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ONSOZ

Bu calisma ile kazi alanlarindan elde edilen iskelet 6rneklerinden DNA eldesi ve
bu DNA’nin eldesi esnasinda kullanilacak olan yontemlerin karsilastirilarak optimize
edilmesi amaclanmistir. Test edilecek olan iki temel metodun, DNA kazanim
oranlart ve PCR inhibitorlerini yok etme basarilar1 karsilastirilarak, antik DNA
calismalari i¢in hangisinin daha uygun oldugunun belirlenmesi hedeflenmistir.

Yaptigimiz c¢alisma, iilkemizde ilk kez kazi alanlarindan elde edilen insan
iskeletleri lizerinden DNA elde etmek i¢in kullanilacak metotlarin gelistirilmesini ve
karsilastirilmasini igermektedir. Bu sayede iilkemizde ve diinyada kullanilmak {izere
hem antik DNA ekstraksiyon metotlarinin gelistirilmesini, optimize edilmesini ve
karsilastirilmasimi saglanacak hem de iilkemiz adina olduk¢a yeni bir alan olan
molekiiler antropolojiye ve antik DNA ¢alismalarina metot bakimindan 6ncii olacaktir.
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1. GIRIS

Antik DNA (aDNA) calismalar1 her ne kadar arkeolojik ve paleontolojik
ornekler tlizerinde yapilan DNA ¢aligmalar1 gibi algilansa da Hummel (2007), ileri
derecede hasar gérmiis ve DNA ayristirmast i¢in 6zel kosullarda tutulmamis biyolojik
ornekler iizerinde yapilan DNA elde etme ve analiz ¢alismalarini aDNA ¢alismalari
olarak tanimlamaktadir. Bu c¢alismalar Higuchi ve meslektaglar1 tarafindan 1984
yilinda soyu tiikenmis bir zebra tiiri olan quagga’nin bir parca DNA’sinin elde
edilmesi ve dizilenmesi ile baslamistir (Higuchi ve ark., 1984). Hemen ardindan
Péadbo’nun yapmis oldugu calismalar bunun yalnizca miizede bulunan 6rneklerle kisith
olmadigini ve binlerce yil geriye doniilebilecegini gostermistir (Paabo, 1985, 1986). O
donemde DNA’nin dizilenmesindeki laboratuvar yontemlerinin ve tekniklerinin
yetersizligi (bakteriyel klonlama gibi) bu alana bir engel olusturmus olsa da 1980’lerin
sonlarinda gelistirilen polimeraz zincir reaksiyonu sayesinde bu alandaki ¢alismalar

tekrar hiz kazanmastir.

DNA’nin yapisinda biyolojik bilgiler depolanmaktadir. Yasayan bir
organizmanin her bir hiicresinin yasamsal faaliyetlerini yerine getirebilmesi i¢in
gereken her tiir bilgi bu molekiilde saklidir. Bu bilgiler 6liimden sonra bile bizlere
organizma hakkinda bilgi vermektedir. Bu bilgiler, tiir filogenisi, popiilasyon tarihi ve
filocografya, hominidler ve insanlik tarihi, beslenme ve davranis, enfeksiyon
hastaliklar1, evcillestirme kokeni ve adli olaylar hakkinda yorum yapabilmemize
olanak saglamaktadir (Paabo ve ark., 2004; Poinar, 2003). Fakat modern genetik
analizlerin aksine, aDNA ¢alismalar diisiik kalite DNA ile karakterize olmustur. Bu
durum analizden alinabilecek sonuglar1 kisitlamaktadir. aDNA’nin diisiik kalite
olmasmin en biiyilk sebebi zaman, sicaklik, serbest suyun varligi gibi faktorlerle

ilgilesim i¢inde olan DNA’nin bozulmasi (degradasyonu) durumudur.

Canli hiicrelerde DNA’nin enzimatik olarak diizenlenmesi siirekli olarak devam
eden bir islemdir. Canliligin kaybolmasiyla duran bu enzimatik diizenleme DNA’y1

olusacak bozulmalara kars1 agik bir hale getirir. Bunun yaninda liimle birlikte bozulan



biyokimyasal denge sonucunda serbest hale gelen lizozomal niikleazlar gibi katabolik
enzimler DNA’y1 oldukga hizli bir sekilde yikmaya baglar (Paabo ve ark., 2004).
Nadiren goriilen hizli bir sekilde kuruma, donma gibi bazi durumlarda DNA normale
gore daha yavag bozulabilir. Ayrica mineral matriks tarafindan absorbe edilmis olan
genetik materyal dis etkilere karsi (enzimatik, mikrobiyal vb.) daha dayanikli olabilir
fakat kimyasal degradasyon nihayetinde DNA’y1 etkilemeye baglayacaktir. Bu
bozulma siiregleri aslinda canli hiicrelerin de her an karsilastig1 olaylardir ve DNA
lizerinde olusan bu bozulmalar siirekli olarak DNA onarim sitemleri tarafindan
diizeltilmektedir. Ancak Olim sonrasinda hiicresel tamir mekanizmalariin

bozulmasiyla olusan hasar katlanarak artar ve geri doniisiimsiiz kayiplar olusur.

aDNA calismalarinda kullanilan 6rneklerin biiylik bir kismi arkeolojik
kazilardan elde edilen 6rneklerdir. Uygun kosullar altinda saklanmamig olmasinin yani
sira bulundugu ortam nedeniyle pek ¢ok kimyasala maruz kalan 6rnekler, yapilacak
aDNA c¢alismalarinda yararlanilacak olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yonteminde kullanilan enzimatik reaksiyonlar1 inhibe edebilecek bilesenler
icerebilirler. Bunun yan1 sira 6rneklerin kazi alanindan ¢ikarilmasindan sonra maruz
kalacag: hatali islemler de bu bilesiklerin 6rnegi kirletmesine sebep olabilir. Bu
inhibisyon, yetersiz DNA ¢ogaltimina ve/veya hatali DNA ¢ogaltimina neden olarak
PCR’1n basarisiz olmasina ve hatali sonu¢ vermesine neden olabilir (Iyras ve Dogan,

2015).

Yukarida belirtilen nedenlerin yanit sira aDNA c¢alismalarinin en zorlu
yanlarindan birisi de modern DNA veya mikrobiyal DNA ile kontaminasyondur. Ne
yazik ki aDNA c¢alismalarinin gegmisinde bu tarz hatali sonuglarla siklikla karsi
karstya kalmmustir (Grigorenko ve ark., 2009). Ozellikle laboratuvar igi ¢aligmalar
esnasinda olusabilecek kontaminasyonlar, aDNA calismalarindaki en temel
problemdir ve bu yiizden de laboratuvar asamasindaki islemler ve yontemler aDNA

analizlerinin anahtar basamagidir.



Son yillarda aDNA literatiiriindeki makalelerde DNA izolasyon yontemi olarak
basarili sonuglariyla bilinen birkag yontem On plana ¢ikmaktadir. Bunlardan birisi
1996 yilinda Baron ve arkadaslarinin ekstraksiyon amaciyla fenol kloroform
yontemini kullandiklar1 ¢alismadir (Baron, 1996). Basarili oldugu gosterilmis olan
diger bir protokol ise 1993 yilinda Hoss ve Paédbo tarafindan gergeklestirilen silika
ekstraksiyon yontemidir (Hoss ve Paabo, 1993). Giiniimiizde onerilen ve basarili
olduklar1 kanitlanmis bu protokollerin uygulamalarindaki kiigiik farkliliklarin kazi
orneklerinin durumuna, yasina ve i¢inde bekledikleri ¢evresel kosullara gore biiyiik

onem kazandig1 bilinmektedir (Hummel, 2003).

1.1 DNA’nin Yapisi

Canlilarda kalitimdan sorumlu molekiiliin deoksiriboniikleik asit (DNA)
oldugunun bulunmasi, bu molekiiliin yapisinin anlagilmasina yonelik calismalar
biiylik oranda arttirmistir. DNA yapisinda niikleik asitler, 5 karbonlu seker ve fosfat
bulunduran organik bir molekiildiir. ikili sarmal yapida, canliya ait tiim kalitimsal

bilgileri barindirmaktadir.

Bireyin cinsiyeti, karakteristik 6zellikleri ve kimliklendirmede kullanilan diger
farkliliklar1 kodlayan DNA zinciri, ancak bir mikroskop yardimiyla gorebilecegimiz
bir hiicrede sikica paketlenmis halde bulunur. Fakat bu yapi, onu sikica paketleyen
proteinler uzaklastirildiginda yaklasik 1,5 metre uzunlugunda, son derece kirilgan bir
molekiile doniisiir. DNA’y1 hiicreye sigacak sekilde sikica paketleyen proteinler bu
sekilde onu mekanik ve enzimatik hasardan da korur. Bu koruma hiicrenin yasamsal
faaliyetlerinin bitmesi ile son bulur ve DNA i¢in olumsuz kosullar baglar (Poinar ve
ark., 2003). Antik DNA ¢alismalarinda DNA 6rneklerinin yiiksek oranda par¢alanmis

olmasinin nedeni de bu olumsuz kosullarda uzun siire kalmig olmasidir.
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Sekil 1.1. DNA’nin yapisi (National Cancer Institute, 2015).

Insan hiicresindeki DNA’nin tamamu protein kodlamak igin kullanilmaz. Hatta
kodlanan kistm DNA’nin ¢ok diisiik bir ytizdesini kapsamaktadir. Kodlanan bolgelerin
disinda kalan DNA’nin iglevinin uzun siire anlagilamamasi bu bélgelerin bilim
adamlar1 tarafindan ¢op DNA olarak adlandirilmasina neden olmustur (Zuckerkandl,
1997). Ancak insan genom projesinin bugiin geldigi noktada DNA’nin ¢op olarak
adlandirilan bu béliimlerde de diizenleyici bilgilerin oldugu, evrimsel 6neme sahip
kisimlar ve bireyler arasi farkliliklar igerdigi goriilmiistiir (Biemont, 2010a, 2010b;
Doolittle, 2013; Doolittle ve ark., 2013). Dogrudan proteine doniismeyen bu
kisimlarda meydana gelen mutasyonlar hayati sorunlar olusturmadigindan yillar
boyunca birikerek canlilarda genetik varyasyonlar olusturmustur. Alec Jeffreys ve
ekibi yaptiklar1 c¢alismalar ile bu varyasyonlari adli kimliklendirme amaciyla
kullanmiglardir. Jeffreys o donemde Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

(RFLP) adi verilen teknik ile insanlardaki bu genetik farkliliklar1 goriiliir hale getirmis



ve adli olgularda insanlar1 kimliklendirmek amaciyla kullanmistir (Gill ve ark., 1985;
Jeffreys ve ark., 1985).

Ilerleyen zaman igerisinde molekiiler biyoloji ve genetik ¢alismalarinda devrim
yaratacak teknik bir gelisme yasanmistir. Hiicrede DNA molekiiliiniin kendi kopyasini
yapmak i¢in kullandig1 sistemi laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmesini saglayan
PCR teknigi elimizdeki DNA molekiiliiniin spesifik boliimlerinin ¢ogaltilarak daha
sonraki analizlerin gerektirdigi miktarlara ulasmamizi saglamaktadir. Bu gelisme adli
DNA analizleri i¢cin de Onemli gelismeleri beraberinde getirmistir. Bugiin PCR
tekniginin gelismesi Sayesinde olduk¢a az miktardaki DNA oOrneklerinden DNA
profillemesi yapilabilmektedir.

1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu belirli bir DNA par¢asinin milyonlarca kopyasini
cikarmaya yarayan ve yaygin bir sekilde kullanilan molekiiler biyolojik bir yontemdir.
PCR ilk olarak 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. Mullis gelistirdigi
bu teknik sayesinde 1993 yilinda Nobel Kimya 6diiliine layik goriilmiistiir.

Enzimatik DNA c¢ogaltma isleminin gerceklesmesi i¢in yalnizca birkag
komponent gerekmektedir. Reaksiyon i¢cin MgClz, KCI ve Tris igeren tampon ¢ozelti,
primerler, niikleotit bazlari, yiiksek sicaklikta stabil kalabilen DNA polimeraz ve
gercek DNA 0rnegi gerekmektedir. Buradaki primer ve polimeraz olarak adlandirilan
reaktantlar, DNA zincirinin ¢6ziilmesi sonrasinda enzim ile sirdiirilen DNA

kopyalama islemini saglamaktadir.

PCR metodunun 6nemli ve en biiylik pargasi termal dongiidiir. Termal dongii,
reaktantlarin tekrarlanan cesitli sicaklik dongtileri ile sicakliga bagli birden fazla

reaksiyonu gergeklestirmesini saglamaktadir.



PCR’m ilk basamaginda, c¢ift sarmal adi verilen yap1 yiiksek sicaklikla
birbirinden ayrilarak DNA denatiirasyonu (ergimesi) gerceklesir. Ikinci basamakta
sicaklik azalarak primerlerin komplementeri oldugu bolgeye baglanmasi gergeklesir.
Baglanma sonrasinda DNA’nin iki zinciri arasinda DNA polimerazin ¢aligmasi igin
bir sablon olusur ve DNA polimeraz enzimatik olarak serbest niikleotitlerden yeni
DNA zincirleri yaratir. Tekrarlanan bu siiregte yaratilan her yeni zincirin, yeni bir kalip

haline gelmesiyle katlanarak artan bir DNA kopyalama islemi gerceklesir.
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Sekil 1.2. PCR’1n basamaklar1 (Thermo Fisher Scientific, 2019).

Bu yontem, DNA klonlama, DNA dizileme, gen klonlama, mutasyon analizleri,
DNA tabanli filogeni, genlerin foksiyonel analizi, kalitsal hastaliklari teshisi ve takibi,
antik DNA’nin ¢ogaltilmasi, adli bilimlerde genetik parmak izinin analizi ve DNA
profilleme, patojenlerin tespiti ve enfeksiyon hastaliklarinin tanisi1 gibi pek ¢ok klinik

ve bilimsel alanda kullanilmaktadir.



1.3. PCR inhibitorleri

PCR inhibitorleri PCR esnasinda niikleik asitlerin kopyalanmasini engelleyen
faktorlerin her birine verilen isimdir. Yeterli DNA’nin bulunmasimna karsin PCR’1n
basarisiz olmasinin en biiyiik nedeni PCR inhibitérleridir. Inhibitorler genellikle DNA
polimerazin aktivitesini engelleyerek ya da DNA ile etkilesime gegerek reaksiyonu
inhibe ederler.

Inhibitérler, drnegin kaynag ile birlikte gelebilecegi gibi ekstraksiyon esnasinda
kullanilan KCl1 ve NaCl gibi tuzlar, sarkosil, SDS gibi iyonik deterjanlar, etanol,
izopropanol ve fenol gibi reaktifler de PCR inhibisyonuna veya PCR veriminin

diismesine sebep olabilir.

Antik Ornekler bulunduklar1 kosullar nedeniyle iistlerinde pek ¢ok inhibitor
barindirmaktadirlar. Antik 6rnekler ile calismanin en biiyiik zorluklarindan biri de ileri
derecede yikima ugramis DNA’nin yani sira bu inhibitorler ile basa ¢ikmaktir. Pek ¢cok
ekstraksiyon sonrasinda DNA elde edilmesine karsin inhibitorler nedeniyle PCR ile
DNA’nin ¢ogaltilamadig: literatiirde karsimiza ¢ikmaktadir. Cizelge 1.1.°de 6rnek

esliginde gelen inhibitorler tablolastirilmustir.



Cizelge 1.1. PCR inhibitorleri ve etki mekanizmalari

inhibitor

Etki Mekanizmasi

Referans

Antiviraller

Niikleotitler ile rekabet, DNA
uzama basamaginin inhibisyonu.

(Yedidag ve ark., 1996)

Bakteriyel Hiicreler

Niikleik asitlerin degredasyonu.

(Burkardt, 2000; Rossen ve ark.,
1992; Schrader ve ark., 2012; Weyant
ve ark., 1990; Wilson, 1997)

Civit Boyasi

(Shutler ve ark., 1999)

Deterjanlar (Sarkosil, SDS)

DNA polimerazin degredasyonu.

(Rossen ve ark., 1992; Saulnier ve
Andremont, 1992; Wilson, 1997)

EDTA

Mg** dahil metal iyonlarmnmn
selasyonu.

(Rossen ve ark., 1992)

Fenol

DNA polimerazin denatiirasyonu.

(Katcher ve Schwartz, 1994)

Hemoglobin, Laktoferrin

Demir iyonlarini birakma.

(Abu Al-Soud ve Radstrom, 2000)

Heparin

Niikleik asitlere baglanma.

(Satsangi ve ark., 1994)

Hiimik Asit

Niikleik asitlere ve enzimlere
baglanma/tutunma.

(Abbaszadegan ve ark., 1993)

Immiinoglobin G

Niikleik asitlere baglanma.

(Abu Al-Soud ve Radstrom, 2000)

Kalsiyum, Kalsiyum Iyonlari

DNA polimerazin inhibisyonu.
Polimerazin ko-faktorii ile rekabet.

(Abu Al-Soud ve Radstrom, 2000; Al-
Soud ve Radstrom, 2001; Bickley ve
ark., 1996; Eckhart ve ark., 2000;
Opel ve ark., 2010)

Kollajen

Niikleik asitlerde ¢apraz baglanma,
niikleik asitlerin kimyasal
yapilarini degistirme. DNA
polimerazi inhibe etme.

(John, 1992; Opel ve ark., 2010)

Melanin, Omelanin

DNA polimerazin inhibisyonu.

(Eckhart ve ark., 2000)

Metal Iyonlari

Primerlerin spesifitesinin azalmasi.

(Abbaszadegan ve ark., 1993)

(Abu Al-Soud ve Radstrom, 2000; Al-

Polisakkaritler

yapilarin1  degistirme.  Niikleik
asitlerle birlikte presipitasyon.

Miyoglobin DNA polimerazi inhibe etme. Soud ve Radstrom, 2001; Eckhart ve
ark., 2000; Opel ve ark., 2010)
Kalip DNA ile rekabet (Antik .
Modern DNA DNA calismalarinda) (Tamariz ve ark., 2006)
Niikleik asitlerde ¢capraz baglanma,
niikleik asitlerin kimyasal

(John, 1992; Wan ve Wilkins, 1994)

Proteinazlar

DNA polimerazin degradasyonu.

(Schrader ve ark., 2012)

Tannik Asit

DNA polimerazi inhibe etme.

(Abbaszadegan ve ark., 1993; Opel ve
ark., 2010)

Tuzlar (KCI, NaCl)

(Schrader ve ark., 2012)

Ure

(Khan ve ark., 1991)




1.4. Postmortem Orneklerdeki DNA Degredasyonu

Postmortem DNA'nin bozulmasindaki en 6nemli faktor, hiicresel niikleazlarin
endojen DNA'y1 bozma hizidir. DNA daha sonra bakteriyel, fungal saldirilara maruz
kalmaktadir. Kalan DNA’nin ise hidroliz ve oksidasyon ile hala kimyasal

degradasyona maruz kalmasi s6z konusudur (Poinar, 2003).

DNA molekiilii cogunlukla hidrolitik hasara meyillidir. Fosfodiester baglar
gorece stabil olmasina karsin glikozidik baz seker bagi dogrudan hidrolitik saldirinin
ana hedefi konumundadir. Ikincil amino grubuna sahip olan adenin, sitozin, 5-
metilsitozin ve guanin gibi DNA bazlari, amino gruplarin1 kaybederek sirasiyla
hipoksantin, urasil, timin ve ksantine déniisiirler. Ozellikle sitozinin urasile doniiserek
DNA zinciri ilizerinde C-G baz ¢iftinin T-A baz ¢iftine donlismesine sebep olur
(Friedberg, 1995).

Antik DNA hidrolitik olarak hasara ugramis bir molekiildiir. Izole edilip
cogaltilabilen DNA parcalar1 ¢ogunlukla 200-300 b¢ uzunlugunu agmamaktadir.
Bunun nedeni fosfodiester baglarmin depiirinasyonu ve hidrolitik kesimi ve de

kurumaya bagl olarak ger¢eklesen zincir kirilmasidir.

Antik DNA ayrica oksidatif olarak da hasara ugramis bir molekiildiir. Fosil
kalintilarindan ¢ikarilan DNA molekiillerinin endoniikleaz IV ve endoniikleaz III ile
kesilmeye yatkin oldugu ve bu nedenle oksidatif kararsiz bolgeyi igerdigi
gosterilmistir (Paabo, 1986). Daha yakin zamanlarda, gaz kromatografisi / kiitle
spektrometrisi teknigi (GC / MS) ile ¢esitli ortamlardan ve yaslardan birgok

paleontolojik numunenin oksitlenmis baz gruplari igcerdigi gosterilmistir.



1.5. Antik DNA ve Adli DNA

Antik DNA genel olarak miize 6rnekleri gibi bazi korunmus veya fosillesmis
biyolojik materyallerde bulunan DNA pargalarma verilen isimdir. Antik DNA
caligmalar1 1984 yilinda Russel Higuchi’nin bir quagga’ya ait 140 yillik bir deriden
iki kisa mtDNA bolgesinin sekansini yapmasiyla baglamistir (Higuchi ve ark., 1984).
Kisa bir siire sonra Svante Paabo, Misirli bir gocuga ait 2400 yillik bir mumyadan elde
ettigi bir DNA’dan, kisa bir DNA dizisi ¢ikarmistir (Paabo, 1985). 80’li yillarin
sonunda PCR’in kesfiyle bu ¢alismalar hiz kazanmis ve bagimsiz pek ¢ok grup
tarafindan aDNA c¢alismalar1 yapilmaya baslanmistir. Arkeoloji ve antropolojideki
aDNA uygulamalar1 gorece az olsa da genetikgiler ve adli bilimciler hem adli bilimlere
hem de insan evrimi ¢alismalarina uygun olan, STR, Y-STR ve cinsiyete bagl
dimorfik amelogenin geni gibi yeni genetik sistem ve teknikleri gelistirmeye ve

uygulamaya devam etmektedirler (Hagelberg ve ark., 2015).

Adli DNA profillendirmesinin temelinde DNA’nin polimorfik bdlgelerine
bakildiginda yerytiziindeki her bireyin (tek yumurta ikizleri hari¢) essiz oldugu gercegi
yatmaktadir. Aslinda gen bolgelerinin dizilimi agisindan bireylerin DNA’s1 ¢ok farkli
degildir. Ancak bu genomun kiiciik bir yiizdesini iceren benzer gen dizilimlerinin
arasinda bireyler aras1 farkliliklar gosteren polimorfik bolgeler yer alir. Gliniimiizde
adli DNA profillendirmesinde dizilim agisindan ayni olup tekrar sayisi agisindan
bireyler arasi farklilik gosteren STR (kisa bagh tekrarlar) bolgeleri kullanilmaktadir
(Butler ve ark., 2003). Birey ayriminin yapilabilmesi i¢in birden fazla STR bolgesinin
bir arada degerlendirildigi kitler kullanilmaktadir. Gilinlimiizde yaygin olarak
kullanilan STR kiti icerisinde 16 farkli STR bolgesi degerlendirilmektedir. Gelistirilen
kitler ile de STR profillendirmesi igin ihtiya¢ duyulan ornek miktar1 giderek
azalmaktadir (Grubwieser ve ark., 2006; Westen ve ark., 2014).

Ozellikle diger kimliklendirme ydntemlerinin miimkiin olmadigi, DNA’nin ileri
derecede hasar gormiis oldugu ve toplu gomii alanlarindan elde edilen Ornekler

tizerinden cinsiyet ve akrabalik iligkileri gibi kimliklendirmede kullanilacak bilgilerin
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elde edilmesinde DNA ¢alismalari olduk¢a 6nemlidir (Jobling ve Gill, 2004; Prinz ve
ark., 2007).

Adli bilimlerde ve antropolojik ¢alismalarda bireyin cinsiyetinin belirlenmesi
kimliklendirmenin ilk asamasi olarak biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu analiz antropolojik

yontemlerle yapilamadiginda siirece molekiiler genetik ¢aligmalar dahil olur.

Tibbi ve adli cinsiyet tayini i¢in PCR kullanilarak gesitli molekiiler metotlar
gelistirilmistir (Aasen ve Medrano, 1990; Akane ve ark., 1992; Cui ve ark., 1994;
Ebensperger ve ark., 1989; Nakahori ve ark., 1991). Fakat bu yontemlerin pek ¢ogu
antik DNA ¢alismalar1 i¢in uygun degildir. Clinkii cogaltilmasit gereken DNA pargasi,
rutin antik DNA c¢alismalarinda elde edilen DNA pargalarina gore oldukca biiyiiktiir.
Diger yontemler Y kromozomunun varligi veya yoklugu tizerine kurulmustur (Honda
ve ark., 1990; Hummel ve Herrmann, 1991). Bireyin cinsiyetinin belirlenmesinde en
temel yontem Y kromozomunun varliginin aranmasidir. Y kromozomunun sadece
erkeklerde bulunmasindan dolayi, Y kromozomu iizerinde var oldugundan emin
olunan gen bolgeleri ile yapilan ¢aligmalarin pozitif ¢ikmasi bireyin erkek oldugu
sonucunu verir. Ancak Ornekte bu calismanin basarili ve gilivenilir bir sekilde
sonuglanabilmesi icin kontrol edilmesi gereken gen bdlgesi sayis1 ve dolayisiyla
thtiyag duyulan DNA miktar1 bu uygulamanin adli ve antik DNA ¢aligmalarinda
kullanilmasimi olduk¢a zorlastirmaktadir. Bununla birlikte PCR sonrasinda Y
kromozomuyla ilgili bir bdlgenin ¢ogaltilmasi sonucunda bireyin erkek olarak
diistiniilmesini saglar iken Y kromozomu ile ilgili boliimiin ¢ogalmamis olmast o
bireyin kesin disi oldugu anlamina gelmemektedir. Bu sonug¢ yalnizca diisiik miktarda
ve diisiik kalitede DNA’nin elde edildigi ya da antik DNA c¢alismalarinda siklikla
karsilagilan bir durum olan, ¢esitli kontaminantlar nedeniyle PCR’1n inhibe oldugu
anlamina da gelebilir (Hagelberg ve Clegg, 1991). Bu nedenle giiniimiizde cinsiyet

tayininde STR kitlerine de dahil edilen amelogenin gen bdlgesinden faydalanilir.
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1.6. Amelogenin Gen Bolgesi

Amelogenin geni Y kromozomunun Ypll.2 bélgesinde ve bu bolgenin X
kromozomundaki homologu olan Xp22.31-p.22.1 bolgesinde bulunan tek kopya bir
gendir (Hummel, 2003). Bu gen dis enamelinde bulunan bir proteini kodlamaktadir.
Yakin ge¢miste X kromozomu {iizerindeki bdlgede 6 bg¢’lik bir bolgenin delesyona
ugramis oldugu kesfedilmistir (Mannucci ve ark., 1994; Thangaraj ve ark., 2002).
Dolayisiyla XY kromozomuna sahip bireylerde bu gen bolgesi ¢ogaltilip jel iizerinde
yuriitiildiigiinde iki farkli bant elde edilirken, XX kromozomuna sahip bireylerde
yalnizca tek bant elde edilir. Literatiirde en gok karsilagilan ve hala ticari kitlerde de
kullanilan Sullivan’in. kullandig1 amelogenin primer seti ile bu bolgeden 106 ve 112
be¢’lik iriinler edilmektedir. Cok nadir goriilen vakalarda Y kromozomunun da bu
delesyona sahip oldugu ve dolayisiyla hatali cinsiyet tayinine sebebiyet verebilecegi
belirtilmistir (Santos ve ark., 1998). Sekil 1.3.’de amelogenin gen bdlgesine ait bir

DNA dizisi ve bu bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan iki farkli primer gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Amelogenin gen bolgesi dizisi (NIST, 2008).
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1.7. Antik DNA Cahsmalar:1 ve Molekiiler Antropoloji

Molekiiler antropoloji 75 yildan daha eski olan antik biyolojik materyallerin
analizi olarak tanimlanmaktadir (Graham, 2007). Ileri derece hasar gérmiis ve DNA
eldesi i¢in 6zel kosullarda tutulmamis biyolojik ornekler tizerinde yapilan DNA elde
etme ve analiz ¢aligmalar1 genel olarak aDNA ¢alismalart olarak tanimlanmaktadir
(Hummel, 2003). Bu tanimlamadan yola ¢ikildiginda aDNA analizleri ile antik DNA
analizlerinin karsilasilan teknik giicliikler agisindan ¢ok sayida ortak noktasi oldugu

goriilmektedir.

Hizla gelisen teknolojiden molekiiler genetik ¢alismalari da olumlu yonde
etkilenmistir. Gilinimiizde az miktarlardaki orneklerden ve hatta fosillesmis
orneklerden bile DNA izolasyonu yapilabilmektedir (Hofreiter ve ark., 2001; Pruvost
ve ark., 2007). DNA ¢alismalarindaki en biiyiik zorluk DNA nin elde edilecegi 6rnegin
korunma diizeyidir. S6z konusu antik 6rnekler oldugunda da bu biiyiik bir sorun haline
gelmektedir. Bu c¢alismalarda segilen Ornegin niteliginin ve yapilmasi planlanan
caligmalara uygun olarak alandan ¢ikarilmasinin ve depolanmasinin DNA

korunumunu etkiledigi diisiiniilmektedir (iyras ve Dogan, 2015).

Antik DNA analizlerinde ve benzer problemlere sahip adli DNA analizlerinde
arastirmacilarin karsilastiklar1 glicliikleri {i¢ baslik altinda toplamak miimkiindiir.
1. Kontaminasyon
o Laboratuvar dis1
o Laboratuvar igi
2. DNA degredasyonu

3. PCR inhibitdrlerinin varligi

Kontaminasyon 6rnek laboratuvara ulasmadan meydana gelen kontaminasyon
ve molekiiler analiz gerceklestirilirken laboratuvar kosullarinda meydana gelen

kontaminasyon olarak iki sinifta ele alinabilir.
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Kontaminasyon tiim molekiiler genetik c¢alismalarinda 6nemli olmasinin
yaninda antik DNA ¢alismalari igin hayati bir sorudur. Bunun nedeni antik 6rneklerde
bulunan hali hazirda az ve diisiik kalitedeki DNA 6rneginin disardan gelen bulas DNA
ile rekabet edememesidir.

Kazi alanindan ¢ikarilan 6rnekler bulunduklar1 ortam kosullar1 nedeni ile pek
cok kontaminanta (bakteriler, mantarlar vb.) maruz kalmaktadirlar. Bunun ardindan
ornegin ¢ikarilmasi ve ¢aligma ortamina taginmasi siirecinde de pek ¢ok kisinin temasi
sonucu modern DNA kontaminasyonu séz konusudur. Ayni zamanda Orneklerin
birbirleri ile temas etmemelerine dikkat etmeksizin c¢alisilmasi Ornekler arasi
kontaminasyonun olusmasina da neden olmaktadir. Kazi alanlarinda calisan
antropolog ve arkeologlarin bulunan biyolojik materyallerden DNA analizi
gerceklestirilme olasiligini her zaman akillarinda bulundurmalari ve bu 6rnekler igin
alinacak onlemler acisindan antik DNA uzmanlar ile koordine olmalar1 hayati dnem
tagimaktadir. Kaz1 alaninda belirlendikleri andan itibaren DNA analizi yapilacak
ornekler ile antropologlar miimkiin oldugunca temasi1 azaltmali ve bunu saglayacak
ekipmanlar kullanmalidir. Orneklere temas sonucu olusacak modern DNA
kontaminasyonu Ornegin az miktarda ve zarar gérmiis olan DNA’smin analizini
olanaksiz hale getirecek ya da sonug alinsa dahi giivenilirligini etkileyecektir. Bu
nedenle Ornekler ile temas miimkiin oldugunca engellenmeli, kazida gorev yapan ve
daha sonra antropoloji laboratuvarlarinda 6rnekleri inceleyen uzmanlar ¢iplak elle
orneklere dokunmamalidir. Antik DNA calismalarinda en iy1 sonug veren orneklerin
recinede saklanmig Ornekler gibi cevresel etkilerden korunmus olarak saklanan
orneklerden elde edildigi goriilmektedir. Bu da bize 6rnegin korundugu kosullarin ve
elde edildikten sonra da o kosullarda tutuluyor olmasimin ne denli 6nemli oldugunu
gostermektedir (Brown ve Brown, 1994).

Ornek laboratuvara geldikten sonra molekiiler genetik uzmani tarafindan bir
seri kontaminantlardan arindirma (dekontaminasyon) uygulamasi gerceklestirilir.
Ancak bu uygulamalarin da 6rneklerin hassasiyeti diisiiniilerek yapilmasi énemlidir.

Kimi zaman iyi niyetle 6rneklerin dis kontaminantlardan temizlenmesi i¢in yapilacak
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uygulamalar da aDNA calismalarini i¢inden ¢ikilamaz problemlerle karsi karsiya
getirebilir. Laboratuvar kosullarinda dekontamine edilen ornekler i¢in en 6nemli
kontaminasyon riski daha once yapilmis ¢alismalardan arda kalan DNA pargalaridir.
Bu nedenle modern DNA c¢alismasi yapilan laboratuvarlarda aDNA c¢alismalari
yapmak bu riski arttiracagindan uygun degildir.

DNA c¢alismalar1 yapilirken sonu¢ alinmasini engelleyen en Onemli
sorunlardan birisi de DNA’nin ileri derecede pargalanmasidir (Graham, 2007).
DNA’nin pargalanmasi, dokunun bozulmasiyla birlikte gergeklesen tabii bir
durumdur. Ancak kazi c¢alismalarindan elde edilen 6rnekler bir dereceye kadar bu
dokularin bozulmasina neden olan kosullardan daha korunakli bir ortamda kaldiklari
icin giiniimiize kadar varliklarin1 koruyabilmislerdir. Bu ornekleri kazi ile ortaya
cikartmak var olduklart olumlu kosullardan da ¢ikartmak anlamina gelir. Bu agidan
DNA eldesi i¢in kullanilacak bir Ornegin, kazida kendisi i¢in ideal sartlardan
cikartildigi zaman herhangi bir uygulama yapilmaksizin DNA’nin bozulmasini
engelleyecek soguk ve kuru bir ortamda tutulmasi, DNA’nin daha fazla zarar
gormesini engelleyebilir. Oysa giinlimiizde kazilardan elde edilmis ve yillarca depo ya
da miize kosullarinda bekletilmis 6rneklerden DNA elde edilmeye calisilmakta ve

dolayisiyla DNA eldesindeki verim diismektedir (Iyras ve Dogan, 2015).

Genetik ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinin her alaninda yeni bir dénemin
baslamasini saglayan PCR’1n kesfi ile ¢ok diisiik miktardaki DNA bile kisa siirede
cogaltilabilir hale gelmistir. Antik Orneklerden DNA analizini etkileyen Kritik
faktorlerden bir tanesi de PCR’1n 6rneklerin i¢lerinde bulunduklart ortamdan kaynakli
olarak inhibe olmasidir. Toprak, igerisinde bulundurdugu mineraller ve diger maddeler
nedeni ile PCR inhibitorleri agisindan zengindir. Kuskusuz DNA elde edilecek drnegin
bu kosullarda kalma siiresi de elde edilecek DNA’nin kalitesi ve miktari ile de ters
orantilidir. Bu nedenle eski tarihli ve gérece daha yeni tarihli kazilardan elde edilen
DNA’nin kalite ve miktar verimleri karsilastirildiginda gorece daha yeni olan
orneklerin veriminin daha yiiksek olmasi beklenmektedir. Ancak kazi bolgelerinin
farkli toprak yapilarina ve farkli iklimsel kosullara sahip oldugu goz Oniinde

bulundurulmalidir. Bu farkliliklar kazilardan temin edilmis 6rneklerden elde edilecek
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olan DNA’nin kalitesinin ve miktarinin Ongoriilmesini olduk¢a imkansiz hale

getirmektedir.

Antik DNA ile ilgili literatiirde farkli 6rnek tipleri (kil, kemik, doku pargasi vb.)
tizerinde ¢alismalar yapildig1 gériilmektedir (Brown ve Brown, 1994). Aslinda her ne
kadar belli iskelet boliimlerinin daha iyi DNA sonucu verdigini gosteren ¢aligmalar
yapilmis olsa da molekiiler genetik uzmaninin elinde her zaman ¢ok fazla secenek
olmadigindan kendisine verilen 6rnekten sonug¢ almaya ¢alismak zorunda kalmaktadir.
Kompakt yapilar1 geregi kazi alanlarinda en yaygin olarak bulunan 6rneklerin dis ve
kemik 6rnekleri olmasi kaginilmazdir. Dis 6rnekleri {izerinde yapilan ¢alismalarda bu
orneklerden elde edilen DNA’nin miktarca az ancak nispeten daha yiiksek kalitede
oldugu goriilmektedir. Dis 6rneklerinden elde edilen DNA daha kaliteli olacagindan,
tek ya da birka¢ mutasyonun varligini tespit etmek i¢in yapilacak caligmalarda ya da
cinsiyet tayini i¢in yapilacak ¢aligmalarda tercih edilebilir. Ancak giiniimiizde giderek
yayginlasan yiiksek islem hacimli molekiiler tekniklerin gerektirdigi kalip DNA
miktara dis 6rneginden ulasmak miimkiin degildir. Bu durum arastirmacilar1 diger
iskelet boliimlerinden de kaliteli DNA elde etmek icin calismaya zorlamaktadir.
Literatiirde farkli iskelet boliimlerinin de DNA eldesi i¢in uygun olduklarini gosteren

calismalar bulunmaktadir (Leney, 2016; Misner ve ark., 2009).

1.8. Antik DNA Ekstraksiyon ve izolasyon Yontemleri

Iskelet parcalar {izerinde yapilan antik DNA calismalarinda DNA eldesi igin
temel olarak her yontemde bulunan 3 basamak bulunur. Bunlar dekontaminasyon,

demineralizasyon, ekstraksiyon - saflagtirma basamaklaridir.

Antik DNA i¢inde bulundugu kosullar ve DNA’nin kendi yapisinin hassasiyeti
nedeniyle oldukca hassas Orneklerdir. Bu nedenle taze oOrneklere uygulanan
yontemlerin antik drneklerde bulunan DNA miktarinda kayba neden olma ihtimali

sasirtict olmayacaktir. Fakat bununla birlikte 6rnekte bulunan kontaminant ve PCR
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inhibitorlerinin taze 6rneklere kiyasla fazla olmasi, ekstraksiyon ve izolasyon sirasinda

¢ok daha sert dekontaminasyon ve saflagtirma basamaklar1 gerektirmektedir.

1.8.1. Dekontaminasyon

Antik DNA c¢aligmalarinda kaginilmaz olan dekontaminasyon asamast,
ekstraksiyon basamagindan hemen dnce gerceklestirilmektedir. Bu asamada ornekler
seyreltik gamasir suyu ve distile su ile yikama, akan su altinda firgalama, UV’ye maruz
birakma gibi her biri mevcut DNA’ya hasar verebilecek yontemler uygulanmaktadir.
Dolayisiyla bu basamaklarin olabildigince kisa tutulmasi veya siddetinin azaltilmast,
elde edilecek olan DNA’nin daha biitiin ve cok miktarda olmasini saglayacaktir. Fakat
dekontaminasyon isleminin yeterli olmadigi ¢alismalarda modern DNA
kontaminasyonu ve PCR inhibitorlerinin varliginin kagmilmaz olacagi bir gergektir.
Dolayisiyla yapilacak olan g¢alismalarda ornegin dogru se¢imi, uygulanacak olan

tekniklerin esnetilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir (Apak ve Dogan, 2017).

1.8.2. Demineralizasyon (Dekalsifikasyon)

DNA iskelet pargalari igerisinde oldukga siki sekilde korunmaktadir. DNA’nin
aciga c¢ikarilmasi i¢in bu kompakt yapinin bozulmasi ve hiicrelerin agiga ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bunun igin literatiirdeki tiim ¢alismalarda toz haline getirilen kemik
EDTA ile muamele edilmektedir. Baz1 ¢alismalarda Orneklerin biitiin halde de
kullanildig1 goriilmektedir. Kalsiyumun selasyonu i¢in EDTA kullanim1 ortak
olmasina karsin, uygulama sekli ¢aligmadan ¢alismaya farklilik gostermektedir. Bu

farklilikla 3 grup altinda toplanabilir.

Tek Asamali EDTA Inkiibasyonu: Bu yontemde Ornegin iizerine ornegin
agirh@inin yaklasik 10 kati haciminde EDTA (0,5 M, pH 8.0) ¢ozeltisi eklenir.
Calismadan g¢alismaya farklilik gostermekle birlikte 18-24 saat ile 72 saate kadar
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calkalamali ortamda inkiibasyon yapilabilir. Bununla birlikte inkiibasyonun oda
sicakliginda, 4°C veya 56°C sicaklikta yapildig1 uygulamalar mevcuttur. Inkiibasyon
siireci sonrasinda ornek santriflij edilerek siipernatanta ekstraksiyon islemi uygulanir

(Hummel, 2003).

Cok Asamali EDTA Inkiibasyonu: Bu demineralizasyon ydnteminin tek asamali
EDTA inkiibasyonundan farki belirli periyotlarla 6rnegin santrifiij edilerek EDTA
¢Ozeltisinin yenilenmesidir. Burada siire genellikle EDTA ¢06zeltisinin berrak bir hale
gelmesine bagl olarak degismektedir. inkiibasyon siireci sonrasinda drnek santrifiij

edilerek slipernatanta ekstraksiyon iglemi uygulanir (Jakubowska ve ark., 2012).

Tek Asamali EDTA-Proteinaz K Inkiibasyonu: Diger iki demineralizasyon
yonteminden farkli olarak bu yontemde EDTA ¢ozeltisinin igerisine drnek basina
yaklasik 200 pg Proteinaz K eklenir. Bu sayede Proteinaz K inkiibasyonu i¢in ikinci
bir siire harcanmaz. inkiibasyon sicaklig1 ¢alismadan calismaya degismekle birlikte
literatiirde oda sicakliginda, 36°C ve 56°C sicaklikta olacak sekilde uygulamalar
mevcuttur. Inkiibasyon siireci sonrasinda 6rnek santrifiij edilerek siipernatanta

ekstraksiyon islemi uygulanir (Rohland ve Hofreiter, 2007).

1.8.3. Ekstraksiyon ve Saflastirma

DNA ekstraksiyonu ve saflastirmasi, DNA’nin hiicre ve c¢ekirdek disina
c¢ikarildiktan sonra bulundugu ortamdan alinmasi uzaklastirilmas1 ve DNA {izerinde
kalan kontaminantlarin ¢esitli kimyasallarla yikanarak uzaklastiritlmasidir. Literatiirde
bununla ilgili olarak pek ¢ok yontem ve yontem kombinasyonlari mevcuttur. Sayisal
anlamda bakilacak olursa literatiirde en sik kullanilan ve en basarili olan iki yontem

Fenol-Kloroform ve Silika Jel yontemleridir

Fenol-Kloroform Yontemi: Fenol-kloroform yontemi molekiiler biyolojide

kullanilan, niikleik asit ile proteinleri ve lipitleri ayristirmaya yarayan bir sivi-sivi
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ekstraksiyon yontemidir. Genellikle esit orandaki fenol ve kloroform karisimi sivi
orneklere, hiicre lizatlarina veya homojenize edilmis dokulara muamele edilerek
kullanilir. Gerekli siirede gergeklestirilen santrifiij sonrasinda deney tiipiinde iki faz
olusur. Bu faz olusumunun sebebi fenol-kloroform karisiminin sudan daha yogun
olmasidir. Dolayisiyla organik faz sulu fazin altinda kalir. Hidrofobik 6zellikte olan
yaglar organik fazda ve proteinler iki fazin arasinda kalirken, DNA ve tuzlar, sekerler
gibi baz1 kontaminantlar sulu fazda kalirlar. Daha saf bir DNA elde etmek i¢in bu islem
birden fazla kez tekrarlanabilmektedir. Islemi tekrarlamak DNA kaybina sebep
olabilmektedir. Baska bir tiipe dikkatle transfer edilen sulu fazdan daha sonra gesitli
presipitasyon yontemleriyle DNA ayristirilmaktadir.

Fenol tabanli yontemler modern DNA izolasyonu i¢in neredeyse her genetik
laboratuvarinda kullanilmis ya da kullanilmakta olan yontemlerdir. Ayni sekilde
literatiirde Antik DNA ve Adli DNA ¢alismalari igin de fenol tabanli yontemlerin
siklikla tercih edildikleri goriillmektedir.

Silika Jel Yontemi: DNA’nn silikaya adsorbsiyonu ile ekstraksiyon yontemi,
DNA’nin uygun tuz konsantrasyonu ve pH kosullar1 altinda, silikaya tutunmasi
prensibi ile gerceklestirilen bir ekstraksiyon yontemidir. Silikaya tutturulan DNA
birkag kez c¢oziiciilerle yikanip inhibitorler uzaklastirildiktan sonra, tris-EDTA
tamponu veya steril su ile silika iizerinden eliie edilir. Bu yontem giiniimiizde kolon

kitlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda literatiirde siklikla kullanilan bu iki yontem karsilagtirilmak {izere
secilmistir. Bunlarin haricinde her iki yontemin birlikte kullanildigi protokoller ve
manyetik DNA saflagtirmasi gibi yontemler de mevcuttur. Yapilan ¢calisma sonucunda
yontemlerin birbirine olan istiinliigii elde edilen DNA miktar1 ve g¢ogaltilabilme
basaris1 bakimindan kiyaslanmigtir. Bununla birlikte laboratuvarda harcanan zaman ve

1 giicli bakimindan da degerlendirilmistir.
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1.9. Orneklerin Elde Edildigi Kazi1 Alam

Belentepe, Mugla’nin Milas ilgesinin Oren beldesinde bulunan Cakiralan
Koyiiniin glineyinde yer almaktadir. Bu bolgede yapilan kazi ¢alismalarinda bulunan
pitos mezarlar kalintilarin Eski Tung Cagi I-II evresinden olduguna isaret etmektedir.
Bununla birlikte bdlgenin gilineyinde yapilan kazi ¢alismalarinda Ge¢ Geometrik
Donem’e, Klasik Donem’e ve Hellenistik Donem’e ait mezarlarin birlikte bulundugu
bir nekropol alan1 da bulunmustur. Kazi1 ¢aligmalarinda elde edilen veriler bolgede
yerlesimin M.O 4. yy’in baslarindan M.S 1. Yy’in baslarina kadar devam ettigini
gostermektedir. 2011 yilinda yine yakin bir bolgede Dogu Roma Donemi’ne ait bir
nekropol alant daha bulunmustur. Bu alan M.S 10. yy ve M.S 11 yy’da kullanilmustir.
Dogu Roma mezar tipolojisi gosteren bu mezarliklarin neredeyse hepsi bdlgenin

jeolojik yapisindan dolay1 kire¢ tagindan yapilmistir.
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2.1. Laboratuvarlar

2. GEREC VE YONTEM

Ornek temini sonrasinda orneklerin morfolojik olarak incelenmesi, kesim

islemleri ve DNA izolasyonuna hazirlik agsamalar1 Adli Antropoloji Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

Molekiiler biyoloji calismalar1 Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Enstitii biinyesinde DNA izolasyonu ve PCR

calismalari i¢in iki ayr1 laboratuvar bulunmaktadir.

2.2. Kullanilan Ekipmanlar

Antik Ornek Kesim Kabini (UV Lambali) El Yapimi

Graviir Cihazi

Laminar Akis Kabini
Termal Dongii Cihazi
Jel Gortintiileme cihazi
Gii¢c Kaynagi

Sogutmal1 Santrifiij Cihazi
NanoDrop Spektrometre
Otoklav

Inkiibator

pH Metre

Hassas Terazi

Distile Su Cihazi

Su Saflastirma Sistemi
Derin Dondurucu
Mikrodalga Firin

Dremel 3000

Esco

Techne TC 512
Syngene

Bio-Rad Power Pac1000
Hettich Zentrifligen R22
Thermo ND1000

Niive

Niive

Mettler, Toledo

Mettler, Toledo

Niive

Human UP 900

Argelik

Argelik
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2.3. Kontaminasyon Onleyici Uygulamalar

Antik DNA ve Adli DNA analizlerinin en Onemli sorunu g¢evresel
kontaminantlarin  6rnekler {izerinden uzaklastirilmasinin ve yeni c¢evresel
kontaminantlarin engellenmesinin zorlugudur. Bunun i¢in g¢alismamizda, mevcut
kontaminantlart uzaklagtirmak ve yeni kontaminantlari engellemek igin ¢esitli
onlemler alinmistir. Oncelikle kazidan almnan kemikler kaba kirlerinden firca
yardimiyla arindirilmistir. Daha sonra kemikler yaklasik 10 dk UV 1s181ina maruz

brrakilmstir.

Kesme islemi i¢in Dremel marka graviir cihazi kullanilmistir. Kullanilan ¢elik
kesme diskleri her bir kemik i¢in degistirilmis ve %6’lik ¢amasir suyu ve UV ile
dekontamine edilmistir. Ogiitme islemi oncesinde kesilen kemik parcalari hafifce
zimparalanarak iist tabaka uzaklastirilmistir. Ogiitme islemi igin siv1 azot, havan ve
gerektigi durumlarda Dremel marka graviir cihazi kullanilmistir. Kullanilan zimpara

uclart her kemik i¢in degistirilmistir.

Her ¢alisilan kemik 6rneginden sonra ortam kemik tozlarindan armdirilmis,
kabin ¢amasir suyu ile temizlenmis ve UV ile dekontamine edilmistir. Calismada
kemigin 6giitiillmesi, DNA’nin izole edilmesi ve PCR iglemlerinin gergeklestirilmesi
icin farkli laboratuvarlar kullanilmistir. Tiim islemler sirasinda tek kullanimlik

eldiven, maske ve bone takilmistir.

2.4. Kemiklerden Ornek Alinmasi ve DNA izolasyonuna Hazirlanmasi

Kemikler, kontaminasyon Onleyici uygulamalara sadik kalinarak kabin
icerisinde kesilmistir. Literatiirde belirtildigi lizere femur antik DNA analizlerinde
barindirdigit DNA miktar1 agisindan 6nem tagimaktadir. Adli antropolog rehberliginde

femur kemiklerinin belirtilen bolgelerden yaklasik 8 cm?’lik parcalar ¢ikarilmustir. Bu
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¢ikarilan parcgalar olas1 kontaminasyona kars1 tekrar UV sterilizasyonundan gegirilerek
zimpara ile Uist tabakasi ve stingerimsi tabakasi uzaklastirilmistir. Daha sonra 6rnekler
islem Oncesinde sterilize edilen piring havan ve sivi azot yardimiyla toz haline

getirilmistir.

Sekil 2.1. Kemiklerin graviir cihazi ile kesimi.

Sekil 2.2. Kemiklerim iist tabakasinin graviir cihazi ile zzimparalanmasi.
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Sekil 2.3. Kemik 6rneklerinden &giitiilmek iizere kesilip ¢ikarilan parga.

Sekil 2.4. Cikarilan parganin zimparalandiktan sonraki goriintiisii.
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Sekil 2.5. S1v1 azot esliginde havanda toz haline getirilmis kemik 6rnegi.

2.5. Kemik Orneklerinden DNA izolasyonu

Kemik orneklerinden DNA izolasyonu i¢in literatiirde en ¢ok kullanilan iki
yontem olan Fenol-kloroform ve Silika Jel yontemi se¢ilmistir. Bu yontemler
calismadan ¢alismaya c¢esitli farkliliklar gostermekle birlikte temel prensipleri
degismemektedir. Dolayisityla Hummel ve. Rohland’dan referans alinan bu iki yontem
lizerinde, laboratuvarimiz sartlarinda daha verimli ¢aligmamizi saglayacak cesitli

degisiklikler yapilmistir (Hummel, 2003; Rohland ve Hofreiter, 2007).
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2.5.1. Demineralizasyon (Dekalsifikasyon)

Hummel ve ark., (2003) kemigin demineralizasyonu i¢in kemigi 18-24 saat
boyunca oda sicakliginda, calkalamali bir sekilde 0.5 M EDTA igerisinde
bekletmislerdir. Buna karsilik bazi ¢alismalarda +4°C’de 18-24 saat bekleme siiresi
icerisinde tekrarli (2-3 tekrar) bir sekilde soliisyon berraklasana kadar EDTA
¢ozeltisini degistirmislerdir (Malhi, 2001, Hagelberg et al., 1989). Rohland ve
Hofreiter (2007) ¢alismalarinda EDTA’nin yaninda soliisyon igerisine proteinaz K
eklemisler ve 18-24 saatlik bekleme siiresini karanlik ortamda gergeklestirmislerdir.
Bunlarin yani sira baz1 ¢alismalarda demineralizasyon siiresinin 1 haftaya kadar
cikarildigi fakat bununla birlikte DNA miktarinin stireye bagli olarak azaldigi
bildirilmistir.

2.5.2. Fenol-Kloroform Ekstraksiyonu ve Alkol Presipitasyonu Yoéntemi

Calismamizda fenol-kloroform ekstraksiyonu i¢in Susanne Hummel’in metodu
benimsenmis laboratuvar kosullarimiza gore adapte edilmistir. Ekstraksiyon sirasinda
EDTA (Sigma), Proteinaz K (Sigma), Fenol:Kloroform:izoamil alkol (Applied),
Kloroform (Merck), 2- Propanol (Merck), Etanol (Sigma) kullanilmistir.

Fenol-kloroform ekstraksiyonu i¢in asagidaki protokol uygulanmistir.

¢ 50 mg homojenize kemik tozu 2 ml mikrosantrifiij tiiptine konur,

e Uzerine 500 ml 0.5 M EDTA (pH 8.3) eklenir,

e 24 saat oda sicakliginda 40 rpm hizda inkiibasyona birakilir,

e Inkiibasyon sonrasinda 6000 rpm hizda 3 dk santrifiij edilir,

e Siipernatant yeni bir santrifiij tiipline alinarak iizerine 300 ml lizis
tamponu ve proteinaz K eklenir,

e 56°C’de 4 saat inkiibasyona birakilir,

e Uzerine mikrosantrifiij tiipiinde mevcut olan &rnek kadar (~800 ul)

fenol:kloroform eklenir,
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e Santrifiij edilerek faz ayrimi saglanir,

e Siipernatant yeni bir santrifiij tiipline alinarak lizerine mevcut olan 6rnek
kadar (~800 ul) kloroform eklenir,

e Santrifiij edilerek faz ayrimi saglanir,

e Siipernatant yeni bir santrifiij tiiptine alinarak tizerine 800 pl 2-propanol
eklenir ve 10 dk boyunca hafifce sallanarak DNA’nin presipitasyonu
beklenir,

e Santrifiij edilerek slipernatant atilir,

e Uzerine 800 ul %80 etanol eklenir ve 10 dk boyunca hafifce sallanarak
DNA’nin yikanmasi saglanir,

e Santrifiij edilerek siipernatant atilir,

e DNA goriinmeyecek kadar az oldugu i¢in dikkatle santrifiij tiipiinden
etanoliin u¢masi beklenir.

e DNA yaklasik 30 pl saf su veya TE tamponu eklenerek ¢ozdiiriiliir.
Sonrasinda PCR i¢in kullanilabilir ve/veya -20 derin dondurucuya
kaldirilabilir.

2.5.3. Silika Jel Ekstraksiyon Yontemi

Calismamizda silika ekstraksiyonu i¢in Rohland ve Hofreiter’in (2007) metodu
benimsenmis laboratuvar kosullarimiza gore adapte edilmistir. Ekstraksiyon sirasinda
EDTA (Sigma), Proteinaz K (Sigma), Tris Base (Sigma), Guanidin HCI (Sigma), NaCl
(Merck), SiO2 (Merck), HCI (Merck), Etanol (Sigma) kullanilmistir. Ekstraksiyon
oncesinde ekstraksiyon ¢ozeltisi, silika siispansiyonu, baglanma tamponu ve yikama

tamponu hazirlanmistir.

Ekstraksiyon Cozeltisi
0.5 M EDTA (pH 8) ve 0.25 mg/ml Proteinaz K ile hazirlanir.

Baglanma Tamponu

6 M Guanidin HCI, 25 mM NaCl ve 50 mM Tris ile hazirlanir.
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Yikama Tamponu

%50 h/h etanol, 125 mM NaCl, 10 mM Tris ve 1 mM EDTA (pH 8) ile hazirlanir.

Silika Siispansiyonu

4.8 gr SiO2 40 ml distile su igerisine eklenir. Karistirildiktan sonra 1 saat
beklenir. 39 ml iist fazdan alinarak yeni bir tiipe konur ve 4 saat daha beklenir. Ust

fazdan 35 ml atildiktan sonra kalan peletin iizerine 48 pl %30’luk HCI eklenir.

Silika jel ekstraksiyonu igin asagidaki protokol uygulanmstir.

e 50 mg homojenize kemik tozu 2 ml mikrosantrifiij tiiptine konur,

e | ml ekstraksiyon soliisyonu eklenerek calkalamali ve karanlik ortamda
18-24 saat inkiibe edilir.

e 2 dakika 5000 rpm hizda santrifiij yapildiktan sonra siipernatant yeni bir
tiipe alinir.

e 4 ml baglanma tamponu ve 10 pl silika siispansiyonu eklendikten sonra
karisimin pH’si HCI ile 4’e ayarlanarak 3 saat hafif ¢alkalamali ve
karanlik ortamda inkiibasyona birakilir.

e 2 dakika 5000 rpm hizda santrifiij yapildiktan sonra siipernatant yeni bir
2 ml mikrosantrifiij tiipiine alinir.

e 100 ml baglanma tamponu eklenerek silika yeniden siispansiyon hale
getirilir.

e 15 saniye 16000 rpm hizda santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilir.

e 100 ml yrikama tamponu eklenerek pipetlenir.

e 15 saniye 16000 rpm hizda santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilir.

e Silika oda sicakliginda 15 dk kurutulur.

e 30 ul TE tamponu ya da steril su ile pelet siispanse edilir.

e 2 dakika 16000 rpm hizda santrifiij yapildiktan sonra siipernatant yeni
tipe alinir. Sonrasinda PCR igin kullanilabilir ve/veya -20 derin

dondurucuya kaldirilabilir.
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2.6. Antik DNA Miktar ve Kalite Tayini

DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA’nin miktar1 ve kalitesini
belirlemek i¢in jelde yiiriitme, spektrofotometrik 6lgtim ve PCR ile belirlenen bir
bolgenin ¢ogaltilmast olmak iizere 3 teknik uygulanmaktadir (Rohland ve Hofreiter,
2007). Elde edilen DNA’nin jelde goriintiilenebilmesi i¢in miktar1 ve biitinligi
korunmus olmasi1 gerekmektedir. Oldukga yipratici sartlara maruz kalmis 6rneklerden
elde edilen DNA’nin miktarinin ¢ok olmasi ve biitiinliigiiniin korunmus olmasi
beklenemez. Dolayisiyla direkt jelde yiiriitiilmesi ile sonug alinmasi olduk¢a zordur ve

calismamizda bu asama atlanmistir

2.6.1. Nanodrop Ol¢iimii

Calismamizda 16 6rnekten iki farkli teknikle izole edilen DNA’larin NanoDrop
1000 (Thermo Scientific) spektrofotometrik 6lgiim cihazi ile kalite ve miktar tayini
yaptlmustir. 3 tekrar ile yapilan 6lgiim sonuglari bulgular boliimiinde tablo haline
getirilmistir. Literatiirde NanoDrop ile yapilan dl¢limlere siiphe ile yaklasan yazarlar
bulunmaktadir. Dolayisiyla 6rneklerin tamaminda PCR ile DNA c¢ogaltilmaya

calisilmis ve sonrasinda agaroz jel elektroforezi ile yiirtitiilerek goriintiilenmistir.

2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismamizda literatiirdeki antik 6rneklerden elde edilen DNA fragmentlerinin
uzunlugu g6z Oniinde bulundurularak 200 b¢’den daha kiigiik iirlin veren (X
kromozomu i¢in 83 bg, Y kromozomu igin 89 bg) primer tasarlanmigtir. Primer

dizilimi Cizelge 2.2.’de gosterilmektedir.

Calisma sirasinda literatiirde ilk kez kullanilacak olan primer ¢iftinin optimum

calisma kosullarinin belirlenebilmesi amaci ile daha 6ncesinde g¢alistigindan emin
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olunan kontrol DNA 6rnekleri ile farkli baglanma sicakliklarinda (50, 55, 60 ve 65°C)
ve farkli MgSQOs konsantrasyonlarinda (1 mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM) PCR
optimizasyonu yapilmistir. Bu galisma sonrasinda primer igin optimum ¢alisma
kosullarinin 60°C baglanma sicakligt ve 2 mM MgSOs konsantrasyonu oldugu
gbozlemlenmistir. PCR i¢in optimize edilen kosullar Cizelge 2.1. ve 2.2.°de

tablolastirilmistir.

Cizelge 2.1. PCR reaksiyon karigim bilesenleri

. - Son
Bilesenler Hacim Konsantrasyon
Steril Distile Su 25 pL ‘ye kadar -
10X Tampon 25uL 1X
50 mM MgSOg4 1puL 2mM
2 mM dNTP Mix 25ulL 0.2 mM
10 uM primer 0.5-05 uL 0.2 uM
DNA < 500 ng 4 pL -
Platinum HiFi Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0.1puL 1U/reaks.
Cizelge 2.2. PCR Programi
Primer Déngii Sicaklik (°C) Siire (sn)
- [k Denatiirasyon 94 150
h—4 ©
& 3
= s Denatiirasyon 94 30
e © =]
sl 2] 3
<) 3 < 35 Déngii Baglanma 48 30
(o] = (=]
gl g| g
Q B =) Uzama 68 30
S = 2
<| 8 S
© © Son Uzama 68 600
ook
Bekleme 4 o0

2.6.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasinda ornekler izolasyonun basarisinm1 gozlemlemek icin %1 veya
%1.5’1ik agaroz jel (Sigma) tizerinde 100 mV’ta ortalama 40 dk siireyle yiriitiilmistiir.
Islem sirasinda PowerPac 1000 (BIO-RAD) gii¢ kaynag1 ve multiSUB Maxi (Cleaver

Scientific) elektroforez tanki kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasinda incelenen 16 bireye ait kemik ornekleri (femur) ¢aligma
oncesinde morfolojik olarak incelenerek biitiinliikleri ve calismaya uygunluklar
degerlendirilerek calismaya alinmistir. Kemiklerin 6gilitme islemi esnasinda dayanikli
oldugu ve dolayisiyla gorece daha uygun cevresel kosullar altinda kalmis olabilecegi

disiiniilebilir.

Kaz1 alanindan ¢ikarilmig ve bir siire depoda bekletilmis olan bu drneklerden
elde edilen kemik tozunun yaklagik 50 mg‘1 kullanilarak DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

izole edilen DNA nin arkeolojik bir drnekten elde edilmis olmasindan dolay:
miktar, kalite ve DNA parca uzunluklarinin diigiik olmas1 beklenmektedir. Dolayisiyla
DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA’nin miktarin1 ve Kkalitesini belirlemek
icin kullanilan ii¢ yontemden biri olan dogrudan jelde yiiriitme ydntemi sonug

vermeyeceginden bu basamak atlanmistir.

Ikinci yontem olan spektrofotometrik yontem ile biitiin drnekler 3’er tekrarli bir
sekilde analiz edilmistir. Analiz sonucunda yazilimin verdigi degerler ng/pul cinsinden
DNA miktar1 ve saflik tayininde kullanilan 260/280 nm ile 260/230 nm dalga
boylarinin oran1 Cizelge 3.1., 3.2., 3.3. ve 3.4.’de derlenmistir.
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Cizelge 3.1. Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile tekrarli demineralizasyon ve fenol-kloroform

izolasyonu yontemi ile yapilan DNA izolasyonundan elde edilen DNA miktarlar.

Ornek Okutma DNA Miktari (ng/ul) 260/280 260/230

1003 | 24,10 1,44 0,37
Il 24,70 1,43 0,37

Il 24,20 1,44 0,36

Ortalama 24,33 1,44 0,37

1012 | 20,40 1,58 0,34
Il 21,60 1,52 0,35

Il 20,80 1,56 0,35

Ortalama 20,93 1,55 0,35

1014 | 68,80 1,34 0,56
Il 70,70 1,38 0,55

1l 69,10 1,38 0,55

Ortalama 69,53 1,37 0,55

1022 | 55,40 1,40 0,49
1l 58,10 1,34 0,50

1l 55,90 1,38 0,50

Ortalama 56,47 1,37 0,50

1040 | 43,60 1,34 0,54
1l 43,90 1,42 0,54

1l 43,10 1,38 0,53

Ortalama 43,53 1,38 0,54

1045 | 24,40 1,61 0,35
1l 25,90 1,59 0,37

1l 23,90 1,60 0,36

Ortalama 24,73 1,60 0,36

1050 | 65,10 1,44 0,41
1l 66,10 1,42 0,41

1l 65,80 1,44 0,40

Ortalama 65,67 1,43 0,41

1068 | 35,90 1,41 0,47
1l 35,70 1,41 0,47

1l 35,70 1,40 0,46

Ortalama 35,77 1,41 0,47

1075 | 100,80 1,31 0,68
I 100,40 1,31 0,68

1l 101,00 1,32 0,69

Ortalama 100,73 1,31 0,68

1084 | 40,30 1,35 0,48
Il 40,20 1,40 0,47

1l 40,20 1,38 0,46

Ortalama 40,23 1,38 0,47
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Cizelge 3.1. Devam.

Ornek Okutma DNA Miktar1 (ng/ul) 260/280 260/230

1090 | 34,70 1,40 0,40
Il 33,80 1,40 0,41

Il 34,20 1,40 0,40

Ortalama 34,23 1,40 0,40

1093 | 18,80 1,55 0,29
Il 17,90 1,55 0,29

Il 18,10 1,55 0,29

Ortalama 18,27 1,55 0,29

1097 | 129,00 1,34 0,76
Il 126,00 1,33 0,76

1l 126,00 1,34 0,76

Ortalama 127,00 1,34 0,76

1100 | 64,50 1,36 0,58
1l 64,80 1,34 0,58

1l 64,90 1,36 0,58

Ortalama 64,73 1,35 0,58

1104 | 114,90 1,36 0,77
1l 117,70 1,35 0,77

1l 111,80 1,35 0,78

Ortalama 114,80 1,35 0,77

1110 | 60,10 1,35 0,57
1l 60,90 1,31 0,58

1l 60,50 1,35 0,58

Ortalama 60,50 1,34 0,58
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Cizelge 3.2. Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile tek seferli demineralizasyon ve fenol-
kloroform izolasyonu yontemi ile yapilan DNA izolasyonundan elde edilen DNA miktarlari.

Ornek Okutma DNA Miktari (ng/ul) 260/280 260/230

1003 | 506,00 1,43 0,76
Il 507,30 1,42 0,76

Il 506,20 1,43 0,76

Ortalama 506,50 1,43 0,76

1012 | 423,70 1,46 0,67
Il 420,70 1,45 0,67

Il 421,50 1,45 0,67

Ortalama 421,97 1,45 0,67

1014 | 733,80 1,49 0,58
Il 729,60 1,46 0,57

1l 731,60 1,46 0,58

Ortalama 731,70 1,47 0,58

1022 | 834,20 1,42 0,71
1l 791,00 1,40 0,72

1l 816,30 1,40 0,75

Ortalama 813,83 1,41 0,73

1040 | 460,60 1,45 0,71
1l 463,70 1,45 0,72

1l 461,20 1,45 0,71

Ortalama 461,83 1,45 0,71

1045 | 651,60 1,45 0,60
1l 658,80 1,45 0,60

1l 656,30 1,46 0,60

Ortalama 655,57 1,45 0,60

1050 | 667,00 1,41 0,67
I 662,10 1,41 0,61

1l 659,50 1,44 0,65

Ortalama 662,87 1,42 0,64

1068 | 379,30 1,40 0,83
I 382,50 1,41 0,81

1l 381,20 1,40 0,81

Ortalama 381,00 1,40 0,82

1075 | 446,60 1,43 0,74
11 449,00 1,44 0,74

1l 448,50 1,43 0,73

Ortalama 448,03 1,43 0,74

1084 | 438,40 1,34 0,82
Il 438,90 1,44 0,80

1l 438,10 1,44 0,82

Ortalama 438,47 1,41 0,81

34



Cizelge 3.2. Devam.

Ornek Okutma DNA Miktari (ng/ul) 260/280 260/230

1090 | 783,90 1,45 0,64
Il 788,70 1,42 0,63

1 775,60 1,45 0,64

Ortalama 782,73 1,44 0,64

1093 | 523,30 1,45 0,76
Il 524,30 1,45 0,76

1 524,90 1,45 0,76

Ortalama 524,17 1,45 0,76

1097 | 300,40 1,44 0,64
Il 298,60 1,44 0,64

11 301,80 1,45 0,64

Ortalama 300,27 1,44 0,64

1100 | 510,60 1,44 0,84
1l 516,60 1,43 0,84

1 516,70 1,43 0,84

Ortalama 514,63 1,43 0,84

1104 | 813,90 1,43 0,64
1l 810,70 1,46 0,64

1 815,60 1,44 0,64

Ortalama 813,40 1,44 0,64

1110 | 374,70 1,44 0,71
1l 375,50 1,43 0,71

11 374,90 1,44 0,72

Ortalama 375,03 1,44 0,71
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Cizelge 3.3. Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) ile tek seferli demineralizasyon ve silika jel

yontemi ile yapilan DNA izolasyonundan elde edilen DNA miktarlart.

Ornek Okutma DNA Miktari (ng/ul) 260/280 260/230

1003 | 19,60 2,84 0,04
Il 19,30 2,73 0,04

1 19,40 2,90 0,04

Ortalama 19,43 2,82 0,04

1012 | 24,10 2,23 0,05
Il 23,60 2,20 0,05

1 23,10 2,21 0,05

Ortalama 23,60 2,21 0,05

1014 | 19,80 3,29 0,04
Il 19,50 3,29 0,04

11 19,60 3,29 0,04

Ortalama 19,63 3,29 0,04

1022 | 28,70 1,75 0,06
1l 27,90 1,76 0,06

1 24,50 1,75 0,06

Ortalama 27,03 1,75 0,06

1040 | 22,10 2,77 0,04
1l 22,50 2,75 0,04

1 20,60 2,75 0,05

Ortalama 21,73 2,76 0,04

1045 | 16,80 3,24 0,03
1l 16,50 3,25 0,03

11 16,85 3,25 0,03

Ortalama 16,72 3,25 0,03

1050 | 15,10 5,31 0,03
I 15,10 5,33 0,03

11 15,30 5,31 0,03

Ortalama 15,17 5,32 0,03

1068 | 18,40 3,22 0,04
I 18,40 3,20 0,04

11 18,30 3,15 0,04

Ortalama 18,37 3,19 0,04

1075 | 16,80 3,55 0,04
I 16,50 3,55 0,04

11 16,50 3,56 0,05

Ortalama 16,60 3,55 0,04

1084 | 17,90 2,97 0,04
Il 17,85 2,95 0,04

1 17,60 2,85 0,04

Ortalama 17,78 2,92 0,04
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Cizelge 3.3. Devam.

Ornek Okutma DNA Miktari (ng/ul) 260/280 260/230

1090 I 17,10 3,80 0,03
1 17,15 3,80 0,03

1l 17,60 3,80 0,03

Ortalama 17,28 3,80 0,03

1093 I 14,30 3,35 0,03
1l 14,20 3,30 0,03

1l 14,30 3,30 0,03

Ortalama 14,27 3,32 0,03

1097 I 16,30 3,38 0,03
1 16,30 3,35 0,03

11 16,20 3,35 0,03

Ortalama 16,27 3,36 0,03

1100 I 30,30 2,02 0,06
1 30,30 2,00 0,06

1l 30,20 2,10 0,06

Ortalama 30,27 2,04 0,06

1104 | 19,50 2,67 0,04
1 19,20 2,65 0,04

1l 19,60 2,65 0,04

Ortalama 19,43 2,66 0,04

1110 | 16,10 3,00 0,03
1l 16,10 3,10 0,03

11 16,20 3,10 0,03

Ortalama 16,13 3,07 0,03

Cizelge 3.4. Spektrofotomete (NanoDrop ND-1000) ile yapilan 6l¢timlerin yonteme bagl ortalamalari.

Yontem

n Ortalama DNA Miktar1 (ng/pl)

Ortalama 260/280

Ortalama 260/230

Fenol-Kloroform
Yontemi
Tek Asamali
Demineralizasyon

16

560,53

1,44

0,71

Fenol-Kloroform
Y ontemi
Cok Asamali
Demineralizasyon

16

56,34

1,41

0,50

Silika Jel Yontemi

16

19,36

3,08

0,04
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Ugiincii ve altin standart olarak diisiiniilebilecek olan yéntem, PCR teknigi ile
istenen bir gen bolgesinin g¢ogaltilarak jel iizerinde yiiriitiilmesidir. Bu sayede
dogrudan yiiriitiilerek goriinemeyecek kadar az ve parcalanmis olan DNA’dan
istenilen kisim milyonlarca kez ¢ogaltilarak goriilebilir hale getirilebilmektedir. Bu
calismada DNA’nin arkeolojik 6rneklerde olduk¢a pargalanmis bir sekilde var oldugu
g6z Oniinde bulundurularak 83 ve 89 b¢ uzunlugunda iiriin verecek bir primer
tasarlanmustir. Tasarlanan primerlerin 2 erkek, 1 kadindan elde edilmis DNA 6rnekleri
tizerinde basarili bir sekilde c¢alistigi gosterildikten sonra antik ornekler iizerinde
denenmistir. Yapilan deneyler sonucunda alinan jel goriintiileri Sekil 3.1., 3.2., 3.3. ve

3.4.’te goriilmektedir.

Om1 Om2 Om3 Om4 Om5 Omé Om7 OmS Om9 Ladder Orm10 Ornll Om12 Omi13 O 14 Orn15 O 16 Blank Kont.(+) Kont.()

[
e
f——4
S—
T
.
.

%1 Agaroz Jel
Siire: 45 dk

Sekil 3.1. Tek asamali demineralizasyon ve fenol-kloroform yontemi ile ekstrakte edilmis 6rneklerin
PCR sonrasinda jel iizerindeki goriintiisi.

Ormn1 Om2 Om3 Om4 Orm5 Omé6 Om7 OmS8 Ladder Orn9 Orn10 Orn1l Om12 Orn13 Omi14 Ormn15 Orn16 Ladder Kont.(+) Kont.()

jre—
i

Sekil 3.2. Cok asamali demineralizasyon ve fenol-kloroform yontemi ile ekstrakte edilmis 6rneklerin
PCR sonrasinda jel iizerindeki goriintiisi.
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Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.°de jel goriintiilerinde Fenol Kloroform yontemi ile
izolasyon yapilmis olmasina karsin baslangigta kullanilan ve izolasyonun en énemli
asamast olan demineralizasyonda bir degisiklik yapilmistir. Sekil 3.3.’de jel
goriintlisiinde Silika jel yontemi ile yapilan izolasyon c¢aligmasi goriilmektedir. Silika
jel izolasyonu ig¢in izlenen protokol ile ¢ogaltilabilir miktarda ve kalitede DNA elde

edilememistir.

Om1 Orm2 Om3 Omd4 Om5 Om6 Om7 OmS8 Ladder Omd Omi0 Omil Om12 O3 Omid Omi5 Omil6 Kont(+) Kont.(+) Kont.()

%1.5 Agaroz Jel
Siire: 20 dk

Sekil 3.3. Tek asamali demineralizasyon ve silika jel yontemi ile ekstrakte edilmis 6rneklerin PCR
sonrasinda jel lizerindeki goriintiisii.

[zolasyon calismalari esnasinda, izolasyon sirasindaki kontaminasyon riski goz
onitinde bulundurularak ayni yontem saf su iizerine uygulanmigtir. Negatif kontrol

sonuglari Sekil 3.4’deki jel goriintiisiinde goriillmektedir.
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%1 Agaroz Jel
Siire: 40 dk

Sekil 3.4. Her bir ekstraksiyon i¢in DNA kalib1 igcermeyen negatif kontrol drnekleri.
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4. TARTISMA

Adli bilimlerin 6ncelikli ilgi alanlarindan biri 6liimle sonu¢lanmis bir olay
sonras1 Olen bireyin kimliklendirilmesidir. Bu alanda kullanilmakta olan yontemler
bilim ve teknolojinin ilerlemesiyle birlikte her gecen giin gelisme gostermis ve ¢ok
disiplinli bir yaklasim gostermeye baslamistir. Giiniimiizde kimliklendirme igin

kullanilan altin standart yontemlerden birisi DNA profillemesidir.

Oliim sonrasinda, &liimiin {izerinden gecen zamana bagli olarak bireylerin
kimliklendirilmesi gittikce zorlasmakta, 0&zellikle adli genetik uzmanlarinin
kullanabilecegi biyolojik 6rnek miktar1 giderek azalmaktadir. Yumusak doku olarak
tabir edilen kas, tendon, ligament, sinir, fibroz doku, yag doku, damarlar ve sinoviyal
membranlarla, diger biyolojik siv1 olarak adlandirilan biyolojik 6rnekler 6limden kisa
bir siire sonra bozunmaya ugrar. Bu bozunma esnasinda hiicre igerisinde bulunan
kalitsal materyal de parcalanir ve analizi oldukc¢a zorlasir. Viicudumuzda bozunmaya
direng gosterebilecek ve sahip oldugu kalitsal materyali en iyi sekilde saklayacak
organimiz iskeletimizdir. Fakat iskelet orneklerinden DNA analizi yapmak diger

yumusak doku ve biyolojik sivilardan DNA analizi yapmaktan ¢ok daha zordur.

Adli antropologlar biitlinliigli bozulmamis ya da bireye ait yeterli iskelet
parcalarinin bulundugu durumlarda bireyin yas, cinsiyet, boy gibi karakteristik bazi
ozelliklerini belirleyebilmektedirler. Bu sayede molekiiler teknikle yapilacak olan
kimliklendirme i¢in hem karsilagtirma verisi olusturulabilmekte hem de c¢alisilacak

ornek havuzu daraltilabilmektedir.

Toprak altindan ¢ikarilan 6rneklerin korunumu toprak altinda gecirdigi siireye,
topragin nemine, cografi bolgenin iklim kosullarina, toprak yapisina ve bunun gibi pek
cok cevresel ve fiziksel etmene gore degiskenlik gostermektedir. Bu etmenlere bagh

olarak biitlinliigli bozulmus iskelet pargalar {izerinde yapilan antropolojik ¢alismalar
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kimliklendirme ¢alismalarini giiclendirdigi kadar molekiiler biyolojik c¢alismalar1 da

sonug alinamayacak duruma getirebilmektedir.

Adli antropologlarin kimliklendirmedeki dncelikli yaklagimi iskeletin ait oldugu
bireyin yas ve cinsiyetinin belirlenmesi seklindedir. iskelet biitiinliigii korunmus olan
bireylerde kimliklendirme biiylik basar1 orani ile gerceklestirilebilmektedir. Fakat
cinayetler, toplu gomiiler, felaketler gibi adli olaylarda ve arkeolojik kazi alanlarinda
biitiin iskelet bulma olasilig1 azalmaktadir. Antropologlar igin genellikle tek bir bireye
ait kafatas1 ve pelvis iskelet boliimlerinin bulundugu durumlarda bireyin cinsiyet ve
yas tayini miimkiin olabilmektedir. Ancak pelvis ve kafatasi gibi cinsiyet ve yas i¢in
ipucu niteliginde olan bu boéliimlerin olmadigr durumlarda ya da kemik gelisimini
heniiz tamamlamamis bireylerde yas tayininin yapilmasi olduk¢a zordur. Bu gibi
morfolojik yontemlerle tayin yapilamadigi durumlarda, bireyin her hiicresinde
bulunan, kisiye 6zel olan ve degisme olasiligi olmayan DNA, kimliklendirme igin

olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Kemiklerin biyolojik yapilar1 geregi barindirdiklar1 DNA miktarlari, fiziksel
yapilar1 geregi ise barindirdiklart DNA’y1r koruma miktarlar1 degiskenlik
gostermektedir. Literatiirde bu alanda yapilmis c¢aligmalar ve degerlendirmeler
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda yalnizca DNA miktar1 degil ayn1 zamanda elde edilen
DNA’nin ne kadar g¢ogaltilabildigi de g6z oniinde bulundurulmustur. Antik DNA
calismalarinda siklikla kullanilmakta ve onerilmekte olan femur ve talusun yani sira
son zamanlarda temporal kemik de barindirdigit DNA miktar1 nedeniyle 6n plana
cikmaktadir (Gamba ve ark., 2014). Fakat kalintilarda bulunma olasilig1 diger biiyiik
kemikler kadar yiiksek degildir. Kazilarda bulunma sikligi, dayanikliligi, barindirdigi
DNA miktari, elde edilen DNA’nin ¢ogaltilmasindaki basar1 orani yiiksek oldugu igin

femur ¢aligmamizda izolasyonda kullanilacak 6rnek olarak secilmistir.

Femur insan viicudundaki en uzun, en agir ve en giiglii kemiktir (White, 2011).
Evrimsel siliregte insanin dort ayak iizerinden iki ayak tlizerine gegisiyle beraber

yiiriime ve dengede kalma aktiviteleri i¢in dnemli bir rolii olmustur. Fiziksel yapis1
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geregi kazi alanlarinda biitliinliigli bozulmamis sekilde siklikla rastlanan, kisinin
cinsiyeti, yast ve yasam tarzi gibi 6zellikleri hakkinda fikir veren bir kemik olmasi
nedeniyle antropologlar i¢in Onemlidir. Antik DNA analizleri i¢in yapilan
caligmalarda da yogunlugu ve kalin korteks yapisi nedeniyle arastirmacilar tarafindan
tercih edilmektedir (Damgaard ve ark., 2015). Bununla birlikte toplu gomiilerden
cikarilan orneklerin ve felaket kurbanlarinin kimliklendirilmesi gibi ¢ok bireyli
olgularda yapilacak 6n kimliklendirme islemlerinde ve sonrasinda yapilacak DNA

calismalari i¢in de onerilmektedir (Prinz ve ark., 2007).

Yukarida bahsedilen dayaniklilik ve sertlik gibi 6zellikleri nedeniyle, uzun yillar
toprak altinda kalmasina ve c¢evresel pek cok etmene maruz kalmasma karsin
calisgmamizdaki femur 6rneklerinin toz haline getirilme asamasi olduk¢a gii¢ olmustur.
Bu durum kemik biitinligiiniin korunmasi ve molekiiler boyutta da DNA’nin

korunuyor olmas1 konusunda bilgi verici olabilir.

DNA’nin korunumu i¢in yalnizca kemigin yapisit degil, cevresel kosullarin
sertligi de 6nemlidir. Orneklerimiz Mugla ilinin, Milas ilgesinin Oren beldesinde
bulunan Cakiralan kdyiinde bulunan Belentepe kazisinda giin yiiziine ¢ikarilmistir.
Ege bolgesinde bulunan bu kazi alan1 Akdeniz iklimi etkisinde kalmaktadir. Yaz
aylarinda 40 °C iizerine ¢ikabilen hava sicakligi ortalama 26 °C’dir. Kisin ortalama 5
°C’a diisen sicaklik zaman zaman -11 °C’a ulasabilmektedir. Yagis kisin 259 mm
seviyeye cikarken yazin 7.8 mm seviyesine diismektedir (Orman ve Su Isleri Bakanlig

Meteoroloji Genel Miidiirliigii, Resmi Istatistikler, 2019).

DNA miktarin1 ve kalitesini etkileyen bir diger degisken ise 0rnegin yasidir.
Gamba ve arkadaglari tarafindan yapilmis olan ¢alismada farkli donemlere ait iskelet
materyalleri kiyaslanmis ve donemler arasi farkliliklar oldugu ortaya konmustur.
Orneklerimizin kazimin yapildigi bélge incelemeleri ve yapilan yaslandirma

caligmalar1 sonrasinda yaklagik 1000 yillik oldugu ongoriilmiistiir.
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Literatiirde 6rnegin giin yiiziine ¢ikarilmasindan sonraki saklanma kosullart ve
tizerinde yapilan iglemlerin, DNA ekstraksiyonunu, elde edilecek DNA’nin kalitesini
ve daha sonraki DNA ¢ogaltma islemlerini etkileyebilecegi belirtilmektedir.
Orneklerimiz kazi alanindan elde edildikten sonra DNA ¢alismalarina uygun sartlarda
bekletilmemislerdir. Cikarildiktan sonra yaklasik dort yil kadar depolanmis ve daha

sonra tarafimizca analiz i¢in kullanilmistir.

Orneklerin fiziki yapisiin ve biitiinliigiiniin iyi olmasinin DNA izolasyonunun
basarisini ve DNA c¢ogaltiminin basarisin1 olumlu etkiledigi aDNA c¢aligsmalari
yapanlar tarafindan belirtilmektedir. Farkli bir agidan bakarsak miize 6rneklerinden,
farkl sekillerde mumyalanmis (dogal yolla veya insan eliyle) 6rneklerden ve de regine
icerisinden ¢ikartilmis Orneklerden oldukg¢a basarili sonuglar elde edilebilmektedir
(Brown ve Brown, 1994). Dolayisiyla ¢alismamizda biitiinligii bozulmamisg femur

ornekleri secilmistir.

DNA canl hiicre igerisinde proteinlerce sikica paketlenmis ve korunakli bir
ortamda bulunmaktadir. Ancak hiicre canliligini yitirdiginde biyokimyasal dengenin
bozulmasi nedeniyle DNA dis etmenlere acik hale gelmekte ve hizla parcalanmaya
baslamaktadir. Bununla birlikte uygun ortamda saklanmayan o6rneklerde de zamanla
DNA’daki hasar miktar1 artmakta ve cogaltilabilir DNA miktar1 azalmaktadir.
Uzunluk ve miktar anlaminda kayba ugramis olan bu oOrneklerden elde edilen
DNA’larin, ¢ok miktardaki ve tek par¢a halindeki modern DNA ile PCR kosullarinda
rekabet etme olasiligi bulunmamaktadir. Dolayisiyla aDNA ¢alismalart i¢in segilen
orneklerin modern DNA kontaminasyonuna kars1 6rnegin hassasiyetine bagh olarak,
miimkiin olan en sert dekontaminasyon isleminden gecirilmesi gerekmektedir.
Dekontaminasyon iglemi bu asamada modern DNA’nin 6rnekten uzaklastirilmasini
saglamakla birlikte kazi alanindan, lizerinde yapilan antropolojik calismalardan ya da
depolama ortamindan kaynaklanabilecek PCR inhibitorlerinin de uzaklastirilmasini
saglamaktadir. Literatiirde dis Orneklerinin bu asamada en saglam ve en rahat
dekontamine olabilen 6rnekler oldugu belirtilmektedir. Fakat yapisi geregi dislerden
yiiksek miktarda DNA eldesi miimkiin degildir. Bu nedenle ¢alismamizda dis 6rnekleri

tercih edilmemistir.
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Calismamizda literatiirde en ¢ok kullanilan ve en basarili olan iki farkli DNA

izolasyon yontemi karsilagtirilmistir.

Calismamizda izole edilen DNA o6rneklerine oncelikli olarak ND1000 model
NanoDrop Spektrofotometre cihazi ile miktar ve saflik tayini yapilmistir. 230, 260 ve
280 nm dalga boylart ile galisan bu spektrofotometre 260 nm dalga boyuyla okutulan
ornekteki DNA’nin absorbansini 6l¢mekte ve miktarini ng/ul cinsinden vermektedir.
230 nm dalga boyu ile drnekteki karbonhidrat, fenol, guanidin, glikojen absorbansi
olgtilmektedir ve 260/230 nm oraninin azalmasi, elde edilen DNA’nin safliginin
azaldigin1 gostermektedir. 280 nm dalga boyu protein, fenol ve diger ekstraksiyon
bilesenlerinin veya kontaminantlarin absorbansini 6lgmektedir. 260/280 nm orani
azaldikca yine aym sekilde safligin azaldigi diisiiniiliir. Her iki oran i¢inde 1.8-2.0
degeri DNA’nin saf oldugunu gostermektedir. 260/280 nm oraninin 1.8-2.0 {izerinde
olmast herhangi bir sorunu isaret etmez iken 260/230 nm oraninin yiiksekligi
kalibrasyon i¢in kullanilan saf sudaki bir problemi isaret edebilmektedir (Matlock,
2015).

Elde edilen sonuglara gore tek asamali EDTA inkiibasyonu ile demineralize
edilen ve fenol-kloroform yontemi ile ekstrakte edilen 6rneklerden elde edilen DNA
miktar1 ¢cok asamali yonteme gore oldukca yiiksektir. Literatiirde de gectigi iizere
demineralizasyon asamasi uzatildikca ve asamalart arttirlldikca DNA kaybi
gergeklesmektedir. Ayrica tek asamali demineralizasyon ile elde edilen DNA’lar
NanoDrop sonuglarma gore saflik referans degerlerine ¢ok daha yakin degerler

verdiginden daha saf DNA elde edildigi diisiintilebilir.

Silika Jel ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilen 6rneklerin NanoDrop
sonuglart DNA miktar1 acisindan diger iki yonteme gore oldukca diistiktiir. Bununla
birlikte 260/280 nm orani 1.8’in iizerinde olmasina karsin 260/230 nm oranmi1 0’a
yakindir. Cihazin teknik dokiimanlar1 incelendiginde bu degerin diisiik olmasi
karbonhidrat, fenol, guanidin, glikojen kirliligini gostermektedir. Kullanilan yontemde

guanidin kullanildigindan degerin diisiik olmasi, yontemdeki yikama asamalarinin
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yetersiz kaldigint ve dolayisiyla son driinde guanidin birikiminin oldugunu

distindiirmektedir.

Yapilan spektrofotometrik 6l¢limler sonrasinda tasarlanan yeni primer ile biitlin
orneklerin amelogenin gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmaya ¢alisilmistir. Tek asamali
EDTA inkiibasyonu ile demineralize edilen ve fenol-kloroform yontemi ile ekstrakte
edilen 16 6rnegin hepsinde aranan bolge cogaltilabilmistir. Buna karsin ¢ok asamali
EDTA inkiibasyonu ile demineralize edilen ve fenol-kloroform yontemi ile ekstrakte
edilen 16 6rnegin yalnizca 4’linde aranan bolge ¢ogaltilabilmistir. Bunun nedeni
olarak ¢ok asamali demineralizasyon yonteminin elde edilen DNA miktarini azalttig
ve agamalar esnasinda gercgeklesebilecek kontaminasyonun PCR’1 olumsuz etkiledigi

diistiniilebilir.

Silika Jel ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilen Ornekler NanoDrop
sonuglarina paralellik gostermis ve ne yazik ki aranan bolgeler 16 6rnegin higbirinde
cogaltilamamistir.  Silika Jel ekstraksiyonu yonteminde protokolde belirtilen
basamaklarin aynen uygulanmasima kargin basarisiz olmasmin iki nedeni olabilir.
Birinci olarak uygulayicinin tecriibeye bagli olarak hata yapmis olmasi, ikinci olaraksa
yontemin hatalara kars1 oldukca hassas olmasidir. Her iki sebebin de benzer olmasi,

yontemi rutin olarak uygulamayan laboratuvarlar i¢in zor oldugunu gostermektedir.

Yontemler is yiikii, gereken deneyim, siire ve gereken malzeme bakimindan
karsilastirildiginda  fenol-kloroform yontemi silika jel yOntemine goére daha

uygulanabilir bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Antik DNA ve Adli DNA c¢alismalar1 bilim diinyasinda ilgi ¢ekici olduklar
kadar zorlayici calismalar olmuslardir. Incelenen rneklerin dogasi geregi her 6rnekte

bir nevi bilimsel meydan okuma gergeklesmektedir.

Bu ¢alismamizda adli DNA ile benzer problemlere sahip bir alan olan antik DNA
icin kullanilmakta olan iki yontem birbirleriyle karsilastirilmistir. Bu yontemlerden
fenol-kloroform yontemi aldigimiz sonuglara gore silika jel yontemine nazaran ¢ok

daha basarili bulunmustur.

Tek asamali demineralizasyon ile Fenol-kloroform yontemi uyguladigimiz 16
ornekte de basarili sonuclar elde edilmis buna karsin ¢ok asamali demineralizasyon ile
uyguladigimiz Fenol-kloroform yontemi ancak %25 oranda basarili olabilmistir.
Tartismada belirtildigi gibi demineralizasyon nedeni ile DNA miktarinin daha diistik
olmasi veya islem esnasindaki olas1 bir kontaminasyon basarmin diigmesine neden

olabilir.

PCR inhibisyonunun diisiiniildiigii durumlarda bunun giderilmesi amaciyla
literatiirde alinabilecek bazi onlemler bulunmaktadir. Bunlardan en kolayr mevcut
DNA’nin seyreltilmesidir. Bu sayede PCR karisimina eklenen DNA’nin igerisindeki
inhibitorler de seyrelecektir. Fakat diisiik DNA miktarina sahip 6rneklerde seyreltme
islemi kalip DNA’nin da seyrelmesine neden olacagindan PCR’in yine basarisiz

olmasina neden olabilir.

PCR inhibitorlerinden kurtulmanin ikinci yolu izole edilen mevcut aDNA’nin
yeniden saflagtirma isleminden gegirilmesidir. DNA izolasyonunda hig¢bir prosediir
%100 verimlilik saglamadigindan bu iglem sirasinda da belirli bir miktar DNA kaybi
yasanacaktir. Benzer sekilde DNA izolasyonu sirasinda saflastirma basamaklarinin

tekrar1 artirilarak veya birden ¢ok ve farkli saflastirma yontemleri kombine edilerek
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inhibitorlerin uzaklastirilmasi saglanabilmektedir. Fakat ayni1 sekilde eklenen her yeni

saflagtirma basamag1 daha fazla DNA kaybina neden olmaktadir.

PCR karisimi hazirlanirken eklenen bazi bilesenler PCR’1n inhibitorlere karsi
direncini arttirabilmektedir. DMSO, BSA gibi maddeler inhibitorlere karst PCR’1
korurken ayn1 zamanda verimini de artirmaktadir. Literatiirde bu maddelerin 6zellikle

aDNA calismalarinda sonucu dramatik bir sekilde degistirdigi belirtilmektedir.

Son olarak inhibitorlere karsi direngli olan DNA polimerazlarin kullanimi1 PCR

inhibitorlerine karsi kullaniciy1 bir adim 6ne tasiyacaktir.

Silika jel yontemi igin yOntemin en bastan optimize edilerek basamaklarin
kontrolden gecirilmesi ve hangi basamakta DNA kaybinin yasandigimin bulunmasi

gerekmektedir.

Calismamiz iilkemizde her gecen giin daha fazla ilgi gormeye baslayan antik
DNA alaninda yol gosterici niteliktedir. Fakat caligmamizin eksik kalan ve
gelistirilebilecek yanlart mevcuttur. Finansal ve zamansal yetersizlikler nedeniyle
literatiirde bulunan biitlin teknikler ve ¢o6ziim yollar1 oOrnekler {iizerinde
denenememistir. Bununla birlikte calismamaiz ileri arastirmalar icin giizel bir baglangic
noktas1 olusturmaktadir. Ileri arastirmalarda &zellikle her ydntem icin farkl
demineralizasyon teknikleri tek tek denenebilir, sonu¢ alinamayan DNA o6rnekleri
farkli saflastirma metotlar1 ile saflastirilabilir, PCR bilesenleri eklenerek PCR’1in
caligmasi i¢in reaksiyon zorlanabilir. Ayrica birden fazla primer denenerek ekstrakte
edilen DNA fragmentlerinin uzunlugu tespit edilebilir. Yeni nesil sekans teknikleri
kullanilarak cogaltilan gen bolgelerinin dizileri olusturulabilir, akrabalik iliskileri

arastirilabilir.
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OZET

Antik Orneklerden DNA Eldesinde iki Temel Metodun Verimlilik ve PCR
Inhibitérlerini Uzaklastirma Kriterleri A¢isindan Kiyaslanmasi

Antik DNA caligmalarinda 6rneklerden DNA izolasyonu en 6nemli ve kisitlayici
asamadir. Ornegin i¢inde bulundugu ortam ve bu ortamda kaldig siire, drneklerden
elde edilecek DNA’nin kalitesi i¢in belirleyicidir. Ayrica farkli kemik 6rneklerinin
DNA verimi agisindan farkli sonuglar verdigini gosteren ¢caligmalar vardir. Literatiirde
femur kemiginin yapisal 6zelliklerinden dolayt DNA eldesinde daha verimli olacagi
yoniinde bilgiler bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile Belentepe kazisindan elde edilen insan
iskeletlerinin femur kemiklerinden yine literatiirde verimliligi bakimindan basarili
bulunan iki yontem olan fenol-kloroform ve silika jel ekstraksiyon yontemi ile DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Orneklerden elde edilen DNA’larm kalitesi
spektrofotometrik yontem ve PCR yontemi ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda
elde ettigimiz veriler, yontemler arasindaki DNA ekstraksiyon verimliligini
karsilagtirmamiza olanak saglamis ve elde edilen Orneklerdeki antik DNA’nin
korunma oranlar1 hakkinda da bilgi vermistir.

Anahtar Sozciikler: Antik DNA, DNA izolasyonu, Femur,
Kontaminasyon, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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SUMMARY

The Comparison of Two Basic Methods of DNA Purification From
Ancient Samples in Terms of Efficiency and Removal of PCR Inhibitors

DNA isolation from samples are the most important and restrictive stage of
ancient DNA studies. The environment in which the sample is located and the time it
remains in this environment are decisive factors for the quality of the DNA to be
obtained from the samples. There are also studies showing that different bone
samples give different results in terms of DNA vyield. There are evidences in the
literature that femur bone is more efficient in isolation of DNA due to its structural
features. In this study, DNA isolation was performed by using phenol-chloroform
and silica gel extraction methods, which are found to be successful in the literature,
from the femur bones of human skeletons obtained from Belentepe excavation area.
The quality of DNA obtained from the ancient samples was analyzed by
spectrophotometric method and PCR amplification. The data obtained from this
study allowed us to compare the efficiency of DNA extraction between the methods
and gave information about the preservation of the ancient DNA in the obtained
samples.

Keywords: Ancient DNA, Contamination, DNA isolation, Femur, Polymerase Chain
Reaction
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I11- Unvanlar:
e Arastirma Gorevlisi

IVV- Mesleki Deneyimi
e Arastirma Gorevlisi (2018-Devam)

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar
e International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical
Toxicology (IATDMCT)

VI- Bilimsel flgi Alanlar
Adli Bilimler

Adli Biyoloji

Adli Toksikoloji
Analitik Toksikoloji
VII- Bilimsel Etkinlikleri

¢ Rapid Determination of Clozapine and Main Metabolite by HighPerformance
Liquid Chromatography. TOK KENAN CAN, OZDEMIR FEZILE,
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VI1II- Diger Bilgiler
Organizasyonunda katkida bulundugu bilimsel toplantilar

e 1st INTERNATIONAL CONGRESS on ANALYTICAL and

BIOANALYTICAL CHEMISTRY
o XX.EUROANALYSIS 2019
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