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. GIRIS VE AMAC

Bilimsel bilgilerin adli bilimlerdeki uygulamalari, kriminal ve sivil yasalarin adalet
sistemi tarafindan uygulanmasina yardimci olmaktégvett ve ark., 1996). Kan, dinyadaki
kriminal davalarda en yaygin olarak bulunan, erbiiinen ve belki de en énemli kanittir. DNA,
nikleus tatyan ve kanda bulunan beyaz kan hicrelerinden iediér. Genel olarak, DNA
parmak izi terimi her bireyde ylksek karakterisg@steren modelleri ifade etmektedir. DNA
parmak izinin genetik karakteri oldukca ggmi (Jefferys ve ark., 1986). Daha onceki yillarda
DNA testleri 6 ile 8 hafta surerken gunimizde sadbtka¢ saatte gercekt@ilmektedir
(Butler, 2001). Son yillarda gglirilen tekniklerle tek bir sa¢ kdkinden bir biregliger tim

bireylerden ayirt etmek mimkin olmaktadir (Cornwellark., 1992).

Edmund Locard "Locard’in Bgs Tokus Prensibi” olarak bilinen bir teori gglirmistir.
Bu teoriye gore bir ki baska bir kisi veya nesne ile temas ¢itide kigcukte olsa kaufikh
partikil desisimi olusur, kurban veya sucludan geriye iz kalabilir (THom 1997). Locard bu
partikilleri toz vaya kir olarak tanimlagtir ancak ginimuizde bunlarin tlngitanis toprak
izlerinin de icerdgi anlagiimistir. Diinya ylzeyinde bulunan mineral ve organik deddr iklim,
organizmalar ve zaman gibi ¢evresel faktorler vaegig faktorlerin etkilerine aciktir (SSSA,
1996). Toprak, farkl mineral, kimyasal, biyoloje fiziksel 6zelliklerden olgan kompleks bir
karisimdir. Mineraller toprgin oldukca 6nemli bilgenleridir dolayisiyla minerallerin

belirlenmesi adli toprak kimliklendirilmesi igin geklidir.

Toprazin organik icerdi ile ilgili cok sayida bilgi mevcuttur. Karngeli g1 nedeniyle adli
bilimciler toprain organik yapisinin incelenmesine yeterince 6zéategmemilerdir. Adli
toprak aratirmalarinda toprak mikroorganizmalari ve onlarktivatesi hakkindaki uygulamalar
oldukca azdir. 1975 yilinda toprakta fosfatazsétiataz, treaz, tripsin ve invertaz aktiviteleri

gercekgi bir yaklgmla ol¢iimig ve bu bilgiler yayinlanngtir (Thornton, J.1., 1975).

Kastle-Meyer testinde (Kastle J. St., 1909) biregm kan olup olmadiini belirlemek
icin fenoftalein kullanilir. Belirleme, koruma, itesyon ve DNA miktarinin belirlenmesi, ayrica
su¢ mabhalinde bulunan biyolojik materyallerden DN geri alinmasini kolayaran

yontemler geltiriimektedir (Nicklas, ve ark.,2003). 1990’larddliaérneklerde DNA uzunluk



polimofizmlerini belirleyen PCR (polimeraz zinciaksiyonu) tabanli sistemler sturulmustur.
PCR tabanli DNA tiplemesinin yapilmasi ile birliktgeni yontemler de galiriimeye
baslanmstir (Mullis and Faloona, 1987). PCR ileggdtilan STR Uriinleri denature poliakrilamid
jel elektroforezi ile ayirdiktan sonra gugnioyama ile gorunur hale getirilir (Bassam ve ark.,
1991). Kapiler elektroforez (CE) STR analizlerirjapiimasinda pek ¢ok laboratuvarin sgcti
bir yontemdir (Butler, J.M., ve ark., 2004).

Toprak orneklerinin analizinde siklikla kullaniladli teknik y@unluk gradient tip
teknigidir. 1995 yilinda kil minerallerinin  XRD analizigcin hizli bir hazirlama tekpgi
onerilmigtir (McAlister JJ., 1995). Otomatize SEM-EDX sistekullanilarak bir partikil
argstirma ve analiz tekgi gelistirilmi stir (McVicar MJ., 1997). 1999 yilinda adli togga ayrimi
icin partikil boyutunun daliminin dgrulugu incelenmgtir (Marumo Y ve ark., 2001, 1999).
Polarize mikroskop ile minerolojik inceleme icimKiklendirme cetvelinin kullanimi konusunda
bir girisim olmustur. Kullangl kimliklendirme cetveli 1999 yilinda 6nerilen 200ineral igerir
(Ishiwatari A., 1999). Kisa zaman 6nce tgpraorganik icergini analiz icin mikemmel bir
yontem olan Fourier dogtiirict infrared absorbsiyon spektrofotometri (FTIRknigi
gelistirilmi stir (Cox RJ.ve ark., 2000). Inductively Couplecagtha Mass Spectrometry (ICP-
MS) kullanilarak yapilan diferansiyel analiz, tagn inorganik bilgenlerinin milyar (trilyon)
basina (pbb) parca diuzeyindeki farkliliklarini belirek i¢in kullaniimaktadir.Stphesiz bu
analiz sadece topraklar arasindasideyrica ayni alanin farkli bolimlerindeki toprakin
karsilastrilmasinda iyi sonuclar verebilir. ggr standartlar ile kadastirma yapilirsa toprak
bilesenlerindeki kiiguk dg@simler belirlenebilir ve dgerlendirilebilir. Bolgeden bdlgeye farklilik
gosteren topraklasfipheli ile suc bolgesi arasindakigentinin kanitlanmasi igin toptadezerli

bir delil haline getirebilir.

Toprak, kriminal argiirmalarda tainan kanit olarak 6nemli bilgiler glayabilir ¢tinkl
bircok kriminal davada suclu veya kurbanlgitan toprak olduk¢a onemlidir. Bu nedenle,
Ozellikle kan ile lekelenmgitoprak cinayet davalarinda iyi bir kanit olabilkan ile lekelenmnsy
toprak drnekleri olaydan sonra elde edilebilir. &nacla toprak tiplerinin, bozulmanin oraninin

ve topra&in farkli biyolojik materyalleri tutma yetepmin argtirilmasi gerekmektedir.

Kanla lekelenngi topragin miktari olaydan olaya g@esebilir ve 6rneklerin ¢ok dikkali bir

sekilde toplanmasi gerekmektedir. Bazen, 6rnek slgakem, ygmur gibi cevresel kallar



altinda bulunabilir. Boyle davalarda ve yerlerdengkierin kullanilabilirlgi topragin pH’sl,
rengi, besleyici maddeler, humus ve toprakta bulumé&roorganizmalardan goudan etkilenir.
Mikroorganizmalar, nemin ve curimumateryallerin ¢ok oldgu alanlarda bol miktarda
bulunabilir. Boyle topraklar humuslu toprak olarattlandirilir ve bu tip topraklardaki bozulma
orani mikroorganizma bulunmayan normal topraklamegok daha fazladir. Toprak rengi farkli
kaynaklardan gelen topraklarin ayirt edilmesindenglidir. Toprak pH’i ise bolgeye, burada
yetisen urlnlere ve varolan materyallereglheolarak bazikten yiksek asidik agahda yer
alabilir. Hava kaeullari toprak ve o6zellikleri Uzerinde oldukca eittit. Corak bélgelerdeki
toprak tropik boélge topga ile kasilastirildiginda farkli bilgenler gosterirSiddetli yaz gorulen
bdlgelerdeki topraklar kiiklimi gozlenen yerlerdeki topraklardan farkli ddegosterir. Toprak,
organik ve inorganik materyallerin miktarindaki Khiklarla iliskin olarak dgisiklik
gosterebilir. Ayni bolgede bile topraktaki besielebali olarak karmak dagilim olabilir.

Uzerinde kan olan toprak ile kan olmayan topraklfak gosterebilir.

Bu calsmanin amaci adli kanit olarak togma 6nemini gostermektir. Topga organik
yapisi; farkli tipteki topraklari, topgen DNA tutma yetengni, zaman ile toprakta bulunan
DNA miktarina etkilerini, saflik ve bozulmayi gosteektedir. Caymamizda PCR sonuglari ve
genotiplerin dgerlendirmeleri i¢in kullanilan DNA'lar farkli kayhdardan alinan topraklarin

kan ile lekelenmesi sonucu elde edgtmi

Diger taraftan, inorganik analiz ve ICP-MS ile olamskastirmalarda farkli kaynaklardan

elde edilen topraklarin inorganik yapisiningdagtiriimasi amaclanngtir.



ll. GENEL BILGILER

[I.1. Adli DNA Tiplendirmenin Tarihi:

Adli bilimler, bilimsel bilgi ve yontemlern, yasal problemler ve kriminal gtamalara
uygulanmasidir. Adli bilimlerin amaci olayyeri didrini analiz ederek, sucun spesifik
kosullarini belirleyip polise ve adli cemiyetlere yardimci okha Biyolojik delilin bulundigu
suclarda, DNA tiplemesi delilin belirli bgahistan olup olmagini belirlemek icin kullanilabilir.
Bdyle bir iligski, olay yerinestpheliyi yerlgtirmeye yardimci olabilirse 6nemlidir (Becherer,
2000). Genetikgiler insan genomunun yakda % 97den fazlasinin birgcok bireyde ¢ok benzer
oldugunu, DNA’nin bariz dgiskenlerinin kodlanmayan DNA bodlgelerinde bulugdau
belgelediler. (Lander ve ark., 2001; Venter ve ,a?01). Bireylerin genetikssizlikleri insan
biyolojisinin ana prensibidir. Bu gsizlik bireyin ebeveylerinden miras kalan genetik
isaretleyicilerin kombinasyonuyla tanimlanir. Geneijlaretleyiciler protein seviyesinde veya
DNA varyasyonunda analiz edilebilir. DNA teknolajigisan cegitlili gini genetik materyali olan

DNA seviyesinde incelemeye olanaklsa (Rebecca ve ark., 1991).

Insan adli kimlik testinin modern orijinlerinin izie 19. yy sonlarinda, Arjantin ve
Avrupa’'daki bazi bireylerin, ki bunlaréngiliz fizikci/genetikgi Sir Francis Galton da dahi
olmak Uzere, parmakizi analizinin adli bilimlerdd&illaniminin yararini fark etmeleriyle glur.
(Galton, F., 1892; Cole, S., 2001). Gegen yluzybpunda, babalik testinde kan grubu antijen
tiplemesi ve dier kan hicresi enzimleri veya serum proteinlerindeitsal degiskenlerin
belirlenmesi icin laboratuvar teknikleri hem sitiinekler hem de su¢ érneklerinde yaygin olarak
kullaniimglardir. Kan grubu tiplemesinin ayirt edici 0zgili DNA tiplemesi ile

kiyaslanamazken, DNA bazli genetik tiplemesindecetdiinya genelinde kullaniliyordu.

Bireysel genetik varyasyonun DNA seviyesinde tagmetotlari 1970’lerin ortasinda
kullanilmaya bglanmasiyla beraber; tibbi gtama, tani ve adli bilimde uygulanmalari hizla

arttl. ilk kez Alec Jeffreysingiltere’de tecaviizciiniin kimliklendirilmesinde DN#plemesi



kulland1 (Jeffreys ve ark., 1985). 1977'de pek odkrupa Ulkesi bilinen ve itham edilen
suclularin vicut sivilarinin DNA profilleri verilen toplamaya bgamisti (Benecke, M., 1997).

“ TopraK yeryuzinin enist tabakasi tanmlamak ¢in yaygn olarak kullarian bir
terimdir. Yerli kayglann biyosfer, atmosfer ve hidrosfer ile tenmaan olgan maddenin ince

tabakaslr (http://www.forsci.com/Services/soil.h)m Her toprgmn karakteristik analizinin

tiplemesi yoluyla, bazen bu karakterggti spesifik yer ve mevkiyle gkilendiriimesi mumkuin
olabilir (Steck, 2004).http://www.crimeandclues.com/soil_analysis.htffioprak mineralleri,

oksitleri, organik maddeleri, mikroorganizmalari @elarin maddeleri gibi bikenlerinin yani
sira parcacik boyutu ve gonlugu gibi fiziksel yapisi ile desari komplekstir. Orngin granit tek
basina dikkate alinirsa, neredeyse sinirsiz sayida\andir. Murray’'in raporuna gére (Murray
RC,. 1991), Almanya’da Georg Popp 1904'teki cinayakasinin ¢ézimuinde toprak delilini
inceleyen ilk bilim adamidir. Son yillarda ¢ikanlaic ilging makalede, pek ¢ok tarihi vakanin
aydinlatilmasinda ve kriminal gtamalarda toprak delilinin ve jeologlarin katkisinbnemi
anlatilmaktadir. (Murray RC. 2000, 1991, 1975; ep J.1996)

Adli jeoloji delil olarak caitli maddelerin analiziyle ilgilenir, bunlar toprakjiysi, sac,
kan, ayakkabi izi, parmakizi, alet izi, metal, cdmoya, leke, organik (botanik veya zoolojik)
madde, inorganik (mineralojik) madde, tahta, togam ve kul, kait, lif, makine y& ve yas,
dokumanlar, konteynir ve gaat ve/veya ambalaj maddesi olabilir. Bu temelgeatk ile ilgilidir
(Murray ve Tedrow, 1975). Toprakta U¢ genel grupdwa bolgesel toprak, iklimin ve bitki
ortisunin etkisinin gosterir; bélgesel olmayan apbu etkiyi gbstermez; ve bdlge ici toprak,
yas ve engebe gibi &a faktorlerin etkisini gdsterir (Clark, 1998). Trajr, d@a tarafindan tortu
veya tginma yoluyla olgur (Murray ve Tedrow, 1975). Dort ana ialer adli delili olgturur;
(1) toprain kendisi, (2) kayalar, (3) mineraller, ve (4)iftes. Madde 6rngine ik, mikroskop
ve diger aletler kullanilarak en temalem olan’ benzerlik katlastirmasi’ testleri uygulanir ve
argtirmacinin, 6rng@n yeryuzindekibir yere benzeyip benzemediini styleyebilmesiicin

olanaksaslar (Murray, 2004).

Toprazin jeokimyasal analizi, toprak orgieadeki temel eser elementlerin kimyasal testler

yoluyla tayinini icerir. Toprakta bulunan temel eséementler silika, demir ve aliminyumdur.



Silika zengini toprak genelde @&k iklimlerde bulunur, demir ve aliminyum geneldeak
ortamda bulunur. ABD’deki her eyaletin ve butin lainin topra&ginin eser mineral icef
haritalanmg ve indekslennstir. FBI ve pek ¢ok sug laboratuari, toprak diinen geldigi yere ait
ipucu bulmaya yardimci olan bu bilgiye sdbilir. World Reference Base tim dinya t@pyta
ilgili bilgileri icerir (Bridges, 1997). Pek cokoprak bilimci dinyada tamamen ayni togfaa
sahip iki nokta olmagh konusunda hemfikirdirler (Murray ve Tedrow, 197%)er komurd,
bataklik benzeri alan veya kiyi bolgelerinde buluwe bitki 6rtiist (yer komurini aitwran),
tuzluluk orani ve gelgit olayinda olgu gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir. Benzekilde fazla
miktarda polen ve spor iceren toprak (1 misir pliskd milyon tane polen igerir) bu maddelerin
yuzlerce mil seyahat etmesi nedeniyle kesin olaradizlenemiyebilir. Sporlarin ve polenlerin
incelenmesini iceren Palinoloji bilimi, adli jeoilojn giderek geken bolumi olarak ortaya
ctkmigtir. (Moore, 1991).

Renk aratirmasi, minerallerin ve topgan 6zelliklerinin belirlenmesinde en basit yoldur.
Boyle bir maddede spektrumun neredeyse butin rerddéunur. Orngin baskin renk genelde
topragzin dazal rengini gosterir. Buna gamen o6rnek, absorblandiktan bir siire sonra velveya
elemeden sonra renk @stirebilir, fakat sonra bile tabaka rengi ‘renk tarini saglayabilir.
Koyu renk tabaka kaplama genelde organik madddiaiyrica humus denir, hidrojen peroksit
kullanilarak yiikseltgenip gercek rengi elde edligbivarligina karet eder. Orng elemek de

ayrica rengi dgstirebilir, kiicik parcalar daha kirmizi veya kirnmzi kahverengi olmaya

egilimlidirler, bunun aksine buyuk parcalar genelde\g saridir. Adli drnekler genelde 10
de kurutulur ve sonra renk icin incelenip MunsehR&istemine gore siniflandirilir (renk carki).

Mikroskopik inceleme ve der testler renk siniflandirmasindan sonra yapilir.

Toprazin farkl ve heterojen yapisi adli bilimlerde ilarsna yol agar. Birincisi, du
karsilastirmanin sglanmasi icin bilinen topraklarin érneklendiriimegreklidir. Toprak 6rngni
ayirmak imkansizdir. Adli toprak kalastirmasi, s6z konusu toprak opm@n yerytzindeki
belirli bir alandan, s6z konusu kaynaktan gelipnggdisini sorgular. Organik kisim ekstrakte
edilip, Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HP) ile analiz edilebilir. Mineralojik
fraksiyon ygunluk, X-Isini kirllmasi, X-gini floresansi, ICP-MS, ve/ya iyon kromatografist)(
ile ayristirilip, kagilastirilabilir. http://www.forsci.com/Services/soil.htm




1.1.1 Adli Amach Calismalarda Kullanilabilen Maddeler

Kanin bulunmasi, her zaman kurban ile sanikiddetin yeri arasinda Beanti kurar.
Kan su, hucre, enzim, protein ve inorganik maddelerolgan, vaskiler sistemle yiyecek,
oksijen ve atik tamasi yapan, biraz bazik sividir. Kanin sivi kiamilaha ¢ok su olan plazma
ve beyaz hiicreler ve trombosit iceren serumdaguol(Moenssens ve ark., 1986). Islak kan,
daha c¢ok test yapilabilgli icin kuru kandan daha derlidir. Kan, havaya 3-5 dakika maruz
kaldiktan sonra kurumaya $lar. Kurudgunda ise rengi kahverengi ve siyaha dodner. Olay
yerindeki kan gol, damla, sicrama ve tortu haliotibilir (Saferstein R.,1998).

Kan tortusu, kan oldtundan emin olunmasi icin kristallendirme metodlariyest
edilmelidir. Adli bilimciler renk veya kristallingestleri kullanirlar. Benzidin testi kanserojen
oldugu @grenilene kadar populer bir testti ve daha sonrayksal fenolftalein kullanilan Kastle-
Meyer testi (Kastle J. St., 1909) bu testin yeailtil. Fenolftalein, hemoglobin ile temas edince,
parlak pembe renk odturan peroksidaz enzimleri salar (patates ve bdaypundaki peroksidazla
da ayni reksiyonu verir). Luminol gérinmez kan lekiai tespitinde halilara ve mobilyalara
sikilarak oradaki kan lekelerini (vegair lekeler) karanlkta hafif fosforesagsiagga ¢ikarmak
icin kullanilan bir kimyasaldir. Uzun sure kurugrkan kristalize olmaya meyillidir veya gigik
tuz-asit kagimlari halinde kristalize olabilir. Bu testler Thiman testi, Takayama testi veya

Wagenhaar testi olarak adlarilir (Borrman ve &ar77).

Adli bilimciler pek ¢ok biyolojik materyalle kar karsiya gelirler, bunlarin ggu ¢cevresel
bozunmaya maruz kalir ve bu ylzden koti kalite uglkl nicelikte DNA icerir. Buginin
STRIlarinin kullanimi sigara izmariti (Hochmeistez ark., 1991), dudak kozmgiti(webb ve
ark., 2001), iskelet kalintisi (Hochmeister ve ark995), idrar (Brinkmann ve ark., 1992,
Benecke ve ark., 1996), silah gzandaki ve kwunlardaki doku (Karger ve ark., 1996)
parcalanmy ve curimg vicut kisimlari (Schmitt ve ark., 1995), parafim@s timoér dokusu,
tirnak altindaki kir (Capelli ve ark., 1998), i&irizinden tukirtik DNA'sI, yeni dganlarin
mumyalar) etanolde saklanan kurt sjpgSperling ve ark., 1994), yangnceset (Weihser ve
ark., 1996), di (Lessig ve Edelmann., 1996), kurwymsakiz (Fregeau ve ark., 1999), kitlesel
felaket sonrasi bulunan vicut pargalari (Whittaleeark., 1995, Clayton ve ark., 1995, Manucci



ve ark., 1995), insan gkisi (Hopwood ve ark., 1996) ve iskelet haline gelsel kurbanindan
yapilabilir (Munucci ve ark., 1998). DNA'nin tayinkorunmasi, ekstraksiyonu ve kantitasyonu
ile ilgili yeni metotlar surekli geitiriimekte ve olay yerindeki biyolojik materyaldeuloinan
DNA'nin geri kazanimina yardim etmektedir (Nicklasark., 2003).

Toprak yapisi gegg yeryuzeyinde oldgu icin olay yeri ile insanlarn gkilendirmede
yararli bilgi s&layabilir. Topr&in delil olarak dgeri karakterisgindeki buylk varyasyona
dayanir. Toprak sadece mineraller, oksitler, odganaddeler, mikroorganizmalar ve onlarin
maddelerinden dolay! g&, ayrica ygunluk ve pargacik boyutu gibi fiziksel yapisindasiayi
fazlaca komplekstir. Adli toprak incelemesinin, tapn karmaik yapisindan dolayr ¢ok zor
oldugu disuinulir fakat bu ggtlilik ve karmagiklik bize toprak érneklerini yiksek ayirici gugle
ayirt etmemizi sglar (www.interpol.int/public/Forensic/IFSS/meeting13/Ravs/Soil.pdj.

Kisa sire 6nce adli dergilerde ¢ikan birkac ilgmakale, toprak delilinin énemini ve
kriminal argtirmada jeologlarin katkisini gostegtimi. Kaliforniyadaki cinayet vakasinda,
kurbanin vicudu 300 mil gineyden getirilen cakikallanildigi petrol kuyusunun yanina
dismistd. Suphelinin  arabasinda bulunan toprak @mnepetrol kuyusu civarindaki ile
karsilastirildi. Kaya parcalari iceren arabadan alinan lgiizusu 6rnek ile tanan cakilin ayni
oldugu bulundu (Murray RC., 1975, 1991, 2000; Mcphe&d96).

Sistematik olarak alinan toprak 6rneklerinin, hav&dirutulmy toprak rengi ve parca
boyutu d&iliminin ayirici gucu incelenir (Junger EP., 1998)98’ de adli polen analizi adli
amagla kullanilmgtir (Horrocks M.ve ark., 1998). Bock ve Norris (Bog¢H, Norris DO. 1997)
bitki anatomisinin katkisini, adli botagm bir parcasi olarak tanimladi. Diatomlar, gtk
ortamlarda, hatta kisa sureli gecici nemlsitarda bile hizla ¢galdiklari icin toprakta sikca
goOzlenir. Toprakta organlarin parcalghdvakalarda uzuvlara diatom testinin uygulanmasi
onerilmektedir (Gruspier K.L., Pollanen M. S., 20000z, dgisik parcalarin ve liflerin farkli
bicimde kompleks kagimidir, kriminal aragtirmalar icin zengin bilgi icerebilir. Mikroskopik

analizler icin bg ana toz drneklendirme metodu tanimlagtm(Millette JR, Few P. 2001).



1.2. Kisa Ardisik Tekrarlara Giri s (STR)

Genomik DNA tekrarlayan diziler kodlangnive kodlanmangi bolgeler icerir. Bu
tekrarlarin sayisi bireylere goregigr ve bu farkl uzunlukta alellerin odmasina neden olur.
Polimorfizmin bu c¢eidi uzunluk polimorfizmidir. Ayni lokusta pek c¢okek nukleotid
varyasyonu bulunabilir buna dipolimorfizmi denir (Wyman ve White, 1980). DNA arrlile
kimliklendirme, Jeffreys’in (1979) insan genomundak desisken "minisatellit” olarak veya
desisken sayida dizin tekrart (VNTR) bdlgelerini tatmmasiyla gercekten pratik hale
gelmistir. Tekrarlayan kodlanmagiDNA dizinleri ailesine ait olan "Mikrosatellit" ya kisa
dizin tekrarlar (STR), tekrarlanan motifin kopyayssindaki varyasyonlara neden olan bigkaa
polimorfik isaretleyici kayngl sglar. VNTR/STR boélgelerinin PCR’a dayali tiplemesilia

analizde ve babalik testinde 6nemi artan teknikugtar (Evett ve ark., 1996).

STR bolgeleri DNA parmakizinden 5 yil sonra bulugtar (Edwards A., 1991, Rand ve
ark., 1992). Texas'taki Baylor Universitesi profas@homas Caskey ve arkabai adli DNA
analizindeki kisa dizin tekrarlarinin kullaniimaséneren ilk makaleyi yayinladilar (Caskey ve
ark., 1992). Bu STR bdlgeleri genomdaki hemen memlozomda bulunur ve géi polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak gaitilabilir. STR bolgeleri G¢ ile yedi nikleotid
uzunlygunda temel birimden ofur. Bu temel birimleri en fazla 80-450 baz ciftin{bc)
tamaminin uzunluk sinirinda tekrar edebilitsan genomunda her 1000 bg¢ uzunluktan sonra
yuzlerce STR bdlgesi yayilgtir. Her bolgede STR bdolgelerinin ¢ok alelli oflunu gdsteren,
genelde 5 ile 10 arasi sinirli miktarda olasi eflglozlenir. Herhangi bir insan her STR bdlgesi
homozigot ya da heterozigolabilir. Populasyondaki alellerin gdili gi cok sayida STR bdlgesi
argstirillarak elde edilebilir (Kimpton ve ark., 1996%TR sistemlerinin istenilen 06zellikleri
yuksek heterozigotlykdiizenli tekrarlayan birim, taninabilir aleller CR kullanimindagicli

amplifikasyonu icerir (Gill ve ark., 1995).

Gercgekte, insan genomu haritasinda yizlerce STiensisoulunur (The Utah Marker
gelistirme grubu, 1995). Bu STR sistemlerinden birkagidésinin insan kimliklendirmesi
testine uygulanmasi atailmistir (Hammond ve ark, 1994). Tetranukleotit telaarlPCR

amplifikasyonundaki aslina uygur@a gore adli bilim adamlari icin en populer olanlar@una
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ragmen bazi tri veya penta-nukleotit tekrarlari daahlalllaniimaktadir (Fregeau ve Fourney,
1993, Hammond ve ark., 1994, Tagliabracci ve d41%98).

Degisik STR bdlgeleri her lokusta bulunan tekrarlarindrada bulunmalarindayanarak
basit, bilgik veya kompleks olarak siniflandirilabilir (Molleve ark., 1994). Microsatellit
DNA'nin kisa (2-6 baz ciftlik) motifli, pek c¢ok kez tekrar eden bdlgedir (mesela,
ATATATATAT). Mikrosatellitlerin kullanimi adli bilimler, gen haritasi ve evrim ¢ghalarini
icerir. Alellerin ¢cok sayida olmasindan dolayieyier birkag bélgedeki alel durumlarina gore
benzersizsekilde tanimlanabilirler (Chakraborty ve Jin 1993yni Ozellik aile bglantil
calismalarda haplotiplerin ¢6zimine yardimci olur (Dib ve ark996). Bu makalede
uygulamadaki en fazla ilgi evrim c¢ginalarindadir. Filogenetik akrabaliklar ve/veya dgrabk
olaylar populasyon seviyesindeki tekrar uzunlugiblaindan kaynaklaniyor olabilir (Mountain
ve Cavalli-Sforza 1997; Di Rienzo ve ark. 198&nmel ve ark. 1998; Reich ve Goldstein 1998;
Reich ve ark. 1999, Gornik ve ark. 2002). Ygnsonucun riskiyle ilgili olarak saya
kurbanlarinin kimliklendiriimesinde reverse babailg ¢alsmistir. Ornesin (ic olayda 10 STR
bdlgesinin glestigi ve bir olayda anne ve cocuk ve c¢@an babasina ait olmayan iskelet
kalintilarinin 11 STR bolgesinirglestigi gorulmustir.

Kisa dizin tekrarlari iceren amplifiye edilebilistemler, tekrar kaymasglemine yatkin
olabilir (Levinson and Gutman., 1987), bu geneldgnal allelden dort tekrar birimi daha kiguk
olan ‘stutter bant veya golge bandr’'naneden olur. Genelde bu problemlere yol acan STR
bdlgeleri kullanilmaz. Buna gaen bitin STR bdlgelerinde bu olay replikasyon ramen
tekrarlayan kaymasina glaolarak az yada ¢ok gozlengtir (Schlotterer ve Tautz., 1992). PCR
isleminin bir diger hatasi gimiiboyamada goruldiii gibi orijinal allel bandindan bir baz altta
hafif bant gorilmesidir. Bunun nedeni amplifiye ed§®CR urinlerinin 3 terminine tek adenin
nikleotit eklenmesi icin Taq DNA polimerazin ter@linransfer aktivitesini kaybetmesi olabilir
(Clark, J.M., 1988).

11.3. DNA ve Toprak Analizi icin Kullanilan Teknikler

STR tiplemesi amplifikasyon Urinleri, AMP-FLP (Buwde, B. ve ark., 1991) veya
VNTR (Nakamura, Y. ve ark., 1987) analizleri kulllanak tayin edilen materyalden daha kiguk,
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500 bg¢ den daha kisadir. Bu avantajlari igedtipleme metodlarina gére DNA 6rneklerini daha
iyi sekilde deerlendiriimektedir. STR tiplemesi PCR ile uyumlwsigle hizli DNA saflastirma
teknigine uyum sglayabilir, fakat Southern blaemelli analiz i¢in uygun kalitede yeterince
DNA saslanamaz.

Promega STR urunleri ile yapilan amplifikasyon Ueiingenelde farkli ve ayrilabilir
uzunluklarda olurlar. Bu her lokustaki biraz veyétim bilinen alellerin ayni uzungundaki
parcalari iceren alelik merdivenler yapimina izarii Alelik merdiven ile ¢cgaltiimig 6érneklerin
karsilastirilmasi gorsel ya da yazilima dayall olarak ayslgenin alellerin ayrilmasinin hizli ve
dogru olmasina olanak verir. PowerPlex® 16 Sistenlakullarak elde edilen sonuclar dijital
formatta saklanabilir, depolanan verilerlesdadan kiyaslama olagasunar. Populasyon analizi
popilasyon verisinin tanimlangnsabit kutu (Bin) kullanmasina gerek olmaz (BudqvBe ve
Monson, K.L. 1989).

PowerPlex® 16 Sistemdeki bdlgelerin secilme nedbiimya genelindeki birka¢ temel
standardizasyonlarin gereklerini kdadigindandir (Griffiths, R. ve ark., 1998). Mesela FBI,
saniklarin profillerinin ABD ulusal veritabani CO®te (Combined DNA Index Sistem)
argtirmadan ve orneklerin girilmesinden o6nce tipleme i13 STR temel bblge segytir.
PowerPlex®16 Sistem butin CODIS temel bolgelegkireaksiyonda amplifiye eder. Bu kit iki
disuk-stutter, yuksek polimorfik pentanukleotit tekrarldeeri Penta E ve Penta D icgerir. Bu
eklenen bdlgeler sistemin ayirici glicuint anlamiigsekilde arttirir. PowerPlex® 16 Sistem tek
amplifikasyon sistemi yaparak babalgkiphesine ¢ozim getirmede yeterlisldma gucini
sglar. Bunun yaninda stutter artefaktigiradisiik seviyede Penta E ve Penta D ile gortulmesi
bunu genelde adli tip vakalarinda gtesilan DNA karsimlarini dgerlendirmek igin ideal bélge
yapar. PowerPlex® 16 Sisteminde bulunan Amelogénigesi her 6rn&n cinsiyetinin tayinin
sglar. Asagidaki Tablo 1'de PowerPlex® 16 sistemi bolge bilgie saretler, kromozomal
bdlgeleri, GenBank lokusu ve STR’dan alinan lokaimlamasi 5den 3° sonlanma

bdlgelerindeki tekrar dizilerinde ve aleligaretleyici bilgenlerin tekrar numaralari listelengtir.
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Tablo 1: PowerPlex® 16 Sistem Alelik Ladder Bilgisi ve LokBagisi

STR Isaret | Kromozo | GenBank® Tekrar Alel Belirleyici Bilesenin
Lokus mal bolge | Lokusu ve | Dizisi Tekrar Sayisi
Lokus 5 e 3
Tanimlamasi
Penta E FL 15q NA AAAGA | 5-24
D18S51 FL 18g21.3 HUMUT574 AGAA (23)8-10, 10.2, 11-13, 13.2, 14-27
D21S11 FL 21q11- HUMD21LOC | TCTA 24, 242, 25, 252, 26,
21921 28,28.2,29,29.2,30, 30.2,31,31.2,
32,32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35,
35.2, 36-38
THO1 FL 11p15.5 HUMTHOL1, AATG (23) | 4-9, 9.3, 10-11, 13.3
insan tirozin
hidroksilaz geni
D3S1358 FL 3p NA TCTA 12-20
FGA TMR | 4928 HUMFIBRA, TTTC 16-18, 18.2, 19, 19.2,20,20.2,
insan fibrinojen 21,21.2, 22, 22.2, 23,23.2,24,
alfa zincir geni 24.2, 25, 25.2, 26-30, 31.2,
43.2,44.2,45.2, 46.2
TPOX TMR | 2p24—-2ptery HUMTPOX, AATG 6-13
insan tiroid
peroksidaz geni
D8S1179 TMR | 8q NA TCTA 7-18
VWA TMR | 12p12—pter] HUMVWFA31, | TCTA 10-22
insan von
Willebrand
faktor geni
Amelogeni | TMR | Xp22.1- HUMAMEL NA X, Y
n 22.3and Y | insanY chro.
Penta D JOE 21q NA AAAGA 2.2,3.2,5,7-17
CSF1PO JOE 5033.3-34 HUMCSF1PO, AGAT |6-15
D16S539 JOE 16g24—qter NA GATA 5,8-15
D7S820 JOE 7911.21-22 NA GATA 6-14
D13S317 JOE 13g22—q31LNA TATC 7-15
D5S818 JOE 5023.3-32 NA AGAT 7-16
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STR bdlgeleri dikkatlice segilir. Primerler, tekteaymasive terminal nukleotit katilmasi
gibi Tag DNA polimeraz ile bdantili olanlari iceren artefakti azaltmak veya&inék igin
tasarlanmylardir. Tekrarkaymasi(Levinson G. ve Gutman G.A. 1987), bazen “n—4 bandi
“stuttef veya “golge bandi” olarak adlandirihr. DNA ampiifisyonunda tekrar biriminin
kaybolmasi, DNA’'daki somatik varyasyon veya hewsikeé de bglidir. Bu gozlenen artefakt
miktari genelde boélgeye ve amplifiye edilen DNAidiae ba&lidir (Schlotterer C. ve Tautz D.
1992).

Terminal nikleotit eklenmesi (Smith J.R. ve arl@93) Taq DNA polimeraza nikleotit
ekledsi zaman olgur, genelde adenin, kaliptan goasiz sekilde amplifiye edilmg DNA
parcalarinin3” ucunaeklenir. Burada olgan yeterlilik farkh primer bélgelerine gore ggir
(Magnuson V.L. ve ark., 1996). Bu ylzden bazendmshden bir baz daha kisa artefakt bandi
(6rnezin, terminal eklemenin kaybolmasi) goérilebilir. Galamizda primer bélgeleri modifiye
ettik ve amplifikasyon protokollerinde oOnerilen kaIDNA miktari kullanildginda gerekli
terminal nikleotit eklenmesi icin kollarini sglamaya yonelik 30 dakika icin 60°C’de son
uzama basangaekledik (Walsh P.S., Fildes N.J.ve Reynolds RRG)9

Mikrovaryant alellerin bulunmasi durumunda (tekrar uz@guodan farkhh uzunlukta
birinden digerine dgisen aleller) alellerin tanimlanmasi ve gdinasi daha karng& olur.
Burada yUksek derecede polimorfizim, mikrovaryagitimi ve artan mutasyon orani arasinda
korelasyon goralir (Moller A. ve ark., 1994 ve Bamann B. ve ark., 1997). FGA ve D21S11
genelde bircok ortak mikrovaryantlar goruliur. Herttiiinmeyen sebeplerden dolayi, yiksek

polimorfik Penta E boélgesi ¢ok fazla mikrovaryaidstermez.

[1.3.1. Ayirma Gicu

PowerPlex® 16 Sistemi ile amplifiye edilgnonbg STR bolgesi ¢cok guclu ayiricilik
sglar. Tablo 2-5te bu bdlgelerin populasyon istatisti ve onlarin ceitli multipleks
kombinasyonlari gosterilrgtir. Bu veriler (Levadokou E.N. ve ark., 2001) TBede Technology
Group (Springfield VA), North Carolina Bureau ofvestigation (Raleigh NC), Palm Beach

County Sheriff's Office (West Palm Beach, FL), Mm@ Division of Forensic Science
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(Richmond VA) ve Charlotte/Mecklenburg Police Ddpsnt Laboratory (NC) nin ortak
calismalari sonucu okiurulmustur. Veriler 200'den fazla Afrikan-Amerikan, Kafkasnerikan

ve Ispanyol-Amerikan populasyonundan bireylerin anatiri icerir. Asya- Amerikanlarin verisi
150’den fazla birey icerir (Lins A.M. ve ark., 19%uers C. ve ark., 1993, Hammond, H ve ark.,
1994, Bever R.A. ve Creacy S. 1995, Sprecher @.ark.,1996 ve Lins A.M. ve ark., 1996).

Tablo 2 dgisik populasyonlardaki PowerPlex® 1.2 ve 16 Sistemlein uyusma
olasilgini gosterir. PowerPlex® 16 Sistem icin ysa olasilg Kafkas-Amerikanlar igin 1 ile
1.83 x 1017, Afrikali-Amerikalilar i¢in 1 ile 1.44 1018 arasindadir. (Jones, D.A. 1972)

Tablo 2: Farkli Populasyonlardaki PowerPlex® 1.2 ve 16 &itei icin Uyusma Olasilg

STR Sistemi Afro-Amerikan | Kafkas- Ispanyol- Asya-Amerikan
Amerikan Amerikan

PowerPlex® 1.2
Sistem (8 STR) | 1in2.77%x108 | 1in1.15x108 |1in1.45x108 |1in1.32x 108

PowerPlex® 16 | 1in1.41 x1018| 1in1.83x 1017 1in2.93 x 1017 in 3.74 x 1017
Sistem (15 STR)

Babalik testinde genelde kullanilan ayiricilik éig@aternity Index (PI) , annenin, ¢ocuk ve
sUpheli babanin genotiplerinden genetik ayrimlagésterme bicimidir (Brenner C. ve Morris
J.W. 1990)PowerPlex® 1.2 ve 16 Sistemleri icin tipik babdkkti icergi asagidaki Tablo 3'te
gosterilmtir.

Tablo 3: Farkli Populasyonlardaki PowerPlex® 1.2 ve 16 &ifteinin Tipik Babalik Testi

Igerigi

STR Sistemi AfroAmerikan | Kafkas- Ispanyol- Asya-
Amerikan Amerikan Amerikan

PowerPlex® 1.2 497 262 318 471

Sistem

PowerPlex® 16 2,510,000 1,520,000 522,000 4,110,000

Sistem




15

PowerPlex® 16 sistemi her poptlasyon grubunda SmDden fazla tipik babalik testi
indeksi sglar. Babalik analizinde kullanilan alternatif helsapa dglama gucudur (Brenner, C.
ve Morris, J.W. 1990). PowerPlex® 16 Sistemi icieséiplanan bu der, test edilen butin
poptilasyonlarda 0.999998 in tzerindedir (Tablgagidadir).

Tablo 4: Farkli Populasyonlardaki PowerPlex® 1.2 ve 16 &ieinin Dslama Gici

STR Sistemi AfroAmerikan | Kafkas- Ispanyol- Asya-Amerikan
Amerikan Amerikan

PowerPlex® 1.2 | 0.9982042 0.9968863 0.9973367 0.9981793

Sistem

PowerPlex® 16 | 0.9999996 0.9999994 0.9999983 0.9999998

Sistem

Internal Uzunluk Standardi (ILS) 600, 60, 80, 1020,1140, 160, 180, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 580 % 600 baz uzungunda 22 DNA
fragment icerir §ekil 1). Her kisim carboxyX-rhodamine (CXR) ikaretlenmg ve PowerPlex®
16-amplifiye edilm§ materyalin variginda ayri ayri tayin edilebilir (dérdinct renk gibi
PowerPlex® 16 Sistemi kullanilarak yapilan analidiogrulugunu arttirmak icin ILS 600 her

jelde veya KE enjeksiyonunda kullaniimak Gzeredasanstir.
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Sekil 1. Internal Uzunluk Standardin (ILS) fragmentleri vebaanluklari

Omelyanyuk ve arkadtari, mikroflora aratirmasinin geleneksel metodu saf kalttrin
ayrismasi gerekfiinden daha komplike olgundan adli toprak kadastirmasi i¢in multisubstrat
test metodunu oOnergtir (MT ) (Omelyanyuk ve ark., 1999). MT, tetraamin tuzunun renginin

desisimi gOzlenirken farkli kaynaklardan gelen organilartbonun asimilasyonsiddetini
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kullanarak kompleks dw@l mikrobiyal kolonilerin tamamen fonksiyonel katakzasyonuna
dayalidir. Bu metotta 11 karbon kagnullanildi: asetat, sodyum, sorbitaleker, laktoz,
arabinoz, lizin, serin, valinsistein,timidin ve tween. Toprak 6rnekleri suda 30 sanigeils
muameleden sonra ekstrakte edildi. Su suUspansiypnkusbstrat seti (11 tip) ve
mikroorganizmalarin biyimesinin belirteci olarakrdeolium moru mikrotiter kaba konuldu.
Inkiibasyon 27 °Cde 72 saat siirdil. Rergisttai gozlendi ve MT sistemine eklenen mikroplaka
tarayicisi kullanarak kaydedildi. Bu metod gercekayo calsmalarinda etkili sekilde
uygulanmaktadir.

Horrocks ve mesleksari (1998) adli polen analizini adli amagh kultatar. Ayni
bdlgesel alandan alinan 6rnekler buyuk dlcide békzgostermektedir. Qer yandan, ayni
cografik bolgede olsa bile, ayni bitki ortiistine safapkli yerlerdeki polen benzegii bariz
farklihklar gosterir (Horrocks ve ark., 1999).

Orneklerin ayirt edilmesi icin havada kurutulgnioprasin renk kiyaslamasi tek giaa
yetersizdir. Sugita ve Marumo ayirma gicunu artkncin (Marumo, Y.ve Sugita, R., 1996)
toprak orneklerinde pek cok renk gozlemi galasi yaptilar. Righi ve Elsass (Righi D.1996)
kompleks kil kagimlarinin tayini icin bozunma geisi programi olarak adlandirilan XRD
diyagramlarinin matematiksel muamelesinin yaranrldbildirdiler. Cengiz ve Sakul (Cengiz S,
Sakul, O. 2001) adli toprak ayirt edilmesi icin anyanalizinin uygulanmasini bildirdiler.
Kapiler elektroforez ile topgan klorit, nitrat, sulfat ve fosfat icefi karsilastirilir. Inductively
coupled plasma coupled to mass spectrometry (ICPiMBa3in elementel bilgminin analizini
yapilabilmektedir.
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Argon gaziyla olsturulan plazma radyo frekansi alaninda akarken ikiganizasyon
durumunda tutulur gaz kismi elektriksel yukli par&ar icerir. Bu yaklatk 10,000°C ye kadar
yuksek sicakliklara ut@masina olanak gtar. Analiz edilen 6rnek plazmaya dizgun aerosol
damlalari halinde gelir. ICP-MS, ICP ile kitle speknetresinin (MS) bilgminden olwur.
ICP-MS tarafindan okiurulan iyonlar, iyonlari kitle/yik oranina goreiray yere, MS kitle

spektrometresine yonlendirilir. BOylece secirkiitle/yik oranli iyonlar tayin edilip 6lgulebilir.

dk\UI 1{:11’1“11

‘- B%h\‘«il&&&“

Sekil 3. ICP-MS calgma prensibi

PCR gibi molekiler yontemler, PCR icin ekstraktédesd DNA'nin uygunl@guna bl
oldugu icin sinirhdir (Wilson 1.G, 1997). Toprak, gubveya organik gibreden ekstrakte edilen
DNA, ozellikle PCR amplifikasyonu sirasinda sorww@ acan humik ve fulvik asitler gibi
kontaminantlari da icerebilir (Al-Soud, ve ark.,989 Fortin, N. ve ark., 2004). Humik ve fulvik
asitlerin yaninda toprakta bulunangeii bilesenler de PCR ¢almalarinin uygulanmasini
zorlsgtinir (Watson R. J. ve ark., 2000Ayrica farkli substratlarin arasindaki biyokimyasal
bilesenlerin caitlili gi (Al-Soud ve ark., 1998, Wilson I.G, 1997) DNA é#leksiyon metotlarinda
verimliligi degistirir (LIloyd-Jones G. ve ark., 2003, Theron.J. ve arRQ03. Bu yetersizliklere
bagli olarak farkli ¢evresel substratlarda bulunanopatlerin d@ru kantifikasyonu PCR gibi
molekdler teknikler kullanilarak heniiz gaauyla yapilamamtir. Zhou ve ark. 1996, farkh
topraklardan DNA kazanimini ardirmis, fakat sadece bir DNA ekstraksiyon metodu

kullanmsstir.
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Calismamiz toprak delilinin dnemini ortaya koymak améiyapiimstir. Toprain
organik yapisinin karastiriimasi, toprgin DNA tutma kabiliyetini, zamanla topian DNA
miktarina etkisini, saffi ve bozunmayi gostermektedir. Bu ¢alanin asil ilgi alani, PCR
sonuglar ve elde edilen genotiplerin analizinirgetéendiriimesidir. Dger taraftan inorganik
analizler ve ICP-MS ile karastirmalar, farkli orijinlerdeki topr&n inorganik gradyanlarini ve
zamanla organik molekdllere etkisini goOsterir. Tiyek ve Pakistan’dan alinan topraklarin
karsilastirmalari, farkli orijinlerden gelen topraklarinrkh gradyani oldgunu, DNA tutmadaki
davranglari ve belirli bir siire sonra togfan miktardaki azalmayi nasil etkilgghni gostermgtir.
SPSS kullanilarak yapilan istatistik analizleri ¢alisma igin alinan standart sapma, ortalama,

varyans, kovaryans, ve korelasyon faktoriint gésttnm

Bu calsmanin sonugclari, olay yerinde bulunan az miktardeKi topragin deserini
argtirmacilarin anlamasina yardim edecektir. Ote yans@nugclar, farkl orijinlerden gelen
toprak bilgenlerini ve DNA'nin nicelik ve nitefiine etkilerini kasilastirmada yardimci

olabilecektir.
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. GEREC VE YONTEM

Arastirmanin laboratuarsamasi dokuz bdlimden glmaktadir.
* Topraza Kan Dokilmesi
» Kestle Mayer Test:
« Topraza Dokiilmig Kan Orneklerinden DNAzolasyonu
+ izole edilen DNA Miktarinin Belirlenmesi
* DNA nin PowerPlex® 16 Sistemi kullanilarak PCR’daggltiimasi
* Cogaltilan Parcalarin ABI PRISM® 310 Genetik Analiziér Belirlenmesi
+ ICP-MS ileinorganik Kati Madde Analizi
+ Micro Dalga Parcalamasgin Ornek Hazirlama

 Istatistiki Hesaplamalar

[1l.1. Topra ga Kan Doékulmesi

Calismamizda olay yerinde bulunma ihtimali olan topraklecildi. Calgmada kullanilan
kan orngi dort farkh toprga dokuldu. Bu topraklarin alingl yerler; bahce, gaat alani,
mezarlik ve nehir kenari olarak belirlendi. TopeakPakistan ve Turkiye'den segcildi. Toprak
kosullar (renk, pH gibi) camaya bglamadan once kaydedildi. Cevreselslkdar ve hava

durumundaki dgisimler sistematik olarak kaydedildi.

Bir gondlliden alinan kan 6rpe(250 ml) dizenli olarak ayni giinlerde dort agpraza
dokuldi. Negatif kontrol orrg ilk kan 6rnesi dokilmeden dnce alindi. Herbir toprak alaninin 3
farkli bolgesi secildi ve her bolge uygyekilde saretlendi. Herbir bdlgeye 20 ml kan (her
topraga 60 ml) rastgele dokuldi. Ornek toplama giinlerb1,10, 20, 30 ve 60. giin olarak
planlandi. Ornekler belirlenen tarihlerde 15ml @alktuplere giin, 6rnek adi, O yeri

yazilarak toplandi. Ornekler +4 °C’de saklandi.

[11.2. Kestle Mayer Test

Kestle Mayer test (Kastle J. St., 1909) kanigarin belirlenmesinde kullanilir.

Test gagidaki kimyasal gtlikten yola ¢ikilarak uygulanir.

HOOH + Fe3+ [hemep Fe4+=0Olheme] + OH- + H+
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Kestle Mayer testisagidaki gibi uygulandi.

Her ornekten kucguk bir miktar alinip filtre &alina kondu.

Orneklerin tzerine iki Ui¢ damla etanol damlatildi.

Fenolfitalein ¢ozeltisinden iki damla damlatildi.

Bu ssamada renk okumu beklenmez ve 2- 3 damla 3%+ eklendi.

Koyu pembe rengin obumu peroksidaz aktivitesi hemoglobin vanh

a c 0D PE

gostermektedir.
Test Pakistan ve Turkiye’den toplangnher toprak 6rng icin uygulandi.

7. Testin kontrold icin negatif kontrollerde yapildi.

111.3. Topra ga Dokiilmiis Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

DNA izolasyon yontemleri kan dokulmgioprak drnekleri icin optimize ve valide edildi.
DNA izolasyonu; modifiye fenol kloroform izoamilladl (Singer ve ark., 1988), Sodyum-sitrat
sodium-klorat (SSC izolasyon yontemiwfw.genome.ou.edu/protocolbook/protocol partlll.
html# 1II.H), Proteinaz K ve inkiibasyon eklenerek modifiyéneid Sodyum Klorir (Yeates ve
ark., 1997) ve Chelex (Walsh PS., 1991) yontenileryapildi. Bu dért izolasyon yénteminin
saflik ve DNA miktarinin kaulastiriimasi sonucunda SSC yontemi tim orneklerde laygcak

yontem olarak secildi. Uygulanan izolasyon yontendgagida aciklanmstir.
[11.3.1. Fenol Kloroform Izoamil yéntemi

1. 2 gr toprak orngi tartilarak 2ml eperdorf tiiptine kondu. Ogivetizerine 1 ml
1 X SSC eklenerek 37°C’de 5 dakika bekletildi.
2. Tupler 1 dakika vortekslendi ve kan lekeleri ileX1SSC kagmasi sglandi.
Kirmizimsi renkli kisim bgka bir ependorf tipe aktarildi ve renk kaybolandakaslem
tekrarlandi.
3. Ornekler 14000 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. Snpgant kismi dokildu. Tupin
dibinde kuguk bir pellet kald.
4. Pellet aagidaki kimyasallarla kagtirldi

1. Pellet = 25-50

2. 0.2 M sodium asetat (pH =5.2) 380
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3. 10% SDS = 5a
4. Proteinaz-K (2Udl; 40 mg/ml) = 1
5. Karisim 56°C’'de 2 saat veya tim gece inkibe edildi. @ seeya tim gece

inkiibasyondan sonra odrneklere fenol eklendi.

Ornek hacmi 400-460

Fenol tamponu (pH =8) = 120

Karisim 30 saniye kagtirildi ve 14000 rpm de 5 dakika santrifijlendi.
Supernatan dikkatlice alinip dka tiplere aktarildi.

Supernatana fenol-kloroform-izoamil alkol eklendi.

Ornein sivi fazi 480

Fenol-kloroform-izoamil alkol 120

9. Karisim 30 saniye kagtirildi ve 14000 rpm de 5 dakika santrifijlendi.
10.  Supernatan dikkatlice alinip dka tiplere aktarildi.
11. Sipernatana %95’lik gotulmus etanol eklendi.

Supernatan = 40Qul

Saultulmus 95% Etanol = 10Q0

12.  Karisim 10 dakika kastirildi ve 14000 rpm de 10 dakika santriftjlendi.

13. Supernatan pelete zarar vermeden dikkatlice atild1.

14. Pellete %70 etanol eklendi ve 14000 rpm de 1 dadakarifljlendi.

15.  Supernatant pelete zarar vermeden dikkatlice atildi

16. Birkag dakika tuplerin gz1 acik olarak darida bekletildi.

17.  Kurumu pelete 120 ul TE buffer (pH -8.0) eklendi ve 56t€30dakika inkibe
edildi.

18.  Ornekler kisa sureli kullanim icin +4 °C'de, uzuiredi saklama igin -20°C’de
muhfaza edildi.
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[11.3.2. Sodyum Sitrat Sodyum Klorur yéntemi

1. 2 gr toprak orng tartilarak 2ml eperdorf tiipe koyuldu. Ogie izerine 75Qul
1XSSC eklendi ve 1 dakika vortekslendi. Ornek 5645 dakika inkiibe edildi.

2. Supernatan dokuldi ve oOgee tekrar 1XSSC eklendi, vortekslendi ve inklbe
edildi. Temiz bir faz elde edilene kadar blem tekrar edildi.

3. Ornekler 14000 rpm de 8 dakika santrifijlendi. Snpean kismi dokildi. Tupin
dibinde kiguk bir pellet kald.

4. Pellete, solusyonun inaktivasyonu ve orneklerdeotgmlerin uzaklgtiriimasi
icin 0.2 M sodium asetat (pH =5.2), 10% SDS, PraeiK (2Ufl; 40 mg/ml)
eklendi.

5. Karisim 56°C’de 2 saat veya tiim gece inkilbe edildkiilbasyondan sonra
ornesin toplam hacmine ( 400-450 ), 12Qul Fenol: kloroform: izo-amil-alkol
eklendi ve kagtirildi. Ornek 14000 rpm hizda 5 dakika santrifdilei.

6. Ust faz dikkatlice bgka bir tipe aktarildi ve 1000 %95'lik sogutulmus etanol
eklendi. Karsim 10 dakika kastirildi ve 14000 rpm de 10 dakika santrifiijlendi

7. Pellete 50QI %70 etanol c¢oOzeltisi eklendi ve 14000 rpm de Skikda
santrifijlendi.

8. Kurumus pellete 120 pul TE buffer (pH -8.0) eklendi.

9. 56°C’de 30dakika inkiibe edildi. Ornekler kisa sikallanim icin +4 °C’de, uzun

sireli kullanim igin -20°C’ de saklandi.

111.3.3. % 0.9 Sodyum Klorr Yontemi

1. Toprak ornekleri 2 mililitrelik eperdorf tipe kondOrnesin Uzerine %0.9
Sodyum kloriir ¢ozeltisi eklendi ve vortekslendi. pfaktaki kanin c¢ozelti ile
supernatan kagmasi icin 6rnekler 60°C’de 2 saat inkiibe edildi.

2. Inkubasyon suresi boyunca 6rnekler 2-3 defaskatdi.

3. Ornekler 14000 rpm’'de 4 dakika santrifiijlendi. Gazlar atildi. Pellet izerine
1ml %70lik etanol eklendi, vortekslendi.14000 rpml dakika santrifijlendi.

4. Ust faz atildi ve birkac dakika tiplerin kapaklagik olarak bekletildi. Tuplere
120 pl AE tamponu eklendi.



23

5. Inkubasyon yapildi ve 6rnekler kisa sireli kullarigim +4 °C’de, uzun sireli
kullanim i¢in -20°C’ de saklandi.
6. Bu islemde bazi modifikasyonlar da yapildi. 3amadan sonra Orge Proteinaz
K, 0,6 M Sodyum asetat ve % 20 lik SDS c¢6zeltiediendi. Bir gece inkiibasyonda
birakildi. Normal sgleme bu samadan sonra devam edildi.

[11.3.4. Chelex Yontemi

1. 100mg- 2gr toprak orrge ependorf tipe alindi ve 1 ml steril distile sueskli. 45
dakika oda i1sisinda inklibe edildi.

2. Ornekler 5 dakika 15000 rpm’de santrifiij edilditst faz atild.

3. Tekrar 1 ml distile su eklendi ve 5 dakika 1500thige santriftj edildi ve Ust faz
atildi.

4. Supernatan kismi dikkatlice dokuldi. Tupin dibikdetk bir pellet kald.

5. Pellete 100 pl distile su eklendi ve 1 dakika 15688’'de santriftj edildi.

6. Son hacmi 300 pl olacajekilde % 5 Chelek 100 cozeltisi eklendi. Bir saat
56°C’de inklbe edildi.

7. Inkubasyondan sonra 5-10 saniye yilksek hizda \sbetedi. 8 dakika 100°C’'de
kaynatild1.

8. Ornekler 3 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi.

9. Daha sonra ornekler +4 °C’'de saklandi.

lIl. 4. izole edilen DNA Miktarinin Belirlenmesi

T.E. tamponu i¢inde bulunan izole edifmdNA miktarinin bilirlenmesi icin gagidaki

yontemler kullanildi.1- Spektrofotometre 2- Agadet Elektroforezi

[11.4.1. Spektrofotometre

DNA' nin miktari, spektrofotometrede 260nm dalgglannda elde edilen gerlerden
belirlenmektedir. Bir optik dansite (OD) cift iplikDNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA veya
RNA icin 40 pg/ml ve oligonikleotidler icin 20 pglnge kagilik gelmektedir. DNA'nin saffil
A260/A280 oarani ile belirlenir. A260/A280 oranblve 1.8 arasinda olan orneklerde yiksek
kalitede DNA bulunur. (Wilfinger W., 1997; Glase997; Manchester 1995).
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DNA stok ¢ozeltisi, su ile 1:100 oranda sulandirild

Calismada “Perkin Elmer c¢iftsinli spektrofotometre kullanildi.

Ilk 6nce referans olarak kullanilacak 500ul steisttile su kuartz ttipe kondu.
Spektrofotometre ilk okuma yapilmadan once sifdlan

1 ml DNA 6rnesi iyice karstirildi ve kuartz tipe kondu.

DNA 260nm-280nm boylarinda UV radyasyonunda tarandi

Her orngin 260nm-280nm deeri kaydedildi ve A260/A280 oranlari hesaplandi.
Cozelti icindeki DNA miktari gagidaki formulle hesaplandi:

DNA miktari(ug/ml)=260 nm'deki OD (Absorbansgge)X sulandirma orani (DF)X50

10.

11.

Sulandirma orarij@sagidaki formulle hesaplandi:

D.F= Diliisyonun toplam hacmi

Dilusyondaki stok DNA hacmi
UV spektrofotometre ile hesaplanan DNA miktarlde, 10Qul TE icinde 5ngdl

dilisyon hazirlandi.
Dilusyon gagidaki gibi hazirlandi. C2x V2
V1=

C1l
C1= Stok ¢ozeltideki DNA miktari.
V1= Stok ¢ozeltideki hacmi.
C2= Hazirlanacak dilisyon icindeki DNA miktari (3.
V2= Hazirlanacak dilisyonun hacmi (100ml).

Tiam dilisyonlar 4°C’de saklandi.

[11.4.2 Agaroz Jel Elektroforezi

1.

0,8 gr agaroz 250 mililitrelik erlende tartildi igerine 100 ml 1XTBE tamponu

eklenerek % 0,8 lik agaroz hazirlandi.
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2. Hazirlanan kagim agarozun tamponda tam olarak ¢ozulip, homojerrkasi
icin kaynatildi. Sonra oda 1sindagsituldu.
3. Jelin 1sis1 yaklgk 55°C’ye geldginde, 10l 5mg/ml etidyum bromr jele eklendi
ve kargtirildi.
4. Jel yurutme iki tarakli tepsiye dokuldu (Hoeferestific Inc.) ve katilamaya
birakildi.
5. Jel katilgtiktan sonra, icinde 1XTBE tamponu olan tanka wériédi.
Yurattlecek ornek gagidaki sekilde hazirlandi:

Stok DNA =12

10X yukleme tamponu PR

Distile su =10

Son hacim ={b

6. Ornekler jele dikkatlice yiiklendi.

7. Jel 60V/cm ve 47 mA’da yakj&k 1 saat yurataldi.

8. Jel elektroforezinden sonra, Ultraviyole TransllUatdr jel DNA gortntileme
sisteminde her bir 6rnekteki yakik DNA miktari belirlendi.

9. Tum 6rnekler son hacimleri 5 nd/olacaksekilde sulandirildi.
[11.5. DNA nin PowerPlex® 16 Sistemi kullanilarak FRCR’da Cogaltiimasi

[11.5.1 PowerPlex 16 Sistemicin Gerekli Malzemeler

= GeneAmp® PCR 9700 Sistemi (Applied BioSistems)
»Mikrosantrifdj

= 0.2ml MicroAmp® reaksiyon tupleri (Applied BioSeshs)

»1.5ml amber-colored mikrosantrifiij tipleri (Fist@at. # 05-402-26)
sFiltreli pipet uclari

»AmpliTaq Gold® DNA polymerase (Applied BioSistems)
»Nikleazsiz su (Cat. # P1193)
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0.5-1ng kalip DNA, 2f reaksiyon hacmi olacakekilde gagida detaylari yazili olan
protokole gore ggaltildi. Bu kit ile kiigiik lokuslar dahi galtmak mimkindiristenilen pik
yukseklerinin gorulmesi icin tavsiye edilen kalipktarlar kullaniimalhdir. PowerPlex® 16
Sistemi, GeneAmp® PCR 9700 termal dongu cihaziagitimize edilmgtir.

111.5.2 Cogaltma islemi

1. Gold STAR 10X Buffer ve PowerPlex® 16 10X Primerrikani oda Isisina
getirildi. Karsimlar her kullanimdan once 15 saniye vortekslenBrimer
konsatrasyonu PCR tlpinin dibinde birikmesini Orllengin 10X Primer kagimi
santrifj yapiimadi.

2. Her PCR’da Orneklerle beraber pozitif ve negatifntkoller de cgaltildi.
Pipetleme hatalarindan kaginmak icin reaksiyonskatari ortak hazirlandi. Boylece
her bir 6rnek i¢in gt miktarda kargim yapildi.

3. Steril 0.2ml veya 0.5ml PCR tipleri hazirlandi eilierine 6érnek kodlar yazildi.
4. PCR icin gerekli olan bikenler ve reaksiyon kma kullaniimasi gereken

hacimler gagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 5: PowerPlex® 16 Sistemi icin PCR Master Mix

PCR Master Mix bilesenleri Reaksiyon hacmi
Nukleazsiz su 25.0 mikrolitrelik son hacim
Gold STAR 10X tamponu 2.5
PowerPlex® 16 10X Primer Karmi 2.5u
AmpliTag Gold® DNA polimeraz 0.8ul (4u)
kalip DNA (0.5-1ng) 19.2ul ye kadar
toplam reaksiyon hacmi 29l
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5. Hazirlanan PCR kanimi her bir tipe aktarildi.

6. Kalip DNA (0.5-1 ng) PCR kagiminin icine katildi.

7. Pozitif kontrol icin 9947A DNA kullanildi ve 0.5nglacaksekilde sulandirilip
PCR tupune koyuldu.

8. Negatif kontrol icin kalip DNA ile ayni miktada ni#laz-free su PCR tuplne
eklendi.

9. GeneAmp® PCR Sistem 9700 termal déngu cihazi vadimp® PCR tipleri
kullanildiginda mineral ya1 eklemeye gerek yoktur.

[11.5.3 Termal Dongunin Cogaltiimasi

*GeneAmp® PCR Sistem 9700 termal déngu cihazina ®@lRri yerlatirildi.
=*Uygun program secildi. GeneAmp® PCR Sistem 970®aedongt cihazi icin
uygun programsagidaki tabloda gosterilrgiir.
*PCR sonrasinda ornekler -20°C’d&kigecirmeyen kutularda saklandi.

Tablo 6: GeneAmp® PCR Sistem 9700 Thermal Cycler i¢in protok

Islem Sicaklik Zaman Dongl sayisl
sayisl
1 95°C 11dak. 1
2 96°C ldak. 1
Ramp 100% 94°C 30saniye.
3 Ramp 29% 60°C 30 saniye. 10
Ramp 23% 70°C 45 saniye.
Ramp 100% 90°C 30 saniye.
4 Ramp 29% 60°C 30 saniye. 22
Ramp 23% 70°C 45 saniye.
5 60°C 30 saniye. 1
6 4°C Sonsuz .




28

111.6. Co galtilan DNA Orneklerinin ABI PRISM® 310 Genetik Analizor ile

Tiplendirilmesi

[11.6.1 ABI Prism 310 Genetik Analizor icin gerekli materyaller
* 95°C kuru 1sitici blok, su banyosu veya termalgibcihazi
* 310 kapiller, 47cm x 50n

* Performans optimize polymer 4 (POP-4™)

» 10X genetic analizoér tamponu (EDTA’I)

« Ornek tiipu ve septa

* Pipet ucu

* Hi-Di™ formamide (Applied BioSistems Cat. # 43203

» PowerPlex® Matriks Standartlari, 310 (Cat. # D@26

* Buz kabi

111.6.2. Ornek Hazirlama

Her yuritme icin Internal Lane Standarti 600 (IL®pBve Hi-DI™ formamide sagidaki sekilde
hazirlandi.

[(2.0ul ILS 600) x (# injeksiyon)] + [(244@ Hi-Di™ formamide) x (# injeksiyon)]

»CoOzelti 10-15 saniye vortekslendi.

=Hazirlanan 25.Ql karigima 1.Qu PCR rtinu eklendi.

sHazirlanan 25.0ul karisima 1.Qu PowerPlex® 16 Alelik Ladder katmi
eklendi.

»Hava kabarciklarini yoketmek igin kisa bir sanfnfépildi.

sKarisim 95°de 5 dakika ve buzda 5 dakika bekletilerekliyiie oncesi
denature edildi.

=Ornekler drnek tepsisine yegtiildi.
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*Ornek tepsisi yerine yollandi ve yiritme icin citmazapaklari kapatildi.

[11.6.3. ABI PRISM® 310 Genetic Analizérin Yuriitme Igin Hazirlanmasi

ABI PRISM® Data Collection Software 3.@gplied BioSystems) kullanilarak 6rnek listeleri
hazirlandi ve GeneScan GSPOP-4 (1ml) A modul parasieyarlandi. Analizdesagidaki
tabloda gorulen GS POP-4 (1ml) A modul parametrsksgildi.

Tablo 7: ABI PRISM® 310 Genetik AnalizOr igin parametreler

Parametre GS POP-4 (1ml) A
Matrix PowerPlex Matrix 22010
Enjeksiyon sturesi 3 san.
Electroforez velslem voltaj 15 kV
Islem suresi 30 dak.
Islem sicaklg 60°C
Siringa pompalama suresi 150 san.

[11.6.4. Elde edilen verilerin degerlendiriimesi

Verilerin analizi GeneScan Analysis software 3(B@plied BioSstems) kullanilarak yapildi.
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l11.7. ICP-MS ile inorganik katt madde analizi
[11.7.1. ICP-MS ile analizde kullanilan standartlar
Bu calsmada 3 sertifikall kati referans maddesi (CRM) &ullmstir.

1) Organikge zengin kati madde icin avrupa referkomiite birosu kurulu CRM#700
(Ayristinlabilir icerigi Cd, Cu, Cr, Ni, Pb ve Zn'dan almaktadir.)

2) Demir ve cgelik icin NC SZC 73002 Cin Ulusal AizaMerkezi.

3) Az Kumlu Kati Madde(Al, As. Ce, Co, Cr, Cs, Ee, Hf, K, La. Mn. Na, Rb, Se. Sm. Ti.
V, ve Zn dan olgmaktadir.) icin Cek Cumhuriyeti Metroloji EnstituSIRM#7002.

Mikrodalga pargalanmasi Cem-Mars firin kullanilayakilmstir.

—— =
LRSS

= A IAISR SN
Sekil 4: Mikrodalga parcalamasi icin CEM MARS Firin

[11.7.2. CRM#7000rganikce Zengin Katl Madde

[11.7.2.1. Kati maddede Ayristirilabilir Eser miktar metaller icin asetik asid ayirma

yontemi

* 0.43 mol/L asetik asid ¢ozeltisinden 200 mL eklenrbir ekstraksiyorsisesine 5 g
kati 6rnek aktarilir.Elde edilen kaim oda sicakfiinda (20 = 4 °C ) end-over-end

calkalayici kullanilarak yakigk 16 saat 30 rpm’de calkalangtr (bir gece boyunca).
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* Hem sisenin igindeki ekstraksiyon c¢ozeltisinin sicgkllhhem de odanin sicagi
baslangicta ve ekstraksiyon sonunda calkalama stiesidokadar ol¢ulmyidir.

» Ekstrakt aniden awmistir. Santrifij tipundeki bir kisim ekstraktin tostinu
ayirmak icin, 10 dakika santrfiflij yalgdk 3000 g’da edilmitir. Supernatant(stiziinti)
sivi analiz edilene kadar 4°C ‘de polietilen kagisaklannstir.

[11.7.3. CRM#7002 hafif kumlu Kati Madde

[11.7.3.1. Toplam element iceren ve aystirilabilir element bile simli kati maddede nitik

asid Ektraksiyon yontemi

* 250 mL polietilensise icine 10 g (x 0.002 g) tartil;mdrnek ve 2 mol/L 2lik nitric
asidin 100 mL eklenir. Elle katirilarak calkalanirsise bir kapak ile kapatilir ve
karsim 16 saat ( bir gece) boyunca laboratuvar gicada (20 £ 2°C) bekletilir.
Sonrasise kapatilir ve mekanik olarak 1 saat boyunca eret-emd calkalayicida
(dobnen calkalayici, 50 £ 5 rpm.) calkalanir. Ortgunlukta bir filtre ka&di ile bir
kurutucuda filtre edilir.

111.8. Mikro Dalga Parcalamasi igin Ornek Hazirlama

Ornekler ICP-MS analizinden once mikrodalga pargalasi icin gagidaki yolu
izlemektedir:

* 100 mg toprak orng tartild1 ve alikotlara ayrilan 6rnekler teflonarda saklandi.

*  %65’lik HNO3'den 6 mL eklenmgtir.

* Numuneler 10-15 dakika oda sicgikhda saklanmstir.

» Teflon kiivet sikica kapatilip parcalanma igin mdatma sistemine yeggrilmi stir.

» Parcalama icin CEM Corporation “Mars5” mikrodalgstemi kullaniimgtir.

» Mikrodalga parcalamasu veriler ayarlanarak yapilgtir:

Sicaklik 20 dakika dwell (bekleme, kalma) zamakibian 20 dakikada (200 psig basing

ayari ile) 200C'ye cikartiimstir.
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Yontem tamamlandiktan sonra, kuvetler 60-90 dakiksggutulur ve
havalandirilirdiktan sonar agllir.

Sasutmadan sonra, pargalangmmadde ICP-MS analizi icin % 4-5 konsantrasyonda
HNO3’e ulgamak amaciyla ultrasaf su ile son hacim olan 50 ralsgyreltilir,
Cozunmeyen kati madde bir firinda kurutulur velliart~arkhliklar not edilir bu da
mikro dalga parcalamasindan toplam parcalanmayegis

Ornekler + 4°C’de buzdolabinda saklanir.

[11.8. 1. ICP-MS i¢in Kati analiz Y6ntemi

111.8. 1.1. Standart hazirlama:

Blank: (kér-bg)

Internal Standart(Indium)

25ul

Standart 5ppb: M. Standart 12.5ul  + 250uligdng (indiyum)
Standart 10ppb: M. Standart 25ul + 250ul (Indium
Standart 20ppb: M. Standart 50ul + 250ul (Indium
Standart 50ppb: M. Standart 125ul + 250ul (Ingiu

Toplam hacim % 2’lik HNO3 ile 25 mL yapilir. OrneklICP-MS analizinden 6nce vorteks ile

karstirilir.

* i¢ Standart olarakndiyum kullaniimgtir.

111.8. 1.2. CRM standartlan ve kati madde standariari hazirlanmasi:

parcalanmy kati madde

parcalanmy CRM700

200ul  + 100ul (Indium)

200ul + 100ul (Indium)
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Toplam hacim % 2’lik HNO3 ile 10 mL yapilir( 9.7 n#2 lik HNO3 eklenmitir.) Ornekler
ICP-MS analizinden once vorteks ile kamlir.

1 Flasma Torob

Sekil 5: Ornek girsinden tespit edifine kadar ICP-MS cizimi

Sekil 6: Calisan bir ICP-MS alg semasi
[11.9 CRM standartlari ve kati madde standartlarini n hesaplanmasi

Sonuclar elde edilip, Pakistan ve Turkiye’den getis farkli katt numuneler her bir zaman
dilimi icin ayri ortalamasi alinrgir. Element kompozisyonunun ggin karilastirmasi SPSS ve

T testi (ANOVA) kullanilarak yapilmtir.Bu calgma icin bahgeden ve mezardan alinan toprak
ornekleri icin CRM700, igaattan alinan toprak orgidcin CRM7002 ve nehir kenarindan alinan
toprak 6rngi icin CRM 73002 standartlar kullanilarak ortalanger, standart hata ve varyans

hesaplannstir.



34

V. BULGULAR

Ornek Toplama ve Saklama

Topraklar bahceden, gaat halindeki bina veya bdlgelerden, mezarlik veakaeya nehir
kenari olmak tzere dort farkh yerden toplandi.8ardan elde edilen topraklar kan ile lekelendi.
Kan drnekleri (250 ml) bir gondlliden alindi ve agilin sistematik olarak dort farkli tip toggea
serpildi. Negatif kontroller ise toprak kan ile &meden once alindi. Yakll 60 ml kan her bir
toprak ornginin Uzerine (tek bir topg@an 20 ml’lik her bir bolimu) gedigiizel serpildi.
Ornekleme dlemi 1., 5., 10., 20., 30. ve 60. gin olmak uzegdli thir zaman periyodu
planlanarak yapildi. Ornekler toplandiktan sonradalabinda 4°C'de saklandgekil 7'de
toplanan toprak drnekleri ve negatif kontrollemi¢{estle Mayer test (Kastle J. St., 1909) testi

sonuclar gosterilngtir.

~ - - -
e - - -
) - - - -
a) |
-8 e = el N
P
-
- > i — -
~ - —
b ‘ — < A
) | . i

Sekil 7: Pozitif (a) ve Kontrol Toprak (b) Orneklerinin KesMayer Test Sonuglari
Genomik DNA Ekstraksiyonu ve Jel Elektroforezi

DNA ekstraksiyon prodesirl kan ile lekelegr@prak drnekleri icin optimize ve valide
edilmistir. DNA ekstraksiyonu Fenol-Klorofornzoamil alkol (Singer et al., 1988), Sodyum
Sitrat Sodyum Asetat (SSC ekstraksiyon Methodu) Ka lekelenmy toprak drnekleri icin
ekstraksiyon prosedirleri optimize ve valide ed§timi Ekstraksiyon prosedirleri Fenol-

Kloroform-izoamil alkol, Sodyum Sitrat Sodyum Klorit_ (www.gene.ou.edu/protocol




35

book/protocol_partlll.html#lll.H, inkibasyon ve Proteinaz K kullanilarak modifigdilerek
%0.9’luk Sodyum Klorlr (Yeates et al., 199v¢ Chelex yontemlerinin (Walsh PS., 1991)
modifiye edilmesiyle uygulanmtir. Ekstraksiyonlar SSC ekstraksiyon metodu ilpilaistir.

Spektrofotometre ve agaroz jel DNA’nin konsantrasgoni belirlemede kullanildi.
Sekil 8'de 10ngil standart DNA'ya sahip olan org@ DNA konsantrasyonunun agaroz jel

elektroforezi gosterilmektedir. Tablo 8-11 Pakistam toplanan kan ile lekelengni

topraklardaki spektrofotometre sonuglarini $ekil 9-13 Pakistan’dan alinan 6rneklerin
grafiklerini gostermektedir. Tablo 11-14 ise Tumkigen toplanan kan ile lekelengni

topraklardaki spektrofotometre sonuclarini $ekil 14-18 Turkiye’den alinan drneklerin
grafiklerini gosterirmektedir.

L1 L2 L3 L4 L56L L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L1415 L16 L17

Skil 8: Kan ile Lekelenmi Toprak Orneklerindeki Genomik DNA’nIn
Uriin Jel Elektroforez Gosterimi

L1 = Bog

L2 = 10ng Standart DNA
L3 = Ekstrakte DNA
L4-5 = B

L6-8 = Ekstrakte DNA

L11 = 10ng Standart DNA
L12,14,17 = B¢

L13,15,16 = Ekstrakte DNA

Spektrofotometre ile Orneklerin DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Asagidaki sonuclar spektrofotometregdelerinden elde edilngiir (Wilfinger, W., 1997, Glasel,
1997; Manchester, 1995).



Tablo 8: Pakistan’da Bahgeden Alinan Toprak Ornekleri

36

Ortalama Ortalama

Ornek | OD260 | OD 280 | 260/280 260/280 Miktar ng/ul ng/ul

1 0,471 0,284 1,658 2355

2 0,485 0,311 1,559 2425

3 0,431 0,279 1,545| 1,588 2155 2311,67

13 0,238 0,134 1,776 1190

14 0,254 0,154 1,649 1270

15 0,328 0,248 1,323| 1,583 1640 1366,67

25 0,143 0,093 1,538 715

26 0,159 0,101 1,574 795

27 0,208 0,13 1,600 1,571 1040 850,00

37 0,112 0,081 1,383 560

38 0,122 0,085 1,435 610

39 0,167 0,111 1,505| 1,441 835 668,33

49 0,042 0,036 1,167 210

50 0,049 0,041 1,195 245

51 0,063 0,052 1,212 1,191 315 256,67

61 negatif negatif 0,000 0,000

62 negatif negatif 0,000 0,000

63 0,036 0,031 1,161 0,387 180 60,00

73 Negatif negatif 0,000 0,000

74 negatif negatif 0,000 0,000

75 negatif negatif 0,000, 0,000 0,000 0,00

? 2.000 - —

g 1.500 \ 3

=i \ i1 .

§ '\_ ¥ieee

(o}

30

Number of Days

Sekil 9: Bahge Alani Uriin Gradi (Pakistan)



Tablo 9: Pakistan’ddnsaat Alanindan Alinan Toprak Ornekleri

Ortalama Ortalama
Ornek | OD 260 | OD 280 | 260/280 260/280 Miktar ng/ul ng/ pl
4 0,327 0,213 1,535 1635
5 0,411 0,29 1,417 2055
6 0,378 0,217 1,742 1,565 1890 1860,00
16 0,325 0,227 1,432 1625
17 0,404 0,286 1,413 2020
18 0,29 0,197 1,472 1,439 1450 1698,33
28 0,293 0,201 1,458 1465
29 0,337 0,261 1,291 1685
30 0,233 0,167 1,395 1,381 1165 1438,33
40 0,251 0,192 1,307 1255
41 0,301 0,208 1,447 1505
42 0,209 0,153 1,366 1,373 1045 1268,33
52 0,226 0,199 1,136 1130
53 0,271 0,238 1,139 1355
54 0,195 0,181 1,077 1,117 975 1153,33
64 0,167 0,143 1,168 835
65 0,208 0,184 1,130 1040
66 0,153 0,133 1,150 1,150 765 880,00
76 Negatif | Negatif 0,000 0,000
77 negatif Negatif 0,000 0,000
78 Negatif negatif 0,000 0,000 0,000 0,00
2000 [
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~ 1800 —- § 1860 B
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%E 1600 Y: 1698 —
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Sekil 10: Insaat Alani Urlin Grafji (Pakistan)
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Tablo 10: Pakistan’da Mezarliktan Alinan Toprak Ornekleri

38

) Ortalama Miktar Ortalama
Ornek | OD 260 | OD 280| 260/280 260/280 ng/ul ng/ ul
7 0,349 0,213 1,638 1745
8 0,341 0,209 1,632 1705
9 0,355 0,212 1,675 1,648 1775 1741,67
19 0,182 0,11 1,655 910
20 0,224 0,153 1,464 1120
21 0,219 0,122 1,795 1,638 1095 1041,67
31 0,155 0,103 1,505 775
32 0,196 0,124 1,581 980
33 0,164 0,104 1,577 1,554 820 858,33
43 0,096 0,079 1,215 480
44 0,123 0,101 1,218 615
45 0,107 0,088 1,216 1,216 535 543,33
55 0,074 0,063 1,175 370
56 0,088 0,071 1,239 440
57 0,063 0,059 1,068 1,161 315 375,00
67 Negatif | negatif 0,000 0
68 0,021 0,018 1,167 105
69 Negatif | Negatif 0,000 0,389 0,000 35,00
79 Negatif | Negatif 0,000 0,000
80 Negatif | Negatif 0,000 0,000
81 negatif | Negatif 0,000 0,000 0,000 0,00
1800 [~ T
1 -~ —¥— Graveyard Soi
1600~ Y:1742 =
é 1400 - —
EZ 1200 - X:5 1
“%_ \ Y: 1042
S 1000 X: 10 |
% o \. Y:858.3
:'j’ 600 - . Y:543.3 o _
% 400 - \. e .
200 - \ X: 60
| | | | | Y:3\5.
0 1 5 10 20 30 60
Number of Days
Sekil 11: Mezarlik Alani Uriin Grafii (Pakistan)



Tablo 11: Pakistan’da Kanal Kenarindan Alinan Toprak Ornékler

Ortalama Ortalama
Ornek | OD 260 | OD 280| 260/28Q0  260/280 Miktar ng/ul ng/ pl
10 0,405 0,272 1,489 2025
11 0,514 0,32 1,606 2570
12 0,466 0,328 1,421 1,505 2330 2308,33
22 0,214 0,139 1,540 1070
23 0,243 0,167 1,455 1215
24 0,231 0,161 1,435 1,476 1155 1146,67
34 0,13 0,092 1,413 650
35 0,155 0,102 1,520 775
36 0,126 0,086 1,465 1,466 630 685,00
46 0,099 0,081 1,222 495
47 0,107 0,087 1,230 535
48 0,072 0,059 1,220 1,224 360 463,33
58 0,028 0,023 1,217 140
59 0,034 0,029 1,172 170
60 0,051 0,047 1,085 1,158 255 188,33
70 Negatif | Negatif 0,000 0,000
71 Negatif | Negatif 0,000 0,000
72 0,029 0,026 1,115 0,372 145 48,33
82 Negatif | Negatif 0,000 0,000
83 0,017 0,015 1,133 85
84 Negatif | Negatif 0,000 0,378 0,000 28,33
2500
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\X:l
é 20001 Y: 2308 i
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Sekil 12: Kanal Toprai Alani Uriin Grafti (Pakistan)

39



2500 -
—6— Garden Soil
—8B— Construction Area So|l
2000 —v— Graveyard Soil |
—p— Canal Bank Soil

1500

1000

Average amount of DNA in ngl/

a1
o
o

oL ! ! ! !
1 5 10 20 30 60

Number of Days

Sekil 13: Pakistan’dan Alinan Topraklarin Kaastirmasi
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Tablo 12: Tiirkiye’de Bahgeden Alinan Toprak Ornekleri

41

Ortalama Ortalama
Ornek | OD260 | OD280| 260/280 260/280 Miktar ng/ul ng/ pl
1 0,346 0,219 1,580 1730
2 0,332 0,211 1,573| 1,587 1660 1711,67
3 0,349 0,217 1,608 1745
13 0,289 0,179 1,615 1445
14 0,297 0,192 1,547 1,493 1485 1486,67
15 0,306 0,232 1,319 1530
25 0,254 0,191 1,330 1270
26 0,262 0,202 1,297 1,323 1310 1338,33
27 0,287 0,214 1,341 1435
37 0,153 0,102 1,500 765
38 0,16 0,133 1,203| 1,308 800 808,33
39 0,172 0,141 1,220 860
49 0,086 0,061 1,410 430
50 0,057 0,051 1,118 1,278 285 395,00
51 0,094 0,072 1,306 470
61 0,018 0,014 1,286 90
62 0 0 0,000 1,095 0,000 70,00
63 0,024 0,012 2,000 120
73 Negatif Negatif 0,000 0,000
74 Negatif Negatif 0,000 0,000 0,000 0,00
75 Negatif | Negatif 0,000 0,000
1800 5: 1712
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1600 - \ 5 e -
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Sekil 14: Bahce Toprgi Alani Uriin Grafgi (Turkiye)




Tablo 13: Turkiye'deinsaat Alanindan Alinan Toprak Ornekleri

42

) Ortalama Ortalama ng/
Ornek | OD 260 | OD280| 260/280 260/280 Miktar ng/ul pl
4 0,412 0,29 1,421 2060
5 0,445 0,284 1,567 1,481 2225 2110,00
6 0,409 0,281 1,456 2045
16 0,399 0,299 1,334 1995
17 0,406 0,296 1,372 1,470 2030 1986,67
18 0,387 0,227 1,705 1935
28 0,358 0,217 1,650 1790
29 0,394 0,286 1,378 1,464 1970 1826,67
30 0,344 0,252 1,365 1720
40 0,322 0,237 1,359 1610
41 0,324 0,239 1,356 1,449 1620 1571,67
42 0,297 0,182 1,632 1485
52 0,276 0,194 1,423 1380
53 0,291 0,242 1,202| 1,334 1455 1383,33
54 0,263 0,191 1,377 1315
64 0,188 0,152 1,237 940
65 0,206 0,151 1,364 1,325 1030 883,33
66 0,136 0,099 1,374 680
76 negatif negatif 0,000 0,000
77 Negatif negatif 0,000 0,000 0,000 0,00
78 negatif negatif 0,000 0,000
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Sekil 15: InsaatAlani Uruin Grafii (Turkiye)
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Tablo 14: Turkiye’de Mezarlktan Alinan Toprak Ornekleri

) Ortalama Ortalama ng/
Ornek | OD 260 | OD 280 | 260/280 260/280 | Miktar ng/ul pl
7 0,318 0,213 1,493 1590
8 0,324 0,227 1,427 | 1,477 1620 1601,67
9 0,319 0,211 1,512 1595
19 0,284 0,199 1,427 1420
20 0,277 0,184 1,505 1,431 1385 1361,67
21 0,256 0,188 1,362 1280
31 0,233 0,196 1,189 1165
32 0,227 0,156 1,455| 1,392 1135 1111,67
33 0,207 0,135 1,533 1035
43 0,171 0,137 1,248 855
44 0,154 0,155 0,994| 1,322 770 811,67
45 0,162 0,094 1,723 810
55 0,082 0,061 1,344 410
56 0 0 1,278 0 241,67
57 0,063 0,052 1,212 315
67 0 0 0,000 0
68 0 0 0,000 0,000 0 0,00
69 0 0 0,000 0,000
79 negatif Negatif 0,000 0,000
80 Negatif negatif 0,000| 0,000 0,000 0,00
81 negatif negatif 0,000 0,000
1800 —
1600 -m —
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Sekil 16: Mezarlik Alani Uriin Grafii (Turkiye)

43



Tablo 15: Turkiye’de Kanal Kenarindan Alinan Toprak Ornekleri

Ortalama Ortalama ng/
Ornek | OD260 | OD280| 260/28Q0 260/280 Miktar ng/ul pl
10 0,346 0,234 1,479 1730
11 0,472 0,332 1,422 1,446 2360 1900,00
12 0,322 0,224 1,438 1610
22 0,28 0,202 1,386 1400
23 0,361 0,257 1,405 1,387 1805 1488,33
24 0,252 0,184 1,370 1260
34 0,207 0,157 1,318 1035
35 0,297 0,206 1,442 1,385 1485 1193,33
36 0,212 0,152 1,395 1060
46 0 0 0,000 0
47 0,183 0,126 1,452 1,380 915 503,33
48 0,119 0,091 1,308 595
58 0 0 0,000 0
59 0,126 0,093 1,355 1,283 630 363,33
60 0,092 0,076 1,211 460
70 0 0 0,000 0
71 0,056 0,045 1,244 1,244 280 93,33
72 0 0 0,000 0
82 negatif Negatif 0,000 0,000
83 Negatif negatif 0,000 0,000 0,000 0,00
84 negatif negatif 0,000 0,000
2000 — 5:: 1900
n —P— Canal Bank Soil
1800 - _
1600 - i:: i488 N
‘\:’- 14001 .\ X: 10 7]
; 1200 . Y: 1193 i
g 1000 - -
(% 800 - .
< ol l\. Y:363.3 |
200 \ ey
T 20 2 0
Number of Days
Sekil 17: Kanal Kenari Alani Uriin Grafi (Turkiye)
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2500
—6— Garden Sail
—+H— Construction Area Soil
—— Grawyard Soil

2000 + —p— Canal Bank Soil H

1500

1000

Average amount of DNA in ng /pl

500

0 |
1 5 10 20 30 60
Number of Days

Sekil 18: Turkiye’den Alinan Topraklarin Kafastirmasi
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Tablo 16: Turkiye ve Pakistan’dan 6 Farkli Zamanda ToplanaBahce Topraklari igin PCR

Sonuglari
Ornegin Mersei | Ornek | Amplifiye | Allel/ Kontami | Muhtemel | Oneriler
toplandgi Numara| edilmis Lokus nasyonu | potansiyel
gin lokus/Alel | Dusmesi sebep
Sayisi
1. Gun Tarkiye | 1,2 16, 16 0 Hayir
Pakistan | 3 16 Hayir
5. Gun Tarkiye | 13 16 Hayir
Pakistan | 14,15| 16, 16 Hayir
10. Gun Tarkiye 26 15 1 Hayir Su ve Quanitifiler,
Humus MiniFiler
Pakistan | 25,27 | 16, 16 0 Hayir Sicaklik ve
Humus
20. Gun Tarkiye | 37,39| 15, Amp, 1 Evet Su ve Quanitifiler,
yok Humus MiniFiler ve
Amp.Duo
Pakistan | 38 amp. yok - - Sicaklik ve
Humus
30. Gun Tarkiye | 49 Amp.yok| - Evet Suve
Humus
Pakistan | 49,51 | 14, 2 Evet Sicaklik ve | SNP kit ve
Amp.yok Humus Amp.Duo
60. Gln Tarkiye | 61, 62 Amp.yok - -
Pakistan | 63 Amp.yok| - -
Negatif Tarkiye | 73 Amp.yok| - -
Pakistan | 75 Amp.yok | - -
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Tablo 17: Turkiye ve Pakistan’dan 6 Farkli Zamanda Toplandngaat Topraklari icin PCR

Sonuglari
Ornegin Mersei | Ornek | Amplifiye | Allel/ Kontami | Muhtemel | Oneriler
toplandgi Numara| edilmis Lokus nasyonu | potansiyel
gin lokus/Alel | Dismesi sebep
Sayisi
1. Gun Tarkiye | 5 16 0 Hayir
Pakistan | 6 16 0 Hayir
5. Gun Tarkiye | 16 16 0 Hayir
Pakistan | 18 16 0 Hayir
10. Gun Tarkiye | 28 16 0 Hayir
Pakistan | 30 16 0 Hayir
20. GUn Tarkiye | 42 16 0 Hayir
Pakistan | 42 16 0 Hayir
30. Gun Tarkiye | 53 16 0 Hayir
Pakistan | 54 16 0 Hayir
60. Gln Tarkiye | 64 16 0 Hayir
Pakistan | 65 16 0 Hayir
Negatif Tarkiye | 78 Amp.yok| - -
Pakistan | 78 Amp.yok| - -
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Tablo 18: Turkiye ve Pakistan’dan 6 Farkli Zamanda Toplanavazar Topraklari icin PCR

Sonuglari
Ornegin Mersei | Ornek | Amplifiye | Allel/ Kontami | Muhtemel | Oneriler
toplandgi Numara| edilmis Lokus nasyonu | potansiyel
gin lokus/Alel | Dusmesi sebep
Sayisi
1. Gun Tarkiye | 7 16 0 Hayir
Pakistan | 9 16 0 Hayir
5. Gun Tarkiye | 20 16 0 Hayir
Pakistan | 19 16 0 Hayir
10. Gun Tarkiye | 31,33 14,12 vel 2-4 Evet Suve QuanitiDuo,
diUstk pik Mikroorg. MiniFiler, SNPs
Pakistan | 32 16 0 Hayir
20. GUn Tarkiye | 43 14 ve 2 Evet Su ve QuanitiDuo,
diUstk pik Mikroorg. MiniFiler,SNP
Pakistan | 44,45 | 15,14 1-2 - Sicakhk Quanitifiler,
Stutter MiniFiler
30. Gun Tarkiye | 56, 57 Amp. yok - - Su ve
Mikroorg.
Pakistan | 56 10 ve 6 Evet Sicaklik SNP kit ve
distk pik Amp.Duo
60. Gln Tarkiye | 67,68 | Amp. yok | - -
Pakistan | 68 Amp. yok | - -
Negatif Tarkiye | 79 Amp. yok | - -
Pakistan | 81 Amp. yok | - -
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Tablo 19: Turkiye ve Pakistan’dan 6 Farkli Zamanda ToplanaXahir Kenarindaki Topraklar
icin PCR Sonuglari

Ornegin Mersei | Ornek | Amplifiye | Allel/ Kontami | Muhtemel | Oneriler
toplandgi Numara| edilmis Lokus nasyonu | potansiyel
gin lokus/Alel | Dusmesi sebep
Sayisi
1. Gun Tarkiye | 10 16 0 Hayir
Pakistan | 12 16 0 Hayir
5. GlUn Tourkiye | 22,23 | 16,16 0 Evet Kontaminag QuantifilerDuo.
Fazla pik yon
Pakistan | 24 16 0 Hayir
10. Gin Tarkiye | 34 14 2 Evet Su konst. | QuantifilerDuo.,
Fazla pik Ve su MiniFiler, SNPs
Pakistan | 35,36 | 13,13 |3 Hayir Su konst. | Quanitifiler,
dilsiik pik Ve su MiniFiler, SNPs
20. Gun Tarkiye | 46, 48 Amp.yok - - Su konst.
Ve su
Pakistan | 47 12 4 Evet Su konst. Quanitifiler,
dilsiik pik Ve su MiniFiler, SNPs
30. Gin Tarkiye | 58 Amp.yok | - -
Pakistan | 59,60 | 9 (Stutten)7 Evet Su konst. | SNP kit ve
Amp.yok Ve su Amp.Duo
60. Gun Tarkiye | 70, 71| Amp.yok |- -
Pakistan | 72 Amp.yok | - -
Negatif Tarkiye | 84 Amp.yok | - -
Pakistan | 82 Amp.yok | - -
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Sekil 19: ABI 310 Genetik analizorde yurutulen bir 6@ elektroferogrami. Kontaminasyon ve
alel digmelerinin bir arada gorulgii bir ornek.
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Sekil 20: ABI 310 Genetik analizérde yuruttlen bir 6pime elektroferogrami. Tim alellerin elde
edildigi bir 6rnek.



Tablo 20: ICP-MS:Pakistan’dan Gelen Toprak Orneklerinin Mikatga ile

Yas Yakmasi
Yas
Eklenen Yakmadaki
) Toprak HNOshacmi  Kuru Toprak  Kayip Toprak
Ornek Agirli g1 (9) (ml) Agirli g1 (g) Miktari ()
1 0.100 6 0.0593 0.0407
2 0.100 6 0.0568 0.0432
3 0.100 6 0.0408 0.0592
4 0.100 6 0.0503 0.0497
5 0.100 6 0.0542 0.0458
6 0.100 6 0.0461 0.0539
7 0.100 6 0.0683 0.0317
8 0.100 6 0.0714 0.0286
9 0.100 6 0.0786 0.0214
10 0.100 6 0.0676 0.0324
11 0.100 6 0.0525 0.0475
12 0.100 6 0.0575 0.0425
13 0.100 6 0.0681 0.0319
14 0.100 6 0.0357 0.0643
15 0.100 6 0.0367 0.0633
16 0.100 6 0.0572 0.0428
17 0.100 6 0.0518 0.0482
18 0.100 6 0.0581 0.0419
19 0.100 6 0.0690 0.031
20 0.100 6 0.0696 0.0304
21 0.100 6 0.0722 0.0278
22 0.100 6 0.0623 0.0377
23 0.100 6 0.0452 0.0548
24 0.100 6 0.0622 0.0378
25 0.100 6 0.0526 0.0474
26 0.100 6 0.0376 0.0624
27 0.100 6 0.0423 0.0577
28 0.100 6 0.0598 0.0402
29 0.100 6 0.0471 0.0529
30 0.100 6 0.0234 0.0766
31 0.100 6 0.0707 0.0293
32 0.100 6 0.0381 0.0619
33 0.100 6 0.0494 0.0506
34 0.100 6 0.0629 0.0371
35 0.100 6 0.0423 0.0577
36 0.100 6 0.0502 0.0498
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

0.0478
0.0521
0.0309
0.0616
0.0630
0.0509
0.0667
0.0550
0.0528
0.0760
0.0747
0.0613
0.0513
0.0352
0.0578
0.0420
0.0341
0.0395
0.0674
0.0502
0.0613
0.0597
0.0455
0.0416
0.0618
0.0547
0.0266
0.0526
0.0598
0.0585
0.0714
0.0795
0.0732
0.0634
0.0607
0.0582
0.0371
0.0369
0.0240
0.0495
0.0439
0.0471
0.0659

0.0522
0.0479
0.0691
0.0384
0.037
0.0491
0.0333
0.045
0.0472
0.024
0.0253
0.0387
0.0487
0.0648
0.0422
0.058
0.0659
0.0605
0.0326
0.0498
0.0387
0.0403
0.0545
0.0584
0.0382
0.0453
0.0734
0.0474
0.0402
0.0415
0.0286
0.0205
0.0268
0.0366
0.0393
0.0418
0.0629
0.0631
0.076
0.0505
0.0561
0.0529
0.0341
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80 0.100 6 0.0661 0.0339
81 0.100 6 0.0701 0.0299
82 0.100 6 0.0582 0.0418
83 0.100 6 0.0504 0.0496
84 0.100 6 0.0517 0.0483

Tablo 21:  ICP-MS:Turkiye’den Gelen Toprak Orneklerimitikrodalga ile
Yas Yakmasi

Yas
Eklenen Yakmadaki
) Toprak HNOshacmi  Kuru Toprak  Kayip Toprak

Ornek Agirli g1 (9) (ml) Agirli g1 (g) Miktari ()
1 0.100 6 0.0574 0.0426
2 0.100 6 0.0579 0.0421
3 0.100 6 0.0553 0.0447
4 0.100 6 0.0597 0.0403
5 0.100 6 0.0594 0.0406
6 0.100 6 0.0365 0.0635
7 0.100 6 0.0393 0.0607
8 0.100 6 0.0761 0.0239
9 0.100 6 0.0272 0.0728
10 0.100 6 0.0822 0.0178
11 0.100 6 0.0657 0.0343
12 0.100 6 0.0248 0.0752
13 0.100 6 0.0566 0.0434
14 0.100 6 0.0622 0.0378
15 0.100 6 0.0624 0.0376
16 0.100 6 0.0474 0.0526
17 0.100 6 0.0519 0.0481
18 0.100 6 0.0582 0.0418
19 0.100 6 0.0461 0.0539
20 0.100 6 0.0445 0.0555
21 0.100 6 0.0539 0.0461
22 0.100 6 0.0396 0.0604
23 0.100 6 0.0196 0.0804
24 0.100 6 0.0529 0.0471
25 0.100 6 0.0611 0.0389
26 0.100 6 0.0651 0.0349

27 0.100 6 0.0640 0.036
28 0.100 6 0.0452 0.0548
29 0.100 6 0.0633 0.0367
30 0.100 6 0.0525 0.0475




31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100

DO DO DO O OO OO,

0.0369
0.0643
0.0523
0.0818
0.0582
0.0681
0.0654
0.0626
0.0592
0.0536
0.0524
0.0544
0.0428
0.0520
0.0517
0.0753
0.0769
0.0741
0.0765
0.0686
0.0700
0.0589
0.0747
0.0195
0.0594
0.0529
0.0898
0.0886
0.0811
0.0779
0.0623
0.0664
0.0777
0.0835
0.0716
0.0372
0.0484
0.0563
0.0782
0.0828
0.0397
0.0857
0.0635

0.0631
0.0357
0.0477
0.0182
0.0418
0.0319
0.0346
0.0374
0.0408
0.0464
0.0476
0.0456
0.0572
0.048
0.0483
0.0247
0.0231
0.0259
0.0235
0.0314
0.03
0.0411
0.0253
0.0805
0.0406
0.0471
0.0102
0.0114
0.0189
0.0221
0.0377
0.0336
0.0223
0.0165
0.0284
0.0628
0.0516
0.0437
0.0218
0.0172
0.0603
0.0143
0.0365

55



74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100
0.100

DO OOOO O OO O O

0.0700
0.0260
0.0722
0.0663
0.0532
0.0716
0.0522
0.0637
0.0780
0.0856
0.0785

0.03
0.074
0.0278
0.0337
0.0468
0.0284
0.0478
0.0363
0.022
0.0144
0.0215
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Tablo 22: CRM700 Standarti Kullanarak Turkiye Bahge Tgonan Dezerlendiriimesi

57

Toprak (1.gun) Toprak (5.gun) Toprak (10.gUn) Tapi20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gun

Elementler| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize
degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri

23Na 79.11 1.00( 78.19 1.00( 82.85 1.00( 79.15 1.00( 76.64 1.00( 73.16 1.00
111Cd 58.2C 0.74( 58.89 0.75( 51.82 0.63| 57.39 0.73( 56.78 0.74( 51.49 0.70
137Ba 1.31 0.02 1.03 0.01 1.02 0.01 0.94 0.01 1.03 0.01 0.83 0.01
208Pb 2.23 0.03 1.56 0.02 1.19 0.01 2.12 0.03 1.61 0.02 0.17 0.00
24Mg 1.25 0.02 1.68 0.02 1.63 0.02 1.49 0.02 1.14 0.01 0.62 0.01
31P 3.15 0.04 3.14 0.04 2.86 0.03 2.83 0.04 3.67 0.05 3.02 0.04
39K 1.84 0.02 1.01 0.01 1.68 0.02 1.26 0.02 2.00 0.03 1.15 0.02
44Ca 25.64 0.32( 21.50 0.27( 21.81 0.26( 22.27 0.28( 21.71 0.28( 24.79 0.34
51V 0.50 0.01 0.45 0.01 0.26 0.00 0.84 0.01 0.41 0.01 0.22 0.00
52Cr 2.35 0.03 2.48 0.03 2.42 0.03 2.50 0.03 2.35 0.03 1.88 0.03
55Mn 1.40 0.02 1.93 0.02 1.34 0.02 1.81 0.02 0.92 0.01 0.49 0.01
56Fe 1.83 0.02 1.55 0.02 1.60 0.02 1.93 0.02 1.85 0.02 1.77 0.02
59Co 0.72 0.01 1.93 0.02 2.10 0.03 1.87 0.02 1.56 0.02 1.17 0.02
60N 2.10 0.03 2.38 0.03 2.82 0.03 2.32 0.03 3.02 0.04 2.26 0.03
65Cu 0.98 0.01 1.89 0.02 1.23 0.01 1.01 0.01 1.62 0.02 1.58 0.02
66Zn 16.79 0.21| 13.23 0.17] 16.40 0.20| 17.16 0.22| 16.88 0.22| 17.17 0.23
75As 3.82 0.05 3.59 0.05 3.50 0.04 4.32 0.05 5.48 0.07 5.97 0.08
88Sr 1.55 0.02 0.30 0.00 0.01 0.00 0.51 0.01 0.65 0.01 0.99 0.01
9Be 21.65 0.27| 28.72 0.37 22.87 0.28| 28.89 0.36( 27.03 0.35( 28.56 0.39




Tablo 23: CRM700 Standarti Kullanarak Turkiye Mezarlik Togiran Deserlendirilmesi

Toprak (1.gln) Toprak (5.gn) Toprak (10.gum) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gUrn]
Elementler Q . Q . Q . Q . Q . Q .

Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize

degeri deseri degeri degeri degeri degeri degeri degeri degeri degeri degeri degeri
23Na 59.44 1.00 | 58.27 1.00 | 59.86 1.00 | 58.29 1.00 | 57.87 1.00 | 58.90 1.00
111Cd 57.46 0.97 | 52.47 0.90 | 44.50 0.90 | 46.03 0.79 | 46.17 0.80 | 49.37 0.84
137Ba 1.65 0.03 1.55 0.03 1.48 0.03 1.06 0.02 1.06 0.02 1.50 0.03
202Hg 18.98 0.32 | 32.39 0.56 | 11.17 0.56 | 26.70 0.46 | 28.18 0.49 | 22.93 0.39
208Pb 0.97 0.02 1.45 0.02 0.92 0.02 1.26 0.02 0.54 0.01 0.77 0.01
24Mg 1.45 0.02 1.29 0.02 1.30 0.02 0.99 0.02 0.97 0.02 1.01 0.02
31P 2.82 0.05 1.98 0.03 2.65 0.03 2.13 0.04 2.05 0.04 1.81 0.03
39K 1.03 0.02 1.12 0.02 1.99 0.02 1.73 0.03 1.75 0.03 1.65 0.03
44Ca 1.33 0.02 1.66 0.03 1.38 0.03 1.42 0.02 1.12 0.02 0.96 0.02
51V 0.83 0.01 0.53 0.01 0.24 0.01 0.32 0.01 0.65 0.01 0.34 0.01
52Cr 2.30 0.04 2.42 0.04 2.24 0.04 2.45 0.04 2.26 0.04 2.25 0.04
55Mn 0.73 0.01 0.76 0.01 0.71 0.01 0.73 0.01 1.13 0.02 0.71 0.01
56Fe 1.07 0.02 1.21 0.02 0.94 0.02 0.97 0.02 0.87 0.02 0.84 0.01
59Co 3.47 0.06 2.57 0.04 2.26 0.04 2.31 0.04 2.39 0.04 2.56 0.04
60Ni 3.75 0.06 3.73 0.06 3.58 0.06 3.08 0.05 3.21 0.06 2.97 0.05
65Cu 1.83 0.03 2.56 0.04 2.13 0.04 1.67 0.03 1.68 0.03 1.45 0.02
66Zn 4.60 0.08 3.90 0.07 3.81 0.07 2.65 0.05 1.23 0.02 2.96 0.05
75As 9.32 0.16 8.35 0.14 | 8.49 0.14| 8.39 0.14 7.95 0.14 | 8.22 0.14
88Sr 1.13 0.02 1.31 0.02 1.10 0.02 0.96 0.02 0.92 0.02 0.87 0.01
9Be 27.79 0.47 | 25.42 0.44 | 21.14 0.44 | 20.94 0.36 | 23.03 0.40 | 22.46 0.38

N—r



Tablo 24: CRM700 Standarti Kullanarak Pakistan Bahge Tgpira Deserlendirilmesi

Toprak (1.gln) Toprak (5.gln) Toprak (10.gum) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gUr]

Elementler| Q Q Q Q Q Q
Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize

deseri degeri deseri degeri deseri deseri deseri deseri deseri deseri deseri deseri

23Na 52.56 1.00 [ 51.63 1.00 [ 51.98 1.00 [ 50.80 1.00 [ 52.88 1.00 | 48.84 1.00
111Cd 15.34 0.29 | 16.44 0.31 | 14.49 0.28 | 15.63 0.30 [ 15.72 0.30 [ 15.97 0.30
137Ba 1.84 0.04| 0.29 0.01| 172 0.03| 1.64 0.03| 147 0.03| 1.86 0.04
208Pb 2.95 0.06 1.71 0.03 1.27 0.02| 0.70 0.01| 3.04 0.06 [ 228 0.04
24Mg 0.87 0.02 0.97 0.02| 1.05 0.02| 047 0.01| 0.78 0.01| 0.73 0.01
31P 4.57 0.09 3.95 0.08 | 3.88 0.07 | 3.16 0.06 | 4.93 0.09 | 4.07 0.08
39K 0.90 0.02 0.79 0.02| 0.5 0.01| 035 0.01| 0097 0.02| 0.5 0.01
44Ca 0.97 0.02 0.99 0.02 | 1.00 0.02| 0097 0.02| 0.87 0.02| 0091 0.02
51V 0.87 0.02 0.83 0.02| 0.80 0.02| 134 0.03| 052 0.01| 0.74 0.01
52Cr 1.44 0.03 1.28 0.02| 174 0.03| 1.7 0.03| 136 0.03| 1.27 0.02
55Mn 0.59 0.01 0.57 0.01| 0093 0.02| 061 0.01| 0.72 0.01| 094 0.02
56Fe 0.91 0.02 0.63 0.01| 0.40 0.01| 0.49 0.01| 048 0.01| 042 0.01
59Co 2.14 0.04| 283 0.05| 214 0.04| 233 0.04| 243 0.05| 213 0.04
60N 1.62 0.03 1.27 0.02| 176 0.03| 132 0.03| 1.23 0.02| 1.85 0.04
65Cu 13.80 0.26 | 9.92 0.19| 9.49 0.18| 8.68 017 | 9.36 0.18| 9.35 0.18
66Zn 1.83 0.03 1.63 0.03| 1.14 0.02| 172 0.03| 1.81 0.03| 1.65 0.03
75As 2.96 0.06 2.81 0.05]| 3.21 0.06 | 2.95 0.06 | 271 0.05]| 3.36 0.06
88Sr 0.95 0.02 0.41 0.01| 0.81 0.02| 055 0.01| 052 0.01| 0.54 0.01
9Be 38.32 0.73 | 34.36 0.65 | 33.05 0.63 | 36.01 0.69 | 31.29 0.60 | 39.49 0.75

o
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4

Toprak (1.gln) Toprak (5.gun) Toprak (10.gun) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gun

Elementler| @ . Q . Q : Q : . .
Test Normalize | Test Normalize | Test Normalize [ Test Normalize | Q Test Normalize| Q Test Normalize

deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri

23Na 56.30 1.00| 52.02 1.00| 54.00 1.00| 52.36 1.00| 52.45 1.00| 51.89 1.00
111Cd 18.11 0.32| 17.17 0.30| 17.86 0.32| 18.35 0.33| 19.38 0.34| 18.08 0.32
137Ba 1.52 0.03| 1.48 0.03| 0.74 0.01| 0.69 0.01| 0.42 0.01| 0.75 0.01
208Pb 3.04 0.05| 1.96 0.03| 0.90 0.02| 2.36 0.04( 1.45 0.03[ 1.30 0.02
24Mg 1.90 0.03| 1.24 0.02| 0.97 0.02| 0.89 0.02| 0.79 0.01| 0.19 0.00
31P 3.71 0.07 3.76 0.07 3.50 0.06 3.62 0.06 3.72 0.07 3.23 0.06
39K 2.62 0.05 1.07 0.02 1.17 0.02 1.29 0.02 1.00 0.02 0.96 0.02
44Ca 2.32 0.04 1.14 0.02 1.65 0.03 0.80 0.01 1.33 0.02 1.24 0.02
51V 2.08 0.04 1.59 0.03 1.04 0.02 1.39 0.02 1.77 0.03 1.85 0.03
52Cr 4.02 0.07 2.66 0.05 2.72 0.05 2.03 0.04 2.56 0.05 2.47 0.04
55Mn 1.95 0.03 1.47 0.03 0.79 0.01 0.93 0.02 0.98 0.02 0.96 0.02
56Fe 1.07 0.02 9.32 0.17 0.63 0.01 0.25 0.00 0.57 0.01 0.79 0.01
59Co 1.05 0.02 1.28 0.02 1.37 0.02 1.33 0.02 0.56 0.01 1.61 0.03
60N 5.20 0.09 4.20 0.07 4.12 0.07 3.90 0.07 4.22 0.07 3.51 0.06
65Cu 15.12 0.27| 11.09 0.20| 12.52 0.22| 11.37 0.20| 11.85 0.21( 10.46 0.19
66Zn 141 0.03 1.20 0.02 0.86 0.02 1.75 0.03 1.31 0.02 1.05 0.02
75As 8.14 0.14 8.76 0.16 7.01 0.12 8.23 0.15 8.79 0.16 8.63 0.15
88Sr 1.06 0.02 1.74 0.03 1.97 0.04 0.73 0.01 1.31 0.02 1.01 0.02
9Be 29.94 0.53| 24.85 0.44| 29.75 0.53( 21.25 0.38| 24.54 0.44( 26.69 0.47
202Hg 55.27 1.00] 19.59 0.35| 43.99 0.80] 29.41 0.53| 19.69 0.36] 28.93 0.52




Tablo 26: CRM7002 Standarti KullanarakTurkiyesaat Toprginin Deserlendirilmesi
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p—

Toprak (1.gun) Toprak (5.gn) Toprak (10.gun) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gun

Elementler| @ . Q : Q : Q : . .
Test Normalize | Test Normalize | Test Normalize [ Test Normalize | Q Test Normalize| Q Test Normalize

degeri deseri degeri degeri degeri degeri degeri degeri degeri deseri degeri deseri

23Na 56.80 1.00 | 56.82 1.00 | 53.99 1.00 | 51.64 1.00 | 54.41 1.00 | 56.87 1.00
111cd 19.89 0.35| 17.42 031 17.12 0.30 | 17.88 031 17.43 031 | 16.54 0.29
137Ba 9.66 0.17 8.13 0.14 7.90 0.14 8.06 0.14 8.49 0.15 8.31 0.15
208Pb 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
24Mg 2.19 0.04 2.85 0.05 1.01 0.02 1.44 0.03 2.40 0.04 2.25 0.04
31P 16.55 0.29 | 14.45 0.25| 14.02 0.25 | 12.30 0.22 | 12.07 0.21 | 12.19 0.21
39K 13.86 0.24 | 13.91 0.24 | 12.20 0.21 | 14.07 0.25| 11.33 0.20 [ 13.75 0.24
44Ca 10.47 0.18 | 12.79 0.23 | 12.25 0.22 | 10.89 0.19 | 11.55 0.20 | 10.05 0.18
51V 18.07 0.32| 17.75 0.31| 17.80 0.31| 16.55 0.29 | 15.01 0.26 | 14.02 0.25
52Cr 3.73 0.07 5.09 0.09 3.14 0.06 2.19 0.04 3.96 0.07 3.06 0.05
55Mn 2.48 0.04 2.59 0.05 2.04 0.04 1.02 0.02 2.60 0.05 1.48 0.03
56Fe 4.42 0.08 4.91 0.09 2.89 0.05 3.67 0.06 4.15 0.07 4.18 0.07
59Co 9.84 0.17 9.81 0.17 9.41 0.17 8.63 0.15 8.04 0.14 8.23 0.14
60Ni 4.97 0.09 4.51 0.08 6.67 0.12 4.52 0.08 | 10.74 0.19 | 10.18 0.18
65Cu 7.99 0.14 7.45 0.13 7.18 0.13 7.54 0.13 7.51 0.13 7.07 0.12
66Zn 2.15 0.04 3.18 0.06 3.19 0.06 3.20 0.06 2.92 0.05 2.98 0.05
75As 20.69 0.36 | 19.86 0.35| 18.33 0.32 | 18.67 0.33| 18.86 033 | 19.71 0.35
88Sr 2.85 0.05 2.59 0.05 2.85 0.05 3.76 0.07 2.43 0.04 2.99 0.05
9Be 36.54 0.64 | 34.67 0.61 | 35.68 0.63 | 32.20 0.57 | 34.31 0.60 [ 35.89 0.63
202Hg 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00




Tablo 27: CRM7002 Standarti Kullanarak Pakisfagaat Toprginin Deserlendirilmesi
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N

Toprak (1.gln) Toprak (5.gun) Toprak (10.gun) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gun

Elementler| @ . Q . Q : Q : . .
Test Normalize | Test Normalize | Test Normalize [ Test Normalize | Q Test Normalize| Q Test Normalize

deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri degeri

23Na 51.20 1.00 [ 51.86 1.00 [ 51.60 1.00 [ 51.51 1.00 [ 48.08 1.00 [ 49.30 1.00
111Cd 14.92 0.29 | 13.54 0.26 | 14.51 0.28 | 13.07 0.26 | 13.19 0.26 | 13.26 0.26
137Ba 9.55 0.19 9.71 0.19 9.81 0.19 9.44 0.18 9.09 0.18 9.59 0.19
208Pb 8.61 0.17 6.39 0.12 | 10.98 0.21 8.89 0.17 | 10.62 0.21 8.34 0.16
24Mg 3.34 0.07 2.00 0.04 2.82 0.06 1.05 0.02 2.13 0.04 2.39 0.05
31P 16.53 0.32| 15.96 0.31| 15.50 0.30 | 16.19 0.32| 15.29 0.30 | 15.03 0.29
39K 15.76 0.31| 15.43 0.30 | 15.52 0.30 | 14.10 0.28 | 13.09 0.26 | 13.42 0.26
44Ca 10.88 0.21 9.03 0.18 9.61 0.19 9.04 0.18 9.61 0.19 | 10.22 0.20
51V 6.85 0.13 6.38 0.12 4.56 0.09 5.04 0.10 6.45 0.13 6.80 0.13
52Cr 3.93 0.08 3.59 0.07 4.23 0.08 3.81 0.07 3.04 0.06 3.93 0.08
55Mn 2.58 0.05 2.46 0.05 2.10 0.04 3.24 0.06 2.64 0.05 2.33 0.05
56Fe 7.90 0.15 7.42 0.14 7.28 0.14 6.80 0.13 7.46 0.15 7.39 0.14
59Co 12.85 0.25| 11.18 0.22 | 12.39 0.24 | 12.38 0.24 | 12.46 0.24 | 11.64 0.23
60N 4.14 0.08 4.61 0.09 3.98 0.08 4.60 0.09 4.22 0.08 3.92 0.08
65Cu 7.68 0.15 7.17 0.14 6.88 0.13 6.92 0.14 7.89 0.15 6.50 0.13
66Zn 3.78 0.07 3.87 0.08 3.87 0.08 4.17 0.08 3.47 0.07 4.23 0.08
75As 1.27 0.02 1.40 0.03 1.61 0.03 1.97 0.04 2.43 0.05 2.57 0.05
88Sr 3.85 0.08 3.82 0.07 4.41 0.09 3.70 0.07 3.73 0.07 3.23 0.06
9Be 36.98 0.72 | 32.27 0.63 | 34.34 0.67 | 37.65 0.74 | 35.82 0.70 | 34.64 0.68
202Hg 8.47 0.17 | 15.50 0.30 | 13.90 0.27 | 19.33 0.38| 18.72 0.37| 15.85 0.31




Tablo 28: CRM73002 Standarti Kullanarak Turkiye Nehir Kendaki Toprginin Deserlendirilmesi
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Toprak (1.gln) Toprak (5.gun) Toprak (10.gun) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gun
Elementler| Q . . : . : .
Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize| Q Test Normalize[ Q Test Normalize
deseri deseri deseri degeri deseri degeri deseri degeri deseri  degeri deseri degeri
23Na 75.77 1.00 | 78.24 1.00 | 74.16 1.00 | 74.53 1.00 74.36 1.34| 73.63 1.00
111Cd 22.08 0.29 | 26.53 0.35| 26.15 0.35| 24.08 0.32 26.17 0.35 | 202.80 2.68
137Ba 2.99 0.04 2.74 0.04 0.74 0.01 2.18 0.03 1.98 0.03 2.05 0.03
208Pb 2.09 0.03 3.26 0.04 4.45 0.06 2.84 0.04 2.78 0.04 1.85 0.02
24Mg 2.81 0.04 1.93 0.03 1.08 0.01 1.20 0.02 1.97 0.03 1.20 0.02
31P 17.19 0.23| 56.62 0.75| 69.74 0.92 | 29.47 0.39 | 146.68 1.94 | 29.93 0.39
39K 8.98 0.12 | 17.90 0.24 | 16.88 0.22 | 16.78 0.22 16.27 0.21| 17.38 0.23
44Ca 6.68 0.09 6.92 0.09 5.36 0.07 6.97 0.09 7.26 0.10 6.57 0.09
51V 3.49 0.05 3.80 0.05 3.15 0.04 3.10 0.04 4.19 0.06 3.31 0.04
52Cr 2.51 0.03 2.09 0.03 2.35 0.03 2.97 0.04 2.17 0.03 3.41 0.05
55Mn 1.07 0.01 0.86 0.01 1.46 0.02 0.97 0.01 1.12 0.01 2.66 0.04
56Fe 2.80 0.04 2.38 0.03 2.29 0.03 2.37 0.03 1.25 0.02 1.69 0.02
59Co 8.20 0.11 8.15 0.11 | 12.25 0.16 9.07 0.12 12.79 0.17 9.01 0.12
60Ni 3.21 0.04 3.91 0.05 4.56 0.06 3.79 0.05 5.20 0.07 3.22 0.04
65Cu 8.02 0.11 | 14.73 0.19 | 14.48 0.19 8.82 0.12 7.67 0.10 7.72 0.10
66Zn 4.07 0.05 3.79 0.05 1.70 0.02 4.41 0.06 4.31 0.06 3.36 0.04
75As 1.77 0.02 0.98 0.01 0.78 0.01 0.05 0.00 0.33 0.00 1.95 0.03
88Sr 3.91 0.05 2.90 0.04 1.47 0.02 3.77 0.05 2.33 0.03 3.19 0.04
9Be 47.38 0.63 | 41.16 0.54 | 45.50 0.60 [ 40.70 0.54 48.35 0.64 | 47.73 0.63
202Hg 55.54 131.50 246.36 140.58 1129.43 16.46




Tablo 29: CRM73002 Standarti Kullanarak Pakistan Nehir Kerdaki Toprginin Deserlendiriimesi

Toprak (1.gln) Toprak (5.gun) Toprak (10.gum) Tap{20.gun) Toprak (30.gln) Toprak (60.gUrn]

Elementler|] Q . Q . Q : Q . Q . Q .
Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize| Test Normalize

deseri deseri deseri degseri deseri deseri deseri deseri deseri deseri deseri deseri

23Na 61.13 1.00 | 62.05 1.00 | 62.82 1.00 | 62.44 1.00 [ 60.24 1.00 [ 60.48 1.00
111Cd 34.28 0.56 | 33.39 0.55 | 33.29 0.54 | 30.75 0.50 | 38.49 0.63 | 31.71 0.52
137Ba 2.71 0.04| 194 0.03| 290 0.05| 253 0.04| 1.12 0.02| 196 0.03
208Pb 3.05 0.05| 2.75 0.05 1.37 0.02| 3.44 0.06 | 3.05 0.05| 3.78 0.06
24Mg 1.83 0.03 1.04 0.02| 024 0.00 | 047 0.01| 137 0.02| 1.19 0.02
31P 3.63 0.06 | 3.48 0.06 | 3.15 0.05| 3.38 0.06 | 3.61 0.06 | 9.67 0.16
39K 6.52 0.11| 6.18 0.10 | 6.55 0.11| 855 0.14 | 7.46 0.12| 5.70 0.09
44Ca 1.11 0.02 1.51 0.02 1.74 0.03 1.47 0.02| 221 0.04 | 0.90 0.01
51V 3.58 0.06 | 3.03 0.05| 3.82 0.06 | 4.77 0.08| 3.43 0.06 | 257 0.04
52Cr 2.90 0.05 1.85 0.03 1.55 0.03| 258 0.04 | 3.97 0.06 | 1.68 0.03
55Mn 1.15 0.02 1.05 0.02| 0.82 0.01 1.01 0.02| 1.50 0.02| 121 0.02
56Fe 4.63 0.08| 3.78 0.06 | 3.15 0.05| 3.29 0.05| 2.00 0.03| 277 0.05
59Co 4.06 0.07| 3.62 0.06 | 4.19 0.07| 3.81 0.06 | 3.04 0.05| 3.63 0.06
60N 4.38 0.07 | 3.65 0.06 | 4.13 0.07 | 3.5 0.06 | 5.40 0.09| 174 0.03
65Cu 5.17 0.08| 5.05 0.08| 427 0.07| 6.39 0.10 | 6.48 0.11| 6.80 0.11
66Zn 9.13 0.15| 8.30 0.14| 8.70 0.14| 861 0.14 | 11.09 0.18| 8.76 0.14
75As 2.59 0.04| 1.17 0.02 1.06 0.02 1.29 0.02| 1.70 0.03| 259 0.04
88Sr 2.26 0.04| 184 0.03 1.44 0.02 1.79 0.03| 1.60 0.03| 1.44 0.02
9Be 37.72 0.62 | 35.42 0.58 | 36.14 0.59 | 35.83 0.59 | 35.81 0.59 | 35.42 0.58
202Hg 68.12 1.11 | 61.61 1.01 | 56.68 0.93 | 34.59 0.57 | 40.89 0.67 | 66.59 1.09

N
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V. TARTI SMA VE SONUC

Calismamizda toprgain adli kanit olarak ©6neminin gdsterilmesi amaclaktadir.
Topragin organik icerik olarak kanastiriimasi toprak cgtlerini, toprazin DNA tutma
yetengini, zamana bgi olarak DNA miktari, saffii ve bozulmasi Uuzerine etkisini
gostermektedir. Bu c¢amanin ana ilgi noktasi kan ile lekelesmopraktan ekstrakte edilen
DNA'dan PCR sonuclarinin elde edilip ve genotipiedezerlendiriimesidir. Bununla birlikte
inorganik analiz ve ICP-MS ile yapilan kdastirma farkl orijinlerdeki topraklarin inorganik
bilesimini gostermektedir. Renk, pH gibi toprakskdiari toprak kan ile lekelenmeden 6nce not
edilmistir. Toprak lekelenmeden 6nce cevrglitar ve sicakliktaki d&@simler sistematik olarak
kaydedilmitir.

Kestle mayer testinin amaci farkli tipteki topraklan farkli zamanlarda toplanan toprak
orneklerinde hemoglobin (kan) vagini belirlemektir. Kristal testleriyle de orgi@ kan oldgu
dogrulanmalidir (Borrman ve ark., 1977). Kestle Matgsti (Kastle J. St., 1909) hemoglobinle
reaksiyona giren (bazen patates ve yaban turbuydsai fenolfitaleyini kullanir, fenolfitaleyn
aclk pembe renk ojmasina neden olan peroksidaz enzimingaggikarir. Kestle Mayer testi
1:10 dilisyonlardaki kani bile tespit edebilir (Meyee ark., 2006, Cox M., 1991). Zaman
gectikce kan proteinleri ve kan bjenleri zarar gorebilir ve drnekler toplandiktan s toprak
analizinde mevcut olmayabilir veya ¢cok az miktattabulunabilir, toprak kani etkileyebilir veya
zamanla birlikte topraktaki kan elemanlari bozuiakBu hipotezi d@rulamak icin kestle mayer
testinden sonra nicel ve nitel analizler yapilmalidm o6rnekler laboratuvarda manuel olarak
hazirlanan reaktiflere tek tek maruz birakildi. fedpornekleri kurutuldu fakat icerisinde kan
bilesenleri oldigu icin ¢ok az miktarda alindi ve reaktifler uygudanBeklenildgi ve belirtildigi
Uzere bircok Ornek pozitif sonug¢ verdi, acik pembak olwtu, bircok drnekte hem grubu
belirlendi §ekil 7).

Negatif drneklerde herhangi bir renk ghadi. Kestle mayer testi gaulayici bir test
degildir ve zayif bir testtir. Hem grubu ile temas edénolfitaleynin peroksidaz enzimini
harekete gecirmesi sonucu pembe renkuwluAncak patates ve yaban turpu gibi trtnlerle de
peroksidaz enzimi bazen yalanci pozitif sonu¢ uéreBorrman ve ark., 1977)Sunu da
belirtmek gerekir ki cajmanin ileri @amalarinda kestle mayer testinde yalanci poziéihdiazi
sonuclar ICP-MS ile ¢calirken negatif sonuclar vergtir. Ayni tip sonuclar PCR sonrasinda ABI
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310 genetik analizér cihazindaki analizde de gomigtir. Bu durum, bahcge topraklarinda bu
enzimin varlgina b&li olarak test boyunca ajan renk olgumu sebebiyle yarnyi pozitif
sonuglar verilebileggni gostermektedir.

Bu calsmanin dger bir amaci ise farkli toprak oOrneklerinden DNAstkksiyonu
yapmaktl. Toprak drnekleri Pakistan ve Turkiye'miogal ¢evresinden alindi. Pakistan'da yaz
sicaklgl aralgl 38-47°C oldgundan busartlarda 6rnekler fazla bozulitu. Arastirmaya gore,
Is1 soklari  (41-50°C) intra-niuiklear mega protein-nikleisit kompleksleri icindeki protein
topluluklarini dgistiren nuklear protein aciimalarina neden olmaktg®oti ve ark., 2007).
Yuksek sicaklik, kuru iklim, dfiik nem ve pH’in yiksek olmasi nedeniyle mikroorgamalar
kisin az gordlmektedir. Turkiyede yazin sicaklik anaB0-38°C’de toprak ornekleri aynidir
fakat nem ve mikroorganizma populasyonu Pakistan kihgilastinldiginda daha fazladir.
Bununla birlikte humus nedeniyle toprak verimlidie organik bilgenler acisindan zengindir.
Kazutoshi (2009) tarafindan yapilan bir gadlada toprgin organik durumunun DNA
adsorpsiyonu Uzerine etkisini inceletim. Bunun icin hidrojen peroksidaz ile muamelel e,
Isitilmis (400°C) ve ¢camur eklensbrnekler kullaniimgtir. Bu ¢calsmada camur eklenmolan
toprazin orjinal toprga gore dnemli dlciide daha az DNA adsortgadosterilmitir.

Farkli cevrelerden alinan ornekler icin DNA ekssighn klemi fazla zaman alir ve
modifikasyon yapilabilir ¢tinkl bilinen kanla leketais toprak drneklerinde DNA ekstraksiyon
protokolt bildirilmemgtir. Fenol-kloroform-izoamil alkol yontemi (Singeve ark., 1988)
uygulanan toprak orneklerinin hepsinde iyi sonughte edilememngtir. Bu nedenle topraktan
mikrobiyal DNA ekstraksiyonu icin bildirilen Bka bir yontemde (Walsh PS., 1991) bazi
modifikasyonlar yapilarak denendi fakat vyine degi sonuclar elde edilemestir. Butln
topraklardan ekstraksiyon yapsgahda Ozellikle 20 giunden sonra alinan dOrnekler igin
ekstraksiyon bgarili desildi. Sodyum klorir-sodyum asetat yontemi (SSC rkstiyon Metodu)

(www.genome.ou.edu/protocol_book/protocol_parttthilil.H) kullanildi.  %0.9 sodyum

klorir yontemine (Yeates ve ark., 1997%Wauldu ve sonuglar elde edildi. Hem SSC hem de
%0.9 NaCl yontemi Urtin ve kaliteyeshin iyi sonuglar verdi. Deneysellemler sonu¢ kisminda
ayrintili olarak aciklanngtir. iyi Uriin verdgi, az zaman gerektirgii ve diger metodlara gore
ucuz oldgu icin DNA ekstraksiyon yontemi olarak SSC kullamaisina karar verildi. Proteinaz
K uygulanmasi ve inkiibasyon siresi ile ilgili bamdifikasyonlar yapildi ve iyi sonuclar elde
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edildi. Bu calgmada farkli topraklardan DNA ekstraksiyonu icin iygdintem optimize ve valide
edildi.

Tum toprak tiplerinde DNA izolasyonu yapildi, niog nitel analizler gercelgerilip
karsilastirma yapildi §ekil 8). Toprak yuzey 6zellikleri ve yapisi neddeiXisiler ile olay yeri
arasinda hdanti kurulmasiyla ilgili oldukga dnemli bilgileraglayabilir. Topra&in delil olarak
deseri onun Kkarateristindeki  degisime dayahdir (Murray, RC., 1975, 1991, 2000).
Pakistan’dan toplanan bahcge topraklari organikagizengindir ancak diik nem ve yiuksek
sicaklik nedeniyle diilk mikroorganizma aktivitesi gorulir. Bock and Nsr(Bock JH, Norris
DO. 1997) adli botagin bir parcasi olarak bitki anatomisinin katkisitanimlamstir.
Tirkiye’den alinan bahce tognaise humus bakimindan zengindi, mikroorganizmanhiétarda
bulunmaktayd: ve bu nedenle bahce tgpren karmaik bir yapisi vardir. Sadece mineral,
oksitler, organik madde, mikroorganizmalar ve omlamateryalleri gibi bienleri icermez,
ayrica partikdllerin buyukigii ve ygunluk gibi fiziksel yapisi da énemlidir (Murray,R
1975, 1991, 2000, Mcphee, J., 1996). Yuksek sicakdeniyle DNA'nin nitel§i ve niceligi de
etkilenmektedir. Roti ve arkaglarina gore, nukleer yapi ve DNA tamir yollarylgili yeni
bilgiler, hiperterminin bu sire¢ icinde yer alarotginler Uzerine etkisi icin yeni bagkacilar
getirmistir. NUkleus, DNA’nin paketlenmesi, tamiri, replgggonu ve transkripsiyonu gibi g#i
niklear fonksiyonlar ylriaten mega protein-niklagit komplekslerinden ojmaktadir (Roti ve
ark., 2007). Boylece, yiiksek sicaklik bu sureclereDNA (riinline zarar verebilir. Orneklerden
sirasiyla 1, 5, 10, 20, 30 ve 60 gunlik zamanlastmra 6rnek alinarak 2311, 1366, 850, 668,
256 ve 60ng/ul DNA Urini elde edildi. Gorugdi kadariyla ilk G¢ toplamada OD 1.5 olarak
hesaplanarak ytksek kalitede DNA goruldi ancak mdemazalmaya éadi. DNA miktari,
A260/A280 dgerinin sulandirma faktori ve cift zincirli DNA igisabit bir dger olan 50 ile
carpilarak hesaplanir. A260/A280 orani DNA gafli hesaplamak igin kullanilir. A260/A280
orani 1.5 ile 1.8 arasinda ise genellikle ylkselkdde DNA orngi olarak kabul edilir. Oran
nukleik asitsiz A320 absorbansisdiidiikten sonra hesaplanabilir (Wilfinger W., 19971asel,
1997; Manchester, 1995). 10 gun sonra DNA kalilGSR yapilmasi icin iyi bir kalite olarak
gorulmeyen 1.4’e difii. 20.giinden sonra OD ghri dismeye devam etti ve 1.19 oldu. PCR
sonuclarn dguk kalite sonuglari elde edilmesiyle zamanin ol@ulagiyik bir etkisi oldgu
dogrulams ve bazi 6rneklerde kapiler elektroforez yaggidda bir c¢@alma olmadil

gorulmistar. 30. ginde toplanan 6rneklerde kalite yingtdliEn fazla bozulma ise 60. ginde
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toplanan orneklerde goruldi ve ODgdéderi insan DNA'sI i¢in olmayan 0.387 olarak bieirdi
(Tablo 8, Sekil 9). Roti ve arkadgarinin yaptgi  bir calsmada DNA replikasyon
komplekslerindeki sicaklik astna ba&li degismeler ile sicaklikla trinin azalmasi arasinda
baglanti olabilcegini gostermektedir (Roti ve ark.,2007). Bugdder DNA bulundgunu fakat
bunun insan kaynakli olmayabilegel ancak mikroorganizma DNA’sI olabilgmi ve PCR igin
Onerilen bir durum olmadini géstermektedir. Bu Orneklerde yapilan kesti@yen testi cok
distk miktarlarda olsa dahi hemoglobin offlunu gdsteren pozitif sonu¢ vertii fakat agaroz
jel elektroforezi ve PCR bu hipotezi desteklemgimiMeyer ve arkadgari, (2006) ve Cox M.,
(1991)e gore, ornek icindeki oksitlenen tirler yamozitif sonuclar verebilir. Bakir ve nikel
tuzlari gibi oksidan kimyasallar Kastle-Meyer refkin pembe renge doginesine neden
olabilir. Bu 6rneklerdeki renk obumu bu tuzlardan herhangi birinin v&rhdan kaynaklanabilir.
Bahce topraindan alinan negatif 6rneklerde DNA Urind gorulmgimibu nedenle PCR
sonucuda yoktur. Grafik acikga DNA'nin zamanla Womsini ayrica zor hava dlari
nedeniyle kalitenin azgini da gostermektedir. Chernikov, DNA'ya en fazlaaklik-arts!
zararlarinin (depurinasyon, guaninin 8-oksiguamik&dasyonu, sitozinin urasile deaminasyonu)
cevredeki oksijen iceginin artmasina kg oldugunu gostermiir (Chernikov ve ark., 2006).
Kanin absorbansi elde edilergeli bir faktordir. Bahcge topganin gézenekli yapisi nedeniyle
kan toprak tzerinde yayilgjitamamen absorblangnve zamanla DNA’nin bozulmasi ile ilgili
sonuclar vernstir.

Turkiye’den alinan topraklarda, ilk gun bile topraginin farkl Griinler verdii agikca
gorulebilmektedir. Burada elde edilen DNA (171idgPakistan’daki bahce togimdan elde
edilene gdre daha azdir (2311ng/ul). Belirli adah#taki DNA Grind 1711, 1486, 1338, 808, 395
ve 70ng/ul'dir. DNA'nin (kalite) bozulma orani Pakan bahge topgandan daha fazladir, bu
durum muhtemelen mikroorganizma vanhdan kaynaklanabilir. Ancak, hava skidlari
nedeniyle kademeli olarak miktardaki sid§ cok fazla dgildir. Az Grin olmasi humus
nedeniyledir diyemeyiz, ¢cinkii humusun DNA absortsiy Gizerindeki etkisi azdir. Kazutoshi,
yaptigl bir argtirmada toplam karbon icgri (T-C) ile bir topr&n DNA absorbsiyonun
arasinda herhangi bir glanti olmadgini gostermektedir. Bu sonuclar topna organik yapisinin
DNA adsorbsiyonu Uzerine katkisinin az @dou 6ne surmektedir (Kazutoshi ve ark.,2009).
Toprak tipi ve hava kallarinin 6zellikle suyun DNA kalitesi ve miktarzérine cakjan etkisi

vardir. Suyun molekiler hafiza 6zgihin DNA'nin yogunlsgtiriimis halinin stabilizasyonunu ve
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seklini etkiledigi gdsterilmitir (Tsygankov V. S. ve ark., 2002). Dolayisiylditdeki azalma
suyun DNA'sinin ygunlasmis hali tizerine etkisi nedeniyle ghbilir. Uriindeki kademeli
azalma yavgir ve uygun miktar 2 ay sonrasinda elde edilelfakat kalitesi PCR yapabilecek
ve ABI 310 genetik analizorde analizi yapilabiledsdar iyi dgildir. Grafiksel gosterim, DNA
miktari Uzerine zor havgartlarinin etkisini acgikca belirtirken mikroorgama, humus ve organik
icerigin zamanla DNA kalitesi tzerine etkisini gosternesht. Kalite dgerleri ilk giin 1.5'ten
baslarken 60 gin sonra 0.6 olgtur. Kestle mayer testi sonuclari bazi orneklen B0 gin
sonra pozitiftir ancak daha sonraki analizler boefiterde kontaminasyon ve alelsdiesi gibi
problemli sonuglar okabildigini gostermgtir (Tablo 12,Sekil 14).

Her iki bolgeden alinan bahce topman kasilastirmali sonuclar zaman periyodu,
toprak tipi ve cevresartlarinin birbirleriyle paralel gitsi ve bunlardan herhangi birindeki
desisimin biyolojik materyalin kalite ve miktarini @stirebilecesini gostermektedir. Bunun
yaninda mikroorganizmalarin DNA kalitesi ve kan rige Uzerine buyidk etkisi vardir.
Ekstraksiyon sonrasi agaroz jelde oOrneklerdeki ofikal ve insan DNA’larinin vagni
gosteren dgilkk molekiler girhikh DNA fragmentleri goralmigir. Sicaklgin - biyolojik
materyale dgrudan etkisi incelenginde Pakistan’dan alinan érneklerde Turkiye’denailara
oranla daha az miktarda trin elde editmi

PCR farkh topraklardan 6 zaman agaida secilen drneklerde yapigtr. STR tiplemesi
diger tipleme yontemlerine gore daha toleransalichkgiamplifikasyon Grinid 500 baz ciftinden
daha kisadir. AMP-FLP (Budowle, B. ve ark., 1991jlldnilarak veya VNTR analizinde
(Nakamura, Y. ve ark., 1987) belirlenen materyaldiaina kogtktir. Ayrica STR tiplemesi
PCR’a uyumlu olan g&li hizh DNA saflastirma tekniklerine uygundur fakat Southern blot
esasl analizler igin yeterli kalitede DNAgayamaz. Catmamizda Promega PowerPlex® 16
System STR tiplemesi igin kullanildi. PowerPlex® 3istem’de yer alan lokuslar secildi ¢inku
bunlar dinya genelinde birgcok standardizasyantlarini sglamaktadir (Griffiths, R. ve ark.,
1998). Her iki Ulkenin bahce topraklarindan toplath 6rnek PCR deneyleriyle analiz edildi,
sonuclar ABI 310 genetik analizorde analiz edgildide 8 drnek tek bir reaksiyonda tim profili
verdi. The PowerPlex® 16 Sistem tek bir reaksiyoti@in CODIS lokuslarini amplifiye eder
(Levinson, G. and Gutman, G.A. 1987). Ornekleriplaomasinda 10 gune kadarki siirede bir
problem gézlenmedi. Sadece Minifiler kullangohda 10. giinde bazi bozulmalar gérilebifgce

tahmin edildi ve tek bir lokusun kaybolgin goruldi (Penta E). Daha sonraki periyotlarda
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amplifikasyon veya alel dinesine rastlanmadi. Alel gitaesi bir 6rnek tiplenginde olwur ve
bir veya daha fazla alel kaybolmaktadir. Bu duruslangictaki DNA miktarinin ¢ok az olmasi
sonucu Ornekte bir veya daha fazla alelin amplifojgmamasi gibi ¢gtli faktorler nedeniyle
olusabilir. Primer bglanma bdlgesindeki bir mutasyon alelingatmasini engelleyebilir. Alel
boyutu belirli bir lokus icin normal bulunma alashsinda ise belirlenemez (Schlotterer, C. and
Tautz, D. 1992). DNA kalitesi ve miktari humus, ge sicaklik nedeniyle gesti boylece
Oorneklerde bu faktorlerin Urinlere ve bozulmayanotisrudan etkisi nedeniyle alel gliaesi
goruldd.  Minifiler kit yilksek oranda bozulmuve inhibe olmg DNA &rnekleri icin
Onerilmektedir. AmMpFISTR® MiniFiler™ PCR Amplifican Kit (MiniFiler kit) bozulmu
orneklerin ve/veya inhibe olQuUDNA &rneklerinin genotiplenmesi icin optimize edi§ bir
sistemdir. MiniFiler kit tek bir PCR’da sekiz otaral STR lokusunu (D13S317, D7S820,
D2S1338, D21S11, D16S539, D18S51, CSF1PO and F@Aginsiyet tayininde kullanilan
Amelogenini ¢c@altabilmektedir (Applied Biosystems MiniFiler kitddr manual, 2007). ABI
prism 310 genetik analizor icin olan kimya referada ve GeneScan Referans rehberinde
pozitif kontrolden iyi sinyaller alinabil@ ancak 6érnek DNA’dan zayif sinyal alinabilgteeya
hi¢ sinyal alinamayaga belirtilmistir. Bu durum 6érngin PCR inhibitorleri (6rnek olarak hem
bilesenleri, EDTA veya bazi boyalar) nedeniyle @lhilir. Bu problem Quantitate DNA
kullanilarak, gerekli olan en az hacmi eklemek igiilie ederek, ggaltma glemini
tekrarlayarak, 6rrn@ Amicon Centricon-100 kolonda yikayarak veya P@aksiyon kagimina
sigir serum albumin (bovine serum albumin-BSA) ekleyecdzilebilir (GenScan Reference
Guide, 2000) (Tablo 16).

Bu calsma icin alinan dier toprak tipi igaat alanindan alindi. Bu tip toprak fazla
miktarda kum, ¢cimento, CaCO3 hiémi icerir. Kanin etkisi kalite ve miktaragkin olarak farkli
olabilir. Bunun yani sira bu gibi alanlardaki topraerhangi bir olay icin potansiyel kaynak
olabilir, bu durumda kanitlarin (kan) ne kadar dséréoplanabileggé ve DNA'nin ekstrakte
edilebilecgi 6nemlidir. Junger tarafindan sistematik olaralplaoan toprak oOrneklerinden
havayla kurutulan toprak renginin ayrim gucu vetigal buyukltklerinin dgilimi incelenmstir
(Junger EP., 1996). Ornekler belirli araliklarlaplandi, Griin ve kalite 6lgildd. Urtindeki
kademeli olarak diiis birinci giin 1860ng/ul’den Rkayarak 5.giin 1698ng/ul, 10.gin 1438ng/ul,
20.gun 1268ng/ul, 30.giin 1153ng/ul ve 60.gun 88dngarak belirlendi (Tablo 9Sekil 10).

Insaat alanindaki toprak gasi gergi yogundur, kirecli kum ve silt partikillerden ghur
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dolayisiyla tim bu icerik gecirgen yapisi sayesisdema etkisi daha fazla olangdr toprak
tiplerine gore kanin yuksek miktarlarda absorblaaresini azaltir. Kan, pargalanma olmadan,
renkte ve dier fiziksel Ozelliklerde d&sim olmadan bu tip topraklarda uzun sure kalabilir.
Diger Orneklerde ise absorbans ve havsulari nedeniyle kanin rengi ve fiziksel ozellikler
zamanla dgisebilir. Belirli periyotlar boyunca kalite gerleri (Wilfinger, W., 1997; Glasel,
1997; Manchester, 1995) beklenfidikadar yuksek d#&ldir (1.5-1.1). Bunun nedeni tozla
beraber olan karbonat ve kalsiyuim partikillerinarhg olabilir. Mikroorganizma aktivitesi
neredeyse sifirdi dolayisiyla kalite mikrobyal aitési yiiksek olan yerlerden toplanan drneklere
kiyasla daha iyiydi. Orneklerde renk glumu bu tuzlarin var@n nedeniyle olabilir.

Ayni sekilde Turkiye'deki igaat alanindan elde edilen toprak oOrnekleri cevresel
desisimlere kagl sabit ve kararl idi. Yuksek miktarlarda DNA el@slildi. Bu 6rneklerdeki
drtnler 2110ng/ul ile bgad1 ve 1996ng/ul olarak elde edilen miktar ileiBgonra bile dikkate
deser bir degisim gozlenmedi. Onemli bir diistin yaanmadg ayni durum ileriki periyotlarda
da gorildu. 60 gun sonra 883ng/ul DNA elde edi&inisi Pakistan gaat alanindaki toprak
orneklerinde de elde edildi). Alanlardan elde ediletnlerde agik¢a belli olan gerceksdk
mikroorganizma ve diilk organik iceriklerde DNA Urunleri sabittir.  Azemli topraktaki
bozulma da azdir ve sonuglar sabittir. Yan Xun'aegda&il nemin digmesiyle gerilim arafi
sinirlanmaya bgar ve maksimum iletkenlik dgusal olmayan bigekilde azalir. Bail nem belli
bir degere ulatiginda DNA iletkenlgi sabit bir duruma yakiar. stabilize (Yan Xun ve
ark.,2006). Biyolojik materyaldeki az bozulma neigenkalite de yiiksektir. PCR yapabilmek ve
ABI 310 genetik analizérde @erlendirme yapabilmek icin iyi kalitede DNA'yl gé&sen OD
deserleri 1.5-1.3 arasinda olmasi gereklidir (Tablo Jekil 15).

iki farkli yerdeki toprak orneklerinin sonugclari kdastirildiginda, zamanla kalite ve
miktar yuksek kalmakta, kanin yani sira igindekil@NA) Uzerinde fazla bir etkisi
olmamaktadir. Kurumw kan lekeleri Kestle mayer testinde iyi sonuclarirvee sonrasinda
ekstraksiyon yapilir. Agaroz jel elektroforezinde @i sonuclar elde edildi ancak toprakta
mikroorganizma olmamasi nedeniyle drneklerdguiimolekiiler girlikli DNA yoktu. Insaat
alanindan elde edilen 6rneklergiigéme ve hizli hasara kardirenclidir. Orneklerde gorulen
kalite varlgl uzun zaman sonra bile DNA profillemesi yapilmdsiyararhdir.

Insaat alanindan alinan topraklarda PowerPlex® 16e8ysidukca iyi sonuglar verdi ve

ilk giinde alinan 6rneklerle son giinde alinan Orreld bir zorlukla katlasiilmadi. Bu tir bir
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toprak, yapisi gege uzun sureli koruyucu oldiundan biyolojik materyaller icin iyi bir kaynaktir
(Tablo 17). Dger toprak turlerinde biyolojik materyallerin, inlslyonu ve yikimina neden olan
faktorler (hem gruplari gibi), bu topraklarda dazaold@gundan biyolojik materyaller daha uzun
sureli korunurlar..

icerdigi dogal elementlere g olarak toprak zenginiir. Zamanla bu igerik tekrar
karisir ve topraklar potasyum, kalsiyum, magnezyum,dbse iyonca zenginge. Oli viicudun
¢curimesi ve parcalanmasi bu bolgedeki tgprarganik icergini mikroorganizmalarca ve ger
kiguk bocekler ve hayvanlarca zengin duruma gekek cok olayin gercekdesi cakilli toprak
iyi bir delil kaynasi olabilir. Bir kazadastphelinin arabasinda bulunan toprak @naracin
désemesinde bulunan drnek ile kdastiriimistir. Arabadan alinan kucik kaya parcalari (6rnek)
ile olay yeri olan cakilli topraktan alinan orneklkarsilastirildiginda Orneklerin ayni oldiu
goralmdgtar (Murray, RC., 1975, 1991, 2000, Mcphee, J., 6)99Mezarlik topraklar
benzersizdir ve toppgan alt tabakasindan Ust tabakasina kadar her baldeniarkli nem iceg
goruldr. Bu topraklar dgal por yapisina sahiptir ve kan topaadokildigiinde toprak tarafindan
kan hemen absorbe edilir. Bu tezde belirli pergpath mezarlik topgandan toplanan drneklerin
zamana bgli olarak saflik ve miktar dgsiklikleri calisildi. Sonuclara gére butin topraklarda
DNA miktarinin en hizli d§tigi zaman ilk 6rnek alimindan sonraki zamantkinci 6rnek
aliminda ise DNA miktarinin hemen hemen yariyagndorildi. Ornekler 1, 5, 10, 20, 30 ve
60. gunlerde toplandi ve 1741, 1031, 856, 543,\&/35 ng/l DNA elde edildi. Bu sonuclarin
zamana gore miktar dsikli gi grafik olarak c¢izildginde DNA miktarlarinda diiigler goruldu.
Cok sayida hayvan ve mikroorganizma biyolojik mygaéin (kanin) cok fazla zarar gérmesine
neden olur. Kanin rengi incelegthde renkte de dgsiklikler gbzlendi. Grafik cgizimlerinde
disik kalite deerleri gorildi (Wilfinger, W., 1997; Glasel, 199Vanchester, 1995jzolasyon
sonrasinda diiik molekdiler girlikli DNA ile insan DNA’sI agaroz jelde yurutulginde farkh
bdlgelerde bantlar gorildi. Bu togra ¢asu ornesinde ayni problem goruldd. 20 glinden sonra
alinan odrnekler PCR sonrasinda analiz edildiklexitadn profiller elde edilemedi. Alel giineleri
(allel drop out) ve kontaminasyonlar goruldi. 60ndgén sonra alinan orneklerde DNA
bulunmasina kam CODIS lokuslarini iceren Powerplex kit (GrifighR. ve ark., 1998) ile
yapilan PCR sonucunda bu lokuslarin hi¢birinigatmadg goruldia (Tablo 10Sekil 11). Bu
sonu¢ elde edilen DNA'nin insan kaynakli olmadi gostermektedir. QuantiDuo kit DNA

miktarini 6lgmekle beraber DNA'nin insan DNA’'si pluolmadgini da belirler. Bu tir
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kontamine o6rneklerde DNA'nin insana ait olup oln@adin anlgiimasi icin QuantiDuo kit
kullaniimasi kagikliklari ¢ézebilir.

Turkiye mezarlik topraklarindan elde edilen sonudtakistan mezarlk topraklari ile
benzerlik gostermektedir. Ancak saflikggeleri kagilastirildiginda bu dgerlerin farkl oldgu
goruldi. 60 gunden sonra alinan toprak gmie DNA miktari 1601ng/pl olmasina gmen
DNA elde edilemedi. Bu iki sebepten kaynaklanabHlirincisi Pakistan ile karlastirildiginda
Tirkiye'deki topraklarda daha yiksek nem vardidkincisi toprakta bulunan
mikroorganizmalarin ve @er canlilarin yiksek dekompozite oranlarindan kkhgreabilir.
Ayrica Ornek toplama periyodu icinde ggan yamur 6rnekleri uzakkgirdig! icin 60 ginden
sonraki orneklerden DNA elde edilemenailabilir (Tablo 14,Sekil 16). Biyolojik drneklerde
yiksek degredasyon gosteren Turk mezarlik toprakRakistan mezarlik topraklari ile
karsilastirildiginda daha nemli, verimli ve zengin igerikli ofglugoruldi. Orneklerin daha fazla
bozulmalari Turk topraklarinda daha fazla mikrooigma populasyonun bulungunu
gostermektedir. Buna gore DNA miktarindakisohie cevresel faktorler ve mikroorganizma
popilasyonuna Ighdir. Pakistan’dan alinan o¢rneklerde degredasyen digiik molekiler
agirhkh DNA gorulmistir ve QuantiDuo kit kullaniimasi énerilebilir.

Orneklerin saflik dgerleri cok yiiksek deldi ve PCR yapildiinda kabul edilebilir
sonuglar alinamadi. DNA saflida nem ve su icefinden etkilenmektedir. Son zamanlarda
alinan bozulmgitoprak orneklerinde alel dineleri, stutter artefaktlar gorilmgtiir. 60 giinden
sonra OD dgeri 1.278 olmasina gmen ABI 310 genetik analizdrde yapilan fragmentiamale
hicbir genotip elde edilemedi. Turk érneklerinde s#dlik nemli cevreden etkilengtir ve alel
dismeleri goralmigtar.

Mezarlik toprgna ait orneklerin PCR ve fragment analizleri idoeklenen sonug
alinamadi. Kontaminasyon, gik pik yikseklikleri ve stutter artefaktlar gorildBowerPlex®
16 Sistem iki dguk stutter olasifii iceren, bg nikleotid tekrarlarindan ofan yiksek
polimorfik Penta E ve Penta D lokuslarini iceriena E ve Penta D lokuslarinda az goriilen
stutter artefakti adli olaylarda kek Orneklerin analizine uygun lokuslardir. Kit igg@ndeki
stutter olgma orani az olmasina gmen; DNA'da nem, mikroorganizma populasyonu ve
sicaklga bal olarak olgan degredasyonlarda ¢ok fazla sutter artefakt gbilil. Tekrar eden
kaymalar (repeat slippage) (Levinson, G. and Guirn@A. 1987) dier bilinen isimleriyle n-4

bandlar, stutter veya golge bantlar; DNA amplifitanu boyunca tekrar tnitelerinin eksilmesi,
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DNA’'daki somatik varyasyon veya ikisinin birden isikile olusur. Stutter artefaktlar DNA
tiplemesinde esas alel pik yukseitin % 15’ inin altinda gorulur. Kagik ve tek kaynakli
orneklerin ayriminda stutter artefaktt DNA tiplemgspilirken yanilgiya sebep olabilir. Bu
artefaktin miktari lokusa ve amplifiye olsaWWDNA dizilerine balidir. Bu artefaktin orani
Oncelikle calgilan lokusa ve ggaltilan DNA bolgesine kgidir (Schlotterer, C. and Tautz, D.
1992). Bu ¢akmada 18 mezarlik topgaanaliz edildi. Bunlardan 2 negatif kontroltrgiddaki
16 ornekten sadece 5 tanesinde tam profil eldediediirk 6rneklerinde 10. giinden sonra,
Pakistan orneklerinde ise 20. ginden sonrgiklipik yukseklikleri, kontaminasyon ve stutter
artefakti goruldi. Bu gibi problemleri azaltmaknigamplifiye edilecek ornekteki insan DNA
miktarinin yani sira orgn cinsiyetini (erkek) belirleyen QuantiDuo kit kahilmalidir.
Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit, hem toplagogaltilabilir insan DNA miktarini hem
de drnekteki erkek DNA'sInI belirler (Applied Biaggms Quantifiler Duo user manual, 2008).
20. gunden sonra toplanan fazla degrede o6rnekier MiniFiler kullaniimahdir (Applied
Biosystems MiniFiler kit User manual, 2007). Togeak ¢ok uzun sire sonra toplagngok
disik DNA miktarina bgh olarak genotiplenemeyen o6rneklerde SNP analizlixha iyi
sonuclar verebilirler. Analiz sonucunda fazla pikdeolusmasi kontaminasyon, spesifik olmayan
primer b&lanmasi (primer ile kalip DNA'nin yanlieslesmesi vb.) ve bgka bir DNA varlgi
sebebiyle olabilir (Tablo 18). HotStart teknik il@etilen AmpliTag Gold DNA Polimeraz
kullanilarak bu gibi sorunlar 6nlenebilir (GenSdeference Guide, 2000).

Son drnek grubu ise nehir kanall kenarindaki @g@kulimig kan orngidir. Bu
topraklar d@al cevresekartlarda, insan ve hayvanlarin bulugidusu ve tuz icegi ve diger
faktorlerin etkisinde kalan kaynaklardir. Kontansgan ve degredasyon olagilcalsilan diger
toprak turlerinden daha fazladir. DNA ve biyolojikateryaller sulu ve nemli ¢evre skdlarina
daha hassastir. Bu topraklarda degredasyon ordsergdrgaat alanindan ve bahgeden alinan
toprak orneklerdeki degredasyon oranindan yuksdHticrelerin etrafini ¢ceviren sular DNA'nin
yapisini bozabilir ve DNA kalitesinde ve miktarinddegredasyona neden olur. Tsygankov ve
arkadalarinin yaptg aratirmaya gore NMR diftizyon yonteminin verileri higgindeki suyun
hizlica sgumasini gosterir. Su ile yluzey-aktif madde orar2@/5) belirli bir aralikta oldgunda
hiicre icinde DNA ygunlasmasi meydana gelir. gér serbest su yoksa veya revers miseller
icindeki serbest su fraksiyonu %50’nin UstindeD$A yogunlasmasi azalir (Tsygankov, V. S.
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ve ark., 2002). Topgan porlu, siltli ve killi yapisi nedeniyle topta dokilen kan hemen absorbe
edilir.

Kan orngi topraga dokuldukten birkag saat sonra yizeyde gorilnteanin dokildig
bdlge daha sonra 6rnek toplayabilmek icin dikkatligaretlendi. Nehir cevresindeki bitkiler,
diatomlar, calilar ve @er botanik turler asil canlilardir. Diatomlar tofta bolca bulunurlar ve
distk sicakliklarda nemli ve islak ortamlarda hizlgagalabilirler. Diatom testler pek cok
vakada uygulanabilmektedir (Gruspier K.L., PollarnS., 2000). Nehir kenarindan ornekler
toplandginda ve izolasyonu yapilginda beklenildii gibi yliksek oranlarda degredasyon
goruldu. Gunler sonra alinan 6rneklerde DNA gafile miktarinda ¢ok fazla azalmalar oldu.
Kan; nemli ve tuzlu bir ortama maruz birakgehda yok olur. Nehir kenarlarinda ¢ok fazla tuz
depolanir ve bu tuzluluk biyolojik materyallere aawerir. Pek ¢cok kan hicresi nemli ve tuzlu
toprgzga maruz birakilggnda zarar gormgfiir. Calgmalara gore ylksek tuz konsantrasyonu
stperkoloid DNA’'nin konfigurasyonunu, enerjisine @imamgine etki etmektedir. Géli tuz
konsantrasyon serileri hazirlgthda (0.005'den 1.0 M sodyum) stiperkoloid DNA'n®Q0 ve
3000 baz cifti) konfigurasyonunun ve enerjisinizaumaruz birakilganda cok fazla d@stigi
gorulmds. Yuksek tuz konsantrayonunda DNA’nin icindeki safndurum sertlgmekte ve
sikismaya balamaktadir. Bundan dolayr DNA'nin bikilen bélgeskidenerji miktari artarken
diger kisimlardaki elektrostatik enerji azalmaktaduw. bukilme ve kivrilma DNA’nin yapisina
zarar verirken kolayca kirilmasina sebep olur (8khle ark., 1994). Sodyum klorir DNA
izolasyonunda kirmizi kan htcrelerini ve trombaesitlparcalamak igin kullanilir. Bk tuz
konstrasyonlarinda DNA supersarmali daha fazlarageé sarmal tekrar kapanamaz ve
elektrostatik icerikleri baskilanir. 30 yildir yégm calsmalara gore elektrostatik enerjigdr
faktorlerden on kat daha fazla etkilenir (Schliegkark., 1994). Kanin toprak ile biglmesinden
sonra DNA dgal faktorler olan sicaklik, nem ve tuz konsantrasya maruz kalir. Tamar'a
gore tuz supersarmal DNA'da, kapali dairesel DNA®@ausu gibi dggrusal DNA'nin da
yuvarlak bdlgelerinde regulatér rolu oynar. Konsasyondaki bu d#siklikler DNA'ya cok
blytk zararlar verirler (Tamar ve ark., 1994). Yu#laki goriglerden sonrgunu soyleyebilir ki

tuz hem dairesel DNA'nin hemde lineer DNA'nin kiugiikvarlak bélgelerinin yapisini bozar.

Nehir kenari topraklarinda DNA miktarinin ¢cok azgicdhoruldi. Kan dokulir dokiulmez
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miktarinin sonraki ginlerde alinan drneklerde cakd digtigii goruldi. Be giin sonra alinan
Ornekte 1146 ng/ul dlcilen DNA miktari ilk gline olayari yariya dgtti. Bu miktar diglisti son
O0rnese kadar devam etti. 60 guinin sonunda DNA miktarnggil'ye kadar dgti. Buradaki
disUsu etkileyen en buyuk faktorler su ve sodyum konsmyonudur. DNA'nin saflik orani
(OD degeri) iki ay icinde 1.5- 0.38 araiinda oOlculdi. DNA'nin zamana gore ggafide en fazla
dists bu orneklerde gorildi (Tablo 13ekil 12). Nehir kenarindan alinan érneklerin izgtas
yontemlerinin iyi olmasina kan disik DNA miktarlari gozlendi. Bu da 6rnek toplama
noktasinin c¢evresinde mikrobiyal bgikdarin  bulundgunu goéstermektedir. Bu sonuclar
izolasyon sonrasinda yapilan agaroz jelde farkitlaan gortlmesiyle dgrulandi.

Tark deniz kiyisindan alinan 6rneklerinde daha&uyo desisimler gorildd. Pakistan
ornekleriyle kagilastinldiginda Turk 6rneklerinde yuksek tuz konsantrasyonbagi olarak
biyolojik materyallerde daha fazla bozulma gorildRieterin yaptgl argtirmaya gore tuz
DNA’'daki molekiler dinamik hareketleri etkilemekiedYlksek tuz konsantrasyonunda DNA
stpersarmal zincirinin dizgin ancak fazla sert @idudisik tuz konsantrasyonunda ise
DNA'nin zayif sarmal ve ¢cok hareketli olgw belirtiimistir (Dieter ve ark., 2004). Bu gGgiér
DNA dizisindeki kirilmalari ve bozulmalarin sonugta gdstermektedir. 5 ve 10. giinden sonra
alinan orneklerin saflik gerlerinin ¢cok kot oldgu goéraldi. DNA miktarlari ilk ginden 60.
gune kadar 1900 ng/ul den 93 ng/ul'a kadagndligtir (Tablo 15,Sekil 17). DNA safliklari
(OD deserleri) ise ilk ornekte 1.5 iken gkr glnlerde oldukca dik deserlerde dlculdi
(Wilfinger, W., 1997, Glasel, 1997; Manchester, 899 Normalde diiik safliktaki DNA, PCR
icindnerilmez. Kestle Mayer testinde pozitif sonugren bazi 6rnekler PCR ile amplifikasyon
sonucunda negatif sonucglar vestini Meyer ve arkaddarina(2006); Cox M. (2001) gore
Ornekte oksidasyon olmasi yanpozitif sonu¢ verebilir. Bu drneklerdeki renkgigmleri tuz
varligindan da olabilir. Nehir kenarindan alinan drneddeyliksek tuz konsantrasyonu vesiaki
pHa b&li olarak beklenmeyen sonuclar elde edildi YUksek konsantrasyonu 6rnekler kadar
genetik analizor icinde zararhdir. Bu yuzden yikte konstrasyonu igeren orneklerin kapiller
elektroforeze uygulanmasi tehlikeli olabilir. Buoptemi ¢bzmek icin pek cok agaicinin
onerdgi gibi PCR yapmadan o6nce oOrneklerin 1-2 kez safibmasi gerekmektedir. PCR
aranleri %2’lik sodyum asetat ile saftaildi. Bu saflgatirmadan sonra ornekler genetik
analizorde cafildi. Orneklerden az sayida profil elde edildi vataminasyon ve alel gineleri
goraldi (Tablo 19).
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Weiliang’a gore elektrolit zeminindeki (BGE) ortaikseklikteki iyonik konstarasyon,
joule 1sinmasi ve piklerin yapisinin bozulmasind gogar. 0.5 M tuz konsatrasyonu olan
orneklerde BGE konsantrasyonu ve orneklerin komaawbnlari dengelenginde dgrudan
analiz yapilabilir. Kapillerin merkezindeki sicakli280 LA iken 49°C hesaplandi. Yuksek tuz
konsantrasyonu elektroforetik ve elektroozmotik m@b de buyuk Olcide zararlar
yaratmaktadir (Weiliang ve ark., 2005). Analiz editoplam 19 6rnekten yalnizca 5 6rnekte tam
genetik profil elde edildi. 5. ginden 60. giune kad&an dger 6rneklerde kontaminasyon,
mikrovaryant aleller, ditik pik yukseklikleri, stutter artefaktlar ve ekspikler goruldi. Analiz
sonuclarindaki ekstra pikler, farkli pik yuksekékl analizlerin yorumlanmasini ve alellerin
tanimlanmasini zorairdi. FGA ve D21S11 lokuslarinda sebebi bilinmeygrk fazla pik
gOzlenirken, yiksek polimorfizm gosteren Pentalusmnda fazla pikler ve mikrovaryant aleller
gorulmedi (Moller, A. ve ark., 1994 and BrinkmarB, ve ark., 1997). Elektroforezde tiim
lokuslarin dgil sadece bazi lokuslarin gorilmelerinin sebebi RA#bitorleri (hem bilgenleri,
yuksek tuz konsantrasyonu, EDTA veya bazi boyak) veya DNA &rnginin yikilmasi
olabilir. Bu problemin ¢6zimu icin insan DNA miktailctlmeli ve daha fazla kalip eklenmeli,
amplifikasyon tekrar edilmeli, tuz miktari glirilmeli ve DNA'nin saflatirilmasinda Amicon
Centricon-30 kolonlar kullaniimalidir (GenScan Refee Guide, 2000). Bu tir érneklerde PCR
baslamadan dnce GC enhancerlar kullanilirsa iyi saruglinabilir ve PCR’da PCR solilisyonu
kullanilmahdir. Saflgtirma yontemlerinin gedtirilmesi ile daha iyi sonucglar alinabilir ve
kontaminasyon ve alel dineleri dnlenebilir §ekil 19).

Farkl orijinlerden lekeli topraklarin inorganik alizi icin induktif elesmis plazma -
Kitle spektrometresi (Inductively coupled plasmaMass spectrometry - ICP/MS) kullandi
Calismanin ICP-MS bdolimiinde, 3 tane Sertifikali TopradRans Materyali (CRM) secildi ve
Pakistan ve Turkiye’den alinan 4 tip toprak @inein kullanildi. Standart referans materyaller,
organik madde bakimindan zengin topraklar (bah¢cmerarlik toprak 6rnekleri) igin Referans
Topluluk Burosu Avrupa Komisyonundan CRM 700, denrer celik (kumsaldan alinan toprak
ornekleri) icin Cin Ulusal Analiz Merkezinden CRMJ02 ve hafif kumlu toprak (gaat alani
toprazl) icin Cek Metroloji Enstitusinden CRM 7002’ difTopraklar, % 65lik HNQ
kullanilarak ya yakma maruz birakildi. Bu yontem farkh gtremacilar tarafindan kullaniligmve
iyi sonuclar alindii bildirilmistir (Kovacs ve ark., 2000 ve Melaku S ve ark., 200B0prak
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orneklerinin ya yakmasi icin HN@ tercih edilmesinin nedeni hem aromatik hem deatikf
organik bilsikler ile kolaylikla tepkimeye girmesidir. Gorsu¢h970) alkol ve karbohidrat gibi
hidroksi bilsiklerini yikseltgemek icin HN@ile yas yakma kullanilabileggéni bildirmektedir.
Boylece bitki 6rneklerinin hazirlanmasinda (Kovatsal., 1996) kullanilan genel prensibin,
toprak icin de dgrulugu tekrar kanitlanmgtir. 1 g kuru toprak igin 6 ml nitrik asit igcin Kahildi.

1 g kuru girlhiga sahip topraktaki element konsantrasyonu yetetaksgitiksektir. Analitlerin bu
araliktaki anlamli farkliginin dguk oldusu goruldi. Topraktaki elementel konsantrasyonun
yuksek dgerinden dolayi, kurugrhk arttirildiginda hassasiyet ayni kalir. Bu nedenle, yukarida
bahsedilenlere dayanarak, % 65'lik 5 %cINO; ve 1 g kuru grlik kullanimi tavsiye
edilmektedir (Kovacst al., 2000). Ya yakmasindan sonra, érnekler ICP-MS’e verilmederetn
internal standart olarak indiyum kullanilarak hkndi. ICP-MS’ ten elde edilen veriler
karmaiktl ve bunlari dgerlendirip sonu¢ elde etmek oldukca gicti. Adlirédpincelemesinin
standardizasyonu toprak drneklerininsitiéi gi nedeniyle zordur (Cengiz S ve ark., 2004). Bu
nedenle, ayni gin icerisinde topma farkhh kisimlarindan toplanan toprak &rneklamini
ortalamasi alinmgtir. Bu uygulamadaki amag, verilerin dizergitideki devamlilgi sgzlamaktir.
Q-testte diizenlenen verilershés ve dglama icin kullanildi. Bu test tutumlu bgekilde ve bir
veri setinde asla birden fazla kullanilmamalididti verilere Q Test uygulamak igin, yikselen
deserler sirasina gore veri dizenlenir ve Q hesapi@esan R. B., 1951). Bu test sonrasinda
elde edilen veri dgerleri normalize edilir. Normalizasyon, 0 ve 1 vej@ 1] aralginda
performans indeksi olarak benzerlik veya uzakliirkaktir. Kendi dgerlerinden elde edilen
veri indeksini 0 ve 1 ara@linda dizenleme ve ddgtirme sureci olan normalizasyon, verileri
karsilastirilabilir - hale getirmek icin kullanilir _(http:/Apple.revoledu.com/kardi/tutorial

/Similarity/Normalization). Bu prosesin ardindannah ICP-MS verileri dgerlendirildiginde
toprak Orneklerinin her birini birbirinden ayirmada sonuglar verebilecek, oldukg¢a olumlu ve
anlailir veri deserleri (Tablo 22-29) elde edildiki tilkeden alinan farkl toprak érneklerinin
inorganik elementel bikgmi degerlendirildi.

Bahcelerden alinan toprak drnekleri icin CRM 700awldi. Normalizasyonun ardindan,
Na'un degeri 1 olarak kabul edildi ve elementel Bilmi incelendi. Veriler, farkh araliklarda
toplanan elementler icin derler arasindaki yakirgh gostermektedir. Topgan negatif dgerleri
ile kailastinldiginda, dgerler herhangi bir digsim olmaksizin neredeyse ayniydi. Ortalamadan

sapan birka¢ element vardi ancak buyukugdugu aralik icerisindeydi. Cevrenin ve zamanin
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elementel bilgimdeki etkisi ya ¢ok azdi ya da hi¢ yoktu. Negétiheklerle kagilastirildiginda
sadece civa ve kiun ortalama dgerden sapma gostemni. Q-test ve normalizasyon ile
dizenlenemeyen c¢ok buyik miktarda civa veskarvardi. Bu iki element gerleri arasinda
herhangi bir yakinlik veya uyum yoktu. g&ir elementel deerler birbirlerine oldukga yakinlardi.
Pakistan’daki bahce topienda Cd, Pb, P, Cu ve Be (Tablo 24) icin syadonuclar elde
edilirken, Turkiye'deki bahge topganda Cd, P, Ca, Cr, Zn, As ve Be’ da (Tablo 2Zreq
diger elementler normalize edilgndezerlerden sapsi gozlendi. Dger elementler negatifler ile
ayni degerleri gostermgtir. Bahce toprak ornekleri arasinda 20 elemenitli Ayni kalirken 7’si
sapma goOstergtir. Bu sonuclara dayanarak adli toprak oOrnekleriomlarin elementel
bilesimlerini karilastirarak yapabiliriz. Pakistan toprak ogmde kiyasladgimizda Turkiye'deki
bahce topra 6rnesinin ayiriciligl daha dsikken Pakistan’daki elementleringdlerinin yuksek
oldugu belirlenmitir. Benzer elementlere ait gerlerin yiksek oldgu Pakistan toprak érnekleri
ile kawilastinldiginda Turkiye’den toplanan bahce togirérnekleri, elementler arasindasdi
bir ayrim gosterdi. Fakat bitiin bu 20 elementimndia, ger 13 element ayni elementel ifai
gosterirse, bahce tognai toprak topgrafisini ve bolgesini tanimlamada gugcli bir araarak
kullanabiliriz.

Ayni sekilde iki Ulkedeki mezarlik topga standart toprak (CRM 700) kullanilarak
incelendginde civa hesaplanamayangdgk degerler gosternstir. Normalize dgerler e&ser Hg
deserini 1 kabul edersek oldukcga ytksek olur, bu yizékg deerleri veri analizinde dikkate
alinmamstir. Sodyum dgeri yeniden 1 olarak kabul edildi. Pakistan mekadprazinda sadece
Hg icin sapma gozlenirken, Turkiye'deki mezarlilptaiinda ise Cd, Hg ve Be’'da (Tablo 23),
normalize dgerlerden sapmalar goruldid. Go6zleme dayanarak 2fesien 3'U elementel
bilesimlerine dayanarak negatif toprak drnekleriyle lsigaamazken, 17 tanesi togra bolgesi
ile ilgili iyi bilgi verir. Turkiye’deki mezarlik bprak 6rngi kiyaslandginda Pakistan’daki
mezarlik toprginin adli agidan ayrim gucinin daha fazla dglachstinilmektedir. Boylece
mezarliktan gelen topgen analizi, CRM 700 standardi kullanilirsa iyi sqlau elde edilebilir.
Mezarlik topr&l, yuksek ayirim gucine sahip ofluigin diger topraklardan ayirt edilebilir.

Iki Ulkedeki inaat sahasindan alinan toprak ornekleri icin CRM27R0llanildi. Bu
topraklarin normalize edilmidegerleri, toprak bilgimleri arasinda karlastirilabilir sonuclar
gosterdi. Turkiye'deki igaat sahasina ait pozitif (kan iceren) ve negagifédk drnekleri arasinda

Hg ve Pb icin negatif derler gbzlendi. Ancak Pakistan toprak orneklerigdeilen Hg ve Pb



80

deserleri ise farklilik gostermgtir. Bu durum bir veri hatasi olabilir, ¢ciinkii Hg ¥ neredeyse
bitlin toprak tiplerinde oldukga tutarsiz sonuglarnvektedir (Tablo 26). Na deri 1 olarak
distnuldu ve veriler analiz edildi. Verilerde sifir @i gosteren Hg ve Pb hari¢,gdr bitiin
elementler inorganik bigm olarak olduk¢ca benzerdir. 20 elementten 18'iplaaildgi
zamandan amsiz olarak birbirleriyle uyum iginde olgu gorialmitir. Bu durum elementel
bilesimine dayanarak gaat toprginin diger toprak tiplerinden ayrimini agik¢ca gostermektedi
Pakistan’dan getirilen gaat toprg ornekleri Cd, Pb, Ba, P, K, Co ve Hg gibi elentenle
sapma gostermektedir (Tablo 27). Busw sekilde aciklayabiliriz, Pakistan’da gaat toprgi
deniz kenarindan alinmaktadir ve bu alanlarda bilpiktarda atik kontaminasyonu vardir. 5
tane element (Hg ve Pb hari¢), 1 olarak alinan Naiaerinde dgerler gostermsiir. Batin
elementler arasinda elementel bir benzerlik gostef@irkiye’den olan topraklar ile
karsilastiriidiginda ayirim gucunin daha giktir. Bu sonuclarla waat alani toprak tipi
normalizasyon teknikleri ile incelenebilgpei ve diger Ornekler ile kaglastirilabilecesini
acikca soyleyebiliriz. Hg ve Pb icin bu toprak tige daha fazla ¢cama ve incelemelere gerek
duyuldysunu dginmekteyiz.

Deniz kenarindan alinan toprak icin CRM 73002 kulth. Alinan topraklarda Na
konsantrasyonu acgisindan buyutk bir farkliik var@u farklihk Turkiye'deki érnekler deniz
kenarindan alinirken, Pakistan’da nehir kenarinddmmasi sebebiyledir. Sadece Hg
deserlerinde sapma goruldi ve bu veri dikkate alinmalyalslandi. Sodyum dgeri 1 olarak
kabul edildi ve veriler incelendi. 20 elementteriulBitin orneklerde ayni derleri gosterdi,
burdan da deniz kenari tograin inorganik bilgimini incelemek icin kullanilabileggni acikca
gorebiliyoruz (Tablo 28). 19 element arasindakiZeelik bu topr&! adli incelemeler yoninden
en elvergli toprak haline getiriyor. Ayni durum Pakistanidalinan nehir kenari érneklerinde de
gecerlidir, veriler incelengdinde 19 element ¢ok yakin glerler gosternstir (Tablo 29). Sadece
Hg deseri ¢cok yuksekti bu nedenle gkylendirme dy tutuldu. Tiarkiye ve Pakistan’daki su
kenari toprak orneklerinin ICP-MS’'ten sonra ortaggkan yuksek ayrim gucu, elementel
bilesimin ayni kaldgini gostermitir. Su kenari topra adli toprak analizinde guvenle
kullanilabilir ve sadece toprak tipi ile ilgili lgl vermekle kalmaz ayrica elementel kit
hakkinda da faydali bigiler vermektedir.

Bu calgmada Lazer Aindirma ICP-MS ile adli sogturmalarda toprak delillerinin

incelenmesinde numune c¢ok az miktarda bile olsa, hggivenilir ve kesin sonuclar elde
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edilebilecgi gosterilmitir. Normalize edilen dgerler kasilastirildiginda; ayni topraklarin
elementel analiz sonuglari i¢cin ayni, bunashde farkli topraklar icin farkli normalize derler
elde edildi. Topraklarin bu yontemle farklilandabllecei anlaiimistir.Yas yakma, LA ICP-
MS, Q-test ve Normalizasyon gibi tekniklerin RBilmi, toprazin elementel bilgminin

karsilastirilmasinda oldukga buyuk etki ve ayrim gucglaaistir.
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VI. OZET

1985°ten beri adli tipta ve kriminal incelemelerd@yolojik materyalin DNA’sInin tiplenmesi en
guclu gerec haline gelgtir. Toprak, pek c¢ok kriminal olguda, bir sucluyaya kurbana
tasinabildigi icin, kriminal incelemelere delil tayicisi olarak 6nemli bilgiler ggayabilir.
Toprazin yer yer var olan gélili gi, bir suclu ile bir olay yeri arasinda gati kurabilmek igin
onu c¢ok dgerli bir delil yapmaktadir. Bu ¢gimada bir gonulliden alinan kan kullanildi. Kan
ornekleri, dgal cevresartlarinda belirlenen topraklara dokildi. Ornek alsistematik olarak
yapildi. Tam d&rnekleri kapsayan uygun bir DNA ixjan yontemi gedtirildi. Farkh
bdlgelerden alinan 6rneklerde zamana ve cevresell&m b&li olarak farkl etkiler gozlendi.
Bahce, mezarlik ve nehir kenarindan toplanan oemd&l cok fazla miktar azalmasi vesdk
saflik degerleri gozlendi. Humus, tuz konsantrasyonu, suisv®NA Uzerinde en fazla etki eden
kosullar olarak belirlendiinsaat alanindan alinan érneklerde DNA'nirgati topraklara oranla
daha uzun sireli korungu goéruldi. PCR kiti, hedef bdlgelerden DNA gattmak icin
kullanildi. Bu cgaltilan 6rneklerin kapiler elektroforezi icin ABlegetik analizor kullanildi.
Orneklerin ¢gunda kontaminasyon, alel ghiesi, stutter artefakt goruldi ve bazilarinda ise
cogalma olmadi. Nehir kenarindan alinan ornekleritetigesinde yiksek tuz konsantrasyonu

sebebiyle olumsuz sonuclar gézlendi.

Farkl orijinlerden lekeli topraklarin inorganik alizi icin induktif elesmis plazma -
Kitle spektrometresi (Inductively coupled plasnMass spectrometry - ICP/MS) kullandi. Ayni
topraklardan farkli zamanlarda alinan drnekleriralian sonuglarinin birbirlerini  tutmagh
goruldi. Sonra deerler Q-test ve Normalizasyonlari hesaplandi. Ndirmaedilen dgerler
karsilastirildiginda; ayni topraklarin elementel analiz sonuclam iayni, buna karik farkli
topraklar icin farkli normalize derler elde edildi. Topraklarin bu ydntemle
farklilandirilabilecgi anlasiimistir. Sonug¢ olarak ICP-MS adli topraklarda elemeraedlizde

kullanilabilecek alternatif bir ydntem olabilir.
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VIl. SUMMARY

Soil can provide important information to criminalvestigations as transfer evidence
because many criminal cases take place under cstamees such that soil transfers to a criminal
or victim. The variation in soils from place to pdamakes soil valuable evidence to prove
linkage between a suspect and a crime scene. Btoodvolunteers was drawn and these soils
will be stained with blood by spraying or puttinghete blood onto the soil in natural
environmental conditions. Sampling was being dona very systematic way. After the soil has
been collected, the proper procedure for the etrmof DNA from these soils was developed,
estimation was done for DNA extracted from each. sibiwas noticed that there was a
tremendous effect of time period and environmenttloe samples collected from different
locations. The soils from garden, graveyard andalchank shows a great decrease in yield as
well as quality with time. The humus, salt concatim, water and heat have remarkable effect
on DNA. While the soils from construction area doetheir persistant nature can hold the
biological samples for longer period of time thahey soils. PCR kit was used to amplify DNA
from the targeted regions. Results were analyséuyu&Bl genetic analyzer. The issues of
contamination, allele/locus dropout, stutter and awoplifications were faced. The samples
collected from canal bank were difficult to genagypecause of high salt concentration which is

harmful for genetic analyser too.

Inductively coupled plasma coupled to mass spectom(ICP-MS) analyses the
elemental composition of the soil. This technigaa be helpful in finding out the differences
among inorganic components of soils collected fdifferent origin. The soils samples were
prepared using nitric acid extraction procedure aede introduced to ICP-MS for differential
analysis. The avarages were taken, Q test wasedppdi reject the un wanted data and
normalization was calculated for every sample. Ijinthe comparison was made among soils
from different origins. The elemental compositi@miains the same when collected in different
period of time but significant values were obtairfedthe soils collected from two countries.
The results shows the imporance of ICP-MS for fei@soils which can be differentiated based

on their elemental composition.
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