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OZET

Cinsel suglarda en sik olarak yapilan inceleme vajinal
swilardan elde edilen ekstrelerde spermatozoidlerin tespi-
tidir Sodyum dodesil siilfatla proteinaz K kullanarak,
spermatozoidlerin digindaki tiim hiicre elemanlarimi
sindirmek miimkiindiir. Bu yontem spermatozoidlerin iza-
lasyonunda hizli ve etkin bir yoldur. Normal metod
bagsarisiz kaldiginda bu yéntemi kullanarak 8 ekstrede
daha spermatozoidler tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Proteinaz K, spermatozoa, vajinal
stot.

SUMMARY

The Isolation of Spermatozoa From Sexual Assault
Swabs With Using Proteinase K and Sodium
Dodecyl Sulphate

The most common examination in sexual offences is the
identification of spermatozoa in aqueous extracts from
swabs. Using proteinase K with sodium dodecyl sulphate,
it is possible to digest all the cellular material apart from
the spermatozoa, resulting in a quik and effective method
of their isolation. Spermatozoa were detected in 8 extracts
using this treatment when the normal method had failed
to reveal all but one of them.
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GIRIS

Biyolojik materyalin incelenmesi ve degerlen-
dirilmesi adli olaylarin aydinlatilmasinda en énemli
konudur. Yakin zamanda DNA teknolojisindeki
gelismeler sayesinde adli kovusturmalar kapsaminda
elde edilen sperm orneginden DNAnin izole edilmesi
ve failin genetik profilinin belirlenmesi olayin
aydinlatilmasinda énemli katkilar saglamigtir. Ozel-
likle cinsel saldin olaylarinda magdurdan elde edilen
saldirgana ait biyolojik materyal saldirinin gergek-
lesmig olduguna ve saldirgamin ya da saldirganlann
kimliklerinin belirlenmesinde degerli bir kanittir.
Ulkemizde cinsel suglar giderek artig gostermektedir.
Bunlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu da irza gegme
vakalarndir. Semen yoniinden vajinal sivilarin incelen-
mesinde hiicresel elemanlar arasindan spermatozoid-
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lerin tespiti rutin olarak yapilan bir ig olup, spermato-
zoidler az sayida bulundugunda zaman alic1 olabilir.

Giniimiizde vajinal sivilar 1 ml. su iginde ekstre
edilir ve 2-3 damla ekstre lam-lamel preparatinmin
hazirlanmasi ve boyanmasindan sonra mikroskopik
olarak incelenir Semen vajinal sivi ile kangik
oldugunda bu viicut sivilarindaki ¢ok sayida hiicrenin
bulunusu ile az sayida spermatozoidlerin saptanmasi
giiclesir. Spermatozoidlerin lokalizasyonu secici
olarak parcalanma suretiyle epitel hiicrelerinin
ortadan kaldirlmasi ile daha kolay ve hizli bir bigimde
yapihir (1).

Epitel hicrelerinin pargalanmasinda kullanilan
eritici karisimin ana elemanlarini sodyum dodesil siil-
fat (SDS) ve proteinaz (K) keratini hidroliz etme
aktivitesi nedeniyle bu ismi almigtir (2, 3). Proteinaz
K Tritirachium album mantarmin hiflerinden elde
edilir. SDS ise anyonik bir deterjan olup bir proteinin
hidrofobik bélgelerine baglanarak polipeptit zincir-
lerinin agilmasina yani proteinin denature olmasina
yol acar. Proteinaz K denature olmusg proteinlere kars
kuvvetli bir proteolitik aktivite gistererek biiyiik
polipeptit zincirlerini daha kiigiilk molekiillere
parcalar. Bu kiigiik molekiiller ézellikle molekiilin
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ayriima noktasindaki karboksil kismindaki aromatik
veya hidrofobik amino asit kalintilan yéniinden spesi-
fiktirler (2). SDS ve Proteinaz K'nin kimyasal yapilan
degismeksizin uyumlu bir gekilde bir arada bulun-
mas1 bu iki maddenin tercih edilen eritici bir karigim
seklinde basarilh olarak beraberce kullanilmasina
olanak verir. Bu yéntemle disilfit baglarindan zengin
olan spermatozoidler degigmeden kalirlar (2, 4).

Cinsel birlegme sonras: vajinal sivilarda sperma-
tozoidler az sayida bulundugu zaman gozden kagma
olasihf1 ¢ogalir ve az sayida bulundugundan tespiti
uzun zaman ahr.

DNA yoéntemine gére, daha ucuz, kolay ve hizh
sonu¢ vermesi nedeniyle karmagik olmayan vakalar-
da proteinaz K'min kullanilmasiyla spermatozoidlerin
lokalizasyonu, segici olarak pargalanma sureti ile epi-
tel hiicrelerinin ortadan kaldirilmas ile daha kolay ve
hizl bir bigimde yapilmasinm: amagladik.

MATERYAL ve METOD

Bu cahigmada 1996-1998 tarihleri arasinda 1.U.
Cerrahpagsa Tip Fakiiltesi Kadin Dogum ve
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda Géniillii vericilerden
alinan vajinal sivi ornekleri incelendi. Cinsel
birlesmeden sonraki 7 giine kadar cesitli araliklarla
alman 50 vericiye ait vajinal sivilar ahndi. Iki ayn
igleme tutuldu, biri kontrol olarak kullamld,
digerinde ise proteinaz K yontemi kullanildi.

Caligmada kullamilmak tzere Sodyum Deodesil
Siilfat (SDS) [Pro K, Tritirachium album type XI
(Sigma, Poole UK)T'den elde edilen 1 mg proteaz (pro-
teinaz K'y1), %2’lik SDS soliisyonunun her 100 ul’sine
illave etmek suretiyle hazirlandi. %2 SDS, 1.21 gr/1
Tris (0.1 M), 3.72 gr/1 EDTA disodyum 0.001 M ve
5.84 gr/1 sodyum klorid (0.01 M)Yden olusan bir
ekstraksiyon tamponu igerisinde hazirlanarak son pH
8.2 olarak ayarlandi. SDS / Pro K soliisyonu -20°C’de
100 ullik bélimler halinde dondurularak ¢alisma
giiniine kadar saklanda.

Proteinaz K Yontemi

1- Tiim vajinal sivilar 1 ml distile su igerisinde 10.000
devirde 2 dakika siire ile santrifiij edildi, siiper-
natan atild.

2- Pellete (sediment) 100 ul SDS/Pro K soliisyonu
ilave edilip, oda sicaklhiginda (25°C) 5 dakika bek-
lemeye birakild:.

3- Daha sonra karngim 1 ml distile suda yikandi ve 2
dakika santrifiij edildi.

4- Bu yikama islemi tekrar edildi.

5- Sediment (her zaman pellet geklinde goriilmez)
yaklasik olarak 20 ul distile suda siispansiyonu
yapildi.

6- Bu 20 ul’nin tamam bir mikroskop lam iizerinde
dagitildi ve kurutuldu (sicak bir madeni levha
iizerinde). Bunsen alevinde 1siyla fiksasyondan
sonra,

7- Lamlar Hematoksilen ile 5 dakika boyandi, cegme
suyunda ¢alkalandi.

8- Eozin ile 30 sn karsit boyamaya tabi tutuldu.
Distile suda yikandiktan sonra, kat1 kisimlar sicak
bir madeni levha iizerinde kurutuldu ve neutral
XAM’le bir lamelle kapatilda.

SDS/Pro K karigimi kullanilarak her olguda
kaydedilen spermatozoidlerin sayisi, orjinal 1 ml vaji-
nal siv1 ekstresinden alinan 1 damlalik kontrol érnegi
ile kargilagtirnildi, boyanarak kapatildi.

BULGULAR

Incelenen 50 vajinal siv1 arasindan rutin yontemle
(kontrol) hazirlanmg olan 28 lam spermatozoidlerin
varhg yéniinden pozitif olarak saptandi.

Kontrol preparatinda spermatozoidler goriilmez
iken SDS/Pro K ile iglemden sonra ayni 28 vajinal
sivimin yanisira 8 tanesininde spermatozoidleri ihtiva
ettigi belirlendi. Bu 8’in 3 tanesi cinsel birlesmeden
sonraki 3 giin i¢erisinde alindi, geri kalan 5 tanesi ise
cinsel birlesmeyi izleyen 4. 5. 6. ile 7. giinleri arasinda
alind1 (Tablo 1)

Kontrol ve | Kontrol ve | Kontrol Negatif
Giin | SDS/ProK | SDS/ProK | SDS/ProK Pozitif | Total
Pozitif Negatif
<1 5 - - 5
2 16 - 2 18
3 3 1 8
4 2 1 6
5 - 6 2 8
6 - 2 1 3
7 - 1 1 2
Total 28 14 8 50

Tablo 1. 50 vajinal siv1 olgusunda spermatozoidlerin
saptanmasi.
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TARTISMA

SDS/Pro K ile igleme tabii tutulan ekstrelerin
timiinde lamlarin incelenmesi kontrol grubuna
nazaran daha az zaman aldi. Lam zeminindeki
materyalin azlifi nedeniyle mikroskopta kiigiik
biyiltme kullanilarak ilk aragtirmayr yapmakta
miimkiin oldu. Bu yiizden goriig alam da artti.
SDS/Pro K kullanimi sadece spermatozoidlerin tespi-
tint kolaylagtirip, hizlandirmaz, aym1 zamanda yine
aragtirma alan1 1 veya 2 damla ile sinirh iken tiim
vajinal siv1 Orneginin éncelenmesine olanak saglar.
Vajinal sivida birkag tane spermatozoid bulundu-
gunda bunlarin gézden kaginilmasi olanag1 daha
azdir. Vajinal sivilarla ilgili bir bagka bir sorunda
Candida Albicans’a bagh enfeksiyonun varhg olabilir.
Maya hucreleri buyiiklik bakimindan spermatozoi-
dlere yakindir. Maya hiicreleri SDS Pro K ile
sindirilmesine ragmen sadece eozin boyasim ahrlar,
hematoksilen ile boyanmazlar, halbuki spermatozoi-
dler her ikisi ile de boyanirlar.

Sonug olarak, SDS/Pro K ile én muamele béyle
orneklerde spermatozoidlerin aragtirilmas:
giicligini azaltir. Irza gegme vakalarinda birden
fazla suglu bulundugu zamanlar hari¢, DNA yéntem-
ine gore kolay, hizl, ucuz ve etkin bir izalasyon yonte-
mi olugturmasi agisindan adli olaylarn aydinlatil-
masmda yarduma1 bir metot olarak katkida bulu-
nacag1 inancindayiz.

12

Istanbul Tip Dergisi 1999; 2: 10-12

KAYNAKLAR

Gill P. Jeffreys AJ and Werrett DJ. Forensic
applications of DNA fingerprints. Nature 1985;
318: 577-579.

Morihara K and T suzuki H. Specifity of pro-
teinase K from Tritirachium album Limber for
synhetic peptides. Agricultural and Biological
Chemistry 1975; 39: 1489-1492.

Calvin HI and Bedford JM. Formulation of
disulphide bonds in the nucleus and accessory
structures of mammalian spermatozoa during
maturation in the epididymis. Journal of
Reproductive Fertility 1971; 13: 65-75.
Chapman RL, Brown NM and Keating SM.
The isolation of spermatozoa from sexual assult
swabs using proteinase K. Journal of the Forensic
Science Society 1989; 29: 207-212.




