- 1,6 zincirlerini ayirma yetenegindedir fakat

reaksiyon hizi a- 1,4 baglarininki ile karsilastirildiginda duslktir. Dis etkili amilazlar



poliglukan zincirinin indirgenmeyen ucundan substrat baglar (izerine distan etki

ederler ve diisik molekiler agirlikl glukoz ve maltozu Uretirler [5].

o- Amilaz enziminin hidrolizi sonucu serbest kalan hemiasetal gruplari a- optik
konformasyona sahip olduklarindan dolayi bu enzimlere yaygin olarak a- amilaz

denilmektedir [6].

Sekil 2.1 Alfa amilaz yapisi

a- Amilazlar 6.9-7.0 optimum c¢alisma pH’ina sahip, molekil agirliklari 40000-50000 D
olan, bu nedenle bodbrek glomeriillerinden kolayca gegerek idrar ile dnemli bir miktari
atilabilen tek plazma proteini olma 6zelligi bulunan kiicik molekillerdir (Sekil 2.1).
Nadiren bazi serumlarda rastlanan makroamilazlar, genellikle IgA, 1gG, diger normal
veya anormal yiksek molekiler kitle plazma proteinleri ile normal tikirik amilaz

arasinda olusmus komplekslerdir [1], [2], [7], [8].

a-Amilaz vicutta pek c¢ok organ ve dokuda mevcut olmakla beraber, en yilksek
konsantrasyonu pankreastadir. Pankreas a-amilazi, pankreasin acinar hicreleri
tarafindan sentezlenerek ve doudenuma da salgilanmaktadir. Pankreas amilazi islevini
tamamladiktan sonra tripsin aktivitesi ile parcalanarak ¢ok az bir kismi feceste amilaz
aktivitesi gostermektedir. Takurdk amilazi ise, tlkdrik bezleri tarafindan
salgilanmakta, ayni zamanda terde, siit salgilayan meme bezlerinde, akcigerlerde,
fallop tiplinde, karacigerde de bulunmaktadir. Daha yliksek molekil agirlikh, stlfidril
iceren, nisasta ve glikojeni oligosakkaritlere parcalayan ve bu arada ¢ok az maltoz ve
glikoz Ureten, optimal tesir pHIT hemen hemen nétral (6.9) olup, 6.5-7 arasinda

degisen, midedeki hidroklorik asit ile parcalanan bir enzimdir [1], [2], [8], [9], [10].



Diger enzimler gibi a-amilazin da bulylk bir kismi protein yapilidir. Protein yapisi
haricinde bir metallo enzim olan amilazdaki metal iyonlarinin varligi NMR (Nukleer
Manyetik Rezonans), ESR (Elektrik Spin Rezonans), PRH (Proton Relaksasyon Hizi)
teknikleri ile incelenebilmektedir [7]. a-Amilaz aktivasyonu igin kalsiyum baglanmasina
mutlak suretle gereksinim duyan ekstraselliiler bir enzimdir. Ayrica kloriir basta olmak
Uzere bromdr, iyodir, nitrat veya hidrojen fosfat gibi gesitli anyonlarin varliginda da

aktive olabilmektedir [7], [11].

Multiple amilaz izoenzimleri serum ve idrarda jel filtrasyonu, iyon degisim
kromatografisi, izoelektrik odaklanma ve elektroforez gibi tekniklerle gosterilebildigi
gibi en az 6 izoenzim selllloz asetat kromatografisinde gosterilebilmistir. Cizgili
kaslardan, yag dokusundan, goézyasindan, ovaryumdan semenden, testislerden,
kolostrumdan ve siitten alinan ekstrelerde de zayif olmakla birlikte amilaz aktivitesine

rastlanilmistir [1], [2], [11].

2.2 Tukiiragiin Yapisi

Tukarik, agiz icinde kayganlik saglayan, yemeklerin sindiriimesine yardimci olan, agiz
mukozasinin korunmasina yardimci olan bir biyolojik sividir. Tuklrigliin %99,5’i su,

%0,5’i suda ¢6ziinmus organik ve inorganik maddelerdir [12].

Tukarik bezleri bliyik ve kiiclik bezler olmak Gzere ikiye ayrilir. Bliylk tikirik bezleri,
parotis, submandibular, sublingual bezler olma (izere 3 tanedir (Sekil 2.2). Parotis bezi
kulak 6niinde baslayarak yanak boyunca devam eder ve kanali Ust dislerin yakinina
acihr. Submandibular bez ¢ene altinda yer alir ve dilalti 6n bélimiine salgisini birakir.
Sublingual bez dilaltinda yani agiz tabaninda yer alir ve salgisini kanallar ile buraya
verir. Kuglk tlkurik bezleri ise agiz icerisinde yer yer epitelyum altina lo6kalize
olmuslardir. Tum tdkiridk saliminin %30’u  parotis, %60’1 submandibular, %5’

sublingual ve kalan %5’i kiiguk tukulrik bezlerince salgilanir [13].
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Sublingual bez Submandibuler bez

Sekil 2.2 insanda tiikiiriik bezlerinin konumlanmasi

221 Uretimi

Takarak, dinlenme halinde 0,02 ml/dk’dan uyarldiginda 7 ml/dk ve fazlasina kadar
cikabilmekle beraber ortalama 0,3-0,5 ml/dk debi ile iretilen bir viicut sivisidir. Uretimi
ginde 1 litreye kadar ulasabilmektedir. Tlkirik Gretim miktar koku, tat, ¢igneme,
psikolojik ve hormonal durum, ilaglar, yas, kalitsal etkiler, agiz hijyeni ve fiziksel

egzersiz ile degisebilmektedir [14], [15], [16], [17], [18], [19].
Tlkdiriik ¢ikis ve kompozisyonu otonom sinir sisteminin aktivitesine bagldir:

Tuklrik bezlerinin ser6z pargalari sempatik sinir sistemi tarafindan kontrol edilir.
Mukoz parcalar ise hem sempatik hem de parasempatik sistem tarafindan kontrol
edilmektedir. a ve B adrenerjik ve kolinerjik uyaranlar miktari, viskoziteyi, iyon ve
protein konsantrasyonlarini degistirebilirler. Parasempatik uyaranlar yiksek hacimde
fakat distk organik ve inorganik bilesik konsantrasyonlarinda tiikirik tretimine neden
olmakta, sempatik uyaranlar ise disik hacimde fakat protein ve potasyumca zengin
tikirtk Gretimine neden olmaktadir. Ayrica agizda yemek varligi tikirik bilesimini
belirleyen bir diger parametredir. Yemekten sonra tikirikte total protein ve a amilaz

miktari artmaktadir [19], [20].

2.2.2 Bilesimi

Tukarugin icerisinde cesitli organik ve inorganik maddeler bulunmaktadir. Ayrica agiz
florasi metabolitleri, bakteriyel hiicreler ve epitel hiicre parcalari da icermektedir.
Tlkuragln inorganik komponentleri sodyum (Na), potasyum (K), klorir (Cl), bikarbonat
(HCOs), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), fosfat (POa), iyot (I), tiyosiyonat (SCN) ve

fluortir (F)'tir. TUklrukteki inorganik bilesenlerin miktari, mineralokortikoid (mineral



dizenleyici hormon) reseptorler iceren tikirik bezi kanallari ile belirlenir. Dolayisiyla

tukdrak bezleri mineralokortikoid duyarlidir [21], [22].

Ayrica tukuarik; organik bilesikler (alblimin, serbest aminoasitler, karbonhidrat, besin
artiklari vb.), enzimler (amilaz), immunoglobulinler (IgA, IgG, IgM), antibakteriyel
proteinler (lizozim, laktoferrin, sialoperoksidaz), glikoproteinler (musin) ve diger
polipeptidler (statherin, sialin) icermektedir. Salgilanan tikurtgin pH’ini icerigindeki
asitler, bazlari ve bikarbonat iyonlarinin miktari belirler ve pH 5,6 ile 7,8 arasinda

degisebilmektedir [15], [16], [23], [24], [25], [26].

2.2.2.1 inorganik Bilesikler

Tukarik, en 6nemli gorevi tamponlama kapasitesi olan cesitli iyonlari (Na*, K*, CI,
HCOs,, Ca?*, Mg?*, HPOs* ,I, SCN-, F) icermektedir (Cizelge 2.1). Tuklruk bezlerinden
cikan ilk salgi plazmayla kiyaslandiginda izotoniktir. Fakat tikirik bezi kanallarindan
gecerken enerji bagimli Na* ve CI geri emilim sistemi ¢alismaktadir. Sonugta olusan
salgi plazmaya gore hipotonik bir hal almaktadir. Tikidrik K* konsantrasyonu
plazmadan yiksek iken, Na* konsantrasyonu disuktir. Kalsiyum miktari ise plazmadan

az, fosfat miktari ise plazmadan fazladir [19], [27].

Cizelge 2.1 Tukuruk ve plazmadaki inorganik maddeler ve konsantrasyonlari [28]

inorganik igerik Tiim Uyarilmamis Tiim Uyarilmis Plazmadaki
(mmol/I) Tiikiiriikteki Miktar  Tukurikteki Miktar Miktar
Na 5 20-80 145
K 22 20 4
cl 15 30-100 120
Ca 1-4 1-4 2,2
HCO3 5 15-80 25
Mg 0,2 0,2 1,2
NH3 6 3 0,05

Uyarilmis takirtk ile uyarilmamis tlkdrigin inorganik madde bilesimi farklilk
gdstermektedir. Ornegin, asidik yiyecekler ile uyarilan tiikiiriikte, sodyum, kloriir,
bikarbonat konsantrasyonu artar. Buna karsin, potasyum ve fosfat konsantrasyonu

uyarilmamis tikurige kiyasla azalmaktadir [29].



Kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu, dis mineralleriyle tUkirigin doygunlugunu
sirdirmede, dolayisiyla dis tasi olusumunda ve c¢urik gelismesinde 6nemli role
sahiptir. Kalsiyum ve fosfat miktari farkh tikirtk bezlerinde farklik gostermektedir
(Cizelge 2.2). Parotis, submandibulara kiyasla total akima daha az kalsiyum, daha fazla
fosfat iyonu salgilamaktadir. Kiclik mukoz salgilarda ise fosfat iyonu konsantrasyonu
cok dusuktir. Diger iyonlarin konsantrasyonu ve toplam protein konsantrasyonu da

her tikiruk bezi salgisinda ayni degildir [27], [30], [31].

Cizelge 2.2 Tukuruk bezlerinde inorganik madde konsantrasyonu [12]

Uyarilmis Tukiiriukte Parotis Tukiirigiinde Submandibuler Tiikirikte (mEq/L)
(mEq/L)
Akim Orani ml/dak 0,7 0,6
Sodyum 23 21
Potasyum 20 17
Kalsiyum 2 3,6
Magnezyum 0,2 0,3
Fosfat 6 4,5
Klor 23 20

2.2.2.2 Hormonlar

Tukarik, bircok protein hormon, steroid ve steroid olmayan hormon icermektedir.
Tukarikteki hormonlarin diizeylerinin 6lctlmesi, yorum icin tek basina yeterli degildir.
Hormonlarin, tikirikteki miktarlar ile kandaki miktarlari arasindaki baglantinin iyi

bilinmesi gerekmektedir [28].

Tukarik hormonlarinin kaynagi hakkindaki bilgiler, hormonun patolojik ve fizyolojik
durumu hakkinda bilgi vermektedir (Cizelge 2.3). Ornegin, tikirikte bulunmamasi
gereken bir serum hormonunun tikdriikte varhg agizda bir kacak olduguna isarettir.
Tukarik icerisinde hala kaynagi aydinlatilamamis hormonlara rastlamak mimkuinddir.

Tukurukte  katekolaminler  250-800 pg/ml arasinda degisen miktarlarda



bulunabilmektedir, fakat heniz kaynagi bulunamamistir. Katekolaminlerin kaynagi
hakkinda iki olasilik vardir. Katekolaminler, serumdan diflizyon yolu ile tikirige
gecebilmektedir veya sempatik sinir uclarindan dogrudan tiikirige salinabilmektedir.
Sempatik sinir uglarindan da salinabilmesi katekolaminlerin tiikiriik konsantrasyonu ile

serum konsantrasyonu arasinda baglanti kurulmasina engel olmaktadir [32].

Cizelge 2.3 Tukuruk 6rneklerinde oOlgllebilen steroid hormonlar [28].

ierik Method Analitik Yonii Konsantrasyon

Kortizol DELFIA, RIA, EIA Tiakuruge spesifik Uyanma sonrasi:
3,6—35,1 nmol/I

Testesteron ELISA Tukarige spesifik, 140,30 + 154,15
oda sicakhigindaki pg/ml
depolamada azalma

DHEA-s ELISA Tukarige spesifik, 291,21 £ 294,81
oda sicakhgindaki pg/ml
depolamada etkisiz

Progesteron RIA Serum testte Luteal faz: 436 + 34
modifiye, antikorlar  pmol/I
diger steroidlerle

) - Folikiler faz: 22,1 +
reaksiyon verebilir

2,7 pmol/I
Estradiol RIA Serumda modifiye, Luteal faz: 20,6 +
antikorlarla 0,4 pmol/I
reaksiyon verebilir
Aldosteron RIA Serumda modifiye 138-475 pmol/I

Tuklrikten kortizol 6lcimi yaygin olarak kabul gérmektedir. Clinki adrenal korteks
strese duyarhdir ve kan 6rnegi alimi sirasinda yasanan korku ve panik yanlis él¢ciime
neden olabilmektedir. Dolayisiyla kortizol 6lciminde tikirik numunesinin

kullanilmasi kan kullanilmasindan daha glivenilir sonuglar vermektedir [28].
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2.2.2.3 Protein Bilegimi

Tikurtglin en 6nemli gorevlerinden birisi olan nisasta sindirimini gerceklestiren a-
amilaz enzimi tukdrGgin en 6nemli protein igerigini olusturmaktadir (Cizelge 2.4).

Bunun vyaninda tikirik, lizozim, musin, immunoglobilinler gibi bircok protein

icermektedir [28].

Cizelge 2.4 Tukurikte bulunan proteinler [28]

Kéken Fonksiyon Konsantrasyon
Total Protein 0,47 £ 0,19 mg/ml
0,9 +0,2 mg/ml
4,3-710,0 mg/dI
2,67 £ 0,54 mg/ml
o Amilaz Nisasta sindirimi 3257 +1682 U/ml
1080,0 + 135,6 1U/I
476 = 191 pg/ml
Albiimin Plazma Onkotik basing 0,2 +0,1 mg/ml
0,8-192,0 mg/dI
Sistatin Gruplari  SM>SL Antimikrobiyal 14,3 kDa form
(sistein-proteinaz 58 + 25 pg/ml
inhibitord) 14,2 kDa form
91 + 46 pg/ml
Hystatin P Antifungal 1190 + 313 pg/ml
Salgi-IgA B lenfosit Antimikrobiyal 124,3-335,3 pg/ml
Laktoferrin Mukoz>Seroz Antimikrobiyal 3,7 2,5 ug/ml
Lizozim SL>SM, P Antimikrobiyal 3,5-92,0 pg/ml

21,8 +2,5 mg/dl
59,7-1062,3 pg/ml

Miisin Gruplan Mukoz bezler Kayganlastirici MUCS5B: 2,4 +
1,7 U/ml
PRP (Platelet P Bakteri baglayici Asidik PRP: 456 +
Rich Plasma) 139 pg/ml
Bazik PRP: 165 +
69 ug/ml
Statherin Ca** baglayici 4,93 + 0,61 umol/I
36 + 18 pg/ml
Transferrin Plazma 0,58 + 0,20 mg/dlI

SM: Submandibular bez, SL: Sublingual bez, P: Parotis bezi

Takilrlikte en bol bulunan (%85) immunoglobilin s-IgA’dir. s-IgA, tukirik bezlerinin
yakinlarindaki B lenfositleri tarafindan interstisyel siviya salgilanmaktadir. Ardindan,
tikirtk bezlerinin asiner ve duktal hiicreler tarafindan alinir ve daha sonra tikirige

verilir. IgG ve IgM ise oluk sivisindan ve plazma kacagindan kaynaklanmaktadir [33].
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Tiukuruk proteinlerinin salgilandiklari tikuarik bezleri farkhdir. Tlkirikte protein analizi
yapilirken bu 6zellikten yararlanilabilmektedir. Ornegin; sistatin C submandibuler bezi
tarafindan salgilanirken miusin ve calgranulin sublingual bezi tarafindan salgilanir.
Proteinlerin salgilandiklan tiikirik bezlerinin belli olmasi, bu proteinlerin ilgili tlikarik
bezinin salgisindan rahatlikla tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir. Tikirik
bezleri salgilari haricinde de tukirikte protein bulunabilmektedir. Agizda olusan
plazma kacaklarindan tiikirige cesitli proteinler gecebilmektedir. Albiimin, transferin

ve 1gG plazma kagaklarindan kaynakl tikarik proteinleridir [31], [34].

Tikuruk proteinlerinin yapi ve fonksiyonu aydinlatiimak igin cesitli biyokimyasal
teknikler kullanilmaktadir. Protein yapisinin aydinlatiimasinda kullanilan baslica
yontemler, sivi kromatografisi, jel elektroforezi, kapiller elektroforez, niikleer manyetik
rezonans, kiitle spektrometresi, bagisiklik analizleri ve lektin prob analizidir [31], [35].
Bitlin bu teknikler protein yapisinda spesifik gruplarin analizine dayanmaktadir.
Parcadan bitline gidilerek protein yapisi aydinlatilabilmektedir. Tlk{rUlkte bir proteinin
varligl veya yokluguna iliskin fikir sahibi olmak gerektiginde bu teknikler vasitasiyla o
proteine spesifik bolgelerin tespitinden yararlanilabilmektedir. Fakat tim tikdrik
proteinlerinin proteomik tekniklerle tam model olarak yapisal analizi Gizerine ¢alismalar
da bulunmaktadir. Proteomik tekniklerde ilk olarak tlikirik proteinleri iki boyutlu

elektroforez ile ayrilir. Ayrimi yapilan proteinler uygun bir boya ile tespit edilir [28].

iki boyutlu elektroforezden elde edilen fragmentler triptik enzimler tarafindan
sindirilir. Sindirim sonucu olusan pargalar, peptidlerin molekil kitlelerinin élgtlmesi
icin  MALDI-MS) ile analiz edilir. Bu metot ile insan tlkirtginde 40 protein
belirlenmistir. Ardindan, farkli proteomik metotlarin eklenmesiyle tiikirikte belirlenen
protein sayisi 300’0 bulmaktadir. Farkli metotlarin birlikte kullaniimasi yalanci pozitiflik
riskini minimize etmektedir. Analiz dogrulugunun glvenligi icin birkac metodun

kullanilmasi 6nemli bir tedbirdir [31].

2.2.3  Akim Orani

Akim orani, dinlenme anindayken disaridan bir uyaran olmadan birim zamanda agza
akan tukarik miktaridir. Akim orani bireyler arasinda degiskenlik gostermektedir. Agiz

kurulugundan sikayet etmeyen c¢ok disiik akim oranina sahip bireyler de
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bulunmaktadir. Bu nedenle akim oraninin azligindan veya goklugundan bahsetmek
oldukga glictlir. Genel olarak ortalama saglikli insanda uyarilmamis tikurik akim orani

0,3 ml/dk denilebilmektedir [16], [36].

Tikurik akim orani birgok faktor tarafindan etkilenmektedir. En yaygin bilinen faktor
sarth reflekslerdir. Ornegin limon kelimesinin duyulmasi ile birgok kiside tiikiiriik akim
orani artmaktadir. Ayrica gesitli kokular, sigara icmek de akim oranini arttirmaktadir.
Karanlk, aclik, uyku ve ayakta uzun slre durmak gibi faktorler ise akim oranini
azaltmaktadir. Ayrica akim orani mevsimsel degisikliklerden de etkilenmektedir. Yaz
mevsimlerinde akim orani ciddi oOlglide azalmakta, buna karsin kis mevsimlerinde
artmaktadir. Gunlik periyotta da akim orani sabit degildir. Giin igerisinde tikurik akim

oraninin maksimuma ulastigi zaman dilimi 6gleden sonradir [14], [16], [27].

24 saatlik ginlik periyodun ortalama 16 saatinin uyaniklik oldugu varsayildiginda bu
kissmda akim orani ortalama 0,3 ml/dk’dir ve yaklasik 300 ml’dir. Kalan uyku
zamaninda ise akim maksimum 0,1 ml/dk olmaktadir ve yaklasik 40-50 ml’dir. Her gin
cignemeye harcanan ortalama sire 54 dk’dir ve cigneme ile Uretilen tukdrik 200
ml/dk’dir. Toplam hesaplandiginda gunluk takardk akimi 500 ml’dir. Total tukarik
akiminin %65’ini submandibular bez, %7-8’ini sublingual, %7-8’ini mindér mukoz bezler
ve %20'sini parotis bezi saglar. Yiksek akim oranlarinda ise parotis tim tukurik

salgisinin % 50’sini Ustlenir [16], [36].

2.2.4  Tikiiriigin Klinik Onemi

Tukarik, klinik uygulamalarda tani araci olarak kullanilabilen bir biyolojik matrikstir.
Tukarik baylk bir kisminin su olmasinin yaninda bircok belirteg niteliginde maddeler
de icermektedir. Tikuriuk analizleri temelde dis hekimliginde kullaniimaktadir.
Tukarikteki bakteri icerigi ve tamponlama kapasitesinin 6l¢tilmesiyle ¢lrik riski tespit
edilebilmektedir. Ayrica tukarlk, tukirik bezleri ve agiz boslugundaki hastaliklarin
(Sjogren sendromu gibi) teshisinde kullaniimaktadir. Oral endikasyonlarina ek olarak
takiruk, vicut icindeki cesitli organlarin isleyisi hakkinda dnemli bilgiler saglamaktadir.
Tuklrik kompozisyonunun analizi ile bircok oral ve sistemik hastaliklar teshis

edilebilmektedir [30], [33].
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Tukuruk orneklerinden DNA testlerinin yapilmasi uzun siredir uygulanan bir
yontemdir. Bu testler tlkirikte bulunan oral hicrelerin DNA’sinin analizine
dayanmaktadir. Ozellikle adli uygulamalarda kimlik tespiti ve profillemede siklikla
kullanilmaktadir. Adli vakalarda tiklrigiun niteliginden ziyade varliginin tespiti de
kullanilmaktadir. Cinsel suclarda olayi kanitlar nitelikte magdur veya stipheli izerinde
tukdriak lekesi tespiti saldirinin  gergeklestirginin biyolojik kanitlari arasinda yer
almaktadir. Takirik varliginin tespiti igin alinan oOrneklerde a-amilazin varhg

arastirilmaktadir [37], [38].

2.3 Nisasta

Nisasta bitkilerin glines enerjisi sayesinde fotosentez yolu ile elde ettikleri besin
maddesidir. Yiksek bitkilerde timuyle a-D-glukozdan olusan nisasta, bitkilerde temel
enerji deposudur. Nisasta sadece bitkilerin enerji temininde degil, insan ve hayvanlarin

beslenmesinde de biylk 6neme sahiptir [5].

Nisasta a-1,4 ve a-1,6 glikozidik baglari ile birlesen a-D-glukoz birimlerinden
olusmaktadir. Amiloz (% 15-25) ve amilopektin (% 75-85) isimlerinde iki yliiksek molekdl
agirhkli birim icermektedir. Amilopektin a-1,6 glikozidik baglari ile dallanmalar yapan
dallanmis bir polimer yapidir (Sekil 2.3), Amiloz glukopiranoz birimlerinin a-1,4
baglanmasi ile olusan lineer bir polimer (Sekil 2.4). Amiloz nisasta tanesinin i¢ kisminda
bulunarak nisastanin % 15-20" sini, amilopektin ise nisasta tanesinin dis kisminda

bulunarak nisastanin % 75-80’ ini olusturmaktadir [39], [40], [41].

Amilopektin, 500-2000 ya da daha fazla glukoz Unitesi icermekte ve her 24 - 30 glukoz
Unitesinde bir 15 glukoz Unitesinden olusan dallanmalar gostermektedir. Molekdil
agirligi 300.000’ den birka¢ milyona kadar ¢ikabilmektedir. Zincir ve bundan ¢ikan yan
zincirler amilozdaki gibi spirallesmistir. Suda ancak basin¢ altinda isitildigi zaman

¢Ozlinebilmektedir [42], [43].
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Sekil 2.3 Amilopektinin kimyasal yapisi

Amiloz ve amilopektin soguk suda ¢o6ziinmemektedir. Fakat amiloz sicak suda
¢Ozlinebilen, 100-700 glukoz birimi iceren, indirgen olmayan bir karbonhidrattir.
Glukoz birimlerinin olusturdugu zincir spiral seklinde kivrilmis olup her kivrim 4-6

glukoz birimi icermektedir [44], [45].
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Sekil 2.4 Amilozun kimyasal yapisi

Amiloz molekilinde 6 glukozda bir spiral halkasi olusmaktadir. Bu spiral icinde olusan
bosluk iyodu icine alabilecek formdadir (Sekil 2.5). Bu sayede spiral halde bulunan diz

zincir, iyot muamelesi sonucunda iyot elementini icerisine almaktadir [46].

Sekil 2.5 Amiloz spiralinin iyodu icerisine almasi
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Amiloz spirali arasina giren iyot moleklli kompleks olusturarak mavi renk olusmasina
neden olmaktadir. Molekiliin zincir uzunlugu olusan renk Uzerine etki etmektedir.
Amiloz miktarina gore olusan renk koyu mavi-lacivertten agik maviye kadar olabilmekte

ve spektrofotometrede 6l¢llebilmektedir [41], [46].

2.4 Asit Fosfataz

Fosfotik asit esterlerini hidrolitik olarak pargalayan enzimler fosfatazlar olarak
adlandirilmaktadir. Fosfatazlar, en iyi aktivite gosterdikleri pH degerine gore asit ve
alkali fosfatazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. pH 7’nin altinda optimal aktivite gosteren
biatin fosfatazlar asit fosfatazlar sinifina girmektedir. Degisik asit fosfatazlarin
optimum pH degeri kaynaklandiklari doku ve enzimin etkili oldugu substrata gore

degisiklik gostermektedir [47], [48], [49].

Asit fosfatazlarin sistematik isimleri ortofosforik monoester fosfohidrolaz asit optimum
(E.C. 3.1.3.2) olup fosfomonoesterlerin bircogundan ve fosfoproteinlerden inorganik
fosfati ayirmaktadirlar. Ayrica pirofosfat baglarina da etki edebilmektelerdir. Dogal
formu 100.000-125.000 D molekdl agirligi olan iki ayni alt birimden meydana gelen bir
dimerdir [50], [51].

Asit fosfatazlar 37°C'nin Ustlindeki sicakliklarda ve pH 7’'nin Ustinde unstabillerdir.
Serumdaki bazi izoformlari ve 6zellikle prostat kaynakl asit fosfatazlar giicli stabiliteye
sahiptir. Pihti ayrildiginda hemen aktivitesini kaybeden enzim, oda sicakliginda, pihti
ayrilmamissa birka¢ saat stabil kalabilmektedir. Fakat oda sicakhiginda bir saat

icerisinde aktivitesinde %50 kayip olusmaktadir [49], [51], [52], [53].

Serumda asit fosfataz diizeyi yasa bagl degisebilmektedir. Yenidoganlarda bu deger
eriskinlere kiyasla 2-3 kat daha fazla olmakla beraber cocukluk déneminde yavasca
azalmaktadir. Erken ergenlik déneminde disme belirginlesir ve 20 yasindan 6nce
yetiskin seviyesine diser. Eriskinlik doneminde hastalik olmadigi takdirde serum asit

fosfatazinda belirgin bir degisiklik olmamaktadir [51].
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2.4.1 insan Viicudunda Asit Fosfataz

Asit fosfataz enzimi gesitli izoformlarda insan viicudunun hemen her bdlgesinde
bulunmaktadir. Enzim 6zellikle kan hiicrelerinde bulunmasi nedeniyle organizmaya
yayillmis durumdadir. Eritrosit ve trombositlerde dnemli miktarda bulunmakla beraber
I6kositlerde de mevcuttur. Ayrica lizozomlarda bulunmasi sebebiyle tim hiicrelerde
asit fosfataz vardir denilebilmektedir. Saglikli erkek bireylerde ise vicudundaki asit
fosfataz miktarinin buytk bir ¢ogunlugu prostat kaynakhdir. Dolayisiyla insan
semenindeki miktari diger viicut sivilarina oranla ¢ok daha yuksektir. Asit fosfatazlar
ayrica pankreas, bobrekler, akcigerler, bagirsaklar, bobrek Ustl bezleri, iskelet kaslari,
overler, timus, kalp kasi, paratiroidler, uterus, safra kesesi, deri, testisler ve diger
dokularda da bulunmaktadir. Prostattaki asit fosfataz aktivitesi ise diger dokularin

birkac yiz kati kadardir [47], [49], [51], [54], [55].
Asit fosfataz enziminin insan viicudunda bulunan bazi izoformlari:
Eritrosit Asit Fosfataz

Asit fosfataz insan viicudunda kan eritrositlerinde dagilmis halde de bulunmaktadir.
Eritrosit asit fosfatazlarinin aktivitesi relatif olarak retikllokositler ve eritroblastlardan
daha dusuktlr. Alti fenotipli genetik polimorfizm go6steren (¢ adet izoenzimi
mevcuttur. a-naftilfosfat ile glicli bir enzim substrat iliskisi yoktur. Eritrosit asit
fosfatazlari bakir iyonlari ve formaldehit tarafindan inhibe edilirken, tartalat tarafindan
inhibe edilmez. Eritrosit asit fosfatazin spesifik tayininde bu 0zelliginden

yararlanilabilmektedir [49], [51], [55].
Trombosit asit fosfataz

Kanin pihtilagmasi sirasinda plazmaya verilmektedir. Trombosit asit fosfatazi 6zellikle
B-gliserofosfati subsrat olarak kullanmaktadir. Ayrica p-nitrofenilfosfat ve a-naftilfosfat
ile de reaksiyon vermektedir. Formaldehit ve tartalat ile inhibe olmaktadir. Bu sayede

ayrimi saglanabilmektedir [51], [55].
Kemik Asit Fosfataz

Kemik asit fosfatazi cogunlukla osteoklast kaynakli bulunmaktadir. Daha ¢ok hastalik
tanisinda kullaniimaktadir. Ozellikle kemik hastaliklari basta olmak {izere, meme

karsinomlarinin metastazinda, paget hastaliginda ve hiperparatiroitte kemik asit
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fosfatazi diizeyi artmaktadir. Fenilfosfat ve a-naftilfosfat substratlarina spesfik olmasi,
tartalat tarafindan inhibe edilmemesi kemik asit fosfatazinin diger asit fosfatazlardan

ayrilmasina yardimci olmaktadir [55].
Gaucher Asit Fosfataz

Asit fosfatazlarin bu izoenzimi gaucher hicrelerinin lizozomlarinda bulundugundan

dolayi bu ismi almaktadir. Ayrica retikiilositlerde de bulunmaktadir [55], [56].
Prostatik Asit Fosfataz

Saglikl bir erkegin serum asit fosfataz dlizeyinin 1/3 ila 1/2’sini prostat kaynakl asit
fosfataz olusturmaktadir (Sekil 2.6). Prostatin epitel hiicrelerinden salgilanmaktadir.
Prostatik asit fosfatazi diger asit fosfatazlardan ayiran en 6nemli Ozelligi tartarat
tarafindan kuvvetle inhibe edilmesidir. Bu 6zellikten faydalanarak serumda toplam asit
fosfataz miktarinin yani sira oOzellikle prostat kaynakli asit fosfataz miktarinin da

belirlenmesi mimkindur [51], [57].

Sekil 2.6 Prostatik asit fosfataz

2.4.2 Asit Fosfatazin Klinik Onemi

Asit fosfataz cesitli viicut sivilarinda bazi  patolojik durumlarda yiikselme
gdstermektedir. Bu yiikselis tani koyulmasinda oldukca yardimei olmaktadir. Ozellikle
serumda asit fosfatazin gesitli izoformlarinin yiikselmesi hastalik belirtisi sayilmaktadir.
Asit fosfatazin degisik formlari farkh ozellikler gostermektedir. Bu formlarin farkl
Ozellikleri yapilan calismalar ile ortaya koyulmakta ve calismalardan elde edilen

sonuclar klinikte teshis ve tedavi amaciyla kullanilmaktadir [58].

Trombositopeni, trombosit yikilminin artmasiyla karakterize bir hastalik olup

trombosit olusum bozukluguna bagli olmayan trombositopenilerde plazmada ilgili asit
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fosfataz izoformu ciddi bir artis gostermektedir. Ayrica tromboz ve emboli gibi
durumlarda da asit fosfataz miktari artabilmektedir. Ozellikle akciger embolisi,
miyokard infarktls, periferik ven6z ve arterial tromboz durumlarinda asit fosfataz

aktivitesi (kismen eritrosit izoformu) oldukga ylkselmektedir [55].

Meme karsinomu olan hastalarin biylk bir béliminde (6zellikle metastaz durumunda)
ve farkh kanser tiplerinde de serum asit fosfataz miktari artmaktadir. Meme
karsinomlarinin metastazinda, paget hastaliginda, osteoporoz, multiple myelom ve
iskelet tutulumu olan hiperparatiroid gibi bircok kemik hastaliginda artis gosteren asit
fosfataz, kemik asit fosfatazidir. Kemik asit fosfatazinin 6l¢iimi ile taniya yardimci

olunabilmektedir [49], [51], [55].

Gaucher ve Nieman-Pick hastaliklari bazi sfingolipid bilesiklerinin birikmesiyle
karakterize olup bu hastaliklarda asit fosfataz diizeyinde artis gozlenmektedir. Bobrek
rahatsizliklarinin bir boliminde, bazi karaciger hastaliklari ve safra yollarindaki

tikanmalarda da artis gostermektedir [49], [51], [55].

2.4.2.1 Prostat Kanserinde Asit Fosfataz

Asit fosfataz dizeyindeki farklihklarin en fazla 6nem tasidigi klinik durum prostat
karsinomudur. Prostat kanserli hastalarin serumlarinda prostat kaynakl asit fosfataz
miktari oldukc¢a ylksektir. Hastaligin ilerleme evrelerine gore serum prostatik asit

fosfataz miktari artmaktadir [47], [49], [51].

Prostat kanseri belirli bir yas izerindeki erkeklerde en sik gorilen kanser tiirlerinden
biridir. Amerika’da erkeklerin kanser nedenli 6limlerinde yilda 17.000 kisi ile ikinci
sirada prostat kanseri gelmektedir. Hastaligin ilk evresinde prostatta ufak kanser
adaciklar olusmaktadir. ikinci evresinde prostat kanser nodiilleri olusmaya baslamakta
ve cogunlukla diger dokulara yayilmamaktadir. Uglincii evrede timor pelvik bolgedeki
komsu bolgelere yayilmaktadir. Dordinci evrede lenf nodilleri ve kemik gibi
dokularda metastaz gorilmektedir. Hastaligin tedavisinde erken teshis diger kanser
turlerinde oldugu gibi hayati 6Gneme sahiptir. Birinci evrede teshis edildiginde hastanin
yasama olasiligi herhangi bir birey ile ayni degerdedir. ikinci evrede teshisinde 5 yillik
yasama olasiligi %70-90 arasindadir. Bu olasilik Gglincl evrede %40-70 iken dordiinci

evrede %16-25’e kadar diismektedir. Teshis icin ilk adim doktorun fiziksel muayene
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esnasinda prostat palpasyonudur. Fakat bu muayenede birinci ve ikinci evre
kanserlerin teshisi olduk¢a glictlir. Sadece Uglinci ve dordinci evre fiziksel muayene

ile teshis edilebilmektedir [47], [49], [51].

Yakin ge¢mise kadar prostat kanserinin erken teshisinde serum prostatik asit fosfatazin
olcimi sinirll boyuttaydi. ilk evrede hastalarin %12’sinde, ikinci evrede %15’inde,
Uclincl evresinde %30 ve dordiincii evresinde %60’Inda asit fosfataz miktarinda
belirgin yikselme goériilmekteydi. iskelet dokusundaki metastazin sonrasinda ancak

kiymetli bir teshis metodu olabilmekteydi [51].

Son yillarda prostatik asit fosfatazin ileri hassasiyet ve spesifiklikte 6l¢imine olanak
saglayan yeni metod ve kitler gelistirilmistir. Boylece prostat kanserinin degisik
evrelerinde prostatik asit fosfataz 6l¢ciimlerinin tani agisindan degeri yeniden giindeme

gelmistir [49], [59], [60].

Yeni teknikler ile ikinci ve Uglincli evre hastalarin %70-80’inde serum prostatik asit
fosfataz miktarinda ciddi artis goridlmdistir. Bu oran dordiinci evre hastalarinda
%90’dan fazla degere ulasmaktadir. ilk evre kanser hastalarinda ise oran %30-35’e

ylkselmektedir [50], [51].

2.4.2.2 Prostatik Asit Fosfatazin Belirlenmesi

Prostat kanserinin teshis ve izlenmesinde serum asit fosfataz seviyesindeki ylikselisin
prostat kaynakh olup olmadiginin aydinlatiimasi oldukca 6nem tasimaktadir [49].
Prostat kaynakli ve prostat kaynakh olmayan asit fosfataz ayrimi icin 6zellikle
inhibitorlerden siklikla faydalaniimaktadir. Cogunlukla tartalat inhibisyonu laboratuvar
testlerinde c¢ogunlukla kullanilan belirtectir. Prostat kaynakl olan asit fosfatazlarin

belirlenmesi igin kullanilan gesitli yéntemler sunlardir:

v’ Prostatik asit fosfataz tartalat iyonlari tarafindan kuvvetle inhibe edilmekteyken

eritrosit asit fosfatazlari tartalatla inhibe olmamaktadir [49], [51], [55].

v’ Eritrosit asit fosfatazi formaldehit ve Cu** iyonlari tarafindan inhibe edilirken

prostatik asit fosfataz bu molekdllere direnclidir [49], [55].

v" Prostatik asit fosfataz bazi 2-hidroksi karboksilik asitler tarafindan inhibe
edilmektedir [50].
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v" Normal serum asit fosfatazi floriir iyonlariyla inhibe olabilmektedir [47], [51].

v Prostatik asit fosfataz p-nitrofenil fosfat ve PB-gliserofosfat substratlari

Uzerindeki aktivitesi 10 mM malomat ile inhibe edilebilmektedir [61].

v’ Polifloretinfosfat, poliestradiolfosfat ve arjinat prostatik asit fosfatazi inhibe

edebilmektedir [61].

2.4.2.3 Adli Tipta Asit Fosfotaz

Asit fosfatazin en bol bulundugu viicut sivisi seminal plazmadir. Asit fosfatazin adli tipta
kullanim alani bulmasinin temelini bu bilgi olusturmaktadir. Adli tipta asit fosfataz
seminal plazmanin varliginin ortaya koyulmasinda kullanilmaktadir. Alinan bir 6érnekte
asit fosfataz aktivitesinin varligi semen varligi olarak degerlendirilmektedir. Bu durum
ozellikle cinsel saldirinin tespiti icin fiziksel delillerin yaninda biyolojik bir delil olarak
magdur bedeninde ve kiyafetlerinde semen tespitinde kullanilmaktadir. Cinsel saldiri
iddialarinda olaydan sonra mimkiin olan en kisa sirede biyolojik numuneler toplanip
numunelerde sperm hicrelerinin ve seminal plazma bilesenlerinin analizi
yapilmaktadir. Bu seminal plazma bilesenlerinden olan asit fosfatazin prostatik formu

semen varliginin tespiti icin yeterli bir kanit 6zelligi tagimaktadir [49], [51], [62].

2.5 Cinsel Suglar

Cinsel suclar (CS), rizasi olmayan veya yasinin kic¢tkligi, akil hastaligi gibi sebeplerle
rizasi kabul edilmeyen bir kisiye, fiziksel gli¢c kullanimi, tehdit, korku, hile ve kandirma
gibi zorlamalarla, cinsel igerik tasiyan, cinsel doyumu amaglayan, toplumun kabul
etmedigi bir davranista bulunulmasi sucudur. CS genellikle insanin temel hak ve
Ozgurliklerine, bireysel bitinligine yonelmis agir fiziksel saldiri tirl olarak, Tlrk Ceza
Kanununda Cinsel Dokunulmazhga Karsi Suclar basligi altinda yer almaktadir [63], [64],
[65], [66].

CS magduru sosyal, fiziksel ve ruhsal yonden o6rseleyerek basta magdur olmak Uzere,
magdurun yakin gevresi ve bitin toplumu derinden etkileyen insanlk hakki ihlalidir.
Toplumun her kesiminden kadin ve erkek bireyler bu suca maruz kalabilmektedir.
Yetiskinlerin yani sira cocuklara karsi da islenebilmektedir [67]. Cocuga yapilan CS uzun

yillar boyunca siirecek olan yikici etkileri olmaktadir [68]. Cocuklar ile ruhsal ve zihinsel
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olarak yetersiz gelisim gosteren yetiskinler, bir CS olayinin anlam ve sonuglarini
timiyle degerlendirme yetenegine sahip olmadiklarindan, gercek anlamda boyle bir
olaya onay verme yetkinliginde degillerdir [69]. Dolayisiyla magdurlari kontrol altinda
tutarak sugun ortaya ¢ikmasini engellemek igin saniklar bilingli olarak ¢ocuklari ve

zihinsel engellileri se¢mektedir.

CS vakalarinin taninmasinda ve raporlandirilmasi adaletin tesisi i¢in hayati 6nem
tasimaktadir. Bu kapsamda muayene eden hekimlerin deneyim dizeyleri etkili
olmaktadir [70]. Ozellikle cocuk magdurlarin saglik kurulusuna ilk basvurusunda éncelik
gcocugun oOrselenmis olan beden ve ruh saghgini korumak olmahldir. Bu nedenle ilk

asamada biyolojik numune toplanmasi bliytik 6nem tasimaktadir [71].

2.5.1 Magdurda Meydana Gelen Etkiler

CS olayi, magdur Uzerinde 6zellikle ruhsal agidan olmak Uzere gesitli patolojik etkiler
yapmaktadir. Bu etkiler tekrar istismara ugrama, kronik agri, sosyal yasamda, egitimde
ve is hayatinda basarisizlik, fiziksel ve duygusal rahatsizliklar olup, bazi olgularda

olimle sonuglanabilmektedir [67].

Yapilan calismalarda kizlarin % 20’sinin, erkeklerin % 9’unun cocukluk ve ergenlik
déneminde uygunsuz cinsel davranislara maruz kalmis olduklari 6ngoriilmektedir [72],
[73]. Cocuklar ve ergenlerde 6zellikle bu donemde hassas olduklari, duygusal yonden
yogun olduklar disiiniildiigiinde olayin etkileri daha siddetli olacaktir. Omiir boyu
siren agir travmalara yol agmaktadir. Bu dénemlerde maruz kalinan travmalarin,
depresyon, bipolar bozukluk, sizofreni, travma sonrasi stres bozuklugu gibi bilissel
bozukluklarla karakterize olan tiim sendromlari belirgin derecede arttirdigi bildirilmistir

[74].

Cocuk magdurlarda meydana gelen travmanin etkilerini azaltmak adina muayene
esnasinda bazi tedbirler alinmalidir. Cocugun muayene edildigi odanin bazi 6zellikleri
onemlidir. Muayene tek hekim tarafindan yapilmali ve 6yki ile ilgili sorulari bu hekim
yoneltmelidir. Muayenede bulunmasi gereken diger hekimler ve uzmanlarin aynali bir

bolme arkasindan muayeneyi izlemeleri saglanmalidir [71].

CS olaylarinda magdurlarda meydana gelebilen istenmeyen gebelikler magdurda ciddi

psikolojik ve sosyal sorunlara yol acabilmektedir. Ayrica cinsel yolla bulasabilen
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hastaliklar da bu sekilde bulasabilmektedir. Dolayisiyla magdurun fiziksel ve ruhsal
sorunlarinin yani sira ciddi bulasici hastaliklara da yakalanma riski s6z konusu

olmaktadir [75].

2.5.2 Diinya’da Cinsel Saldiri Vakalari

CS vakalari Diinya’da hizla artis gosteren insan hakki ihlalidir. Toplumun hemen her
kesiminden, Dilinya’nin hemen her yerinden insanlar magdur olabilmektedir. CS
magdurlarinin yaklasik % 91’ini kadin, % 9'unu erkek bireyler olusturmaktadir [76].
Kadinlarin % 81’i ve erkeklerin % 35'inde travma sonrasi stres bozuklugu gibi énemli
kisa ve uzun vadeli etkiler meydana geldigi rapor edilmistir [77]. Avrupa Birligi
Ulkelerinde ylizde 40 ile 50 arasinda kadinlarin isyerlerinde gesitli CS eylemlerine maruz

kaldiklari bildirilmistir [78].

Cocuklarda yasam boyu cinsel siddete maruz kalma yayginhginin ortaya koyuldugu
raporda isvicre’de %38 gibi yiiksek oranda kiz ¢cocuklarinin cinsel siddete maruz kaldig
gorilmektedir. Kenya, Tanzanya ve Zimbabwe’de de kiz cocuklarinda oran yiksek

olmakla beraber erkek ¢cocuklarin da bu siddete maruz kaldig1 goriilmektedir (Sekil 2.7).

M Male
M Female

Kenya Republic of Swaziland* Zimbabwe
Tanzania

*0nly girls were surveyied in Swaziland
Source: Violence Against Children Surveys [34-37).

Sekil 2.7 Cocuklarda yasam boyu cinsel siddete maruz kalma yayginhgi [79]
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Ulkelerin siddet konulu ulusal eylem planinda, Diinya genelinde tiim suclar arasinda CS
%68 ile liclincii sirada yer almaktadir. Ulke bazinda degerlendirildiginde ise Amerika

%86 ile ilk siray1 olusturmaktadir (Sekil 2.8).

Type of violence African Region Eastern European Western All
region of the Mediterranean | Region Enst A,sm Pacific | countries
Americas Region Region | Region

Armed violence B2% 445 50% 25% 40%
Gang violence 0% 62% 44% 33% 38% 5% 7%
Youth violence 41% T1% 44% 3% 38% 45% 53%
Child maltreatrment 56% 91% 69% 78% 88% 55% 71%
Intimate partner violence 63% 86% 44% 78% 75% 55% 68%
Sexual violence 70% B86% 8% 3% 75% B0% B65%
Elder abuse 33% 52% 50% 39% 50% 35% 41%
Plan covering all types % 76% 50% 46% 50% 50% 51%

Sekil 2.8 Ulkelerin siddet konulu ulusal eylem planlari [79]

istatistiksel verilere gore yakin bir gelecekte 5 kadindan biri ve 71 erkekten birinin
omrinde bir kere saldirlya maruz kalacagl soylenmektedir [78]. CS’larin bu kadar
belirgin artisina karsin, faillerin yakalanma orani %3,5 olmakla beraber cinsel saldiri

merkezlerinin bulundugu yerlesim alanlarinda bu oranin %69’a ulagmaktadir [80].

2.5.3 Ulkemizde Cinsel Saldiri Vakalari

Ulkemizde cinsel dokunulmazhg ihlal suclari énemli bir sorun olarak giindemimizi
siirekli mesgul etmektedir. Adalet Bakanlhg Adli Sicil ve istatistik Genel Miidiirliiginiin
2012 yilinda yayimladig istatistiki verilere gore Tirkiye genelinde cinsel saldiri sugu
nedeniyle agilan davalar yildan vyila belirgin olarak artis gostermistir. Cinsel
dokunulmazhigl ihlal sucu hakkinda 2012 vyilinda yaklasik 100.000 dosya karara
baglanmis olup bu dosyalarin %37’sini cocugun cinsel istismari, %27,7’sini cinsel taciz,
%20’sini cinsel saldir, %15,4’n{ ise resit olmayanla cinsel iligki suglari olusturmustur
[81]. Ulkemizde yapilan bir calismada ise CS’lardan dolayi sanik konumundaki kisilerin
%29.61 inin mahkemelerde delil elde edilemedigi icin beraat ettikleri belirtiimektedir

[82].

Ulkemizde bazi Universitelerin biinyesinde Cocuk ihmali ve istismari Engelleme

Uygulama ve Arastirma Merkezleri (CITEM) faaliyet gostermektedir [83]. Bu
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merkezlerde, gocuk istismarinin tani ve tedavisinin yani sira gocuk istismarini dnlemeye
yonelik calhismalar yiritilmektedir. Merkez galisanlari tarafindan saglik ¢alisanlarina,
egitim calisanlarina, polis ve ailelere yonelik ¢ocuk istismari konusunda egitim ve
bilgilendirme toplantilari yapilmaktadir. Ayrica Saghk Bakanligi’'na bagli hastanelerde
Cocuk izleme Merkezleri (CiM) hizmet vermektedir. CiM’in amaci istismar magduru
gocugun ayni olaylari tekrar yasamasinin, hatirlamasini ve psikolojisinin bozulmasini,
daha fazla incinmesini o6nlemek igin ifadenin bir defa alinmasiyla yetinilmesi
saglanmaya calismaktir. isleyisi ise “Cinsel istismara ugramis cocuklarin ikincil
Orselenmesini asgariye indirmek amaciyla butin adli ve tibbi islemlerin bu alanda
egitimli ve sertifikali kisiler tarafindan tek merkezde ve tek seferde yapiimasini temin
etmek ve istismari 6nleyici tedbirlerin alinmasini saglamak lzere”, “Hayata gecirilecek
yeni sistem ile gocugun yasadig korkung olayi tekrar tekrar anlatarak ikinci Gglncl bir
travma yasamasini 6nlemis olacaktir. Cinsel istismar magduru ¢cocugun ifadesi psikolog,
sosyal hizmet uzmani, adli tip uzmani, Cumhuriyet savcisi ve avukatin bulundugu,
cocuklar icin 6zel hazirlanmis gérisme aynali odada, ayrintili sesli ve goriintili olarak
kaydedilecek. Gorismeye katilan psikolog ve sosyal hizmet uzmanlarina CMK'ya gore
yemin verdirilecek. Alinan ifadenin ses ve goriinti kayitlari CD ortaminda, ifadeye
katilan uzmanlarin raporlari evraka eklenecek. Cocuk ayni zamanda adli tip uzmani
tarafindan gerek gorilirse muayene odasinda muayene edilerek adli tip raporu
hazirlanacak. Cocuk biyilk bir zorunluluk yoksa mahkemeye cikartilmayacaktir.”
seklinde tanimlanmaktadir [84]. Yapilan ¢alismalarla ve kurulan merkezlerle oldukga iyi
hizmet verilmekle beraber yeterli degildir. Calismalar yasal ¢erceveye oturtulmahdir.

Her ilde 24 saat calisan cinsel saldirt muayene birimleri tesekkdl ettirilmelidir [71].

2.5.4 Biyolojik Deliller

CS vakalarinda sanigin yakalanabilmesi ve mahkeme asamasinda suglulugunun
kanitlanabilmesi icin CS magdurlarinin zamaninda ve 0zenli olarak vyapilacak
muayeneleri ve yine magdurun elbiseleri ve vicudundaki delillerin toplanmasi

vazgecilmez bir gerekliliktir [85].

CS vakalarinda ozellikle ¢ocuk ve zihinsel engelli bireylerde her zaman fiziksel bulgu

bulunamamaktadir. Ulkemizde CS’lardan sanik konumundaki kisilerin %29,61 inin
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mahkemelerde delil elde edilemedigi icin beraat ettikleri belirtiimektedir [82]. Delil
yetersizliginin en 6nemli nedenlerinden biri fiziksel bulgularin yetersizligidir. Fiziksel
bulgularin sinirh oldugu durumlarda olayin kaniti niteliginde olabilecek ve sanigin
kimligini ortaya koyabilecek nitelikteki biyolojik delillerin 6nemi daha iyi

anlasiimaktadir.

2.5.4.1 Semen Tespiti

CS’a maruz kaldigl iddia edilen bir kisinin viicudunda belirlenebilecek en 6nemli
biyolojik delil, magdur bedeninde, olay yerinde veya kiyafetlerinde saldirgana ait

semenin tespitidir [86].

Semen tespiti icin temelde iki yéntem uygulanmaktadir. ilki stpheli érneklerde
spermatozoa incelemesidir. Spermatozoanin morfolojik olarak goésterilmesi semenin
varligina daha kesin delil teskil etmekte ve DNA analizi ile spermin kimliklendirilmesine
olanak  saglamaktadir.  Mikroskobik  yontemlerle direk olarak  spermin
gorintilenmesiyle saglanmaktadir. Birbirlerine gore cesitli Gstlnlikleri olan bazi
boyama c¢ozeltileri gelistirilmistir. Spermatozoa gosterimi her ne kadar efektif yontem
olsa da bazi sinirlamalari da mevcuttur. Ornekleme asamasinda veya kisinin
yikamasiyla semenin diliie oldugu durumlarda veya semenin icerisinde spermatozoanin
az oldugu veya bulunmadigl hallerde yanlis negatif sonuglar elde edilmesine yol

acabilmektedir [86], [87].

Semen tespitinde ikinci yontem semen igerisinde bulunan ozellikle protein yapil
biyokimyasal markerlarin tespitidir. Biyokimyasal belirtecler daha hassas oluslari ve
pozitif sonug elde etmek icin spermatozoaya ihtiya¢ gostermemeleri sebebi ile blylk

avantaj saglamaktadir [86].

icerisinde hi¢ sperm bulunmayan semenin de varliginin tespiti amaciyla yapilan
calismalar sonucu semen iceriginde bulunan asit fosfatazin varhiginin mikrokimyasal
yontemlerle tespitinin mimkin oldugu gosterilmistir. Bu sayede sperm varligi sitolojik
olarak gosterilemese bile asit fostataz varliginin tespiti semenin varliginin kaniti olarak
kabul edilmistir [86]. Uzun yillardir adli incelemelerde biyolojik materyal olarak sperm
sitoloji arastirmasinin yaninda semen markeri olarak asit fosfataz tespiti arastirmasi da

uygulanmaktadir. Daha yakin zamanda bu incelemelere ek olarak prostat bezi
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tarafindan Uretilen semen sivisinda oldukga yiksek konsantrasyonlarda bulunan major

proteinlerden biri olan prostat spesifik antijen arastirmasi da eklenmistir [88], [89].

Semenogelin seminal bezlerden salinan, prostat spesifik antijen icin substrat olma
Ozelligi gosteren semen sivisi proteini olup son vyillarda yapilan g¢alismalarda
semenogelin proteini tespitinin de semen varligini gésteren dnemli bir belirte¢ olarak

kabul edilebilecegi gosterilmistir [90].

2.5.4.2 Tikirik Tespiti

CS muayenesi sirasinda saldirgana ait semenin magdurda veya olay yerinde tespiti,
cinsel saldirinin en 6nemli fiziksel kaniti olarak kabul edilmektedir. Fakat magdurunun
Uzerinde ve olay vyerinde semen kalintilarina rastlamak her zaman mimkiin
olamayabilmektedir. Bu durumlarda magdurun vicut slrintislinde tespit edilen
tukdrak amilazi eylemi destekler niteliktedir. Saldirganin cilt Gzerinde olusturmus
olabilecegi ya da saldiriya ugrayan kisinin kendini savunma amacl olarak sanik lGizerinde
birakacagi isirik izlerinin direkt, radyolojik veya dijital sekillendirme metotlari ile
incelenmesi, delil tespiti acisindan degerlidir. Yine saldirgan tarafindan cilt tzerinde
olusturulmus 1sirik yaralari gibi lezyonlar cevresinde veya cinsel saldiri olayinda karsi
koyusa bagli olarak sanikta olusabilecek isirik izleri etrafinda, tikirik kalintilarinin
tespiti olayin aydinlatilmasini 6nemli 6lclide yarar saglayabilmektedir. Deri Gzerindeki
tukdriak kalintilarindaki amilaz enziminin saptanmasi, saldiri durumunda saldirganin
yakalanmasi ve adalete yardimci olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica alinan
tikirtuk orneklerinde slipheliye ait DNA profilinin tespitini saglayacak epitel hiicre
dokuntulerinin de bulunabilecek olmasi bu 6rneklemenin adli incelemedeki dnemini

artirmaktadir [85], [91], [92], [93].

2.5.4.3 Biyolojik Delillerin Tani Kitleriyle Tespiti

Cinsel saldirlya maruz kalmis kisilerin muayenesinin olayi takiben kisa sire icerisinde
yapilmasi ve delil olabilecek biyolojik numunelerin eksiksiz toplanmasi oldukca
onemlidir. Olayla ilk muayene arasinda gecen silire uzadik¢a, sucun ispati niteliginde
olabilecek adli tibbi delillerin elde edilmesi gliclesecektir. Bu islemlerin olaydan sonraki

ilk 72 saat icerisinde yapilmis olmasi gerekmektedir. Olaydan sonraki ilk glin icerisinde
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muayenenin yapilmasi ve orneklerin toplanmasi durumunda; olayin gerceklestigine ve
sanigin kimligine dair biyolojik delil elde etme orani olduk¢a ylksek iken, sonraki
glnlerde bu oran giderek azalmakta, 72 saatten sonra ise neredeyse imkansiz hale

gelmektedir [85].

Tani kitleri hizli ve pratik analiz ile tespit ve teshis imkani saglayan kitlerdir. Portatif
olmalari sebebi ile her yerde kullanim imkani saglamaktadirlar. ileri teknolojik
cihazlarin bulunmadigi birimlerde, olay yerinde analiz imkani saglamaktadir. CS
vakalarinda basvurulan ilk saghk kurulusunda semen biyomarkerlarinin ve tikirik
amilazinin tespitini saglayan kitlerin kullanimi, olayin daha ilk asamasindan sugu
kanitlar nitelik tagimakta ve adaletin dogru, hizh tesisine olanak saglamaktadir. Saghk
kuruluslarinda bu kitlerin bulunmasi, magdurun daha ileri teknolojik bir saglk
merkezine yonlendiriimesinde yasanacak zaman kayiplarini 6nlemis ve biyolojik

delillerin dogru tespitini saglamis olacaktir.
2.6 Siiper Absorban Polimerler

Slper absorban polimerler, hidrofilik monomerlerin polimerizasyonu ve c¢esitli ¢capraz
baglayicilarla olusturulan ag yapili polimerlerdir. Hidrofilik yapisi su ile etkilesimini
saglarken, yogun capraz bag iceriginden dolayr suda ¢Oziinmeyip sisme egilimi
gostermektedir (Sekil 2.9). Bu sisme davranisi stiper absorban polimerlerin bircok
alanda kullanilmasini saglamaktadir. Su tutma kapasitesi %95’i astig durumda, polimer
siper emici olarak adlandirilmaktadir. Kendi agirliklarinin 10-1000 kati kadar c¢ok
miktarda su, tuz c¢ozeltisi ya da fizyolojik sivilari absorblayabilmektedirler. Stiper emici
polimerlerin su absorplama yetisi, sulu ¢ozeltinin iyonik derisiminin fonksiyonudur.
Cozeltinin iyonik derisimi arttikca stiper emici polimerin su tutma orani azalmaktadir.
Ozellikle saf su ile tamasinda oldukca yiiksek oranda su absorbe edebilmektedir [94],

[95].

Sekil 2.9 Capraz bagli polimerin su absorblama davranisi
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Super absorban polimerler dogal, sentetik veya vyari-sentetik hidrofilik yapidaki
polimerlerin  kimyasal reaksiyonla veya radyasyonla c¢apraz baglanmasiyla
hazirlanmaktadir. Radyasyonla capraz baglama, elektron demeti, y 1sinlari, X 1sinlari
veya UV isinlariyla gergeklestirilirken kimyasal ¢apraz baglanma iki veya daha fazla
fonksiyonel gruba sahip, kiglik molekil agirlikh bir ¢capraz baglayici ajan varliginda
gerceklestirilmektedir [95]. Polimerizasyon igin genellikle akrilik asit monomeri su
icerisinde, bir baz (bircok durumda sodyum hidroksit ¢ozeltisi) kullanmak suretiyle
notralize edilmektedir. Bu asamada capraz baglayicilarin (molekil basina diisen birden
fazla polimerlestirilebilir gruba sahip malzemeler) eklenmesiyle ag yapida polimer

sentezlenmis olmaktadir [96].

Gunlmuzde, sliper absorban polimerler birgok alanda kullanilmaktadir. Eczacilik, tip,
veterinerlik, ziraat, biyomihendislik, insaat ve tekstil sektorlerinde; akilli ilag salimi
sistemlerinde, biyomalzemeler, ¢ocuk bezi, molekiler elek, kontak lenste 6zellikle nem

tutucu olarak kullanilmaktadir [97].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Deneysel Calismada Kullanilan Ekipmanlar
Saf su ve ultra saf su sistemleri (Millipore)

Isiticih manyetik karistirici (Heidolph, MR 3001)
Hassas terazi (Ohaus, Explorer Pro)

Dondurucu (Beko +4 °C, -20 °C)

100, 1000 pl’ lik mikropipetler (Eppendorf)

100, 1000 pl’ lik tek kullanimlik pipet uglari (Eppendorf)
Santriftj tupleri 1,5 ml (Isolab)

Deney Tipleri (Isolab)

Cam siseler (Isolab)

Balon jojeler (Isolab)

Cam meaziirler (Isolab)

Beherler (Isolab)

5 cc’ lik enjektorler

0,22 um’ lik siringa filtreleri (Corning)
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3.1.2 Deneysel GCalismada Kullanilan Kimyasallar
Sodyum asetat 3-hidrat (Emsure, 106267)

Glasiyal asetik asit (Emsure, 100063)

Alfa-naftil disodyum fosfat tuzu (Sigma, N7000)
Nisasta

lyot tentiirii (Biokan)

Super absorban polimer (sodyum poliakrilat)

Diazonyum tuzu (Sigma, F7253)

3.2 Metot

Cahsma kapsaminda asit fosfataz ve amilazi hizli ve pratik sekilde tespit edebilen tani
kiti gelistirilmistir. Gelistirilen tani kitinin hassasiyet testleri ve zamana bagli aktivite
testi yapilmistir. Calismanin etik izinleri istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakiiltesi

Etik Kurulundan alinmustir.

3.2.1 Jel Matriks Materyali

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen amilaz ve asit fosfataz tespit kitlerinin reaktif
¢Ozeltileri jel formda Ozel bir tasiyici matrise emdirilmistir. Matriks olarak kullanilan
ticari formdaki bu siper absorban polimerler satin alinarak kullaniimistir. Matriks,
siper absorban kati polimer granillerden olusmaktadir. Her iki tespit icin gerekli
reaksiyon c¢ozeltileri polimere emdirilerek polimerin sisme davranisi ile jel
olusturularak, ¢ozeltilerin bu jel matrikse hapsedilmesi saglanmistir. Béylece ¢alisiimasi
zor sivi ortamdan, kati bir ortama gecilirken, ¢ozeltilerin jel icerisinde hapsedilmesiyle

hassasiyet arttirilmasi hedeflenmistir.

3.2.2 Amilaz Kitinin Gelistirilmesi

Tez calismasinda amilaz varhigini gosteren hizli tespit kiti gelistiriimesi icin nisasta iyot
testi tercih edilmistir. Test icin temelde iki ¢cozelti gerekmektedir. ilk ¢ézelti nisastanin
sicak suda hidrolize olup kismen ¢6ziinmesiyle elde edilir. Amiloz ve amilopektinden

olusan nisastanin amiloz kisimlari sicak suda ¢éziinebilmektedir. ikinci ¢dzelti ise iyot
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¢Ozeltisidir. Direkt iyot kristallerinin suda ¢6zlinmesiyle veya iyot tentlri seklinde de
kullanilabilmektedir. Tez calismasinda iyot tentiirii kullanilmistir. iyot tentiirii amiloz ile
glclh bir etkilesime girmekte ve oldukca koyu lacivert renk olusturmaktadir. Bu
nedenle seyreltilerek kullaniimasi gerekmektedir. Tez calismasinda 1/100 seyreltme

kullanilmistir [98], [99], [100].

Amiloz spirallerinin arasina iyot molekiliiniin yerlesmesi ile bir kompleks olusmaktadir
(Sekil 3.1). Olusan bu kompleks ¢ozeltinin mavi renk meydana getirmektedir. Amiloz
miktarina gore olusan renk koyu mavi-lacivertten agik maviye kadar olabilmektedir.

[41], [46].

Sekil 3.1 Amiloz spiraline iyot yerlesmesi ile olusan mavi renk

Amilaz nisastanin hidroliziyle gorevli tikirikte bulunan bir enzimdir [3]. Nisasta amilaz
tarafindan hidroliz edildiginde iyot, igine vyerlesebilecegi bir amiloz spirali
bulamamaktadir. Dolayisiyla amilaz varliginda iyot muamelesi ile mavi renk

olusturmamakta, ¢ozelti renksiz kalmaktadir.

Tez calismasinda temel iki c¢ozeltiden biri olan nisasta c¢ozeltisi taslyici matrikse
emdirilerek hassasiyet arttirilmasi hedeflenmistir. Kit izerinde bir bolim kontrol ve bir
bolim numune testi icin olmak Uzere iki bolim amilaz testine ayrilmistir. Tukarik

olmasi muhtemel boélgeden elde edilen 6rnegin numune kismina, saf suyun kontrol
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kismina damlatilmasinin ardindan birkag dakika enzimin nisastayr hidroliz etmesi
beklenmektedir. Ardindan hazirlanan iyot ¢ozeltisinin her iki bélime damlatiimasi ile
analiz tamamlanmis olmaktadir. Stupheli érnekte tikirik, dolayisiyla amilaz var ise
numune bolimundeki matriks renksiz olurken, kontrol bolimiindeki matriks mavi renk

alacaktir.

3.2.3 Asit Fosfataz Kitinin Gelistirilmesi

Tez galismasinda asit fosfataz varligini gosteren hizli tespit kiti gelistiriimesi igin
kolorimetrik bir yontem tercih edilmistir. Tespit kitinin galisma sekli hazirlanacak
kimyasal ¢ozeltinin asit fosfataz tarafindan hidrolize edilerek renk degisikligine yol
acmasl prensibine dayanmaktadir. Reaksiyon coOzelti 1 litre deiyonize suda 20 gr
sodyum asetat 3-hidrat ¢ozilerek, 5 ml glasiyal asetik asit, 1 gr alfa-naftil disodyum
fosfat tuzu ve 2 gr diazonyum tuzu eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin bir
tastyici jel matrikse emdirilerek hassasiyetin arttirilmasi hedeflenmistir. Matriks tzerine
uygulanan orneklemede asit fosfataz varligi mevcut ise naftil fosfat enzim ile hidrolize
olacak ve alfa-naftol bilesigi meydana gelecek, olusan alfa-naftol diazonyum tuzu ile
birleserek mor azo boya rengi olusturacaktir [62], [100]. Hidroliz ile olusan renk enzim

aktivitesiyle orantili olmaktadir.
a-naftil fosfat+ H,O= a-naftol + inorganik fosfat
a-naftol+ azo boya= MOR RENK

Yontem sayesinde dakikalar icerisinde, ek bir donanim gerektirmeksizin 6zel matrikse
emdirilmis ¢ozeltinin renk degistirmesi sayesinde asit fosfatazin varligi ve dolayisiyla

semenin varlig tespit edilebilecektir.

3.2.4 Amilaz Kitinin Hassasiyet Testi

Amilaz kitinin hassasiyet tespiti icin amilaza duyarl nisasta icerikli 6zel kit matriksi 11
adet 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tipindn icine doldurulmustur. Ayrica kit formunda 11
kuyucuk bu matriksle hazirlanmistir. 11 mikrotlip ve kuyucuk asagidaki seyreltme
oranlari ile seyreltilen tiikirik numunelerine maruz birakilmistir (Cizelge 3.1). Birkag

dakika bekleme siiresinin ardindan seyreltilmis iyot tentiiri ile muamele edilmistir.
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Cizelge 3.1 Tukirik numunelerinin seyreltilme oranlari

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Seyreltme orani  1/100 1/200 1/300 1/400 1/500 1/600 1/700 1/800 1/900 1/1000 Kontrol
Saf su

3.2.5 Asit Fosfataz Kitinin Hassasiyet Testi

Asit fosfataz kitinin hassasiyet tespiti icin asit fosfataza duyarl 6zel kit matriksi 10 adet
1,5 ml ’lik mikrosantrifiij tUpinidn igine doldurulmustur. Ayrica kit formunda 10
kuyucuk bu matriksle hazirlanmistir. 10 mikrotip ve kuyucuga asagidaki seyreltme

oranlari ile seyreltilen semen numuneleri ile muamele edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Semen numunelerinin seyreltiime oranlari

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Seyreltme 1/10000 1/20000 1/30000 1/40000 1/50000 1/60000 1/70000 1/80000 1/90000  1/100000
orani

3.2.6 Zamana Bagh Aktivite Testi

Literatlirde cinsel saldirilarda delil niteliginde olan biyolojik materyallerin saldiri
anindan itibaren 72 saat sonrasina kadar izlenebilmesini konu alan ¢alismalar
mevcuttur. Bu calismalarda 0, 1, 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72. saatlerde biyolojik
materyaldeki bozulmalar incelenmistir [38]. Sunulan tez calismasinda gelistirilen amilaz
ve asit fosfataz kitinin tikirik ve semen oOrneklerinde bu siirelerde etkinligi test

edilmistir.

> 5 mm? olarak kesilen pamuklu kumaslara amilaz test grubu icin 10 pl hacminde
tikirik ornegi, asit fosfataz test grubu icin ise 10 pul hacminde semen 6rnegi

damlatiimistir [98].
» Kumas ornekleri temiz bir yerde agik havada kurumaya birakilmistir.

» Tukulruk icerikli kumas 6rneklerinden biri saf su bulunan deney tipine alinip

iyice karistirilmistir.

» Damlalik yardimi ile kitin A boélimine bir damla damlatilmistir.
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A\

Kitin K bolimiine bir damla saf su damlatiimistir.
2-3 dk beklenmistir.
lyot ¢ézeltisinden A ve K bélimlerine birer damla damlatilmistir.

Semen igerikli kumas orneklerinden biri saf su bulunan deney tipilne alinip

iyice kanstirilmistir.
Kitin AP bélimiine bir damla damlatiimistir.

1, 2, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72. saatlerde de ayni islemler uygulanarak

sonuglar fotograflanmistir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Amilaz Kitinin Gelistirilmesi

Amilaz kitinin gelistirilmesi icin klasik kolorimetrik nisasta iyot testi modifiye edilmis ve
matriksle desteklenmistir. Nisasta ¢ozeltisi matrikse hapsedilmistir. Orneklerin nisasta
iceriginin Gzerine damlatilmasiyla tlkirik amilazi matriks igine niifuz ederek nisasta
molekillerini pargalamaya baslamistir. Birka¢ dakika icerisinde nisastanin hidrolizi
gerceklesmistir. Ardindan iyot boyamasi ile sonucglar izlenmistir. Sadece saf su
damlatilan matrikste (b) amiloz-iyot kompleksinden kaynaklanan mavi renk olusurken

tukdriakle muamele edilen bolgede (a) higbir renk olusumu gorilmemistir (Sekil 4.1).

& & &

Sekil 4.1 Amilaz tespiti

4.2 Asit Fosfataz Kitinin Gelistirilmesi

Asit fosfataz tespiti icin alfa naftil fosfat substratinin kullaniimasi ve diazonyum
boyamasiyla renk farki goriintilenmesini iceren kolorimetrik yontem kullanilmistir.
Reaksiyon c¢ozeltisinin hapsedildigi jel matriks 6rnek uygulamasi ile 6rnekteki asit

fosfatazlari da igerisine ¢ekerek matriks icerisinde reaksiyonun gerceklesmesine olanak
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saglamistir. Boylece jel igerisinde olusan renk farkhligi gozlenebilmistir. Sekil 4.2’de a
kisminda ilk asamada reaksiyon c¢ozeltisinin emdirildigi kuyucuklarda matriks sari-
turuncu renk almaktadir. b kisminda ise 6rnek uygulamasindan sonra koyu mor renk

olusmasi gortlmektedir.

Sekil 4.2 Asit fosfataz tespiti

4.3 Amilaz Kitinin Hassasiyet Testleri

Amilaz kitinin hassasiyetinin tespiti i¢cin 1/100 artislarla 1/1000 seyreltme oranina
kadar analiz yapiimistir. Jel matriks ile doldurulmus mikrosantrifiij tipl ve kit formu
olmak Uzere iki farkh sekilde uygulama yapilmistir. Sekil 4.3’te mikrotiiplerde
gerceklestirilen hassasiyet test sonuglari gortilmektedir. Sekil 4.4’de ise kit formunda
olusturulan jel matriks kuyucuklarina yapilan 6rneklemenin sonuglari verilmistir.
Sekillerde goruldugu Uzere 1/900 seyreltme oranina kadar seffaflik muhafaza
edilebilmis ve amilaz ornekleri tespit edilebilmistir. Gelistirilen yontem i¢in amilaz

tespiti hassasiyet limiti 1/900 oraninda seyreltme olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3 Mikrotliplerde gerceklestirilen amilaz hassasiyet testi

1/600 1/700 1/800 1/900 1/1000 Kontrol

Sekil 4.4 Kit kuyucuklarinda gerceklestirilen amilaz hassasiyet testi

4.4 Asit Fosfataz Kitinin Hassasiyet Testleri

Asit fosfataz tespitinin en 6nemli dezavantaji olan hassasiyet dusikligiunin giderilip
hassasiyet arttirmak amaciyla yapilan matriks uygulamasinin testinde semen 6rnekleri
1/100.000 seyreltmelere kadar seyreltilip test edilmistir. Sekil 4.5’te mikrotlplerde
gerceklestirilen hassasiyet test sonuglari goriilmektedir. 1/40.000 seyreltme oranina
kadar koyu mor tonunda higbir fark gézlenmediginden dolayi sekil 1/40.000, 1/50.000,
1/60.000, 1/70.000 ve kontrol (6rnekleme yapilmayan) tlpini kapsamaktadir. Sekil
4.6’da ise kit formunda olusturulan jel matriks kuyucuklarina yapilan érneklemenin
sonuglari verilmistir. Sekillerde gorildigi Gzere gelistirilen yontem igin hassasiyet limiti

1/70.000 oraninda seyreltme olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Mikrotiiplerde gergeklestirilen asit fosfataz hassasiyet testi

1/50.000 1/60.000 1/70.000 1/80.000 1/90.000 1/100.000

Sekil 4.6 Kit kuyucuklarinda asit fosfataz hassasiyet testi

4.5 Zamana Bagh Aktivite Testi

Enzimler bulundugu sartlara ve zamana bagli olarak aktivite kaybedebilen protein
yapilardir. Bu nedenle enzimler biyomarker olarak kullanildiginda 6rnek toplama ve
analiz etme siresi minimum tutulmalidir. Asit fosfataz semen, amilaz tukirik icin
tespitinde pratik olarak kullanilabilirken enzim yapilarindan kaynakli olarak zamana
bagl aktivite kayiplari olabilmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen kitin
ozellikle semen ve tikiirtk tespitinde dnem tasiyan 0-72. saatlerde kaybolan aktiviteye
ragmen dedeksiyon kabiliyeti test edilmistir. Tim analiz saatlerinde elde edilen
sonuglar Cizelge 4.1’de goriilmektedir. 72. saatte yapilan analizde neredeyse 0. saate

yakin bir sonug alinmistir.
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Cizelge 4.1 Zamana bagh aktivite testi sonuglari

Saatler Sonuglar

12

18
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Cizelge 4.1 Zamana bagh aktivite testi sonuglari (devami)

24

36

48

60

72

4.6 Oneriler

CS hem dinyada hem de Ulkemizde hizli artis gosteren, magdurun tim hayatini
etkileyen, agir travmalara yol acan bir durumdur. Sadece magdurun ve ailesinin degil
tim toplumun vicdanini yaralayarak toplumsal tepkilere yol agan suglardan olup
bireyin 6zerkligine ve sayginhigina yonelik yapilmis ciddi bir saldiridir. Ozellikle faillerin
bulunamamasi veya 6zellikle delil yetersizligi gibi nedenlerle sugun cezasiz kaldigi
durumlarda caydiricilik saglanamamakta, magdurda ve toplumda adalet duygusu

sarsiimaktadir.

41



Delil yetersizliginin 6nlne geg¢me konusunda biyolojik deliller blylik 6nem
tasimaktadir. Su¢ duyurusunun ardindan magdur bedeninde ve olay yerinde semen ve
tikirtk orneginin tespiti olayin varhgini destekler nitelikte bir delil olup daha

sorusturmanin basindan adaletin tesisine katki saglamaktadir.

Biyolojik numuneler ve onlarin tespitinde kullanilan 6zellikle protein yapil
biyomarkerlar zaman igerisinde bozunmalara ugrayabilmektedir. Bu nedenle CS
vakalarinda toplanilan érneklerde en kisa zamanda aktivite kaybi en aza indirilerek

analiz yapilmasi gerekmektedir.

Sorusturmanin basinda ve biyolojik 6rnekler bozunmadan analiz yapilmanin en pratik
yolu tani kitleridir. Kolayca tasinabilmesi sayesinde olay yerine gotiriilerek yerinde
analize imkan saglamaktadir. Ayrica altyapi gerektirmemesi, kullanim kolayhg: ile
alaninda uzmanlasmis personele ihtiyac duymamasi sayesinde muayene asamasinda

saglik merkezinde de kullanilabilmektedir.

Tez kapsaminda gelistirilen biyokimyasal kalorimetrik amilaz ve asit fosfataz tespit
kitinin hizli ve kolay yorumlanabilir sonuglar verebilme 6zelligi sayesinde daha
sorusturmanin basindan itibaren saglikli yorumlar yapilabilmesi mimkin olacaktir.
Muayene sirasinda semen ve tukirik varligini gésteren hizh test kitinin kullaniimasinin
hizli bir bicimde sonuglarin raporlanabilmesini ve adaletin kisa stirede tecelli etmesine

katki saglayacagi 6ngoriilmektedir.

Tez calismasinda semen tespiti asit fosfataz, tiklrik tespiti icin ise amilaz
enzimlerinden biyomarker olarak yararlaniimistir. Her iki enzimin tespiti i¢in kullanilan
reaktif ¢cozeltiler hassasiyetin arttirilmasi amaciyla 6zel bir jel matrikse hapsedilmistir.

Reaktiflerin matrikse emdirilmesiyle asagidaki avantajlar elde edilmistir:

» Sivi ¢Ozelti formu kit kullanici agisindan zorluk olusturmaktadir. Jel matriks

destek ortami ise daha kati bir form olmasi nedeniyle pratiklik saglamaktadir.
» lelicerisindeki ¢ozeltilerin oksijenle temasi azaltiimistir.
» Bozulma etkenleri ile temasinin azaltilmasi ile kolay muhafaza saglanmistir.

» Jel icerisindeki ¢cozeltilerin buharlasma ile ¢oziculerinde meydana gelebilecek

kayiplar azaltilmistir.
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» Hassasiyet testleri sonucunda hassasiyet artisi saglanmistir.

» Zamanla enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen kayiplara ragmen tespit

saglanabilmistir.

Tez calismasinin en blylk amaglari asit fosfataz ve amilaz tespitinin hassasiyetlerinin
arttirlmasidir.  Literatlir verilerine bakildiginda asit fosfataz tespiti icin test
calismasinda kullanilan reaktif ile analizde, 1/1000 seyreltme oraninda ancak
dakikalarca beklenildigi takdirde renk degisimi gorilebildigi soylenmektedir [62]. Tez
calismasinda gelistirilen matriks destekli yontem ile 1/70.000 seyreltme oraninda bile

kisa slrede gozle gorilen renk degisimi tespit edilmistir.

Amilaz tespitinde ise yapilan bir calismada nisasta iyot testi ile maksimum 1/50
oraninda seyreltmelere kadar tespit saglanabilmistir. Ayni calismada en hassas yontem
olan Phadebas reaktifi ancak 1/100 hassasiyete kadar dedeksiyon yapabilmistir [98].
Tez calismasinda klasik nisasta iyot testinin 6zel matriksle desteklenmesiyle 1/900

seyreltme oranina kadar gozle gorinir sonug alinabilmistir.

Zamana bagli olarak enzimlerde yasanan aktivite kayiplarina gore yapilan analizlerde
72. saatte dahi neredeyse ilk anda yapilan analizlerdeki kadar renk farki gozlenmistir.
Deri lizerinden elde edilen tiiklriik orneklerinde yapilan bir calismada amilaz aktvitesi
ozellikle ilk saatte hizla diserek 72. saat sonunda yok denecek kadar azalmistir [85].
Tez ¢alismasinda azalan bu aktiviteye ragmen tespitin saglanmasiyla biyolojik

numunelerin olayin sonrasinda da etkili kanit olabilecegi 6ngorilmektedir.
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