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dli olgu analizlerinde, vücut sıvılarının identifikasyonu, olay yeri-
nin yeniden canlandırılması ve olayın aydınlanmasına katkıda bu-
lunması bakımından önemlidir. Lekelerin biyolojik kaynağının

bilinmesi, aynı zamanda DNA analizinin başarısını tahmin etmede ve DNA
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analizi sonuçlarının yorumlanmasında da yardımcı
olabilmektedir. Adli vakalarda biyolojik sıvı ve le-
kelerin orijini geleneksel olarak enzimatik ve im-
münolojik testlerle değerlendirilmektedir.1-9 Ancak
bu testlerle ilgili bazı problemlerle karşılaşılmak-
tadır. Testlerin çoğu spesifik olmadığından diğer
türler ve dokularla çapraz reaksiyonlar oluştur-
maktadır. Bundan başka, menstrüel kan ve vajinal
sekresyonun identifikasyonu için geliştirilmiş en-
zimatik veya immünolojik doku identifikasyon
testi bulunmamaktadır.10-13

Son dönemlerde, hücre spesifik mRNA belir-
teçlerinin analizi vücut sıvılarının identifikasyonu
için umut verici yeni bir yöntem olarak ileri sürül-
mektedir. Kan, tükürük, semen, vajinal sekresyon
ve menstrüel kanda adli analizler için kullanılabi-
lirliği test edilen çok sayıda genetik belirteç tanım-
lanmıştır.14-26

Bu çalışmada, doku spesifik olduğu belirtilen
çeşitli sayıda mRNA belirtecinin, ters transkripsi-
yon son nokta polimeraz zincir reaksiyonu [poly-
merase chain reaction (PCR)] metodu ile analizi
yapılmış olup, vücut sıvılarının tanımlanmasında
kullanılıp kullanılamayacağının araştırılması amaç-
lanmıştır. Çalışmada; kan için porfobilinojen dea-
minaz (PBGD), β-spektrin (SPTB) ve hemoglobin
beta (HBB); tükürük için statherin (STATH) ve hi-
statin 3 (HTN3), sperm için protamin 1 ve 2
(PRM1, PRM2); vajinal sekresyon için insan beta-
defensin 1 (HBD1) ve musin 4 (MUC4) ile mens-
trüel kan için matriks metalloproteinaz 7 ve 11
(MMP7, MP11) mRNA belirteçleri test edilmiş-
tir.15,16,27-34 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) ve 18S RNA endojen kontrol olarak kul-
lanılmıştır. Seçilen belirteçlerin biyolojik sıvılarda
özgünlüğü, multipleks amplifikasyona uygunluğu
ve lekelerde mRNA stabilitesi ile ilgili deneysel ça-
lışmalar yapılmıştır.   

GEREÇ VE YÖNTEMLER

ÖRNEKLERİN TOPLANMASI

Bu çalışma için Çukurova Üniversitesi Etik Kuru-
lundan onay alınmıştır. Sağlıklı ve gönüllü verici-
lerin bilgilendirilmelerini takiben yazılı onamları

alındıktan sonra; kan (10 kişi), semen (10 erkek),
menstrüel kan ve vajinal “swab” (10 kadın) ile tü-
kürük (10 kişi) örnekleri alınmıştır. Vajinal sekres-
yon örnekleri ile menstrüel kan örnekleri steril
koton sürüntü çubuğuna alınmış olup, oda sıcaklı-
ğında kurutulmuştur. Belirteçlerin zamana bağlı
olarak stabilitesinde bir değişiklik olup olmadığını
araştırmak için taze örneklerden lekeler oluşturul-
muştur. Vajinal sekresyon ve menstrüel kan ör-
nekleri steril koton sürüntü çubuğuna alınmış olup,
sürüntü çubukları kurutulduktan sonra kâğıt zarf-
larda saklanmıştır. Kan, tükürük ve semen lekeleri
ise “whatman” filter kâğıdı üzerine hazırlanan 10’ar
µL’lik lekelerden oluşturulmuştur. Hazırlanan le-
keler oda sıcaklığı, etüv (37°C) ve buzdolabında
(4°C) belirli zaman aralığında (3 ay ve 6 ay kapalı
kâğıt zarflar içinde) bekletilmiştir. 

RNA EKSTRAKSİYONU VE TERS TRANSKRİPSİYON

Sıvı biyolojik örneklerden 5’er µL, sürüntü ve le-
kelerden de 0,5 mm2’lik alanlar kesilerek izolas-
yon için kullanılmıştır. RNA izolasyonu, AllPrep
DNA/RNA/miRNA izolasyon kiti (Qiagen) ile üre-
tici firmanın önerileri doğrultusunda yapılmıştır.
Ters transkripsiyon reaksiyonu için random pri-
merler ve “Superscript III Reverse Transcriptase
(Invitrogene)” kullanılmış olup, ters transkripsi-
yonda üretici firmanın önerdiği protokol izlenmiş-
tir.

SON NOKTA POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU

Multipleks reaksiyon için seçilen amplifikasyon
primerleri ve amplifikasyon ürün uzunlukları
Tablo 1’de görülmektedir. 5¢-FAM, 5¢-VIC veya
5¢-NED floresans boyaları ile işaretli primerler kul-
lanılmıştır. Singlepleks reaksiyonlar ile multipleks
reaksiyonlar için 10 µL total reaksiyon oluşturacak
şekilde Qiagen multipleks PCR amplifikasyon kiti
kullanılmıştır. Singlepleks PCR’ler için her bir pri-
merden 0,1 µM kullanılmıştır. Total PCR hacmi 10
µL olup, amplifikasyon altta belirtilen PCR döngü
parametrelerinde gerçekleştirilmiştir. 

PCR koşulları: 95°C/15 dk; 31 döngü: 94°C/30
saniye, 58°C/90 saniye, 72°C/60 saniye; final elon-
gasyon  süresi 72°C’de 10 dk’dır (GeneAmp PCR
system 9700).
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KAPİLLER ELEKTROFOREZ

PCR ürünleri ABI 3130 otomatik kapiller elektro-
forez cihazında yürütülmüştür. Sonuçlar rölatif
kantitasyon miktarları dikkate alınarak değerlen-
dirilmiştir. Yüz rölatif floresan ünitesinin altındaki
pikler değerlendirmeye alınmamıştır.

BULGULAR

ÖZGÜNLÜK

Kan için seçilen HBB belirteci kanda ve ekspresyon
seviyesi kısmen daha az olmakla birlikte, tüm
menstrüel kan örneklerinde de tanımlanmıştır.
PBGD tüm kan örneklerinde bulunmakta iken,
menstrüel kan örneklerinin sadece %40’ında ta-

nımlanmamıştır. Bu iki belirteç semen, tükürük ve
vajinal sekresyon örneklerinde tanımlanmamıştır.
Kan belirteci olarak seçilen SPTB kan örnekleri dı-
şında menstrüel kanda %72 oranında bulunur iken,
ekspresyon seviyesi oldukça düşük olmakla birlikte
vajinal sekresyon örneklerinin de %4’ünde göste-
rilmiştir (~100 rfu).

Menstrüel kan için seçilen MMP7, menstrüel
kan dışında 10 vajinal sekresyon örneğinin 1’inde
çok düşük ekspresyon seviyesinde de olsa gözlen-
miştir (100 rfu¯). MMP11 ise test edilen kan ör-
neklerinin %68’inde gösterilmiştir. 

Semen belirteçleri PRM1 ve PRM2 semen dı-
şında test edilen diğer hiçbir vücut sıvısında ta-
nımlanmamıştır. 

Gözlenen

Vücut sıvısı Gen Primer dizisi Floresan boya fragman büyüklüğü

Kan SPTB F: AGG ATG GCT TGG CCT TTA AT FAM 244 

R: ACT GCC AGC ACC TTC ATC TT 

PBGD F: TGG ATC CCT GAG GAG GGC AGA AG VIC 177 

R: TCT TGT CCC CTG TGG TGG ACA TAG CAA T 

HBB F: GCA CGT GGA TCC TGA GAA C FAM 59

R: ATG GGC CAG CAC ACA GAC 

Tükürük STATH F: TTT GCC TTC ATC TTG GCT CT FAM 93 

R: CCC ATA ACC GAA TCT TCC AA 

HTN3 F: GCA AAG AGA CAT CAT GGG TA FAM 132-152 

R: GCC AGT CAA ACC TCC ATA ATC 

Semen PRM1 F: GCC AGG TAC AGA TGC TGT CGC AG NED 150

R: TTA GTG TCT TCT ACA TCT CGG TCT 

PRM2 F: GTG AGG AGC CTG AGC GAA CGC FAM 287

R: TTA GTG CCT TCT GCA TGT TCT CTT C 

Vajinal sekresyon HBD1 F: CCC AGT TCC TGA AAT CCT GA FAM 214

R: CAG GTG CCT TGA ATT TTG GT 

MUC4 F: GGA CCA CAT TTT ATC AGG AA NED 231 

R: TAG AGA AAC AGG GCA TAG GA 

Menstrüel kan MMP7 F: TCA ACC ATA GGT CCA AGA AC VIC 237 

R: CAA AGA ATT TTT GCA TCT CC

MMP11 F: CAA GAC TCA CCG AGA AGG GG FAM 174

R: TAG CGA AAG GTG TAG AAG GCG

Kontrol genler GAPDH F: TCT TCA CCA CCA CGG AGA A VIC 69

R: AGG GGG CAG AGA TGA TGA C 

18S RNA F: CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC VIC 110 

R: CGC TCC ACC AAC TAA GAA CG 

TABLO 1: Polimeraz zincir reaksiyonu primer dizileri ve amplifikasyon ürün uzunlukları.
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Vajinal sekresyon için seçilen HBD1 ve MUC4
belirteçleri vajinal sekresyon dışında; tükürük be-
lirteçleri STATH ve HTN3 bir başka vücut sıvısında
çapraz reaksiyon göstermemiştir. 

Çalışma için seçilen belirteçlerin test edilen
farklı vücut sıvılarında tanımlanan amplifikasyon
yüzdeleri Tablo 2’de görülmektedir.

MULTİPLEKS POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU

Bu çalışmada, tüm belirteçlerin aynı anda analiz
edilebileceği bir multipleks PCR’nin optimizasyonu
yapıldı. Bu amaçla aynı miktarda kan, semen,
menstrüel kan, tükürük ve vajinal sekresyon ör-
neklerinden hazırlanan cDNA’dan 1’er µL alınarak
karıştırıldı. Karışımdan 1 µL cDNA alınarak her be-
lirtecin kendini ifade edebilmesi için uygun primer
konsantrasyonları belirlendi. Bu çalışmada her be-
lirtecin kendini ifade edebildiği multipleks PCR

primer konsantrasyonları 10 µL PCR reaksiyonu
için 0,01µM HBB, 0,2 µM PBGD, SPTB, STATH,
HTN3, PRM1 ve PRM2’nin her birinden, 0,3 µM
HBD1 ve MMP7, 0,1 µM MMP11, GAPDH ve 0,05
µM 18SRNA olarak belirlendi. Şekil 1’de multip-
leks PCR ürünlerinin kapiller elektroforez görün-
tüsü görülmektedir.

LEKELERDE STABİLİTE

Kan, semen, menstrüel kan, tükürük ve vajinal sek-
resyon lekelerinin 6 ay süre ile 4°C oda sıcaklığı
(22-25°C) ve 37°C’de bekletilen örneklerde yapılan
stabilite deneylerinde, bu süre ve sıcaklıkların se-
çilen mRNA belirteçlerinin tanımlanabilirliğine
görülebilir negatif bir etkisi saptanmamıştır. Şekil
2a-e’de oda sıcaklığında bekletilen biyolojik leke-
lerden bazı örneklerin, kapiller elektroforez gö-
rüntüleri görülmektedir.

Vücut sıvısı n HBB PBGD SPTB MMP7 MMP11 PRM1 PRM2 STATH HTN3 HBD1 MUC4

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Kan 10 100 96 100 0 68 0 0 0 0 0 0

Menstrüel kan 10 100 40 72 100 100 0 0 0 0 0 0

Vajinal sekresyon 10 0 0 4 10 0 0 0 0 0 100 100

Semen 10 0 0 0 0 0 100 100 0 0 0 0

Tükürük 10 0 0 0 0 0 0 0 100 100 0 0

TABLO 2: RT-polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi ile kan, menstrüel kan, vajinal sekresyon ve semen belirteçlerinin 
farklı vücut sıvılarında tanımlanma yüzdeleri (n=örnek sayısı).

ŞEKİL 1: Tam kan, menstrüel kan, semen, tükürük ve vajinal sekresyon belirteçlerinin multipleks PCR sonrası kapiller elektroforez görüntüsü.
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ŞEKİL 2: a) 6 ay oda sıcaklığında bekletilen menstrüel kan lekesi.

a

ŞEKİL 2: b). 6 ay oda sıcaklığında bekletilen tam kan lekesi.

b

ŞEKİL 2: c).6 ay oda sıcaklığında bekletilen tükürük lekesi.

c

ŞEKİL 2: e).6 ay oda sıcaklığında bekletilen vajinal sekresyon lekesi.

e

ŞEKİL 2: d).6 ay oda sıcaklığında bekletilen semen lekesi.

d



TARTIŞMA VE SONUÇ

Adli analizlerde kullanılan biyolojik deliller genel-
likle çok az miktarda olumsuz çevre koşullarına
maruz kalmışlardır. Delil olarak kullanılacak biyo-
lojik örneğin az olması nedeni ile, biyolojik delilin
insan kaynaklı olup olmadığının ve orijinini belir-
leme konusunda tercih edilecek analiz yöntemle-
rinin dikkatle seçilmesi gerekmektedir. DNA
analizi öncesi yapılması gereken bu ön analizlerde,
geleneksel olarak enzimatik ve immünolojik test-
ler kullanılmaktadır. Enzimatik ve immünolojik
testler, diğer türler ve dokularla çapraz reaksiyon-
lar oluşturabilmektedir. Bunun yanında, her bir
test için ilave biyolojik materyale de ihtiyaç duyul-
maktadır. Bu çalışmada, DNA/RNA birlikte izole
edilebilmiş ve DNA analizi için kullanılan biyo-
lojik materyalin aynısı mRNA analizi için de kul-
lanılabilmiş olduğundan (AllPrep DNA/RNA
ekstraksiyon kiti ile) ilave materyal gereksinimi or-
tadan kalkmıştır.34-38 Bununla birlikte, özellikle va-
jinal sekresyon ve menstrüel kan için spesifik bir
enzimatik ya da immünolojik yöntem bulunmadı-
ğından vajinal sekresyon ve menstrüel kan için se-
çilen doku spesifik mRNA’lar, bu iki biyolojik
sıvının ayırt edilebilmesinin de yolunu açmıştır. 

Geçmişte RNA’nın postmortem örnekte
RNaz’lar etkisiyle hızla parçalandığı düşünülmüş-
tür. Bu durum adli biyolojik örneklerin analizinde
negatif etki yaratacağından, adli örneklerde RNA
analizi ile ilgili çalışmalar pek yapılmamıştır.
Ancak yapılan ön çalışmalarda beklenmedik bir
şekilde RNA’nın belirli koşullar altında yüksek
stabilite gösterdiğine dair sonuçlar alınmıştır. Ör-
neğin; bir çalışmada, 15 yıllık bir kan lekesinden
RNA izolasyonu yapılabildiği, diğer iki çalışmada
da 16 ve 23 yıllık kan lekelerinden mRNA profil-
leme yapılabildiği belirtilmiştir.39-41 Benzer şekilde,
16 yıllık tükürük lekelerinde de mRNA profilleme
yapılabildiğini bildiren çalışmalar bulunmaktadır.
Çeşitli koşulların etkisinin test edildiği bir çalış-
mada ise olumsuz çevre koşullarına maruz kalmış
lekelerde, 547 güne kadar yeterli kalite ve miktarda
RNA elde edilebildiği bildirilmiştir.42 Semen leke-
lerinin zamana bağlı stabilitesinin araştırıldığı bir
başka çalışmada ise 20 yıldan fazla süre derin don-

durucuda bekletilmiş örneklerde sonuç alınabildiği
belirtilmektedir.43

Bu çalışmada farklı ortam koşullarında [6 ay,
üç ayrı sıcaklıkta-oda sıcaklığı (22-25°C), etüv
(37°C) ve buzdolabı (4°C)] bekletilmiş 5’er adet kan,
menstrüel kan, semen, tükürük ve vajinal sekres-
yon lekeleri ile yapılan çalışmalarda tüm mRNA
belirteçlerinin belirlenen sürelerde ve sıcaklıklarda
tanımlanabildiği gözlenmiştir. 

Çapraz reaksiyon kontrolü amacıyla yapılan ça-
lışmalarda, sperm belirteçleri PRM1 ve PRM2’nin,
semen dışında test edilen hiçbir biyolojik 
materyalde pozitif sonuç vermemesi, PRM1 ve
PRM2’nin semen lekelerinin tanımlanmasında
etkin olarak kullanılabileceğini göstermektedir.
Bununla birlikte, adli vakalarda semen lekesinin ta-
nımlanmasında sadece sperm spesifik bu iki belir-
tecin kullanılmasının, azospermik olguların gözden
kaçırılmasına neden olabileceği unutulmamalıdır.44

Vajinal sekresyon belirteçleri olarak seçilen
MUC4 ve HBD1 ile tükürük belirteçleri STATH ve
HTN3 hedef doku dışında diğer vücut sıvıları ile de
çapraz reaksiyon göstermemiştir. Ancak, çeşitli sa-
yıda literatürde bu belirteçlerin hedef spesifik bu-
lunmadığını gösteren sonuçlar alınmıştır. Bu
nedenle bu belirteçlerin daha çok örnekle çalışıla-
rak özgünlüklerinin doğrulanması gerekmektedir.20

Menstrüel kan belirteci olarak seçilen
MMP7’nin hedef doku dışında vücut sıvısında ta-
nımlanmamış olması (1 vajinal sekresyon örneği
hariç) MMP7’nin menstrüel kan belirteci olarak
kullanılabileceğini, ancak dikkatli yorumlanması
gerektiğini göstermektedir. MMP11’in ise tam kan
örneklerinin %68’inde gösterilmesi MMP11’in tam
kan menstrüel kan ayrımında etkin olamayacağını
göstermiştir.

Seçilen iki adet internal kontrol belirtecin, adli
amaçlı olarak vücut sıvılarının varlığının gösteril-
mesinde indikatör olup olamayacağı da araştırıl-
mıştır. Analiz edilen spesifik vücut sıvısı için seçilen
belirteçlerle birlikte internal belirtecin kullanıl-
ması, sonuç negatif olarak gözlendiğinde düşünülen
vücut sıvısının yokluğu veya hiç biyolojik materyal
olmadığı ayrımını yapabilmek içindir. Bu çalışmada,
internal kontrol belirteçleri GAPDH’nin, örnek tip-
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lerine göre ekspresyon seviyelerinde farklılıklar
gösterdiği gözlenmiştir. Bazen hedef vücut sıvısı be-
lirteç ile karşılaştırıldığında, amplifikasyon seviye-
sinin çok daha düşük olduğu saptanmıştır. İnternal
kontrol belirteçlerin tüm dokularda eksprese olması
ve ekspresyon seviyesinin hedef belirteçlerle aynı
veya daha yüksek seviyede olması beklenmektedir.
Maalesef adli amaçlı vücut sıvılarının analizine ih-
tiyaç duyulan tüm sıvılar için tam olarak uygun ola-
cak bir belirteç tanımlanamamıştır. Seçilen bir diğer
internal kontrol belirteç olan 18S RNA sonuçları in-
celendiğinde, tüm dokularda yüksek ekspresyon se-
viyesine sahip olduğu test edilen lekenin, herhangi
bir biyolojik materyal olabileceğini göstermek için
uygun olabileceği gözlenmiştir. İnternal kontrol be-
lirteçleri 18S RNA ve GAPDH’nin lekelerde göste-
rilebilirliğine bakıldığında, her üç sıcaklıkta ve
farklı zaman aralıklarında bekletilen lekelerde her
iki belirteçte gösterilebilmiştir.

Sonuç olarak; mRNA profillemenin vücut sıvı-
larının tanımlanmasında etkin olarak kullanılabile-
ceğini, az miktardaki adli lekeden aynı anda RNA/

DNA eldesi mümkün olduğundan adli vakalarda
örnek kaybının da önlenebileceği düşünülmektedir.
Çalışmada test edilen belirteçlerden MMP11 dışın-
dakilerin, biyolojik sıvı ve lekelerin tanımlanma-
sında kullanılabileceği düşünülmektedir.
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